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1. UvOD



1.1. Rak

Rak predstavlja skupinu srodnih bolesti kojima je =zajedni¢ko obiljeZje intenzivni,
nekontrolirani i invazivni rast odredenih stanica u tijelu [1]. S obzirom na histologiju dijele se
na Sest osnovnih skupina: karcinome, leukemije, limfome, sarkome, mijelome i mijesane
tipove. Karcinom je rak epitelnih stanica koje prekrivaju unutarnje i vanjske povrSine
ljudskog tijela, a razli¢iti tipovi karcinoma predstavljaju glavninu (80-90%) svih oblika raka

[2].

Znacaj i status raka se promijenio u posljednjih 30 godina. Danas se brojni oblici raka mogu
lijeciti 1 izlijeCiti zahvaljuju¢i napretku u dijagnostici, Kirurgiji i kemoterapiji. Usprkos
¢injenici da rak postaje kroni¢na bolest i da je stopa izljeCenja kontinuirano u porastu, valja
istaknuti da produljenje Zivotnog vijeka, povecanje incidencije raka kod suvremenog Covjeka
u zadnjih nekoliko desetljeca te sklonost mutaciji ima za posljedicu smanjenje u¢inkovitosti
kemoterapije ili potpunu otpornost stanica raka na lijekove. Zbog svega navedenog, rak i dalje
predstavlja globalni javnozdravstveni problem te je razvoj novih sigurnijih i ucinkovitijih
citostatika i dalje iznimno aktualno podrucje. Slika 1 prikazuje pojavnost i smrtnost svih
oblika raka, izuzev nemelanomskog raka koze, u svijetu na 100.000 stanovnika prema
GLOBOCAN-u, projektu u sklopu Global Cancer Observatory-ja koji je dio Svjetske
zdravstvene organizacije (SZO).
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Slika 1.Pojavnost i smrtnost raka u svijetu za 2012. g. prema GLOBOCAN-u [3]

Rak je po ucestalosti drugi uzro¢nik smrti u svijetu prema podacima SZO te je bio uzrok smrti
8,8 milijuna ljudi u 2015. g. Primijeceno je da je pojavnost raka veéa u razvijenim zemljama,
a omjer smrtnosti naspram pojavnosti je u pravilu veéi $to je regija manje razvijena [3]. Prema
podacima Sluzbe za epidemiologiju Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo rak je takoder drugi
vodec¢i uzro¢nik smrti u 2016.g. u Republici Hrvatskoj. Slika 2 prikazuje uzroke smrti u opcoj
populaciji u Republici Hrvatskoj u 2016. g., a Slika 3 prikazuje raspodjelu novooboljelih od
raka prema spolu i zahvacenim organima [4]. Zanimljivo, u svijetu i u Republici Hrvatskoj

muskarci ¢eSce obolijevaju od raka i smrtnost je veca u odnosu na Zene.



Rak
27,90%

Ostale bolesti
12,90%

Ozljede, otrovanja

Bolesti 5,50%
kardiovaskularnog .
sustava Bolesti disnog
45,00% sustava
Bolesti probavnog 4,70%
sustava
4,00%
m Bolesti kardiovaskularnog sustava m Rak
m Ostale bolesti m Ozljede, otrovanja
E Bolesti diSnog sustava u Bolesti probavnog sustava

Slika 2. Prikaz uzroka smrti prema skupinama polesti u 2016. godini u Republici Hrvatskoj
(prilagodeno prema T. Cori¢ et al., 2017) [4]
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Slika 3.Raspodjelanovooboljelihodrakaprema spolu i zahva¢enom organu u 2013. g. u
Republici Hrvatskoj(prilagodeno prema T. Cori¢ et al., 2017) [4]



1.2. Antimalarici kao citostatici

Jedna od priznatih i ¢es¢e koristenih strategija u razvoju novih lijekova je modifikacija
poznatih lijekova koji se ve¢ nalaze u klinickoj praksi. Vodeci se tom strategijom, u Zavodu
za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta zadnjih se nekoliko godina

intenzivno radi na derivatima primakina (Slika 4) kao potencijalnim citostaticima.

O/

NH

| N )\/\/NH2
Slika 4. Primakin

Potencijal razvoja novih citostatika iz antimalarika uocen je prije desetak godina kada je
primijeceno da su mnogi antimalarici korisni u terapiji raka [5-7]. Trenutno je poznato da ¢ak
14 od 20 registriranih antimalarika ima citostatski uc¢inak, a pet se nalazi u klini¢kim

studijama: artemizinin, artemeter, artesunat, klorokin, kinin [8, 9].

Intenzivno se proucava i istovremena upotreba citostatika i antimalarika u terapiji raka.
Dokazano je da hidroksiklorokin, klorokin i primakin pojacavaju djelovanje citostatika
doksorubicina i cisplatine te inhibiraju razvoj rezistencije tumorskih stanica [10].
Eksperimentalno je potvrdeno da je klorokin koristan u koadministraciji s lidamicinom,
sunitinibom ili artemizininom. U kombinaciji s lidamicinom dolazi do sinergistickog u¢inka
prema humanim stani¢énim linijama karcinoma plu¢a ne-malih stanica (H460) i
adenokarcinoma pluca alveolarnih bazalnih epitelnih stanica (A549). Ova kombinacija je u
drugoj fazi klinickih ispitivanja [11]. Kombinacija sunitiniba i klorokina ima sinergisticki
ucinak prema viSe vrsta stanica raka U In vitro i in vivo uvjetima [12]. Kombinacija
artemizinina i klorokina ima sinergisticki uéinak prema vise humanih stani¢nih linija
karcinoma pluca [13]. Primakin istovremeno upotrijebljen s imatinibom mijenja klirens
imatiniba, njegovu bioraspolozivost i distribuciju, $to moze poboljsati u¢inkovitost u terapiji

karcinoma bubrega i mozga, ali i povecati toksi¢nost [14].



Klorokin, primakin i kinin su derivati kinolina. Kinolinski heterocikli¢ki sustav Cesto je
prisutan u strukturama farmakoloski aktivnih spojeva. Tako su razli€iti derivati kinolina
aktivni kao inhibitori tubulin polimeraze ili tirozin kinaze [15]. Njihov potencijal u razvoju
citostatskih lijekova opisan je u revijalnom &lanku Afzal i suradnika. Clanak donosi pregled
brojnih citostatika koji u svojoj strukturi sadrze kinolinski prsten. Opisani lijekovi imaju
razli¢ite mehanizme citostatskog djelovanja poput izazivanja apoptoze, inhibicije angiogeneze
inhibicijom rasta stanica, prekidanjem migracije stanica i modulacijom odgovora nuklearnih
receptora. Medu opisanim lijekovima nalaze se brojni lijekovi koji su u eksperimentalnoj fazi,

kao 1 oni prisutni na trziStu: irinotekan, topotekan, bosutinib, lenvatinib i kabozantinib [16].

Kao $to je ve¢ spomenuto, U Zavodu za farmaceutsku kemiju zadnjih se nekoliko godina
intenzivno radi na derivatima primakina kao potencijalnim citostaticima. Sintetizirano je vise
odsto novih spojeva: amida, urea, karbamata, bis-urea, semikarbazida i ureidoamida (Slika 5)
[17-24].
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Slika 5. Razli¢iti derivati primakina dizajnirani, Sintetizirani i bioloski ispitani u Zavodu za

farmaceutsku kemiju

Sintetizirani spojevi mogu se smatrati konjugatima primakina s razli¢itim alkilnim,
cikloalkilnim i arilnim derivatima koji su povezani razmaknicom bogatom heteroatomima tipa
amida, urea, karbamata, bis-urea, semikarbazida i ureidoamida. Ti spojevi su evaluirani prije
svega kao potencijalni citostatici, ali je mnogima ispitano i antioksidativno, antimalarijsko i
antibakterijsko djelovanje. Vise spojeva pokazalo je antiproliferativno djelovanje in vitro u
niskim mikromolarnim koncentracijama prema velikom broju ispitivanih tumorskih stani¢nih
linija i/ili selektivni u¢inak na pojedine stani¢ne linije, prije svega prema humanoj stani¢noj
liniji adenokarcinoma dojke (MCF-7). Najvecu selektivnost prema MCF-7 pokazao je
simetri¢ni derivat s dva primakinska ostatka povezana bis-urea razmaknicom (ICs0=0,2 uM)
[20]. Urea s 5-hidroksipentilim supstituentom na jednom atomu dusika i ostatkom primakina
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na drugom atomu dusika, pokazala je veliku selektivnost prema humanoj stani¢noj liniji
adenokarcinoma debelog crijeva(SW 620, 1Cs0=0,2 uM) [18].

1.3. Lijekovi s fluorom

Organski spojevi s fluorom imaju jedinstvena fizikalno-kemijska i biokemijska svojstva, ¢esto
razli¢ita od njihovih nefluoriranih analoga. Cesti su sastojci agrokemijskih spojeva, lijekova i
novih materijala. Uklju¢ivanje fluora ili fluoralkilne skupine u spojeve, potencijalne ljekovite
tvari, gotovo da je redovita strategija kojom se moze povecati afinitet vezanja na aktivno
mjesto, optimirati fizikalno-kemijska svojstva (npr. pKa) ili povecéati metabolicka stabilnost
potencijalnog lijeka. Takoder, primije¢en je porast bioraspolozivosti i jacanja djelovanja
potencijalne ljekovite tvari uvodenjem fluora u strukturu. Veza C-F se uvrijeZeno smatra
bioizosterom C-O i C-H veza s obzirom na relativno male razlike u van der Waalsovim
polumjerima izmedu atoma fluora i vodika, odnosno fluora i kisika, kao i malih razlika u
duljini veza C-F i C-H, odnosno C-O [25]. Stoga bi se fluorirani analozi trebali vezati za ciljni
protein na istom mjestu kao i nefluorirani. Fluorirani analozi pokazuju drugaciji afinitet
vezanja 1 selektivnost s obzirom na tip interakcija izmedu lijeka i ciljnog proteina. Ukoliko se
radi o slabijim polarnim interakcijama koje dominiraju u interakciji lijek-ciljni protein,
zamjena vodika fluorom na strateSkim poloZajima u molekuli lijeka dovodi do povecanja
afiniteta vezanja. Takoder, uvodenje fluora u strukturu lijeka povecava metabolicku
stabilnost. Naime, energija C-F veze je visa od energije C-H veze te je stoga metaboli¢ko
kidanje C-F veze manje izvjesno, nego kidanje C-H veze [26]. Ta spoznaja omoguéuje
racionalan pristup dizajniranju lijeka, odnosno integriranju fluora u strukturu na metabolicki
osjetljive polozaje. Osim toga ¢esto se u molekule uvodi atom fluora u blizini neke bazi¢ne
skupine, primjerice amino skupine. Naime, fluor svojim snaznim elektron odvlacec¢im
uc¢inkom smanjuje pKa, odnosno bazicnost amina. Smanjena bazi¢nost posljedi¢no dovodi do
smanjenja protonacije amino skupine, te time ona uglavnom egzistira u neutralnoj formi i

raste lipofilnost u usporedbi s analozima bez fluora [27].



1.3.1. Inhalacijski anestetici

Prvi lijek koji je u strukturi sadrzavao atome fluora bio je inhalacijski anestetik halotan
(registriran 1955. godine). Nakon njega su otkriveni i uvedeni u praksu i drugi fluorirani

anestetici (izofluran, sevofluran, enfluran, metoksifluran) (Slika 6)[28].

CF3

CF; cl F
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Slika 6. Fluorirani inhalacijski anestetici

1.3.2. Prisutnost lijekova s fluorom

Brojne farmakoloske skupine sadrze lijekove s fluorom, primjerice antibakterijski lijekovi,
antivirotici, antidijabetici, protuupalni nesteroidni lijekovi (NSAID), antidepresivi,
antiagregacijski lijekovi, hipolipemici te fluorirani kortikosteroidi od kojih se neki koriste kao
antiastmatici, odnosno kao lokalni protuupalni lijekovi. Blockbuster lijekovi s fluorom su:
atorvastatin i fluvastatin (antihiperlipemici), celekoksib (NSAID — COX-2 inhibitor),
ciprofloksacin (antimikrobni lijek), fluoksetin (antidepresiv), sitagliptin (oralni antidijabetik)

(Slika 7). Cak 20% trenutno registriranih lijekova sadrzi fluor, a njihov broj brzo raste [29].
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Slika 7. Neki registrirani lijekovi koji sadrze fluor

Iako ucinak fluora na bioloSka svojstva nekog spoja nije u potpunosti predvidiv, Cesto se
koristi u dizajniranju novih lijekova. Uvodenje fluora na mjesto u molekuli lijeka koje je
podlozno metaboli¢kim reakcijama ili u njegovu blizinu poveéava metaboli¢ku stabilnost, a
time i bioraspolozivost. Antihiperlipemik ezetimib je primjer jednog takvog lijeka (Slika 8)
[30].
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Slika 8. Ezetimib



Kao S$to je ve¢ reCeno ranije, uvodenje fluora moze povecati i kemijsku stabilnost. Npr.
fluoritromicin se kemijski razlikuje od eritromicina samo po atomu fluora smjeStenom u
blizini tercijarne alkoholne skupine, $to rezultira veCom stabilnosti u kiseloj sredini (Slika 9).

Zbog tog je fluoritromicin pogodniji za terapiju gastritisa uzrokovanog Helicobacter pylori
[31].

eritromicin fluoritromicin

Slika 9. Eritromicin i fluoritromicin

Uvodenje atoma fluora u aromatski dio strukture lijeka moZze povecati i u€inak lijeka. Primjer
za to je linezolid [32], antibakterijski lijek djelotvoran na rezistentne sojeve bakterija, npr.
enterokoke rezistentne na vankomicin (VRE) ili stafilokoke rezistentne na meticilin (MRSA)
(Slika 10) te mnogobrojni antitumorski lijekovi: sorafenib, ponatinib, klofarabin, afatinib,
regorafenib, trametinib, dabrafenib, vemurafenib (Slikall) [33].

Slika 10. Linezolid
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Slika 11. Neki antitumorski lijekovi s fluorom

Takoder treba istaknuti i da medu antimalaricima (Slika 12) postoje oni koji u svojoj strukturi

halofantrin i meflokin. Zanimljivo je spomenuti kako je meflokin nastao variranjem

supstituenata prethodnika, WR 7930 i SN 10275. Upravo je uvodenje fluora, odnosno CF3

supstituenta dovelo do jacanja aktivnosti i smanjenja fototoksi¢nosti [34]. Takoder postoje i

antimalarici koji nisu viSe na trzistu, no dokazano su ucinkoviti prema vrsti Plasmodium

falciparum, poput floksakrina i fluoriranih derivata artemizinina [25].
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Slika 12. Antimalarici s fluorom u strukturi

1%F NMR spektroskopija i rendgenska strukturna analiza kompleksa enzim-supstrat koristi se
sve viSe za pracenje mehanizama biokemijskih reakcija te za pracenje jacine vezanja

fluoriranog potencijalnog lijeka za metu [35].

Spojevi s fluorom nasli su jo§ jednu primjenu u medicini — kao dijagnostici. lzotop ®F ima
najdulje vrijeme poluzivota medu svim izotopima koji emitiraju pozitrone pa su dijagnostici
markirani tim izotopom najpovoljniji za PET (positron tomography imaging) dijagnostiku
neurodegenerativnih bolesti (Alzheimerova i Parkinsonova bolest) i epilepsije [36].

Zadnjih godina intenzivno se razvijaju peptidi i proteini povecane termicke i proteoliticke
stabilnosti koji sadrze neklasi¢éne aminokiseline, poput fluoriranog kolagena i fluoriranog

glukagonu sli¢nog peptida(GLP-1), koji imaju potencijalnu primjenu kao lijekovi [37].
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2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA



Cilj ovog rada je sinteza i karakterizacija druge generacije urea i bis-urea primakina s

aminoalkoholima.

Dizajniranje ciljnih spojeva temelji se na pregledu literaturnih podataka te rezultata
istrazivanja u Zavodu za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta. Mnogi
od ispitanih spojeva pokazali su citostatsko djelovanje in vitro u niskim mikromolarnim
koncentracijama na velik broj ispitanih tumorskih stani¢nih linija i/ili selektivan ucinak na
pojedine stani¢ne linije[17-21, 23]. Medu opisanim spojevima isticala se urea s 5-
hidroksipentilnim supstituentom na jednom atomu duSika i primakinskim ostatkom na
drugom atomu dusika koja je vrlo selektivna prema humanoj stani¢noj liniji SW620 (ICso =
0,2 uM).

Imajuéi na umu gore navedene Cinjenice, dizajniranaje i sintetizirana druga generacija urea i
bis-urea primakina. Aminoalkoholni dio strukture zamijenjen je fluoralkilnim

aminoalkoholima, odnosno rigidnijimaminoalkoholima.

U ovom radu opisan je dio tih istrazivanja — sinteza i karakterizacija druge generacije urea i
bis-urea primakina s aminoalkoholima. Sintetizirani spojevi su karakterizirani uobicajenim
analitickim 1 spektroskopskim metodama. Racunalnim programima predvidena su fizikalno-
kemijska svojstva koja utjecu na farmakokineticke parametre. Tim spojevima naknadno ¢e
biti ispitano citostatsko i antimalarijsko djelovanje in vitro te ¢e rezultati biti pridruzeni
dosadasnjim i Ciniti bazu za razvoj modela za istrazivanje kvantitativnog odnosa strukture i

djelovanja (QSAR), a time daljnje dizajniranje i optimizaciju strukture derivata primakina.
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3. MATERIJALI | METODE



Talista (t)) su odredena na Stuart SMP3 instrumentu za odredivanje talista (Barloworld
Scientific, UK) u otvorenim kapilarama i nisu korigirana. Tijek reakcija i ¢istoca produkata
praceni su tankoslojnom kromatografijom (TLC). Za TLC su upotrijebljene silikagel ploce 60
Fosa  (Merck, Njemacka), te etil-acetat/metanol (1:1), etil-acetat/metanol (1:1,5),
cikloheksan/etil-acetat/metanol (3:1:0,5), cikloheksan/etil-acetat/metanol
(3:1:0,75),diklormetan/metanol (95:5) i diklormetan/metanol (9:1) kao pokretne faze. Za
kromatografiju na koloni kao nepokretna faza koristen je silikagel veliine Cestica 0,063—
0,200 mm (Sigma Aldrich, SAD), uz iste pokretne faze kao i u TLC-u. Analizirani spojevi

detektirani su UV zracenjem (A = 254 nm) i parama joda.

IR spektri snimljeni su na Nicolet 6700 (Thermo Scientific, SAD) FT-IR spektrofotometru uz
ATR komoru s dijamantnom kristalnom plo¢icom. *H i C NMR spektri snimljeni su na
Bruker AV-600 (Bruker, SAD) kod 300,13, odnosno 600,13 MHz za *H i kod 75,47, odnosno
150,90 MHz za '3C jezgru. Uzorci su mjereni u DMSO-dsotopinama na 20 °C u NMR
cjevCicama promjera5 mm. Kemijski pomaci izrazeni Su u ppm u odnosu na tetrametilsilan
(TMS) kao unutarnji standardu *H, odnosno signal dimetilsulfoksida (DMSO) u *3C spektru.
Spektri masa snimljeni su na HPLC-MS/MS instrumentu (Agilent Technologies Triple
Quadripole 6420). lonizacija elektrorasprsenjem (ESI) u pozitivnom modu koristena je kao
tehnika ionizacije. Za predvidanje fizikalno-kemijskih svojstava koja utjeu na
farmakokineticke parametre koristeni su racunalni programi Chemicalize (ChemAxon, SAD)

i SWissSADME (Swiss Institute of Bioinformatics, Svicarska).

Primakin difosfat, trifozgen, hidrazin hidrat i trietilamin (TEA) nabavljeni su od tvrtke Sigma-
Aldrich (SAD), a benzotriazol (BtH) je nabavljen od tvrtke Alfa Aesar (SAD). Aminoalkoholi
3-amino-1,1,1-trifluorpropran-2-ol hidroklorid, (1-aminociklobutil)metanol, (1-
aminociklopropil)metanol hidroklorid i 2-amino-4-fluorbutan-1-ol nabavljeni su od tvrtke

Enamine (Ukrajina).Sve reakcije s primakinom izvodene su uz zastitu od svjetlosti.

Bezvodni toluen dobiven je sljede¢im postupkom: toluen je ekstrahiran vodom, osuSen nad
bezvodnim kalcijevim kloridom, destiliran 1 ¢uvan nad natrijem. Bezvodni diklormetan
dobiven je na sljede¢i nacin: diklormetan je ekstrahiran vodom, suSen nad kalcijevim
kloridom i predestiliran, te ¢uvan nad aktiviranim molekulskim sitima. Bezvodni dioksan
dobiven je 24-satnim refluksiranjem na natriju. Destiliran je i ¢uvan nad natrijem. Sve

kemikalije bile su p. a. ¢istoce.
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3.1. Sinteza klorida 1-benzotriazolkarboksilne kiseline (BtcCl, 1)

Klorid 1-benzotriazolkarboksilne kiseline 1 pripravljen je prema poznatom propisu [38].
Smjesa 0,596 g (0,005 mol) benzotriazola i 0,991 g (0,00334 mol) trifozgena u bezvodnom
toluenu refluksirana je 3 sata na 115 °C. Otapalo je upareno pod snizenim tlakom te je
reakcijska smjesa naparena nekoliko puta bezvodnim toluenom. Dobiveni BtcCl 1 je bez

¢iS¢enja upotrijebljen u daljnjim reakcijama.

3.2. Sinteza benzotriazolida primakina 2 (N-{4-[(6-metoksikinolin-8-il)amino]pentil}-1H-
benzo[d][1,2,3]triazol-1-karboksamid)

Spoj je sintetiziran prema ranije opisanom postupku[17].IR spektar i taliSte benzotriazolida

primakina 2 u potpunosti odgovaraju ranije sintetiziranom spoju.

3.3. Sinteza urea primakina (3)

Opéa metoda: Smjesa 0,201 g (0,510 mmol) benzotriazolida primakina 2, 1,109 mmol
aminoalkohola i 0,142mL (1,109 mmol) TEA u suhom diklormetanu (2 mL) grijana je 0,5 h
na 65 °C u mikrovalnom reaktoru snage valova 300 W u prisutnosti nekoliko miligrama
natrijevog ditionita. Ukoliko je aminoalkohol bio u obliku soli, dodano je dodatnih 1,019

mmol TEA. Otapalo je uklonjeno uparavanjem pod snizenim tlakom.

3.3.1L. Sinteza 1-(4-fluor-1-hidroksibutan-2-il)-3-(4-[{6-metoksikinolin-8-

ilfamino]pentil)uree (3a)

Koli¢ina reaktanta: 0,109g 2-amino-4-fluorbutan-1-ola.

Sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na koloni uz pokretne faze cikloheksan/etil-
acetat (1:1,5) i cikloheksan/etil-acetat/metanol (3:1:0,75).Stajanjem na 4°C iz smjese
aceton/cikloheksan kristalizirao je Cisti produkt 3a.

Iskoristenje: 0,172g (86%)

tt65,5-68°C.
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IR (ATR): wnax3290, 2924, 2854, 1712, 1614, 1564, 1514, 1450, 1421, 1385, 1219, 1196,
1157,1034, 949, 818, 783, 617 cm ™.,

IH NMR (DMSO-ds, Sppm, J/Hz): 8,54-8,53 (dd, J = 1,56, 4,15, 1H, 10), 8,08-8,07 (dd, J =
1,50, 8,23, 1H, 12), 7,43-7,41 (m, 1H, 11), 6,47 (s, 1H, 16), 6,26 (s, 1H, 14), 5,91-5,89 (d, J =
8,70, 1H, 7), 5,91-5,89 (t, J = 5,58, 1H, 1), 5,69-5,67 (d, J = 8,49, 1H, 2'), 4,73-4,72 (t, J =
5,29, 1H, 5"), 4,49-4,40 (m, 2H, 3"), 3,82 (s, 3H, 17), 3,65-3,62 (m, 2H, 5, 1"), 3,38-3,27 (m,
2H, 4"), 3,00 (m, 2H, 2), 1,94-1,85, 1,67-1,61, 1,54-1,42 (3m, 6H, 3, 4, 2"), 1,22-1,20 (d, J =
6,32, 3H, 6).

13C NMR (DMSO-ds, & ppm,J/Hz): 159,00 (15), 157,83 (L), 144,62 (8), 144,22 (10), 134,77
(12), 134,51 (9), 129,56 (13), 122,07 (11), 96,10 (16), 91,63 (14), 82,08-81,01 (d, J1 = 161,35,
3"), 63,66 (4"), 54,.96 (17), 47,62 (1"), 47,04 (5), 39,02 (2), 33,52 (4), 32,63-32,50 (d, J> =
19,40, 2"), 26,83 (3), 20,21 (6).

MS/MS (m/z): 393,1 (M+1)*, 286,0 (C16H20N302").

3.3.2. Sinteza 1-(4-[{6-metoksikinolin-8—il}amino]pentil)-3-(3,3,3-trifluor-2-
hidroksipropil)uree (3b)

Koli¢ina reaktanta: 0,183g3-amino-1,1,1-trifluorpropan-2-ol hidroklorida.

Sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu cikloheksan/etil-
acetat (1:1). Prekristalizacijom iz smjese aceton/petroleter dobiven je Cisti produkt 3b.
Iskoristenje: 0,185 g (88%).

tr 108-110,5 °C.

IR (ATR): wmax3321, 2914, 2854, 1610, 1556, 1514, 1448, 1421, 1385, 1259, 1221, 1178,
1140, 1113, 1049, 816, 789, 619cm 2.

'H NMR (DMSO-ds, éppm, J/Hz): 8,54-8,53 (dd, J = 1,60, 4,16, 1H, 10), 8,08-8,07 (dd, J =
1,56, 8,25, 1H, 12), 7,43-7,41 (m, 1H, 11), 6,47 (s, 1H, 16), 6,41-6,40 (d, J = 6,24, 1H, 2,
6,26 (s, 1H, 14), 6,12-6,11 (m, 2H, 7, 4"), 6,01-5.99 (t, J = 5.68, 1H, 1), 3,95-3,93 (m, 1H, 2"),
3,82 (s, 3H, 17), 3,63-3,61 (m, 1H, 5), 3,42-3,32 (m, 1H, 1), 3,02-3,01 (m, 3H, 2, 1"), 1,65-
1,45 (m, 4H, 3, 4), 1,22-1,21 (d, J = 6,30, 3H, 6).

13C NMR (DMSO-ds, 8 ppm, J/Hz): 159,00 (15), 158,10 (1'), 144,62 (8), 144,22 (10), 134,77
(12), 134,51 (9), 129,56 (13), 128,13-122,50 (q, J = 282,61, 3"), 122,07 (11), 96,10 (16),
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91,62 (14), 68,53-67,98 (q, J = 28, 2"), 54,95 (17), 47,03 (5), 39,66 (L"), 39,02 (2), 33,49 (4),
26,78 (3), 20,21(6).
MS/MS (m/z): 415,0 (M+1)*, 286,0 (C16H20N302").

3.4. Sinteza semikarbazida primakina 4 (3-amino-1-{4-[(6-metoksikinolin-8-

illamino]pentil}urea)

Spoj je sintetiziran prema ranije opisanom postupku [20]. IR spektar i taliSte semikarbazida

primakina 4 u potpunosti odgovaraju ranije sintetiziranom spoju.

3.5. Sinteza benzotriazolida semikarbazida primakina 5 (N-[({4-[(6-metoksikinolin-8 -

illamino]pentil}karbamoil)amino]-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-karboksamid)

Spoj je sintetiziran prema ranije opisanom postupku [20]. Otopina sirovog spoja 5 koristena je

bez proci§¢avanja u sintezi spojeva 6a-d.

3.6. Sinteza bis-urea primakina (6)

Opéa metoda: Otopini 0,232 g (0,5 mmol) spoja 5 u dioksanu (8 mL) uz mijeSanje je
dokapana otopina 0,5 mmol aminoalkohola i 0,070mL (0,5 mmol) TEA u dioksanu (6 mL),
odnosno 0,101 g (0,1 mmol) TEA ako je aminoalkohol bio u obliku soli, tijekom 0,25 h.
Reakcijska smjesa je mijeSana preko noé¢i na sobnoj temperaturi. Otapalo je upareno pod

snizenim tlakom.

3.6.1. Sinteza 3-{[(4-fluor-1-hidroksibutan-2-il)karbamoillamino}-1-{4-[(6-

metoksikinolin-8-il)amino]pentil}uree (6a)

Koli¢ina reaktanta: 0,054g 2-amino-4-fluorbutan-1-ola.
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Sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu diklormetan/metanol
(9:1). Rastrljavanjem u eteru dobiven je Cisti produkt 6a.

Iskoristenje: 0,173 g(77%).

tt121,5-124°C.

IR (ATR): wmax3284, 2910, 1647, 1612, 1552, 1514, 1448, 1419, 1383, 1194, 1151, 1051,
1034, 1026, 941, 895, 816, 787 cm ™.

'H NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz): 8,55-8,53 (dd, J = 1,37, 4,06, 1H, 10), 8,09-8,06 (dd, J =
1,26, 8,21, 1H, 12), 7,59 (s, 1H, 3", 7,52 (s, 1H, 2'), 7,45-7,40 (m, 1H, 11), 6,47 (s, 1H, 16),
6,41 (t, J = 5,35, 1H, 1), 6,26 (s, 1H, 14), 6,12-6,10 (d, J = 8,71, 2H, 7, 5", 4,74-4,70 (t, J =
5,36, 1H, 5"), 4,55-4,51, 4,39-4,35 (2t, J = 6,14, 2H, 3"), 3,82 (s, 3H, 17), 3,70-3,62 (m, 1H,
5, 1"), 3,44-3,26 (m, 4", djelomicno prekriven signalom H-O), 3,04 (m, 1H, 2), 1,93-1,07 (m,
6H, 3, 4,2"), 1,21-1,19 (d, J = 6,20, 3H, 6).

13C NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz): 159,01 (15), 158,65, 158,41 (1', 4'), 144,65 (8), 144,25
(10), 134,81 (12), 134,53 (9), 129,58 (13), 122,11 (11), 96,09 (16), 91,59 (14), 82,53-80,40
(d, J1 = 166,41, 3"), 63,49 (4"), 54,99 (17), 47,64-47,57 (d, J3 = 2,94, 1), 47,06 (5), 39,13 (2),
33,37 (4), 32,37-32,11 (d, J> = 19,92, 2"), 26,69 (3), 20,20 (6).

MS/MS (m/z):451,2 (M+1)*.

3.6.2. Sinteza 1-{4-[(6-metoksikinolin-8-il)amino]pentil}-3-{[(3,3,3-trifluor-2-

hidroksipropil)karbamoil]Jamino}uree (6b)

Koli¢ina reaktanta: 0,083 g 3-amino-1,1,1-trifluorpropan-2-ol hidroklorida.

Sirovi produkt prociscen je kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu diklormetan/metanol
(9:1). Rastrljavanjem u eteru dobiven je Cisti produkt 6b.

Iskoristenje: 0,097 g (41%).

tr 163-165,5°C.

IR (ATR): vmax3273, 3201, 3072, 2918, 1649, 1585, 1550, 1516, 1450, 1419, 1383,1321,
1259, 1194, 1126, 1111, 1049, 816, 787, 617, 455, 451cm™.

'H NMR (DMSO-dg, § ppm, J/Hz): 8,54-8,53 (dd, J = 1,54, 4,17, 1H, 10), 8,09-8,06 (dd, J =
1,50, 8,29, 1H, 12), 7,79 (s, 1H, 3", 7,57 (s, 1H, 2"), 7,45-7,40 (m, 1H, 11), 6,48-6,47 (m, 2H,
16, 5'), 6,40-6,34 (m, 2H, 1, 4"), 6,26 (s, 1H, 14), 6,12-6,10 (d, J = 8,74, 1H, 7), 4,06-3,97 (m,
1H, 2"), 3,82 (s, 3H, 17), 3,63 (m, 1H, 5), 3,43-3,36, 3,14-3,02 (2m, 4H, 2, 1), 1,61-1,50 (m,

4H, 3, 4), 1,21-1,19 (d, J = 6,25, 3H, 6).
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13C NMR (DMSO-ds, 8 ppm, J/Hz): 159,01 (15), 158,77, 158,58 (L', 4), 144,65 (8), 144,25
(10), 134,81 (12), 134,53 (9), 130,94-119,65 (g, Ji= 286,23, 3"), 129,59 (13), 122,11 (11),
96,09 (16), 91,59 (14), 68,56-67,42 (g, Jo= 28,53, 2"), 54,99 (17), 47,05 (5), 39,68 (1"), 39,18
(2), 33,39 (4), 26,68 (3), 20,21 (6).

MS/MS (m/z): 473,1 (M+1)*, 286,1 (C16H20N302").

3.6.3. Sinteza 3-({[1-(hidroksimetil)ciklopropil]lkarbamoil}amino)-1-{4-[(6-
metoksikinolin-8-il)amino]pentil}uree (6¢)

Koli¢ina reaktanta: 0,062g (1-aminociklopropil)metanol hidroklorida.

Sirovi produkt prociséen je kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu diklormetan/metanol
(9:1). Rastrljavanjem u eteru dobiven je Cisti produkt 6c.

Iskoristenje: 0,129g (60%).

tr 154-156,5 °C.

IR (ATR): wmax3273, 3194, 3068, 2914, 2850, 1655, 1612, 1527, 1514, 1450, 1419, 1383,
1288, 1194, 1163, 1153, 1024,814, 787, 667, 596 cm .

'H NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz): 8,55-8,53 (dd, J = 1,57, 4,17, 1H, 10), 8,09-8,06 (dd, J =
1,51, 8,29, 1H, 12), 7,55 (s, 1H, 3'), 7,45 (s, 1H, 2), 7,43-7,40 (m, 1H, 11), 6,52 (s, 1H, 5,
6,47 (s, 1H, 16), 6,36-6,32 (t,J = 5,67, 1H, 1), 6,26 (s, 1H, 14), 6,12-6,09 (d, J = 8,72, 1H, 7),
4,72-4,69 (t, J = 5,58, 1H, 5"), 3,82 (s, 3H, 17), 3,62 (m, 1H, 5), 3,38-3,36 (d, J = 5,63, 2H,
4", 3,03-2,98 (q, J = 7,27, 11,85, 2H, 2), 1,61-1,45 (m, 4H, 3, 4), 1,21-1,19 (d, J = 6,25, 3H,
6), 0,66-0,56 (m, 4H, 2", 3").

13C NMR (DMSO-ds, & ppm): 159,01 (15), 158,63 (1', 4'), 144,65 (8), 144,25 (10), 134,80
(12), 134,52 (9), 129,58 (13), 122,11 (11), 96,09 (16), 91,60 (14), 65,29 (4"), 54,99 (17),
47,03 (5), 39,02 (2), 34,17 (1), 33,37 (4), 26,68 (3), 20,22 (6), 11,12 (2",3").

MS/MS (m/z): 431,2 (M+1)".

3.6.4. Sinteza 3-({[1-(hidroksimetil)ciklobutil]karbamoil}amino)-1-{4-[(6-metoksikinolin-
8-il)amino]pentil}uree (6d)

Koli¢ina reaktanta: 0,051 g (1-aminociklobutil)metanola.
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Sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu diklormetan/metanol
(9:1). Rastrljavanjem u eteru dobiven ¢isti produkt 6d.

Iskoristenje: 0,167 g (75%).

t 128-131°C.

IR (ATR): vmax3273, 3207, 3062, 2924, 2848, 1647, 1612, 1554, 1527, 1514,1448, 1390,
1383, 1286, 1194, 1167, 1153, 1047, 1026, 814, 787, 617, 463cm™.

'H NMR (DMSO-dg, § ppm, J/Hz): 8,54-8,52 (dd, J = 1,49, 4,16, 1H, 10), 8,09-8,06 (dd, J =
1,39, 8,27, 1H, 12), 7,53 (s, 1H, 3", 7,47 (s, 1H, 2"), 7,44-7,40 (m, 1H, 11), 6,47 (s, 1H, 16),
6,41-6,37 (t, J = 5,49, 1H, 1), 6,26 (s, 1H, 14), 6,12-6,09 (d+s, 2H, 7, 5"), 4,88-4,84 (t, J =
5,60, 1H, 6"), 3,82 (s, 3H, 17), 3,62 (m, 1H, 5), 3,47-3,45 (d, J = 5,58, 2H, 5"), 3,04-3,02 (q, J
=7,35, 11,08, 1H, 2), 2,30-2,20, 1,94-1,88, 1,62-1,51 (m, 10H, 3, 4, 2"-4"), 1,21-1,19 (d, J =
6,24, 3H, 6).

13C NMR (DMSO-ds, & ppm): 159,01 (15), 158,70, 157,93 (1', 4'), 144,65 (8), 144,24 (10),
134,80 (12), 134,53 (9), 129,58 (13), 122,10 (11), 96,09 (16), 91,59 (14), 65,48 (5"), 56,62
(1"), 54,99 (17), 47,04 (5), 39,02 (2), 33,37 (4), 29,17 (2", 4"), 26,68 (3), 20,21 (6), 13,80 (3").
MS/MS (m/z):445,2 (M+1)*.
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4. REZULTATI | RASPRAVA



U ovom radu sintetizirani su derivati primakina, uree 3a-b i bis-uree 6a-d, do sada neopisane

u literaturi. Njihova sinteza provedena je prema Shemi 1.
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Shema 1.Shema sinteze urea3a-b i bis-urea primakina6éa-d

U prvom sintetskom koraku primakin u reakciji s kloridom 1-benzotriazolkarboksilne kiseline
(BtcCl, 1) daje benzotriazolid primakina 2 [17]. BtcCl je prireden reakcijom benzotriazola
(BtH) s trifozgenom prema Shemi 2 [38].

N Cl (@] Cl N
N“ “NH CI>|\ )J\ )<CI NZ N cl
Cl (@] (@] Cl
>

1

Shema 2. Sinteza klorida 1-benzotriazolkarboksilne kiseline(BtcCl, 1)
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Benzotriazolid primakina 2 je reaktivan spoj pogodan za sintezu razli¢itih derivata primakina,
npr. urea 1 semikarbazida [17]. Sinteza urea 3 provedena je aminolizom spoja 2
odgovaraju¢im aminoalkoholima u suhom diklormetanu. U ovim reakcijama upotrijebljena je
dvostruko veca koli¢ina aminoalkohola kako bi se ravnoteza reakcije pomaknula na stranu

produkata.

Reakcijom spoja 2 s hidrazinom prireden je semikarbazid primakina 4 [20]. Spoj 4 u reakciji s
BtcCl daje benzotriazolid semikarbazida primakina 5 [20] koji je bez daljnjeg ¢iSéenja
upotrijebljen za sintezu bis-urea 6a-d. Sinteza bis-urea 6 provedena je reakcijom spoja 5 i

odgovarajuceg aminoalkohola u dioksanu.

U sintezi su  koriStena cCetiri razli¢ita aminoalkohola: dva ciklicka (1-
aminociklopropil)metanol hidroklorid i (1-aminociklobutil)metanol, te dva alifatska
aminoalkohola koja u svojoj strukturi sadrze atom fluora (2-amino-4-fluorbutan-1-ol, 3-

amino-1,1,1-trifluorpropan-2-olhidroklorid). Sintetizirane su sljedece uree:

e 1-(4-fluor-1-hidroksibutan-2-il)-3-(4-[{6-metoksikinolin-8-il }amino]pentil)urea(3a),
o 1-(4-[{6-metoksikinolin-8—il}amino]pentil)-3-(3,3,3-trifluor-2-
hidroksipropil)urea(3b),

odnosno bis-uree:

3-{[(4-fluor-1-hidroksibutan-2-il)karbamoil]Jamino}-1-{4-[(6-metoksikinolin-8-

il)amino]pentil}urea (6a),

o 1-{4-[(6-metoksikinolin-8-il)amino]pentil}-3-{[(3,3,3-trifluor-2-
hidroksipropil)karbamoillamino}urea (6b),

o 3-({[1-(hidroksimetil)ciklopropil]karbamoil}amino)-1-{4-[(6-metoksikinolin-8-
il)amino]pentil}urea (6c),

o 3-({[1-(hidroksimetil)ciklobutil]karbamoil}amino)-1-{4-[(6-metoksikinolin-8-

il)amino]pentil}urea (6d).

Strukture novih spojeva potvrdene su uobic¢ajenim analitickim i spektroskopskim metodama
(IR, *H i ¥*C NMR, MS).Novim spojevima odredene su i temperature taljenja. U Tablicama 1
i 2 dani su njihovi analiticki i spektroskopski podaci, dok se spektri nalaze u Prilogu.
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Tablica 1. Analiticki i spektroskopski podaci za uree3a-b i bis-uree primakina 6a-d

) Molekulska

SPOJ | ¢(°C) — M IR (ATR) vinax(cm™) MS(m/z)
3284, 2910, 1647, 1612,
1552, 1514, 1448, 1419,

3a 65568 | CaoHaoFNiOs | 392,475 | 1383, 1194, 1151, 1051, 39?;&&&”;&1*(5225;6:0
1034, 1026, 941, 895, 816,
787
3321, 2914, 2854, 1610,
1556, 1514, 1448, 1421,

3b 108-110,5 | CisHasFsNaOz | 414,429 | 1385, 1259, 1221, 1178, 415281%2:&')3*62{5;6,0
1140, 1113, 1049, 816, 789,
619
3284, 2910, 1647, 1612,
1552, 1514, 1448, 1419,

6a | 1215124 | CaHxuFNeOs | 450,515 | 1383, 1194, 1151, 1051, 451,2 (M+1)*
1034, 1026, 941, 895, 816,
787
3273, 3201, 3072, 2918,
1649, 1585, 1550, 1516,

6b 163-1655 | CooHzFaNeOs | 472,469 | 1450, 1419, 1383, 1321, 473(&%;&);)22+§6,1
1259, 1194, 1126, 1111,
1049, 816, 787, 617, 455, 451
3273, 3194, 3068, 2914,
2850, 1655, 1612, 1527,

6c 154-156,5 | CatHaoNsO4 430,509 | 1514, 1450, 1419, 1383, 431,2 (M+1)*
1288, 1194, 1163, 1153,
1024, 814, 787, 667, 596
3273, 3207, 3062, 2924,
2848, 1647, 1612, 1554,

6d 128-131 | C2Ha:NeOs | 444536 igg; igég: ﬁgi: ﬁgg 445,2 (M+1)*

1153, 1047, 1026, 814, 787,
617, 463
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Tablica 2.1H i *C NMR spektroskopski podaci za uree 3a-b i bis-uree primakina 6a-d

Spoj

IH NMR (DMSO-ds, 5ppm, J/Hz)

13C NMR (DMSO-ds, 6 ppm,
J/IHzZ)

3a

8,54-8,53 (dd, J = 1,56, 4,15, 1H, 10), 8,08-8,07 (dd, J =
1,50, 8,23, 1H, 12), 7,43-7,41 (m, 1H, 11), 6,47 (s, 1H,
16), 6,26 (s, 1H, 14), 5,91-5,89 (d, J = 8,70, 1H, 7), 5,91-
5,89 (t, J = 5,58, 1H, 1), 5,69-5,67 (d, J = 8,49, 1H, 2),
4,73-4,72 (t, J = 5,29, 1H, 5"), 4,49-4,40 (m, 2H, 3"), 3,82
(s, 3H, 17), 3,65-3,62 (m, 2H, 5, 1"), 3,38-3,27 (m, 2H,
4"), 3,00 (m, 2H, 2), 1,94-1,85, 1,67-1,61, 1,54-1,42 (3m,
6H, 3, 4, 2"), 1,22-1,20 (d, J = 6,32, 3H, 6)

159,00 (15), 157,83 (1), 144,62 (8),
144,22 (10), 134,77 (12), 134,51 (9),
129,56 (13), 122,07 (11), 96,10 (16),
91,63 (14), 82,08-81,01 (d, J; =
161,35, 3"), 63,66 (4"), 54,.96 (17),
47,62 (1), 47,04 (5), 39,02 (2), 33,52
(4), 32,63-32,50 (d, J, = 19,40, 2",
26,83 (3), 20,21 (6)

3b

8,54-8,53 (dd, J = 1,60, 4,16, 1H, 10), 8,08-8,07 (dd, J =
1,56, 8,25, 1H, 12), 7,43-7,41 (m, 1H, 11), 6,47 (s, 1H,

16), 6,41-6,40 (d, J = 6,24, 1H, 2), 6,26 (s, 1H, 14), 6,12-
146,11 (m, 2H, 7, 4"), 6,01-5.99 (t, J = 5.68, 1H, 1), 3,95-

3,93 (m, 1H, 2"), 3,82 (s, 3H, 17), 3,63-3,61 (m, 1H, 5),
3,42-3,32 (m, 1H, 1), 3,02-3,01 (m, 3H, 2, 1"), 1,65-1,45
(m, 4H, 3, 4), 1,22-1,21 (d, J = 6,30, 3H, 6)

159,00 (15), 158,10 (L), 144,62 (8),
144,22 (10), 134,77 (12), 134,51 (9),
129,56 (13), 128,13-122,50 (q, J =
282,61, 3"), 122,07 (11), 96,10 (16),
91,62 (14), 68,53-67,98 (q, J = 28,
2"), 54,95 (17), 47,03 (5), 39,66 (1"),
39,02 (2), 3349 (4), 26,78 (3),
20,21(6)

6a

8,55-8,53 (dd, J = 1,37, 4,06, 1H, 10), 8,09-8,06 (dd, J =
1,26, 8,21, 1H, 12), 7,59 (s, 1H, 3), 7,52 (s, 1H, 2'), 7,45-
7,40 (m, 1H, 11), 6,47 (s, 1H, 16), 6,41 (t, J = 5,35, 1H, 1),
6,26 (s, 1H, 14), 6,12-6,10 (d, J = 8,71, 2H, 7, 5'), 4,74-
4,70 (t, J = 5,36, 1H, 5"), 4,55-4,51, 4,39-4,35 (2t, J =
6,14, 2H, 3"), 3,82 (s, 3H, 17), 3,70-3,62 (m, 1H, 5, 1"),
3,44-3,26 (m, 4", prekriven signalom H,0), 3,04 (m, 1H,
2), 1,93-1,07 (m, 6H, 3, 4, 2"), 1,21-1,19 (d, J = 6,20, 3H,
6)

159,01 (15), 158,65, 158,41 (1, 4),
144,65 (8), 144,25 (10), 134,81 (12),
134,53 (9), 129,58 (13), 122,11 (11),
96,09 (16), 91,59 (14), 82,53-80,40
(d, J; = 166,41, 3"), 63,49 (4"), 54,99
(17), 47,64-47,57 (d, Js = 2,94, 1),
47,06 (5), 39,13 (2), 33,37 (4), 32,37-
32,11 (d, J, = 19,92, 2"), 26,69 (3),
20,20 (6)
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6b

8,54-8,53 (dd, J = 1,54, 4,17, 1H, 10), 8,09-8,06 (dd, J =
1,50, 8,29, 1H, 12), 7,79 (s, 1H, 3), 7,57 (s, 1H, 2'), 7,45-

7,40 (m, 1H, 11), 6,48-6,47 (m, 2H, 16, 5, 6,40-6,34 (m,
“2H, 1, 4"), 6,26 (s, 1H, 14), 6,12-6,10 (d, J = 8,74, 1H, 7),

4,06-3,97 (m, 1H, 2"), 3,82 (s, 3H, 17), 3,63 (m, 1H, 5),
3,43-3,36, 3,14-3,02 (2m, 4H, 2, 1"), 1,61-1,50 (m, 4H, 3,
4),1,21-1,19 (d, J = 6,25, 3H, 6)

159,01 (15), 158,77, 158,58 (1, 4),
144,65 (8), 144,25 (10), 134,81 (12),
134,53 (9), 130,94-119,65 (g, J1 =
286,23, 3"), 129,59 (13), 122,11 (11),
96,09 (16), 91,59 (14), 68,56-67,42
(@, J2 = 28,53, 2"), 54,99 (17), 47,05
(5), 39,68 (1"), 39,18 (2), 33,39 (4),
26,68 (3), 20,21 (6)

6C

. 2"
\\ 1
\
OH
4"
o 3"
\ X/
. 4"

8,55-8,53 (dd, J = 1,57, 4,17, 1H, 10), 8,09-8,06 (dd, J =
1,51, 8,29, 1H, 12), 7,55 (s, 1H, 3), 7,45 (s, 1H, 2, 7,43-
7,40 (m, 1H, 11), 6,52 (s, 1H, 5Y, 6,47 (s, 1H, 16), 6,36-
6,32 (t, J = 5,67, 1H, 1), 6,26 (s, 1H, 14), 6,12-6,09 (d, J =
8,72, 1H, 7), 4,72-4,69 (t, J = 5,58, 1H, 5"), 3,82 (s, 3H,
17), 3,62 (m, 1H, 5), 3,38-3,36 (d, J = 5,63, 2H, 4"), 3,03-
2,98 (q, J = 7,27, 11,85, 2H, 2), 1,61-1,45 (m, 4H, 3, 4),
1,21-1,19 (d, J = 6,25, 3H, 6), 0,66-0,56 (M, 4H, 2", 3")

159,01 (15), 158,63 (1, 4'), 144,65
(8), 144,25 (10), 134,80 (12), 134,52
(9), 129,58 (13), 122,11 (11), 96,09
(16), 91,60 (14), 65,29 (4"), 54,99
(17), 47,03 (5), 39,02 (2), 34,17 (1"),
33,37 (4), 26,68 (3), 20,22 (6), 11,12
(2",3"

6d

8,54-852 (dd, J = 1,49, 4,16, 1H, 10), 8,09-8,06 (dd, J =
139,8,27, 1H, 12), 7,53 (5, 1H, 3), 7,47 (5, 1H, 2), 7,44-
7,40 (m, 1H, 11), 6,47 (s, 1H, 16), 6,41-6,37 (t, J = 5,49,
1H, 1), 6,26 (s, 1H, 14), 6,12-6,09 (d+s, 2H, 7, 5) 4,88-
4,84 (t, = 5,60, 1H, 6"), 3,82 (s, 3H, 17), 3,62 (m, 1H, 5),
3,47-3,45 (d, J = 558, 2H, 5"), 3,04-3,02 (g, J = 7,35,
11,08, 1H, 2), 2,30-2,20, 1,94-1,88, 1,62-1,51 (m, 10H, 3,
4,2"-4"),1,21-1,19 (d, J = 6,24, 3H, 6)

159,01 (15), 158,70, 157,93 (1, 4),
144,65 (8), 144,24 (10), 134,80 (12),
134,53 (9), 129,58 (13), 122,10 (11),
96,09 (16), 91,59 (14), 6548 (5"),
56,62 (1"), 54,99 (17), 47,04 (5),
39,02 (2), 33,37 (4), 29,17 (2", 4",
26,68 (3), 20,21 (6), 13,80 (3").

Za predvidanje fizikalno-kemijskih svojstava pozeljnih za ljekovite tvari (tzv. drug-like
properties ili drug-likeness) predlozena su razlicita pravila. Lipinski i suradnici predlozili su
“pravilo pet” (rule of 5) [39-42], Gelovani i suradnici su predlozili tri parametra [43],
Congreve i suradnici“pravilo tri” (rule of 3) [44], a Rayna i suradnici postavili su cijeli set

pravila [45]. O tim pravilima se neprestano diskutira — uvode se modifikacije i dodaci [46-57].

Uree 3a-b i bis-uree 6a-d sintetizirani u okviru ovog rada u potpunosti zadovoljavaju pravila
Lipinskog i Gelovanija za ljekovite tvari. Gotovo se uvijek u dizajniranju lijekova utvrduje
zadovoljava li ljekovita tvar Lipinskijeva pravila (M: < 500, log P < 5, broj donora vodikove
veze < 5, broj akceptora vodikove veze < 10), koja se koriste za predvidanje oralne
bioraspolozivosti [39-42]. Gelovanijeva pravila pak zahtijevaju da je topoloska polarna

povrsina molekule (TPSA) manja od 140 A2 molarna refraktivnost (MR) izmedu 40 i 130
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cm?/mol te broj atoma u molekuli od 20 do 70, koja se, kao i Lipinskijeva pravila, koriste za

predvidanje oralne bioraspolozivosti [43]. Veéina parametara, koji su potrebni za Lipinskijeva

i Gelovanija pravila, racunati su pomoc¢u programa Chemicalize [58] i navedeni u Tablici 3.

Tablica 3. Lipinskijevi i Gelovanijevi parametri za uree 3a-b i bis-uree primakina 6a-d

racunati programom Chemicalize [58]

Spoj M:Iekulska Broj M, Donori u Akceptori u _Pravila I\S/IR TPSZA
ormula atoma H-vezi H-vezi Lipinskoga | (cm?®mol) (A?)

3a C20H20FN4O3 57 392,475 4 5 4 106,96 95,51
3b C19H25F3N4O3 54 414,429 4 5 4 102,94 95,51
6a C21H31FN6O4 63 450,515 6 6 3 118,50 136,64
6b C20H27F3N6O4 60 472,469 6 6 3 114,49 136,64
6c Ca1H30N604 61 | 430,509 6 6 3 116,47 | 136,64
6d C22H32N604 64 444,536 6 6 3 121,07 136,64

2 od 4; MR — molarna refraktivnost; TPSA — topoloska polarna povrsina molekule

Bioavailability radar, alat programa SwisSADME [59], uzima za predvidanje oralne

bioraspolozivosti sljedecih $est parametara: lipofilnost (XLOGP3 u vrijednosti izmedu -0,7 do
5,0), relativnu molekulsku masu (M: 150-500), polarnost (TPSA 20-130 A?), topljivost u
vodi (log S 0-6 (ESOL model)), nezasi¢enost (udio sphibridiziranih atoma ugljika u

ukupnom broju atoma ugljika u strukturi (Csp3 0,25-1)) i fleksibilnost molekule (broj

rotiraju¢ih veza < 9). Fizikalno-kemijska svojstva poput log P, log S, Csp3 i broja rotirajucih

veza u strukturi prikazana su u Tablici 4, a izracunati su pomoc¢u programa SwissADME.ch.
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Tablica 4. Bioavailability radar parametri za uree3a-b i bis-uree 6a-d racunati programom
SwissADME.ch [59]

Spoj | XLOG P3? | log S° | Csp3° | Broj rotirajuéih veza
3a 2,52 -3,27 | 0,5 13
3b 2,93 -3,72 | 0,47 12
6a 1,86 -2,98 | 0,48 16
6b 2,27 -3,43 | 0,45 15
6c 1,46 -2,74 | 0,48 14
6d 1,82 -3,05 | 05 14

aXLOG P3 — metoda izraduna log P programom XLOGP, v. 3.2.2.; Plog S — mjera topljivosti
spoja u vodi: netopljivo < -10 < slabo topljivo < -6 < osrednje topljivo < -4 < topljivo < -2 <
dobro topljivo < 0 < visoko topljivo; °Csp3 — udio sp*hibridiziranih atoma ugljika u ukupnom

broju atoma ugljika u strukturi

Slika 13 prikazuje ilustrativne modele za predvidanje bioraspolozivosti pomocu
Bioavailability radara za sve sintetizirane spojeve. Ovaj model ima gore navedene kriterije za
Bioavailability radar, a gornje granice kriterija su vrhovi pravilnog $esterokuta ruzicaste boje.
Svaki analizirani spoj s obzirom na vrijednosti parametara opisuje vlastiti Sesterokut ¢ije su
stranice crvene boje. Ukoliko se neki vrh Sesterokuta nalazi izvan ruZi€astog Sesterokuta znaci
da u tom parametru analizirani spoj odstupa od kriterija. Modeli na Slici 13 pokazuju kako svi
sintetizirani spojevi zadovoljavaju pet od Sest kriterija i nijedan ne zadovoljava Kkriterij
fleksibilnosti. Najmanje odstupanje od kriterija fleksibilnosti pokazuje 3b. Ako bi se
pristupilo daljnjem optimiranju struktura spojeva trebalo bi ukrutiti strukture, tj. smanjiti
fleksibilnost.
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Slika 13. Prikaz Bioavailabilityradar modela za predvidanje oralne bioraspolozivosti

sintetiziranih urea 3a-b i bis-urea primakina 6a-d

Pomocu programa SwissADME [59] napravljeno je farmakokineticko predvidanje in silico.

Programom su predvidene tri etape farmakokinetike ljekovite tvari—apsorpcija, distribucija i
metabolizam. Podaci su prikazani u Tablici 5.
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Tablica 5. Farmakokineticki parametri za uree3a-bi bis-uree 6a-d racunati programom
SwissADME [59]

CYP CYP
. Gl KMB Supstrat P- | CYP1A2 | CYP2C9 | CYP2C19 log Ko
Spoj . . N N N 2D6 3A4
aps.® | prolazak® | glikoproteina | inhibitor | inhibitor | inhibitor | o (cm/s)*
inhibitor | inhibitor
3a | visoka - + - = = + + -6,90
3b | visoka - + - - + - + -6,75
6a | visoka - + - = T = + -7,73
6b | niska - + - - + - + -7,57
6c | visoka - T - - - - + -7,89
6d | visoka - + - - + - + -7,72

8 Gl aps. — gastrointestinalna apsorpcija; ® KMB — krvno-mozdana barijera;log K, —

koeficijent propusnosti otopljene tvari kroz stratum corneum

Prema predvidanjima prikazanim u Tablici 5 svi spojevi izuzev 6b imaju predvidenu visoku
razinu apsorpcije iz gastrointestinalnog sustava (Gl). Svi su predvideni kao supstrati P-
glikoproteina te niti jedan ne prelazi krvno-mozdanu barijeru (KMB). S obzirom na ova
predvidanja, spojevi nece izazivati nuspojave u srediSnjem ziv€anom sustavu jer ne prelaze
KMB. Medutim, ako je cilj ljjeciti rak mozga, lijek mora pro¢i KMB. U tom slucaju lijek se
treba primijeniti intratekalno. Nadalje, P-glikoprotein je protein prisutan u KMB te u vise
organa u Gl, a znac¢ajan je za izbacivanje lijeka iz stanica. Dakle, ¢injenica da su sintetizirani
spojevi supstrati za P-glikoproteine moze im potencijalno umanjiti uc¢inkovitost, pogotovo
ako se radi o djelovanju na tumorske stanice [60]. Svi spojevi su potencijalni inhibitori
enzima CYP3A4, a vecina su potencijalni inhibitori i drugih enzima CYP P450. Iznimka je
bis-urea 6¢, s obzirom da je inhibitor samo enzima CYP 3A4, §to smanjuje mogucnost

potencijalne interakcije s drugim lijekovima.

Slika 14 predstavlja prikaz farmakokinetickog BOILED-Egg modela koji opisuje prolazak
ljekovite tvari kroz tjelesne barijere. Kruzi¢i oznacavaju molekule i opisuju ih kao supstrate
P-glikoproteina ako su obojeni plavo, u suprotnom su kruziéi crvene boje. Ukoliko se spojevi
nalaze u bijelom polju (tzv. bjelanjku), tada se predvida pasivna apsorpcija iz Gl, a ako se
nalaze u zutom polju (tzv. zumanjku), pasivno prolaze kroz KMB [61]. Svim sintetiziranim
spojevima predvida se pasivna apsorpcija iz GI, izuzev bis-uree 6b, svi su supstrati za P-

glikoprotein te nijedan ne prelazi KMB.
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Slika 14. Prikaz farmakokinetickog BOILED-Egg modela [61]
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5. ZAKLJUCCI



U ovom radu opisana je sinteza i karakterizacija dvije serije spojeva koji dosad nisu opisani u

literaturi. Sintetizirane i karakterizirane su uree:

e 1-(4-fluor-1-hidroksibutan-2-il)-3-(4-[{6-metoksikinolin-8-il }Jamino]pentil)urea(3a),
o 1-(4-[{6-metoksikinolin-8—il}amino]pentil)-3-(3,3,3-trifluor-2-
hidroksipropil)urea(3b),

odnosno bis-uree:

o 3-{[(4-fluor-1-hidroksibutan-2-il)karbamoil]lamino}-1-{4-[(6-metoksikinolin-8-
il)amino]pentil}urea (6a),

o 1-{4-[(6-metoksikinolin-8-il)amino]pentil}-3-{[(3,3,3-trifluor-2-
hidroksipropil)karbamoillamino}urea (6b),

o 3-({[1-(hidroksimetil)ciklopropil]karbamoil }amino)-1-{4-[(6-metoksikinolin-8-
il)amino]pentil}urea (6c),

o  3-({[1-(hidroksimetil)ciklobutil]karbamoil}amino)-1-{4-[(6-metoksikinolin-8-
il)amino]pentil}urea (6d).

Struktura novih spojeva potvrdena je uobi¢ajenim analitickim 1 spektroskopskim metodama
(IR, MS, H i 3C NMR). Veéina novosintetiziranih spojeva zadovoljava sva Lipinskijeva i
Gelovanijeva pravila za male molekule za oralnu bioraspolozivost, dok ostali minimalno
odudaraju od kriterija, pa s obzirom na tako predvidena fizikalno-kemijska svojstva
predstavljaju dobre kandidate za nove lijekove. Prema predvidanjima pomocu alata
Bioavailability radara novosintetizirani spojevi zadovoljavaju 5 od 6 kriterija te bi mogli
imati dobru do vrlo dobru oralnu bioraspolozivost. Za sve spojeve je predvideno da su
potencijalni supstrati P-glikoproteina, svi se, izuzev spoja 6b, pasivno apsorbiraju iz Gl i
nijedan ne prelazi KMB. Osim toga, predvideno je da ¢e svi spojevi biti inhibitori CYP 3A4,
dok ¢e svi, osim spoja 6c, inhibirati i jo§ poneke enzime CYP P450. U daljnjim
istrazivanjima, koja prelaze okvire ovog rada i koja su u tijeku, ispituje se citostatsko i

antimalarijsko djelovanje sintetiziranih spojeva.
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8. SAZETAK



Sinteza i karakterizacija druge generacije urea i bis-urea primakina s aminoalkoholima

Unato¢ inovativnosti farmaceutske industrije i napretku znanosti te znacajnom poboljSanju
ishoda lijecenja 1 produljenju ocCekivane zivotne dobi u populaciji oboljelih, rak, odnosno
maligna oboljenja su i dalje medu vode¢im uzro¢nicima smrti. Stoga posve opravdano postoji
znacajni impuls i potreba za novim lijekovima. U uvodnom dijelu ovog rada predstavljen je
potencijal antimalarika primakina kao vodeceg spoja za razvoj novih citostatika. Nadalje,
opisane su prednosti i povoljni uinci uvodenja atoma fluora u nove kemijske entitete,
potencijalne lijekove. Ovaj rad je nastavak dugogodiSnjih istrazivanja novih derivata
primakina s citostatskim djelovanjem u Zavodu za farmaceutsku kemiju Sveucilista u
Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta. Rezultati prethodnih istrazivanja temelj su
dizajniranja nove generacije urea i bis-urea primakina kao potencijalnih citostatika i/ili
antimalarika koje u svojoj strukturi sadrze atom fluora ili rigidniji ciklicki aminoalkohol.
Sintetizirane su dvije serije spojeva: uree 3a-b i bis-uree primakina 6a-d koje su
Karakterizirane uobiGajenim analitickim i spektroskopskim metodama (IR, MS, 'H i °C
NMR). Navedeni spojevi u potpunosti ili gotovo u potpunosti zadovoljavaju kriterije dane
Lipinskijevim i Gelovanijevim pravilima, odnosno kriterijima Bioavailability radara
(SwissADME) za male molekule. Trenutno su u tijeku ispitivanja citostatskog i

antimalarijskog djelovanja sintetiziranih spojeva koja prelaze okvire ovog rada.

RNH2

-
TEA, -BtH o
NHNH, 1
NH —_—
)\/\/ TEA )\/\/ B‘H | H -
N _N //J\\¢/”\\v/
\n/ SN \n/ \NHZ
o
NP
N? N cl
_RNH,
/u\ TEA -BtH //L\¢/“\v/
\n/ ~ N

Klju¢ne rijeci: primakin, fluor, rak, urea, bis-urea
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9. SUMMARY



Synthesis and characterization of the second generation of primaquine ureas and bis-

ureas with aminoalcohols

Despite innovativeness of pharma industry and progress in science, as well as significant
improvement in patient outcome, and higher life expectancy, cancer is still among leading
causes of death. Therefore, there exists strong stimuli and need for new medications. In the
introduction of this paper, the potential of antimalarial drug primaquine, as leading compound
for new anticancer agents,is presented. Further, we describe benefits of introducing fluorine
atom in new chemical entities, potential medicines. This paper is a continuum of longtime
research on new primaquine derivatives as potential anticancer agents at the Department of
Medicinal Chemistry. These research results represent the base for the design of the new
generation of primaquine ureas and bis-ureas as potential anticancer or antimalarial agents
with a fluorine atom or a small, rigid, cyclic aminoalcohol moiety in their structure. Two
series of compounds are prepared: ureas (3a-b) and bis-ureas (6a-d). Newly synthesized
compounds are characterized using classical analytical and spectroscopic methods (IR, MS,
'H and ¥C NMR). It is concluded that majority of novel compounds have a good drug-
likeness score, with most of them meeting all of the Lipinski’s and/or Gelovani’s rules, as
well as criteria given by the Bioavailability radar (SwissADME) for small molecules.

Evaluation of their antimalarial and anticancer activity is in progress.

RNH2

-
TEA, -BtH o
NHNH, 1
NH —_—
)\/\/ TEA )\/\/ B‘H | H -
N _N //J\\¢/”\\v/
\n/ SN \n/ \NHZ
o
NP
N? N cl
_RNH,
/u\ TEA -BtH //L\¢/“\v/
\n/ ~ N

Keywords: primaquine, fluorine, cancer, urea, bis-urea
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PRILOZI



Prilozi sadrze IR, *H NMR, *C NMR i MS spektre novosintetiziranih spojeva u ovom radu.
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ZIVOTOPIS



Hrvoje Boi¢ roden je 29. srpnja 1994. u Zagrebu. Zavrsio je XV. gimnaziju u Zagrebu.
Tijekom osnovne, a posebice tijekom srednje Skole pokazao je zanimanje za kemiju i
biologiju. Kao logi¢an nastavak upisuje Farmaceutsko-biokemijski fakultet, studij farmacije
2013. U akademskim godinama 2015./2016. i 2016./2017. bio je ¢lan Studentskog zbora
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta. lzradi ovog rada pristupio je u Zavodu za
farmaceutsku kemiju zbog velikog zanimanja za organsku i farmaceutsku kemiju. Takoder,

privukla ga je i prilika za stjecanje znanja i vjestina u istrazivanju novih lijekova.
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