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1. UvOD



1.1. Michaelova adicija
Reakcija adicije nukleofila na C=C dvostruku vezu koja je susjedna karbonilnoj

C=0 skupini zove se konjugirana adicija, Michaelova adicija ili 1,4- adicija (Clayden i sur.,
2012).

Prvi primjer nukleofilne adicije ugljika na dvostruku vezu siromasnu elektronima
objavio je 1883. godine T. Komnenos, koji je uocio adiciju aniona dietil malonata na etiliden
malonat. Medutim, tek je 1887. godine A. Michael sistematski istrazio reakacije stabiliziranih
aniona i a,B-nezasi¢enih sutava. Nekoliko godina kasnije, to¢nije 1894. godine, A. Michael je
demonstrirao kako reakacijski partneri nukleofilnom ugljiku, osim dvostrukih veza
siromas$nih elektronima, mogu biti i trostruke veze. Ova metoda stvaranja novih C-C veza
postala je iznimno popularna pocetkom dvadesetog stoljeca, a danas je adicija stabiliziranog
nukleofilnog ugljika na aktivirane zm-sustave poznata kao Michaelova adicija te su produkti
reakcije Michaelovi adukti. Trenutno se sve reakcije koje ukljucuju 1,4-adiciju (konjugiranu
adiciju) bilo kojeg nukleofila na aktivirani w-sustav nazivaju Michaelovom adicijom (Kurti i
Czako, 2005).

Spojevi koji imaju dvostruku C=C vezu direktno vezanu na karbonilnu C=0
skupinu poznati su kao a,B-nezasic¢eni karbonilni spojevi, to jest Michaelovi akceptori. Neki

primjeri Michaelovih akceptora prikazani su na Slici 1.

o,3-nezasiceni o,3-nezasiceni o,-nezasicena kiselina o,-nezasiceni ester
aldehid (enal ) keton (enon)
0 0 0 0
H)J\/ )J\/ HO )k/ /\O )J\/
propenal but-3-en-2-on propenska kiselina etilpropenoat
(akrolein) (metil-vinil keton) (akrilna kiselina) (etil akrilat)

Slika 1. Primjeri Michaelovih akceptora

Slova grckog alfabeta a1 B oznacavaju udaljenost dvostruke veze od karbonilne
skupine: a-C atom je onaj odmah pored karbonilne C=0 skupine, dok je B-C atom sljedeci u
nizu i tako dalje.

Na Slici 2 dan je prikaz rezonantnih struktura jednog Michaelovog akceptora i
tijek same adicije. Zbog delokalizacije m elektrona dolazi do polarizacije dvostuke veze, -C

atom postaje elektrofilan te podlozan nukleofilnom napadu (Clayden i sur., 2012).
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Slika 2. Mehanizam Michaelove adicije

Nekoliko ¢imbenika odreduje hoce li se odvijati reakcija konjugirane 1,4-adicije ili
direktne 1,2-adicije, a to su: uvjeti reakcije, priroda o, nezasicenog karbonilnog spoja te tip
nukleofila (Clayden i sur., 2012).

Konjugirana 1,4-adicija je ireverzibilna, dok je direktna adicija reverzibilna i ovisi
o dinamickoj ravnotezi. Produkt direktne adicije nastaje brze nego produkt konjugirane
adicije te se joS naziva i produkt kineti¢ke kontrole. Medutim, produkt konjugirane adicije je
stabilniji produkt te je on produkt termodinamicke kontrole. Sukladno tome, kineticka
kontrola zahtjeva niske temperature i kratko reakcijsko vrijeme kako bi osigurala da se pojavi
samo produkt brze reakcije, dok termodinamicka kontrola ukljucuje viSu temperaturu i dulje
reakcijsko vrijeme. Time se osigurava nastajanje produkta sporih reakcija i potpuna pretvorba
reaktanata u stabilniji produkt, odnosno produkt 1,4-adicije (Clayden i sur., 2012).

U reakcijama konjugirane adicije mogu sudjelovati o,B-nezasi¢eni aldehidi, o,p-
nezasiceni ketoni, a,f-nezasi¢ene kiseline, a,f-nezasi¢eni esteri, a,B-nezasi¢eni amidi te
nitrili. PoloZaj nukleofilnog napada odreden je reaktivno$¢u spoja, to jest Sto je reaktivnija

karbonilna C=0 skupina viSe ¢e dolaziti do direktne adicije na C=0O skupinu. Najreaktivnije



karbonilne skupine su one koje nisu konjugirane s duSikom ili kisikom, osobito su reaktivni

acil kloridi i aldehidi za razliku od estera i amida koji su manje reaktivni (Slika 3).
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o,B-nezasiceni enal enon o,B-nezasiceni ester  ,f3- nezasiceni
acil klorid amid
< >
najvise udio izravne adicije na C=0 najmanje

Slika 3. Reaktivnost Michaelovih akceptora

Nukleofili koji sudjeluju u Michaelovoj reakciji nazivaju se Michaelovi donori.
Nukleofili koji sadrze male, elektronegativne atome kao kisik ili klor zovu se tvrdi nukleofili
dok se nukleofili koji sadrze velike atome poput sumpora, fosfora i joda nazivaju mekim
nukleofilima (Tablica 1). Osim nukleofila, i elektrofili mogu biti podijeljeni na meke i tvrde.
Tvrdi nukleofili su skloni reagirati s tvrdim elektrofilima, a meki nukleofili s mekim
elektrofilima. Michaelovi akceptori, a,B-nezasi¢eni karbonilni spojevi, posjeduju dva
elektrofilna mjesta. Ugljikov atom karbonilne skupine je tvrdi elektrofil te je sklon reagirati s
tvrdim nukleofilima, dok je PB-ugljikov atom o,B-nezasi¢enog karbonilnog spoja meki
elektrofil te ima tendenciju reagiranja s mekim nukleofilima. Medu najboljim nukleofilima u

reakcijama konjugirane adicije su tioli, sumporni analozi alkohola (Clayden i sur., 2012).

Tablica 1. Tvrdi i meki nukleofili.

Tvrdi nukleofili Umjereno tvrdi nukleofili Meki nukleofili

F, OH, RO, SO4%, CI

N3, CN°

I, RS, RSe", S*

H20, ROH, ROR’, RCOR’

RNH2, R'R?’NH

RSH, RSR’, R3P

NH3, RMgBr, RLI

Br

Alkeni, aromatski prstenovi

1.2. Michaelovi akceptori kao lijekovi
lako su Michaelovi akceptori iznimno reaktivni spojevi, selektivne reakcije ove vrste lijekova

omogucene su podeSavanjem elektrofilnosti elektron odvlacece skupine, kao i1 cjelokupne




strukture molekule koja okruzuje movit Michaelovog akceptora. Previsoka elektrofilnost
spoja moze uzrokovati niz nespecificnih reakcija sa Sirokim spektrom proteinskih tiola, dok
niska elektrofilnost moze dovesti do farmakoloske neucinkovitosti. Nasuprot tome, spojevi
odgovarajuce elektrofilnosti ciljaju relativno uski spektar proteina s izlozenim ili aktiviranim
tiolnim ostacima, $to ih ¢ini pogodnim kandidatima u razvoju novih lijekova. (Maucher i sur.,
2017; Riicker i sur., 2015)

Nakon §to je FDA (eng. Food and Drug Administration) odobrila afatinib (2013),
ibrutinib (2013) i osimertinib (2015), ciljana kovalentna modifikacija mete postala je
prihvaceni pristup u otkri¢u novih lijekova (Slika 4). Navedeni lijekovi dizajnirani su s ciljem
stupanja u reakcije ireverzibilne Michaelove adicije s specifi¢nim cisteinskim ostatkom
odredenog proteina. Povrh toga, lijekovi koji djeluju mehanizmom kovalentne inhibicije
mogu nadici rezistenciju na lijekove zbog kovalentne modifikacije ciljanog proteina (Jackson
i sur., 2017).
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Slika 4. Neki od prvih lijekova, Michaelovih akceptora : afatinib, ibrutinib i osimertinib

Michaelove akceptore nalazimo u sljede¢im skupinama lijekova (Raji¢ i sur., 2018):

1. citostatici

a) inhibitori receptora humanog epidermalnog faktora rasta (EGFR-a) druge generacije:
afatinib, neratinib, dakomitinib i tre¢e generacije: osimertinib

b) inhibitori Brutonove tirozin-kinaze: ibrutinib, akalabrutinib

2. antiparkinsonici: entakapon

3. lijekovi za terapiju multiple skleroze: dimetil-fumarat

4. diuretici: etakrinska kiselina.



Brojni drugi Michaelovi akceptori nelaze se u fazi istrazivanja, primjerice
rupintrivir (lije¢enje prehlade) i ireverzibilni inhibitori proteaze virusa hepatitisa C (AVL-181

I AVL-192) (Hagel i sur., 2011; Jackson i sur., 2017).

1.2.1. Inhibitori EGFR-a

EGFR je transmembranski glikoprotein, jedan od cetiri ¢lana ErbB porodice
receptorskih tirozin kinaza. Aktivacijom EGFR-a dolazi do njegove autofosforilacije, $to
inicira kaskadu nizvodnih signalnih putova ukljucenih u regulaciju stani¢ne proliferacije,
diferencijacije 1 prezivljavanja. EGFR moze biti abnormalno aktiviran razli¢itim
mehanizmima, kao $to je prekomjerna ekspresija receptora, mutacija, dimerizacija receptora
ovisnog o ligandu, te je povezan s razvojem raznih vrsta tumora kod ljudi. Inhibicija EGFR-a
jedan je od kljuénih ciljeva kemoterapije tumora (Singh i sur., 2016).

Lijekovi se dijele na lijekove prve generacije (gefitinib, erlotinib, icotinib,
lapatinib), lijekove druge generacije (afatinib, dakomitinib, neratinib) i lijekove trece
generacije (osimertinib, rociletinib, olmutinib) (Zhang, 2016).

Gefitinib je nekovalentni inhibitor koji cilja mutirane oblike EGFR-a u tumorskim
stanicama i predstavlja prvu generaciju EGFR inhibitora (Slika 5). Ranije spomenuta mutacija
EGFR-a ukljucuje deleciju egzona 19 (gotovo uvijek ukljuuje gubitak aminokiselinskih
ostataka 747 1 749) 1 tockaste mutacije L858R egzona 21 (zamjena leucina za arginin u
kodonu 858) (Lin i Bivona, 2012). Do rezistencije na gefitinib dolazi zbog tockaste mutacije
T790M (zamjena treonina za metionin na poloZaju 790 u egzonu 20) u veznom mjestu. Kako
bi se nadvladala rezistencija napravljeni su brojni strukturni analozi gefitiniba. Kod jednog od
njih 3-morfolinopropilna skupina zamjenjen s 4-dimetilaminobutenamidom, ¢ime je nastao
afatinib, prvi lijek 2. generacije inhibitora EGFR-a (Slika 5) (Jackson i sur., 2017).
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Slika 5. Gefitinib i afatinib

Afatinib se veze ireverzibilno kovalentno, putem Michaelove adicije, na Cys797,
koji se nalazi na rubu veznog mjesta za ATP (adenozin trifosfat) unutar kinazne domene

EGFR-a (Engel i sur., 2016). Mehanizam inhibicije prikazan je na Slici 6.
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Slika 6. Mehanizam djelovanja afatiniba

Afatinib je pokazao aktivnost protiv stanica raka plu¢a, s mutiranim oblikom
EGFR-a (mutacija T790M) (Modjtahedi i sur., 2014). Kristalografija x-zraka i in situ
oznacavanje spregnuto s LC-MS/MS analizom potvrdilo je nastajanje kovalentne veze izmedu
afatiniba i Cys797 (Jackson i sur., 2017). Afatinib je 2013. godine odobren kao prva linija
lije¢enja raka pluca nemalih stanica (NSCLC), na temelju rezultata LUX-Lung 3 i LUX-Lung



6 studija, koje su pokazale znacajno povecanje PSF-a (eng. progression-free survival) s
afatinibom u usporedbi sa standardnom kemoterapijom (Wind i sur., 2017).

Ovi dogadaji doveli su do razvoja trece generacije EGFR inhibitora, osimertiniba,
koji je selektivno ciljao EGFR s T790M mutacijom (Slika 4). Akrilamid osimertinib je
ireverzibilni inhibitor EGFR-a odobren 2015. godine za lijeenje raka plu¢a nemalih stanica s
T790M mutacijom. Medutim, nakon nekog vremena doSlo je i do razvoja rezistencije na
osmertinib zbog mutacije C797S, gdje je zamijenjen cistein s manje nukleofilnim serinom, pa
ne dolazi do Michaelove adicije osmertiniba na EGFR (Jackson i sur., 2017).

Neratinib je oralni, ireverzibilni inhibitor EGFR-a, HER2 i HER4 (Deeks, 2017).
U ExteNET, fazi 3 ispitivanja na 2840 Zena s HER2 pozitivnim rakom dojke neratinib je
znacajno poboljSao dvogodisnje invazivno prezivljavanje bez bolesti u usporedbi s placebom.
Neratinib je 2017. godine odobren od strane FDA-a za pacijente s ranim stadijem HER2
pozitivnog raka dojke koji su zavrs$ili namjanje 1 godinu terapije trastuzumabom (Seebacher i
sur., 2019). Neratinib je takoder ispitivan kao monoterapija za lijeCene raka plu¢a nemalih
stanica, ali je pokazao umjereno djelovanje. U in vitro pokusima neratinib je pokazao
znadajno djelovanje protiv stani¢nih linija EGFRm* (senzibilizirajue mutacije EGFR-a,
odnosno delecije egzona 19 1 tockaste mutacije L§58R egzona 21) nemalih stanica raka pluca,
ukljucujudi i stanicne linije s mutiranim oblikom EGFR-a (T790M mutacija). Medutim, u fazi
2 klini¢kih ispitivanja neratinib je ispoljio slabo djelovanje s ORR-om (eng. objective
response rate) od 3% u bolesnika s EGFRm™ rakom nemalih stanica plu¢a i bez odgovora kod
bolesnika s divljim tipom EGFR-a. Razlog tome bila je nedovoljna bioraspolozivost
uzrokovana ograni¢enjem doze jer su vise doze izazivale dijareu (Zhang, 2016).

Dakomitinib je najnoviji ireverzibilni inhibitor EGFR-a, registriran u rujnu 2018.
godine. U fazi 2 klini¢kih istrazivanja u terapiji uznapredovanog raka plu¢a nemalih stanica s
EGFRm*, dakomitinib je doveo do ORR-a od 53% i medijana PFS-a od 11,5 mjeseci (Zhang,
2016). FDA je odobrila dakomitinib kao prvu liniju lijeCenja kod pacijenata s metastatskim
rakom pluc¢a nemalih stanica s EGFRm". Odobrenje se temeljilo na podacima iz ARCHER
1050, faze 3 ispitivanja na 440 pacijenata gdje je dokazano da je dakomitinib u usporedni s
gefitinibom znacajno poboljsao PSF. EMA (eng, European Medicines Agency) je takoder
odobrila dakomitinib u istoj indikaciji (Nagano i sur., 2019). U tijeku su klini¢ka istrazivanja
rane faze za procjenu ucinkovitosti dakomitiniba u lijjecenju raka koze, HER2 pozitivnog raka

zeluca, raka glave i vrata, glioblastoma i raka jednjaka (Seebacher i sur., 2019).



1.2.2. Inhibitori Brutonove tirozin kinaze (BTK)

BTK je citoplazmatska tirozin kinaza, koja prenosi signale sa stani¢ne membrane u
unutrasnjost stanice, ukljucujuéi signale posredovane B-stani¢nim receptorima (BCR).
Jedinstvena struktura ovog proteina karakterizirana je cisteinom (C481) unutar ATP
vezujuceg dzepa (Byrd i sur., 2016). Genetska delecija BTK uzrokuje imunodeficijenciju B-
limfocita kod ljudi i miSeva, ¢ine¢i ovu kinazu pozeljnom metom lijekova za terapiju bolesti
povezanih s poremecajima B-limfocita (Burger, 2014).

Ibrutinib je ireverzibilni inbibitor BTK, koji se kovalentno veze za C481 (Slika 7).
Pokazao je znacajno djelovanje u terapiji malignih bolesti B-limfocita, posebno u bolesnika s
kronicnom lifocitnom leukemijom (CLL), limfomom stanica plasta (MCL) i
Waldenstormovom makroglobulinemijom (WM) (Burger, 2014). lbrutinib je odobren od
strane FDA 2013. godine za lijeCenje limfoma stanica plaSta, a 2014. za lijecenje kronicne
limfocitne leukemije (de Claro i sur., 2015). Ibrutinib inducira redistribuciju malignih B-
limfocita iz tkiva u perifernu krv kod CLL-a i MCL-a, brzo smanjenje povecanih limfnih
¢vorova 1 nagli porast limfocitoze. Kontinuirana terapija ibrutinibom rezultirala je
normalizacijom broja limfocita i remisijom kod vecine bolesnika (Burger, 2014). Medutim
ibrutinib takoder ireverzibilno inhibira 1 druge kinaze kao npr. tirozin kinazu eksprimiranu u
hepatocelularnom karcinomu (Tec), EGFR i kinazu T-stanica induciranu interleukinom-2
(Itk). Ova farmakoloska svojstva mogu objasniti toksi¢nost koja se obi¢no ne primjecuje kod
bolesnika s nedostatkom BTK, kao $to su osip, proljev, artralgije/mialgije i atrijska fibrilacija

(Byrd i sur., 2016).
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Slika 7. Ibrutinib i akalabrutinib

Akalabrutinib je visoko selektivni ireverzibilni inhibitor BTK druge generacije s
poboljsanim farmakoloskim znacajkama, ukljucujué¢i brzu apsorpciju nakon peroralne
primjene (Slika 7) (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Acalabrutinib).
Akalabrutinib je selektivniji inhibitor od ibrutiniba, te ne inhibira druge, gore navedene
kinaze. Akalabrutinib se primjenjuje dva puta dnevno, §to omogucuje gotovo potpunu i
kontiunuiranu inhibiciju BTK, bez povecane toksi¢nosti.. Dugotrajna terapija akalabrutinibom
dobro se podnosi, a naj¢esc¢e nuspojave bile su glavobolja (43%), proljev (39%), povecanje
tjelesne tezine (26%), pireksija (23%) 1 infekcija gornjih disnih putova (23%) (Byrd i sur.,
2016).

1.2.3. Antiparkinsonici: entakapon

Entakapon je antiparkinsonik, koji u svojoj strukturi ima Michaelov akceptor,
odnosno a- cijanoakrilamid (Slika 8). Entakapon je selektivni i reverzibilni inhibitor katehol-
O-metil transferaze (COMT), koja katalizira prijenos metilne skupine S-adenozil-L-metionina
na fenolnu skupinu supstrata kateholne strukture. Fizioloski supstrati COMT-a su dopa
kateholamini (dopamin, adrenalin i noradrenalin) te njihovi hidroksilirani metaboliti. U
terapiji Parkinsonove bolesti koristi se kao dodatak terapiji levodopom/karbodopom, pri ¢emu

entakapon sprjeCava metabolizam i inaktivaciju ovih lijekova, ¢ime se povecava njihova
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bioraspolozivost (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/entacapone) (Jackson i sur.,
2017) .

B N

CN k
OH

NO,

Slika 8. Entakapon

1.2.4. Lijekovi za terapiju multiple skleroze: dimetil-fumarat

Multipla skleroza je autoimuna neurodegenerativna bolest srediSnjeg ziv€anog
sustava u kojoj dolazi do upale i demijelinizacije Zivaca u mozgu i lednoj mozdini, pri c¢emu
su periferni zivci postedeni. Uzrok bolesti je nepoznat. Jedan od ¢imbenika bolesti koji igra
ulogu je genetska predispozicija, ali brojni pokazatelji takoder govore u korist utjecaja tvari iz
okolisa u etiologiji bolesti (Raji¢ Dzoli¢ i sur., 2017).

Dimetil-fumarat koristi se u lijeCenju psorijaze te je odobren za lijeCenje multiple
skleroze 2013. godine (Slika 9). U strukturi sadrzi Michaelov akceptor, koji brzo stvara
adukte s glutationom (GSH). lako je mehanizam djelovanja dimetil-fumarata jo$ uvijek
predmet znanstvenih istrazivanja, poznato je da u organizmu brzo hidrolizira u monometil
fumarat, koji je aktivni metabolit te sporije reagira s GSH od dimetil fumarata (Jackson i sur.,
2017). Lijek smanjuje broj aktiviranih T limfocita, utje¢e na njihovu migraciju i prelazak
preko krvno-mozdane barijere. Pretklini¢ka ispitivanja pokazala su da dimetil fumarat izaziva
farmakodinamicke odgovore prvenstveno aktivacijom signalnog puta nuklearnog
transkripcijskog faktora Nrf2, koji je vazan antioksidativni put u stanici, ¢ime se smanjuje
oksidativni stres i ispoljava citoprotektivno djelovanje. Dimetil fumarat smanjuje ucestalost
relapsa multiple skleroze, Sirenje lezija u srediSnjem Ziv€anom sustavu i1 progresiju bolesti

(Raji¢ Dzolié i sur., 2017).
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Slika 9. Dimetil-fumarat

1.2.5. Diuretici: etakrinska kiselina

Etakrinska kiselina je diuretik, a pokazano je da ima i protutumorsko djelovanje i
pojacava djelovanje citostatika. Diuretsko djelovanje etakrinske kiseline postize se
inhibicijom aktivnosti Na*-K*-2CI- simportera u debelom uzlaznom kraku Henleove petlje
(Molnar i Somberg, 2009). Diuretska aktivnost ovisi 0 najmanje 2 strukture: o,p-nezasi¢cenom
ketonu, odnosno Michaelovon akceptoru i supstituentima na aromatskoj jezgri
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ethacrynic-acid). Poznato je da etakrinska
kiselina inhibira glutation-S-transferazu (GST) P1-1 i WNT aktivnost. WNT aktivnost
ukljucuje signaliziranje WNT obitelji proteina, ¢iji signali su pleiotropni, s ucincima koji
ukljuéuju mitogenu stimulaciju i diferencijaciju stanica (Komiya i Habas, 2008). GST je
prekomjereno eksprimirana u tumorima u reduciranom obliku i kao takva se veZe na
elektrofilne spojeve §to dovodi do detoksifikacije stanica. Etakrinska kiselina i konjugat
etakrinska kiselina-GSH inhibiraju GST (Oakley i sur., 1997; Ploemen i sur., 1990) te time
povecavaju citotoksi¢nost kemoterapeutika.

Istrazivanja su nadalje pokazala da ireverzibilni inhibitori EGFR-a i etakrinska
kiselina sinergisticki inhibiraju rast stanica raka dojke u in vitro i in vivo uvjetima.
Kombinacija inhibitora EGFR-a i etakrinske kiseline inducira nekrozu i zaustavljanje
stani¢nog ciklusa te potiskuje signaliziranje WNT/B-katenina, kao i signaliziranje MAPK-
ERKZ1/2 (Liu i sur, 2016).
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Slika 10. Etakrinska kiselina

1.2.6. Rupintrivir

Rupintrivir je eksperimentalni lijek za lijeCenje infekcija rinovirusima, odnosno
prehlade. U svojoj strukturi sadrzi a,fB-nezasiceni aciklicki ester, koji ireverzibilno inhibira
ljudsku rinovirus 3C proteazu (HRV-3CP) (Slika 8). Inhibicija toga enzima tvorbom
kovalentne veze s ocuvanim katalitickim cisteinom omogucuje ciljanje velikog broja razlicitih
serotipova HRV-3CP-a, ¢ak i u slucaju mutacije enzima. Rupintrivir je zadovoljio kriterije
ispitivanja inicijalne faze 2 klinic¢kih istrazivanja s dobrim sigurnosnim profilom i umjerenom
ucinkovitosti, ali nije zadovoljio u veéim ispitivanjima faze 2 zbog smanjene ucinkovitosti.
Nedavno je ponovno izraZen interes za rupintrivir 1 sliéne peptidne spojeve koji sadrze
Michaelove akceptore za lijeCenje enterovirusa-71 i norovirusa, jer posjeduju 3C proteaze
slicne HRV-3CP (Jackson i sur, 2017).

NH

—
Iz
Iz

Slika 8. Rupintrivir
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Cilj ovog diplomskog rada bio je sintetizirati asimetriéne fumardiamide primakina i
halogenanilina. Uzimajuéi u obzir podatke iz literature i dosadaSnja istrazivanja derivata
primakina provedenih na Zavodu za farmaceutsku kemiju SveuciliSta u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta, pretpostavljeno je da dizajnirani spojevi 4a-d imaju
visoki farmakoloski potencijal. U daljnjim istrazivanjima, koja prelaze okvire ovog rada,

provest ¢e se bioloska ispitivanja sintetiziranih spojeva.
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3. MATERIJALI | METODE
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Talista (t;) su odredena na Stuart SMP3 instrumentu ( Barloworld Scientific,UK) u
otvorenim kapilarama te nisu korigirana. Tijek reakcija i Cistoca produkata praceni su
tankoslojnom kromatografijom (TLC). Za TLC upotrijebljene su silikagel plo¢e 60 F254
(Merck, Njemacka), a kao pokretna faza odgovarajuci sustavi otapala diklormetan/metanol
(9:1, 95:5 i 96:4). Za kolonsku kromatografiju kao nepokretna faza koristen je silikagel
veli¢ine Cestica 0,063-0,200 mm (Kemika, Hrvatska), a kao pokretna faza koriSteni su
diklormetan/metanol (9.5:0.5) i cikloheksan/etilacetat/metanol (3:1:0.5) kao pokretna faza.
Analizirani spojevi detektirani su UV zra¢enjem (A= 254 nm) i parama joda.

IR spektri snimljeni su na Paragon FT-IR spektorfotometru (Perkin-Elmer, UK). UV-
Vis spektri snimljeni su na Lambda 20 spektroftometru (Perkin-Elmer, UK).'H i °C NMR
spektri snimljeni su Avance 600 spektrometrom (Burker, Njemacka), kod 300,13 odnosno
600.13 MHz za 'H i kod 75,47 odnosno 150.9 MHz za 3C jezgru. Uzorci su mjereni u
DMSO-ds otopinama na 25°C u NMR cjev¢icama promjera 5 mm. Kemijski pomaci (d)
izrazeni su u ppm u odnosu na tetrametilsilan (TMS) kao unutarnji standard u H, odnosno
signal dimetilsulfoksida (DMSO) u 3C spektru. Spektri masa snimljeni su na HPLC-MS/MS
(HPLC, Agilent Technologies 1200 Series, MS, Agilent Technologies 6410 Triple Quad).

Primakin difosfat, (E)-4-etoksi-4-oksobut-2-enska kiselina (monoetil fumarat), 3-
fluoroanilin, 4-fluoroanilin, 3-kloroanilin, 4-kloroanilin, 1-(bis(dimetilamino)metilen)-1H-
1,2,3-triazolo(4,5-b)piridinijev 3-oksid heksafluorfosfat (HATU), N,N-diizopropiletilamin
(DIEA) i trietilamin (TEA) nabavljeni su od tvrtke Sigma-Aldrich (SAD). Metanol je
nabavljen od tvrtke Honeywell Riedel de Haén (Njemacka), a diklormetan od Fisher
Chemical (SAD). Litijev hidroksid monohidrat nabavljen je od tvrtke Honeywell Fluka
(SAD).

Bezvodni diklormetan dobiven je na sljede¢i nac¢in: diklormetan je ekstrahiran vodom,
suSen nad kalcijevim kloridom i predestiliran, te ¢uvan nad aktiviranim molekulskim sitima.
Sve druge kemikalije bile su p.a. Cistoce.

Primakin je prije izvodenja reakcija osloboden iz oblika soli. Sve reakcije s

primaknom izvodene su uz zaStitu od svijetlosti.

3.1 Sinteza etil-(2E)-3-({4-[(6-metoksikinolin-8-il)amino]pentil}karbamoil)-prop-2-
enoata (2)

Spoj 2 pripravljen je prema postupku opisanom u literaturi (Beus i sur., 2018).
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Otopina monoetil fumarata (0,259 g, 1,8 mmol) u tionil-kloridu (7 mL) mijeS$ana je na sobnoj
temperaturi preko noci, te je potom tionil-klorid uparen pod snizenim tlakom, a ostatak nakon
uparavanja naparen dva puta bezvodnim diklormetanom. Dobiveni kiselinski klorid otopljen
je u bezvodnom diklormetanu (10 mL), te mu je dokapana otopina primakina (0,401 g, 1,5
mmol) i TEA (0,152 g, 1,5 mmol) u bezvodnom diklormetanu (8 mL). Reakcijska smjesa
mijeSana je na sobnoj temperaturi 1 sat, nakon cega je tri puta ekstrahirana zasi¢enom
otopinom natrijevog klorida. Organski sloj je suSen nad bezvodnim natrijevim sulfatom,
filtriran te je otapalo upareno pod snizenim tlakom. Ostatak nakon uparavanja prociséen je
kolonskom kromatografijom uz diklormetan/metanol (96:4) kao pokretnu fazu. Dobiveni
produkt rastrljan je dietil-eteru, te je talog odsisan. Spektroskopski podaci dobivenog spoja su
u skladu s literaturnim podacima (Beus i sur., 2018)

3.2 Sinteza etil-(2E)-3-({4-[(6-metoksikinolin-8-il) amino]pentil} karbamoil)-prop-2-
enske kiseline (3)

Spoj 3 pripravljen je prema postupku opisanom u literaturi (Beus i sur., 2018).

Otopina litijevog hidroksida monohidrata (0,126 g, 3 mmol) i spoja 2 (0,35 g, 0,6 mmol) u
smjesi metanola i vode (1:1, 20 mL) mijeSana je na sobnoj temperaturi 1 sat. Metanol je
uparen pod snizenim tlakom, a vodena otopina neutralizirana 10%-tnom HCI i ekstrahirana 3
puta diklormetanom. Organski sloj je osusen nad bezvodnim natrijevim sulfatom, filtriran te
je otapalo upareno pod snizenim tlakom. Dobiveni blijedo Zuti talog upotrebljen je u kasnijim
reakcijama bez daljnjeg prociS¢avanja. Spektroskopski podaci dobivenog spoja su u skladu s

literaturnim podacima (Beus i sur., 2018).

3.3 Sinteza fumardiamida 4a-d

Otopina spoja 3 (0,096 g, 0,27 mmol), DIEA (0,068 g, 0,54 mmol) i HATU ( 0,103 g, 0,27
mmol) u diklormetanu (6 mL) mijeSana je na sobnoj temperaturi 10 minuta, nakon cega je
dodano 0,297 mmol odgovaraju¢eg halogenanilina. Reakcijska smjesa mije$ana je 2-3 sata na
sobnoj temperaturi, uparena pod snizenim tlakom, otopljena u 8 mL etil-acetata i ekstrahirana
3 puta vodom. Organski sloj je osuSen nad bezvodnim natrijevim sulfatom, filtriran te je

otapalo upareno pod snizenim tlakom.
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3.3.1 Sinteza (2E)-N-(3-fluorofenil)-N'-{4-[(6-metoksikinolin-8-il) amino] pentil} but-2-
endiamida (4a)

Koli¢ina amina: 29 pL.

Dobiveni produkt procis¢en je kolonskom kromatografijom uz diklormetan/metanol (95:5)
kao pokretnu fazu i rastrljavanjem u dietil-eteru.

Iskoristenje: 0,041g (34%).

ty=203-204 °C.

IR (KBr): vmax 3388, 3319, 3269, 3080, 2961, 2935, 2866, 1630, 1554, 1520, 1452, 1387,
1334, 1201, 1158, 782, 680 cm™L.

'H NMR (DMSO-ds) 6 10,63 (s, 1H), 8,55-8,53 (dd, 1H, J = 1,6, 4,2), 8,52 (t, 1H, J = 5,4),
8,09-8,06 (dd, 1H,J = 1,5, 8,3), 7,69 (d, 2H, J = 11,7), 7,45-7,41 (m, 1H), 7,39-7,36 (m,
2H), 7,06-7,96 (m, 2H), 6,96-6,92 (m, 1H), 6,47 (d, 1H,J = 2,4), 6,28 (d, 1H, J = 2,4), 6,15
(d, 1H,J = 8,8), 3,82 (s, 3H), 3,70-3,61 (m, 1H), 3,24-3,18 (m, 2H), 1,74-1,64, 1,63-1,52
(2m, 4H), 1,22 (d, 3H, J = 6,3).

13C NMR (DMSO-dg) 6 163,25, 162,62, 162,09 (d, J = 242,0), 159,00, 144,63, 144,23, 140,50
(d,J = 11,5), 134,79, 134,52, 134,40, 132,28, 130,50 (d,J = 9,5), 129,57, 122,09, 115,14,
110,28, 106,13 (d, J = 27,2), 96,14, 91,62, 54,96, 46,97, 38,95, 33,45, 25,77, 20,21 .

MS/MS m/z 451,1 (M + 1)".

3.3.2 Sinteza (2E)-N-(4-fluorofenil)-N'-{4-[(6-metoksikinolin-8-il) amino] pentil} but-2-
endiamida (4b)

Koli¢ina amina: 31 pL.

Dobiveni produkt procis¢en je kolonskom kromatografijom uz diklormetan/metanol (95:5)
kao pokretnu fazu i rastrljavanjem u dietil-eteru.

Iskoristenje: 0,071g (58%).

ty= 226-227°C.

IR (KBr): vmax 3386, 3294, 3072, 2963, 2928, 2863, 1635, 1548, 1513, 1452, 1391, 1330,
1212, 1160, 1051, 973, 829, 673 cm™.
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IH NMR (DMSO-ds) 6 10,49 (s, 1H), 8,55-8,53 (dd, 1H, J = 1,6, 4,2), 8,52 (t, 1H, J = 5,4),
8,09-8,06 (dd, 1H, J = 1,5, 8,3), 7,72-7,68 (dd, 2H, J = 5,0, = 8,9), 7,45-7,41 (m, 1H), 7,18
(t, 2H,J = 8,8), 7,05-6,93 (m, 2H), 6,47 (d, 1H,J= 2,1), 6,28 (d, 1H, J = 2,1), 6,15 (d,
1H, J = 8,8), 3,82 (s, 3H), 3,69-3,61 (M, 1H), 3,24-3,18 (m, 2H), 1,74-1,64, 1,63-1,52 (2m,
4H), 1,22 (d, 3H, J = 6,3).

13C NMR (DMSO-ds) § 163,34, 162,21, 159,00, 158,26 (d,J= 240,0), 144,63, 144,23,
135,22, 134,79, 134,53, 133,98, 132,52, 129,58, 122,09, 121,05 (d, J = 7,6), 115,44 (d, J =
21,9), 96,14, 91,62, 54,96, 46,97, 38,95, 33,45, 25,79, 20,21

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

3.3.3 Sinteza (2E)-N-(3-klorofenil)-N'-{4-[(6-metoksikinolin-8-il) amino] pentil} but-2-

endiamida (4c)

Koli¢ina amina: 31 pL.

Dobiveni produkt prociséen je kolonskom kromatografijom uz diklormetan/metanol (95:5)
kao pokretnu fazu i rastrljavanjem u dietil-eteru.

Iskoristenje: 0,053g (42%).

ty=187-188°C.

IR (KBr): vmax 3381, 3298, 3068, 2959, 2928, 2863, 1635, 1591, 1521, 1465, 1419, 1386,
1331, 1210, 1163, 976, 821, 783, 670 cm™™.

'H NMR (DMSO-dg) § 10,59 (s, 1H), 8,54-8,53 (dd, 1H, J = 1,5, 4,1), 8,50 (t, 1H, J = 5,5),
8,08-8,06 (dd, 1H,J =14, 8,2), 7,90 (s, 1H), 7,51 (d, 1H, J = 8,1), 7,43-7,41 (m, 1H), 7,37
(t, H,J=181), 7,16-7,14 (dd, 1H,J= 1,2, J= 8,0), 7,00 (g, 2H, J = 15,1), 6,47 (d, 1H,J =
2,4), 6,28 (d, 1H, J = 2,3), 6,14 (d, 1H, J = 8,8), 3,82 (s, 3H), 3,67-3,63 (m, 1H), 3,23-3,20
(m, 2H), 1,73-1,67, 1,63-1,53 (2m, 4H), 1,22 (d, 3H, J = 6,3).

13C NMR (DMSO-dg) 6 163,21, 162,60, 158,97, 144,60, 144,19, 140,19, 134,74, 134,50,
134,41, 133,10, 132,19, 130,48, 129,54, 123,45, 122,03, 118,74, 117,72, 96,11, 91,63, 54,93,
46,98, 39,23, 33,44, 25,72, 20,18.

MS/MS m/z 467,0 (M+1)*.
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3.3.4 Sinteza (2E)-N-(4-klorofenil)-N"-{4-[(6-metoksikinolin-8-il) amino] pentil} but-2-
endiamida (4d)

Koli¢ina amina: 32 pL.

Dobiveni produkt proc¢isc¢en je kolonskom kromatografijom uz cikloheksan/etilacetat/metanol
(3:1:0.5) kao pokretnu fazu i rastrljavanjem u dietil-eteru.

Iskoristenje: =0,062¢g (49%).

ty= 223-226°C.

IR (KBr): vmax 3381, 3289, 3071, 2959, 2931, 2864, 1640, 1526, 1452, 1388, 1331, 1210,
1163, 1094, 1049, 973, 822, 787, 686, 631, 507 cm™.

'H NMR (DMSO-dg) 6 10,56 (s, 1H), 8,55-8,53 (dd, 1H, J = 1,7, 4,2), 8,50 (t, 1H, J = 5,6),
8,09-8,06 (dd, 1H,J= 1,6, 8,3), 7,72—7,68 (m, 2H), 7,45-7,37 (m, 3H), 7,06-6,94 (m, 2H),
6,47 (d, 1H,J = 2,5), 6,27 (d, 1H, J = 2,4), 6,14 (d, 1H, J = 8,8), 3,82 (s, 3H), 3,69-3,60 (m,
1H), 3,24-3,18 (m, 2H), 1,74-1,64, 1,63-1,51 (2m, 4H), 1,22 (d, 3H, J = 6,3).

13C NMR (DMSO-dg) § 163,29, 162,43, 159,00, 144,63, 144,23, 137,76, 134,79, 134,52,
134,21, 132,38, 129,57, 128,75, 127,36, 122,09, 120,84, 96,14, 91,61, 54,96, 46,97, 38,82,
33,44, 25,77, 20,21.

MS/MS m/z 467,0 (M+1)*.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

22



U ovom radu sintetizirani su asimetri¢ni fumardiamidi primakina i halogenanilina 4a-d.

Sinteza je provedena prema shemi 1.

(o}

O
HO SOCl cl
\"/\)‘\OCZHS o2 AN 0C,Hs
o

(0]
1

1, TEA DCM 5>\ LiOH,MeOH, HZO
)\/\/ )\/\/ \H/\)‘\ocsz

4a-d O
a b c d
R: m-F p-F m-Cl p-Cl
Shema 1. Sinteza asimetri¢nih fumardiamida primakina i halogenanilina 4a-d.

U ovoj sintezi drivata primakina jedna amidna veza nastala je u reakciji nukleofilne
supstitucije na karbonilnoj skupini fumarne kiseline s primarnom amino skupinom primakina,
a druga s odgovaraju¢im halogenanilinom.

Nakon priprave kiselinskog klorida monoetil fumarata 1, pripravljen je amid 2, u
reakcija s primarnom amino skupinom primakina. Spoj 2 moguce je pripraviti i reakcijom
couplinga izmedu monoetil fumarata | primakina koriStenjem standardnih uvjeta
(HATU/DIEA/DCM). Medutim, prevodenjem monoetil fumarata u kiselinski klorid i
amidacijom s primakinom dobiveno je bolje iskoristenje (Beus i sur., 2018).

Hidroliza terminalnog estera spoja 2 s litijevim hidroksidom dala je odgovarajucu
karboksilnu kiselinu 3. U posljednjem koraku couplingom izmedu kiseline 3 i odgovarajuceg
halogenanilina u prisustvu HATU/DIEA, dobiveni su produkti 4a-d. Iskoristenja reakcija bila
su umjerena (34-58%). Za pripravu spojeva 4a-d koristeni su slijede¢i anilini: 3-fluoroanilin,

4-fluoroanilin, 3-kloroanilin, 4-kloroanilin te su sintetizirani sljedeci spojevi:
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(2E)-N-(3-fluorofenil)-N'-{4-[(6-metoksikinolin-8-il) amino] pentil}but-2-endiamida

(4a)

e  (2E)-N-(4-fluorofenil)-N'-{4-[(6-metoksikinolin-8-il) amino] pentil} but-2-endiamida
(4b)

e (2E)-N-(3-klorofenil)-N'-{4-[(6-metoksikinolin-8-il) amino] pentil} but-2-endiamida
(4c)

e (2E)-N-(4-klorofenil)-N'-{4-[(6-metoksikinolin-8-il) amino] pentil} but-2-endiamida

(4d)

Strukture svih spojeva potvrdene su MS-om te odgovaraju¢im spektroskopskim metodama
(IR, *H i 3C NMR). Spojevima su takoder odredena talista. Analiticki i spektroskopski podaci
prikazani su u Tablicama 2 i 3 dok se spektri nalaze u Prilogu.
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Tablica 2. Analiti¢ki i spektroskopski podaci spojeva 4a-d

Spoj t (°C) Molekulska M MS (m/z) IR (KBr) vimax (cm™)
formula
3388, 3319, 3269, 3080,
2961, 2935, 2866, 1630,
4a 203-204 CasH27FN4O3 450,514 451,1 1554, 1520, 1452, 1387,
(M+1)* 1334, 1201, 1158, 782,
680
3386, 3294, 3072, 2963,
2928, 2863, 1635, 1548
4b 226-227 CasH27FN4O3 450,514 451,1 1513, 1452, 1391, 1330,
(M+1)* 1212, 1160, 1051, 973,
829, 673
3381, 3298, 3068, 2959,
2928, 2863, 1635, 1591
4c 187-188 C25H27CIN4O3 466,970 467,0 1521, 1465, 1419, 1386,
(M+1)* 1331, 1210, 1163, 976,
821, 783, 670
3381, 3289, 3071, 2959,
2931, 2864, 1640, 1526,
4d 223-226 Ca5H27CIN4O3 466,970 467,0 1452, 1388, 1331, 1210,
(M+1)* 1163, 1094, 1049, 973,

822, 787, 686, 631, 507
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Tablica 3. *H i 3C NMR spektroskopski podaci za spojeve 4a-d.

Spoj

'H NMR (DMSO-ds, 3 / ppm)

13C NMR (DMSO-de, 3 / ppm)

4a

10,63 (s, 1H, 1), 8,55-8,53 (dd, 1H, 15, J =
1,6, 4,2), 8,52 (t, 1H, 6, J = 5,4), 8,09-8,06
(dd, 1H, 17, J = 1,5, 8,3), 7,69 (d, 2H, 6", J =
11,7), 7,45-7,41 (m, 1H, 16), 7,39-7,36 (m,
2H, 2, 4), 7,06-7,96 (m, 2H, 3, 4), 6,96-6,92
(m, 1H, 5%), 6,47 (d, 1H, 21, J = 2,4), 6,28 (d,
1H, 19, J = 2,4), 6,15 (d, 1H, 12, J = 8.8),
3,82 (s, 3H, 22), 3,70-3,61 (m, 1H, 10), 3,24-
3,18 (m, 2H, 7), 1,74-1,64, 1,63- 1,52 (2m,
4H, 8,9), 1,22 (d, 3H, 11, ] = 6,3)

163,25 (5), 162,62 (2), 162,09 (3", J =
242,0), 159,00 (20), 144,63 (13),
144,23 (15), 140,50 (L', d, J = 11,5),
134,79 (17), 134,52 (14), 134,40 (3),
132,28 (4), 130,50 (5, d, J = 9.5),
129,57 (18), 122,09 (16), 115,14 (6",
110,28 (2, d, J = 18.8), 106,13 (4", d,
J = 27,2), 96,14 (21), 91,62 (19),
54,96 (22), 46,97 (10), 38,95 (7),
33,45 (9), 25,77 (8), 20,21 (11)

4b

10,49 (s, 1H, 1), 8,55-8,53 (dd, 1H, 15, J =
1,6, 4,2), 8,52 (t, 1H, 6, J = 5,4), 8,09-8,06
(dd, 1H, 17, J = 1,5, 8,3), 7,72-7,68 (dd, 2H,
2,6 J=50,J=89),7,45-7,41 (m, 1H, 16),

-~ 7,18 (t, 2H, 3', 5, J = 8,8), 7,05-6,93 (m, 2H,

3, 4), 6,47 (d, 1H, 21, J = 2,1), 6,28 (d, 1H,

*19,J=2,1), 6,15 (d, 1H, 12, J = 8,8), 3,82 (s,

3H, 22), 3,69-3,61 (m, 1H, 10), 3,24-3,18 (m,
2H, 7), 1,74-1,64, 1,63-1,52 (2m, 4H, 8, 9),
1,22 (d, 3H, 11, J = 6,3)

163,34 (5), 162,21 (2), 159,00 (20),
158,26 (4', d, J = 239,99), 144,63
(13), 144,23 (15), 135,22 (1'), 134,79
(17), 134,53 (14), 133,98 (3), 132,52
(4), 129,58 (18), 122,09 (16), 121,05
(2,6, d,J=76), 11544 (3,5, d, J =
21,89), 96,14 (21), 91,62 (19), 54,96
(22), 46,97 (10), 38,95 (7), 33,45 (9),
25,79 (8), 20,21 (11)

4c

5

10,59 (s, 1H, 1), 8,54-8,53 (dd, 1H, 15, J =
1,5, 4,1), 8,50 (t, 1H, 6, J = 5,5), 8,08-8,06
(dd, 1H, 17, J = 1,4, 8,2), 7,90 (s, 1H, 29,
751 (d, 1H, 6, J = 8,1), 7,43-7,41 (m, 1H,
16), 7,37 (t, H, 5, J = 8,1), 7,16-7,14 (dd,
1H,4°,J=1,2,J=8,0),7,00(q, 2H, 3, 4,1 =
15,1), 6,47 (d, 1H, 21, J = 2,4), 6,28 (d, 1H,
19,J=2,3), 6,14 (d, 1H, 12, J = 8,8), 3,82 (s,
3H, 22), 3,67-3,63 (m, 1H, 10), 3,23- 3,20
(m, 2H, 7), 1,73-1,67, 1,63-1,53 (2m, 4H, 8,
9), 1,22 (d, 3H, 11, J = 6,3)

163,21 (5), 162,60 (2), 158,97 (20),
144,60 (13), 144,19 (15), 140,19 (1),
134,74 (17), 134,50 (14), 134,41 (3),
133,10 (3, 132,19 (4), 130,48 (5),
129,54 (18), 123,45 (6'), 122,03 (16),
118,74 (2, 117,72 (4'), 96,11 (21),
91,63 (19), 54,93 (22), 46,98 (10),
39,23 (7), 33,44 (9), 25,72 (8), 20,18
(11)

4d

10,56 (s, 1H, 1), 8,55-8,53 (dd, 1H, 15, J =
1,7, 4,2), 8,50 (t, 1H, 6, J = 5,6), 8,09-8,06
(dd, 1H, 17, J = 1,6, 8,3), 7,72-7,68 (m, 2H,

°2',6Y), 7,45-7,37 (m, 3H, 16, 3, 5, 7,06-6,94

(m, 2H, 3, 4), 6,47 (d, 1H, 21, J = 2,5), 6,27
(d, 1H, 19, J = 2,4), 6,14 (d, 1H, 12, J = 8,8),
3,82 (s, 3H, 22), 3,69-3,60 (m, 1H, 10), 3,24-
3,18 (m, 2H, 7), 1,74-1,64, 1,63-1,51 (2m,
4H, 8,9), 1,22 (d, 3H, 11, J = 6,3)

163,29 (5), 162,43 (2), 159,00 (20),
144,63 (13), 144,23 (15), 137,76 (1),
134,79 (17), 134,52 (14), 134,21 (3),
132,38 (4), 129,57 (18), 128,75 (3,
5, 127,36 (4'), 122,09 (16), 120,84
(2, 6, 96,14 (21), 91,61 (19), 54,96
(22), 46,97 (10), 38,82 (7), 33,44 (9),
25,77 (8), 20,21 (11)
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5. ZAKLJUCAK
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U ovom radu opisana je sinteza asimetri¢nih fumardiamida primakina i halogenanilina 4a-d.
Sintetizirani su sljedeci spojevi:
e (2E)-N-(3-fluorofenil)-N'-{4-[(6-metoksikinolin-8-il) amino] pentil}but-2-endiamida
(4a)
e  (2E)-N-(4-fluorofenil)-N'-{4-[(6-metoksikinolin-8-il) amino] pentil} but-2-endiamida
(4b)
e (2E)-N-(3-klorofenil)-N'-{4-[(6-metoksikinolin-8-il) amino] pentil} but-2-endiamida
(4c)
e (2E)-N-(4-klorofenil)-N'-{4-[(6-metoksikinolin-8-il) amino] pentil} but-2-endiamida
(4d)

Strukture spojeva potvrdene su standardnim metodama (IR, *H i 3C NMR, MS), te su im
odredena talista. U daljnjim istrazivanjima, koja prelaze okvire ovog rada, provest ¢e se

bioloska ispitivanja sintetiziranih spojeva.
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7. SAZETAK
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Reakcija adicije nukleofila na C=C dvostruku vezu koja je susjedna karbonilnoj C=0 skupini
zove se konjugirana adicija, Michaelova adicija ili 1,4-adicija. Reaktanti u Michaelovoj adiciji
jo§ se nazivaju Michaelovi donori i Michaelovi akceptori. Michaelove akceptore nalazimo u
sljede¢im skupinama lijekova: citostatici - inhibitori EGFR-a, te inhibitori Brutonove tirozin-
kinaze, potom antiparkinsonici, lijekovi za terapiju multiple skleroze (dimetil-fumarat) i
diuretici (etakrinska kiselina).

U ovom radu opisana je sinteza potencijalnih Michaelovih akceptora, asimetricnih
fumardiamida primakina i halogenanilina 4a-d. Novi spojevi karakterizirani su uobicajenim

metodama (MS, IR, *H i *C NMR). Ispitivanje njihovog bioloskog djelovanja je u tijeku.

()

(0]
HO SOCl, cl
\"/\)‘\OCZHs _Te A 0C,Hs
(0]

(0]
1

1, TEA DCM ?\ LiOH,MeOH HZO
)\/\/ )\/\/ \H/\)}\OC&HS

4a-d 0
a b c d
R: m-F p-F m-Cl p-Cl
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8. SUMMARY
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Nucleophilic addition to a C=C double bond immediately adjected to the C=0 group is called
conjugate addition, Michael addition or 1,4-addition. The reactants in Michaels addition are
commonly known as Michael acceptors and Michael donors. Michael acceptors are present in
the following drug classes: cytostatics — EGFR inhibitors and Bruton's tyrosine kinase
inhibitors, antiparkinsonics, drug for the therapy of multiple sclerosis and diuretics.

Here we present synthesis of potential Michael acceptors, asymmetric primaquine and
halogenaniline fumardiamides 4a-d. All new compounds were characterized by standard
methods (MS, IR, *H and *C NMR). The evaluation of their biological activity is in progress.

o
HO SOCl, cl
NOCZHS — NN0C,H,
o)

0]
1

5>\ 1, TEA, DCM 5>\ LiOH,MeCOH, HZO
)\/\/ )\/\/ \H/\)}\ocsz

4a-d 0
a b c d
R: m-F p-F m-Cl p-Cl
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38



R

£ 8t %

&

S0 3200 ZROO 2400 20000 1800 o e 1200 1K
em-1

O BS00

x10 6
1.6

1.4
1.2

0.8

0.6
0.4
0.2

+ESI Scan:1 (0.157-0.539 min, 23 Scans) Frag=135.0V XCVIII_58 6_TIC.d Subtract
451.1

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

39



3

sahahidi_spektri
™, B‘i?us XOVITI 5846

B0
B.0E
743
Tz
7.37
736
o1
699
647
(5]
£8.27
616
613

J
X
_;:1
AY
T
ra
<
Y

855
8.55
.54
8.5
B.52
£.50

322
3.20
2.5
2.5
250
0]
166
55
57

r3n
X
A
s
<18

— 315
2
— .00

| il l S0
_Juiu"L_JL_.f "' ‘g_L_(,

300

750

o

[es0

s00

550

200

450

-0

350

300

250

200

150

100

sahamid|_sphirss =
B NCVIIHES &
SEAA

s F

o LA

e LR BT

“J‘l.. ‘ [

13

—1

36
— 447

]

43000

[-40ooo

[-A5000

30000

[-A5000

- 20000

[~ L5000

- L0000

[-5000

10 110

hi] 160 150 140 130

S0
1 (o

40



206

a1d=

630.0

4000.0 3600 3200 2500 2400 2000 s 1600 1300 1200 1000 500
Spectrum Source Fragmentor Voltage Collision Energy Tonization Mode
Peak (1) in "+/- TIC Scan" 135 0 ESI
x10 6 |*ESI Scan:1 (0.157-0.730 min, 34 Scans) Frag=135.0V XCVIII_56_4.d Subtract
121 451.1
14
0.8+
0.6
0.4
0.2
0-

N 1
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

41



wovin %
Beus KC\'::TES.I"l

A

RS
<z

— 3B
—3iG

o UJ NS

TT T Y

o e -

I
5

1o x

sahamidi_spekiy
Beus XCVIIGEE
ST

15501
15678

6.5

— 9635
— 8.7

55.07
—_—a7oa

— 2550
— 20.32

e

|
| TP p—— prr—
I WAL e
| I
1 |

170 160

150

140

130 120 110 100 o0
f1 (ppm)

E

20

-5000

- 10000

-15000

[ -20000

[ -25000

42



o/
Cl
| NH o) /©
N //J\\//»\\//H\T(/&§§/JL\N
N
[e]

4c
9RA

. .

-.._‘1{\\_ R S

7 J

o5

w5

£

3

L3

o1

o

w9

&=

&7

—

£

a2

®1

a0

T

=

.‘-:;

400 360400 3200 et 2400 20k |i;lli 100 1400 123000 1000 O S50.0
Spectrum Source Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
Peak (1) in "+/- TIC Scan" 135 0 ESI

x10 6 | *ESI Scan:1 (0.157-0.869 min, 42 Scans) Frag=135.0V XCVIII_55_4.d Subtract

467.0
2
1.5
1
0.5
0

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

43



[ 3000

2800
[ #600
2400
FE200
[ H000
1800
1600
[ 1400
1200
[ 100G
- 00

[~ &0

400

I -200

200

THE

sanamial_spitd
Beus XOWTTT-B5/4

~ro

FrEr
1

| Jl‘ ,l

f

([

4

- 25000

0

- 20000
- 15000
- 10000
5000
10300
--15000
44

=50

L5 0010
g

1.0

w hEr—
-
= y
- EEH =
w
i
=
-
o
o
=
w
-
e
wh g
£
E9 G —
et
el i —
i
s
=
-
w
FELL
= T -
] oPT
o -
o " /r
T
= 4
% -.W
wn -
3 B
=
=
u
=
LERST—
= [
- 1Z°EST V..

11.5

30

40 ad 20

50

M

a0

9
i

150 L4 130 120 110 1nm 0
1 (ppm

160




1515

e Tt

LRELIR ST

B R

B %

e

£

4000.0 3800 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200 &50.0
-1

Spectrum Source Fragmentor Voltage Collision Energy Tonization Mode
Peak (1) in "+/- TIC Scan" 135 0 ESI

x10 6 +ESI Scan:1 (0.139-0.400 min, 16 Scans) Frag=135.0V XCVIIl_54_4.d Subtract
1.75
1.51
1.25
14
0.751
0.51
0.251

467.0

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

45



w0o—

0T~
121
a1
%
68

®T1
o1
fir
un

67
L34

am.~\w
[+ x4

0T~
Ze>

we
=7
6E

%

WE

95 07 =

Koot
Fort
psot

Fooz

Fere
Fooz

Foot

ooz

Foot

4.0 3.5 30 25 20 1.5 1.0 0.5

4.5

5.0

100 95 9.0 85 8.0 75 70 6.5 6.0

10.5

[ 20000

I 18000

[ 16000

[ 14000

12000

[ 10000

8000

e000

000
2000
F-10000

F=2000
4000
G000

-8000

r=12000

[-14000

[ -16000

[ -16000

SEDE—
1551 —
Bkt
LEBE
S96E
EAGE
7ok

wir—

or'ss—

SETE—

BT'96—

T
S0
1 (ppm)

T T T T
150 140 130 120 110

T
150

46



10. TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA/
BASIC DOCUMENTATION CARD



Temeljna dokumentacijska kartica
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SINTEZA | KARAKTERIZACIJA ASIMETRICNIH FUMARDIAMIDA
PRIMAKINA | HALOGENANILINA

Anamarija Peni¢

SAZETAK

Reakcija adicije nukleofila na C=C dvostruku vezu koja je susjedna karbonilnoj C=0 skupini zove se konjugirana
adicija, Michaelova adicija ili 1,4-adicija. Reaktanti u Michaelovoj adiciji jo§ se nazivaju Michaelovi donori i
Michaelovi akceptori. Michaelove akceptore nalazimo u sljede¢im skupinama lijekova: citostatici - inhibitori EGFR-a,
te inhibitori Brutonove tirozin-kinaze, potom antiparkinsonici, lijekovi za terapiju multiple skleroze (dimetil-fumarat)
i diuretici (etakrinska kiselina).

U ovom radu opisana je sinteza potencijalnih Michaelovih akceptora, asimetriénih fumardiamida primakina i
halogenanilina 4a-d. Novi spojevi karakterizirani su uobi¢ajenim metodama (MS, IR, *H i 3C NMR). Ispitivanje
njihovog bioloskog djelovanja je u tijeku.
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SUMMARY

Nucleophilic addition to a C=C double bond immediately adjected to the C=O group is called conjugate addition,
Michael addition or 1,4-addition. The reactants in Michaels addition are commonly known as Michael acceptors and
Michael donors. Michael acceptors are present in the following drug classes: cytostatics — EGFR inhibitors and
Bruton's tyrosine kinase inhibitors , antiparkinsonics , drug for the therapy of multiple sclerosis and diuretics .

Here we present synthesis of potential Michael acceptors, asymmetric primaquine and halogenaniline fumardiamides
4a-d. All new compounds were characterized by standard methods (MS, IR, *H and 3C NMR). The evaluation of their
biological activity is in progress.
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