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POPIS KORISTENIH KRATICA

ATP adenozin-trifosfat

AIDS sindrom ste¢ene imunodeficijencije (eng. Acquired Immunodeficiency
Syndrome)

CAMP cikli¢ki adenozin-monofosfat

CDK ciklin ovisna kinaza

CoA koenzim A

CuAAC bakrom katalizirana azid-alkin cikoadicija

DIPEA N,N-diizopropiletilamin

DMF N,N-dimetilformamid

DMSO dimetilsulfoksid

DNA deoksiribonukleinska kiselina

dTMP deoksitimidin-monofosfat

FAD flavin-adenin-dinukleotid

FDA eng. Food and Drug Administration

FMN flavin-mononukleotid

HIV virus humane imunodeficijencije

HOAC octena kiselina

HSV-1 herpes simpleks virus tipa 1

HSV-2 herpes simpleks virus tipa 2

ICso koncentracija koja uzrokuje 50% inhibiciju rasta stanica

IR infracrveno zracenje

JAK Janus kinaza

JAK1 Janus kinaza 1

JAK?2 Janus kinaza 2

LAG mljevenje potpomognuto teku¢inom

MAPK kinaza aktivirana mitogenom



NAD" nikotinamid-adenin-dinukleotid

NMR nuklearna magnetska rezonancija
PTFE politetraflouretilen

PTP1B protein tirozin fosfataza

Raf kinaza brzo rastucih fibrosarkoma
RNA ribonukleinska kiselina

Sn2 bimolekularna nukleofilna supstitucija
TLC tankoslojna kromatografija

VZC Varicella zoster virus

WHO Svjetska zdravstvena organizacija
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1. UVOD



Rak (karcinom) je bolest koja razara strukturu i normalno funkcioniranje tkiva, te se
oituje brzim i nekontroliranim umnaZanjem zloéudnih tumorskih stanica.’ Predstavlja jedan
od glavnih zdravstvenih problema danasnjice kako u nerazvijenim, tako i u razvijenim
zemljama. Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (eng. World Health
Organisation, WHO), ova je bolest odgovorna za 8,8 milijuna smrtnih sluc¢ajeva godisnje, a
najveéi postotak smrtnosti uzrokovan je karcinomom pluéa.? lako je dizajn kemoterapeutika
tijekom godina postao uspjesan, jo$ uvijek ne postoji terapija koja je u potpunosti djelotvorna
protiv karcinoma.®> Dugorocan problem kemoterapije je nedostatak terapije selektivne na
pojedini tumor i razvoj rezistentnosti, stoga postoji veliki interes za istrazivanje i sintezu
novih bioloski aktivnih spojeva koji ¢e smanjiti citotoksi¢nost i rezistentnost te povecati

ucinkovitost lijeka protiv raka.?

Karcinomi, ali i druge bolesti poput ateroskleroze, Alzheimerove bolesti, astme,
reumatoidnog artritisa, osteoartritisa, malarije, tuberkuloze i multiple skleroze ovise o vise
¢imbenika, pa se djelovanje na takve bolesti jednim lijekom pokazalo neefikasnim. Razli¢itim
terapijskim pristupima razvijene su strategije za njihovo ucinkovitije lijeCenje, ukljucujuéi
kombiniranu terapiju. Medutim, kombinirane terapije pokazuju nedostatke poput
medudjelovanja lijekova, $to moze dovesti do razli¢itih nuspojava. Strategija racionalnog
dizajna dvaju ili viSe farmakofora u novi kemijski entitet s boljim farmakoloskim svojstvima
naziva se molekularna hibridizacija. Molekulski hibridi u odnosu na pocetne farmakofore
mogu imati ucinkovitije biolosko djelovanje, smanjene nuspojave te mogu djelovati na vise
meta istovremeno. Jedan od najznacajnijih alata u sintezi molekulskih hibrida je click kemija,
kojom se farmakofori povezuju preko 1,2,3-triazolne premosnice.* 1,2,3-triazol posjeduje
svojstva idealne premosnice poput velikog dipolnog karaktera, mogucnosti stvaranja
vodikovih veza i stabilnosti in vivo. Jaki dipolni moment 1,4-disupstituiranih triazola ¢ini ih

akceptorima vodikovih veza pa su skloni vezanju za biologke mete i pobolj$avaju topljivost.

Strukturnim promjenama na Se¢ernoj komponenti nukleozida kao i na dusikovim
bazama, pirimidinu i purinu, prireden je velik broj analoga koji pokazuju antitumorska,

antivirusna, antifungalna, antiparazitska i antibakterijska djelovanja (slika 1).%”
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Slika 1. Primjer purinskog i pirimidinskog antitumorskog lijeka.

Veliki napori ulazu se u upotrebu obnovljivih izvora energije u kemijskim reakcijama,
smanjenje nastanka nusprodukata i njihovog otpustanja u okoli§ te povecanje upotrebe
netoksic¢nih otapala s ciljem veée zastite ljudskog zdravlja i okoliSa, $to se naziva zelenom
kemijom. Takav pristup pronasao je primjenu u razli¢itim podruéjima poput farmaceutske
industrije, razvoju metoda za pripravu naftnih derivata iz materijala bioloSkog podrijetla te
zelenih katalizatora nove generacije. Uzevsi u obzir sve njene prednosti, smatra se da je
zelena kemija “kemija buducénosti”.® Mehanokemija kao jedna od metodologija zelene kemije
predstavlja alternativu klasi¢noj sintezi, odnosno ekoloski prihvatljiv nain provedbe
kemijskih reakcija bez upotrebe otapala. Pokretacka sila ovakvih reakcija je mehanicka sila, a
one se koriste za selektivno dobivanje Zeljenog produkta. Provedbom mehanokemijskih
reakcija smanjuje se nastanak Stetnih i neZeljenih produkata te upotreba otapala §to povecava
ekonomicnost procesa i smanjuje utjecaj na zdravlje i okoli$, stoga se mehanokemijske

reakcije ubrzano razvijaju u posljednjem desetlje¢u.’

U ovom radu pristupom molekularne hibridizacije priredeni su hibridi purina i
pirimidina s L-askorbinskom kiselinom vezani preko triazolnog prstena kako bi se priredili
spojevi s antitumorskim djelovanjem. U sintezi ciljanih spojeva usporedene su reakcije

provedene konvencionalnom sintezom i mehanokemijske reakcije.



2. OPCI DIO



2.1. BioloSki vazni duSikovi heterocikli

Heterocikli koji sadrze dusik Siroko su rasprostranjeni u prirodi i imaju klju¢nu ulogu
u metabolizmu zivih stanica.’® Sastavni su dijelovi velikog broja prirodnih spojeva poput
nukleobaza (slika 2), vitamina B-kompleksa, porfirina, alkaloida, te bioloski aktivnih spojeva
izoliranih iz morskih organizama, poput antimalarijskog agensa kvinina, lamelarina D i

variolina, Kkoji posjeduju citostatsku aktivnost, antimikrobnog agensa benzoskeptrina C i
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Slika 2. Purinske i pirimidinske nukleobaze.
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Nadalje, dusikovi heterocikli jedne su od glavnih strukturnih jedinica lijekova,
ilustrira Cinjenica da 59% lijekova odobrenih od strane FDA (eng. Food and Drug
Administration) u svojoj strukturi sadrzi dusikov atom.® Dugikovi heterocikli imaju §iroki
spektar bioloske aktivnosti, stoga su i jedne od najpozeljnijih struktura pri izboru sinteze

molekulskih hibrida.*



2.2. Nukleozidi i nukleozidni analozi

Ribonukleozidi i deoksiribonukleozidi su glikozilamini gradeni od dusikovih
heterocikla, purinskih baza adenina i gvanina te pirimidinskih baza citozina, timina i uracila
povezanih N-glikozidnom vezom na $ecer ribozu ili deoksiribozu (slika 3). Povezivanjem 5'-

kraja na 3'-kraj fosfatnim skupinama nastaju nukleinske kiseline.
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Slika 3. Deoksiribonukleozidi kao sastavni dijelovi nukleinskih kiselina.

Vazno je napomenuti da purinske i pirimidinske baze ne nalazimo u prirodi, ve¢ oni
postoje u obliku razli¢itih derivata.’ Njihovi analozi pokazuju razli¢ite bioloske aktivnosti
kao Sto su antitumorska, antivirusna, antifungalna, antiparazitska i antibakterijska, stoga se
smatraju izuzetno vaznim strukturnim jednicama u razvoju novih bioloski aktivnih spojeva.®
Antiproliferativna aktivnost jedna je od najizrazenijih aktivnosti analoga duSi¢nih baza.
Utvrdeno je da takvi derivati induciraju apoptozu tijekom rasta i diobe stanica inhibicijiom
enzima koji sudjeluju u tim procesima. Brojni nukleozidni analozi, poput citarabina i

kladribina, odobreni su kao antitumorski lijekovi (slika 4).*°
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Slika 4. Primjeri nukleozidnih derivata odobrenih kao antitumorski lijekovi.



2.3. Pirimidini

Pirimidin (1,3-diazin) je aromatski, Sesteroclani prsten graden od Cetiri atoma ugljika i
dva atoma dusika u polozaju 1 i 3. Strukturno je sli¢an benzenu i piridinu, ali za razliku od
benzena ima nepravilnu heksagonsku strukturu sa Sest razli¢itih duljina veza 1 Cetiri razlicita

vezna kuta (slika 5).
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Slika 5. Strukturni prikaz pirimidina.

Dva dusSikova atoma pirimidinskog prstena imaju elektron-odvlaceca svojstva te
smanjuju elektronsku gusto¢u na atomima C-2, C-4 i C-6. Zbog toga su ti polozaji podlozni
nukleofilnom napadu, dok se elektrofilne reakcije odvijaju na atomu C-5 ili dusikovom

atomu.*®

Kao $to je ve¢ navedeno, pirimidin je sastavni dio nukleobaza timina, uracila i citozina
(slika 2). Nalazi se u strukturi nekih vitamina poput tiamina (vitamin B;), riboflavina (vitamin
B,) i folne kiseline (Bg)."! Iako osnovna struktura pirimidina ne pokazuje farmakolodku
aktivnost, derivati pirimidina pokazali su izvrsna bioloka djelovanja.*? Zbog toga se derivati
pirimidina nalaze u strukturi brojnih lijekova poput dasantiniba (slika 6), citostatika koji se
koristi u lijecenje raka pluca i gusterace, te drugih antitumorskih (imatinib, nilotinib), anti-
HIV (zidovuzin, stavudin), antiinflamantornih lijekova (sulfadiazin), te antidepresiva
(buspiron), lijekova za kardiovaskularne bolesti (minoksidil, bosentan) i uroloska oboljenja

(avanfil).*#*3
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Slika 6. Strukturna formula citostatika dasantaniba.



Konjugati pirimidina s razli¢itim heterociklima pokazali su poboljsano biolosko
djelovanje u odnosu na polazni pirimidin. Primjerice, konjugati 1,2,3-triazola i pirimidina
pokazuju povecéanu citostatsku aktivnost od samog triazola i pirimidina. Pirimidinski derivat

prikazan na slici 7 pokazao je snaznu antiproliferativnu aktivnost protiv stanica raka koze
(ICso= 32 nM).?
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Slika 7. Primjer derivata pirimidina i triazola s antitumorskim djelovanjem.
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Nadalje, velik broj nukleozidnih analoga supstituiranih na C-5 polozaju pirimidina
pokazuju snaznu biolosku aktivnost, poput 5-jod-2'-deoksiuridina, 2'-fluor-5-joduridina i 5-
(trifluormetil)-2'-deoksiuridina, koji se koriste kao antivirusni lijekovi protiv infekcija

uzrokovanih virusom herpes simpleks (HSV) (slika 8)."’
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Slika 8. Primjeri C-5 supstituiranih pirimidinskih antivirusnih lijekova.



2.4. Purini

Purin ili imidazo[4,5-d]pirimidin®® jedan je od najrasirenijih heterocikla u prirodi."
Moze se nalaziti u Cetiri tautomerna oblika: 1H, 3H, 7H i 9H (slika 9). U otopini su
najstabilniji 7H i 9H tautomerni oblici, dok je 7H oblik dominantan u krutom stanju. Prvi ga

je sintetizirao nobelovac Emil Fischer prije vise od 100 godina.18
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Slika 9. Strukturni prikaz tautomera purina.?

Purinski derivati sastavni su dio bioloski vaznih biomolekula poput ATP-a i njihovih
cikli¢kih analoga, prenositelja elektrona (NAD", FAD, FMN), koenzima (CoA), ksantinskih
alkaloidnih derivata (teofilina, kofeina) i mnogih drugih (slika 10).° ATP sudjeluje u
metaboli¢kim procesima i odgovoran je za prijenos energije te je jedan od Cetiriju monomera
nuznih za sintezu RNA. NAD" i FAD su kofaktori enzimskih redoks reakcija, acetil-koenzim
A sredisnja je molekula biokemijskih ciklusa koja prenosi aktiviranu acetilnu skupinu, dok je
teofilin zaduzen za unutarstani¢nu distribuciju i regulaciju protoka kalcija kroz organizam te

stimulira sréane misiée.*
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Slika 10. Purinske biomolekule klju¢ne u primarnom metabolizmu.

Zbog kljucne uloge u razlicitim bioloski vaznim procesima purinsku jezgru prepoznaje
velik broj enzima poput razli¢itih proteinskih kinaza (CDK, MAPK, JAK, Raf i dr.), sulfon-
transferaza, fosfodiesteraza i dr. (slika 11). Proteinske kinaze su enzimi koji kataliziraju
prijenos y-fosfatne skupine molekule ATP na supstrat i reguliraju razli¢ite stani¢ne aktivnosti,
ukljucujuéi proliferaciju, apoptozu, razgradnju, diferencijaciju i mnoge druge. Vazna su meta

lijekova protiv raznih bolesti kao §to su tumori, upalne bolesti, bolesti srediSnjeg ziv€anog

9



sustava, kardiovaskularnih bolesti i komplikacija kod dijabetesa.?**® Od 28 klini¢ki odobrenih
inhibitora kinaza, veéina su inhibitori tirozin-kinaze.?” Purinska jezgra vaZan je farmakofor
koji utjece na sintezu i funkcije nukleinskih kiselina i enzima te je jedna od najzastupljenijih

heterociklickih jezgri koji se nalazi u strukturi inhibitora kinaza.?®

Astma

Alergije

b-AST-IV  ppE Induktor interferona

Antibakterijsko
sredstvo

Antivirotik

Astma

Upala crijeva
Cdk

Bcr-Abl

Karcinomi Diferencijacija mati¢nih

stanica

CcMv Resorpcija matice kosti

Osteoporoza
Anksiolitik Parkinson

Antidepresiv Alzheimer

Slika 11. Shematski prikaz potencijalnog djelovanja purinskih derivata kao lijekova (unutar

kruga prikazane su mete djelovanja, a izvan kruga bolesti na koje se odnosi meta).?

Analozi purina pokazali su antitumorsku, antituberkuloznu, antimikrobnu,
antifungalnu, antineoplasti¢nu i antivirusnu,®® te su odobreni kao antitumorski lijekovi

(nelarabin, kladribin), antivirusni lijekovi (abakavir) i imunosupresivi (azatioprin) (slika 12).**
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Slika 12. Primjeri purinskih lijekova.

Istrazivanja su pokazala da 6-klorpurinski derivati purina i L-askorbisnke kiseline,
koja imitira Secer, pokazuju snaznu inhibitornu aktivnost prema zlo¢udnim tumorskim
stanicama leukemije limfoblasta (CEM), miSje leukemije (L1210), karcinoma grlica

maternice (HelLa) i karcinoma gusterace (Mia-PaCa-2) (slika 13). Osim antumorskog,
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pokazali su i antivirusno djelovanje na herpes simpleks tipa 1 i 2 (HSV-1, HSV-2) te varicella
zoster virus (VZC).*

Cl

S ]

§ )

— 0 Rs

PN ) R, OBn OMe
2 R: OH OMe

Slika 13. Strukturni prikaz 6-klorpurinskih nukleozidnih analoga.

Luo i suradnici®® su primjenom azid-alkin cikloadicije kataliziranom bakrom(l)
uspjesno priredili hibride purina s glukopiranozilom vezanih preko 1,2,3-triazolnog prstena.
Priredeni spojevi pokazali su snazno inhibitorno djelovanje na PTP1B kinazu (ICs;=2,2uM)
(slika 14).
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Slika 14. Primjer purinskog derivata koji djeluje kao inhibitor kinaze.
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2.4.2. Deazapurini

Bioizosteri su spojevi s izmijenjenim osnovnim skeletom molekule i/ili supstituentom
na molekuli, u svrhu dobivanja novih spojeva s poboljsanom bioloskom aktivnosti.*
Deazapurini su purinski izosteri kojima je dusikov atom zamijenjen ugljikovim atomom (slika
15). Njihovi derivati pokazuju Sirok spektar bioloSkog djelovanja poput antitumorske,

antivirusne i antituberkulozne aktivnosti.*?

H
LD 0 100 (0

9-deazapurin  7-deazapurin 3-deazapurin 1-deazapurin

H
// /N N /N
N NH H H

1,9-deazapurin 1,7-deazapurin  1,3-deazapurin  3,7-deazapurin

H
o 00 CD
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3,9-deazapurin 7,9-deazapurin  1,7,9-trideazapurin

1,3,7-deazapurin  3,7,9-deazapurin  1,3,9-deazapurin

Slika 15. Prikaz deazapurinskih izostera.
2.4.2.1. 7-deazapurini

Pirolo[2,3-d]pirimidini ili 7-deazapurini purinski su izosteri kod kojih je dusikov atom
u polozaju 7 zamijenjen ugljikovim atomom.** Zamjenom N-7 atoma petero&lani prsten
postaje bogatiji elektronima, Sto omogucuje uvodenje dodatnih supstituenata u C-7 polozaj.
Zbog male razlike u strukturi u odnosu na purine, ti se spojevi umecu u nukleinske kiseline i
inhibiraju njhovu sintezu i replikaciju.* 7-deazapurinski nukleozidi pokazuju antitumorsku,
antibakterijsku, antivirusnu, antiinflamatornu i antihiperglikemijsku aktivnost,®* prisutni su u

prirodnim antibioticima poput tojokamicina, sagivamicina i tubercidina (slika 16).%

12



NH, // NH, NH, NH,
N‘ N N\ N‘ N N\ N O N\
|
P P L,
(6] (0] (@)
HO! HOm HO"
OH > OH \ OH
HO HO HO
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Slika 16. Strukturni prikaz prirodnih antibiotika.

Ovaj purinski izoster sastavni je dio 1 nekih antitumorskih lijekova poput
pemetrekseda i ruksolitiniba (slika 17). Permetreksed je 7-deazagvaninski derivat koji inhibira
rast stani¢nih linija mezotelioma (MSTO-211H, NCI-H2052), malignog karcinoma Koji
naj¢esce zahvaca pluca. Djeluje na nacin da se veze i inhibira enzim timidilat-sintazu koja
katalizira nastanak dTMP-a, prekursora nuznog za sintezu DNA.*” Ruksolitinib se koristi u
lijeCenju srednje do visoko riziéne mijelofibroze. On se veze i inhibira Janus kinaze, JAK1 i

JAK2, smanjujuéi upalu i inhibira proliferaciju stanica.®

N—N

0 HO o //
l [ R
ooy oy LA
pemetreksed ruksolitinib

Slika 17. 7-deazapurinski citostatici.
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2.5. L-askorbinska kiselina

L-askorbinska kiselina, poznata jo$ i kao vitamin C, strukturno je jedinstvena
peteroGlana kiselina laktonskog Secera,®® vrlo sli¢na glukozi i topljiva u vodi.”® Sadrzi kiselu
hidroksilnu skupinu koja je u neutralnom mediju potpuno disocirana. Ostale Cetiri hidroksilne
skupine prisutne u strukturi kiseline pokazuju razli¢itu reaktivnost prema elektrofilima u
bazi¢nim uvjetima. Zbog njihovog jako hidrofilnog karaktera kiselina je netopljiva u
organskim otapalima. Jedna je od najvaznijih biomolekula® prisutnih u aerobnim
organizmima,** gdje sudjeluje u mnogim biokemijskim procesima poput reakcija

hidroksiliranja, pri éemu se oksidira do dehidroaskorbinske kiseline (shema 1).%

HO
2H* - 2e j O.__o
HO
+2H+ +2e”
O O
L- askorblnska klsellna L-dehidroaskorbinska kiselina

Shema 1. Prikaz oksidacije i redukcije L-askorbinske kiseline.

Elektronima bogata endiolna skupina odgovorna je za njena elektron-donorska i
elektron-akceptorska svojstva, a moguénost doniranja elektrona odgovoran je za veéinu
kemijskih i bioloskih funkcija L-askorbinske kiseline.*® Biokemijski mehanizam djelovanja u
razli¢itim sustavima povezan je s njenim antioksidativnim svojstvima.*' L-askorbinska
kiselina, primarno djeluje kao antioksidans i uklanja radikale®® uklju¢ene u razvoj mnogih
kroni¢nih bolesti poput karcinoma, kardiovaskularnih bolesti, oste¢enja mozga, starenja,

reume, upala, mozdanih udara 1 AIDS-a.*!

Vitamin C pri fizioloskoj pH-vrijednosti uglavnom postoji u obliku askorbatnog
aniona.*? Koli¢ina vitamina C u ljudskom tijelu znacajno utjece na mnoge metabolicke puteve
kao Sto su ravnoteza Zeljeza i bakra, transport masnih kiselina, endokrine funkcije, kontrola
krvnog tlaka, sinteza kolagena, metabolizam peptida, imunoloski odgovor i ostale. Njegov
nedostatak uzrokuje skorbut koji moze dovesti do smrti.** U prirodi ga nalazimo u brokuli,
kupusu, kelju, krumpiru, grasku, crvenoj paprici, prokulicama, cvjetaci, jagodama, mangu i

citrusu.*®

Derivati L-askorbinske Kiseline imaju vazna farmakoloska svojstva,*’ kao §to su
citotoksi¢nost® i antivirusno djelovanje.** 6-bromo-6-amino-N,N-dimetil-6-amino-6-deoksi-

derivati L-askorbinske kiseline pokazali su inhibitorsko djelovanje na rast stanica karcinoma
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grlica maternice (HeLa), karcinoma gusterace (MiaPaCa2) i karcinoma grkljana (Hep2). Raic-
Mali¢ i suradnici pripremili su niz purinskih i pirimidinskih derivata L-askorbinske kiseline
koji su se pokazali izraZzeno inhibitorsko djelovanje protiv stanica leukemije Molt4/C8 (slika
18).45

Slika 18. Pirimidinski derivat L-askorbinske kiseline koji je pokazao najbolja

antiproliferativna svojstva na stanice limfocita (ICso = 0,9 uM).*
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2.6. Triazoli i click kemija

Triazoli su heterociklicki aromati koji se sastoje od petero¢lanog prstena s dvije
nezasi¢ene veze te dva ugljikova i tri duSikova atoma, a mogu se nalaziti u obliku 1,2,3- i

1,2,4- izomera (slika 19).

H H

5 N\1 5 N\1
[ ,N2 ‘ /N2

4 N/ N

3 3

1,2,3-triazol 1,2,4-triazol

Slika 19. Izomerni oblici triazola.

Zbog snaznog dipolnog momenta, 1,2,3-triazoli ponasaju se kao bioizosteri amidne
veze u bioaktivnim molekulama, a moguénost stvaranja vodikovih veza povecava njihovu
topljivost.*® Kod 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazola, N2 i N3-atomi akceptori su vodikove veze
poput karbonilne skupine amidne veze, a vodik vezan na polozaju 3 donor je vodikove veze i
oponasa vodikov atom amidne veze (slika 20). Visok afinitet prema bioloSkim metama
posljedica je stvaranja vodikovih veza te dipol-dipol interakcija i n-slaganja.*”™* Nadalje, oni
su stabilni prema metaboli¢koj i kemijskoj razgradnji te inertni prema oksidativnim i
reduktivnim uvjetima i hidrolizi, ¢ak i na visokim temperaturama. 1,2,3-triazolni derivati
pokazali su antitumorsku, anti-HIV, antituberkuloznu, antifungalnu i antiparazitsku

aktivnost.>

R1 'ﬁl :O: R1 R2 //
HV i }N : :0:
0 Ry :o/ =
trans-amid cis-amid +— dipolni moment
akceptor vodikove
veze/koordinacija metalnih iona
R (" donor vodikove veze
R A (0 T
) j 8 O
/ j:/N E :/N
“N=p R2 “N=p R

1,4-triazolni bioizoster 1 5-triazolni bioizoster

Slika 20. lzosteri 1,2,3-triazola.

Sintezu triazola opisao je Huisgen 1961. godine, pri ¢emu je reaktante cikloadicije
promatrao kao 1,3-dipole, s razdvojenim nabojem koji posjeduje vise rezonantnih struktura, i

nezasi¢ene dipolarofile.*?
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Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija predstavlja veliki potencijal za dobivanje
spojeva sa sirokim spektrom bioloske aktivnosti zbog raznih mogucénosti supstitucije polaznih
alkina i azida. Medutim, sama reakcija pri visokim temperaturama nije selektivna te mogu
nastati 1,4- ili 1,5-regioizomeri (shema 2), koji se teSko odvajaju klasi¢nim kromatografskim
metodama. Sharpless i suradnici opisali su click kemiju kao skup reakcija koje se mogu
prirediti primjenom jednostavnih, selektivnih kemijskih transformacija u visokom iskoristenju
s velikim opsegom supstrata neosjetljivih na kisik i vodu. Click reakcijama nastaje neznatan
broj nusprodukata, te osim jednostavnih reakcijskih uvjeta, odlikuju se i visokom ¢isto¢om

produkta.>®
RZ Rz\ R2
I,y N e
+ —_—
R1 "Tlr §< J%/N
1
N R’I R
Shema 2. Huisgenova cikloadicija kojom nastaje smjesa 1,4- i 1,5-regioizomera.

Sharpless, voden tom idejom, u okviru click kemije optimirao je Huisgenovu reakciju
dobivanja triazola koristenjem bakrovih(I) soli kao katalizatora te poboljSao regiospecifi¢nost
cikloadicije. Tako je razvijena azid-alkin cikloadicija katalizirana bakrom(I) (CuAAC) ¢iji je
produkt samo 1,4-disupstituirani izomer.>* Fokin i suradnici dokazali su da se sama reakcija
odvija uz prisutnost dva atoma bakra.” lzolacijom reaktivnih intermedijera dokazano je
formiranje o,n-bis(bakar)-acetilidnin kompleksa i otkrila nastajanje bis-metalnih triazolnih
kompleksa. Izolirani kataliti¢ki kompleksi pokazali su izrazitu stabilnost 1 neosjetljivost na
zrak, otapalo i vlagu, ¢ime je objaSnjena primjenjivost CuUAAC reakcije u velikom broju
otapala pri blagim reakcijskim uvjetima. Spektroskopska karakterizacija izoliranih kompleksa
uz kineticke eksperimente pokazala je da se reakcija odvija u dva kataliticka ciklusa, preko
mono- i bis-bakrovih kompleksa (shema 3). U sporom katalitickom ciklusu, bakrov(l) acetilid
reakcijom s azidom daje mononuklearni bakrov(l) triazolidni prsten koji uslijed protoniranja
alkinom daje konac¢ni produkt, a bakrov(I) acetilid vraca se u kataliti¢ki ciklus. Brzi kataliticki
ciklus odvija se preko o,m-bis(bakar)-acetilidnog kompleksa od kojih o-vezani bakrov atom

utjede na nukleofilna svojstva acetilida, a n-vezani bakrov atom koordinira cikloadiciju.

17



R'———H + LCuX

N } ‘ X *LCu,

Z R N
NZ N2 LCuX =
)—( . R-—=—CuwL ——> Ri———Cu
R, ’ \\\ /,"bakrov(l) acetilid \ bis-bakrov(l) acetilid RN,
/
A Sporo ! R2N, Brzo N
o i Ry~ N~ Spy—LCU”
o A . N -
R1 - H N//N\N/R2 N// \N/Rz
) o i — LCu R4
R Cul R4 H bis-bakrov(l) triazolid
1

mono-bakrov(l) triazolid
Shema 3. Mehanizam 1,3-dipolarne cikloadicije katalizirane bakrom(l).

2.7. Molekularna hibridizacija

Molekularna hibridizacija je strategija racionalnog dizajna novih spojeva koja se
temelji na kovalentnom povezivanju dvaju ili vise farmakofora s ciljem dobivanja novih
spojeva sa snaznijim djelovanjem u odnosu na poéetne spojeve (slika 21).°" Ovaj pristup
omogucio je optimizaciju bioloskih svojstava, poput afiniteta i selektivnosti ve¢ poznatih
citostatika.”® Nadalje, uvodenjem dodatnog farmakofora u veé¢ poznati lijek mogu se ublaZiti
njegove nuspojave, smanjiti toksi¢nost i pojacati djelovanje, ujedno smanjujué¢i moguénost
medudjelovanja lijekova i razvoja rezistentnosti.”® Ovom strategijom uspje$no su priredeni

hibridi koji ciljano dijeluju na bolesti ovisne o vise faktora poput karcinoma, malarije,
tuberkuloze, AIDS-a i drugih.*®

FARMAKOFOR
i )
RECEPTOR 1 LUEKA LUEK B RECEPTOR 2

Lijek - lijek hibridizacija MOLEKULSKA | HIBRIDIZACUA Hibridizacija farmakofora

Izravno povezani LUEK A 1 LIJEK B povezani Izravno povezan farmakofor ~ Farmakofor LIUEKA A i LIJEKA B
LIUEKAILUEK B preko premosnice LUEKA A i LIJEKA B povezan preko premosnice
=—10d—= —0WP—= = i
Kondenzirani hibrid Fleksibilna poveznica Fleksibilna poveznica
i I 1 |
Zdruzeni hibrid Rigidna poveznica Rigidna poveznica

1w

Slika 21. Shematski prikaz molekulske hibridizacije.”’
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Lauria i suradnici®? sintetizirali su hibride tieno-triazolo-pirimidina koji su pokazali
snaznu antiproliferativnu aktivnost pri nanomolarnim koncentracijama, a in vivo istrazivanja

pokazala su da imaju nisku citotoksi¢nost na normalne stanice (Slika 22).

(6]
N S
/ N
N’ \
—
N
Ph
o) NH
-
NH
N=/

Slika 22. Spoj koji je medu sintetiziranim konjugatima tieno-triazolo-pirimidina pokazao

najjacu antiproliferativnu aktivnost i nisku citotoksi¢nost.
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2.8. Zelena kemija

Zelena kemija definirana je kao podru¢je kemije koje osmisljava kemijske produkte i
procese neskodljive za okolis, te sprjeCava nastajanje oneciS¢enja ili ih pokusava umanjiti.60
Temelji zelene ili odrZive kemije zapoceli su devedesetih godina dvadesetog stoljeca, kada su
Anatas i Warner utvrdili dvanaest nacela zelene kemije, koja govore o uklanjanju ili
smanjenju Stetnih tvari iz sinteze, proizvodnje i primjene kemijskih produkata, odnosno
iskoriStenju procesa, broju potrebnih sintetskih stupnjeva, selektivnosti reakcija itd. (slika
23).% Ciljevi zelene kemije u =zastiti okoliSa 1 ekonomskoj dobiti mogu se ostvariti u
biokatalizi, katalizi, uporabi alternativnih obnovljivih sirovina (biomasa), alternativnih
reakcijskih medija (voda, ionske kapljevine, superkriti¢ne tekucine) i alternativnih reakcijskih

uvjeta (aktivacija mikrovalnim zratenjem i dr.).%?

1. Bolje je sprijeciti
natstajanje otpada, nego ga
stvarati i uniStavati nakon
Sto je nastao.

2. Tok kemijske sinteze
treba osmisliti tako da se
maksimalno ukljuée ulazne
sirovine u konac¢ni proizvod.

4. Kemijske produkte treba
osmisliti tako da se smanji
toksicnost, a zadrzi
djelotvornost.

N\

5. Uporabu pomoénih
kemijskih tvari (npr.
otapala, sredstva za

odijeljivanje i sl.) treba
izbjec¢i ili zamijeniti
neskodljivim, gdje god je
moguce.

3. Sintetske procese, ako je
moguce, treba osmisliti tako
da se u njima ne rabe i ne
proizvode tvari toksi¢ne za
ljude 1 okolis.

/i ”~

6. Sintetske procese treba
provoditi pri sobnoj
temperaturi i atmosferskom
tlaku tako da bi se
energetski zahtjevi sveli na
minimum.

7. Potrebno je upotrebljavati
obnovljive sirovine gdje
god je to s tehnicke i
ekonomske strane
prihvatljivo.

10. Kemijski produkti
moraju imati mogucénost
pretvorbe u produkte
neskodljive za okolis nakon
preatanka njihova
djelovanja.

|
8. Treba izbjegavati
nepotrebna prosirenja
procesa (npr. zastita
funkcionaknih skupina,
privremene modifikacije
fizikalno-kemijkih procesa.

11. Potrebno je primijeniti i
razvijati analiticke metode
za pracenje kemijskog,
proizvodnog procesa s
ciljem sprjecavanja
nastanka opasnih tvari.

20

9. Kataliticki reagensi,
selektivni koliko je to

reagenasa u
stehiometrijskim
kolicinama.

Y

Y g

12. U kemijskim procesima
potrebno je smanjiti
upotrebu tvari koje mogu
uzrokovati stetne posljedice
(eksplozija, vatra i Stetno
isparavanje).

Slika 23. Dvanaest nacela zelene kemije.



Najznacajniji alternativni izvori energije su mikrovalno zracenje, ultrazvuc¢no zracenje,
reakcije inducirane svjetlos¢u i mehanokemijske reakcije. Upotrebom alternativnih izvora
energije u organskoj sintezi omogucéeno je prevladanje problema poput prekomjernog

zagrijavanja ili gubljenja energije, Sto dovodi do ucinkovitije provedbe reakcije, te koriStenje

Odrzivi
razvoj

Kvaliteta Zelena Zastita
zivota kemija okolisa

Slika 24. Zelena kemija u kontekstu glavnih pokretaca razvoja suvremene kemije.63
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2.9. Mehanokemija

Mehanokemijske reakcije su opéenito reakcije potaknute mehani¢kom silom.** Razvile
su se kao dio zelene kemije, s ciljem smanjenja kemijskog one¢iséenja.®® Takve se reakcije
provode u zatvorenim mlinovima, koji omogucuju izolaciju uzorka, te kontrolu parametara za
optimiranje reaktivnosti, poput frekvencije, te omogucuju preciznu i ciljanu konverziju
reaktanata, odnosno pokazuju vecu kontrolu stehiometrije.®*® Energija mehanokemijskih
reakcija velikim dijelom ovisi o mijeSanju kuglica i povrSinskoj aktivaciji te ne zahtjeva
smanjenje ¢estica na nanometarske veli¢ine. lako se razumijevanje i tehnike procjene unosa
energije u mehanokemijskim reakcijama jo$ uvijek istrazuju, pokazano je kako su reakcije u
krutom stanju energetski povoljnije u odnosu na reakcije u otopinama.®” Kemijske reakcije
inducirane mehanickim silama brzo se razvijaju u razli¢itim podruéjima sinteze i znanosti 0
materijalima, ukljucujuéi anorganske, organske i supramolekulske materijale, intermetalne
spojeve, nanoCestice i u sintezi farmaceutskih spojeva. Smatra se da ¢e medicinska
mehanokemija kao nova istrazivacka disciplina imati snazan utjecaj na razvoj novih bioloski
aktivnih sredstava te zadovoljiti sve vece zahtjeve farmaceutske industrije za zelenim i
ucinkovitim pristupom organskoj sintezi.®®

Mehanokemija obuhvaca tri glavna istrazivacka podru¢ja u kojima mehanicka sila
poti¢e promjenu kemijskih veza, a to su mljevenje, sonokemijske reakcije i jednomolekulska
manipulacija reakcije.®® Naj&esée se upotrebljavaju planetarni (eng. planetar mill) i vibracijski
mlinovi (eng. shaking mill). U vibracijskom mlinu posude s reaktantom gibaju se naprijed-
nazad, frekvencijom koja odreduje intenzitet mljevenja. Ova metoda koristi se za male
koli¢ine krute tvari, dok se u planetarnom mlinu posude s reaktantom rotiraju oko cetralne i
vlastite osi, poput planeta u SunCevom sustavu, pri ¢emu nastaje centrifugalna sila koja
oponasa gravitaciju. Planetarni mlinovi imaju Siroku primjenu u industriji uz moguci scale-up
procesa. Reakcijske posude i kuglice u mlinu naj¢eS¢e su gradene od nehrdajuceg celika,

cirkonijeva oksida, volfram karbida ili politetrafluoretilen (teflon).*®"

Kako bi se omogucila
Sto veca kontrola reaktivnosti, istrazuju se nove tehnike upotrebe katalitickih aditiva, medu
kojima se najvise istice mljevenje potpomognuto tekuc¢inom (eng. liquid-assisted grinding,

LAG).® Tu se koristi mala koli¢ina tekuéine kako bi se reakcija ubrzala i usmjerila.eg’72

Mehanokemija je nasla sve veéu primjenu u organometalnim reakcijama poput
Suzuki-Miyaurine reakcija, Huisgenove cikloadicije, reakcija metateze olefina, aktivacije C—
H veze i drugim reakcijama. Primjerice, reakcije CUAAC provedene bez otapala pokazale su
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znatno skracivanje vremena reakcije, smanjenje potrebne energije 1 veca iskoriStenja.
Uspjesno su primijenjeni standardni kataliticki sustavi poput bakrovih(Il) soli, ali i1

heterogenih bakrovih(0) katalizatora, poput posuda za mljevenje bakra ili bakrov prah.®

Mack i suradnici” uspje$no su zamijenili konvencionalne Katalizatore metalnim
povrSinama. Tako je KoriStenjem Kkuglica za mljevenje od bakra provedena Huisgenova

cikloadicija (shema 4).

X
N
R—— + & ‘i\B/R
- Cu kuglice N=N
NaN3
Br

Shema 4. Reakcija Huisgenovog unakrsnog povezivanja bez upotrebe bakra kao katalizatora.

Rai¢-Mali¢ i suradnici® istrazili su click reakcije N-heterocikli¢kih hibrida kinolina i
1,2,3-triazola  katalizirane bakrom i usporedili ucinkovitost konvencionalnih i
mehanokemijskih click reakcija (tablica 1). CUAAC-reakcije potpomognute mehanickom
silom, bez upotrebe otapala, pokazale su znatno bolja iskoristenja u odnosu na reakcije
provedene konvencionalnim putem, pri ¢emu je iskoristenje reakcije povecano izmedu 10% i

20% koristenjem bakrovog(I) jodida, kao katalizatora, uz bazu N,N-diizopropiletilamin.
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Tablica 1. Reakcijski uvjeti i iskoriStenja u click sintezi 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazola,
mehananokemijski (bez otapala) i kovencionalnim putem (s otapalom).®®

L

/

N=
X N
~
N~ “CF,
1-4

Konvencionalna Iskoristenje Mehanokemijska IskoriStenje

click reakcija (%) click reakcija (%)
Metoda 1a 21 Metoda 2a 57
1 @(C' Metoda 1b 5 Metoda 2b 85
Metoda 1a* 77 Metoda 2c 77
Metoda 1a 45 Metoda 2a 60
2 @( " T Metoda 1b 40 Metoda 2b 87
: Metoda la* 76 Metoda 2¢ 80
Metoda 1a 89 Metoda 2a 77
3 [ _Metodalb 52 Metoda 2b 92
: Metoda 1a* 89 Metoda 2¢ 87
Metoda 1a 10 Metoda 2a 72
4 @ Metoda 1b 5 Metoda 2b 79
B Metoda 1a* 21 Metoda 2c 76
Konvencionalne click reakcije: Metoda la: Cu(OAc),-H,0, CH;OH, 60°C, vrijeme reakcije 3,5 sata;
Metoda la*: Cu(OAc),-H,0, CH;OH, 60°C, preko noci; Metoda 1b: Cul, DIPEA, octena kiselina, CH,Cl,,
rt, vrijeme reakcije 3,5 sati. Mehanokemijske click reakcije: Metoda 2a: Cu(OAc),-H,0, dvije kuglice od
nehrdajuceg Celika (7 mm), PTFE posuda, 3,5 sata, rt, 30 Hz; Metoda 2b: Cul, DIPEA, octena kiselina,
dvije kuglice od nehrdajuceg celika (7 mm), PTFE posuda, 3,5 sata, rt, 30 Hz; Metoda 2c: DIPEA, octena
kiselina, PTFE posuda, dvije mjedene kuglice (7 mm), rt, 3,5 sata.

Minimalna koli¢ina Stetnih otapala, jednostavni postupci proci§¢avanja i manji broj
nezeljenih produkata ukazuju da su mehanokemijske reakcije ekonomiénije, vremenski
ucinkovitije i okoliSu prihvatljivije u odnosu na konvencionalne metode. S druge strane, pri
rukovanju s tekuc¢inama niskog vrelista, za temperaturno i vremenski kontrolirane reakcije,
reakcije pod tlakom te za heterogene reakcije nije razvijen sustav kontrole mehanokemijskih
reakcije. Kako se mehanokemijske reakcije provode bez otapala, ili s vrlo malom koli¢inom
otapala, a mnogi sintetski putevi zahtijevaju upotrebu otapala, potrebno je razvijati inovativne
metode stvaranja kemijskih veza utjecajem mehanicke sile, koje zaobilaze klasi¢nu sintezu uz

pomoé otapala.’”’
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3. CILJ RADA



3.1. Cilj rada

Cilj ovog rada bio je usmjeren na provedbu sinteze nukleozidnih analoga
povezivanjem N-propargiliranih dusi¢nih baza i derivata L-askorbinske kiseline preko 1,2,3-
triazolne premosnice kako bi se priredili bioloski aktivni spojevi. Nadanje, s ciljem
optimiranja reakcijskih uvjeta, sinteza novih 1,4-disupstituiranih triazolnih derivata provedena
je click reakcijom na sobnoj temperaturi klasi¢cnom sintezom, kao i reakcijom potaknutom

mehanickom silom (slika 25).
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Slika 25. Strukturni prikaz hibrida purina i pirimidina s L-askorbinskom kiselinom, povezanih

1,2,3-triazolnom premosnicom priredenih u ovom radu.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO

Zl



4.1. Opée napomene

i/ili destiliranjem preko molekulskih sita veli¢ine 3A. 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 punjene su pod utjecajem
gravitacije, a kao eluens koriStene su odgovaraju¢e smjese CH,Clo/CH3OH. Tocke talista

sintetiziranih spojeva odredene su na instrumentu Kofler (Reichert, Wien) i nisu korigirane.

Spektri *H NMR i *C NMR snimljeni su na spektrometru Bruker 300 i 600 MHz. Svi
uzorci otopljeni su u DMSO-ds i mjereni pri 298 K. Kemijski pomaci (8) u 'H NMR
spektrima i *C NMR spektrima izraZeni su u ppm u odnosu prema DMSO na & 2,50 ppm.
Pojedine rezonancije pridruzene su na temelju kemijskih pomaka, intenziteta signala,

multipliciteta signala i H-H konstante sprege.

Mehanokemijske reakcije provedene su u mlinu IST500 (InSolido Tehnologies,

Croatia), pri 30 Hz u PTFE reakcijskim posudama koriste¢i kuglice od nehrdajuceg Celika.
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4.2. Pregled sintetiziranih spojeva
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4.3. Priprava spojeva

4.3.1. Opé¢i postupak priprave propargiliranih purinskih izostera 10-13

Odgovarajucéi purinski izoster (adenin 1, 6-klorpurin 2, 6-klor-7-deazapurin 3, 7-brom-
6-klor-7-deazapurin 4) otopljen je u DMF-u (5-10 mL), te je dodan NaH (1 ekv.). Nakon pola
sata dodan je propargil-bromid (1,2 ekv.) i reakcijska smjesa mijeSana je 24 sata na sobnoj
temperaturi. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po zavrSetku reakcije, otapalo je upareno pri
snizenom tlaku, a smjesa je procis¢ena kolonskom kromatografijom uz eluens diklormetan-

metanol.
9-(prop-2-in-1-il)-9H-purin-6-amin (10)

Spoj 10 dobiven je prema navedenom opéem postupku iz adenina (1; 500,0 mg; 3,70
mmol). Nakon proci§éavanja kolonskom kromatografijom (CH2Cl, : CH30H = 20 : 1) izoliran
je spoj 10 kao bijeli prah (467,8 mg; 73,0%). '"H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,18 (1H, s,
H2"), 8,17 (1H, s, H8"), 7,25 (2H, s, NH,), 5,02 (2H, d, J = 2,5 Hz, CH,CCH), 3,44 (1H,t,J =
2,5 Hz, CH,CCH). **C NMR (75 MHz, DMSO) & 156,46 (C6"), 153,15 (C2"), 149,55 (C4"),
140,54 (C8"), 118,97 (C5"), 78,74 (CH,CCH), 76,26 (CH,CCH), 32,69 (CH,CCH).

6-klor-9-(prop-2-in-1-il)-9H-purin (11)

Spoj 11 dobiven je prema navedenom opéem postupku iz 6-Klorpurina (2; 800,0 mg;
5,18 mmol). Nakon proci§¢avanja kolonskom kromatografijom (CH2Cl, : CH3;0H = 60 : 1)
izoliran spoj 11 kao bijeli prah (549,0 mg; 72,0%). *H NMR (300 MHz, DMSO): & 8,83 (1H,
s, H2"), 8,76 (1H, s, H8"), 5,21 (2H, d, J = 2,5 Hz, CH,CCH), 3,55 (1H, t, J = 2,5 Hz,
CH,CCH). *C (151 MHz, DMSO): & 153,23 (C2"), 151,38 (C6"), 149,20 (C4"), 130,72
(C5"), 77,26 (CH,CCH), 76,67 (CH,CCH), 33.25 (CH,CCH). MS (ESI, m/z) 193.0 [M+H]".

4-klor-7-(prop-2-in-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (12)

Spoj 12 dobiven je prema navedenom opéem postupku iz 6-klor-7-deazapurina (3;
500,0 mg; 3,26 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3;OH
=50 :1) izoliran je spoj 12 kao bijeli prah (439,9 mg; 71,0%). *H NMR (300 MHz, DMSO): &
8,69 (1H, s, H2"), 7,82 (1H, d, J = 3,7 Hz, H6"), 6,71 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5"), 5,17 (2H, d, J
= 2,5 Hz, CH,CCH), 3,46 (1H, t, J = 2,5 Hz, CH,CCH). *C (75 MHz, DMSO): & 150,75
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(C4"), 150,51 (C2"), 150,14 (7a"), 130,71 (C6"), 116,77 (C3a"), 99,08 (C5"), 78,31
(CH,CCH), 75,76 (CH,CCH), 33,69 (CH,CCH). MS (ESI, m/z) 192.0 [M+H]*.

5-brom-4-klor-7-(prop-2-in-1-il)-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin (13)

Spoj 13 dobiven je prema gore navedenom postupku iz 7-brom-6-klor-7-deazaprina
(4; 400,0 mg; 1,72 mmol). Nakon prociS¢avanja kolonskom kromatografijom
(CH,Cl, : CH3OH = 60 :1) izoliran je spoj 13 kao bijeli prah (244,0 mg; 70,0%). 'H NMR
(300 MHz, DMSO): & 8,73 (1H, s, H2"), 8,08 (1H, s, H6"), 5,15 (2H, d, J = 2,5 Hz, CH,),
3,50 (1H, t, J = 2,5 Hz, CCH). **C (151 MHz, DMSO): & 151,26 (C2"), 150,72 (C4"), 149,61
(C7a"), 130,64 (C6"), 114,13 (C3a"), 86,34 (C5"), 77,96 (CCH), 76,32 (CCH), 34,17 (CHy,).

4.3.2. Op¢i postupak priprave propargiliranih pirimidinskih derivata 14-18

Odgovarajucéi pirimidin (uracil 5, 5-kloruracil 6, 5-bromuracil 7, 5-joduracil 8, timin 9)
otopljen je u DMF-u (5-10 mL), te je dodan NaH (1 ekv.). Nakon pola sata dodan je
propargil-bromid (1,2 ekv.) i reakcijska smjesa mijeSana je 24 sata na sobnoj temperaturi.
Tijek reakcije pra¢en je TLC-om. Po zavrSetku reakcije, otapalo je upareno pri snizenom

tlaku, a smjesa je proc¢iséena kolonskom kromatografijom uz eluens diklormetan-metanol.
N-1-(-prop-2-in-1-il)pirimidin-2,4-dion (14)"

Spoj 14 dobiven je prema navedenom opcem postupku iz uracila (5; 5,0 g; 44,61
mmol). Nakon pro¢is¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3;OH =50 : 1) izoliran
spoj 14 kao bijeli prah (3,6 g; 54,0%). *H (300 MHz, DMSO): 811,44 (1H, s, NH), 7,75 (1H,
d, J = 7,8 Hz, H6), 5,7 (1H, d, J = 7,8 Hz, H5), 4,57 (2H, d, J = 2,3 Hz, CH,), 3,43 (1H, t, J =
2,3 Hz, CCH).

5-klor-N-1-(-prop-2-in-1-il)pirimidin-2,4-dion (15)"

Spoj 15 dobiven je prema navedenom opéem postupku iz 5-kloruracila (6; 3,0 g; 20,54
mmol). Nakon proc¢i§¢avanja kolonskom kromatografijom (CH.Cl, : CH3;OH = 20 : 1)
izoliran spoj 15 kao bijeli prah (1,7 g; 46,0 %). *H NMR (300 MHz, DMSO): 511,86 (1H, s,
NH), 8,20 (1H, s, H6), 4,50 (2H, d, J = 2,4 Hz, CH,), 3,46 (1H, t, J = 2,4 Hz, CCH).
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5-brom-N-1-(-prop-2-in-1-il)pirimidin-2,4-dion (16)"

Spoj 16 dobiven je prema navedenom opéem postupku iz S-bromuracila (7; 1,0 g; 5,24
mmol). Nakon proc¢i§¢avanja kolonskom kromatografijom (CH.Cl, : CH3OH = 50 : 1)
izoliran spoj 16 kao bijeli prah (415,0 mg; 41,0%). *H NMR (300 MHz, DMSO): &: 11,90
(1H, s, NH), 8,26 (1H, s, H6), 4,50 (2H, d, J = 2,7 Hz, CH,), 3,45 (1H, t, J = 2,5 Hz, CCH).

5-jod-N-1-(-prop-2-in-1-il)pirimidin-2,4-dion (17)"®

Spoj 17 dobiven je prema navedenom opéem postupku iz 5-joduracila (8; 2,0 g; 8,404
mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3OH = 50 : 1)
izoliran spoj 17 kao bijeli prah (347,8 mg; 15,0%). *H NMR (300 MHz, DMSO): 8,35 (1H, s,
H6), 4,58 (2H, d, H-1', J= 2,3 Hz, CH,), 3,46 (LH, t, J= 2,4 Hz, CH).

5-metil-N-1-(-prop-2-in-1-il)pirimidin-2,4-dion (18)™

Spoj 18 dobiven je prema navedenom opéem postupku iz timina (9; 2,0 g; 16,52
mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : CH3OH = 50 : 1)
izoliran spoj 18 kao bijeli prah (1,5 g, 56,0%). *H NMR (300 MHz, DMSO): 11,35 (1H, s,
NH), 7,55 (1H, s, H6), 4,46 (2H, d, J = 2,5 Hz, CH,), 3,37 (1H, J = 2,2 Hz, CH), 1,75 (3H, s,
CHs,)

4.3.3. Priprava 2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinske kiseline (22)"

2,3-0,0-dibenzil-5,6-0,0-izopropiliden-L-askorbinska kiselina (21; 10,0 g; 25,22
mmol) otopljena je u metanolu (101 mL) i 50% octenoj kiselini (252,40 ml). Reakcijska
smjesa mijesa se preko no¢i na temperaturi od 100 °C. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po
zavrSetku reakcije otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a uljasti produkt je otopljen u etil-
acetatu (120 mL) te ekstrahiran sa zasi¢enom otopinom natrijevog karbonata (120 mL).
Organski sloj je susen iznad bezvodnog magnezijevog sulfata, a otapalo upareno pri snizenom
tlaku. Produkt je procis¢en kolonskom kromatografijom uz eluens CH,Cl, : CH30H =40 : 1.
Izoliran je spoj 22 (3,8 g; 42,0%).

4.3.4. Priprava 6-O-tosil-2,3-O,0-dibenzil-L-askorbinske kiseline (23)

Spoj 22 (3,8 g; 10,61 mmol) otopljen je u suhom diklormetanu (31,43 mL) i suhom
piridinu (4,25 ml). Reakcijska smjesa mijesana je na 0 °C, pri ¢emu je pola sata dokapavan p-

toluensulfonil-klorid (2,3 g; 11,80 mmol) otopljen u diklormetanu (21,18 mL). Reakcijska
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smjesa mijesana je preko noci na sobnoj temperaturi. Otapalo je upareno pri snizenom tlaku,
te je ostatak otopljen u diklometanu (120 mL) i ekstrahiran s vodom (2 x 55 mL). Organski
sloj susen je iznad bezvodnog magnezijevog sulfata. Nakon procis¢avanja kolonskom
kromatografijom uz eluens CH,Cl, : CH3OH =100 : 1 izolirani je spoj 23 (2,9 g; 53,0%).

4.3.5. Priprava 2,3-dibenzil-4,5-didehidro-5,6-di-O-tosil-L-askorbinske Kiseline (24)

Spoj 22 (5,1 g, 14,31 mmol) otopljen je u suhom diklormetanu (42,00 mL) i suhom
piridinu 14 mL). Reakcijska smjesa mijesana je na 0 °C, pri ¢emu je pola sata dokapavan p-
toluensulfonil-klorid (9,2 g, 48,3 mmol) otopljen u diklormetanu (29 ml). Reakcijska smjesa
mijeSana je preko no¢i na sobnoj temperaturi. Otapalo je upareno pri sniZzenom tlaku, te je
ostatak otopljen u diklometanu (170 mL) i ekstrahiran s vodom (2 x 85 mL). Organski sloj
susen je iznad bezvodnog magnezijevog sulfata. Nakon procis¢avanja kolonskom

kromatografijom uz eluens CH,ClI; izolirani je spoj 24 (5,4 g; 57,0%).

4.3.6. Priprava 6-azido-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinske kiseline (25)

Spoj 23 (2,9 g; 5,63 mmol) otopljen je u DMF-u (10 mL), te je dokapan natrijev azid
(1,8 g; 28,17 mmol) otopljen u vodi (3 mL). Reakcijska smjesa zagrijavana je na temperaturi
refluksa preko noci. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po zavrSetku reakcije otapalo je
upareno pri snizenom tlaku. Zatim je produkt otopljen u etil-acetatu (100 mL) i ekstrahiran s
destiliranom vodom (2 x 50 ml). Organski sloj susen je iznad bezvodnog natrijevog sulfata,
koji je zatim odfiltrira. Nakon pro¢is¢avanja kolonskom kromatografijom uz eluens CH2Cl; :

CH3OH =100 : 1 izoliran je spoj 25 (570,50 mg; 27,0%).

4.3.7. Priprava 6-azido-2,3-O,0-dibenzil-4,5-didehidro-5,6-didehidroksi-L-askorbinske
kiseline (26)

Spoj 24 (5,4 g, 8,56 mmol) otopljen je u DMF-u (10 mL), te je dokapan natrijev azid
(2,2 g; 34,26 mmol) otopljen u vodi (5 mL). Reakcijska smjesa zagrijavana je na temperaturi
preko no¢i. Tijek reakcije pracen je TLC-om. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno pri
snizenom tlaku. Zatim je produkt otopljen u etil-acetatu (120 mL) i ekstrahiran s destiliranom
vodom (2 x 55 mL). Organski sloj suSen je iznad bezvodnog natrijevog sulfata, koji se zatim
odfiltrira. Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom uz eluens CH,Cl; izoliran je spoj
26 (1,1 g; 36,0%).
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4.3.8. Op¢i postupak priprave zasi¢enih triazolilnih nukleozidnih analoga 27-35

METODA A: U jednu polovicu reakcijske posude dodan je 6-azido-2,3-O,0-dibenzil-
L-askorbinska kiselina 25 (0,9 ekv.), DIPEA (0,1 ekv.) i octena kiselina (0,1 ekv.), a u drugu
polovicu odgovarajuéi propargilirani purinski ili pirimidinski izoster 10-13, 14-18 (1 ekv.),
dvije kuglice od nehrdajuceg Celika (7 mm; 1,3 g) i bakrov(I) jodid (0,02 ekv.). Reakcijska
smjesa melje se pri 30 Hz i prati tankoslojnom kromatografijom. Po zavrSetku reakcijska

smjesa je procis¢ena kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH3;0H.

METODA B: 6-azido-2,3-O,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina 25 (0,9 ekv.),
odgovaraju¢i propargilirani purinski ili pirimidinski izoster 10-18 (1 ekv.), Cu(OAc), (0,05
ekv.), otopljeni su u metanolu (~5 mL). Reakcijska smjesa mije$ana je preko noci na sobnoj
temperaturi. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a reakcijska smjesa procis¢ena

kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30OH.

6-{4-[(6-amino-9H-purin-9-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-2,3-O,0-dibenzil-L-askorbinska
kiselina (27)

Spoj 27 dobiven je iz spoja 25 (Metoda A: 50,00 mg, 0,13 mmol; Metoda B: 199,08
mg, 0,52 mmol) i spoja 10 (Metoda A: 22,51 mg, 0,13 mmol; Metoda B: 100,00 mg, 0,58
mmol). Nakon proc¢i§¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H =10 :
1 izoliran je spoj 27 kao bijeli prah (Metoda A: 65,80 mg, 90,5%; Metoda B: 203,80 mg,
70,4%; T, = 113-115 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,17 (1H, s, H2), 8,15 (1H, s, HS),
8,12 (1H, s, H5'), 7,45-7,25 (10H, m, OCHPh), 7,19 (2H, s, NH), 5,63 (1H, d, J = 7,0 Hz,
H4"), 5,43 (2H, s, CHy), 5,21 (2H, dd, J = 25,5; 11,6 Hz, OCH,Ph), 4,97 (2H, d, J = 1,6 Hz,
OCH,Ph), 4,95 (1H, d, J = 1,4 Hz, OH), 4,67-4,57 (1H, dd, J = 13,8; 3,5 Hz, H6"), 4,43-4,31
(1H, dd, J = 13,8; 9,7 Hz, H6"), 4,18-4,07 (1H, m, H5"), 3C NMR (75 MHz, DMSO) & 169.0
(C1"), 157,1 (C3"), 155,9 (C6), 152,5 (C2), 149,3 (C4), 142,2 (C4"), 140,6 (C8), 136,1 (Ph-q),
135,5 (Ph-q), 128,6 (Ph), 128,4 (Ph), 128,4 (Ph), 128,4 (Ph), 127,8 (Ph), 124,6 (C5"), 121,0
(C2"), 118,5 (C5), 75,8 (C4"), 73,6 (OCH,Ph), 72,8 (OCH,Ph), 67,3 (C5"), 52,4 (C6"), 37,9
(CHy).
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6-{4-[(6-klor-9H-purin-9-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska
kiselina (28)

Spoj 28 dobiven je iz spoja 25 (Metoda A: 50,00 mg, 0,13 mmol; Metoda B: 356,4
mg, 0,94 mmol) i spoja 11 (Metoda A: 25,04 mg, 0,13 mmol; Metoda B: 200,0 mg, 1,04
mmol). Nakon proci§¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H = 10 :
1 dobiven je spoj 28 kao bijeli prah (Metoda A: 62,50 mg, 77,2%; Metoda B: 159,4 mg,
27,5% T, =106-109 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,80 (1H, s, H2), 8,78 (1H, s, HS),
8,20 (1H, s, H5'), 7,46— 7,25 (10H, m, OCHPh), 5,70-5,54 (3H, m, H4", CH_), 5,20 (2H, dd,
J =25,9; 11,6 Hz, OCH,Ph), 4,98-4,96 (3H, m, OCH,Ph, OH), 4,62 (1H, dd, J = 13,7; 3,3
Hz, H6), 4,38 (1H, dd, J = 13,6; 9,6 Hz, H6), 4,19-4,03 (1H, m, H5), *C NMR (75 MHz,
DMSO) 6 169,0 (C1"), 157,2 (C3"), 156,5 (C4, C6), 149,5 (C2), 149,0 (C4"), 136,1 (Ph-q),
135,8 (C8), 135,5 (Ph-q), 130,8 (C5), 128,7 (Ph), 128,5 (Ph), 128,4 (Ph), 128,4 (Ph), 127,8
(Ph), 124,9 (C5", 120,9 (C2"), 75,5 (C4"), 73,6 (OCH,Ph), 72,8 (OCH,Ph), 67,2 (C5"), 52,4
(C6"), CH,u DMSO.

6-{4-[(4-klor-7H-pirolo[2,3,-d]pirimidin-7-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-2,3-0,0-dibenzil-
L-askorbinska kiselina (29)

Spoj 29 dobiven je iz spoja 25 (Metoda A: 50,00 mg, 0,13 mmol; Metoda B: 356,97
mg, 0,94 mmol) i spoja 12 (Metoda A: 24,91 mg, 0,13 mmol; Metoda B: 200,00 mg, 1,04
mmol). Nakon pro¢i$¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H =100 :
1 izoliran je spoj 29 kao bijeli prah (Metoda A: 53,50 mg, 71,9%; Metoda B: 273,30 mg,
50,7%:; T = 84-87 °C). '"H NMR (600 MHz, DMSO) & 8,67 (1H, s, H2), 8,10 (1H, s, H5",
7,80 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 7,47-7,31 (10H, m, OCH,Ph), 6,67 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5), 5,62
(1H, d, J = 7,0 Hz, H4"), 5,58 (2H, s, CH,), 5,24 (1H, d, J = 11,5 Hz, OCH,Ph), 5,16 (1H, d, J
= 11,6 Hz, OCH,Ph), 4,97 (2H, d, J = 6,3 Hz, OCH,Ph), 4,95 (1H, d, J = 1,1 Hz, OH), 4,60
(1H, dd, J = 13,8; 3,4 Hz, H6"), 4,36 (1H, dd, J = 13,8; 9,7 Hz, H6"), 4,13-4,10 (1H, m, H5"),
13C NMR (75 MHz, DMSO) 8 169,0 (C1"), 157,2 (C3"), 150,7 (C4), 150,4 (C2), 150,4 (C7a),
142,3 (C4"), 136,1 (Ph-q), 135,56 (Ph-q), 131,3 (C6), 128,7 (Ph), 128,5 (Ph), 128,4 (Ph),
128,4 (Ph), 127,8 (Ph), 124,6 (C5"), 121,0 (C2"), 116,7 (C4a), 98,8 (C5), 75,6 (C4"), 73,7
(OCH,Ph), 72,8 (OCH,Ph), 67,3 (C5"), 52,4 (C6"), CH, u DMSO.
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6-{4-[(5-brom-4-klor-7H-pirolo[2,3,-d]pirimidin-7-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-2,3-0,0-
dibenzil-L-askorbinska kiselina (30)

Spoj 30 dobiven je iz spoja 25 (Metoda A: 50,00 mg, 0,13 mmol; Metoda B:
319,22 mg, 0,84 mmol) i spoja 13 (Metoda A: 35,16 mg, 0,13 mmol; Metoda B: 200,00 mg,
0,93 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H =
50 : 1 izoliran je spoj 30 kao bijeli prah (Metoda A: 308,30 mg, 56,3%; Metoda B: 210,30
mg, 48,2%; T, = 146-149 °C). "H NMR (600 MHz, DMSO) & 8,70 (1H, s, H5"), 8,13 (1H, s,
H2), 8,04 (1H, s, H6), 7,53-7,14 (10H, m, OCH,Ph), 5,62 (1H, d, J = 7,0 Hz, H4"), 5,56 (2H,
s, CHy), 5,25 (1H, d, J = 11,6 Hz, OCH,Ph), 5,17 (1H, d, J = 11,6 Hz, OCH,Ph), 4,99-4,93
(3H, m, OCH,Ph, OH), 4,61 (1H, dd, J = 13,8; 3,5 Hz, H6"), 4,36 (1H, dd, J = 13,8; 9,7 Hz,
H6"), 4,15-4,08 (1H, m, H5"), *C NMR (151 MHz, DMSO) & 168,9 (C1"), 157,1 (C3"),
151,0 (C2), 150,4 (C4), 149,7 (C7a), 141,2 (C4), 136,1 (Ph-q), 135,5 (Ph-q), 131,0 (C6),
128,7 (Ph), 128,4 (Ph), 128,4 (Ph), 128,3 (Ph), 127,8 (Ph), 124,8 (C5'), 120,9 (C2"), 113,9
(C4a), 85,8 (C5), 75,5 (C4"), 73,6 (OCH,Ph), 72,8 (OCH,Ph), 67,2 (C5"), 52,4 (C6"), 39,7
(CHy).

6-{4-[(pirimidin-2,4-dion-1-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-2,3-O,0-dibenzil-L-askorbinska
kiselina (31)

Spoj 31 dobiven je iz spoja 25 (Metoda A: 50,00 mg, 0,13 mmol; Metoda B:
50,00 mg, 0,13 mmol) i spoja 14 (Metoda A: 17,68 mg, 0,13 mmol; Metoda B: 21,76 mg,
0,16 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H =
20 : 1 izoliran je spoj 31 kao bijeli prah (Metoda A: 54,60 mg, 78,4%; Metoda B: 62,90 mg,
91,0%; Ty = 119-122 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 11,30 (1H, bs, NH), 8,10 (1H, s,
H5", 7,73 (1H, d, J = 7,9 Hz, H6), 7,44-7,29 (10H, m, OCH,Ph), 5,58 (1H, d, J = 7,9 Hz,
H5), 5,22 (2H, dd, J = 25,4; 11,6 Hz, OCH,Ph), 5,00-4,91 (5H, m, OCH,Ph, CH,, OH), 4,63
(1H, dd, J = 14,4; 4,1 Hz, H6"), 4,39 (1H, dd, J = 13,7; 9,6 Hz, H6"), 4,17-4,12 (1H, m,H5"),
13C NMR (75 MHz, DMSO) & 169,1 (C1"), 163,7 (C4), 157,3 (C3"), 151,0 (C2), 145,5 (C6),
142,1 (C4', C4"), 136,2 (Ph-q), 135,6 (Ph-q), 128,8 (Ph), 128,5 (Ph), 128,5 (Ph), 128,5 (Ph),
127,9 (Ph), 124,7 (C5"), 121,0 (C7"), 101,2 (C5), 75,7 (C4"), 73,7 (OCH,Ph), 72,9 (OCH,Ph),
67,3 (C5"), 52,4 (C6"), 42,3 (CH,).
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6-{4-[(5-klorpirimidin-2,4-dion-1-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-2,3-0,0-dibenzil-L-
askorbinska kiselina (32)

Spoj 32 dobiven je iz spoja 25 (Metoda A: 50,00 mg, 0,13 mmol; Metoda B:
50,00 mg, 0,13 mmol) i spoja 15 (Metoda A: 22,17 mg, 0,13 mmol; Metoda B: 27,28 mg,
0,16 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H =
20 : 1 izoliran je spoj 32 kao bijeli prah (Metoda A: 70,10 mg, 94,5%; Metoda B: 49,20 mg,
66,3%:; T; = 124-126 °C). "H NMR (600 MHz, DMSO) & 11,86 (1H, bs, NH), 8,24 (1H, s,
H6), 8,13 (1H, s, H5'), 7,54-7,19 (10H, m, OCHPh), 5,67 (1H, d, J = 6,9 Hz, H4), 5,22 (2H,
dd, J = 45,5; 11,6 Hz, OCH,Ph), 5,01-4,94 (5H, m, OCH,Ph, CH,, OH), 4,63 (1H, dd, J =
13,8; 3,5 Hz, H6"), 4,39 (1H, dd, J = 13,8; 9,7 Hz, H6"), 4,17-4,13 (1H, m, H5"), *C NMR
(75 MHz, DMSO) 6 169,1 (C1"), 159,6 (C4), 157,3 (C3"), 149,9 (C2), 142,8 (C6), 141,9
(C4", 136,2 (Ph-q), 135,6 (Ph-q), 128,8 (Ph), 128,6 (Ph), 128,5 (Ph), 127,9 (Ph), 124,8 (C5"),
121,0 (C2"), 106,5 (C5), 75,7 (C4"), 73,7 (OCH,Ph), 72,9 (OCH,Ph), 67,3 (C5"), 52,5 (C5"),
42,8 (CH,).

6-{4-[(5-brompirimidin-2,4-dion-1-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-2,3-O,0-dibenzil-L-

askorbinska kiselina (33)

Spoj 33 dobiven je iz spoja 25 (Metoda A: 50,00 mg, 0,13 mmol; Metoda B:
50,00 mg, 0,13 mmol) i spoja 16 (Metoda A: 27,95 mg, 0,13 mmol; Metoda B: 34,40 mg,
0,16 mmol). Nakon proc¢is¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H =
10 : 1 izoliran je spoj 33 kao bijeli prah (Metoda A: 68,40 mg, 86,4%; Metoda B: 61,10 mg,
77,0%:; Ty = 116-120 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) & 11,82 (1H, s, NH), 8,31 (1H, s, H6),
8,13 (1H, s, H5"), 7,44-7,28 (10H, m, OCHPh), 5,66 (1H, d, J = 6,9 Hz, H4), 5,26 (1H, d, J =
11,6 Hz, OCH,Ph), 5,18 (1H, d, J = 11,6 Hz, OCH,Ph), 5,01-4,93 (5H, m, OCH,Ph, CHj,
OH), 4,63 (1H, dd, J = 13,6; 3,2 Hz, H6"), 4,39 (1H, dd, J = 13,7; 9,6 Hz, H6"), 4,20-4,10
(1H, m, H5"), *C NMR (75 MHz, DMSO) & 169,1 (C1"), 159,7 (C4), 157,3 (C3"), 150,1
(C2), 145,2 (C6), 141,9 (C4"), 136,2 (Ph-q), 135,6 (Ph-q), 128,8 (Ph), 128,6 (Ph), 128,5 (Ph),
128,5 (Ph), 127,9 (Ph), 124,8 (C5", 121,0 (C2"), 95,0 (C5), 75,7 (C4"), 73,7 (OCH,Ph), 72,9
(OCH,Ph), 67,4 (C5"), 52,5 (C6"), 42,8 (CH,).
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6-{4-[(5-jodpirimidin-2,4-dion-1-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-2,3-O,0-dibenzil-L-
askorbinska kiselina (34)

Spoj 34 dobiven je iz spoja 25 (Metoda A: 50,00 mg, 0,13 mmol; Metoda B: 50,00
mg, 0,13 mmol) i spoja 17 (Metoda A: 33,93 mg, 0,13 mmol; Metoda B: 41,76 mg, 0,16
mmol). Nakon proci§¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H = 20 :
1 izoliran je spoj 34 kao bijeli prah (Metoda A: 58,90 mg, 68,9%; Metoda B: 74,00 mg,
85,6%:; T; = 118-121 °C). 'H NMR (600 MHz, DMSO) & 11,67 (1H, bs, NH), 8,30 (1H, s,
H6), 8,11 (1H, s, H5"), 7,44-7,34 (10H, m, OCHPh), 5,66 (1H, d, J = 7,0 Hz, H4"), 5,22 (2H,
dd, J = 45,6; 11,6 Hz, OCH,Ph), 5,03-4,92 (5H, m, OCH,Ph, CH,, OH), 4,63 (1H, dd, J =
13,8; 3,5 Hz, H6"), 4,38 (1H, dd, J = 13,8; 9,7 Hz, H6"), 4,19-4,10 (1H, m, H5"), *C NMR
(151 MHz, DMSO) & 169,01 (C1") 161,1 (C4), 157,2 (C3"), 150,5 (C2), 149,7 (C6), 142,0
(C4", 136,1 (Ph-q), 135,6 (Ph-g), 128,7 (Ph), 128,5 (Ph), 128,5 (Ph), 128,4 (Ph), 127,9 (Ph),
124,7 (C5"), 121,0 (C2"), 75,7 (C4"), 73,7 (OCH,Ph), 72,9 (OCH,Ph), 68,4 (C5"), 67,3
(OCH,Ph), 52,4 (C6"), 42,6 (CH,).

6-{4-[(5-metilpirimidin-2,4-dion-1-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-2,3-0,0-dibenzil-L-

askorbinska kiselina (35)

Spoj 35 dobiven je iz spoja 25 (Metoda A: 50,00 mg, 0,13 mmol; Metoda B: 50,00
mg, 0,13 mmol) i spoja 18 (Metoda A: 19,50 mg, 0,13 mmol; Metoda B: 24,00 mg, 0,16
mmol). Nakon proci§¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H = 20 :
1 izoliran je spoj 35 kao bijeli prah (Metoda A: 68,40 mg, 96,5%; Metoda B: 68,10 mg,
96,0%; T; = 94-97 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 11,29 (1H, s, NH), 8,09 (1H, s, H5'),
7,60 (1H, d, J = 1,1 Hz, H6), 7,44-7,27 (10H, m, OCH,Ph), 5,67 (1H, d, J = 7,0 Hz, H4"),
5,21 (2H, dd, J = 25,5; 11,6 Hz, OCH,Ph), 4,99-4,96 (3H, m, OCH,Ph, OH), 4,89 (2H, s,
CHy), 4,63 (1H, dd, J = 13,7; 3,3 Hz, H6"), 4,38 (1H, dd, J = 13,8; 9,7 Hz, H6"), 4,19-4,10
(1H, m, H5"), 1,75 (3H, d, J = 0,7 Hz, CH3), *C NMR (75 MHz, DMSO) & 169,0 (C1"),
164,2 (C4), 157,2 (C3"), 150,7 (C2), 142,2 (C4'), 141,1 (C6), 136,1 (Ph-q), 135,6 (Ph-q),
128,7 (Ph), 128,5 (Ph), 128,4 (Ph), 128,4 (Ph), 127,8 (Ph), 127,7 (Ph), 124,6 (C4), 121,0
(C2"), 108,8 (C5), 75,6 (C4"), 73,7 (OCH,Ph), 72,8 (OCH,Ph), 67,3 (C5"), 52,4 (C6"), 42,1
(CHy), 11,9 (CHg).
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4.3.9. Opé¢i postupak priprave nezasi¢enih triazolilnih nukleozidnih analoga 36-44

METODA A: U jednu polovicu reakcijske posude dodan je 6-azido-2,3-O,0-benzil-
4,5-didehidro-5,6-dehidroksi-L-askorbinska kiselina 26 (0,9 ekv.), DIPEA (0,1 ekv.) i octena
kiselina (0,1 ekv.), a u drugu odgovarajuéi propargilirani purinski ili pirimidinski izoster 10—
13, 14-18 (1 ekv.), dvije kuglice od nehrdajuceg Celika (7 mm; 1,3 g) i bakrov(I) jodid (0,02
ekv.). Reakcijska smjesa melje se (30 Hz) i prati tankoslojnom kromatografijom. Po zavrSetku

reakcijska smjesa je pro¢is¢ena kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH3;OH.

METODA B: 6-azido-2,3-0,0-benzil-4,5-didehidro-5,6-dehidroksi-L-askorbinska

kiselina 26 (0,9 ekv.), odgovarajuéi propargilirani purinski ili pirimidinski izoster 10-13, 14—

18 (1,1 ekv.), Cu(OAc); (0,05 ekv.), otopljeni su u metanolu (~5 mL). Reakcijska smjesa
mijesana je preko noci na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno, a

reakcijska smjesa prociS¢ena je kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H.

6-{4-[(6-amino-9H-purin-9-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-(Z)-2,3-0,0-dibenzil-4,5-
didehidro-5,6-didehidroksi-L-askorbinska kiselina (36)

Spoj 36 dobiven je iz spoja 26 (Metoda A: 50,00 mg, 0,14 mmol; Metoda B:
50,00 mg, 0,14 mmol) i spoja 10 (Metoda A: 24,24 mmol 0,14 mmol; Metoda B: 29,09 mg,
0,17 mmol). Nakon procis¢avanja  kolonskom kromatografijom u eluensu
CH,Cl, : CH30H =10 : 1 izoliran je spoj 36 kao bijeli prah (Metoda A: 62,40 mg, 84,6%;
Metoda B: 48,50 mg, 65,7%; T;= 90-93 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,23-8,06 (3H,
m, H2, H8, H5"), 7,45-7,14 (12 H, m, OCH,Ph, NH,), 5,62 (1H, t, J = 7,5 Hz, H3"), 5,43 (2H,
s, CHy), 5,30 (2H, s, OCH,Ph), 5,22-5,12 (4H, m, OCH,Ph, H6"), *C NMR (75 MHz,
DMSO) 6 165,8 (C1"), 1556,0 (C6), 153,6 (C4), 152,7 (C2), 152,5 (C8), 149,3 (C3"), 147,9
(C4"), 1425 (C4"), 135,7 (Ph-q), 135,2 (Ph-q), 128,8 (Ph), 128,7 (Ph), 128,6 (Ph), 128,5 (Ph),
128,1 (Ph), 127,9 (Ph), 123,8 (C5"), 121,6 (C2"), 118,5 (C5), 102,0 (C5"), 74,0 (OCH,Ph),
73,7 (OCH,Ph), 44,0 (C6"), 37,9 (CH,).

6-{4-[(6-klor-9H-purin-9-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-(Z)-2,3-0,0-dibenzil-4,5-
didehidro-5,6-didehidroksi-L-askorbinska Kkiselina (37)

Spoj 37 dobiven je iz spoja 26 (Metoda A: 50,00 mg, 0,14 mmol; Metoda B:
50,00 mg, 0,14 mmol) i spoja 11 (Metoda A: 25,04 mg, 0,13 mmol; Metoda B: 26,27 mg,

0,14 mmol). Nakon procis¢avanja  kolonskom kromatografijom u eluensu
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CH.Cl, : CH30H = 100 : 1 dobiven je spoj 37 kao bijeli prah (Metoda A: 76,40 mg, 99,7%;
Metoda B: 58,80 mg, 76,9% T; =63-67 °C). 'H NMR (600 MHz, DMSO) § 8,78 (1H, s, H2),
8,77 (1H, s, H8), 8,20 (1H, s, H5"), 7,45-7,28 (10H, m, OCH,Ph), 5,63-5,58 (3H, m, CHs,
H3"), 5,31 (2H, s, OCH,Ph), 5,18 (2H, t, J = 6,4 Hz, H6"), 5,15 (2H, s, OCH,Ph).”*C NMR
(75 MHz, DMSO) & 163,5 (C1"), 151,7 (C6), 151,7 (C2), 149,1 (C4), 147,9 (C3"), 143,2
(C4™), 141,9 (C4), 137,2 (C8), 135,7 (Ph-q), 135,3 (Ph-q), 128,8 (Ph), 128,7 (Ph), 128,6 (Ph),
128,5 (Ph), 127,9 (Ph) ,123,9 (C5), 123,3 (C2"), 101,9 (C5"), 74,0 (OCH,Ph), 73,0
(OCH,Ph), 44,2 (C6"), 38,9 (CH)).

6-{4-[(4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-(Z)-2,3-0,0-
dibenzil-4,5-didehidro-5,6-didehidroksi-L-askorbinska kiselina (38)

Spoj 38 dobiven je iz spoja 26 (Metoda A: 50,00 mg, 0,14 mmol; Metoda B: 50,00
mg, 0,14 mmol) i spoja 12 (Metoda A: 26,83 mg, 0,14 mmol; Metoda B: 26,11 mg, 0,17
mmol). Nakon prociséavanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH3;0OH = 50 :
1 izoliran je spoj 38 kao bijeli prah (Metoda A: 55,00 mg, 72,0%; Metoda B: 67,10 mg,
87,9%:; T = 56-60 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,66 (1H, s, H2), 8,12 (1H, s, HS),
7,80 (1H, d, J = 3,6 Hz, H6), 7, 50-7,23 (10H, m, OCH,Ph), 6,67 (1H, d, J = 3,6 Hz, H5),
5,65-5,52 (3H, m, CH,, H3"), 5,30 (2H, s, OCH,Ph), 5,21-5,13 (4H, m, OCH,Ph, H6"), **C
NMR (75 MHz, DMSO) 6 163,5 (C1"), 150,6 (C4), 150,4 (C2), 150,4 (C7a), 147,9 (C3"),
143,2 (C4"), 1428 (C4"), 135,7 (Ph-g), 135,3 (Ph-q), 131,3 (C6), 128,8 (Ph), 128,7 (Ph),
128,6 (Ph), 128,5 (Ph), 127,9 (Ph), 123,7 (C5'), 116,7 (C4a), 101,9 (C5"), 98,8 (C5), 74,0
(OCH4Ph), 73,0 (OCH,Ph), 44,1 (C6"), CH, u DMSO.

6-{4-[(5-brom-4-klor-7H-pirolo[2,3-d]pirimidin-7-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-(Z2)-2,3-
0,0-dibenzil-4,5-didehidro-5,6-didehidroksi-L-askorbinska kiselina (39)

Spoj 39 dobiven je iz spoja 26 (Metoda A: 50,00 mg, 0,14 mmol; Metoda B:
50,00 mg, 0,14 mmol) i spoja 13 (Metoda A: 37,87 mg, 0,14 mmol; Metoda B: 45,98 mg,
0,17 mmol). Nakon pro¢iséavanja  kolonskom  kromatografijom u eluensu
CHCl, : CH30H =50 : 1 izoliran je spoj 39 kao bijeli prah (Metoda A: 85,00 mg, 97,5%;
Metoda B: 83,20 mg, 95,4%:; T; = 115-119 °C). *H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,69 (1H, s,
H5", 8,14 (1H, s, H2), 8,04 (1H, s, H6), 7,50-7,24 (10H, m, OCH,Ph), 5,60 (1H,t, J =75
Hz, H3"), 5,55 (2H, s, CHy), 5,31 (2H, s, OCH,Ph), 5,18 (2H, d, J = 7,5 Hz, H6"), 5,15 (2H, s,
OCH,Ph), *C NMR (75 MHz, DMSO) & 163,5 (C1"), 151,0 (C2), 150,5 (C4), 149,7 (C7a),
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147,9 (C3"), 143,2 (C4"), 142,4 (C4'), 135,7 (Ph-q), 135,3 (Ph-q), 131,2 (C6), 128,8 (Ph),
128,7 (Ph), 128,6 (Ph), 128,5 (Ph), 127,9 (Ph), 123,9 (C5), 123,3 (C2"), 101,9 (C5"), 85,9
(C5), 74,0 (OCH,Ph), 73,0 (OCH,Ph), 44,2 (C6"), 39,7 (CH,).

6-{4-[(pirimidin-2,4-dion-1-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-(Z2)-2,3-0,0-dibenzil-4,5-
didehidro-5,6-didehidroksi-L-askorbinska Kkiselina (40)

Spoj 40 dobiven je iz spoja 26 (Metoda A: 50,00 mg, 0,14 mmol; Metoda B:
50,00 mg; 0,14 mmol) i spoja 14 (Metoda A: 19,04 mg, 0,14 mmol; Metoda B: 23,12 mg,
0,17 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H =
30 : 1 izoliran je spoj 40 kao bijeli prah (Metoda A: 64,30 mg, 91,1%; Metoda B: 62,30 mg,
88,2%:; T, = 143-145 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 11,30 (1H, s, NH), 8,12 (1H, s, H5"),
7,72 (1H, d, J = 7,9 Hz, H8), 7,47-7,28 (10H, m, OCH.Ph), 5,63 (1H, t, J = 7,5 Hz, H3"),
5,57 (1H, dd, J =7,9, 2,3 Hz, H5), 5,32 (2H, s, CH,), 5,20 (2H, d, J = 7,5 Hz, H6"), 5,16 (2H,
s, OCH,Ph), 4,92 (2H, s, OCH,Ph), *C NMR (75 MHz, DMSO) & 163,7 (C1"), 163,6 (C4),
150,8 (C2), 148,0 (C3"), 145,6 (C6), 143,3 (C4"), 142,6 (C4"), 135,7 (Ph-q), 135,4 (Ph-q),
128,9 (Ph), 128,8 (Ph), 128,7 (Ph), 128,6 (Ph), 128,0 (Ph), 123,8 (C5", 123,4 (C2"), 102,0
(C5"), 101,3 (C5), 74,1 (OCH,Ph), 73,1 (OCH,Ph), 44,2 (C6"), 42,4 (CH,).

6-{4-[(5-klorpirimidin-2,4-dion-1-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-(Z)-2,3-O,0-dibenzil-4,5-
didehidro-5,6-didehidroksi-L-askorbinska kiselina (41)

Spoj 41 dobiven je iz spoja 26 (Metoda A: 50,00 mg, 0,14 mmol; Metoda B:
50,00 mg, 0,14 mmol) i spoja 15 (Metoda A: 23,99 mg, 0,14 mmol; Metoda B: 31,38 mg,
0,17 mmol). Nakon procis¢avanja  kolonskom kromatografijom u eluensu
CH.Cl, : CH30H = 20 : 1 izoliran je spoj 33 kao bijeli prah (Metoda A: 51,60 mg, 68,5%;
Metoda B: 64,20 mg, 85,1%; T, = 159-162 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 11,85 (1H, s,
NH), 8,25 (1H, s, H5"), 8,15 (1H, s, H6), 7,51-7,24 (10H, m, OCH,Ph), 5,63 (1H,t,J =75
Hz, H3"), 5,32 (2H, s, CHy), 5,21 (2H, d, J = 7,5 Hz, H6"), 5,16 (2H, s, OCH,Ph), 4,94 (2H, s,
OCH,Ph), *C NMR (75 MHz, DMSO) & 163,7 (C1"), 159,6 (C4), 150,0 (C2), 148,0 (C3"),
143,3 (C4"), 142,9 (C6), 142,4 (C4'), 1358 (Ph-g), 1354 (Ph-q), 128,9 (Ph), 128,8 (Ph),
128,7 (Ph), 128,7 (Ph), 128,0 (Ph), 123,9 (C5", 123,4 (C2"), 106,7 (C5), 102,0 (C5"), 74,1
(OCH,Ph), 73,1 (OCH,Ph), 44,2 (C6"), 42,9 (CH)).
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6-{4-[(5-brompirimidin-2,4-dion-1-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-(Z)-2,3-0O,0-dibenzil-4,5-
didehidro-5,6-didehidroksi-L-askorbinska kiselina (42)

Spoj 42 dobiven je iz spoja 26 (Metoda A: 50,00 mg, 0,14 mmol; Metoda B:
50,00 mg, 0,14 mmol) i spoja 16 (Metoda A: 30,10 mg, 0,14 mmol; Metoda B: 36,55 mg,
0,17 mmol). Nakon proc¢is¢avanja  kolonskom  kromatografijom u eluensu
CH,Cl, : CH30OH =50 : 1 izoliran je spoj 42 kao bijeli prah (Metoda A: 73,50 mg, 90,2%;
Metoda B: 70,00 mg, 85,9%:; T, = 162—164 °C). 'H NMR (600 MHz, DMSO) & 11,79 (1H, s,
NH), 8,30 (1H, s, H5"), 8,14 (1H, s, H6), 7,55-7,20 (10H, m, OCH,Ph), 5,63 (1H,t,J =75
Hz, H3"), 5,32 (2H, s, CHy), 5,21 (2H, d, J = 7,5 Hz, H6"), 5,16 (2H, s, OCH,Ph), 4,94 (2H, s,
OCH,Ph), *C NMR (75 MHz, DMSO0) & 163,6 (C1"), 159,7 (C2), 150,1 (C4), 148,0 (C3"),
145,2 (C6), 143,3 (C4"), 142,4 (C4'), 135,7 (Ph-q), 135,4 (Ph-g), 128,9 (Ph), 128,8 (Ph),
128,7 (Ph), 128,6 (Ph), 128,0 (Ph), 123,9 (C5"), 123,4 (C2"), 102,0 (C5"), 95,0 (C5), 74,1
(OCH,Ph), 73,1 (OCH,Ph), 44,2 (C6"), 42,8 (CH)).

6-{4-[(5-jodpirimidin-2,4-dion-1-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-(Z)-2,3-0,0-dibenzil-4,5-
didehidro-5,6-didehidroksi-L-askorbinska kiselina (43)

Spoj 43 dobiven je iz spoja 26 (Metoda A: 50,00 mg, 0,14 mmol; Metoda B:
50,00 mg, 0,14 mmol) i spoja 17 (Metoda A: 36,54 mg, 0,14 mmol; Metoda B: 43,85 mg,
0,17 mmol). Nakon procis¢avanja  kolonskom kromatografijom u eluensu
CH.Cl, : CH30H =50 : 1 izoliran je spoj 43 kao bijeli prah (Metoda A: 70,00 mg, 79,6%;
Metoda B: 68,70 mg, 78,1%; T, = 90-93 °C). 'H NMR (600 MHz, DMSO) & 11,67 (1H, s,
NH), 8,29 (1H, s, H5", 8,13 (1H, s, H6), 7,50-7,21 (10H, m, OCH,Ph), 5,63 (1H,t,J =75
Hz, H3"), 5,32 (2H, s, OCH,Ph), 5,20 (2H, d, J = 7,5 Hz, H6"), 5,16 (2H, s, OCH,Ph), 4,93
(2H, s, CHy), *C NMR (75 MHz, DMSO) & 163,5 (C1"), 161,0 (C4), 150,4 (C2), 149,7 (C6),
1479 (C3"), 143,2 (C4"), 1425 (C4"), 135,7 (Ph-q), 135,4 (Ph-q), 128,8 (Ph), 128,7 (Ph),
128,6 (Ph), 128,6 (Ph), 127,9 (Ph), 127,8 (Ph), 123,8 (C5"), 123,3 (C2"), 74,0 (OCH,Ph), 73,0
(OCHyPh), 68,5 (C5), 44,1 (C6"), 42,6 (CH,).

6-{4-[(5-metilpirimidin-2,4-dion-1-il)metilen]-1,2,3-triazol-1-il}-(Z)-2,3-0,0-dibenzil-4,5-
didehidro-5,6-didehidroksi-L-askorbinska kiselina (44)

Spoj 44 dobiven je iz spoja 26 (Metoda A: 50,00 mg, 0,14 mmol; Metoda B: 50,00
mg, 0,14 mmol) i spoja 18 (Metoda A: 21,00 mg, 0,14 mmol; Metoda B: 25,5,00 mg,

0,17 mmol). Nakon procis¢avanja kolonskom kromatografijom u eluensu CH,Cl, : CH30H =
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20 : 1 izoliran je spoj 44 kao bijeli prah (Metoda A: 63,00 mg, 86,9%; Metoda B: 56,30 mg,
77,6%:; T, = 77-80 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 11,29 (1H, s, NH), 8,11 (1H, s, H5"),
7,60 (1H, d, J = 1,1 Hz, H6), 7,46-7,30 (10H, m, OCH,Ph), 5,63 (1H, t, J = 7,5 Hz, H3"),
5,32 (2H, s, CHy), 5,20 (2H, d, J = 7,5 Hz, H6"), 5,16 (2H, s, OCH,Ph), 4,88 (2H, s,
OCH,Ph), 1,74 (3H, d, J = 0,8 Hz, CHs), *C NMR (75 MHz, DMSO) & 164,3 (C1"), 163.,6
(C4), 150,7 (C2), 148,0 (C3"), 143,2 (C4"), 142,8 (C4"), 141,2 (C6), 135,7 (Ph-q), 135,4 (Ph-
q), 128,9 (Ph), 128,7 (Ph), 128,7 (Ph), 128,6 (Ph), 128,0 (Ph), 123,8 (C5"), 123,4 (C2"), 108,9
(C5), 102,0 (C5"), 74,1 (OCH,Ph), 73,1 (OCH,Ph), 44,2 (C6"), 42,2 (CH,), 12,0 (CH3).
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5. REZULTATI I RASPRAVA
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5.1. Sinteza spojeva

U ovom radu pripravljeni su potencijalno bioloski aktivni hibridi purina i purinskih
izostera (27-30 i 36-39) i pirimidina (31-35 i 40-44) s derivatima L-askorbinske kiseline
povezani preko 1,2,3-triazolne premosnice. Ciljani 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazoli dobiveni
su regioselektivnom bakar(l)-kataliziranom cikloadicijom azida askorbinske kiseline (25 i 26)
i odgovaraju¢e N-propargilirane nukleozidne baze (10-18). U svrhu usporedivanja odnosa
strukture 1 antitumorskog djelovanja priredeni su hibridi s farmakoforom L-askorbinske

kiseline (27-35) i njezinim 4,5-nezasi¢enim analogom (36-44).

Kako bi se priredili heterociklicki dipolarofili, klju¢ni prekursori za click reakciju,
provedena je prvo reakcija N-alkiliranja odgovarajucih purina, pseudopurina i pirimidina s
propargil-bromidom u DMF-u, uz bazu natrijev hidrid ili natrijev karbonat (shema 5 i 6).
Baza je odgovorna za deprotoniranje N-1 atoma pririmidinskih (5-9), odnosno N-9 atoma
purinskih (1-2) i pseudopurinskih izostera (3-4) pri ¢emu nastaje anionski intermedijer koji

nukleofilnom supstitucijom daje odgovarajuci N-propargilirani dusikov heterocikl (10-18).

X Xs
NZ X (i) NZ S X
I I
N N

" -

15 Xg=NHy X;=N .. 10; Xg=NH, X;=N
2; Xg=Cl, X;=N B 11; Xg=Cl, X,=N
% o 12; Xg=Cl, X;=C-H
; Rg=Cl, X7=C-Br 13; Xg=Cl, X;=C-Br
Xs Br
BH ~Z X7
N I
N
N~ TN-

sl

Shema 5. Reagensi i uvjeti: (i) natrijev hidrid ili kalijev karbonat, propargil-bromid, DMF,
s.t., 24 h.
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Shema 6. Reagensi i uvjeti: (i) natrijev hidrid ili kalijev karbonat, propargil-bromid, DMF,
s.t., 24 h.

Azido-derivati L-askorbinske kiseline (25 i 26) pripravljeni su sintezom u nekoliko
koraka iz pocetnog prekursora 19 (shema 7). U prvom stupnju se reakcijom L-askorbinske
kiseline 19 s acetil-kloridom uvodi izopropilidenska zastita u polozaj C-5 i C-6. C-2 i C-3
hidroksilne skupine laktonskog prstena potom su zaSticene reakcijom benziliranja u
prisutnosti kalijevog karbonata. Spoj 22 pripravljen je skidanjem izopropilidenske zastite u
kiselom mediju. Kako bi se pripravili C-6 azidni derivati, hidroksilne skupine bo¢nog lanca
prevedene su u dobre izlazece skupine supstitucijom s p-toluensulfonil-kloridom u piridinu.
Monotosilni derivat 23 izoliran je u iskoriStenju od 53% te je koriSten za pripravu azida 25
nukleofilnom supstitucijom Sy2. Ditosilni derivat 24 dobiven je u iskoristenju od 57% i
koriSten za pripravu C-6 azidnog derivata 4,5-nezasi¢ene L-askorbinske Kkiseline 26.
Reakcijom eliminacije C-5 tosilne skupine nastaje egzociklicki alilni tosilat koji u sljede¢em

stupnju supstitucije Sy2 s natrijevim azidom daje spoj 26.
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Shema 7. Reagensi i uvjeti: (i) AcCl, aceton, 4 h, s.t.; (ii) BnCl, K,CO3, DMF, 60 °C, preko
no¢i; (iii) 50% HOAc, metanol, 100°C, 24 h; (vi) p-toluensulfonil-klorid, bezvodni CH,ClIy,
piridin, 0-25 °C, 24 h; (v) DMF, voda, NaN3, 80°C, s.t., 24 h
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Ciljani nukleozidni analozi (27-44) priredeni su Husigenovom 1,3-dipolarnom
cikloadicijom iz priredenih 1,3-dipola askorbinske kiseline (25 i 26) i terminalnih alkina
dusikovih baza (10-18) kataliziranom bakrom(l) (shema 8 i 9).

Xs
NT X\7 Xs
Ly
N N N N X7
10-13 \—: l -~ \>
_ \ N
\\(/\5\]
26; Xg=NH,, X;=N 28; Xs=Cl, X;=CH
HO 27; Xg=Cl, X;=N 29; X¢=Cl, X;=C-Br
z 0
Ns\/\;_Zéo ()
BnO OBn Q
25 Xs
HN | o)
%\ X5
o) N ‘ NH
o)
KQ N~ S0 Ho O
14-18 _
/N OBn
N:N BnO

31; X5=H 34; X5=|
32; X5=Cl  35; Xs=CH,
33; X5=Br
Shema 8. Reagensi i uvjeti: (i) Metoda A: DIPEA, HOACc, Cul, mlin, dvije kuglice od
nehrdajuceg Celika (7 mm; 1,3 g), 30 Hz, 3,5 h; Metoda B: Cu(OAc),, CH3OH, s.t., 24 h.

U svrhu optimiranja reakcijskih parametara mehanokemijske metode provedene su
testne CUAAC reakcije N-1 propargiliranog 5-joduracila (17) i odgovarajuc¢ih azida L-
askorbinske kiseline (25 i 26) (tablica 2). Reakcije provedene s Cul i DIPEA pokazale su
znacajno bolja iskoristenja, te su sinteze ciljanih spojeva provedene primjenom sljedecih
sintetskih metoda: mehanokemijskom reakcijom u mlinu uz Cul/DIPEA/HOAc Kkataliti¢ki
sustav (metoda A) i u uvjetima klasi¢ne organske sinteze primjenom bakrovog(ll) acetata u

metanolu na sobnoj temperaturi (metoda B).
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Shema 9. Reagensi i uvjeti: (i) Metoda A: DIPEA, HOACc, Cul, mlin, dvije kuglice od
nehrdajuceg ¢elika (7 mm; 1,3 g), 30 Hz, 3,5 h; Metoda B: Cu(OAc),, CH3OH, s.t., 24 h.

Tablica 2. Sinteza spojeva 34 i 43 primijenom mehanokemijskih metoda.

IskoriStenje [%]
34 43

Cu(OAc),/Na-askorbat | 54 39
Cul/DIPEA/HOAC 68 79

Reakcijski parameti

U tom kiselo-bazno katalitickom sustav tercijarni amin (DIPEA) ima ulogu liganda za
kompleksiranje Cu(l)-iona. S obzirom da se bakrov(l) jodid nalazi u polimernom neaktivnom
obliku, prisutnost amina omogucuje kompleksiranje uz nastanak aktivnog oblika Cu(l)-iona,
te ubrzavanje stvaranja bakrovog(l) acetilida i bakrovog triazolida. Octena kiselina protonira
C-Cu vezu bakrovog triazolida kako bi nastao 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni produkt
(shema 10)."
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Shema 10. Kiselo-bazno kontrolirana reakcija CUAAC.

Iskoristenja click reakcija prikazana su u tablici 3 i na slikama 28 i 29. Iskoristenja u
sintezi ciljanih zasi¢enih triazolnih hibrida L-askorbinske Kkiseline (27-35) iznose od 68,3% do
90,5% za mehanokemijsku metodu i od 50,9% do 95,6% za klasiénu metodu sinteze.
Nezasiceni derivati L-askorbinske kiseline (36—44) dobiveni su u iskoristenju od 68,4% do
99,8% mehanokemijskom reakcijom, a od 65,7% do 95,4% klasi¢nom reakcijom na sobnoj
temperaturi. Vidljivo je da click reakcije provedene mehanokemijskom reakcijom pokazuju
bolja iskoristenja u reakciji s 6-azido derivatom L-askorbinske kiseline (25) s gotovo svim
alkinima, izuzev uracilnog 1 5-joduracilnog derivata, dok su u reakciji s timinskim
terminalnim alkinom dobivena gotovo jednaka iskoristenja prijenom obje metode (slika 26).
U reakciji s nezasi¢enim azidom 26, takoder su ciljani produkti priredeni u boljem
iskoristenju mehanokemijskom reakcijom, izuzev spojeva 38 i 41 (slika 27). Opcenito, ciljani
derivati 27-35 dobiveni su u veé¢em iskoriStenju u odnosu na njihove odgovarajuce 4,5-
nezasi¢ene analoge 36-44. Nadalje, mehanokemijskom sintezom vrijeme svih provedenih

reakcija smanjeno je s 24 sata (metoda B) na 3,5 sata u mlinu (metoda A).

50



Tablica 3. Iskoristenja (%) click reakcija u sintezi spojeva 27—44 provedenih u mlinu

(metoda A) 1 klasicnom sintezom (metoda B).

paza
N HO :

Iskoristenje (%) Iskoristenje (%)

Spoj Baza Metoda A Metoda B Spoj Metoda A Metoda B
NN
21 VT 90,5 70.1 36 84.5 65,7
N N\\
Cl
NN
28 T 87,4 67,7 37 99,8 76,9
N N\\
Cl
29 “é/@ 87,6 678 | 38 720 87,9
N N\\
Cl Br
0 U _L, 98,6 78,9 39 97,5 95,4
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35 ;N\)i/ 96,0 95,6 44 86,8 77,6
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Slika 26. Iskoristenja click reakcija u sintezi spojeva 27-35.
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Slika 27. Iskoristenja click reakcija u sintezi spojeva 36—44.
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5.2. Spektroskopska karakterizacija novopripravljenih spojeva

Strukture svih priredenih spojeva odredene su *H i **C NMR spektroskopijom na
temelju kemijskih pomaka, veli¢ine signala, veli¢ine i multipliciteta rezonancija te H-H
konstanti sprega. Uvodenje propargilne skupine na duSikov atom heterociklicke baze
potvrdeno je karakteristicnim signalima protona terminalnog alkina na ~3,4 ppm 1 metilenske

skupine vezane za dusikov atomu nukleozidne baze u podruc¢ju ~5 ppm (slika 28).
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Slika 28. *H NMR spektar spoja 10.

Osnovna karakteristika spektara "H NMR spojeva 2735 su signali protona laktonskog
prstena L-askorbinske kiseline (H4", H5" i H6"), te metilenski protoni (~5 ppm) kao i fenilni
protoni benzilne zastitne skupine (~7,4 ppm). Prisutnost triazolnog prstena potvrdena je
karakteristicnim signalom protona HS5' (~8 ppm). Nadalje, purinski derivati 27 i 28 u
aromatskom podruc¢ju pokazuju takoder odgovarajuce signale purinskog prstena H2 i H8 (~8
ppm), dok 7-deazapurinski analog 29 posjeduje signale pirolopirimidinskog prstena H2 (~8
ppm), H5 (~6,6 ppm) i H6 (~7,7 ppm). 5-supstituirani pirimidniski analozi 32-35 pokazuju
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signal koji se pripisuje protonu H6 (~8,2 ppm), dok uracilni derivat 31 posjeduje signale za

protone H6 (~7,7 ppm) i H5 (~5,6 ppm). Na slici 29 prikazan je spektar 'H NMR spoja 27.
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Slika 29."H NMR spektar spoja 27.

U spektrima *C NMR spojeva 27-35 vidljivi su karakteristiéni signali lakotonskog
prstena L-askorbinske kiseline C4" (~76 ppm), C5" (~67 ppm) i C6" (~7,4 ppm), karbonilnog
ugljika C1" (~169 ppm), te metilenske skupine (~73 ppm) kao i fenila benzilne zastitne
skupine (~128 ppm). Prisutnost triazolnog prstena potvrdeno je karakteristicnim signalima za

ugljikove atome C5' (~125 ppm) i C4' (~142 ppm). Na slici 30 prikazan je spektar *C NMR
spoja 27.
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Slika 30. *C NMR spektar spoja 27.

Strukture spojeva potvrdene su i masenom spektrometrijom. Tako je u masenom
spektru spoja 27 (slika 31) vidljiv signal molekulskog iona (M* = 555,2) te M* = 307,1 signal
koji se moze pripisati nastalom laktonskom fragmentu 45 (slika 32).

x10° 555,20000

307,10000

L N
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Slika 31. MS spektar spoja 27.
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Slika 32. Struktura nastala fragmentiranjem spoja 27.

Hibridi nezi¢enog derivata L-askorbinske kiseline s purinskim (36-39) i pirimidinskim
(40-44) bazama za razliku od njihovih zasi¢enih analoga (27—35) ne posjeduju signal H4" u
'H NMR spektru dok su signali H6" (~5,6 ppm) i H5" (~5,2 ppm) znatno otklonjeniji. U *C
NMR spektru takoder je najznacajnija razlika C5" (~102 ppm) signala koji je odsjenjen u

odnosu na zasi¢eni analog. *H i *C NMR spektri nezasi¢enog purinskog derivata 36 prikazani

su na slikama 33 i 34.
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Slika 33. *H NMR spektar spoja 36.
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Slika 34. *C NMR spektar spoja 36.

Reakcijom natrijevog azida i ditosilnog derivata L-askorbinske kiseline 24 dolazi do
stvaranja dvostruke veze, a produkt reakcije je asimetri¢no supstituirani alken, te je odredena
konfiguracija C4"=C5" veze. Kako dolazi do stvaranja nove m-veze, vodikov atom vezan na
ugljikov atom C4" i izlazeCa tosilna skupina na susjednom ugljikovom atomu su u
antiperiplanarnom polozaju. Posljedica toga je stvaranje 4,5-nezasi¢enog produkta (Z)-

konfiguracije (shema 11).
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Shema 11. Nastajanje alilnog tosilata eliminacijom.
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Konfiguracija dvostruke veze potvrdena je dvodimenzijskim ROESY spektrom (slika
35). Unakrsni signal izmedu O-metilenske skupine na C3" i metinskog protona na C5"
potvrduje (Z)-konfiguraciju spoja. U alternativnoj (E)-konfiguraciji ti protoni previse su
udaljeni, pa se ne mogu opaziti opisane interakcije. Takva konfiguracija spojeva u skladu je s

konfoguracijom opisanom za srodne purinske i pirimidinske derivate L-askorbinske

AL

kiseline.®®°

/
OCH.Ph {s.ss,s.v& N ls
% -7 : =

&
1 (pprm)

10

T T T
6.0 5.5 5.0

T T T
6.0 5.5 5.0

T T T T
85 8.0 75 70 65
2 (pprm)

Slika 35. ROESY spektar spoja 36.
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Tijek reakcije je takoder uspjeSno pracen IR-spektroskopijom. U spektrima
propargiliranih baza vidljiva je pojava vrpce na ~2100 cm™ karakteristiéna za vibracije
istezanja C=C veze (slika 36a).' U IR-spektru azida L-askorbinske kiseline (26) je vidljiva
snazna vrpca u podruc¢ju 2100 cm™ koja ukazuje na asimetriCna istezanja azidne skupine
(slika 36b).%? Sintezom 1,4-disupstituiranog 1,2,3-triazola dolazi do nestanka vrpca
karakteristi¢nih za alkine i1 azidnu skupinu $to ukazuje na uspjeSno formiranje triazolnog
prstena (slika 36¢). Povecanje transmitacijske vrpce na ~1300 cm™ u odnosu na IR-spektar

po&etnog N-propargilnog spoja 10 takoder potvrduje nastanak triazolnog prstena. &
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Slika 36. IR-spektri spojeva 10 (a), 26 (b) i 36 (c).
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6. ZAKLJUCAK



U ovom radu uspjesno je provedena sinteza hibrida purina, purinskih izostera i
pirimidina s L-askorbinskom kiselinom povezivanjem preko 1,2,3-triazolne
premosnice (27-44).

Sintetizirani su odgovaraju¢i N-propargilni purinski (10-13) i pirimidinski (14-18)
prekursori, koji su posluzili kao dipolarofili u 1,3-dipolarnoj cikloadiciji.
ViSestupnjevitom sintezom pripravljeni su takoder 6-azidni derivati L-askorbinske
kiseline (25 i 26) za sintezu ciljanih hibrida 27-44.

Regioselektivnom Huisgenovom 1,3-dipolarnom cikloadicijom 6-azido derivata
L-askorbinske kiselina (25 i 26) i odgovarajucih terminalnih alkina purinskih (10-13) i
pirimidinskih derivata (14-18) priredeni su odgovarajuéi regioselektivni 1,4-
disupstituirani 1,2,3-triazolni hibridi (27-44) uz katalizator Cu(l).

Radi optimiranja reakcijskih uvjeta ciljani hibridi (27-44) pripravljeni su na dva
nacina: (i) mehanokemijskom reakcijom u mlinu koriste¢i Cul kao izvor Cu(l) iona
(metoda A) i (ii) klasi¢nom sintezom primjenom Cu(OAc), kao izvor Cu(l) iona
(metoda B).

Mehanokemijske click reakcije su opcenito imale bolja iskoriStenja u odnosu na
klasi¢ne reakcije na sobnoj temperaturi te znac¢ajno smanjenje vrijeme reakcija. Pored
toga, mehanokemijskom reakcijom je dobiven manji broj nusprodukata te je
procis¢avanje produkata bilo u¢inkovitije.

Novopripravljenim spojevima potvrdena je struktura primjenom 1D i 2D 'H NMR,
13C NMR spektroskopije, masene spektrometrije i IR-spektroskopije.

Ispitivanje antiproliferativnog djelovanja hibrida purina, purinskih izostera i
pirimidina s L-askorbinskom kiselinom (27-44) na zlo¢udne tumorske stanice

porijeklom iz ¢ovjeka je u tijeku.
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SAZETAK RADA

Silvio Jakopec, Helena Prpi¢, Helena Simek

Konvencionalna i mehanokemijska sinteza hibrida purina, pseudopurina i pirimidina s

L-askorbinskom kiselinom

Cilj ovoga rada bila je sinteza novih hibrida purina, purinskih izostera i 5-
supstituiranih pirimidina s derivatima L-akorbinske kiseline povezanih preko 1,2,3-triazolne
premosnice s potencijalnim antitumorskim djelovanjem. 1,4-disupstituirana 1,2,3-triazolna
premosnica priredena je Cu(I)-kataliziranom regioselektivnom 1,3-dipolarnom cikloadicijom
6-azido derivata L-askorbinske kiseline i odgovaraju¢ih terminalnih alkina purinskih i
pirimidinskih derivata. U svrhu optimiranja reakcijskih uvjeta ciljani hibridi pripravljeni su:
(i) klasiénom sintezom na sobnoj temperaturi u kojoj je kao izvor Cu(I) iona koristen
Cu(OAcC), u metanolu i (ii) mehanokemijskom reakcijom u mlinu primjenom kataliti¢kog
sustava Cul/HOAC/DIPEA. Uporabom ekoloski prihvatljive mehanokemijske reakcije bez
otapala priredeni su ciljani nukleozidni analozi L-askorbinske Kiseline u ve¢em iskoristenju i
znatno kra¢em vremenu reakcije u odnosu na konvencionalnu sintezu. Strukture svih
priredenih spojeva potvrdene su spektroskopijom *H i **C NMR, masenom spektrometrijom i

IR-spektroskopijom. Antiproliferativna ispitivanja novopriredenih spojeva su u tijeku.

Kljuéne rije¢i: purinski izosteri, pirimidini, L-askorbinska kiselina, Huisgenova 1,3-dipolarna

cikloadicija, mehanokemija
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SUMMARY

Silvio Jakopec, Helena Prpi¢, Helena Simek

Conventional and mechanochemical synthesis of purine, pseudopurine and pyrimidine,
and L-ascorbic acid hybrids

The aim of this work was the synthesis of novel purine, purine isostere and 5-
substituted pyrimidine and L-ascorbic acid hybrids connected via 1,2,3-triazole linker to
evaluate their antitumor activity. The 1,4-disubstituted 1,2,3-triazoles were prepared by Cu(l)-
catalyzed regioselective 1,3-dipolar cycloaddition of 6-azido derivatives of L-ascorbic acid
and corresponding terminal alkynes of purine and pyrimidine derivatives. To optimize the
reaction conditions, the targeted hybrids were prepared by two methods: (i) classical synthesis
at room temperature in which Cu(OAc), was used as the Cu(l) source, and (ii)
mechanochemical reaction in mill using Cul/HOAC/DIPEA catalytic system. Generally,
implementation of environmentally friendly solvent-free mechanochemical method for the
synthesis of nucleoside analogues of L-ascorbic acid improved yields, and significantly
accelerated the reaction time in comparison to the conventional synthesis. The structures of all
synthesized compounds were confirmed by *H and *3C spectroscopy, mass spectrometry and
IR spectroscopy. Antiproliferative evaluations of novel hybrids of purine, purine isostere and
5-substituted pyrimidine, and L-ascorbic acid are in progress.

Key words: purine isosteres, pyrimidines, L-ascorbic acid, Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition,
mechanochemisty
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