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UvOD

Poznato je vise od 80 virusa herpesa, od toga je 8 ljudskih patogena. Herpes simpleks
virusi (HSV) pripadaju porodici virusa Herpesviridae, koja obuhvaca herpes simpleks virus 1
(HSV-1), herpes simpleks virus 2 (HSV-2), varicella zoster virus (VZV), citomegalovirus
(HCMV), Epstein-Barr virus (EBV), te humane herpesviruse 6, 7 i 8 (HHV-6, HHV-7 i HHV-
8).! Porodica Herpesviridae spada u red Herpesvirale, a ukljuduje tri potporodice —
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae i Gammaherpesvirinae. Od navedenih, HSV-1, HSV-
2 1 VZV pripadaju potporodici Alphaherpesvirinae, HHV-6, HHV-7 i HCMV spadaju u
Betaherpesvirinae, a HHV-8 i EBV potpadaju pod potporodicu Gammaherpesvirinae.? Prvu
od navedenih potporodica karakterizira kratak reproduktivni ciklus i sposobnost latencije u
senzorskim ganglijima. Takoder potidu razaranje stanice domacina.® Oboljenja uzrokovana
herpes simpleks virusima pogadaju izmedu najmanje 60 posto odraslih osoba. Bolesti su
neizljedive i ostaju doZivotno u domaéinu, najéescée u latentnom obliku.! HSV-1 je uobigajeno
uzrok orolabijalnog herpesa, a HSV-2 genitalnog herpesa®, medutim, oba tipa virusa su
sposobna uzrokovati i orolabijalne i genitalne infekcije.> HSV-1 uzrokuje najveéi broj
slucajeva sljepoce roznice u svije‘fu.6 Najcesce infekcije uzrokovane herpes simpleks virusom
su orolabijalni, okularni i genitalni herpes, herpesni priStevi na prstima, herpes gladiatorum i

herpesni ekcem, neonatalni herpes i herpesni encefalitis.*



1. OPCIDIO

1.1. Herpes simpleks virus (HSV)
1.1.1. Struktura

Promjer Cestice herpes simpleks virusa iznosi priblizno 200 nanometara, te se njezin
genom sastoji od otprilike 152 tisuée parova baza.® Virusna Cestica se sastoji od relativno
velike dvolan¢ane molekule DNA uklopljene ikozaedarski proteinski kavez — nukleokapsidu,
koja je omotana lipidnom dvoslojnom ovojnicom. Izmedu ovojnice i nukleokapside se nalazi
tegument’, amorfna struktura sa proteinima i enzimima, poput proteina za ,.iskljudivanje®
stanice domacina (virion host shut — off protein, VHS). Lipidna ovojnica, osim lipidnog

dvosloja, u svojoj strukturi sadrzi 1 glikoproteine, ¢ije su uloge raznovrsne.

Slika 1. Virusne &estice herpes simpleksa snimljene elektronskim mikroskopom.®
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Slika 2. Struktura herpes simpleks virusa.’

Genom herpes simpleks virusa je slozen i sadrzi dvije sekvence - duga jedinstvena
sekvenca (Uy) i kratka jedinstvena sekvenca (Us).”® U, i Us regije su obavijene sa obje strane
parom invertiranih ponavljajucih sekvenci (TR — IR i IRs - TRg). Postoji jedinstvena kopija
sekvence 'a', koja sadrZi specifi¢ne signale za pakiranje virusne DNA u kapside, na svakom
kraju, kao i jedna na razmedi IR_ i IRs regije.® Od 74 poznata gena, U, sadrzi njih 56 (medu
ostalim i za timidin kinazu (TK) — U 23)®, dok ih Us sadrzi 12. Transkripcija gena herpes
simpleks virusa je katalizirana RNA polimerazom Il stanice domacina. Alfa geni su prvi koji
ulaze u ekspresiju nakon infekcije, te Sifriraju proteine za regulaciju ekspresije beta i gama
gena. Ekspresija alfa gena se odvija kako bi se omogucila sinteza enzima koji sudjeluju u
replikaciji DNA i u stvaranju odredenih glikoproteina na omotatu.” Gama geni pretezno

kodiraju proteine kojima se formira virionska &estica.”®
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Slika 3. Genom herpes simpleks virusa.?

1.1.2. Prijenos

HSV-1 i HSV-2 se prenose bliskim kontaktom sa zarazenom osobom, ¢esto putem sline
ili spolnih izluéevina. Prijenos je najc¢es¢i kad su prisutne rane. HSV-1 se obi¢no stekne
oralnim putem tijekom djetinjstva, no moze se dobiti i spolnim putem. HSV-2 je prvenstveno
spolno prenosiva infekcija. Oba virusa se takoder mogu prenijeti vertikalno s majke na dijete
prije ili tijekom rodenja djeteta. Rizik od infekcije je reduciran ukoliko majka nema simptome
ili izrazene plikove tijekom poroda. Neki oblici herpes simpleks virusa mogu biti fatalni za
novorodence, jer njegov imunoloski sustav nije sposoban se obraniti od virusa, a to rezultira
upalom mozga (encefalitisom) koji uzrokuje oste¢enja mozga.” Za bebe koje dobiju
encefalitis, njih 5 % umre, pa makar bile lijedene i visokim dozama aciklovira.'* Simptomi

koji proizlaze iz primarne infekcije sa HSV su obi¢no ozbiljniji od naknadnih izbij anja.7



1.1.3. Rasprostranjenost

Rasprostranjenost HSV-1 po svijetu varira po pitanju dobi, rase, zemljopisne lokacije i
socioekonomskog statusa, viSa razina seropozitivnosti je zabiljezena u slabije razvijenim
zemljama. Do dobi od 60 godina, 60 do 85 posto odraslih u SAD-u pokazuju serokonverziju
HSV-1. U SAD-u 35 posto tamnopute i 18 posto bijelopute petogodisnje djece ima antitijela
na HSV-1 serum. U nizim slojevima populacije u SAD-u HSV-1 pogada gotovo 33 posto
djece do 5 godina i 70 do 80 posto njih do kraja puberteta. Nasuprot tome, djeca koja Zive u
boljim socioekonomskim uvjetima kasnije steknu infekciju sa HSV, sa rasprostranjeno$¢u od
20 posto do pete godine zivota i 40 do 60 posto do rane zrele dobi. U SAD-u gotovo 50
milijuna ljudi ima genitalni herpes, s time da se na godis$njoj razini pojavljuje pola milijuna
novih slucajeva sa simptomima genitalne HSV infekcije, odnosno, 20 do 25 posto testiranih
odraslih do &etrdesete godine Zivota ima pozitivni nalaz na HSV-2 antitijela.! Navedeni
podaci su u skladu sa ¢injenicom da je stopa rasirenosti infekcija herpes simpleks virusom u
SAD-u veéa nego u Europi i1 subsaharskoj Africi.*?

Rizi¢ni faktori koji doprinose infekciji sa HSV-2 su starost, slab socioekonomski status,
niska razina edukacije, prijasnje spolno prenosive bolesti, rano stupanje u spolne odnose i
velik broj seksualnih partnera. Pretpubertetna pojava antitijela na HSV-2 je rijetka.
Rasprostranjenost HSV-2 je u jakoj korelaciji sa seksualnom zrelo$¢u i promiskuitetom.
ZabiljeZena je veca prisutnost antitijela na HSV-2 kod Zena. Antitijela protiv jednog tipa HSV
(na primjer, HSV-1) daje ukrStenu imunost, smanjujuci tezinu, trajanje i ucestalost naknadnih
infekcija drugog tipa (primjerice, HSV-2).*? HSV-1 seropozitivne Zene imaju 5 do 20 posto
manje Sanse za HSV-2 serokonverziju kroz godinu dana nego Zene koje su HSV-1

seronegativne.



1.1.4. Zivotni ciklus i replikacija

Genom herpes simpleks virusa kodira za vise od 80 proteina.”® Replikacija herpes
simpleks virusa se odvija u stani¢noj jezgri i njome upravlja replisom sastavljen od Sest
virusnih proteina.'* Postoje tri razreda virusnih gena koji podlijezu transkripciji i translaciji u
specificnom redoslijedu, ukljucujuci vrlo rane (immediate early, IE, ), rane (early, E, B) i
kasne (late, L, y) gene. Alfa geni (kao a-TIF) su prvi transkriptirani i translatirani. Cetiri
(ICPO, ICP4, ICP22 1 ICP27) od tih pet proteina iz IE gena sluze kao regulatorni proteini koji
iniciraju transkripciju beta gena RNA polimerazom stanice domacina.’® ICP4 je glavni
regulatorni protein herpes simpleks virusa.'*'* Beta geni sluze za podregulaciju ekspresije alfa
gena, kao i nadregulaciju tre¢eg seta gena u infekciji — gama gena. Gama geni podreguliraju
ekspresiju beta gena i strukturni su proteini. Nakon kasne faze infekcije formirana je virusnha
kapsida, kao i nukleus koji sadrzi virusnu DNA. Kapsida prolazi kroz membanu jezgre i
napusta stanicu preko Golgijevog kompleksa. Tijekom ovog procesa virus dobiva tegument i
ovojnicu, te stanica domacin umire nakon $to je ispuSten virus. HSV je tada retrogradno
transportiran preko aksona u tijelo neurona da bi se postigla latentna infekcija. Ovaj transport

je mogué zahvaljujuéi dineinu i dinaktinu koji pomicu kapside HSV-a kroz mikrotubule.*®
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Slika 8. Replikacija herpes simpleks virusa.'



HSYV inficira svojeg domacina i litickom 1 latentnom infekcijom, a replikacija se odvija
unutar 15 sati od same infekcije. U litickom ciklusu, HSV inficira epitelne stanice sluznice,
replicira se i uzrokuje smrt epitelnih stanica. HSV-1 najc¢e$¢e napada usne i o¢ne epitelne
stanice, dok HSV-2 inficira genitalna podruc¢ja, no oba soja imaju sposobnost uzrokovati
infekciju u bilo kojem dijelu tijela. Da bi se epitelna stanica inficirala, glikoproteini (gB, gC i
gD) na povrsSini HSV se spajaju sa ulaznim receptorima membrane stanice domacina. Jedna
studija je pokazala da, kad virionu nedostaje gC, virus gubi dio funkcija u povezivanju sa
stanicama domacinima, te je infektivnost virusa smanjena za red veliine. Za gD je takoder
utvrdeno da je potreban za fuziju virusne ovojnice i membrane stanice domacina, kao i za
ulazak virusnih Cestica u stanicu domacina. Poznata su tri tipa ulaznih receptora smjestenih na
stanici domacinu koji se vezu sa HSV tijekom infekcije stanice i fuzije. Heparan sulfat je
glikozaminoglikan (GAGQG), te se on veze sa gB 1 gC. Drugi ulazni receptor je posrednik unosa
herpesvirusa (herpesvirus entry mediator, HVEM), koji je ¢lan obitelji TNF receptora. Ovaj
receptor je posebno prisutan na NK-T stanicama i CD8+ stanicama, te manje zastupljen na
CD4+ stanicama i stanicama dendrita. HVEM je takoder prisutan na B stanicama, epitelnim
stanicama i fibroblastima, stoga HSV ima potencijal da inficira bio koje od navedenih stanica.
Tre¢i tip ulaznih receptora su nektin-1 i nektin-2 koji potpadaju pod imunoglobuline, i ti
receptori se nalaze u epitelnim stanicama, fibroblastima i neuronima. I HSV-1 i HSV-2 se
vezu na HVEM i nektin-1, dok se HSV-1 takoder veze na heparan sulfat, a HSV-2 na nektin-
2. Da bi se uspostavila latentnost, virus ulazi u senzorne neurone koji su nedjeljivi.** Latentna
infekcija je karakterizirana gaSenjem viralnih replikativnih funkcija 1 nemoguénoscu detekcije
virusa. Periodicka reaktivacija takve latentne infekcije omogucuje naknadnu infekciju drugih
domacina.'® Radi se o vrlo uginkovitom mehanizmu prezivljavanja virusa koji je teZak za
analizu na molekularnoj analizi.'” Transkripti povezani sa latencijom (latency-associated
transcripts, LAT) su jedini tipovi mRNA koje se pojavljuju tijekom latencije, te ti proteini
sluze da bi pomogli neuronu da prezivi pocetnu infekciju. LAT su takoder potrebni da bi
uspostavili 1 odrzavali latenciju virusa, kao 1 za njegovu reaktivaciju. Reaktivacija moze biti
uzrokovana brojnim faktorima, ukljucujuéi stres, ultraljubicastu svjetlost, toplinu, groznicu,
hormonske promjene, menstruaciju i fizicka oSte¢enja neurona.*? Kljuénu ulogu u reaktivaciji

HSV-1 ima ICP0.18
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Slika 9. Zivotni ciklus herpes simpleks virusa.'®



1.1.5. Najvazniji antivirusni agensi

U lijjeCenju infekcija mogu se koristiti kozni, oralni ili intravenski antivirusni agensi.l
Penciklovir (Denavir, 2-amino-9-[4-hidroksi-3-(hidroksimetil)butil]-6,9-dihidro-3H-purin-6-
on)® i aciklovir (Zovirax, 2-amino-1,9-dihidro-9-((2-hidroksietoksi)metil)-6H-purin-6-on)?
su prikladni za tretman rekurentnog labijalnog herpesa kod imunokompetentnih pojedinaca,

kao i mukokutanih infekcija kod imunokompromitiranih domacina.t

Slika 10. Struktura aciklovira.
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Slika 11. Struktura penciklovira.
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Slika 12. Mehanizam antivirusnog djelovanja aciklovira.”

Aciklovir je takoder dostupan u oralnom i injekcijskom obliku, ima dobar sigurnosni
profil, te ga pacijenti dobro podnose. Mana oralnog aciklovira jest slaba bioraspolozivost (10
— 20 posto) i kratko vrijeme poluzivota u plazmi, zbog ¢ega je potrebno cesto doziranje.
Aciklovir, valaciklovir i penciklovir su acikli¢ki guanozinski analozi koji za metu imaju

virusnu polimerazu i virusnu replikaciju DNA."
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Slika 13. Struktura HSV-1 DNA polimeraze.?

Ti lijekovi moraju pro¢i sekvencijalnu fosforilaciju od strane virusne timidin kinaze
(TK) i kinaza stanica domaéina u cilju da se prevede u bioloki aktivni trifosfatni oblik."
Aciklovir se prevodi u pripadni monofosfat uz pomo¢ virusne TK, koja je 3000 puta
efikasnija u fosforilaciji nego staniéne kinaze.”’ Kako prvi korak u kaskadi fosforilacije
zahtijeva virusne enzime, nepovoljni ucinci guanozinskih analoga na stanice domacina su
ublaZeni. Primarni nacin djelovanja aciklovirnog i valaciklovirnog trifosfata jest selektivna
inhibicija DNA polimeraze i naknadna ugradnja u rastuc¢i virusni DNA lanac, nepovratno
zaustavljaju¢i njenu daljnju elongaciju. U usporedbi s aciklovirom, penciklovir ima dulje
vrijeme poluzivota i ve¢u unutarstanicnu koncentraciju u stanicama zarazenim sa HSV, ali je

100 do 160 puta slabiji u inhibiranju virusne DNA polimeraze.
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Penciklovir zaustavlja sintezu virusne DNA putem ireverzibilne kompetitivne inhibicije
DNA polimeraze, no ne i terminacijom lanca DNA. Valaciklovir (Valtrex, (S)-2-[(2-amino-6-
okso-6,9-dihidro-3H-purin-9-il)metoksi]etil-2-amino-3-metil  butanoat)®* je valin-esterski
prolijek aciklovira koji se lakSe apsorbira i u potpunosti se metabolizira kao L-valin i
aciklovir u jetri i crijevima.! Valaciklovir ima vecu bioraspoloZivost (55 posto)*,

dozvoljavajuéi manje udestalo oralno doziranje i poboljsanu uskladenost kod pacijenata.’

T

H,N N
o} CHj
0.

o) CHs

Slika 14. Struktura valaciklovira.

Famciklovir (Famvir, 2-[(acetiloksi)metil]-4-(2-amino-9H-purin-9-il)butil acetat)® je
diacetil-esterski prolijek penciklovira, vrlo brzo se apsorbira u gastrointestinalnom traktu i
pretvara se nakon konzumacije u sam penciklovir. Famciklovir ima poboljSanu oralnu
apsorpciju, vecu bioraspolozivost 1 dulje intervale izmedu dva doziranja u usporedbi sa
penciklovirom pri tretmanu HSV oboljenja. Famciklovir dijeli sa penciklovirom isti
mehanizam djelovanja inhibiranja DNA polimeraze, ali za razliku od penciklovira, uzrokuje i

prekid rasta lanca DNA.*
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Slika 15. Struktura famciklovira.
Cidofovir (Vistide, ({[(S)-1-(4-amino-2-0kso-1,2-dihidropirimidin-1-il)-3-

hidroksipropan-2-ilJoksi}metil)fosfonatna kiselina)®® je acikli¢ki nukleozidni 5-monofosfat
koji, nakon fosforilacije od strane kinaza domacina, selektivno inhibira virusnu DNA
polimerazu. Jako je nefrotoksi¢an. Posto cidofovir ne treba timidin kinazu za aktivaciju,
djelotvoran je i kod HSV bez timidin kinaze. Cidofovir ima dugo vrijeme poluzivota i
primjenjuje se jednom tjedno intravenskim putem. Mutacije u virusnoj DNA polimerazi mogu

dovesti do otpornosti na cidofovir.*
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Slika 16. Struktura cidofovira.
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Slika 16. Mehanizam djelovanja cidofovira (HPMPC).?’

Foskarnet (Foscavir, fosfonomravlja kiselina)?® je intravenski antiviralni lijek prikladan
za lijeCenje herpes simpleks virusa otpornog na aciklovir i pirofosfatni je analog sa
mehanizmom djelovanja neovisnim o fosforilaciji od strane virusne ili stani¢nih kinaza.
Kompetitivno blokira pirofosfatna vezna mjesta na virusnoj DNA polimerazi, te na taj nacin
direktno inhibira njenu aktivnost. Otpornost na foskarnet je rijetka 1 moze biti uzrokovana

toCkastim mutacijama u HSV DNA polimerazi.l

OH
O 5

s /OH
p\\
HO 0
Slika 17. Struktura foskarneta.
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Od novijih nukleozidnih analoga se posebno isti¢e A-5021 (2-amino-9-(((1S,2R)-1,2-
bis(hidroksimetil)ciklopropil)metil)-1H-purin-6(9H)-on), koji je pokazao raznovrsno i jako
antivirusno djelovanje protiv HSV-1, HSV-2, EBV i HHV-6.% Karakteriziraju ga dva kiralna

centra na ciklopropanskom prstenu i aciklosecerni dio.®

Slika 18. Struktura A-5021.
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Materijali i metode

Talista sintetiziranih spojeva odredena su na instrumentu Kofler (Reichert, Wien) i
nisu korigirana. Za tankoslojnu kromatografiju (TLC) koriStene su plo¢ice 60F-254 prevucene
slojem silikagela (Merck), a za detekciju izoliranih komponenti koriStena je UV svjetlost
valne duljine 254 nm. Kromatografija na koloni (CLC) provedena je na silikagelu (0.063-0.2
mm, Fluka). Spektri masa su snimljeni na Agilent 6410 instrumentu (LC/MS/MS).
Visokoucinkovita tekuéinska kromatografija (HPLC) je izvedena na Agilent 1100 series
sistemu na analiti¢koj koloni s reverznom fazom Zorbax C18 (2.1 x 30 mm, 3.5 pm). Spektri
'H i C NMR snimljeni su na spektrometru Bruker (300 MHz). Uzorci su snimljeni u
DMSO-ds pri 298 K. Zamijeéeni su rezidualni signali DMSO na &2.50 ppm for *H i 6 39.50
ppm for °C. *H i *C NMR vrijednosti kemijskog pomaka (&) su izrazene u ppm-ima u

odnosu na TMS i vrijednosti konstante sprezanja (J) u Hz.
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2.2. Sinteza ciljnih molekula
Postupak priprave kumarinskih derivata 3-supstituiranih 1,2,4-triazola (2, 3) i purina (4, 5)

U otopinu, koja se mijesa i sadrzi 1H-1,2 4-triazol, 1H-4,5-dicijanoimidazol ili 1H-
purinske nukleozidne baze i NaH (1.5 ekv.) u DMF (30 mL), dodaje se 4-klormetil-7-
metoksikumarin (1) (500 mg, 2.23 mmol) nakon 2 sata na sobnoj temperaturi bez prisutnosti
vlage. Smjesa se mijeSa na 80 °C preko no¢i. Nakon uparavanja, zaostalo ulje se separira
kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : MeOH =50 : 1), te se dobiju spojevi 2 — 5 kao bijele

krutine.

Priprava spojeva 2 — 5:
Metil 1-((7-metoksi-2-0kso-2H-kromen-4-il)metil)-1,2,4-triazol-3-karboksilat (2)

Spoj je sintetiziran koriStenjem metil 1H-1,2 4-triazol-3-karboksilata (283.14 mg, 2.23
mmol), te se dobije spoj 2 (528 mg, 75 %, t. t. = 234 — 237 °C).

'H NMR (DMSO) /ppm: 8.09 (H-5-triazol, s, 1H), 7.77 (H-5°, d, 1H, J = 8.88 Hz),
7.05 (H-6’, AB, dd, 1H, J = 2.46, 6.60 Hz), 7.01 (H-8’, dt, 1H, J = 2.62, 8.82 Hz), 5.84 (CH,-
N, s, 2H), 5.76 (H-3", s, 1H), 3.87 (COOCHz-triazol, s, 3H), 3.85 (O-CHa, s, 3H).

3C NMR (DMSO) &/ppm: 162.75 (C-2°), 159.69 (C=O-triazol), 155.05 (C-3-triazol),
150.61 (C-9°), 149.61 (C-4"), 125.82 (C-5%), 112.44 (C-3), 110.56 (C-10"), 110.26 (C-6"),
101.16 (C-8°), 56.01 (O-CHs, s, 3H), 52.21 (COOCHs-triazol), 49.21 (CHx-N); MS m/z 316.1
[MH]".
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1-((7-metoksi-2-okso-2H-kromen-4-il)metil)-1,2,4-triazol-3-karboksamid (3)

Metil 1-((7-metoksi-2-okso-2H-kromen-4-il)metil)-1,2,4-triazol-3-karboksilat (2) (500
mg, 1.59 mmol) se tretira sa plinovitim amonijakom u metanolnoj otopini (20 mL) u ledenoj
kupelji na 0 °C 30 minuta. Potom se reakcijska smjesa mijeSa preko noc¢i na sobnoj
temperaturi. Nakon uparavanja i kolonske kromatografije (CH.Cl, : MeOH = 40 : 1), dobiju
se bijeli kristali spoja 3 (402 mg, 84 %, t. t. = 261 — 264 °C).

'H NMR (DMSO) &/ppm: 8.83 (H-5-triazol, s, 1H), 7.84 i 7.64 (CONH-triazol), 7.73
(H-5°,d, 1H, J = 8.85 Hz), 7.07 (H-6°, d, 1H, J = 2.04 Hz), 7.02 (H-8’, AB, dd, 1H, J = 2.04,
8.82 Hz), 5.81 (CH,-N, s, 2H), 5.79 (H-3’, s, 1H), 3.87 (O-CHj3, s, 3H).

B3C NMR (DMSO) 8/ppm: 163.21 (C-2°), 160.75 (C=O-triazol), 160.24 (C-7°), 155.54
(C-3-triazol), 150.39 (C-9°), 126.28 (C-5°), 112.93 (C-3”), 111.24 (C-6), 110.98 (C-10"),
101.63 (C-8°), 56, 42 (O-CHa), 56.42 (CH»-N); MS m/z 301.1 [MH]".

1-((7-metoksi-2-okso-2H-kromen-4-il)metil)-2-amino-6-klorpurin (4)

Spoj je sintetiziran koristenjem 1H-2-amino-6-klorpurina (378 mg, 2.23 mmol), te se
dobije spoj 4 (328 mg, 41 %, t. t. > 300 °C).

'H NMR (DMSO) &/ppm: 8.20 (H-8-purin), 7.85 (H-5, d, 1H, J = 8.82 Hz), 7.05 (H-8’,
d, 1H, J = 1.86 Hz), 7.02 (H-6’, AB, dd, 1H, J = 2.04, 8.76 Hz), 6.97 (NH,-purin, s, 2H), 5.56
(CH2-N, s, 2H), 5.54 (H-3", s, 1H), 3.87 (O-CHg, s, 3H).

3C NMR (DMSO) &/ppm: 162.76 (C-2°), 160.02 (C-7°), 159.67 (C-9°), 154.95 (C-4-
purin), 154.10 (C-5-purin), 150.62 (C-2-purin), 149.80 (C-4"), 125.56 (C-5"), 112.48 (C-3"),
109.41 (C-10°), 108.99 (C-6), 101.14 (C-8°), 56.00 (O-CHg), 42.91 (CH,-N); MS m/z 359.1
[MH]".
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1-((7-metoksi-2-okso-2H-kromen-4-il)metil)gvanin (5)

Spoj 4 (500 mg, 1.40 mmol) se zagrijava u mravljoj kiselini (85 % (i), 20 mL) na 100
°C tri sata. Nakon uparavanja i separacije kolonskom kromatografijom (CH,Cl, : MeOH = 30
: 1), dobije se spoj 5 kao bijela krutina (177 mg, 37 %, t. t. > 300 °C).

'H NMR (DMSO) 8/ppm: 10.67 (NH-purin, s, 1H), 7.86 (H-5°, d, 1H, J = 8.82 Hz),
7.78 (H-8-purin, s, 1H), 7.06 (H-8’, d, 1H, J = 1.86 Hz), 6.84 (H-6", AB, dd, 1H, J = 1.90,
8.71 Hz), 6.53 (NHp-purin, s, 2H) 5.46 (CH»-N, s, 2H), 5.41 (H-3’, s, 1H), 3.88 (OCH-3, s,
3H).

13C NMR (DMSO) 8/ppm: 162.75 (C-2), 159.75 (C-9°), 156.74 (C-4-purin), 154.90
(C-5-purin), 153.96 (C-2-purin), 151.53 (C-4"), 151.31 (C-8-purin), 125.58 (C-5"), 112.47 (C-
3%), 110.46 (C-10), 108.60 (C-6"), 101.11 (C-8’), 56.00 (O-CHs), 42.67 (CH,-N); MS m/z
340.1 [MH]".

Postupak priprave acikli¢kih nukleozidnih analoga 1,2,4-triazola (6 — 9) i purina (10)

Spojevi (2, 3, 5) su tretirani pet sati sa NaBH; (3 ekv.) u EtOH (20 mL) na 70 °C.
Nakon uparavanja reakcijske smjese i separacije kolonskom kromatografijom (CH.Cl, :
MeOH =10 : 1), dobiju se bezbojna ulja triazolnih (6 — 9) i purinskih derivata (10).

Etil 1-(4-hidroksi-2-(2-hidroksi-4-metoksifenil)butil)-1,2,4-triazol-3-karboksilat (6)
1-(4-hidroksi-2-(2-hidroksi-4-metoksifenil)butil)-1,2,4-triazol (8)
1-(4-hidroksi-2-(2-hidroksi-4-metoksifenil)butil)-3-hidroksimetil-1,2,4-triazol (9)

Spojevi su sintetizirani koristenjem metil 1-((7-metoksi-2-okso-2H-kromen-4-il)metil)-

1,2,4-triazol-3-karboksilata (2) (1000 mg, 3.17 mmol), te se dobiju spojevi 6 (289 mg, 27 %),
8 (256 mg, 31 %) i 9 (153 mg, 16 %).
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Spoj 6:

'1H NMR (DMSO) &/ppm: 9.64 (OH-6"", s, 1H), 8.11 (H-5-triazol, s, 1H), 6.88 (H-2"",
AB, dd, 1H, J = 3.27, 8.43 Hz), 6.36 (H-5>, AB, dd, 1H, J = 2.34, 6.30 Hz), 6.31 (H-3"", d,
1H, J = 8.43 Hz), 5.19 (H-2’"", t, 1H, J = 6.00 Hz), 3.65 (O-CHs, s, 1H), 3.22 (H-1°"", 2H,
m), 2.70 (COOCHj,-triazol, m, 2H), 1.78 i 1.63 (H-3’, 2x 1H, m), 1.05 (-CHjs-triazol, t, 3H, J
= 7.08 Hz);

3C NMR (DMSO) &/ppm: 171.69 (C=O-triazol), 163.89 (C-3), 159.48 (C-4>), 156.46
(C-67"), 129.67 (C-2""), 119.62 (C-1""), 104.71 (C-3"), 101.80 (C-5""), 57.25 (CH,-N), 55.22
(O-CH3), 53.03 (C-3°), 35.00 (C-2""); MS m/z 336.2 [MH]".

Spoj 8:

11H NMR (DMSO) &/ppm: 9.47 (OH-6", s, 1H), 8.17 (H-5-triazol, s, 1H), 7.88 (H-3-
triazol, s, 1H), 6.87 (H-2", d, 1H, J = 8.40 Hz), 6.35 (H-5", d, 1H, J = 2.28 Hz), 6.29 (H-3"",
AB, dd, 1H, J = 2.28, 8.40 Hz), 3.65 (O-CHj3, s, 1H), 3.25i 3.19 (H-1""’, 2H, m), 1.78 i 1.63
(H-3’, 2x 1H, m);

B3C NMR (DMSO) &/ppm: 158.60 (C-4""), 156.08 (C-6""), 151. 57 (C-3-triazol) ,129.15
(C-2%), 119.09 (C-1""), 104.19 (C-3"’), 101.28 (C-5""), 58.74 (CH2-N), 54.71 (O-CHj3), 52.51
(C-3"), 34.48 (C-2°""); MS m/z 264.1 [MH]".

Spoj 9:

'1H NMR (DMSO) &/ppm: 9.42 (OH-6"", s, 1H), 8.07 (H-5-triazol, s, 1H), 6.91 (H-2"",
d, 1H, J = 8.40 Hz), 6.36 (H-3", d, 1H, J = 2.46 Hz), 6.31 (H-5"’, AB, dd, 1H, J = 2.40, 8.34
Hz), 5.11 (H-2>, t, 1H, J = 6.00 Hz), 4.37 (CH,-OH, d, 2H, J = 6.00 Hz), 4.31 (H-4"", d, 2H,
J = 7.44 Hz) 3.66 (O-CHgs, s, 1H), 3.18 (H-1""’, 2H, m), 1.78 i 1.63 (H-3’, 2x 1H, m), 1.05
(CHgs-triazol, t, 3H, J = 7.08 Hz);

3C NMR (DMSO) &/ppm: 161.08 (C=0O-triazol), 159.19 (C-3), 156.63 (C-4"), 156.00
(C-67%), 129.68 (C-2""), 119.32 (C-17"), 104.79 (C-3"), 101.83 (C-5"), 59.20 (CH-N), 55.23
(O-CHs), 53.66 (C-3"), 34.96 (C-2°""); MS m/z 294.1 [MH]".
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1-(4-hidroksi-2-(2-hidroksi-4-metoksifenil)butil)-1,2,4-triazol-3-karboksamid (7)

Spoj je sintetiziran koriStenjem 1-((7-metoksi-2-okso-2H-kromen-4-il)metil)-1,2,4-
triazol-3-karboksamida (3) (1500 mg, 4.996 mmol), te se dobije spoj 7 (392 mg, 26 %).

'H NMR (DMSO) &/ppm: 9.49 (OH-6", s, 1H), 8.25 (H-5-triazol, s, 1H), 7.69 i 7.50
(CONH,-triazol, 2x s, 2x 1H), 6.91 (H-2"", d, 1H, J = 3.37 Hz), 6.35 (H-3",d, 1H, J = 2.31
Hz), 6.30 (H-57°, AB, dd, 1H, J = 2.28, 8.34 Hz), 5.11 (H-2""", s, 1H), 3.65 (O-CHs, s, 1H),
3.22 (H-1°>*,2H, d, J = 5.10 Hz), 1.79 i 1.64 (H-3", 2x 1H, m);

3C NMR (DMSO) &/ppm: 163.93 (C-5-triazol), 145.21 (C-3-triazol), 64.34 (CH,-
triazol) 61.42 (C-2’a), 60.17 (C-1’a), 54.41 (C-1°b), 27.49 (C-17), 25.31 (C-2"), 14.73 (C-3");
MS m/z 307.1 [MH]".

1-(4-hidroksi-2-(2-hidroksi-4-metoksifenil)butil)gvanin (10)

Primjenom 1-((7-metoksi-2-okso-2H-kromen-4-il)metil)gvanina (5) (260 mg, 0.7667
mmol) dobije se spoj 10 (95 mg, 36 %).

'H NMR (DMSO) &/ppm: 10.70 (NH-purin, s, 1H), 9.46 (OH-6"", s, 1H), 6.92 (H-2"", d,
1H, J = 8.34 Hz), 6.56 (NH.-purin, s, 2H), 6.36 (H-5"*, d, 1H, J = 5.04 Hz), 6.31 (H-3"", AB,
dd, 1H, J = 1.95, 8.31 Hz), 4.15 (H-4"", d, 2H, J = 5.34 Hz), 3.66 (O-CHsg, s, 1H), 3.25 (H-
1, 2H, m), 1.78 i 1.64 (H-3’, 2x 1H, m);

3C NMR (DMSO) &/ppm: 160.29 (C-6-purin), 159.09 (C-2-purin), 157.21 (C-4"),
156.80 (C-6""), 153.94 (C-4-purin), 151.74 (C-5-purin), 129.80 (C-2"’), 119.72 (C-1"),
104.74 (C-3""), 101.81 (C-5""), 59.29 (CH,-N), 55.21 (O-CH-3), 47.17 (C-3"), 35.30 (C-
2°°%); MS m/z 346.1 [MH]",
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Sinteza spojeva

Reakcijom 3-metoksifenola sa etil 4-kloracetoacetatom dobije se 4-klormetil-7-
metoksikumarin (1). Kondenzacijom 1 sa nukleozidnim bazama: metil 1H-1,2,4-triazol-3-
karboksilat, 2-amino-6-klorpurin sintetizirani su derivati kumarina i 3-supstituiranih 1,2,4-
triazola (2, 3), odnosno gvanina (4, 5). Njihovom redukcijom dobiveni su aciklicki

nukleozidni analozi 3-supstituiranih 1,2,4-triazola (6 — 9) i gvanina (10) (sheme 1.1 2.).
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Cl

baza

i N ii
> - =
X
HiCO OH

H;CO o o]
H;CO o o

3-metoksifenol

Baza R,

metil 1,2,4-triazol-3-karboksilat OCH;

1,2,4-triazol-3-karboksamid OCH;

2-amino-6-klorpurin OCH;

gvanin OCH;

OCH,

OH

baza
OH

Baza

6 | etil 1,2,4-triazol-3-karboksilat
7 | 1,2,4-triazol-3-karboksamid
8 | 1,2,4-triazol

9 3-hidroksimetil-1,2,4-triazol

10 | gvanin

Shema 1. Sinteza novih aciklickih nukleozidnih analoga 3-supstituiranih 1,2,4-triazola i
gvanina. Reagensi i reakcijski uvjeti: (i) H,SOy, etil 4-kloracetoacetat, s. t., 10 h; (ii) NaH,
DMF, metil 1,2,4-triazol-3-karboksilat ili 2-amino-6-klorpurin, 80 °C, 24 h; (iii) NHs (g),
MeOH, s. t., 30 min; (iv) 85 % HCOOH, 100 °C, 3 h; (v) NaBH,4, EtOH, 70 °C, 5 h.
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OCH,CHj NH,

OH

OH

10

Shema 2. Strukture sintetiziranih ciljnih molekula.
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3.2. Analiza 'H i *C NMR spektara

Strukture novosintetiziranih ciljnih molekula (6 - 10) odredene su analizom njihovih
'H i *C NMR spektara, te spektara masa. Asignacija ‘H NMR spektara je izvedena na
temelju kemijskih pomaka, intenziteta signala i veli¢ini konstanata sprege H - H. 'H i °C
NMR spektralni podaci su dani u eksperimentalnom dijelu rada. Ti su podaci u skladu s
predlozenim strukturama. DMSO-ds je koriSten kao otapalo za sve spojeve, a kemijski pomaci

su asignirani u odnosu na TMS.
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4. ZAKLJUCAK

U ovom radu je prikazana sinteza novih spojeva iz reda aciklickih nukleozidnih analoga
3-supstituiranih 1,2,4-triazola (6 - 9) i gvanina (10) kao potencijalnih protuvirusnih agenasa
protiv herpes simpleks virusa (HSV). Njihove strukture su potvrdene analizom spektara masa,
'H i °C NMR spektara.
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SAZETAK

Virusne infekcije predstavljaju znacajan problem Sirom svijeta, stoga je nuzna potreba
za razvojem novih antivirotika. Ovo je istrazivanje usmjereno na razvoj novih antivirusnih
lijekova iz reda aciklic¢kih zasi¢enih analoga nukleozida. U tu smo svrhu pripravili aciklicke
nukleozidne analoge 3-supstituiranih 1,2,4-triazola i gvanina kao potencijalnih agenasa za

lijecenje infekcija uzrokovanih herpes simpleks virusima.

Kljuéne rijeci: sinteza, herpes simpleks virus, nukleozidne baze i njihovi analozi
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SUMMARY

Viral infections represent problem all around the world. Therefore, it is necessary to
develop new antiviral agents. This research is focused on development of novel acyclic
saturated nucleoside analogues as new antiviral agents. Therefore, we have prepared novel
saturated acyclic nucleoside analogues of 1,2,4-triazole and purine as potential antiviral

agents used to treat infections caused by herpes simplex viruses.

Key words: synthesis, herpes simplex virus, nucleoside bases and their analogues
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