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1. UVOD

Malarija predstavlja jedan od najizazovnijih svjetskih javnozdravstvenih problema. Prema
izvjes¢u Svjetske zdravstvene organizacije “World Malaria Report“ u 2018. godini 228
milijuna ljudi diljem svijeta je zarazeno malarijom, od kojih je 405 tisuéa umrlo. Zrtve malarije
su primarno djecamladaod 5 godina, ve¢inom iz Subsaharske regije u Africi. Malarija je bolest
koju uzrokuje parazit iz roda Plasmodium. Od svih pet vrsta plazmodija koje napadaju covjeka,
Plasmodium falciparum se smatra najvirulentnijim te je povezan s visokim stopama smrtnosti
i pobola. Poteskoce u razvoju uc¢inkovitog cijepiva protiv malarije, mutacije vektora kao i sve
vece Sirenje rezistencije plazmodijana postojece antimalarike ukazujuna potrebu za otkricem
novih, sigurnih i djelotvornih lijekova u kontroli malarije. Jedan od pristupa u razvoju novih
lijekova je modifikacijastrukture prirodnih produkata s izrazenom bioloskom aktivnosti u svrhu

poboljsanjanjihovog djelovanja.

1.1.  p-karbolini
B-karbolini pripadaju skupini prirodnih i sintetskih, strukturno sli¢nih indolskih
alkaloida, dobivenih biosintezom izvedeni iz L-triptofana, prekursora serotonina. Sadrzavaju
piridinski prsten uklopljen u indolski kostur uz razli¢ite stupnjeve nezasic¢enosti (dihidro,
odnosu na kiseliji indolski dusik. Ovisno o pH i otapalu, B-karbolini postoje u Cetiri forme:

kation, neutralna forma, zwitterion, anion (Slika1.).
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aromatski B-karbolin dihidro B-karbolin tetrahidro B-karbolin
Slika 1. Opce strukturne formule p-karbolina
lako su ovi alkaloidi dosta zastupljeni u kopnenim vrstama, poput biljke ljubicaste
pasiflore (Passiflora incarnata, Pasifloraceae) i nekih vrsta Skorpiona, velika grupa [-

karbolina je izolirana iz morskih beskraljeZznjaka spuzvi, mekih koralja, plaStenjaka,

mahovnjaka i Zzarnjaka. 1z cijanobakterije Nostoc 78-12A je izoliran alkaloid nostokarbolin



zanimljiv zbog svojeg antimalarijskog u¢inka (Slika 2.) (Bonazzi i sur., 2009; Becher i sur.,
2005).
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Slika 2. Strukturna formula nostokarbolina

Iz potkoljena plastenjaka, izdvaja se rod Eudistoma, iz ¢ijih su pripadnika izolirani
brojni bioaktivni B-karbolinski derivati karakteristi¢ni po prisutnosti oksatiazepinskog prstena,

3,4-dihidropirolaili atomabroma u svojim strukturama poznati pod nazivom eudistomini (Slika
3.) (Caoisur., 2007).

R, i)
=
R e
H

Eudistomin D R,=Br, R,=OH, R,=H Eudistomin H R =Br, R,=H Eudistomin C R;=H, R,=OH, R;=Br

Eudistomin N R,=H, R,=Br, Ry;=H Eudistomin I R,=H, R,=H Eudistomin E R,=Br, R,=OH, R,;=H

Eudistomin O R,=H, R,=H, R;=Br Eudistomin P R,=OH, R,=Br Eudistomin K R,=H, R,=H, R;=Br
Eudistomin Q R,=OH, R,=H Eudistomin L R,=H, R,=Br, R;=H

Slika 3. Strukturne formule eudistomina

Manzamini su strukturno kompleksniji alkaloidi iz odredenih vrsta morskih spuzvi, u
kojima je B-karbolinski dio povezan s pentaciklickim diaminskim prstenom kojemu je okosnica
pirolo[2,3-a]izokinolin. Ti su prirodni spojevi pokazali antitumorsko, antimalarijsko,
tuberkulostatsko i antileishmanijsko djelovanje (Slika4.) (Rao i sur., 2003).



Slika 4. Strukturna formula manzamina A

Kako su B-karbolini ¢esto prisutni u namirnicama, njihov vazan izvor je prehrana (Cao
i sur., 2007), iako je poznato da se u manjoj mjeri stvaraju i endogeno u organizmu sisavaca,
poput pinolina (Mclsaacisur.,1961). Tako je kod biljaka i sisavaca poznata Pictet-Spenglerova
reakcija kondenzacije izmedu indolalkilamina, poput triptofana i njegovih derivata, i aldehida
kojom se dobivaju tetrahidro-p-karbolini. U novije vrijeme, njihova antimikrobna,
antiparazitska, antitumorska i antivirusna svojstva su od veceg interesa u odnosu na njihovo

definirano djelovanje na CNS (Badal i sur., ured., 2017).

Slika 5. Rod morskih skverica, M. Caullery (Eudistoma sp., Polycitoridae) (preuzetos

https://inaturalist.nz/taxa/131618-Eudistoma)



Slika 6. Ljubicasta pasiflora C. Linnaeus (Passifloraincarnata, Passifloraceae) (preuzetos
https://inaturalist.nz/taxa/502611-Passiflora-incarnata---cincinnata)

1.1.1. Struktura i fizikalno-kemijskasvojstvaharminai njegovih derivata
—
HaC H,C,
\ 7 3 7
o \ y & % \ P
N . N
H CH, N CHs
harmin harmalin
HaC
7 7
HO \ Y/, N \0 \ el
1 1
N N
H CH, H CHs
harmalol tetrahidroharmin

Slika 7. Strukturne formule harmina i njegovih derivata

Harmin, poznat kao telepatin i banisterin, pripada posebnoj skupini fluorescirajucih -
karbolina sli¢ne kemijske strukture poznatoj pod nazivom harmala alkaloidi. Uz harmin,
poznatiji pripadnici skupine su: harmalin, harmalol, te tetrahidroharmin (Slika 7.). Karakterizira
ih prisutnost metilnog supstituenta na C-1 atomu piridinskog prstena, prisutnost metoksi ili
hidroksilne skupine na benzenskoj jezgri (C-7) te razliciti stupnjevi zasi¢enosti piridinskog

prstena. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva harmala alkaloida dana su u Tablici 1.



Tablica 1. Fizikalno-kemijska svojstva harminai odabranih derivata

Harmin Harmalin Harmalol Tetrahidroharmin
Molekulska C13H12N20 C13H14N20 C12H12N20 C13H16N20
formula
Relativna 212,25 214,26 200,24 216,28
molekulska
masa
Taliste/ °C 264-265 250-251 211-212 199
Log P 1,54 1,35 1,03 1,3
pPKa 13,54 14,95 9,53 18,03

1.1.2. Harmin i njegovi derivati u prirodi

Harmin je, uz ostale harmala alkaloide, znac¢ajnije prisutan u sjemenkama sirijske
rutvice (Peganum harmala, Nitrariaceae), biljke s Bliskog Istoka tradicionalno koristene kao
emenagog, laktagog, abortiv, purgativ i antimalarik, te u listovima, stabljici i kori
juznoamericke liane Banisteriopsis caapi (Badal i sur., ured., 2017; Cao i sur., 2007, Chen i
sur., 2004). Obje biljke se koriste zbog svojih psihoaktivnih u¢inaka.

Sirijska rutvica je visegodisnja samonikla i grmolika biljka koja raste u uvjetima bez
puno oborina, poput stepa i pjeskovitih podrucja, karatakteristi¢nih za istocnu mediteransku i
iransku regiju, Sjevernu Afriku, Bliski Istok i zapadni dio SAD-a. Visine je od 0,3 do 0,8 m s
kratkim Zili¢astim korijenjem, bijelim cvijetovimai okruglim perikarpom koji nosi vise od 50
sjemenki. Biljka je dobro poznata u Iranu, te je Siroko rasprostranjena i koriStena u medicinske
svrhe u Centralnoj Aziji, Sjevernoj Africi i Srednjem Istoku. Analiticke studije kemijskog
sastava biljke ukazuju da su njezini najvazniji konstituenti alkaloidi p-karbolinskog tipa poput
harmalola, harmalina i harmina koji su u biljci prisutni u koncentracijskom rasponu od 2 do 7%
(Moloudizargari i sur., 2013).
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Slika 8. Sjemenke sirijske rutvice, C. Linnaeus (Peganum harmala, Nitrariaceae) (preuzetos

https://en.wikipedia.org/wiki/Peganum harmala#/media/File:Peganum-harmala-seeds.jpq)

B.caapi je juznoamericka halucinogena penjacica iz porodice Malpighiaceae dobro
poznata kao glavni sastojak napitka ayahuasca. Taj psihodeli¢ni napitak tradicionalno koriste
razli¢ite etniCke skupine u ritualne, medicinske i rekreacijske svrhe. Glavne komponente
prisutne u B.caapi su B-karbolini (0,05-1,95 % suhe mase): harmin, harmalin i tetrahidroharmin

(Gibonns i sur., 2013).

Slika 9. Dusna loza, Morton (Banisteriopsis caapi, Malpighiaceae) (preuzeto s

https://inaturalist.nz/taxa/327802-Banisteriopsis-caapi)

B. caapi se u ayahuasci tradicionalno koristi s biljkama poput bro¢evke chacrune
(Psychotriaviridis), koje sadrzavaju N,N-dimetiltriptamin (DMT); derivat i strukturni analog
triptamina s izrazenim psihodeli¢nim uc¢inkom. Uzet per os, DMT podlijeze deaminaciji
perifernim monoamino-oksidazama ¢ime se inaktivira. Ako se konzumira per 0s uz inhibitore
monoamino-oksidaze poput harmina ili harmalina, DMT zadrzava jaki psihodeli¢ni u¢inak
(McKennai sur., 1984).

Od ostalih sporednih prirodnih izvora harmina, zabiljezeno je jo$ tridesetak biljnih i
zivotinjskih vrsta, ukljucujuci neke vrste leptira iz porodice Nymphalidae, duhan, marakuju i

matiénjak.


https://en.wikipedia.org/wiki/Peganum_harmala#/media/File:Peganum-harmala-seeds.jpg
https://inaturalist.nz/taxa/327802-Banisteriopsis-caapi

1.1.3. Biolosko i farmakolosko djelovanje harmina i njegovih derivata

Harmin i derivati imaju izrazito Siroki farmakoloski profil. U literaturi je opisano
njihovo antimikrobno, antimalarijsko, antihipertenzivno, vazorelaksirajuce, tuberkulostatsko,
antioksidativno, osteoprotektivno, antidijabeti¢ko, antitumorsko, antiproliferativno,
antidepresivno, halucinogeno, antivirusno, protuupalno, anksiogeno, antiangiogeno,
sedirajuce, agitiraju¢e, hipotermijsko, prokonvulzivno, antikonvulzivno, antitrombotsko,
analgetsko i citotoksi¢no djelovanje (Moloudizargari i sur., 2013; Patel i sur., 2012; Cao i sur.,
2007).

1.1.3.1.  Harmin i ostali f-karbolini

Interakcija s 5-HT receptorima, BZR, imidazolinskim receptorima, opioidnim te
dopaminergickim receptorima djelomice je odgovorna za brojne neurofarmakoloske u¢inke f3-
karbolina poput sedirajuceg, antikonvulzivnog, prokonvulzivnog ili halucinogenog djelovanja.

U nekontroliranim klinickim uvjetima, dokazano je da harmin i harmalin djeluju
halucinogeno kod ljudi, prvi od kojih postize u¢inak u dozi od 200 mg isklju¢ivo nakon i.v.
primjene, a potonji u dozi vecoj od 1 mg/kg nakon i.v. primjene, odnosno 4 mg/kg nakon p.o.
primjene. U istoj su studiji, uz harmin i harmalin, ispitani i 6-metoksiharmalan i 6-
metoksitetrahidroharmalan koji su pokazali u¢inak u dozi od 1,5 mg/kg nakon oralne primjene.
Pretpostavljeno je da 6-metoksi supstituent i zasi¢enost tricklickih prstenova pojacavaju
halucinogeni u¢inak (Efroni sur., 1967).

Za BZR kod sisavaca je poznato da posreduju u anksiolitickom, sedativnom,
antikonvulzivnom i miorelaksirajuéem djelovanju 1,4-benzodiazepina. U novije vrijeme
otkriveno je dosta nebenzodiazepinskih molekula, medukojima je i dobro proucena skupina f3-
karbolina, ¢iji predstavnici pokazuju razli¢it afinitet za BZR. Takve molekule osim $to
poniStavaju djelovanje benzodiazepina, posjeduju i farmakolosko djelovanje suprotno
benzodiazepinima (inverzni agonisti GABA,). U publikacijama su navedeni derivati harmina
¢ija su djelovanja suprotna benzodiazepinima prouc¢avana na zivotinjskim modelima. Uo¢ena
je veza izmedu jacine afiniteta vezanja za BZR i supstitucije esterskom skupinom u polozaju 3
B-karbolina (Cao i sur., 2007).

Odredeni derivati harmina izolirani iz morskog mahovnjaka Cribricellina cribraria
pokazali su antimikrobnu aktivnost protiv bakterija: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli 1 Bacillus subtilis te gljivica: Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes, i
Cladisporum resinae. Takoder, zapazen je i umjeren uc¢inak na HSV-1 i virus poliomijelitisa
(Prinsep i sur., 1991).


https://en.wikipedia.org/wiki/Benzodiazepine_receptor

Harmalin je pokazao znaajnu antiparazitsku aktivnost protiv bi¢aSa Leishmania
mexicana amazonensis in vitro i in vivo, i to djelotvornost na intracelularnu amastigotnu formu
toga parazita (Evans i sur., 1987), dok su harman i harmin inhibirali i vanstani¢nog bicastog
promastigota (Giorgioi sur., 2004).

Za norharman, harmin i harman zabiljezena je i tripanosomicidna aktivnost na
Trypanosoma cruzi epimastigote dvaju razli¢itih sojeva (Rivas i sur., 1999).

Razli¢ite frakcije alkaloidnog ekstrakta sjemenki sirijske rutvice pokazale su o dozi
ovisan centralni 1 periferni analgetski u¢inak koji se gubi kod tretmana s naloksonom, §to
upucuje na opioidima posredovan mehanizam analgezije. Alkaloidni ekstrakt je sadrzavao:
harmin, harmalol, harman, harmalin, vasicini vasicinon, te se od svih frakcija naju¢inkovitijom
pokazala ona s identificiranim harmalinom (Farouki sur., 2008; Monsef i sur., 2003).

Jedna je studija pokazala da harmin preko Wnt signalnog puta regulira ekspresiju
PPARYy, glavnog regulatora adipogeneze. Inhibitori PPARy su tiazolidindionski antidijabetici.
Harmin tako oponasa u¢inke PPARy liganada na gensku ekspresiju adipocita i inzulinsku
osjetljivost bez nuspojava tipi¢nih za tiazolidindione (Waki i sur., 2007).

Postoje in vivo i in vitro studije o anabolickom u¢inku harmina na kosti. Harmin preko
razli¢itih signalnih puteva U misevima inhibira formaciju i diferencijaciju osteoklasta zaduzenih
za resopcijukosti, a potice diferencijaciju osteoblasta (Yonezawa i sur., 2011).

Zabiljezenajeiuloga harmina u aktiviranju intrinzi¢nih i ekstrinzi€nih puteva apoptoze,
reguliranju transkripcijskih faktora i proinflamatornih citokina. Harmin je in vivo pokazao
antiangiogenu aktivnost, a in vitro inhibitorno djelovanje na TNF-a (Hamsa i sur., 2010).

Na antiagregacijsku aktivnost in vitro su testirani harmala alkaloidi iz sirijske rutvice.
Za harman i harmin je uo¢eno da inhibiraju kolagenom posredovanu aktivaciju trombocita sto
ih ¢ini potencijalnim Spojevimauzorima za razvoj novih lijekovau lije¢enju aterotrombotskih
oboljenja (Im i sur., 2009).

Norharman i harman su reverzibilni kompetitivni inhibitori monoaminooksidaze
(MAO), od kojih norharmandjeluje na MAO-A, a harman na MAO-B izoformuenzima (May
i sur., 1991). Harmin posjeduje antidepresivnu aktivnost kroz interakcijus MAO-A i nekoliko
stani¢nih receptora ukljucujuéi i serotoninske receptore 5-HT2A, te je zbog selektivnosti i
reverzibilnog inhibitornog djelovanja na MAO-A manje podloZan izazivanju hipertenzivnih
kriza. Ve¢ina MAO inhibitorau primjeni na enzim djeluje ireverzibilno i neselektivno (Réus i
sur.,2010). Kad se uz primjenu MAO inhibitora konzumira hrana bogata tiraminom, poput sira,

dolazi do nakupljanjatiramina kojemu je inhibiran metabolizam, posljedi¢nog otpustanja ve¢ih



koli¢ina noradrenalina iz presinapti¢kih vezikula $to uzrokuje hipertenzivnu krizu (engl. cheese
syndrome). Zbog svega navedenoga, u potrazi za uc¢inkovitijim lijekovima, sintetizirani su O-
alkilirani derivati harmina, od kojih su spojevi s lipofilnim grupama poput cikloheksilne
(derivat B), benzenskog prstena (derivat C) ili alifatskog lanca (derivat A) snaznije inhibirali
MAO-A izoformu enzima u odnosu na harmin (Slika 10.). Derivat A s trifluorobutiloksi
skupinom pokazao je najvecu aktivnost i selektivnost za MAO-A izoformu enzima (Reniers i
sur., 2011).
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Slika 10. O-alkilirani derivati harminas lipofilnim skupinama

Smatra se da je inhibicija MAO-B odgovorna za anti-parkinsoni¢ni u¢inak kod nekih
derivata harmina (Sokmen i sur., 1999), dok se inhibicija MAO-A, uz poznato antidepresivno
djelovanje, povezuje i s patogenzom Parkinsonove bolesti; dopaminskim aktivnim
transporterom posredovana dopaminergi¢na toksi¢nost (Storch i sur., 2004).

Otkriveno je da su harmin i njegovi derivati snazni inhibitori tau fosforilacijei protein
kinaze DYRK1A za koju se pokazalo da je pretjerano eksprimirana u brojnim bolestima, npr.
kod tumorigeneze i kod nekontrolirane proliferacije stanica te da je ukljucena u
kemorezistenciju tumorskih stanica (Ma i sur., 2010). U novije vrijeme, DYRK1A povezuju s
hiperfosforilacijom tau proteina (inace vazan za stabilizaciju citoskeleta) uslijed ¢ega nastaju

neurofibrilarne nakupine karakteristi¢ne za Alzheimerovu bolest (Frosti sur., 2011).



Harmin posjeduje antiproliferativno djelovanje zahvaljujuc¢i antiangiogenoj aktivnosti
endotelnih stanica, indukciji apoptoze i inhibiciji BCRP-om posredovanog lijek efluksnog
proteina (Ma i sur., 2010).

U literaturi postoje brojni podaci o interakciji harminai njegovih derivata s DNA. Oni
se zbog B-karbolinskog planarnog prstena mogu interkalirati izmedu parova baza. Osim toga
mogu inhibirati enzime koji sudjeluju u popravku DNA. Dokazana je osobita sposobnost
interkaliranja samog harmina, ali i njegovih 9-supstituiranih nezasicenih derivata, kao i
znacajno inhibitorno djelovanje na enzime humanu topoizomerazu | i Il, CDK (Slika 11.) (Cao
i sur., 2005b).

la: R=CH,
1b: R=C,H;
1c: R=(CH,),C4H;

Slika 11. 9-supstituirani nezasiceni derivati harmina s djelovanjem na DNA

Sintetizirani su i bivalentni B-karbolini, s pretpostavkom da ¢e pokazati jo§ bolja
antitumorska svojstva u odnosu na monovalentne B-karboline jer se jate vezu za DNA bis-
interkalacijom i uzrokuju vece strukturne promjene DNA. Ipak, takvi su spojevi pokazali

skromnije antitumorsko djelovanje i probleme s topljivosti uvodi (Slika12.) (Shi i sur., 2012).

Slika 12. Op¢a strukturna formula bivalentnih B-karbolina
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Jaku citotoksi¢nost in vitro i skromnu antitumorsku djelatnost in vivo na modelima
miSeva (Lewis plu¢ni karcinom i Sarkom 180) pokazali su N-9-alkilirani karbolinski derivati,
C-3-supstituirani derivati, C-1-supstituirani derivati te derivati s C-7-alkoksi supstituentom kod
kojih je uoceno da duljina lanca utjece na citotoksi¢nost i specifi¢nost djelovanja na stani¢ne
linije. Selektivnu su i izrazenu citotoksi¢nost pokazali C-6-bromirani karbolinski derivati, dok
su N-2-alkilirani karbolinski derivati s benzilnim supstituentom, pokazali specifi¢nu
citotoksi¢nost in vitro i in vivo. Daljnja su istrazivanja dovela do zakljucka o bitnoj ulozi -
karbolinske strukture u sintezi novih citostatika kojoj uvodenje prikladnih supstituenata u
polozaje 2, 3, 7 i 9 povecava antitumorsku aktivnost, a smanjuje toksi¢nost. Primjerice, duzi i
razgranatiji alkil-arilni supstituent na polozaju C-9 povecava antitumorsku aktivnost dok
etoksikarbonilni ili karboksilni supstituent na polozaju C-3 smanjuje neurotoksi¢nost. Takoder
je uoceno da metoksi grupa na polozaju C-7 ima klju¢nu ulogu u neurotoksi¢nim uc¢incima pa
je predlozena njezina zamjena aril-alkoksi grupom, a za N-2-benzilni supstituent je dokazana
vazna uloga u modulaciji citotoksi¢ne aktivosti; odredeni derivati s tim supstituentom su
pokazali 1Cso vrijednost manju od 10 uM protiv vecine ispitanih humanih stani¢nih linija
karcinoma, sto je bolje i od referentnog cisplatina. Tako je uoceno i da razli¢iti heterociklicki
prstenovi na polozaju C-1 i C-3 pozitivno djeluju na antitumorsku aktivnost (Slika 13.) (Cao i
sur., 2012; Cao i sur., 2010; Cao i sur., 2005a; Xiao i sur., 2001; Ishida i sur., 1999).

Prikladan supstituent na C3
je pogodan za antitumorsko

6-Br supstituent poveéava djelovanje in vivo 1 in vitro, ali
citotoksiéno djelovanje / amino,alkoksikarbonilamino 1
d hidroksimetil su nepozeljni

6 — ’
—\3 N2-alkilni supstituent

poveéava antitumorsko
djelovanje in vivo i in vitro;
benzilni supstituent je

R najizrazenijeg ucinka

Uvodenje 7-alkoksi supstituenta 7 \ Y/ ';\R -

poveéava citotoksiéno djelovanjc/'
in vitro; 7-metoksi supstituent
odgovoran za neurotoksiénost in

vivo

\ Prikladan supstituent na C1

. ) povecava antitumorsko
N9-a1k11. supstituent poveéava  diclovanje
citotoksi¢no djelovanje in vivo 1

in vitro

—_— 0 —Z=y
-

Slika 13. Mjesta modifikacije strukture B-karbolina

Zabiljezeno je mikromolarno citotoksi¢no djelovanje harmina i njegovih 2,7,9-
supstituiranih derivata nanekoliko linija humanih karcinoma, uklju¢uju¢i HelL a (stani¢na linija

humanih epitelnih stanica karcinoma cerviksa), KB (stani¢na linija karcinoma nazofarinksa),
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HepG2 (stani¢na linija humanog karcinoma jetre), Bel-7402 (stani¢na linija humanog
karcinoma jetre), BGC-823 (stani¢na linija humanog karcinoma zeluca), HT-29 (stani¢na linija
humanog kolorekatalnog karcinoma) i MCF-7 (stani¢na linija humanog karcinoma dojke).
Vecina derivata harmina u ovom istrazivanju pokazala je in vitro jace citotoksi¢no djelovanje
od samog harmina. Za derivate s N-2-benzilnim supstituentom (derivat 2a, 2b) potvrdena je
antitumorska aktivnost jaca od harmina in vivo na modelima miSeva sa Sarkomom 180, dok je
za derivate harmina s C-9-alkoksi-arilnim supstituentom (derivat 2c) potvrdena aktivnost
usporediva s harminom na istim modelima. Akutna toksi¢nost i neurotoksi¢nost su za izabrane
derivate ispitane na modelima miSeva, te je utvrden izostanak toksi¢nosti za derivate bez N-2-

benzilnog i C-7-metoksi supstituenta (derivat 2c) (Slika14.) (Cao i sur., 2012) .

derivat 2a: R,=C,H,, R,=(CH,);CH,
derivat 2b: R, =CH,CH(CH,),, R,=CH,C,H,

derivat 2¢

Slika 14. 2,7,9-trisupstituirani derivati harminai 7,9-disupstituirani derivat harmina

Jako submikromolarno antiproliferativno in vitro djelovanje na vise stani¢nih linija
humanih karcinoma zabiljeZzeno je za 2,7,9-trisupstituirane derivate harmina optimirane
topljivosti pri fizioloskom pH i lipofilnosti unutar Lipinski pravila. Topljivost je u odnosu na
prvu generaciju (3a-c) poboljsana uvodenjem polarnih supstituenata (4) ¢ime je smanjena
lipofilnost, medutim ti derivati druge generacije su zbog provedenih modifikacija izgubili
antiproliferativno djelovanje (Slika 15.). Zatim je metodom racunalne kemije postavljen
CoMFA (engl. Comparative Molecular Field Analysis) model pomocu kojega se doslo do
zakljuéaka o sterickim (mali i razgranati supstituenti naN-2 i N-9) i elektrostatskim (pozitivan
naboj od treceg supstituenta na N-2) doprinosima za poboljsanje antiproliferativne aktivnosti.
Model je procjenio odgovarajucu lipofilnost i antiproliferativnu aktivnost za 8 novih molekula
od kojih su sintetizirane 3 s optimalnim skupom svojstava te je za njih odredena topljivost i

antiproliferativno djelovanje (5a,b,c) (Meinguet i sur., 2015).
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I. generacija

derivat 3a: R,=R.=R;=C H,
derivat 3b: R,=4-F-C4Hj, R,=Ry=3-F-C(H;
derivat 3e: R,=C(Hs, R,=R,=CH,-C;H,,
IC50< 2,7 UM
S <72,5 yg/mL

CHs

HyC

I1. generacija

N=—N
ICyy > 100 uM
S >205,6 yg/mL

CHs;

HaC

II1. generacija

derivat 5a: R,=C,Hj

derivat 5b: R,=C;H,

derivat Se¢: R,=CH,-CH(CH,),
ICs, £ 0,6 UM
S > 185 pg/mL

Slika 15. Optimiranje topljivosti i aktivnosti 2,7,9-supstituiranih derivata harmina

1.1.3.2.  p-karbolinski konjugati

Click kemija je pojam kojim se opisuju reakcije u kemijskoj sintezi u kojima produkti
brzo nastaju kovalentnim vezanjem najmanje dviju manjih molekulskih jedinica. Takve

reakcije su: stereospecificne, jednostavne za izvodenje, visokog iskoristenja, Siroke primjene,
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produkti se lako izoliraju te se provode bez ili u netoksi¢nim i lako uklonjivim otapalima (Kolb
i sur., 2001). Ovaj princip je koriStenu sintezi 3-supstituiranih derivata 3-karbolina. Metodom
Cu (1) katalizirane 1,3-dipolarne cikloadicije dobivene su hibridne molekule sastavljene od -
karbolina koje na C-3 atomu ima kovalentno vezane supstituente preko 1,2,3-triazolske
poveznice. Sintetiziranim spojevima su izmjerene 1Cso koncentracije za vise stani¢nih linija
humanih karcinoma koje su se nalazile u mikromolarnom rasponu. Medutim, citotoksi¢no

djelovanje je uglavnom bilo slabije od samog harmina (Shankaraiahi sur., 2016) (Slika 16.).

N,
O \ E@
Ry
O Ry

Ra
R,
Slika 16. Opc¢a strukturna formula konjugata p-karbolinas triazolskom poveznicom

je za N-9-alkilirane derivate harmina. Rije¢ je o skupini spojeva koji preko izoksazolinske
poveznice spajaju harmin i razliite alkilarilne i heterocikli¢ke supstituente u jednu molekulu.
Izoksazolin je dobiven 1,3-dipolarnom cikloadicijom nitrilnih oksida na dvostruku vezu N-9-
alilnog derivata harmina (Slika 17.). Neki konjugati su pokazali najjace djelovanje na MCF-7
(stani¢na linija humanog adenokarcinoma dojke) Stani¢nu liniju; konjugat 6a s fenilnim
supstituentom je imao ICso 0,2 UM Sto je manje od referentnih harmina i doksorubicina. Bez
obzira na prirodu supstituenta, supstitucija fenilne skupine u para polozaju rezultira
smanjenjem aktivnosti (6b). Konjugat 6¢c s tiofenskim supstituentom je isto pokazao jako
djelovanje na MCF-7 (Filalii sur., 2015).

konjugat 6a: R=C¢H;
konjugat 6b: R=4'-OCH;-C4H;

konjugat 6c: R= 4?/ \f

S

R

Slika 17. Konjugati harmina s izoksazolinskom poveznicom
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Istrazivanja su pokazala da harmin inhibira enzim acetilkolinesterazu (AChE).
Inhibicija AChE moze djelovati povoljno na zaustavljanje Alzheimerove bolesti (Zhao i sur.,
2013). Tako su sintetizirani N-9-alkilirani derivati harmina s triazolskom, hidrazonskom i
dihidrazidnom poveznicom Koji spajaju harmin s razli¢itim ciklickim supstituentima (Slika
18.). Medutim, ti konjugati nisu inhibirali AChE. Zanimljivo, N-propargilirani harmin koji je
bio meduprodukt u sintezi ovih spojeva, imao je 1Cso vrijednost od 1,9 UM, sto je bolje od
samog harmina i registriranog galantamina. Spojevima je ispitanoi citotoksi¢no djelovanje na
nekoliko stani¢nih linija karcinoma; MCF-7 (humani karcinom dojke), OVCAR-3 (humani
karcinom jajnika) i HCT-116 (humani karcinom kolona). Umjereno citotoksi¢no djelovanje na
sve ispitane stani¢ne linije pokazali su konjugati s hidrazonskom poveznicom; najaktivniji spoj
bio je konjugat s 4-terc-butilfenilnim supstitentom (7a). Od konjugata s triazolskom
poveznicom najaktivniji je bio konjugat nesupstiuiranim fenilnim supstituentom (7b) i to
selektivno na MCF-7. Uoceno je da para-supstitucija fenila kod konjugata s hidrazonskom
poveznicom pogoduje citotoksi¢noj aktivnosti, dok kod konjugata s triazolskom poveznicom
(7c) rezultira padom aktivnosti. Konjugati s dihidrazidnom poveznicom nisu pokazali

citotoksi¢no djelovanje (Filalii sur., 2016).

CH
3\

o:<‘ ) i
konjugat 7a: R=(CH,),C-CH; konjugat 7b: R=H /] \
N

konjugat 7¢: R=OCHj;- N

R

Slika 18. Konjugati harmina s hidrazonskom i triazolskom poveznicom

Takoder, otkriveno je da odredeni konjugati B-karbolina s peptidima posjeduju znacajnu
antiagregacijsku i antiadhezijsku aktivnost na ADP i PAF-om potaknutu agregaciju trombocita

in vitro, a antitrombotsku aktivnost in vivo na modelima Stakora (Zhao i sur., 2006).
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1.1.3.3.  Antimalarijsko djelovanje harmina i derivata

Harmin i njegovi derivati ¢ine izrazito zanimljivo podrucje interesa u razvoju novih
antimalarika. Harmin je pokazao selektivno inhibitorno djelovanje na PfHsp90 u odnosu na
humani Hsp90. Hsp90 je visoko oCuvani eukariotski Saperon koji na N-kraju ima ATP-aznu
domenu, klju¢nu za interakciju s ciljanim proteinima. Hsp proteini imaju klju¢nu ulogu u
normalnoj metaboli¢koj aktivnosti stanica te omogucuju pravilno smatanje proteina. Ukljuéeni
SuU u unutarstani¢ni promet proteina, ekspresiju gena, stani¢ni ciklus, kao i diferencijaciju, te se
zbog svih navedenih znacajki u novije vrijeme istrazuju kao mete novih citostatika i
antimalarika. PfHsp90 kod plazmodijaima kljué¢nu ulogu u prilagodbi parazitas hladnokrvnih
insektnih vektora na toplokrvne sisavce, i njegova djelatnost je kljucna u eritrocitnoj fazi
zivotnog ciklusa truskovca (Bayih i sur., 2016). Harmin se kompetitivno veze za ATP vezujuéu
domenu na PfHsp90.

In vitro ispitivanja antimalarijskog djelovanja su pokazala kako harmin djeluje
sinergisticki s drugim antimalaricima (klorokinom i artemisininom), dok je in vivo na modelima
miseva uoceno da potencira uc¢inak klorokina (Shahinas i sur., 2012).

Uz jo§s neke prirodne B-karboline antimalarijskog djelovanja (nostokarbolin,
manzamini), znacajna je biljka Eurycoma longifolia iz koje su izolirani harman-1-propionska
kiselina i harmin-1-propionska kiselina, a koje su se pokazali u¢inkovitima protiv dva soja P.
falciparum: W2, D6 (Kardono i sur., 1991).

Sintetizirana serija 1-amino supstituiranih f karbolina, analoga klorokina (8a) i
manzamina A (8b), pokazala je znac¢ajno djelovanje na parazite T. cruzi, P. falciparum (K1
s0j), T. brucei rhodesiense, s ICso vrijednostima za P. falciparum u rasponu od 4,59 do 0,35
MM, no ujedno su pokazali znakove citotoksi¢nosti na stanicama mioblasta Stakora (Slika 19.)

(Boursereau i sur., 2004).

derivat 8a derivat 8b

N
H

\ VY
1
Slika 19. 1-amino-B-karbolinski derivati
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Priredeni su i 1-amino-6-halo-p-karbolini koji na polozaju 1 preko amino skupine imaju
alifatski ostatak po uzoru na antimalarik klorokin, od kojih su najbolje djelovanje pokazali 6-
kloro i 6-fluoro derivati supstituirani s kra¢im primarnim aminima (9a), dok su oni sa
sekundarnim aminima, poput piperidina (9b) pokazali slabije djelovanje. Oni su u in vitro na
dva sojaP. falciparum (3D7 i K1) pokazali antiplazmodijsko djelovanje s ICso vrijednostima u
rasponu od 0,15 do 1,8 WM. Nisu pokazali zna¢ajnu citotoksi¢nost na humane stanice (Slika

20.) (Thompson i sur., 2012).

cl
derivat 9a klorokin o, derivat 9b
N e
Sy
=SSN
N
\ \ \_
g Y/ N
N H N
H NH HN
HyC
CH,
NW
/\ N N CHs
HyC > ( \\
CH,

(¢
-
%

CHs
HaC

Slika 20. 1-amino-6-halo-p-karbolinskiderivati
Neki C-6-halogenirani tetrahidro derivati harmina su pokazali in vitro antimalarijsko
djelovanje s mikromolarnim I1Cso vrijednostima, u in vitro ispitivanjima nisu bili toksi¢ni za
zdrave ljudske stanice, a pokazali su i in vivo antimalarijsko djelovanje na misevima uz
povecanu stopu prezivljavanja. Bromirani analog je pokazao aditivni u¢inak u kombinaciji s
dihidroartemisininom $to upuc¢uje na mogucnost koristenja ovih spojeva kao lijekova partnera
(Bayihi sur., 2016).

Postoje i primjeri sintetskih derivata B-karbolina s djelovanjem razli¢itim od dosad
registriranih antimalarika kojima su nove mete enzimi poput PflspD ili PfATP-aze 4, na
posljednju od kojih djeluje spiroindolon cipargamin, koji se nalazi u drugoj fazi klini¢kih
ispitivanja (Imlay i sur., 2015; Spillmani sur., 2015) (Slika 21.).

CH,4

Cl
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1.2.  Slika 21. Strukturna formula cipargaminaCimetnakiselina

Cimetna kiselina je biljni metabolit; prekursor u sintezi velikog broja prirodnih spojeva
biljnog porijekla: lignina, tanina, flavonoida, izoflavonoida, fenilpropanoida, stilbena,
kumarina, pigmenata, brojnih mirisnih komponenti i nekih alkaloida, poput morfinai kolhicina
(Slika 22.) (Guzman i sur., 2014).

Slika 22. Cimetna kiselina
1.2.2. Struktura i fizikalno-kemijskasvojstva cimetne Kiseline i njezinih derivata
(CAD)

Cimetna kiselina je bijela kristalini¢na tvar bez mirisa, loSe topljiva u vodi, a dobro
topljivau brojnim organskim otapalima. To je monokarboksilnakiselina sastavljena od akrilne
Kiseline s fenilnim supstituentom na poziciji 3 koji ¢ine C6-C3 okosnicu. Ubraja se u stirene i
skupinu bioloski znacajnih cimetnih kiselina. Prisutna je u formi cis i trans izomera, od kojih
je potonji zastupljeniji (www.pubchem.nchi.nim.nih.gov/compound/Cinnamic-acid). Nudi tri
glavna reaktivna mjesta za sintezu: supstituciju na fenilnom prstenu, adicijuna a, B-nezasiceni
sustav i reakcije karboksilnih kiselina (De i sur., 2012).

Cimetna kiselina je medunarodno nezasti¢eno ime (INN) za (E)-3-fenilprop-2-ensku

kiselinu. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva cimetne kiseline dana su u Tablici 2.
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Tablica 2. Fizikalno-kemijskasvojstva cimetne kiseline

Cimetna kiselina
Molekulska formula CoHgO>
Relativna molekulska masa 148,16
Taliste 133 °C
Vreliste 300 °C
logP 2,13
PKa 4,44
Topljivost u vodi 500 /L

1.2.2. Antimalarijsko djelovanje cimetne kiseline i derivata

Cimetnakiselinai njezini derivati (CAD) imaju izrazito raznolik farmakoloski profil. U
literaturi je opisano njihovo antimikrobno, antikancerogeno, antimalarijsko, antiaterogeno,
antifungalno, tuberkulostatsko, antioksidativno, antidijabeti¢ko, antivirotsko i antiinflamatorno
djelovanje. Takoder, opisani su i razli¢iti mehanizmi djelovanja. Primjerice, interakcija s
membranom patogena se povezuje s antimikrobnim djelovanjem CAD dok se aktivacija
kaspaza, inhibicija histonske deacetilaze i generiranje reaktivnih kisikovih vrsta povezuje s
antiproliferativnim djelovanjem. Cimetna kiselina i CAD su ¢esto koristeni farmakofori u
dizajniranju novih spojeva s bioloskim djelovanjem. Utvrdena je vazna uloga prirodnih,
semisintetskih i sintetskih CAD u poboljsavanju svojstava i prenamjeni klasi¢nih antimalarika
(Da Silvai sur., 2020).

Antimalarijskiu¢inak CAD se pripisuje sposobnosti inhibicije laktatnog transportera,
kljuénog za prezivljavanje parazita u eritrocitnoj fazi (Kanaani i Ginsburg, 1992). Naime,
dokazano je da plazmodijem zarazeni eritrociti poja¢ano proizvode mlije¢nu kiselinu iz glukoze
u odnosu na zdrave eritrocite. Uz to je otkriveno da odredeni CAD inhibiraju proizvodnju ATP-
a 1 promet glicina, sorbitola i glukoze u zarazenim eritrocitima u veéem omjeru nego §to
inhibiraju laktatni transporter. Stoga je, u skladu s racionalnim pristupom u dizajnu lijekova,
predlozena molekulska hibridizacija postojecih antimalarika s CAD. Cilj tog pristupa bio je
razvoj ucCinkovitih antimalarika sinergistickog ili Sireg spektra djelovanja otpornih na
rezisteniciju, farmakokineti¢ke ili farmakodinamicke nedostatke povezane s primarnom
molekulom lijeka (Meunier i sur., 2008).

Kao znacajniji primjer pobolj$anja svojstava klasi¢nog antimalarika uvodenjem CAD u

strukturu, izdvaja se skupina konjugata s krvnim shizontocidom klorokinom u kojem je
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aminokinolinski dio molekule preko fleksibilne i hidrofobne butilne poveznice povezans CAD.
In vitro je dokazano nanomolarno djelovanje na klorokin rezistentnom soju P. falciparum s

ICs vrijednosti usporedivom s referentnim artemisininom (Slika 23.).

Cl

N
~
NS

HN\/\/\ =
N

H

Slika 23. Op¢a strukturna formula konjugata aminokinolinai CAD-a s butilnom poveznicom

Pokazano djelovanje nije bilo povezano s inhibicijom hemoglobinaza i inhibicijom
formiranja hemozoina (mehanizam djelovanja klorokina), pa je pretpostavljeno da novi
konjugat ima dodatni mehanizam djelovanja. Kao mogu¢i mehanizam djelovanja predloZena je
inhibicija transporta nutrijenata kljunih za prezivljavanje intraeritrocitne forme parazita (Peres
i sur., 2012). Navedeni spoj je posluzio kao predlozak daljnim istrazivanjima koja su dovelado
otkri¢a o dualnom djelovanju takvih klorokinskih konjugata. Oni su se pokazali djelotvorniin
vitro protiv jetrene i krvne faze parazita, $to do tada nije bilo zabiljeZeno za 4-supstituirane
kinoline poput klorokina. Takoder, otkriven je znacajan pad u aktivnosti kod: a) zamjene 4-
amino-7-klorokinske jezgre s drugim heterociklom, b) zamjene amidne veze esterskom, c)
koristenja poveznice koja nije butilna, d) uvodenja 2 supstituentana benzenski prsten CAD te
e) ukidanja para- supstitucije na benzenskom prstenu cimetne kiseline (Peres i sur., 2013a).
Daljnjim in vivo ispitivanjima najaktivnijih spojeva iz skupine u enkapsulaciji u imuno-PEG
liposomima potvrdeno je njihovo djelovanje (Moles i sur., 2017).

Ista istrazivacka skupina je istrazivala konjugate CAD sa tkivnim shizontocidom
primakinom ucinkovitim protiv jetrene faze parazita. lako su autori za takve konjugate
pretpostavili djelotvornost protiv vise zivotnih faza parazita, spomenuti spojevi su pokazali
isklju¢ivo djelotvornost protiv jetrene faze parazita, u mikromolarnom rasponu vrijednosti
(Peres i sur., 2013b).

Povezivanje CAD s primakinom je istrazivala i istrazivatka skupina Zavoda za
farmaceutsku kemiju FBF-a (Pavi¢ i sur., 2016). Razvijeni su acilsemikarbazidni i amidni
derivati primakina s CAD koji su in vitro na Sest stani¢nih linija karcinoma imali 1Csp U
mikromolarnim koncentracijama, sto je ucinilo primakinske konjugate zanimljivima i za

neoplasti¢ne indikacije. Ista je grupa nedavno prijavila antipazmodijsku djelatnost derivata
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primakina i fumardiamida, diamida fumarne kiseline, strukturno slicnih CAD po fenilnom

prstenu i a, f-nezasi¢enom sustavu (Beus i sur., 2019).

1.3.  Organski azidi

Organski azidi su Siroko koristeni spojevi od svoga otkri¢a zbog visoke reaktivnosti i 1,3-
dipolarnoga karaktera unatoc¢ toksi¢nosti i eksplozivnosti. Strukturno, organski azidi su gradeni
od triju atoma duSika u linearnoj formi blago savinutoj, te pokazuju razli¢itu kemijsku
aktivnost: N1 atom moze djelovati kao nukleofil, dok N3 atom pokazuje elektrofilnu djelatnost.
Upravo ih 1,3-dipolarni karakter ¢ini posebno korisnima zato $to omogucuje reakcije
cikloadicije (Huisgen) s nezasi¢enim vezama koje daju triazoline, triazole i tetrazole. Od ostalih
znacajnijihreakcija, izdvajaju se reakcije s otpustanjem plinovitog duSika kojim nastaju visoko

reaktivni nitreni.

1.3.1. Primjenaorganskih azida
Brojne organske reakcije koje ukljucuju azide pronaSle su primjenu u sintetskim
procesima u podrucju biologije, kemije, medicine i poljoprivrede. Neki od poznatijih primjera
primjene azida su: Curtiusova reakcija preraspodjele, Schmidtova reakcija preraspodjele,
reakcije cikloadicije, reakcije C-H insercije posredovane nitrenima te reakcije redukcije azida
uvedenih zbog maskiranjaamino skupina. Curtiusova reakcija preraspodjele sluzi za dobivanje

izocijanataiz alkil iliaril acil azida migracijom supstituenta (Shema1).

o) .
AN R% -N, O=C=N +H,0 amin
= = N=NZ= ‘. ——— R—NH
R™ N, N=N o = €0, 2
izocijanat o

karbamat

Shema 1. Prikaz Curtiusove reakcije preraspodjele

Korisna je 1 pristupa¢na metoda jer se njome dodatkom vode mogu dobiti amini, a
dodatkom alkohola mogu se dobiti karbamati koji su dobre maskirajuée skupine amina.
Schmidtova reakcija preraspodjele je reakcija kojom tercijarni ili sekundarni alkilazidi u

kiselim uvjetima gube dusik eliminacijomili migracijom supstituenata (Shema 2).
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Shema 2. Prikaz Schmidtove reakcije preraspodjele

Sekundarni alkilazidi daju nesupstituirane imine, a tercijarni supstituirane imine. Da bi
se izbjegla upotreba azidne kiseline, reakcija se izvodi s alkilazidima i karbokationima ili
karbonilima; od sekundarnih karbokationa nastaju supstituirani imini, od stabilnih tercijarnih
karbokationa migracijom supstituenta nastaju iminijevi ioni, dok od karbonila migracijom
supstituenta nastaju amidi, tj. ako je rije¢ o intramolekulskoj reakciji, nastaju laktami, ¢esto
prisutni i bitni u farmaceutskoj kemiji. Zbog spomenutog 1,3-dipolarnog karaktera, organski

azidi mogu dati cikloadicijske produkte (Shema 3).
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Shema 3. Mehanizam reakcije azid-olefin [3+2] cikloadicije

U vecini slucajeva, rije€ je o reakcijamaizmedu azida 1 alkina kojim nastaju triazolini,
neotporni na zagrijavanje i kisele uvjete. Uslijed otvaranja prstena, ti f-diazoamini mogu dati
imine ili aziridine, ovisno o supstratima. Reakcija C-H insercije posredovana nitrenima pociva
na svojstvuazida da uslijed zagrijavanjaili fotoiradijacije otpustaju plinoviti dusik i nestabilne

visoko reaktivne nitrene (Shema 4).

\~ R
N—NEN ———» NH
/Y /
1 2 3
R szﬁv Nu

+— ..
R l\j—NzN—> R—N:
N, plin nitren

Shema 4. Reakcije otpustanja plinovitog dusika i tvorbe nitrena

Tom se reakcijom mogu uspostaviti C-N veze. Korisni primjeri su nastanak indola iz

ortho-azidostirena te nastanak karbazola iz biarilazida. Vazna primjena azida u organskoj
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sintezi je 1 u uvodenju 1 zaStiti amino skupina. Odabirom prikladnih uvjeta redukcije, iz azida

se mogu dobiti primarni amini u visokom iskoristenju (Shema5) (Tanimotoi sur., 2013).

NaBH, ili LiBH,/NiCl,
Zn/AcOH, Mg ili Ca/MeOH,
In/Nh,CI/EtOH,

LiAIH,, Sml,, CrCl,
hidrogenoliza
Staudingerova reakcija
propanditiol/baza
Lewisove kis./silani

radikali ili zracenje

S T

Ny

NaBH,/LiBH,
DIBAL-H
Grignardov reagens

Pd(0) cross coupling uvjeti

Shema 5. Tipi¢ni primjeri redukcije azida u amine i uvjeti koje azidi toleriraju
1.3.2. Primjeridobivanja organskih azida

Postoji nekoliko opéih metoda priprave organskih azida koje iskljucuju koristenje

hlapljivei toksi¢ne azidne kiseline.
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Shema 6. Primjeri reakcija dobivanja organskih azida

Na Shemi 6 prikazani su neki primjeri dobivanja organskih azida. Najc¢esce koriStena
metoda je Sn2 azidacijaalkil ili acil halida/sulfonatakoristenjem nukleofilnog NaN3 (2), dok je
za dobivanje aril azida rasirena Dutt-Wormallova reakcija u kojoj diazonijeva sol reagira sa
sulfonamidom daju¢i diazoaminosulfinat koji se hidrolizom prevodi u ciljani azid 1 sulfinsku
Kiselinu. Za prevodenje karboksilnih kiselina (b) i alkohola (c, d), ¢esto se koristi Shioiri
reagens DPPA (difenilfosforilazid) u bazi¢nim uvjetima. Kod zamjena hidroksilne skupine, kao
donor azida koriste se jo§ i cinkov azid (¢) i ADMP (2-azido-1,3-dimetilimidazolin
heksafluorofosfat) (d). Mitsunobu reakcijski uvjeti (PPhs; trifenilfosfin i azidokarboksilati
DEAD/ DIAD) su koristeni kod zamjene hidroksilne skupine alifatskih alkohola azidnom
skupinom s donorom DPPA ili cinkovim azidom (c). Nedostatak ove metode je taj sto je

potrebno izolirati zeljeni azid od trifenilfosfinoksida, nusprodukta PPhs. Opisana je i direktna
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reakcija pretvorbe bez Mitsunobu uvjeta uz Shioiri reagens ili ADMP u bazi¢nim uvjetima (d).
Upravo su Kitamura i sur. (2012.) za ADMP dokazali da je rije¢ o sigurnom i relativno
stabilnom donoru azidne skupine arilnim i alkilnim alkoholima ¢ime nastaju pripadajuéi azidi
u blagim reakcijskim uvjetimai lako se izoliraju od nusprodukta reakcije, 2-imidazolidinona
topljivog u vodi. Istrazivacka skupina je otkrila i da je najprikladnija baza za reakciju DBU
(1,8-diazabiciklo[5,4,0]undeka-7-en). Naime, s tim se reagensom reakcija prijenosa azida
izvodi u trajanju od 10 minuta na sobnoj temperaturi ili 0°C u THF-u uz visoko iskoristenje.
Azidi se mogu pripraviti i iz primarnih amina preko formacije diazonijeva kationa i zatim
nukleofilne azidacije (e), ¢ime se Cesto dobivaju arilni azidi (Sspomenuta Dutt-Wormallova
reakcija). Jos jedna metoda priprave azida iz primarnih amina je reakcija diazotransferne
azidacije (f) koja je donedavno bila problemati¢na zbog eksplozivnog i nestabilnog TfN3
(trifluorometansulfonilazid) reagensa. Medutim, to je rijeSeno pojavom novih i sigurnijih
reagensa poput ADMP-a i Goddart Borgerovog reagensa (imidazol-1-sulfonilazid). Zabiljezena
je 1 reakcija 1,4-adicije azida na a,p-nezasi¢ene karbonile koja ide preko eniminskog

meduprodukta u prisutnosti metansulfonske kiseline (g) (Tanimotoi sur., 2013).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Cilj ovog rada je sinteza i karakterizacija odabranih harmicina, hibridnih spojeva koji
povezuju dva farmakofora s antimalarijskim u¢inkom u jednu molekulu; B-karboline harminili
harmol te derivate cimetne kiseline (CAD). Za harmin je antimalarijski u¢inak dokazan in vitro
I in vivo, dok je za derivate cimetne kiseline otkriveno da pojacavaju u¢inak antimalarika kad

su kovalentno vezani za njih (Raji¢i sur., 2019.)

Farmakofori su u ovom slu¢aju povezani 1,2,3-triazolskim prstenom, poveznicom koja
je ujedno i bioizoster amidne veze. Taj se prsten inace zbog pogodnih svojstava (umjerena
dipolnost, sposobnost formiranja vodikovih veza s biomolekularnim metama, rigidna struktura,
stabilnost in vivo) uvodi u brojne lijekove gdje doprinosi njihovoj bioloskoj aktivnosti (Hou i
sur., 2012).

Primjenjena regioselektivna metoda sinteze ciljanih 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazola
je Cu (1) katalizirana organski azid-terminalni alkin 1,3-dipolarna cikloadicija (CUAAC) (Tireli
i sur., 2017). Derivati cimetne kiseline su iskoriSteni za pripremu azida, dok su harmini harmol
u reakcijama N- i O-propargiliranja iskoriSteni za dobivanje redom N i O-alkina.

U literaturi su opisani brojni primjeri molekulske hibridizacije kao jednog od pristupa
u racionalnom dizajniranju lijekova. Tom se strategijom povezuju dva ili viSe farmakofora
bioaktivnih supstanci rezultat ¢ega je nova molekula poboljsanih svojstava i u¢inkovitosti U
odnosu na roditeljske molekule (Viegas i sur., 2007).

Ucinkovit na¢in povezivanja molekula je i spomenuta cikloadicija katalizirana bakrom
() koja svojim znacajkama udovoljava veéini kriterija click kemije. Glavne su znacajke te
reakcije blagi rekacijski uvjeti bez nastanka toksi¢nih nusprodukata i nastanak
stereospecifiénog produkta koji se lako izdvaja iz reakcijske smjese u visokom iskoristenju
(Kolb i sur., 2001).

U ovom radu opisana je sinteza i karakterizacija dvaju novih N-supstituiranih triazolskih
derivata harmina i dvaju novih O-supstituiranih triazolskih derivata harmola s cimetnom
kiselinom i 4-klor-cimetnom kiselinom.

U daljnjim istrazivanjima, koja prelaze okvire ovog rada ispitat ¢e se antimalarijsko
djelovanje novih spojeva i to na eritrocitnu fazu P. falciparum (klorokin osjetljivi Pf3D7 i
klorokin-rezistentni PfDd2 sojevi) i na jetrenu fazu P. berghei. Toksi¢nost za humane stanice

ispitat ¢e se humanoj stani¢noj liniji hepatocelularnog karcinoma HepG2.
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3. MATERIJALII METODE

TaliSta (t;) su odredena na Stuart Melting Point Apparatus instrumentu (Barloworld
Scientific, UK) i nisu korigirana. Tijek reakcija i ¢isto¢a produkata praceni su tankoslojnom
kromatografijom (TLC). Za TLC su upotrijebljene silikagel ploce 60 Fzs4 (Merck, Njemacka),
te cikloheksan/etil-acetat/metanol (3:1:0,5), cikloheksan/etil-acetat (2:1 1 9:1) i
diklormetan/metanol (9,7:0,3 i 9,5:0,5) kao pokretne faze. Za kromatografiju na koloni kao
nepokretna faza koriSten je silikagel veli¢ine ¢estica 0,063-0,200 mm (Kemika, Hrvatska), uz
iste pokretne faze kao i u tankoslojnoj kromatografiji. Analizirani spojevi detektirani su UV
zra¢enjem (A= 254 nm) i parama joda.

IR spektri snimljeni su na FT-IR Perkin EImer Paragon 500 spektrometru (eng. Perkin
Elmer, SAD). *H i 13C NMR spektri snimljeni suna Bruker Avance Il HD (Bruker, SAD) kod
300, odnosno 400 MHz za *H i kod 75 odnosno 101 MHz za **C NMR. Uzorci su mjereni u
DMSO-ds otopinama na 20 °C u NMR cjevéicama od 5 mm. Kemijski pomaci dani su u ppm
u odnosu na tetrametilsilan (TMS) kao unutarnji standard. Spektri masa snimljeni su na HPLC-
MS/MS (engl. Agilent Technologies Triple Quadripole 6410, SAD).

Tionil-klorid, diklormetan, ledena octena kiselina, trietilamin (TEA), 4-klorocimetna
kiselina, cimetni alkohol, harmin, litij aluminij hidrid, bromovodi¢na kiselina, natrijev hidrid,
propargil bromid, cezijev karbonat, 2-azido-1,3-dimetilimidazolinheksafluorofosfat (ADMP) i
1,8-diazabiciklo[5,4,0]Jundeka-7-en (DBU) nabavljeni su od tvrtke SigmaAldrich (SAD), dok

su trietilamin (TEA) i bakrov (Il) acetat nabavljeni od tvtke Alfa-Aesar.

Harmol je pripremljen po prilagodenom literaturnom postupku iz harmina uz koristenje

smjese HBr/ledene octene kiseline u mikrovalnom reaktoru (Frédéricki sur., 2012).

Bezvodna otapala dobivena su sljede¢im postupcima. Bezvodni toluen: toluen je
ekstrahiran vodom, zatim je osuSen nad bezvodnim kalcijevim kloridom, destiliran i cuvan nad
natrijem. Bezvodni dimetilformamid (DMF): smjesa 1 L DMF-a i 100 mL bezvodnog toluena
destilirana je, pri ¢emu prvo destilira azeotropna smjesa toluena i vode, a zatim ¢isti DMF.
Cuvan je nad aktiviranim molekulskim sitima. Bezvodni diklormetan: diklormetan je
ekstrahiran vodom, susen iznad kalcijeva klorida i predestiliran. Bezvodni eter: eter je
ekstrahiran 3 puta otopinom kalcijevog klorida (w = 10 %), 1 puta otopinom sumporne kiseline
(w =5 %), 1 puta vodom, 1 puta otopinom natrijevog karbonata (w = 5 %) i 1 puta otopinom

zeljezovog(Il) sulfata (w = 5 %). Nakon toga eter je ispran do neutralnog pH, susen nad
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bezvodnim kalcijevim kloridom 24 h, predestiliran i ¢uvan nad elementarnim natrijem. Sve

ostale kemikalije bilesu p. a. ¢istoce.

3.1. Sintezaderivata harmina (1,2)
3.1.1. Sinteza harmola (1-metil-2,9-dihidropirido[3,4-b]indol-7-ona)
0,255 g harmina (1,2 mmol), 3 mL ledene octene kiselinei 1,5 mL 40 % otopine HBr stavljeni
su u jednofunkcijski mikrovalni reaktor na 130 °C, 150W i 20 min. Tijek reakcije je pracen
tankoslojnom kromatografijom uz eluent diklormetan/metanol (3:1). Reakcijska smjesa je
ubacena u 100 ml destilirane vode, potom zaluzena 5% otopinom NaOH do pH ~ 9. Ekstrakcija
je provedena 4 x 30 mL etil-acetata. Organski slojevi su sakupljeni, isprani vodom, suseni nad
bezvodnim natrijevim sulfatom, filtrirani i upareni pod snizenim tlakom. Sirovi harmol je

rastrljan u smjesi eterai diklormetana (3:1) i odsisan.
Iskoristenje: 0,198 g (83%).
t. 304-307 °C.

IR (KBr,v/ cm1): 3282, 2480, 1636, 1574, 1454, 1366, 1298, 1234, 1174, 1110, 990, 896, 838,
800.

ESI-MS: m/z 199.0 (M+1)*.

IH NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz): § 11,22 (s, 1H), 9,73 (s, 1H), 8,12 (d, 1H, J = 5,3 Hz), 7,94
(d, 1H, J = 8,5 Hz), 7,74 (d, 1H, J = 5,3 Hz), 6,91 (d, 1H, J = 2,0 Hz), 6,71 (dd, 1H, J = 8,5,
2,1 Hz), 2,70 (s, 3H).

13C NMR (DMSO-ds, 5 ppm, J/Hz): § 158,24, 142,27, 140,89, 137,59, 134,41, 127,51, 122,52,
113,87, 111,64, 109,65, 96,60, 20,24.

3.1.2. Sinteza 7-metoksi-1-metil-9-(prop-2-in-1-il)-9H-pirido[3,4-bJindola (1)
0,12 g harmina (1 mmol) je otopljeno u 4 mL suhog DMF-a. Pod atmosferom argona, dodano
je 0,108 g 60% natrijevog hidridau mineralnom ulju (2,7 mmol). Zatim je u reakcijsku smjesu
dokapano 0,284 mL 80% otopine propargil bromida u toluenu (3 mmol). Reakcijska smjesa je
mijeSana na sobnoj temperaturi pod atmosferom argona 2 h. Tijek reakcije je pracen
tankoslojnom kromatografijom. Po zavrSetku, reakcijska smjesa je prelivenana 50 ml vode i
ekstrahirana diklormetanom (4 x 30 ml). Organski slojevi su sakupljeni i isprani s vodom,

osuSeni nad bezvodnim natrijevim sulfatom i upareni pod snizenim tlakom. Nakon
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kromatografije na koloni uz pokretnu fazu sastava diklormetan/metanol (9,5:0,5) i rastrljavanja

u dietil eteru dobiven je konac¢ni produkt 1.
Iskoristenje: 0,138 g (55 %).

t; 147-149 °C.

ESI-MS: m/z 251.2 (M+1)".

IR (KBr,v/ cm™): 3270, 3064, 2118, 1616, 1568, 1494, 1450, 1402, 1340, 1294, 1254, 1226,
1192, 1170, 1138, 1042, 976, 1042, 976, 922, 830, 806, 722, 690, 648.

'H NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz): 6 8,0 (d, 1H, J = 5,2 Hz); 8,10 (d, 1H, J = 8,6 Hz); 7,88 (d,
1H, J=5,2 Hz); 7,33 (d, 1H, J = 2,1 Hz); 6,90 (dd, 1H, J = 8,6 Hz, 2,1 Hz); 5,45 (d, 2H, J =
2,3 Hz); 3,91 (s, 3H); 3,37 (t, 1H, J = 2,3 Hz); 3,05 (s, 3H).

13C NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz): § 160,72, 142,60, 141,09, 138,53, 134,40, 128,92,
122,50, 114,42, 112,29, 109,70, 93,83, 80,25, 75,59, 55,68, 34,22, 22,49.

3.1.3. Sinteza 1-metil-7-(prop-2-in-1-iloksi)-9H-pirido[3,4-b]indola (2)
0,198 g harmola (1 mmol) je otopljen u suhom DMF-u (4 ml). Pod atmosferom argona dodan
je cezijev karbonat (0,456 g, 1,4 mmol). Zatim je u rekacijsku smjesu dokapana 80% otopina
propargil bromida u toluenu (0,095 ml, 1,1 mmol). Reakcija je mijeSana na sobnoj temperaturi
i pod atmosferom argona u vremenskom trajanju od 2 sata. Tijek reakcije je pracen
tankoslojnom kromatografijom. Po zavrSetku, reakcijska smjesa je dodana u 50 ml vode.
Produkt je ekstrahiran diklormetanom (4 x 30 ml). Organski slojevi su sakupljeni, isprani s
vodom, osuseni nad bezvodnim natrijevim sulfatom i upareni pod snizenim tlakom. Nakon
kromatografije na koloni uz pokretnu fazu sastava diklormetan/metanol (9,7:0,3; 9,5:0,5) i

rastrljavanjau dietil eteru dobiven je kona¢ni produkt 2.
Iskoristenje: 0,132 g (56 %).

t; 159-161 °C.

ESI-MS: m/z 237.2 (M+1)".

IR (KBr,v/ cm™): 3272, 3068, 2960, 2868, 2774, 2118, 1632, 1566, 1484, 1454, 1328, 1276,
1166, 1136, 1108, 1070, 1024, 948, 816, 704, 684.

31



'H NMR (DMSO-dg, 6 ppm, J/Hz): 6 11,55 (s, 1H); 8,17 (d, 1H, J = 5,3 Hz); 8,10 (d, 1H, J =
8,7 Hz); 7,85 (d, 1H, J = 5,3 Hz); 7,13 (d, 1H, J = 2,1 Hz); 6,89 (dd, 1H, J = 8,7 Hz, 2,3 Hz);
4,93 (d, 2H, J = 2,3 Hz); 3,64 (t, 1H, J = 2,3 Hz); 2,74 (s, 3H).

13C NMR (DMSO-ds, 8 ppm, J/Hz): 6 157,94, 141,67, 141,33, 137,59, 134,60, 127,17,
122,68, 115,35, 112,06, 109,55, 96,00, 78,44, 55,75, 20,22.

3.2.  Sintezaetil (E)-3-(4-klorofenil)prop-2-enoata
Otopina 4-klorocimetne kiseline (0,3 mmol), 1,1 mL tionil klorida (1,78 g, 0,015 mol) i dvije
kapi DMF-a u suhom toluenu mijesana je na sobnoj temperaturi 1 sat. Otapalo je upareno pod
snizenim tlakom i dva puta napareno kako bi se uklonio preostali tionil klorid. Dobiveni sirovi
produkt kiselinskog klorida otopljen je u suhom diklormetanu i ta otopina je dokapana u otopinu
TEA (0.304 g, 0.3 mmol) u 5 ml apsolutnog etanola. Reakcijska smjesa mijeSana je 1 sat na
sobnoj temperaturi. Otapala su uparena pod snizenim tlakom. Ostatak je otopljen u 30 ml
smjese etil-acetat/voda (1:1). Organski sloj je ekstrahiran vodom (2 x 30 ml), osuSen nad
bezvodnim natrijevim sulfatom, filtriran i uparen pod sniZenim tlakom. Dobiveni ester je

koristen u idu¢em koraku bez daljnjeg ¢iS¢enja.

3.3.  Sinteza (4-klorofenil)metanola (4)

Smjesi etil (E)-3-(4-klorofenil)prop-2-enoata 0,061 g (0,29 mmol) u suhom dietil eteru, dodan
je LiAIH4 (1,0 mmol) u atmosferi zasi¢enoj argonom na -5 °C. Reakcijska smjesaje mijeSana
tri sata na -5 °C te je prekinuta dodatkom 20 mL vode i zakiseljena 1 % otopinom HCI do
prestanka pjenjenja. Ekstrahirana je etil-acetatom (2 x 20 ml). Organski slojevi su isprani
vodom, osuseni nad bezvodnim natrijevim sulfatom i upareni pod sniZzenim tlakom. Nakon
kromatografije na koloni uz pokretnu fazu sastava cikloheksan/etil-acetat (2:1) dobiven je
alkohol 4.

3.4.  Opdi postupak za sintezu CAD azida (5a,b) (Kitamurai sur., 2012)
Otopini odgovarajuceg alkohola (spoj 4 ili cimetni alkohol 3; 0,5 mmol) u suhom THF-u dodani
suna0 °C 0,171 g ADMP-a (0,6 mmol) i 0,097 mL DBU (0,099 g, 0,65 mmol). Reakcijska
smjesa je mijeSana 10 minuta na 0 °C, razrijedena zasi¢enom otopinom NHsCl (20 mL) i
ekstrahirana diklormetanom (2 x 30 ml). Organski slojevi su sakupljeni i ekstrahirani

zasi¢enom otopinom NaCl-a (2 x 30 ml), osuseni nad bezvodnim natrijevim sulfatom, filtrirani
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i upareni pod snizenim tlakom. Nakon kromatografije na koloni uz pokretnu fazu sastava

cikloheksan/etil-acetat (9:1) dobiveni su azidi 5 u obliku uljastih produkata.

3.4.1. [(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]benzen (5a)
Koli¢ina cimetnog alkohola 3: 0,067 g.
Iskoristenje: 0,054 g (68 %).
IR (film, v/ cm): 3027, 2926, 2100, 1493, 1448, 1351, 1236, 967, 883, 746, 693.
'H NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz): 6 7,51-7,28 (m, 5H); 6,71 (d, 1H, J =15,8 Hz); 6,44-6,34
(m, 1H); 4,04 (d, 2H, J =6,5 Hz).
13C NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz): 6 136,31, 134,24, 129,16, 128,53, 127,00, 123,56, 52,60.

Sinteza 1-[(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]-4-klorobenzena (5b)

Kolic¢ina alkohola 3: 0,084 g.

Iskoristenje: 0,070 g (72 %).

IR (film,v/cm): 3034, 2927, 2855, 2100, 1594, 1492, 1255, 1091, 1013, 968, 844, 796.

IH NMR (DMSO-ds, 5 ppm, J/Hz): & 7,56-7,50 (m, 2H), 7,45-7,39 (m, 2H), 6,70 (d, 1H, J =
15,9 Hz), 6,46-6,39 (m, 1H), 4,05 (dd, 2H, J = 6,5, 1,2 Hz).

13C NMR (DMSO-ds, 6 ppm, J/Hz): 5 134,84, 132,43, 132,27, 128,68, 128,27, 124,23, 52,02.

3.5.  Opdi postupak sinteze N-supstituiranih triazolskih derivata harminai cimetne
kiseline (6a,b)
Otopini spoja 1 (0,05 g, 0,2 mmol) i odgovarajucegazida (5a,b; 0,22 mmol) u 6 mL metanola
dodan je Cu (II) acetat (0,0 lmmol). Reakcijska smjesa je mijeSana 20 sati na sobnoj

temperaturi. Otapalo je upareno pod snizenim tlakom.

3.5.1. Sinteza 4-({7-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-9-il}metil)-1-[ (2E)-3-
fenilprop-2-en-1-il)]-1H-1,2,3-triazola (6a)
Koli¢ina azida 5a: 0,035 g.
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Nakon kromatografije na koloni uz pokretnu fazu sastava diklormetan/metanol (9,7:0,3;

9,5:0,5) dobiven je konaéni produkt 6a.

Iskoristenje: 0,052 g (64 %).
t; 202-203 °C.

ESI-MS: m/z 410.1 (M+1)*.
IR (KBr,v/ cmY): 3122, 3079, 2935, 1621, 1570, 1496, 1450, 1404, 1343, 1253, 1218, 1177,
1129, 1096, 1049, 973, 924, 848, 817, 771, 740, 697.

IH NMR (DMSO- ds, § ppm, J/Hz) 6 8,19 (d, 1H, J = 5,2 Hz), 8,11 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 8,02
(s,1H), 7,91 (d, 1H, J=5,2 Hz), 7,40-7,23 (m, arom., 6H), 6,89 (dd, 1H, J = 8,6, 2,1 Hz), 6,54-
6,40 (m, 2H), 5,90 (s, 2H), 5,09 (d, 2H, J = 5,4 Hz), 3,88 (s, 3H), 3,06 (s, 3H).

13C NMR (DMSO- dg, 6 ppm, J/Hz) 5 160,69, 144,06, 142,84, 140,96, 137,66, 135,65, 134,60,
133,35, 128,77, 128,67, 128,11, 126,49, 123,75, 122,91, 122,50, 114,42, 112,37, 109,50, 94,12,
55,65, 51,25, 39,73, 22,97.

3.5.2. Sinteza 4-({7-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-9-il}metil)-1-[(2E)-3-(4-
klorofenil)prop-2-en-1-il)]-1H-1,2,3-triazola (6b)
Koli¢ina azida 5b: 0,043 g
Nakon kromatografije na koloni uz pokretnu fazu sastava cikloheksan/etil-acetat/metanol

(3:1:0,5) i rastrljavanjemu dietil eteru dobiven je konacni produkt 6b.
Iskoristenje: 0,050 g (56 %).
t, 177-178 °C.

ESI-MS: m/z 444.2 (M+1)*.
IR (KBr,v/ cm): 3126, 3048, 3000, 2930, 2836, 1626, 1562, 1510, 1450, 1408, 1324, 1252,
1224, 1168, 1136, 1044, 970, 924, 846, 816, 738.

'H NMR (DMSO- ds, 5 ppm, J/Hz) & 8,18 (d, 1H, J = 5,2 Hz), 8,09 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 8,00
(s, 1H), 7,87 (d, 1H, J = 5,2 Hz), 7,43-7,36 (m, 4H), 7,34 (d, 1H, J = 2,1 Hz), 6,89 (dd, 1H, J =
8,6, 2,2 Hz), 6,52-6,46 (m, 2H), 5,89 (s, 2H), 5,09 (d, 2H, J = 4,8 Hz), 3,88 (s, 3H), 3,04 (s,
3H).
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13C NMR (DMSO- ds, & ppm, J/Hz) 5 160,54, 144,12, 142,66, 141,12, 138,08, 134,65, 134,62,
132,47, 131,98, 128,64, 128,22, 128,53, 124,80, 122,90, 122,38, 114,48, 112,25, 109,31, 94,13,
55,61, 51,15, 39,73, 23,23.

3.6.  Opdi postupak sinteze O-supstituiranih triazolskih derivata harmolai cimetne
kiseline (7a,b)
Otopini 0,047 g spoja 2 (0,2 mmol) i odgovarajuc¢egazida 5 (0,22 mmol) u 6 mL metanola je
dodan Cu (I) acetat ( 0,01 mmol). Reakcijska smjesaje mijesana 20 sati na sobnoj

temperaturi. Otapalo je upareno pod snizenim tlakom.

3.6.1. Sinteza 4-[({1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-7-il}oksi)metil]-1-[(2E)-3-fenilprop-
2-en-1-il]-1H-1,2,3-triazola (7a)
Koli¢ina azida 5a: 0,035g .

Nakon kromatografije na koloni uz pokretnu fazu sastava diklormetan/metanol (9,5:0,5)

dobiven je konacni produkt 7a.

Iskoristenje: 0,029 g (37 %).

t; 133-134 °C.

ESI-MS: m/z 396.3 (M+1)".

IR (KBr, v/ cm™): 1630, 1560, 1450, 1422, 1328, 1278, 1216, 1172, 1052, 1008, 968, 804,
772,692, 650.

'H NMR (DMSO- ds, & ppm, J/Hz) 11,47 (s, 1H), 8,30 (s, 1H), 8,15 (d, 1H, J =4,4 Hz), 8,06
(d, 1H, J =8,7 Hz), 7,80 (d, 1H, J = 5,1 Hz), 7,44-7,26 (m, 5H), 7,18 (d, 1H, J = 2,0 Hz), 6,90
(dd, 1H, J=8,7,2,1 Hz), 6,64-6,47 (m, 2H), 5,29 (s, 1H), 5,21 (d, 2H, J = 5,7 Hz), 2,72 (s, 3H).
13C NMR (DMSO- dg, 6 ppm, J/Hz) 5 158,72, 143,00, 141,76, 141,32, 137,72, 135,68, 133,58,

128,61, 128,08, 127,11, 126,51, 124,42, 123,64, 122,56, 115,13, 111,89, 109,46, 95,93, 61,51,
51,30, 20,27.
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3.6.2. Sinteza 1-[(2E)-3-(4-klorofenil)prop-2-en-1-il]-4-{1-metil-9H-pirido[3,4-
blindol-7-il}oksi)metil]-1H-1,2,3-triazola (7b)
Koli¢ina azida 5b: 0,043 g.
Nakon kromatografije na koloni uz pokretnu fazu sastava cikloheksan/etil-acetat/metanol

(1:1:0,3), te rastrljavanjemu dietil eteru, dobiven je kona¢ni produkt 7b.

Iskoristenje: 0,040 g (47 %).
t; 216-218 °C.

ESI-MS: m/z 430.2 (M+1)*.

IR (KBr,v/ cm™): 3135, 3100, 3080, 2959, 2874, 2758, 1627, 1567, 1486, 1438, 1415, 1392,
1325, 1277, 1238, 1222, 1175, 1134, 1104, 1070, 1053, 1033, 1015, 969, 826, 809, 743, 695.

LH NMR (DMSO- ds, 5 ppm, J/Hz) & 11,49 (s, 1H), 8,30 (s, 1H), 8,16 (d, 1H, J = 5,3 Hz), 8,07
(d, 1H, J=8,7 Hz), 7,82 (d, 1H, J = 5,3 Hz), 7,46 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 7,36 (d, 2H, J = 8,6 Hz),
7,19 (d, 1H, = 2,1 Hz), 6,91 (dd, 1H, J = 8,7,2,2 Hz), 6,62-6,56 (m, 2H), 5,30 (s, 2H), 5,21
(d, 2H, J = 4,9 Hz), 2,73 (s, 3H).

13C NMR (DMSO- ds, 5 ppm, J/Hz) § 158,79, 143,02, 141,83, 141,30, 137,61, 134,67, 134,59,
132,52, 132,25, 128,66, 128,29, 127,23, 124,74, 124,58, 122,69, 115,11, 112,02, 109,57, 95,87,
61,47, 51,27, 20,25.
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4. REZULTATII RASPRAVA

Harmin je p-karbolinski alkaloid raznolikog farmakoloskog djelovanja. Od osobitog
interesa je antiplazmodijski u¢inak nekih sinteti¢kih derivata ovog spoja, koji su do danas
nedovoljno istrazeni. Za cimetnu Kiselinu i derivate je poznato da in vitro pojacavaju
antiplazmodijski uc¢inak 4- i 8-aminokinolinskih antimalarika kad su kovalentno povezani
(Perezi sur., 2012).

U literaturi su opisani brojni primjeri molekulske hibridizacije kao jednog od pristupa
u racionalnom dizajniranju lijekova. Tom se strategijom povezuju dva ili viSe farmakofora
bioaktivnih supstanci, sto rezultira novom molekulom poboljsanih svojstava i u¢inkovitosti u
odnosu na roditeljske molekule (Viegas i sur., 2007). Stoga su sintetizirane serije novih
potencijalno bioloski aktivnih hibrida harmina i derivata cimetne kiseline regioselektivnom 1,3-
dipolarnom cikloadicijom terminalnih alkinai organskih azida.

U ovom radu opisana je sinteza i karakterizacija cetiriju novih, u literaturi dosad
neopisanih 1,2,3-triazolskih derivata harminai cimetne kiseline; N-supstituiranih triazolskih
derivata harmina i cimetne (6a), odnosno 4-klorocimetne kiseline (6b), te O-supstituiranih
triazolskih derivata harmolai cimetne (7a), odnosno 4-klorocimente kiseline (7b).

Za sintezu tih derivata odabran je reakcijski put koji ukljucuje prevodenje harmina u N-
propargilirani oblik 1, odnosno harmola u O-propargilirani oblik 2. Spojevi 1 1 2 s azidima
derivata cimetne kiseline (5a,b) u reakciji Huisgenove cikloadicije daju konac¢ne 1,2,3-
triazolske derivate harmina i cimetne kiseline (6a,b i 7a,b).

Pocetni spoj u sintezi O-derivata bio je harmol koji je dobiven reakcijom O-demetilacije
harmina, uz ledenu octenu kiselinu i 47 % otopinu HBr u jednofunkcijskom mikrovalnom
reaktoru na 130 °C kroz 20 min (Shema 7.) Sintetski postupak je preuzet iz rada Frederick i
sur., 2012, uz prilagodbu uvjeta reakcije; koriStenjem mikrovalnog reaktora ova reakcija je
provedena kroz 20 min umjesto 48 sati koliko je bilo vrijeme trajanja reakcije iz spomenutog
rada bez primjene mikrovalnog reaktora. VVodena otopina harmola zaluzena je otopinom 5%-
tne NaOH do pH 9. Harmol je u obliku baze te je topljiv u organskoj fazi, tj. etil-acetatu.
Sakupljene organske slojeve potrebno je naknadno ekstrahirati vodom.

Reakcija propargiliranja harmola provodi se u suhom DMF-u, polarnom i aproti¢nom
otapalu. Bazi¢ni cezijev karbonat (1,4 eq) sluzi za deprotoniranje fenolne skupine ¢ime nastaje
fenoksidni meduprodukt koji je jaci nukleofil od sekundarnog amina u heterociklickom prstenu.
Zatim se dokapava otopina alkilirajué¢eg agensa, propargil-bromida (1 eq), pri istim reakcijskim
uvjetima, u trajanju od dva sata. U ovom slucaju je jako vazno da se otopina propargil-bromida
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ne doda u suvisku jer u tom slu¢aju dolazi do supstitucije i na indolskom prstenu harmola.
Dobiveni produkt bio je dominantno O-propargilirani harmol, uz malu koli¢inu N,O-bis
propargiliranog harmola, koji je u ovom slu¢aju nusprodukt. Ako bi se u reakciju dodalo 2 eq
deprotonirajuceg i alkilirajuéeg agensa nastao bi gotovo iskljuc¢ivo N,O-bis-propargilirani
derivat. Reakcija O-alkiliranja, u kojoj dolazi do nukleofilnog napada fenoksidne skupine
harmola na elektronima siromasni dio molekule alkiliraju¢eg agensa potpomognuta slabom
bazom, cezijevim karbonatom, klasi¢ni je primjer Williamsonove reakcije sinteze etera. Izbor
cezijevog karbonata je omoguéio brzo provodenje reakcije u blagim uvjetima §to ga Cini
prakti¢nom i prikladnom alternativom ostalim metodama O-alkilacije, koje ¢esto ukljucuju
agresivnije uvjete, duze reakcije, manje prinose i skuplje reagense (Flessner i sur., 1999; Parrish
i sur., 1999). Dobiveni O-propargilirani harmol (2) je nakon izolacije i pro¢is¢avanja iskoristen
u daljnjim reakcijamasinteze.

Harmin je preveden u N-propargilirani oblik u reakciji N-alkiliranja potpomognutoj
snaznom bazom NaH. Kako je indolski dusik u neutralnom stanju slab nukleofil, potrebno ga
je aktivirati deprotoniranjem jakom bazom poput NaH ¢ime se dobije dobar nukleofilni anion
(Sundberg; 1996). Ostali reakcijski uvjeti su bili istovjetni reakciji O-alkiliranja harmola, a
dobiveni produkt (1) je nakon izolacije i pro¢is¢avanja iskoriSten u daljnjim reakcijama sinteze.

Derivati cimetne kiseline (CAD) su iskoriSteni za dobivanje azida u vise koraka.
Cimetni alkohol (3) je komercijalno dostupan te su time izbjegnute reakcije esterifikacije i

redukcije. U tom slu¢aju odgovarajuci azid (5a) dobiven je u jednom koraku (Shema 7.).

PFe CHy
N
N
7
N \« /
% N
N /

OH H.C
©v/\/ NG < ©\/\/N3

3 Sa

Shema 7. Sinteza azida 5a

4-Klorocimetnakiselina je u reakcijis tionil kloridom prevedena u kiselinski klorid vece
reaktivnosti od same kiseline. Kiselinski klorid je u drugom koraku reagirao s alkoholom dajuci
odgovarajuéi ester koji je bez proc¢is¢avanja koriSten u daljnjim rakcijama. U tre¢em koraku
esteru je dodan reducens LiAIHs u uvjetima koji su omogucili o¢uvanje dvostruke veze u
strukturi novonastalog alkohola; temperatura rekacijske smjese nije smijela prelaziti 0 °C.
Dobiveni alkohol (4) je nakon izolacijei pro¢iS¢avanjaiskoriSten za dobivanje odgovarajuceg

azida (Shema 9.)(5b).
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Alkoholi 31 4 u reakciji s 2-azido-1,3-dimetil-imidazolinheksafluorofosfatom (ADMP)
kao donorom azido skupine u prisutnosti bazi¢nog 1,8-diazabiciklo[5.4.0]Jundek-7-ena (DBU)
iskori$teni su za transformaciju u odgovarajuée azide 5. Glavne prednosti ovog tipa reakcije za
uvodenje azidne skupine arilnim i alkilnim alkoholima su: a) koristenje ADMP-a, sigurnog i
relativno stabilnog donora azidne skupine ¢ime nastaju pripadajuéi azidi u blagim reakcijskim
uvjetimakoji se lako izoliraju od nusprodukta 2-imidazolidinona topljivog u vodi i b) koristenje
baze DBU (1,8-diazabiciklo[5,4,0]undeka-7-en) s kojom je reakcija prijenosa azida moguca na
sobnoj temperaturi ili0°Cu THF-u za 10 minuta uz visoko iskoristenje (Kitamurai sur., 2012).
Obje reakcije su izvedene pri temperaturiod 0 °C (5a,b) u THF-u, te su se pokazale uspjesne.

Reakcijom propargiliranog harmina (1) ili harmola (2) s azidom odgovarajuceg derivata
cimetne kiseline (5a,b) dobiveni su konacni produkti, 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolski
derivati (6a,b i 7a,b).

Primjenjena regioselektivna metoda sinteze je Cu (I) katalizirana organski azid-
terminalni alkin Huisgenova 1,3-dipolarnacikloadicija (CUAAC), jedna od poznatijih reakcija
u click kemiji. Otkrice kataliti¢kog znacaja jednovalentnih iona Cu pokazalo se presudnim za
upotrebu ove metode. Upravo je primjena tih iona omogucéila favorizirano nastajanje 1,4-
disupstituiranih 1,2,3-triazolskih regioizomera, te je uz to povecala brzinu reakcije, prinos, te
je zbog snizavanje energije aktivacije omogucila njezino provodenje bez poviSenja temperature
(Tirelii sur.,2017). U nasim uvjetima, Huisgenova reakcija je izvedena na sobnoj temperaturi
u otopini metanola, uz in situ redukciju Cu(ll) acetata kao izvora Cu (I) iona. Shema 9 sazeto
prikazuje nastanak alkinskih reaktanata 1 i 2, kao i nastanak konaénih produkata 6a,b i 7a,b

Huisgenovom metodom sinteze.
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Shema 9. Sinteza novih derivata harmina

Uvodenje triazolskih prstenova u molekule je od osobitog interesa u farmaceutskoj
kemiji jer se pokazalo da su zbog aromatske stabilizacije otporni na kiselu/bazi¢nu hidrolizu i
razli¢ite reduktivne ili oksidativne uvjete, Sto ih Cini relativno otpornim na metabolicku
degradaciju. Postoje brojni primjeri 1,2,3-triazola zanimljivih bioloskih svojstava, poput
antibakterijskog, anti-HIV ili antialergijskog djelovanja. Takoder, poznati su brojni lijekovi
koji u svojoj strukturi sadrze i 1,2,3-triazolski prsten, koji doprinosi njihovoj bioloskoj
aktivnosti. Poznatiji primjeri ukljucuju antikonvulziv rufinamid, antibiotik cefalosporin prve
generacije cefatrizin i inhibitor p-laktamaze tazobaktam (Kategaonkar i sur., 2010).

U pripravi harmicina (6a,b i 7a,b) najvecu poteskoc¢u predstavljalo je proc¢iséavanje
produkata. Kao najbolji nacin proc¢iS¢avanjapokazala se kromatografijana koloni (nepokretna
faza silikagel, pokretna faza diklormetan/metanol 9,5:0,5 i 9,3:0,7 te cikloheksan/etil-
acetat/metanol 3:1:0,5 i 1:1:0,3). Cisti produkti 6b i 7b redom su dobiveni prekristalizacijom
iz smjese dietil etera i petroleteraili samo dietil etera.

Strukture novih i ranije opisanih spojeva odredene su uobicajenim analiti¢kim i
spektroskopskim metodama (IR, *H i 3C NMR, MS). Novim spojevima odredene su i

temperature talita.
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Tablica 3. Analiti¢ki i spektorskopski podaci i kemijski pomaciu ‘H i *C NMR

spektrima azida5a i 5b

R’ 9
’ N
g 4N\ °
5 3 1

Spoj 5a 5b

R H Cl

t: (°C) Ulje Ulje
Molekulska formula CoH11N3 CoH1oN3ClI
M, 161.20 195.65

IR (KBr,v/ cm™)

3027, 2926, 2100, 1493,
1448, 1351, 1236, 967, 883,
746, 693.

3034, 2927, 2855, 2100,
1594, 1492, 1255, 1091,
1013, 968, 844, 796.

'H NMR (DMSO-ds, 5 ppm,
JIHz):

7,51-7,28 (m, arom., 5H, 5-
9), 6,71 (d, 1H, 3, J = 15,8
Hz), 6,39 (dt, 1H, 2, J= 15,8,
6,5 Hz), 4,04 (d, 2H, 1, J =
6,5 Hz).

7,56-7,50 (m, arom., 2H,
59), 7,45-7,39 (m, arom.,,
2H, 6,8), 6,70 (d, 1H, 3, J =
15,9 Hz), 6,42 (dt, 1H, 2, J =
15,8, 6,5 Hz), 4,05 (dd, 2H,
1,J=6,5,1,2 Hz).

13C NMR (DMSO-ds, &
ppm, J/Hz):

136,31 (4), 13424 (2),
129,16 (6,8), 128,53 (3),
127,00 (59), 123,56 (7),
52,60 (1).

134,84 (4), 132,43 (7),
132,27 (2), 128,68 (5,9),
128,27 (6,8), 124,23 (3),
52,02 (1).
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Tablica 4. Analiti¢ki i spektorskopski podaci i kemijski pomaciu ‘H i *C NMR

spektrima harmola, N- i O-propargiliranih derivata harmina (1,2)

harmol

Spoj harmol 1 2
t; (°C) 304-307 147-148 159-161
Molekulska C12H10N20 C16H14N20 C15sH12N20
formula
M, 198.22 250.30 236.27
MS (m/z) 199.0 (M+1)* 251.2 (M+1)* 237.2 (M+1)*
IR (KBr,v/ | 3282,2480,1636,1574, | 3270,3064,2118,1616,1568, | 3272,3068, 2960, 2868,
em ) 1454,1366,1298,1234, | 1494,1450,1402,1340,1294, | 2774,2118,1632, 1566,
1174,1110,990,896, | 1254,1226,1192,1170,1138, | 1484,1454,1328,1276,
838, 800. 1042,976,1042, 976,922, 1166,1136, 1108, 1070,
830, 806, 722, 690, 648. 1024, 948,816,704, 684.
11,22 (s,1H,10),9,73(s, | 8,20(d,1H,7,J=5.2Hz), 11,55 (s, 1H, 10), 8,17 (d,
1H,14),8,12(d,1H,7,J | 8,10(d,1H,3,J=8,6 Hz), 1H,7,J =53 Hz), 8,10 (d,
'HNMR | =53Hz),7,94(d, 1H, 3, 7,88(d, 1H, 6, = 5,2 Hz), 1H,3,J=8,7Hz),7,85(d,
(DMSO-dg, | J=85Hz),7,74(d, 1H, 7,33(d, 1H,8, = 2,1 Hz), 1H,6,J =53 Hz), 7,13 (d,
5 ppm 6,J=53Hz),6,91(d, | 6,90(dd,1H,2,J=8,6Hz,2,1 | 1H, 12,J= 2,1 Hz),6,89 (dd,
JHZ) 1H,12,J=2,0Hz),6,71 | Hz),545(d,2H,1",J=2,3 1H,2,J=8,7Hz, 2,3 Hz),
Z).

(dd,1H,2,1=85,2,1
Hz), 2,70 (s, 3H, 13).

Hz),3,91 (s, 3H, 14), 3,37 (t,
1H, 3',J = 2,3 Hz), 3.05 (s,
3H, 13).

4,93 (d,2H,1',J = 2,3 Hz),
3,64 (t, 1H, 3',J = 2,3 Hz),
274 (s,3H, 13).
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13c NMR | 14089 (11), 137,59 (7),

(DMSO-ds, 134,41 (9), 127,51 (4),

12252 (3), 113,87 (5),

SPPM. | 11164 (6), 109,65 (2),
JIHZ): | 96,60 (12), 20,24 (13).

158,24 (1), 142,27 (8),

160,72 (1), 142,60 (8), 141,09
(11), 138,53 (7), 134,40 (9),
128,92 (4), 122,50 (3), 114,42
(5), 112,29 (6), 109,70 (2),
93,83 (12), 80,25, 75,59 (2'),
55,68 (14), 34,22 (1)), 22,49

157,94 (1),141,67 (8), 141,33
(11), 137,59 (7), 134,60 (9),
127,17 (4),122,68(3),11535
(5), 112,06 (6), 109,55 (2),
96,00 (12), 78,44 (2'), 55,75
(1'),20,22 (13).

(13).

Tablica 5. Analiticki i spektorskopski podaci N-supstituiranih triazolskih derivata

harmina6ai 6b

IR (KBr,v/ cm™)

Spoj 6a 6b
R H Cl
t, (°C) 202-203 °C 177-178 °C
Molekulska formula Ca5H25N50 Co5H24CINsO
M 411,50 445,94
MS (m/z) 410,1 (M+1)". 444.2 (M+1)*.
3122, 3079, 2935, 1621, | 3126, 3048, 3000, 2930,
1570, 1496, 1450, 1404, | 2836, 1626, 1562, 1510,

1343, 1253, 1218, 1177,
1129, 1096, 1049, 973, 924,
848, 817, 771, 740, 697.

1450, 1408, 1324, 1252,
1224, 1168, 1136, 1044, 970,
924, 846, 816, 738.

Tablica 6. Analiticki i spektorskopski podaci O-supstituiranihtriazolskih derivata

harmina7ai 7b

Spoj 7a 7b
R H Cl
t; (°C) 133-134 °C 216-218 °C
Molekulska formula Co5H22N4O C25H2:CIN4O
M; 394,47 428,91
MS (m/z) 396,3 (M+1)* 430.2 (M+1)*.
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IR (KBr,v/ cm™)

1630, 1560, 1450, 1422
1328, 1278, 1216, 1172
1052, 1008, 968, 804, 772
692, 650.

3135, 3100, 3080, 2959,
2874, 2758, 1627, 1567,
1486, 1438, 1415, 1392,
1325, 1277, 1238, 1222,
1175, 1134, 1104, 1070,
1053, 1033, 1015, 969, 826,
809, 743, 695.
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Tablica 7. Kemijski pomaci u *H i *C NMR spektrima N-supstituiranih triazolskih

derivata harmina 6ai 6b

Spoj

!H NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz):

13C NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz):

6a

8,19 (d, 1H, 7, J=5,2 Hz), 8.11 (d, 1H,
3,J=8,6 Hz), 8,02 (s, 1H, 3, 7,91 (d,
1H, 6, J = 52 Hz), 7,40-7,23 (m,
arom., 6H, 8'-12', 8), 6,89 (dd, 1H, 2, J
= 8,6, 2,1 Hz), 6,54-6,40 (m, 2H, 5/,
6, 5,90 (s, 2H, 1), 5,09 (d, 2H, 4', J =
5.4 Hz), 3,88 (s, 3H, 14), 3,06 (s, 3H,
13).

160,69 (1), 144,06 (2'), 142,84 (8),
140,96 (11), 137,66 (7), 135,65 (9),
134,60 (7, 133,35 (5), 128,77 (4),
128,67 (9',11'),128,11 (6"), 126,49 (8,
12", 123,75 (10), 122,91 (3), 122,50
(3), 114,42 (5), 112,37 (6), 109,50 (2),
94,12 (12), 55,65 (14), 51,25 (4),
39,73 (1), 22,97 (13).

6b

8,18 (d, 1H, 7, J=5,2 Hz), 8,09 (d, 1H,
3,J=8,6 Hz), 8,00 (s, 1H, 3, 7,87 (d,
1H, 6, J = 5,2 Hz), 7,43-7,36 (m, 4H,
8,9, 11", 12", 7,34 (d, 1H, 8,3 =2,1
Hz), 6,89 (dd, 1H, 2, J = 8,6, 2,2 Hz),
6,52-6,46 (m, 2H, 5', 6"), 5,89 (s, 2H,
1'),5,09 (d, 2H, 4', J = 4,8 Hz), 3,88 (s,
3H, 14), 3,04 (s, 3H, 13).

160,54 (1), 144,12 (2'), 142,66 (8),
141,12 (11), 138,08 (7), 134,65,
134,62 (7', 9), 132,47 (10, 131,98
(5'), 128,64, 128,22 (8', 9', 11, 12),
128,53 (4), 124,80 (6'), 122,90 (3),
122,38 (3), 114,48 (5), 112,25 (6),
109,31 (2), 94,13 (12), 55,61 (14),
51,15 (4'), 39,73 (1), 23,23 (13).
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Tablica 8. Kemijski pomaci u *H i *C NMR spektrima O-supstituiranih triazolskih
derivataharmina7ai 7b

Spoj | *H NMR (DMSO-dg, 6 ppm, J/Hz): 13C NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz):

11,47 (s, 1H, 10), 8,30 (s, 1H, 3), | 158,72 (1), 143,00 (2'), 141,76 (8),
8,15 (d, 1H, 7, J = 4,4 Hz), 8,06 (d, | 141,32 (11), 137,72 (7), 135,68 (9),
1H, 3,J=8,7 Hz), 7,80 (d, 1H, 6,J = | 133,58 (5'), 128,61 (9'11), 128,08
5.1 Hz), 7,44-7,26 (m, 5H, 8-12), | (10'), 127,11 (4), 126,51 (8',12"), 124,42
7,18 (d, 1H, 12, J=2,0 Hz), 6,90 (dd, | (3"), 123,64 (6"), 122,56 (3), 115,13 (5),
1H, 2, J = 8,7,2,1 Hz), 6,64-6,47 (m, | 111,89 (6), 109,46 (2), 95,93 (12),
2H, 5', 6, 5,29 (s, 1H, 1'), 5,21 (d, | 61,51 (1), 51,30 (4'), 20,27 (13).

2H, 4', 3 =5,7 Hz), 2,72 (s, 3H, 13).
11,49 (s, 1H, 10), 8,30 (s, 1H, 3), | 158,79 (1), 143,02 (2), 141,83 (8),
8,16 (d, 1H, 7, J = 5,3 Hz), 8,07 (d, | 141,30 (11), 137,61 (7), 134,67, 134,59
1H, 3,J=8,7 Hz), 7,82 (d, 1H, 6, J = | (7',9), 132,52 (10"), 132,25 (5”), 128,66,
53 Hz), 7,46 (d, 2H, 8, 12", J = 8,6 | 128,29 (8,9',11',12), 127,23 (4),
D 1 Hz),7,36 (d, 2H, 9', 11", J = 8,6 Hz), | 124,74, 12458 (3'6), 122,69 (3),
7,19 (d, 1H, 12,3 =2,1 Hz), 6,91 (dd, | 115,11 (5), 112,02 (6), 109,57 (2),
1H, 2,J = 8,7,2,2 Hz), 6,62-6,56 (m, | 95,87 (12), 61,47 (1'), 51,27 (4"), 20,25
2H, 5', 6'), 5,30 (s, 2H, 1'), 5,21 (d, | (13).

2H, 4', J = 4,9 Hz), 2,73 (s, 3H, 13).

7a

Besplatna web aplikacija SwissADME je koristena za izra¢un molekulskih (fizicko-kemijskih)
deskriptora na osnovu kojih je napravljena ra¢unalna predikcija farmakokineti¢kih svojstva.
Dokazano je da rana procjena farmakokineti¢kih parametara u istrazivanju lijekova znac¢ajno

smanjuje udio promasaja u klinic¢koj fazi. Kako je preferirani nacin primjene lijeka oralni, od
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novosintetiziranog lijeka se o¢ekuje dobra oralna bioraspolozivost koja je posljedica apsorpcije
lijeka iz gastrointestinalnog trakta. Stoga su postavljeni algoritmi koji uvidom u fizic¢ko-
kemijske parametre predvidaju oralnu bioraspolozivost lijeka. Uz izuzetke, vecina oralno
aktivnih lijekova, zadovoljava Lipinskijevo pravilo 5. Prema Lipinskiju, da bi molekula bila
dobre oralne bioraspolozivosti, treba imati relativnu molekulsku masu manju od 500, ne smije
sadrzavati viSe od 5 donora vodikovih veza, ne smije sadrzavati vise od 10 akceptora vodikovih
veza te izraCunata vrijednost logaritma particijskog koeficijenta (log P) mora bit manja od 5
(izmedu -1 do +5) (Lipinski i sur., 1997). Cesto se primjenjuju i Veberova pravila koja
zahtjevaju: polarnost povrsine (zbroj donora i akceptora vodikovih veza) ne vecu od 12, broj
rotiraju¢ih veza ne vecih od 10 i topolosku ploStinu zone polarne povrSine (TPSA) manju od
140 A2 (Veber i sur., 2002). Tablica 8. nudi prikaz navedenih parametara za konaéne produkte

iz ovog rada; 6a,b i 7a,b.

Tablica 9. Pregled parametara izrac¢unatih putem web aplikacije SwissADME

Spoj 6a 6b 7a 7b
log P 3,70 3,99 3,71 4,03
Broj donora 0 0 1 1

vodikove veze
Broj akceptora 4 4 4 4

vodikove veze
Zbroj donora i

akceptora vodikove 4 4 S 5
veze
Broj rotirajucih veza 7 7 6 6
TPSA* (A?) 57,76 57,76 62,63 62,63
Lipinskijeva pravila 4/4 4/4 4/4 4/4
Veberova pravila 3/3 3/3 3/3 3/3

Prema podacima iz Tablice 8., svi spojevi zadovoljavaju i Veberova i Lipinskijeva

pravila pa im se predvida dobra oralna bioraspoloZzivost.

Graficki prikaz Bioavailability radar Sest fizicko-kemijskih svojstava koja utje¢u na

oralnu bioraspolozivost preuzet je s aplikacije SwissADME (Slika 24.).
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6a 6b

LIPO LIPO
FLEX SIZE FLEX SIZE
INSATU POLAR INSATU POLAR
INSOLU INSOLU
7a 7b
LIPO LIPO
FLEX SIZE FLEX SIZE
INSATU POLAR INSATU POLAR
INSOLU INSOLU

Slika 24. Bioavailability radar novosintetiziranih spojeva 6a,b i 7a,b (preuzetos
http://www.swissadme.ch)

Prikaz sa Slike 24. smjesta svaki fizicko-kemijski parameter u jedan vrh Sesterokuta,
unutar kojega je ruzicastim podruc¢jem odreden optimalan raspon svakog parametra. Parametri
ukljuceni u prikaz su: lipofilnost, veli¢ina molekule, polarnost, netopljivost, nezasi¢enost i
fleksibilnost. Lipofilnost (LIPO) je predstavljena vrijedno$¢u logaritma particijskog
koeficijenta, te propisuje vrijednosti od -0,7 do 5. Veli¢ina molekule (SIZE) je predstavljena
molekulskom masom, propisuje vrijednosti izmedu 150 i 500 g/mol. Polarnost molekule
(POLAR) je predstavljena topoloskom plostinom zone polarne povrSine (TPSA) odredene
izmedu 20 i 130 A2. Netopljivost (INSOLU) je predstavljenanegativnim logaritmom molarne
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topljivosti, i ne smijebiti ve¢a od 6. Nezasi¢enost (INSATU) je predstavljenaudjelom ugljika
u sp? hibridizaciji u odnosu na ukupan broj ugljika, te ne smije biti manjaod 0,25. Fleksibilnost
(FLEX) je predstavljenabrojem rotiraju¢ih veza, i ne smije biti ve¢a od 9 (Daina i sur., 2017).
Od sest parametara uzetih u obzir, niti jedan ne zadovoljava sve Kriterije, spojevi 6a,b i 7a ne
zadovoljavajunezasi¢enost molekule (0,24; 0,24; 0,16), dok spoj 7b uz nezasi¢enost molekule
(0,16) ne zadovoljava i netopljivost (6,41) (Slika 24.).

Graficki prikaz Boiled EGG model predvida farmakokineticke parametre poput
gastrintestinalne apsorpcije i mozdane penetracije na osnovu fizicko-kemijskih parametara
lipofilnosti i polarnosti molekule (Slika 25.). Za molekule ozna¢ene crvenom tockom, prikaz
ukazuje da nisu supstrati P-glikoproteina, dok za molekule oznacene plavom to¢kom ukazuje
da jesu supstrati P-glikoproteina. P-glikoproteini su membranski proteini ukljuceni u transport
brojnih spojeva te su izrazenije prisutni u tankom crijevu, jetri, bubrezima, i krvno mozdanoj
barijeri. Specific¢ni su za vrlo Siroki niz supstrata, te stoga mogu prenositi/istisnuti veliki broj
lijekova. Oni se protive unutarstanicnom nakupljanju molekula lijeka koje su im supstrati
istiskujuéi ih natrag iz stanice, u lumen crijeva ili u krvotok, ometajuci na taj nacin bilo
apsorpciju ili ciljano djelovanje lijeka supstrata. Primjerice, prekomjerna ekspresija P-
glikoproteina u tumorskim stanicama je vazan mehanizam rezistencije na brojne antitumorske
lijekove, dok kod bakterija P-glikoproteini doprinose otpornosti naantibiotike (Jalsenjaki sur.,
1998). Za molekule koje se nalaze unutar zutog podrucja, prikaz predvida da bi mogle prelaziti
Krvno-mozdanu barijeru, dok za molekule koje se nalaze unutar bijelog podrucja predvida
pasivnu apsorpciju u probavnom traktu (Daina i sur., 2017). Sa Slike 25. vidljivo je da za
spojeve 6a,b model predvida da su supstrati P-glikoproteinadok 7a,b to nisu. Takoder, za 7a,b
spojeve je predvidena pasivna apsorpcija U probavnom traktu, dok je za 6a,b predvidena

mogucnost prelaska krvno-mozdane barijere.

49



WLOGP

o7b

6bz 073
6ao

[«)}

w

0 20 40 100 120 140 160 180

o
@
[«
[

Slika 25. Boiled EGG model novosintetiziranih spojeva6a,b i 7a,b (preuzetos

http://www.swissadme.ch)
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu opisana je sinteza novih 1,2,3-triazolskih derivata harmina koji u svojoj
strukturi sadrze derivate cimetne kiseline. Sinteza 1 karakterizacija provedena je u okviru
istrazivanja derivata harmina kao potencijalnih antimalarijskih lijekova koje se provodi
proteklih nekoliko godina na Zavodu za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta.

Sintetizirani sui karakterizirani sljedeci spojevi koji do sada nisu opisani u literaturi:

*  4-({7-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-9-il}metil)-1-[ (2E)-3-fenilprop-2-en-1-il)]-
1H-1,2,3-triazol (6a)

*  4-({7-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-9-il}metil)-1-[(2E)-3-(4-klorofenil)prop-2-
en-1-il)]-1H-1,2,3-triazol (6b)

e 4-[({1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-7-il}oksi)metil]-1-[(2E)-3-fenilprop-2-en-1-il]-1H-
1,2,3-triazol (7a)

*  1-[(2E)-3-(4-klorofenil)prop-2-en-1-il]-4-{1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-7-
il}oksi)metil]-1H-1,2,3-triazol (7b)

Opisana je i sinteza prekursora u sintezi, harmola, N-propargiliranog harmina (2), O-
propargiliranog harmola (1), te azida cimetne (5a) i 4-klorocimetne kiseline (5b), koji su ve¢
opisani u literaturi.

Svim novosintetiziranim spojevima struktura je potvrdena uobicCajenim analitickim 1
spektroskopskim metodama (IR, *H i 3C NMR, MS) te im je odredena temperatura talista.

Za kona¢ne produkte (6a,b i 7a,b) je temeljem izra¢una molekulskih deskriptora
napravljena racunalna predikcijanjihovih farmakokinetic¢kih svojstava., najvaznije od kojih je
oralna bioraspoloZzivost.

U daljnjim ispitivanjima, koja prelaze okvir ovog rada, sintetiziranim derivatima je

ispitano antimalarijsko i citotoksi¢no djelovanje.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Sinteza i karakterizacija harmicina; novih 1,2,3-triazolskih derivata harminai cimetne

kiseline

Cilj ovog rada bila je sinteza i karakterizacija cetiriju novih harmicina, hibridnih spojeva koji
preko triazolske poveznice vezu dva farmakofora s antimalarijskim u¢inkom u jednu molekulu;

B-karboline harmin ili harmol te derivate cimetne kiseline (CAD).
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Za sintezu ciljanih spojeva odabran je prikazani reakcijski put koji je ukljucio prevodenje
derivata cimetne kiseline u azide (5a,b), dok su harmin i harmol u reakcijama N- i O-
propargiliranja iskoristeni za dobivanje redom N i O-alkina (1,2). Terminalni alkini 11 2 s
azidima dobivenim iz derivata cimetne kiseline (5a,b) u reakciji Huisgenove cikloadicije
katalizirane bakrom (I) dali su kona¢ne produkte, 1,2,3-triazolske derivate harmina i cimetne

Kiseline (6a,b i 7a,b).

Svim novosintetiziranim spojevima struktura je potvrdena uobicajenim analitickim i

spektroskopskim metodama (IR, *H i 3C NMR, MS) te im je odredena temperatura talista.
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Za konacne produkte (6a,b i 7a,b) je temeljem izracuna molekulskih deskriptora napravljena
racunalna predikcija njihovih farmakokinetickih svojstava., najvaznije od kojih je oralna
bioraspoloZzivost.

U daljnjim ispitivanjima, koja prelaze okvir ovog rada, sintetiziranim derivatima je ispitano

antimalarijsko i citotoksi¢no djelovanje.

Kljuéne rijeci: harmin, derivati cimetne kiseline, organski azidi, click kemija, Huisgenova
cikloadicija, antimalarici
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Synthesis and characterization of harmicines; novel 1,2,3-triazole derivatives of harmine

and cinnamic acid

The aim of this thesis was synthesis and characterization of four new harmicines, hybrides
which through triazole spacer comprise two pharmacophores with antimalarial activity into

single molecule; i.e. B-carboline harmine or harmol and cinnamic acid derivatives (CAD).
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The shown reaction pathway chosen for the synthesis of final compounds has included
obtaining azides 5a,b from cinnamic acid derivatives in several steps, while harmine and
harmol have generated N- and O-alkynes (1,2) in the reactions of N- and O-propargylations.
Cu(l) catalyzed organic azide-terminal alkyne cycloaddition was employed for preparation of
final 1,2,3-triazole N- (6a,b) and O- derivatives (7a,b) of harmine and cinnamic acid from

above mentioned reactants.

The structures of the newly synthesized compounds were confirmed using conventional
analytical and spectroscopic methods (IR, *H i **C NMR, MS). Besides, the melting points of

solid compounds were determined.
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Computer models have been fostered for the prediction of pharmacokinetical properties of the
final compounds (6a,b i 7a,b), most important property being oral bioavailability.
Subsequent studies, that have surpassed this thesis, had also investigated antimalarial and

citotoxic activity of the final compounds.

Keywords: harmine, cinnamic acid derivatives, organic azides, click chemistry, Huisgen 1,3-

dipolar cycloaddition, antimalarial drugs
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SAZETAK

Cilj ovog rada bilaje sinteza i karakterizacija Cetiriju novih harmicina, hibridnih spojeva koji preko
triazolske poveznice vezu dva farmakofora s antimalarijskim u€inkom u jednu molekulu; B-
karboline harminili harmol te derivate cimetne kiseline (CAD). Za sintezu ciljanih spojeva odabran
je prikazani reakcijski put koji je ukljucio prevodenje derivata cimetne kiseline u azide (5a,b), dok
su harmini harmol u reakcijama N- i O-propargiliranjaiskoriSteni za dobivanje redom N i O-alkina
(1,2). Terminalni alkini 1 i 2 s azidima dobivenim iz derivata cimetne kiseline (5a,b) u reakciji
Huisgenove cikloadicije katalizirane bakrom (1) dali su kona¢ne produkte, 1,2,3-triazolske derivate
harmina i cimetne kiseline (6a,b i 7a,b). Svim novosintetiziranim spojevima struktura je potvrdena
uobicajenim analiti¢kim i spektroskopskim metodama (IR, *H i 3C NMR, MS) te im je odredena
temperatura taliSta. Za kona¢ne produkte (6a,b i 7a,b) je temeljem izraGuna molekulskih deskriptora
napravljenaracunalna predikcijanjihovih farmakokineti¢kih svojstava., najvaznije od kojih je oralna
bioraspolozivost. U daljnjim ispitivanjima, koja prelaze okvir ovog rada, sintetiziranim derivatima
je ispitano antimalarijsko i citotoksi¢no djelovanje.
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SUMMARY

The aim of this thesis was synthesis and characterization of four new harmicines, hybrides which
through triazole spacer comprise two pharmacophores with antimalarial activity into single
molecule; i.e. B-carboline harmine or harmol and cinnamic acid derivatives (CAD). The shown
reaction pathway chosen for the synthesis of final compounds has included obtaining azides 5a,b
from cinnamic acid derivatives in several steps, while harmine and harmol have generated N- and
O-alkynes (1,2) inthe reactions of N- and O-propargylations. Cu(l) catalyzed organic azide-terminal
alkyne cycloaddition was employed for preparation of final 1,2,3-triazole N- (6a,b) and O-
derivatives (7a,b) of harmine and cinnamic acid from above mentioned reactants. The structures of
the newly synthesized compounds were confirmed using conventional analytical and spectroscopic
methods (IR, 1H i 13C NMR, MS). Besides, the melting points of solid compounds were determined.
Computer models have been fostered for the prediction of pharmacokinetical properties of the final
compounds (6a,b i 7a,b), most important property being oral bioavailability. Subsequent studies,
that have surpassed this thesis, had also investigated antimalarial and citotoxic activity of the final
compounds.

The thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry.

Thesisincludes: 81 pages, 34 figures, 9 tables and 87 references. Original is in Croatian language.
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