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1. UvOD



1.1. p-Karbolini

B-Karbolini su velika skupina indolskih alkaloida, poznati kao ,harmala®“ alkaloidi, koji u
svojoj strukturi posjeduju tricikli¢ki pirido-[3,4-b]indolski prsten te se s obzirom na zasi¢nost
piridinskog prstena dijele na u potpunosti aromatizirane, dihidro- i tetrahidro-B-karboline.
Najpoznatiji predstavnici su harman, harmin, harmalin i harmol (Slika 1). B-Karbolini
izolirani su iz sirijske rutvice (Peganum harmala, L. Nitrariaceae) (Slika 2) koja se na
podrucju sjeverne Afrike i Bliskog Istoka koristila u razne svrhe, npr. kao emenagog,
laktagog, antipiretik i abortiv, a pokazivala je i halucinogena svojstva. Ekstrakt sjemenki
sirijske rutvice (Slika 3) se u sjeverozapadnoj Kini stolje¢ima koristio za lije¢enje karcinoma
gastrointestinalnog trakta i malarije (Cao i sur., 2007). Drugi znacajniji prirodni izvori [-
karbolina su ljubicCasta pasiflora (Passiflora incarnata, Passifloraceae), dusna loza
(Banisteriopsis caapi, Malpighiaceae), zemaljski babin zub (Tribulus terrestris,
Zygophyllaceae), pcelinje drvo (Tetradium daniellii, Rutaceae), Okinawa spuzve
(Amphimedon sp.), indonezijske spuzve (Acanthostrongylophora sp.) i cjevaste spuzve
(Haliclona spp.) (Piechowska i sur., 2019; Kukula-Koch i Widelski, 2016; Franca i sur.,
2014). Osim izolacijom iz biljaka, poznato je da se odredeni B-karbolini mogu dobiti i
sintetski iz triptofana ili triptamina i aldehida pomocu Pictet-Spenglerove reakcije (Gorki i
sur., 2020; Cao i sur., 2007).

—
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HARMIN : R =OCH3
HARMOL : R = OH

Slika 1. Strukture najpoznatijih B-karbolina



Slika 2. Peganum harmala, L. Nitrariaceae (preuzeto s https://www.
eastafricanplants.senckenberg.de/root/index.php?page_id=47&id=8563#)

Slika 3. Sjemenke vrste P. harmala (preuzeto s https://

www.shutterstock.com/search/syrian+rue)



1.1.1. Biolosko djelovanje p-karbolina

B-Karbolini imaju visok afinitet za serotoninske, dopaminske, benzodiazepinske te
imidazolinske receptore preko kojih ostvaruju sedativno, antikonvulzivno ili prokonvulzivno,
anksioliti¢ko ili anksiogeno, halucinogeno i antidepresivno djelovanje. Takoder djeluju kao
inhibitori monoamino oksidaze A $to doprinosi anksiolitickom i antidepresivnom uc¢inku (Cao

i sur., 2007).

B-Karbolini povezuju se s mehanizmom interkaliranja u DNA, inhibicijom sinteze DNA te
inhibicijom enzima kao $to su topoizomeraza I i II, protein kinaze DYRKI1A, IxB, PLKI,
protein kinaze ovisne o ciklinu (CDK) te fosfodiesteraze (PDE) §to rezultira citotoksi¢nim
ucinkom na razli¢ite humane stani¢ne linije, primjerice na rak grlica maternice (HelLa), rak
debelog crijeva (HT-29, HCT-116), rak pluc¢a (A549) te epitelne stanice dojke (HBL-100).
Osim prethodno navedenih farmakoloskih djelovanja na sredi$nji ziv¢ani sustav i rak, -
karbolini pokazuju i druga djelovanja, od kojih je za ovaj rad najvaznije antimalarijsko

djelovanje (Cao i sur., 2007).

Osim ranije navedenih predstavnika skupine B-karbolina, kao spoj uzor za nove potencijalne
antimalarijske lijekove pokazao se manzamin A. Manzamin A (Slika 4) ostvario je brze
djelovanje i produljenu antiparazitsku aktivnost u odnosu na klorokin i artemisinin (Ang i
sur., 2000).

Slika 4. Strukturna formula manzamina A

B-Karbolini inhibiraju protein toplinskog Soka 90 (Hsp90) kod vrsta roda Plasmodium.
Proteini toplinskog Soka su vrlo konzervirani proteini (molekularni Saperoni) prisutni u svim

organizmima pri normalnim temperaturama te su nuzni za normalno funkcioniranje stanica
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(Shrestha i sur., 2016). Njihova osnovna uloga je zaStita stanica od toksi¢nih ucinaka
uzrokovanih visokim temperaturama i stresom. Kod vrste Plasmodium falciparum Hsp90
omogucava otpornost parazita na temperaturne promjene tijekom transmisije s vektora na
ljude te tako omogucava njegov daljnji razvoj i razmnozavanje. Inhibicijom Hsp90 postigla bi
se dva rezultata: prvi je sprje¢avanje pravilnog slaganja i nastajanja funkcionalnih proteina
¢ija je uloga razvoj rezistencije na klasi¢ne antimalarike ¢ime bi se omoguéilo nesmetano
djelovanje istih, dok je drugi ometanje razvoja parazita. lako postoji visok stupanj homologije
izmedu PfHsp90 i humanih Hsp90, B-karbolini i njihovi derivati selektivno se vezu na one

prisutne u parazitu te na taj na¢in ne ugrozavaju ¢ovjeka (Bayih i sur., 2016).



1.2.  Click kemija

Termin ,,click kemija“ odnosi se na skupinu brzih, jednostavnih i regioselektivnih reakcija

visokih iskoristenja te s vrlo malo onegis¢enja. Cetiri su glavne klasifikacije click reakcija

identificirane do danas, a to su: cikloadicije, nukleofilno otvaranje prstena, karbonilna kemija

nealdolnog tipa i adicije na viSestruke C—C veze §to je prikazano i na Shemi 1 (Hein i sur.,

2008).
Cikloadicije

Bakrom katalizirana 1,3-dipolarna cikloadicija

R1—N; + R2

Nukleofilno otvaranje prstena

Karbonilna kemija nealdolnog tipa

Formiranje hidrazon/oksim etera

Nl/XR3
RK/J\\RZ

XR3_NH2
_

R4 Ry

Formiranje amidalizouree

0]
)J\ R3—NH,
R
R4 R,

Adicije na viSestruke C-C veze

Formiranje razli€itih tro€lanih prstena

X X
Ri———R;, ——>» A
R R,

Odredene Michaelove adicije

EPS;,
< +
EPS, |

EPS;

Ry N—Rs

X =0, NR, *SR, *NR,

+  H0 X=0,NR

+ HR,

+ Meduprodukt X =0, NR, *SR, *NR;

EPS,

EPS = elektron privlace¢a

EPS; skupina

EPS,

Shema 1. Glavne klasifikacije reakcija click kemije s odgovaraju¢im primjerima



Najpoznatija i najcesce koristena od prethodno navedenih je bakrovim (1) ionima katalizirana
Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija azida na terminalne alkine (CUAAC) pri ¢emu nastaju
1,4-disupstituirani 1,2,3-triazoli. Osim bakra, kao katalizatori se mogu koristiti i niklov (1)
klorid (NiCl), platinski (1) klorid (PtCl2), paladijev (I1) klorid (PdCl.) te rutenijevi (I1)
kompleksi. Nekatalizirana Huisgenova reakcija spora je i neselektivna, a kao produkt nastaje
smjesa 1,4- i 1,5-disupstituiranih 1,2,3-triazolskih regioizomera. Katalizator Cu(l) osigurava
brzi tijek reakcije te selektivno nastajanje samo 1,4-disupstituiranog produkta kao S$to je
prikazano na Shemi 2. Nadalje, 1,2,3-triazolski prsten inertan je na procese oksidacije,
redukcije i hidrolize u bazi¢nim ili kiselim uvjetima, a Smatra se bioizosterom amidne veze.
Zbog toga CUAAC ima vaznu ulogu u biokemiji, razvoju lijekova, kemiji polimera, itd.
(Haldén i sur., 2015).

A. Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija

R'—N; + RZ—=

Y
C
J[\

B. Bakrom katalizirana 1,3-dipolarna cikloadicija

A NZ \N/R1

R'—N; + RA——= > ) /

Shema 2. Sinteza 1,2,3-triazola 1,3-dipolarnom cikloadicijom azida i terminalnih alkina




1.2.1. Bakar kao katalizator
Postoji nekoliko metoda generiranja aktivnih bakrovih () iona.

Prva metoda podrazumijeva redukciju bakrovih (1) soli, npr. Cu(ll) iona iz bakrovog (II)
sulfata pentahidrata (CuSOs4 x 5H,0) do Cu(I). Kao reducens najéesc¢e se koristi natrijev
askorbat. Prednosti ove metode su S§to je jeftina, ne zahtijeva inertnu atmosferu, moze se
provoditi u vodi Sto otklanja potrebu za zastitom amino i hidroksilnih funkcionalnih skupina
te je sigurna za okoli§. Glavni nedostatak metode je moguénost redukcije Cu(ll) do Cu®, no to
se moze sprijeCiti odgovaraju¢im omjerom reducensa 1 katalizatora 1/ili dodatkom

stabilizatora bakra (Haldon i sur., 2015; Hein i sur., 2008).

Druga metoda je izravno koristenje bakrovih (I) soli, npr. CuBr, Cul 1 CuCl §to otklanja
potrebu za reducensom. U ovom slu¢aju reakcija se mora provoditi u inertnoj atmosferi i u
organskom otapalu zbog kojeg ¢e mozda biti potrebno uvesti zastitne skupine i koristiti bazu.
Pokazalo se da je koristenje odgovarajucih koli¢ina 2,6-lutidina i N,N-diizopropiletilamina

kao baza smanjilo koli¢inu nusprodukata (Hein i sur., 2008).

Tre¢a metoda podrazumijeva oksidaciju metalnog bakra solima amina, no ova metoda ima
brojne nedostatke kao Sto su produljeno vrijeme reakcije, skuplja je, potrebne su vece kolic¢ine
bakra i blago kisela sredina koja moze utjecati na funkcionalne skupine reaktanata koje su

osjetljive na kiselinu (Hein i sur., 2008).

Noviji pristup ukljucuje koriStenje nanocestica bakra ¢ije su prednosti veliki omjer povrSine i
volumena ¢ime je osiguran velik broj aktivnih mjesta po jedinici povrSine, pojacana
reaktivnost te olaksana separacija i recikliranje koje minimizira kontaminaciju produkata
(Haldén i sur., 2015; Hein i sur., 2008).

1.2.2. Rutenij kao katalizator

Rutenij se kao katalizator u click reakciji cikloadicije koristi kada se selektivno zeli dobiti 1,5-
disupstituirani 1,2,3,-triazol. Medutim, ne favoriziraju svi rutenijevi kompleksi nastajanje 1,5-
izomera: kompleksi poput Ru(OAC)2(PPhs)s, RuCl2(PPhs)s i RUHCI(CO)(PPhs)s katalizirat ¢e
nastajanje 1,4-izomera. Jedino pentametilciklopentadienilni kompleks Cp*RuCI(PPhz), te

nekoliko drugih Ru(ll) katalizatora koji sadrze [Cp*RuCl] reakciju u potpunosti usmjeravaju
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prema nastajanju 1,5-izomera. Za reakciju kataliziranu rutenijevim kompleksima mogu se
koristiti polarna i nepolarna otapala, te ju je, ovisno o katalizatoru, preporucljivo provoditi u
inertnoj atmosferi kako bi se sprijecila razgradnja kompleksa. Za razliku od CuAAC reakcije
koja je ograni¢ena na terminalne alkine, RuUAAC reakcija moze se provoditi i s neterminalnim

alkinima (Johansson i sur., 2016)

1.3.  Hibridni lijekovi

Molekularna hibridizacija podrazumijeva spajanje dva ili vise farmakofora, koji mogu biti
prirodni ili sintetski, u jednu strukturu s ciljem stvaranja multifunkcionalnih hibridnih
molekula poboljSanih svojstava. Neka od njih su modificirana selektivnost, bolja

farmakokinetika i smanjen broj nezeljenih nuspojava (Chu i sur., 2019).

Hibridizacija se sve ¢es¢e koristi u razvoju novih multimodalnih lijekova ¢ija mogucnost
ciljanja vise razli¢itth meta moze biti rjeSenje za borbu protiv rezistentnih multifaktorijalnih

bolesti, kao i1 poboljsanje adherencije pacijenata.

Bolesti poput tuberkuloze, malarije, raka 1 gljivicnih infekcija predstavljaju velik
javnozdravstveni problem pa se razvoj hibridnih lijekova usmjerio na njih. U usporedbi s
klasi¢énim lijekovima koriStenim za lijeCenje ovih bolesti, hibridni lijekovi pokazali su se
superiornijima. Naime, spajanjem dva ili viSe farmakofora stvaraju se lijekovi manje
toksi¢nosti, vece selektivnosti i sinergistiCkog ucinka, stoga se moze zakljuciti da hibridni

lijekovi predstavljaju buduénost za terapiju kompleksnih bolesti (Shaveta i Singh, 2016).



1.4. Kumarini

Kumarini ili benzopiran-2-oni su skupina prirodnih spojeva dobrih farmakoterapijskih
svojstava. Pripadnici skupine variraju od jednostavnih pa sve do viSesupstituiranih
policiklickih kumarina. Kumarini su sekundarni metaboliti biljaka te su uglavnom netoksicni.
Prvi put su izolirani iz sjemenki biljke Dipteryx odorata, L. Fabaceae (Matosi sur., 2015).
Zbog brojnih povoljnih farmakoloskih ucéinaka kao S§to su, npr. antikancerogeno,
antioksidativno, protuupalno, antimikrobno, antidepresivno i anksioliticko djelovanje,
kumarin i njihovi derivati pogodni su kandidati za molekularnu hibridizaciju (Sandhu i sur.,
2014).

Pretpostavka je da ¢e spajanje kumarina s drugim bioloski aktivnim molekulama rezultirati
terapeuticima koji ¢e se moci koristiti za lije€enje kompleksnih multifaktorijalnih bolesti

(Sandhu i sur., 2014).

1.4.1. Click derivati kumarina

Hibridi kumarina i artemisinina pokazali su antiproliferativno djelovanje na humane stani¢ne
linije hepatocelularnog karcinoma (HepG2 i Hep3B), karcinoma jajnika (A2780 i OVCAR-3),
debelog crijeva (HT-29 i HCT-116) i dojke (MDA-MB-231). Pokazano je da nakupljanjem u
mitohondrijima stanica karcinoma induciraju stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta sto rezultira
apoptozom. Ovi hibridi takoder inhibiraju proliferaciju i zaustavljaju stanicu u GO/G1 fazi
kod stani¢ne linije HT-29 te suprimiraju migraciju tumorskih stanica. Analiza ovisnosti
bioloske aktivnosti o strukturi (SAR) ovih hibrida pokazala je da su supstitucija klorom na
kumarinskom prstenu na polozaju 3, metilnom skupinom na polozaju 4 te uklanjanje
poveznice izmedu artemisinina i 1,2,3-triazola odgovorne za biolosku aktivnost, dok su
supstitucija etoksikarbonilom na polozaju 3 te zamjena etera kao poveznice izmedu kumarina
i 1,2,3-triazola metilenskom skupinom dovele do drasti¢nog pada u aktivnosti (Zhang i Xu,
2019).

Hibridi kumarina i zidovudina pokazali su se kao potencijalni dualni inhibitori proteaze virusa
humane imunodeficijencije (HIV) i reverzne transkriptaze. Istrazivanje je pokazalo da
konjugati sa supstituentima klorom, bromom, metoksi ili etoksi skupinom na kumarinu imaju
i do tri puta vec¢u inhibitornu aktivnost na HIV proteazu u odnosu na ritonavir i zidovudin.

Nadalje, zbog prisutnosti zidovudina i kumarina u strukturi, konjugati se mogu vezati i na
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nukleozidno i na nenukleozidno vezno mjesto reverzne transkriptaze te na taj nacin imati
puno nize 1Cso vrijednosti. N-Benzilni analozi u odnosu na prethodno navedene pokazali su
manji inhibitorni u¢inak na HIV proteazu, no znatno veci na reverznu transkriptazu HIV-a
(Olomola i sur., 2013).

Hibridi kumarina i 1,2,3-triazola pokazali su djelovanje na humane stani¢ne linije
adenokarcinoma prostate (PC3), karcinoma zeluca (MGC803) te hepatocelularnog karcinoma
(HepG2). Zamjena kumarina indolom, tiazolom ili oksazolom rezultirala je znacajnim
gubitkom aktivnosti, $to sugerira da je kumarin nuzan za citostatsko djelovanje. Hibridi s
poveznicom na C7 kumarina pokazali su vecu aktivnost od hibrida s poveznicom na CA4.
Molekule koje sadrze 1,2,4-triazol takoder pokazuju citostatsko djelovanje i ve¢ se godinama
koriste u medicini. To su primjerice inhibitori aromataze anastrozol i letrozol. Zbog toga bi
hibridi kumarina s 1,2,4-triazolom mogli biti potencijalni kandidati za citostatike kao i hibridi

kumarina s drugim azolima, pirimidinom, iminom ili furoksanom (Zhang i Xu, 2019).

Hibridi kumarina i 1,2,3-triazola u jednom su istrazivanju pokazali potencijalno antifungalno
djelovanje na vrste Candida albicans, Fusarium oxysporum i Aspergillus niger te
antioksidativno djelovanje. Triazolski prsten poveznica je izmedu kumarina i supstiturianog
benzenskog prstena. Aktivnost molekule mijenjala se s promjenom supstituenata na
benzenskom prstenu vezanom na triazolski prsten, dok se kumarinski dio molekule nije
mijenjao. Derivati koji su sadrzavali klor u meta, orto ili para polozaju supstituiranog
benzenskog prstena pokazali su jednaku potentnost na C. albicans te jednaku ili veéu
potentnost naspram F. oxysporum u odnosu na mikonazol. Za procjenu antioksidativnog
ucinka kao standard koristen je butilhidroksitoluen te su svi derivati pokazali umjerenu

aktivnost uz par iznimaka (Shaikh i sur., 2015).

Osim prethodno navedenog citostatskog i antifungalnog djelovanja, kumarinski triazoli
pokazali su obecavaju¢u aktivnost na soj P. falciparum osjetljiv na klorokin (3D7) te soj
rezistentan na klorokin (RKL9 i W2) (Chu i sur., 2019; Yadav i sur., 2018; Wei i sur., 2016).

Zbog prisutnosti kumarina u strukturi jedan od moguc¢ih mehanizama antimalarijskog
djelovanja je inhibicija DNA giraze (Bozorov i sur., 2019; Yadav i sur., 2018). DNA giraza je
enzim koji pripada porodici topoizomeraza, a njena je uloga kataliziranje ATP-ovisnog
negativnog supernamatanja dvostruke uzvojnice kruzne molekule DNA (Reece i Maxwell,

1991). Plazmodij sadrzi jedinstveni organel sli¢an kloroplastu zvan apikoplast koji je
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esencijalan za njegovo prezivljavanje, a U njemu Se nalazi kruzna DNA na koju djeluje

spomenuti enzim (Girdwood i sur., 2015).

Kumarinski triazoli inhibicijom DNA giraze sprjeCavaju ATP-ovisno negativno
supernamatanje, no mehanizam nije u potpunosti razjasnjen. Istrazivanje iz 2018. godine
ispitalo je djelovanje nekoliko click derivata kumarina na soj P. falciparum 3D7. Svim
sintetiziranim spojevima zajednicki strukturni elementi bili su kumarin i triazol, dok je tre¢i
element varirao. Spojevi koji su na triazolskom prstenu imali supstituente 7-klorkinolin,
3,4,5-trimetoksifenil, 2,4-difluorfenil ili 4-fluor-2-metilfenil pokazali su nezadovoljavajuce
ICso vrijednosti vjerojatno jer se nisu mogli vezati na vezno mjesto DNA giraze zbog sterickih
smetnji. Kod spojeva sa supstituiranim benzenskim prstenom opazeno je da fluor u odnosu na
klor umjereno povecava aktivnost spoja ako se nalazi u orto ili para polozaju. Nadalje,
spojevima kojima je kao tre¢i element uveden alkilni lanac s polarnom skupinom poput
metoksi-etanoata ili 2-hidroksietila znacajno se povecala aktivnost Sto pokazuju i ICso
vrijednosti (< 4 pg/ml). Jedan od spojeva sadrzavao je nesupstituirani triazol te je pokazao
visoku aktivnost $to daje naslutiti dodatno stvaranje vodikove veze s veznim mjestom enzima.
Samo tri spoja imala su 1Csg vrijednosti < 2 ug/ml $to se povezuje s prisutnos$¢u elektron-
donorske skupine u strukturi poput 5-dimetilfenilne ili 2,4-dimetoksifenilne skupine. 1z svega
navedenog zakljucilo se kako prisutnost elektron-donorskih i elektron-akceptorskih skupina,
njihov polozaj (orto, meta ili para) na benzenskom prstenu te stericko ometanje imaju vazan

utjecaj na antimalarijsko djelovanje in vitro (Yadav i sur., 2018).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Malarija je jedna od najopasnijih bolesti, a ujedno i najucestalija parazitska infekcija na
svijetu s najveCom prevalencijom u Subsaharskoj Africi (Haldar i sur., 2007). Uzro¢nici
malarije pripadnici su roda Plasmodium i dugo se smatralo da samo cetiri vrste mogu
inficirati ¢ovjeka (P. falciparum, P. vivax, P. malarie i P. ovale), no zabiljezeni su slu¢ajevi
zaraze i1 vrstom P. knowlesi (Singh i Daneshvar, 2013). Od prethodno navedenih P.
falciparum odgovoran je za vecinu zabiljezenih slucajeva zaraze i smrtnih ishoda malarije.
Bolest se prenosi ubodom komarca iz roda Anopheles, a simptomi poput povisene tjelesne
temperature (39-41,5 °C), groznice, glavobolje, povrac¢anja i slabosti nastupaju otprilike
nakon deset dana. U slu¢aju pogorsanja nastupit ¢e hipoglikemija, metaboli¢ka acidoza,
anemija, zatajenje bubrega, akutno respiratorno zatajenje pa ¢ak i koma, stoga je potrebno §to

prije zapoceti lijeCenje (www.malariasite.com).

Prema procjenama Svjetske zdravstvene organizacije broj oboljelih 2019. godine iznosio je
229 milijuna s 409 000 smrtnih ishoda. Najveci postotak (94 %) zabiljezen je u Africi.
Najugrozenija skupina su djeca mlada od pet godina koja ¢ine 60 % ukupnog broja umrlih u

svijetu (www.who.int).

Nadalje, veliki problem predstavlja rezistencija parazita na postojece antimalarike, posebice
krizna rezistencija na klorokin Koji je koriSten kao prva linija lijeCenja malarije te rezistencija
na kombiniranu terapiju s artemisininom (Nsanzabana, 2019; www.who.int). Zbog svega
navedenog razvoj novih antimalarika uc¢inkovitih protiv rezistentnih sojeva prioritet je brojnih
istrazivanja u svijetu u koje je ukljucen i Zavod za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-

biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

B-Karbolini, od kojih je najpoznatiji harmin, pokazuju obecavajuce antimalarijsko djelovanje

povezano s inhibicijom proteina toplinskog Soka (Hsp90) kod vrsta roda Plasmodium.

Kumarin i njegovi derivati prirodni su spojevi niske toksi¢nosti i brojnih bioloskih djelovanja,

a za ovaj rad najvaznije antimalarijsko djelovanje povezano je s inhibicijom DNA giraze.

Cilj ovog rada je sinteza i karakterizacija novih hibrida harmina i kumarina kao potencijalnih

antimalarika.

U sintezi hibrida harmina i kumarina koristena je Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija azida
na alkine (CUAAC), sto znaci da u strukturi sadrze 1,2,3-triazol kao poveznicu izmedu f-

karbolinskog i kumarinskog dijela molekule.
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U daljnjim istrazivanjima koja prelaze okvire ovog rada novosintetiziranim spojevima bit ¢e

ispitano antimalarijsko i citostatsko djelovanje.
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3. MATERIJALI | METODE
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Talista (t) su odredena na Stuart SMP3 instrumentu (Barloworld Scientific, UK) i nisu
korigirana. IR spektri snimljeni su na FT-IR UATR Two spektrometru (Perkin Elmer, SAD)
uz Fourierovu transformaciju i prigusenu totalnu refleksiju. *H i *C NMR spektri snimljeni su
na Bruker Avance 111 HD spektrometru (Bruker, SAD) kod 300 ili 400 MHz za 'H te kod 75,
101 ili 151 MHz za 3C jezgru. Uzorci su mjereni u DMSO-ds otopinama na 20 °C u NMR
cjevCicama promjera 5 mm. Kemijski pomaci dani su u ppm u odnosu na tetrametilsilan
(TMS) kao unutarnji standard za ‘H, odnosno signal DMSO u **C spektru (39,51 ppm).
Spektri masa snimljeni su na HPLC-MS/MS instrumentu (HPLC, Agilent Technologies 1200
Series; MS, Agilent Technologies 6410 Triple Quad, SAD). lonizacija elektrorasprsenjem
(ESI) u pozitivnom ili negativnom modu koriStena je kao tehnika ionizacije. Reakcije
potpomognute mikrovalnim zra¢enjem provedene su u mikrovalnom reaktoru CEM Discover

(CEM, SAD) u staklenoj epruveti.

Za tankoslojnu kromatografiju kao stacionarna faza upotrijebljene su silikagel staklene ploce
60 F2s4 (Merck, Njemacka) te diklormetan/metanol (9,5:0,5, 9:1 i 7,5:2,5) kao pokretna faza.
Za kromatografiju na koloni kao nepokretna faza koristen je silikagel veliCine Cestica 0,063—
0,200 mm (Sigma-Aldrich, SAD) uz diklormetan/metanol (9,5:0,5 i 7,5:25 i 9:1) kao
pokretne faze. Sloj aluminijevog (111) oksida (90 aktiviran, neutralan; 0.063-0.200 mm;
Merck, Njemacka) nanesen je na silikagel tijekom kromatografije na koloni kako bi se
eliminirala prisutnost Cu(I) iona u kona¢nim produktima. Analizirani spojevi detektirani su

UV zracenjem (4 = 254 i 366 nm) i parama joda.

Sve kemikalije i otapala bili su p. a. ¢isto¢e. Harmin, acetaldehid dimetil acetal (ADMA),
litijev karbonat, 10 % paladij na ugljenu (Pd/C), ledena octena kiselina, 4-hidroksikumarin,
Celite® S i fosforov (V) oksiklorid (POCIs) nabavljeni su od tvrtke Sigma-Aldrich (SAD),
cezijev karbonat, propargil-bromid (80 %), 5-metoksitriptamin i trifluoroctena kiselina (TFA)
nabavljeni su od tvrtke Tokyo Chemical Industry (TCI, Japan), natrijev azid (NaNs) i
bromovodiéna kiselina (47 %) od tvrtke Merck (Njemacka), etil-acetat i metanol od tvrtke
Honeywell (SAD), diklormetan (DCM) od Fischer Scientific (UK), dietil-eter od tvrtke ITW
Reagents (Njemacka), natrijev klorid i bezvodni natrijev sulfat od tvrtke Gram-Mol
(Hrvatska), natrijev hidroksid nabavljen je od tvrtke Kemika (Hrvatska), acetonitril od tvrtke
CARLO ERBA Reagents (Francuska), apsolutni etanol od Acros Organics (SAD), trietilamin
(TEA) i bakrov (Il) acetat nabavljeni od tvrtke Alfa Aesar (SAD), dok je diklormetan
nabavljen od tvrtke Thermo Fischer Scientific (SAD).
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Bezvodni dimetilformamid (DMF) nabavljen je od tvrtke TCI i ¢uvan nad aktiviranim

molekulskim sitima.
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3.1. Sinteza 4-klorkumarina la-c

Opéa metoda: Suspenziji odgovarajuceg 4-hidroksikumarina (1,028 mmol) u POCIs (1 mL)
dokapan je polagano TEA (0,286 mL, 2,056 mmol). Reakcijska smjesa je mijeSana i
refluksirana preko no¢i na 107 °C. Idu¢i dan reakcija je prekinuta dodatkom 30 mL destilirane
vode na ledenoj kupelji te je talog odsisan. Otopini taloga u smjesi etil-acetata i metanola
dodan je aktivni ugljen te je suspenzija odsisana preko sloja dijatomejske zemlje (Celite®), a
mati¢nica je uparena. Dobiveni produkt 1a-c iskoriSten je bez daljnjeg procis¢avanja u sintezi

4-azidokumarina 2a-c.

3.1.1. Sinteza 4-klorkumarina la
Koli¢ina 4-hidroksikumarina: 0,167 g.
Iskoristenje: 0,093 g (50 %).

IH NMR (DMSO-ds, 8/ppm, J/Hz) 7,91-7,89 (dd, 1H, J = 1,49, 7,90 Hz), 7,78-7,73 (m, 1H),
7,52-7,46 (M, 2H), 6,95 (s, 1H).

13C NMR (DMSO-ds, d/ppm) 158,29, 152,45, 148,33, 133,63, 125,20, 125,12, 117,43,
116,79, 115,74.

3.1.2. Sinteza 6-metil-4-klorkumarina 1b
Koli¢ina 4-hidroksi-6-metilkumarina: 0,181 g.
IskoriStenje: 0,160 g (80 %).

IH NMR (DMSO- de, d/ppm, J/Hz) 7,67 (s, 1H), 7,57-7,55 (dd, 1H, J = 2,08, 8,43 Hz), 7,40-
7,38 (d, 1H, J = 8.43 Hz), 6,90 (s, 1H), 2,42 (s, 3H).

13C NMR (DMSO-ds, 6/ppm) 158,41, 150,61, 148,38, 134,61, 134,46, 124,70, 117,09,
116,61, 115,58, 20,30.

ESI-MS: 195,2 (M+1)*.
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3.1.3. Sinteza 6-fluor-4-klorkumarina 1c
Koli¢ina 6-fluor-4-hidroksikumarina: 0,185 g.
Iskoristenje: 0,194 g (95 %).

IH NMR (DMSO-ds, d/ppm, J/Hz) 7,71-7,62 (m, 2H), 7,59-7,56 (dd, 1H, J = 4,6, 9,1 Hz),
7,03 (s, 1H).

13C NMR (DMSO-ds, 8/ppm, J/Hz) 159,2-157,12 (d, J; = 247,69 Hz), 158,09, 148,85, 147,27,
121,02-120,78 (d, J> = 23,75 Hz), 119,10-119,01 (d, Js = 7,12 Hz), 118,74-118,65 (d, Js = 9,3
Hz), 116,81, 111,02-110,76 (d, J» = 30,08 Hz).

3.2. Sinteza 4-azidokumarina 2a-c

Opéa metoda: Odgovarajuci 4-klorkumarin la-c (0,822 mmol) otopljen je u 2,5 mL suhog
DMF-a. Nakon toga je u reakcijsku smjesu dodan natrijev azid (0,080 g, 1,233 mmol) te je
mijesano na sobnoj temperaturi 0,25-3 h. Reakcija je prekinuta dodatkom 30 mL destilirane
vode te je talog odsisan i ispran vodom. Talog je zatim rastrljan u eteru i ponovno odsisan te

je koriSten u daljnjim reakcijama bez procis¢avanja.

3.2.1. Sinteza 4-azidokumarina 2a
Koli¢ina 4-klorkumarina 1a: 0,093 g.
Trajanje reakcije: 0,25 h.
IskoriStenje: 0,132 g (86 %).

IH NMR (DMSO-ds, 8/ppm, J/Hz) 7,74-7,68 (m, 2H), 7,46-7,44 (dd, 1H, J = 0,92, 8,01 Hz),
7,41-7,37 (td, 1H, J = 1,06, 7,73, 7,83 Hz), 6,43 (s, 1H).

13C NMR (DMSO-ds, é/ppm) 159,75, 153,00, 152,77, 133,36, 124,57, 123,19, 116,69,
114,56, 100,77.
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3.2.2. Sinteza 6-metil-4-azidokumarina 2b
Koli¢ina 4-klor-6-metilkumarina 1b: 0,160 g.
Trajanje reakcije: 2 h.

Iskoristenje: 0,083 g (70 %).

IR (ATR): wvmax 3053, 2299, 2253, 2183, 2121, 1769, 1692, 1600, 1564, 1488, 1423, 1371,
1319, 1252, 1187, 1150, 1024, 942, 917, 864, 832, 749, 718, 674, 617, 528 cm ™.

'H NMR (DMSO-ds, 6/ppm, J/Hz) 7,52-7,49 (s + d, 2H), 7,35-7,33 (d, 1H, J = 8.26 Hz), 6,39
(s, 1H), 2,37 (s, 3H).

13C NMR (DMSO-ds, d/ppm) 159,88, 152,66, 151,15, 134,18, 133,92, 122,71, 116,47,
114,23, 100,69, 20,29.

3.2.3. Sinteza 6-fluor-4-azidokumarina 2c
Koli¢ina 6-fluor-4-klorokumarina 1c: 0,194 g.
Trajanje reakcije: 3 h.

IskoriStenje: 0,155 g (92 %).

IR (ATR): vmax 3062, 2165, 2128, 1705, 1613, 1567, 1491, 1441, 1372, 1327, 1254, 12109,
1134, 1022, 946, 873, 831, 773, 716, 677, 619, 588, 537 cm™.

IH NMR (DMSO-ds, o/ppm, J/Hz) 7,62-7,50 (m, 2H), 7,47-7,44 (dd, 1H, J = 2,9, 8,7 Hz),
6,52 (s, 1H).

13C NMR (DMSO-ds, 6/ppm, J/Hz) 159,54, 159,21-156,81 (d, J1 = 238,1 Hz), 151,93, 149,39,
120,79-120,54 (d, J. = 22,33 Hz), 118,95-118,86 (d, J3 = 9,57 Hz), 115,65-115,56 (d, J3 =
9,57 Hz), 108,90-108,64 (d, J2 = 24,61 Hz), 101,73.
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3.3.  Sinteza 1-metil-6-metoksi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2-evog

trifluoracetata (3)

U epruveti za mikrovalnu sintezu suspendiran je 5-metoksitriptamin (0,2 g, 1,05 mmol) u 4
mL acetonitrila te je dodan ADMA (0,222 mL, 2,1 mmol) i TFA (0,156 mL, 2,1 mmol).
Reakcijska smjesa grijana je 10 minuta na 110 °C u mikrovalnom reaktoru (P = 75 W).
Postupak je ponovljen tri puta nakon ¢ega je sadrzaj epruveta sjedinjen u tikvici od 100 mL te
je dodano 50 mL etera i ostavljeno da kristalizira preko no¢i u hladnjaku. Talog je idu¢i dan
usitnjen na ultrazvuénoj kupelji, odsisan te ispran s acetonitrilom i eterom. Dobivena sol 3 (i

=76 %, 0,791 g) koristena je u idu¢em reakcijskom koraku.

3.4.  Sinteza 1-metil-6-metoksi-9H-pirido[3,4-b]indola (4)

Spoj 3 (0,100 g, 0,301 mmol), litijev karbonat (0,0445 g, 0,602 mmol) i 10 % Pd/C (0,0116 g)
pomijesano je u 4 mL apsolutnog etanola u epruveti za mikrovalnu sintezu. Reakcijska smjesa
grijana je u mikrovalnom reaktoru 20 minuta na 150 °C (P = 75 W). Postupak je ponovljen
Sest puta. Sadrzaj svih epruveta sjedinjen je u tikvici od 100 mL. Katalizator je odsisan preko
dijatomejske zemlje (Celite®) te je mati¢nica uparena. Zuti talog usitnjen je u otopini
natrijevog klorida (20 %) na ultrazvu¢noj kupelji te je odsisan. Dobiveni spoj 4 (7 = 94 %,

0,359 g) koristen je u sljede¢em reakcijskom koraku.

3.5. Sinteza 1-metil-9H-pirido[3,4-b]ind-6-ola (5)

Spoj 4 (0,100 g, 0,471 mmol) otopljen je u smjesi 2,5 mL ledene octene kiseline i 2 mL
bromovodi¢ne kiseline (47 %). Reakcijska smjesa grijana je u mikrovalnom reaktoru 30
minuta na 150 °C (P = 75 W). Postupak je ponovljen tri puta te je sadrzaj epruveta sjedinjen i
kiselina neutralizirana dodatkom otopine natrijeva hidroksida (5 %) do pH 8. Smjesa je
ekstrahirana etil-acetatom (3 x 100 mL). Sakupljeni organski slojevi suseni su nad bezvodnim
natrijevim sulfatom, filtrirani i upareni. Nakon proci§¢avanja kromatografijom na koloni uz
pokretnu fazu diklormetan/ metanol (7,5:2,5) i rastrljavanja u eteru dobiven je fenol 5 (y = 85
%, 0,238 Q).
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3.6. Sinteza 1-metil-6-(prop-in-1-iloksi)-9H-pirido[3,4-b]indola (6)

Fenol 5 (0,238 g, 1,201 mmol) otopljen je u 5 mL suhog DMF-a te je otopini dodan cezijev
karbonat (0,548 g, 1,681 mmol) i 2 mL suhog DMF-a. Reakcijska smjesa propuhana je
argonom kroz 20 minuta. Nakon toga je dodan propargil-bromid (80 %; 0,161 mL, 1,441
mmol), ponovno propuhano argonom te je mijeSano preko noéi na sobnoj temperaturi u
atmosferi argona. Dodatkom 50 mL destilirane vode reakcija je prekinuta, a reakcijska smjesa
ekstrahirana je etil-acetatom (3 x 50 mL). Sakupljeni organski slojevi isprani su dva puta
zasi¢enom otopinom natrijevog klorida, suseni nad bezvodnim natrijevim sulfatom, filtrirani i
upareni. Nakon proc¢iS¢avanja kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu diklormetan/

metanol (9:1) i rastrljavanja u eteru dobiven je alkin 6 (y = 67 %, 0,190 g).

3.7.  Sinteza 6-metoksi-1-metil-9-(prop-2-in-1-il)-9H-pirido[3,4-b]indola (7)

Otopini harmina (0,2 g, 0,942 mmol) u 5 mL suhog DMF-a dodan je 60 % natrijev hidrid u
mineralnom ulju (0,06 g, 1,5 mmol). Reakcijska smjesa propuhana je argonom tijekom 15
minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je dodan 80% propargil-bromida (80 %; 0.3 mL,
2,69 mmol) te je ponovno propuhano argonom. Reakcijska smjesa je mijeSana 2 h na sobnoj
temperaturi u atmosferi argona. Dodatkom 50 mL destilirane vode reakcija je prekinuta, a
reakcijska smjesa ekstrahirana je etil-acetatom (3 x 50 mL). Sakupljeni organski slojevi zatim
su isprani zasi¢enom otopinom natrijevog klorida, suSeni nad bezvodnim natrijevim sulfatom

filtrirani 1 upareni. Nakon prociS€avanja kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu

diklormetan/ metanol (9,5 : 0,5) dobiven je alkin 7 ( = 57 %, 0,134 g).

3.8. Sinteza derivata harmina i kumarina 8a-b

Opcéa metoda: Otopini alkina 6 (0,038 g, 0,160 mmol) i odgovaraju¢eg 4-azidokumarina 2
(0,276 mmol) u metanolu (3,5 mL) dodan je Cu(ll) acetat (0,01 mmol). Reakcijska smjesa

mijesana je na sobnoj temperaturi dva dana. Otapalo je upareno pod snizenim tlakom.
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3.8.1. Sinteza 4-(4-(((1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-6-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-
1-il)-2H-kromen-1-ona (8a)

Koli¢ina reaktanta: 0,033 g 4-azidokumarina 2a. Nakon procis¢avanja kromatografijom na
koloni uz pokretnu fazu diklormetan/ metanol (9 : 1), dobiven je zuti talogkoji je rastrljan u

eteru i odsisan.
Iskoristenje: 0,043 g (63 %).
ty 235,5-238,0 °C (raspad).

IR (ATR): vmax 3349, 3035, 1726, 1606, 1572, 1499, 1443, 1391, 1360, 1291, 1256, 1202,
1133, 1106, 1037, 1003, 944, 862, 808, 765, 701, 650, 616, 524 cm ™.

IH NMR (DMSO-ds, o/ppm, J/Hz) 11,43 (s, 1H), 8,99 (s, 1H), 8,19-8,18 (d, 1H, J = 5,33 H2),
7,98 (s, 1H), 7,94-7,92 (d, 1H, J = 5,32 Hz), 7,84-7,76 (M, 2H), 7,60-7,53 (m, 2H), 7,43-7,41
(t, 1H, J = 7,69 Hz), 7,31-7,28 (dd, 1H, J = 2,45, 8,85 Hz), 7,00 (s, 1H), 5,40 (s, 2H), 2,75 (s,
3H).

13C NMR (DMSO-ds, d/ppm) 159,47, 153,66, 151,87, 145,91, 143,89, 142,23, 136,91,
135,60, 135,10, 133,47, 126,75, 126,37, 125,47, 124,98, 121,37, 118,46, 117,19, 114,36,
112,85, 110,66, 105,33, 61,62, 20,36.

ESI-MS (m/z) 424,1 (M+1)*.

3.8.2. Sinteza 6-metil-4-(4-(((1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-6-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-
triazol-1-il)-2H-kromen-2-ona (8b)

Koli¢ina reaktanta: 0,035 g 4-azido-6-metilkumarina 2b. Nakon procis¢avanja
kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu diklormetan/ metanol (9,5 : 0,5), dobiven je

svijetlozuti talog koji je prekristaliziran iz etanola.
IskoriStenje: 0,024 g (34 %).

ty 235,0-242,0 °C (raspad).
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IR (ATR): vmax 3340, 3036, 1725, 1623, 1572, 1499, 1465, 1405, 1378, 1282, 1256, 1199,
1132, 1105, 1040, 1009, 945, 864, 807, 701, 610, 528 cm ™.

IH NMR (DMSO-ds, o/ppm, J/Hz) 11,42 (s, 1H), 8,97 (s, 1H), 8,18-8,17 (d, 1H, J = 5,28 Hz),
7,98 (s, 1H), 7,93-7,92 (d, 1H, J = 5,31 Hz), 7,60-7,48 (m, 4H), 7,31-7,28 (dd, 1H, J = 2,45,
8,84 Hz), 6,95 (s, 1H), 5,40 (s, 1H), 2,75 (s, 3H), 2,34 (s, 3H).

13C NMR (DMSO-ds, d/ppm) 159,57, 151,85, 145,91, 143,87, 142,23, 136,94, 135,58,
135,11, 134,41, 134,35, 126,74, 126,38, 124,80, 121,38, 118,42, 117,00, 114,08, 112,85,
112,72, 110,71, 105,29, 61,60, 20,41, 20,37.

ESI-MS (m/z) 438,1 (M+1)".

3.9. Sinteza derivata harmina i kumarina 9a-b

3.9.1. Sinteza 4-(4-((7-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-9-il)metil)-1H-1,2,3-

triazol-1-il)-2H-kromen-2-ona (9a)

Otopini alkina 7 (0,040 g, 0,160 mmol) i 4-azidokumarina 2a (0,036 g, 0,176 mmol) u
metanolu (3,5 mL) dodan je Cu(ll) acetat (0,01 mmol). Reakcijska smjesa mijeSana je na
sobnoj temperaturi tri dana. Otapalo je upareno pod sniZzenim tlakom.Nakon proc¢iS¢avanja
kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu diklormetan/ metanol (9,5 : 0,5), dobiven je bijeli

talog koji je rastrljan u eteru.
IskoriStenje: 0,03 g (43 %).
ty 239,0-243,5 °C (raspad).

IR (ATR): vmax 3144, 3086, 3062, 2837, 1760, 1717, 1622, 1564, 1494, 1439, 1406, 1349,
1237, 1167, 1104, 1041, 948, 870, 813, 768, 646 cm ™.

IH NMR (DMSO-ds, o/ppm, J/Hz) 8,78 (s, 1H), 8,21 (br, s, 1H), 8,12-8,10 (d, 1H, J = 8,60
Hz), 7,91-7,90 (d, 1H, J = 4,71 Hz), 7,76-7,72 (m, 2H), 7,56-7,53 (dd, 1H, J = 0,95, 8,70 Hz),
7,41-7,37 (m, 2H), 6,92-6,89 (m, 2H), 6,03 (s, 2H), 3,92 (s, 3H), 3,10 (s, 3H).
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13C NMR (DMSO-ds, d/ppm, J/Hz) 160,62, 159,41, 153,57, 145,69, 144,74, 142,72, 141,18,
138,13, 133,37, 128,63, 125,40, 124,90, 122,40, 117,13, 114,52, 114,36, 112,34, 110,71,
109,47, 94,16, 55,66, 23,30.

ESI-MS (m/z) 438,1 (M+1)".

3.9.2. Sinteza 6-fluor-4-(4-((7-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-9-il)metil)-1H-
1,2,3-triazol-1-il)-2H-kromen-2-ona (9b)

Smjesa alkina 7 (0,038 g, 0,154 mmol), 4-azido-6-fluorkumarina 2c (0,034 g, 0,169 mmol) i
bakrovog (1) acetata (0,01 mmol) u metanolu (1,5 mL) grijana je u mikrovalnom reaktoru 40
min na 70 °C (P = 75 W). Otapalo je upareno pod snizenim tlakom. Nakon pro¢is¢avanja
kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu diklormetan/ metanol (9,5 : 0,5), i
prekristalizacije iz etanola dobiven je prljavo-bijeli talog.

Iskoristenje: 0,036 g (49 %).
ty 235,0-237,0 °C (raspad).

IR (ATR): vmax 3441, 3127, 3072, 2955, 2836, 1728, 1628, 1574, 1490, 1461, 1440, 1406,
1348, 1301, 1256, 1235, 1197, 1163, 1041, 1025, 1008, 945, 887, 827, 728, 714, 611, 523

cmL.

IH NMR (DMSO-ds, &/ppm, J/Hz) 8,81 (s, 1H), 8,21-8,20 (d, 1H, J = 5,18 Hz), 8,12-8,11 (d,
1H, J = 8,60 Hz), 7,92-7,91 (d, 1H, J = 5,17 Hz), 7,65-7,61 (m, 3H), 7,39 (s, 1H), 7,01 (s,
1H), 6,92-6,90 (dd, 1H, J = 2,17, 8,56 Hz), 6,03 (s, 2H), 3,91 (s, 3H), 3,09 (s, 3H).

13C NMR (DMSO-ds, d/ppm, J/Hz) 160,62, 159,24, 158,79-157,19 (d, J; = 235,40 Hz),
150,02, 144,92, 144,75, 142,70, 141,15, 138,18, 134,73, 128,63, 124,77, 122,40, 120,80-
120,63 (d, J2 = 29,19 Hz), 119,31-119,25 (d, Js = 8,63 Hz), 115,24-115,18 (d, Js = 10,88 Hz),
114,52, 112,30, 111,41-111,24 (d, J, = 24,99 Hz), 111,24, 109,46, 94,14, 55,65, 23,27.

ESI-MS (m/z) 456,1 (M+1)*.
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U ovom radu opisani ciljni spojevi su hibridni spojevi harmina koji preko 1,2,3-triazolske
poveznice imaju vezan derivat kumarina. Harmin je glavni predstavnik skupine B-karbolina
koji pokazuju Sirok spektar djelovanja. Za ovaj rad najvaznije antimalarijsko djelovanje
posljedica je inhibicije Hsp90 kod vrsta roda Plasmodium ¢ime se sprjeCava razvoj parazita te
sirenje infekcije (Bayih i sur., 2016). Zbog navedenog mehanizma djelovanja pretpostavlja se
da bi B-karbolini mogli ostvariti sinergisticki uc¢inak s ostalim antimalaricima na koje postoji
razvijena rezistencija, stoga su zanimljiv izbor za razvoj novih antimalarijskih lijekova (Bayih
i sur., 2016). S druge strane, kumarin i njegovi derivati takoder pokazuju antimalarijsko

djelovanje temeljeno na inhibiciji DNA giraze spomenutog parazita (Yadav i sur., 2018).

Sinteza novih hibrida harmina i kumarina zapocinje prevodenjem derivata kumarina u 4-
azidokumarine (Shema 3). Reakcija se odvija u dva koraka. U prvom reakcijskom koraku
mehanizmom nukleofilne supstitucije derivati 4-hidroksikumarina prevedeni su u 4-
klorkumarine 1a-c refluksiranjem u fosforovom (V) oksikloridu uz bazu trietilamin. Dobiveni
4-klorkumarini Sn2 reakcijskim mehanizmom pri sobnoj temperaturi dodatkom natrijevog
azida u suhom DMF-u prevedeni su u kona¢ne produkte azide 2a-c koji su upotrijebljeni kao
jedan od gradevnih elemenata u Huisgenovoj reakciji cikloadicije. Sintetski postupak za

sintezu 4-azidokumarina 2a-c preuzet je iz rada (Zhao i sur., 2019).

0] (0] O 0] 0 0
POCI3 NaN,
- = -
R = TEA R o y
OH Cl Nj
1a-c 2a-c
a b c

R| H oOCHy F

Shema 3. Sinteza azida
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Nakon sinteze azida kumarina slijedi sinteza alkinilnih derivata harmina: O-propargiliranog 3-
karbolina na polozaju 6 fenola 5 te N-propargiliranog harmina 7 koji je supstituiran na
polozaju 9 B-karbolinskog prstena. Propargilirani derivati harmina predstavljaju drugu vrstu

gradevnih elemenata u Huisgenovoj reakciji cikloadicije.

Fenol 5 sintetiziran je u tri reakcijska koraka prema prethodno objavljenom postupku (Shema
4) (Marinovi¢ i sur., 2021). Najprije je Pictet-Spenglerovom reakcijom sintetiziran
tetrahidroksi-p-karbolin 3 iz 5-metoksitriptamina i ADMA. Dobiveni spoj zatim je u
mikrovalnom reaktoru aromatiziran uz katalizator 10 % Pd/C do P-karbolina 4 koji na
poloZaju 6 ima metoksi skupinu. U reakciji je koriStena baza Li2CO3 jer je B-karbolin 3 bio u
obliku soli. U zadnjem reakcijskom koraku fenol 5 je dobiven O-demetilacijom B-karbolina 4
uz HBr (47 %) i ledenu octenu kiselinu. Mehanizam reakcije je nukleofilna supstitucija kod
koje se u prvom koraku protonira kisikov atom, a time nastaju povoljni uvjeti koji
omogucavaju cijepanje eterske veze te vezanje metilne skupine na bromid. Zbog prisutnosti
fenola 5 u obliku soli pri Kiselim uvjetima potrebno je podesiti pH otopine do 9 dodatkom
natrijeve luzine kako bi fenol presao u oblik baze i postao topljiv u organskom otapalu.

Ekstrakcijom etil-acetatom fenol ¢ée prije¢i u organski sloj.

NH —< NH,* CF3CO0"
—>
ACN, TFA

P

Li,CO4
10%Pd/C
HBr (47 %) \CEQ
4—
CH3;COOH, glac.

Shema 4. Sinteza fenola 5

aps. EtOH

- W IZZ
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Harmin 1 fenol 5 prevedeni su Williamsonovom sintezom u alkine uz propargil-bromid
(Shema 5). Dodatkom baze dolazi do deprotoniranja alkohola i nastajanja alkoksidnog
intermedijera. Zbog bolje nukleofilnosti dobivenog intermedijera u odnosu na alkohol,
ukupna reakcija i napad na propargil-bromid (alkiliraju¢i reagens) u reakciji nukleofilne
supstitucije ¢iji je produkt eter odvijali su se brze (Williamson, 1852). U reakciji s harminom
kao baza koristen je natrijev hidrid, a alkilacija se odvijala na atomu dusika jer je zbog manje
elektronegativnosti nukleofilniji od atoma kisika. Kako bi se, u slu¢aju harmola, reakcija
odvila na atomu kisika, kao baza je koriSten cezijev karbonat. Obje reakcijske smjese
propuhane su argonom 1 reakcija se provodila u inertnoj atmosferi. Na taj nacin reakcijske
smjese bile su zaSticene od oksidativnog ucinka kisika iz zraka. Produkti 6 i 7 proc¢iséeni su

kromatografijom na koloni 1 rastrljani u eteru, a predstavljaju drugi gradevni element

Huisgenove cikloadicije.

—

N s XN =
HO N \\/B \\/o N

N\ / \
CSQCO3
N N
H H
6
— \\o N
N Br \ y/
\ { ——
NaH ~ N
\o N © \\
H
=
HARMIN 7

Shema 5. Propargiliranje fenola 5 i harmina
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Kona¢ni produkti sintetizirani su Huisgenovom reakcijom 1,3-dipolarne cikloadicije
katalizirane Cu(l) u kojoj kao reaktanti sudjeluju spojevi u obliku azida 2a-c i alkina 6 1 7.
Reakcije za dobivanje spojeva 8a-b i 9a odvijale su se na sobnoj temperaturi te su trajale 1-2
dana, dok se reakcija za dobivanje spoja 9b odvijala u mikrovalnom reaktoru (75 W, 70 °C)
40 minuta. Produkti su zatim proc¢is¢eni kromatografijom na koloni uz aluminijev oksid ¢ija je

uloga bila zadrzati bakrove ione. Shema 6 prikazuje zavrsni korak sinteze ciljnih produkata.

N3
6

NS
o o % o / v Cu(lhacetat R N\?k/ -
/@;j . \/ \CEQ - > o \ /N
R F
R 8a,b

2a,b
a: R=H a R=H
b: R=CHj; b: R=CHj
- R
N
/N Cu(ll)acetat \ /
o o
\ - o N
+ o
AL AT L
§ Rs —/ Y
2a.c 7 9a,b
a: R=H 2R
c. R=F :

Shema 6. Sinteza novih derivata harmina

Tijek reakcija i Cistoca produkata praceni su tankoslojnom kromatografijom, a novi spojevi
karakterizirani su analitickim i spektroskopskim metodama (taliste, IR, H i 3C NMR, MS).
Prisutnost triazolskog prstena u novosintetiziranim spojevima potvrdena je pojavom novog

pika u *H NMR spektru na 8,5-9,0 ppm koji potjete od vodika prisutnog u prstenu.

Analiticki i spektroskopski podaci spojeva koji su sintetizirani u okviru ovog rada prikazani

su u tablicama 1-5, a spektri svih spojeva u poglavlju Prilozi.
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Tablica 1. Analiticki i spektroskopski podaci te kemijski pomaci za spojeve U *H i 3C

NMR spektrima 4-klorokumarina 1a-c.

7 o1 _0
6
R 2
5 3
Cl
Spoj la 1b 1c
R H CHs F
Molekulska formula CoHs0.ClI C10HsOCl CoH40,FCI
Mr 180,58 194,61 198,58
ESI-MS - 195,2 (M+1)* -

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

7.91-7.89 (dd, 1H, 5, J =
149, 790 Hz), 7.77-
7.73 (m, 1H, 7), 7.51-
7.46 (m, 2H, 6, 8), 6.95
(s, 1H, 2)

7.67 (s, 1H, 5), 7.57-
7.55 (dd, 1H, 7, J = 2.08,
8.43 Hz), 7.40-7.38 (d,
1H, 8, J = 8.43 Hz), 6.90
(s, 1H, 2), 2.42 (s, 3H,
10)

7.71.-7.62 (m, 2H, 5, 8),
7.59-7.56 (dd, 1H, 7, J =
4.6,9.1 Hz), 7.03 (s, 1H,
2)

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

158.29 (1), 152.45 (9),
148.33 (3), 133.63 (7),
125.20, 125.12 (5, 6),
117.43 (4), 116.79 (8),
115.74 (2)

158.41 (1), 150.61 (9),
148.38 (3), 134.61 (6),
134.46 (7), 124.70 (5),
117.09 (4), 116.61 (8),
115.58 (2), 20.30 (10)

159.52-157.12 (d, 6, J; =
247.69 Hz), 158.09 (1),
148.85 (3), 147.27 (9),
121.02-120.78 (d, 7, J; =
2375 Hz), 119.10-
119.01 (d, 8, J; = 7.12
Hz), 118.74-118.65 (d,
4, J; = 9.3 Hz), 116.81
(2), 111.02-110.76 (d, 5,
J, = 30.08 Hz)
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Tablica 2. Analiticki i spektroskopski podaci te kemijski pomaci u *H i *C NMR spektrima

4-azidokumarina 2a-c.

Spoj 2a 2b 2c
R H "CH, F
Molekulska formula CoHs02N3 C10HsO2N3 CoH402NsF
My 187,17 201,19 205,15
3053, 2299, 2253, 2183, | 3062, 2165, 2128, 1705,
2121, 1769, 1692, 1600, | 1613, 1567, 1491, 1441,
IR (Cm‘l) ) 1564, 1488, 1423, 1371, | 1372, 1327, 1254, 1219,
1319, 1252, 1187, 1150, | 1134, 1022, 946, 873,

1024, 942, 917, 864, 832,
749, 718, 674, 617, 528

831, 773, 716, 677, 619,
588, 537

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

7,73-7,68 (m, 2H, 5, 7),
7,46-7,44 (dd, 1H, 8, J =
0,92, 8,01 Hz), 7,41-7,37
(td, 1H, 6, J = 1,06, 7,73,
7,83 Hz), 6,43 (s, 1H, 2)

7,52-7,49 (s+d, 2H, 5, 7),
7,35-7,33 (d, 1H, 8, J =
8,26 Hz), 6,39 (s, 1H, 2),
2,37 (s, 3H, 10)

7,62-7,50 (m, 2H, 5, 8),
7,47-7,44 (dd, 1H, 7, J =
2,9, 8,7 Hz), 6,52 (s, 1H,
2)

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

159,75 (1),
152,77 (3),
12457 (5),
116,69 (8),
100,77 (2)

153,00 (9),
133,36 (7),
12319 (6),
114,556 (4),

159,88 (1),
151,15 (3),
133,92 (6), 122,71 (5),
116,47 (8), 11423 (4),
100,69 (2), 20,29 (10)

152,66 (9),
134,18 (7),

159,54 (1), 159,21-156,81
d, 6 J = 2381 Hz),
151,93 (9), 149,39 (3),
120,79-120,54 (d, 7, J =
22,33 Hz), 118,95-118,86
d, 8 J; = 957 Hz),
115,65-115,56 (d, 4, Js =
9,57 Hz), 108,90-108,64
d, 5 J = 24,61 Hz),
101,73 (2)
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Tablica 3. Analiti¢ki i spektroskopski podaci O-supstituiranih triazolskih derivata harmina

8a-b.

N
N SN
N\/K/ —
_— o N
\_/
N
H
R
Spoj 8a 8b
R H CHs3
t: (°C) 235,5-238,0 235,0-242,0
Molekulska formula C24H1703Ns C25H1903Ns
My 423,13 437,46
3349, 3035, 1726, 1606, 1572, | 3340, 3036, 1725, 1623, 1572,
1499, 1443, 1391, 1360, 1291, | 1499, 1465, 1405, 1378, 1282,
IR (cm‘l) 1256, 1202, 1133, 1106, 1037, | 1256, 1199, 1132, 1105, 1040,
1003, 944, 862, 808, 765, 701, | 1009, 945, 864, 807, 701, 610,
650, 616, 524 528
ESI-MS (m/2) 4241 (M+1)* 438,1 (M+1)*

34



Tablica 4. Analiticki i spektroskopski podaci N-supstituiranih triazolskih derivata harmina

9a-b.
- R
N
\ 7
N
o)
z /N \
N=N (o}
Spoj 9a 9b
R H =
te (°C) 239,0-243,5 235,0-237,0
Molekulska formula Cas5H1903Ns CasH1803NsF
My 437,46 455,45
3441, 3127, 3072, 2955, 2836,
3144, 3086, 3062, 2837, 1760, | 1728, 1628, 1574, 1490, 1461,
IR(cm‘l) 1717, 1622, 1564, 1494, 1439, | 1440, 1406, 1348, 1301, 1256,
1406, 1349, 1237, 1167, 1104, | 1235, 1197, 1163, 1041, 1025,
1041, 948, 870, 813, 768, 646 1008, 945, 887, 827, 728, 714, 611,
523
ESI-MS (m/2) 438,1 (M+1)* 456,1 (M+1)*
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Tablica 5. Kemijski pomaci u *H i 3C NMR spektrima O-supstituiranih triazolskih derivata

harmina 8a-b.

Spoj

8a

8b

H

10"
CHj

'H NMR (DMSO- ds, é ppm,
JIHZ)

11,43 (s, 1H, 10), 8,99 (s, 1H, 3),
8,19-8,18 (d, 1H, 7, J = 5,33 Hz),
7,98 (s, 1H, 3), 7,94-7,92 (d, 1H, 6,
J =5,32 Hz), 7,84-7,76 (m, 2H, 5",
7"), 7,60-7,53 (m, 2H, 12, 8"), 7,43-
741 (t, 1H, 6", J = 7,69 Hz), 7,31-
7,28 (dd, 1H, 1, J = 2,45, 8,85 Hz),
7,00 (s, 1H, 2"), 540 (s, 2H, 1),
2,75 (s, 3H, 13)

11,42 (s, 1H, 10), 8,97 (s, 1H, 3,
8,18-8,17 (d, 1H, 7, J = 5,28 Hz),
7,98 (s, 1H, 3), 7,93-7,92 (d, 1H, 6,
J =5,31 Hz), 7,60-7,48 (m, 4H, 12,
5", 7", 8",7,31-7,28 (dd, 1H, 1, J =
2,45, 8,84 Hz), 6,95 (s, 1H, 2"),
540 (s, 1H, 1Y), 2,75 (s, 3H, 13),
2,34 (s, 3H, 10"

13C NMR (DMSO- ds, 6 ppm)

159,47 (1"), 153,66 (3"), 151,87
(2), 145,91 (9"), 143,89 (2, 142,23
(8), 136,91 (7), 135,60 (11), 135,10
(9), 133,47 (7"), 126,75 (4), 126,37
(3), 12547 (5%, 124,98 (6),
121,37 (5), 118,46 (6), 117,19 (8"),
114,36 (4"), 112,85 (1, 12), 110,66
(2"), 105,33 (3), 61,62 (1), 20,36
(13)

159,57 (1"), 151,85 (2), 145,91
(9"), 143,87 (2), 142,23 (8), 136,94
(7), 135,58 (11), 135,11 (9), 134,41
(6", 13435 (7", 12674 (4),
126,38 (3, 124,80 (5"), 121,38 (5),
118,42 (6), 117,00 (8"), 114,08 (4",
112,85, 112,72 (1, 12), 110,71 (2",
105,29 (3), 61,60 (1), 20,41, 20,37
(13, 10)
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Tablica 6. Kemijski pomaci u *H i *C NMR spektrima N-supstituiranih triazolskih derivata

harmina 9a-b.

Spoj

9a

9b

'H NMR (DMSO- ds, é ppm,
JIHZ)

8,78 (s, 1H, 7), 8,21 (br, s, 1H, 7),
8,12-8,10 (d, 1H, 3, J = 8,60 Hz),
7,91-7,90 (d, 1H, 6, J = 4,71 Hz),
7,76-7,72 (m, 2H, 5", 7"), 7,56-7,53
(dd, 1H, 8", J = 0,95, 8,70 Hz),
7,41-7,37 (m, 2H, 12, 6"), 6,92
6,89 (M, 2H, 2, 2", 6,03 (s, 2H, 1),
3,92 (s, 3H, 14), 3,10 (s, 3H, 13)

8,81 (s, 1H, 3), 8,21-8,20 (d, 1H, 7,
J =518 Hz), 8,12-8,11 (d, 1H, 3, J
= 8,60 Hz), 7,92-7,91 (d, 1H, 6, J =
5,17 Hz), 7,65-7,61 (m, 3H, 5", 7",
8", 7,39 (s, 1H, 12), 7,01 (s, 1H,
2", 6,92-6,90 (dd, 1H, 2, J = 2,17,
8,56 Hz), 6,03 (s, 2H, 1Y), 3,91 (s,
3H, 14), 3,09 (s, 3H, 13)

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

160,62 (1), 159,41 (1"), 15357
(3"), 145,69 (9", 144,74 (8),
142,72 (11), 141,18 (9), 138,13 (7),
133,37 (7"), 128,63 (5), 125,40 (3),
124,90 (5", 6"), 122,40 (3), 117,13
(8"), 114,52, 114,36 (4, 4"), 112,34
(6), 110,71 (2"), 109,47 (2), 94,16
(12), 55,66 (14), 23,30 (13)

160,62 (1), 159,24 (1), 158,79-
157,19 (d, 6", J; = 23540 Hz),
150,02 (3"), 144,92, 144,75 (2', 9"),
142,70 (8), 141,15 (11), 138,18 (7),
134,73 (9), 128,63 (5), 124,77 (3),
122,40 (3), 120,80-120,63 (d, 7", J»
= 29,19 Hz), 119,31-119,25 (d, 8",
J3 = 8,63 Hz), 115,24-115,18 (d, 4",
Js = 10,88 Hz), 114,52 (4), 112,30
(6), 111,41-111,24 (d, 5", J =
24,99 Hz), 111,24 (2), 109,46 (2"),
94,14 (12), 55,65 (14), 23,27 (13)
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U svrhu predvidanja farmakokinetickih karakteristika molekula i odredivanja vrijednosti
fizicko-kemijskih deskriptora upotrijebljene su besplatne web aplikacije SwissADME i
Chemicalize (chemicalize.com; www.swissadme.ch). Oralna bioraspolozivost jedno je od
najvaznijih farmakokinetickih svojstava koje novosintetizirana molekula mora zadovoljiti.
Vise je razlicitih algoritama koji na temelju fizicko-kemijskih parametara predvidaju oralnu
bioraspolozivost molekule, no najpoznatiji od njih zasigurno su Lipinskijeva te Veberova
pravila. Da bi molekula imala zadovoljavajucu oralnu bioraspolozivost, prema Lipinskiju,
mora imati relativnu molekulsku masu manju od 500, broj donora vodikovih veza manji od 6,
broj akceptora vodikovih veza maksimalno 10 te logaritam particijskog koeficijenta (log P)
manji od 5 (Lipinski i sur., 1997). Da bi se postigla zadovoljavajuca oralna bioraspoloZzivost
prema Veberu, molekula ne smije imati viSe od 10 rotiraju¢ih veza, polarnost povrSine
odredena zbrojem akceptora i donora vodikovih veza ne smije biti ve¢a od 12, a topoloska
plostina zone polarne povriine (TPSA) mora biti manja od 120 A% (Veber i sur., 2002).

Parametri koji su izraCunati za spojeve 8a-b i 9a-b prikazani su u Tablici 6.

Tablica 7. Pregled parametara izraCunatih putem web aplikacije Chemicalize

(chemicalize.com).

Spoj 8a 8b 9a 9b
Molekulska formula C24H17N503 Ca5H19N503 C25H19N503 C2sH18Ns03F
Mr 423,13 437,46 437,46 455,45
log P 3,42 3,71 3,48 3,79
Broj donora vodikove 1 1 0 0
veze
Broj akceptora
vodikove veze ° ° ° !
Zbroj donorai
akceptora vodikovih 7 7 6 7
veza
Broj rotirajuéih veza 4 4 4 4
TPSA? (A?) 98,83 98,83 87,97 87,97
Lipinskijeva pravila 4/4 4/4 4/4 4/4
Veberova pravila 3/3 3/3 3/3 3/3
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Iz podataka prikazanih u Tablici 6 zakljuCuje se da spojevi kandidati zadovoljavaju
Lipinskijeva i Veberova pravila, stoga bi se mogla ocekivati dobra oralna bioraspolozivost

istih.

SwissADME u obliku Sesterokuta stvara jedinstveni graficki prikaz na temelju izracunatih
parametara koji utjecu na oralnu bioraspolozivost, a taj graficki prikaz naziva se

Bioavailability radar (Slika 5) (Daina i sur., 2017).

8a 8b

 9a 9b

Slika 5. Bioavailability radar novosintetiziranih derivata harmina 8a-b i 9a-b (preuzeto s

http://www.swissadme.ch/)
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Ruzicasto obojeno polje oznacava optimalan raspon vrijednosti za svaki parametar te
pozitivno korelira s oralnom bioraspolozivos¢u, a svaki kut Sesterokuta predstavlja jedan
parametar. Parametar lipofilnosti molekule (LIPO) kvantificiran je vrijednos¢u log P
izraCunatog koriStenjem programa XLOGP 3.2.2 i mora zadovoljiti vrijednosti izmedu -0,7 i
+5,0. Veli¢ina molekule (SIZE) kvantificirana je vrijedno$¢u molekulske mase koja mora biti
izmedu 150 i 500 g mol™. Polarnost molekule (POLAR) kvantificirana je vrijedno$éu TPSA
koja mora biti u rasponu od 20 do 130 A2 Parametar netopljivosti molekule (INSOLU)
kvantificiran je negativnom vrijednoS¢u logaritma molarne topljivosti koja ne smije biti veca
od 6, a izraCunata je topoloSkom metodom Delaneyja (log S). Parametar (INSATU) opisuje
nezasi¢enost molekule koja je kvantificirana udjelom sp® hibridiziranih ugljikovih atoma u
ukupnom broju atoma ugljika i njegova vrijednost ne smije biti niza od 0,25. Fleksibilnost
molekule (FLEX) kvantificirana je brojem rotiraju¢ih veza kojih ne smije biti viSe od 9

(Daina i sur., 2017).

Iz podataka prikazanih na Slici 5 vidljivo je da su svi novosintetizirani spojevi unutar
optimalnog podrucja za 5 od 6 parametara. Parametar koji ne zadovoljava jer nije unutar
optimalnog podruéja, a opisuje nezasi¢enost molekule, iznosi 0,08 za spoj 8a, a 0,12 za

spojeve 8b i 9a-b .

Boiled EGG model grafi¢ki je prikaz koji na temelju strukture molekule predvida njene
farmakokineticke parametre, a stvoren je na web stranici SwissADME kao 1 prethodno
spomenuti Bioavailability radar. U ovom grafickom prikazu (Slika 6) molekule su oznacene
plavim ili crvenim to¢kama. Plavom bojom program oznacava molekule koje su supstrati P-
glikoproteina, a crvenom molekule koje nisu supstrati istog. P-glikoprotein prisutan je u
endotelnim stanicama krvno-mozdane barijere te epitelnim stanicama u gastrointestinalnom
traktu, a obnasa ulogu efluksne pumpe (Fu, 2013). Informacija o tome je li molekula supstrat
P-glikoproteina ili ne bitna je za procjenu moguénosti prolaska molekule kroz
gastrointestinalnu stijenku i krvno-mozdanu barijeru. Molekuli koja se nalazi unutar bijelog
polja na grafickom prikazu predvidena je pasivna apsorpcija u GIT-u, dok se molekuli unutar

zutog polja predvida prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru (Daina i sur., 2017).
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Slika 6. Boiled EGG model novosintetiziranih derivata harmina 8a-b i 9a-b (preuzeto s

http://www.swissadme.ch/)

Iz podataka prikazanih na modelu Boiled EGG na Slici 6 moze se zakljuéiti da su svi spojevi
supstrati P-glikoproteina te ¢e se prema predvidanjima pasivno apsorbirati kroz

gastrointestinalnu stijenku, dok nijedan spoj nece prelaziti krvno-mozdanu barijeru.
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5. ZAKLJUCAK
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U ovom radu opisana je sinteza novih 1,2,3-triazolskih hibrida harmina i kumarina. Sinteza i
karakterizacija spojeva provedena je u sklopu istrazivanja derivata harmina kao potencijalnih
antimalarijskih lijekova koje se provodi na Zavodu za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta.

Sintetizirani su i karakterizirani sljede¢i spojevi koji do sada nisu bili opisani u literaturi:

> 4-(4-(((1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-6-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-2H-
kromen-1-ona (8a),

> 6-metil-4-(4-(((1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-6-il)oksi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-
2H-kromen-2-ona (8b),

> 4-(4-((7-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-9-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-2H-
kromen-2-ona (9a) i

> 6-fluor-4-(4-((7-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-9-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)-2H-kromen-2-ona (9b).

Takoder su sintetizirani 1 spojevi koji su sluzili kao gradevni elementi u sintezi ciljnih spojeva
8a-b i 9a-b, a to su kumarinskih azidi 2a-c te O- i N-supstituirani propargilirani derivati

harmina i fenola 5 -6 7. Fenol 5 je sintetiziran iz 5-metoksitriptamina.

Strukture svih novosintetiziranih spojeva potvrdene su uobifajenim analitickim 1
spektroskopskim metodama (IR, *H i 3C NMR, MS), a spojevima je odredena i temperatura

taliSta.

Ciljnim produktima 8a-b i 9a-b racunski je opisana moguénost oralne bioraspolozivosti

pomocu nekoliko strukturnih parametara koji ujedno opisuju fizicko-kemijska svojstva istih.

Novosintetiziranim spojevima bioloSko djelovanje bit ¢e ispitano u daljnjim istrazivanjima

koja prelaze okvire ovog rada.
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7. SAZETAK/SUMMARY
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Sinteza i karakteizacija novih 1,2,3-triazolskih derivata harmina i kumarina

Ovaj rad dio je istrazivanja provedenog na Zavodu za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu koji obuhvaca dizajn, sintezu te biolosku
evaluaciju derivata harmina s potencijalnim antimalarijskim djelovanjem. Cilj ovog rada bila
je sinteza i karakterizacija novih 1,2,3-triazolskih hibrida harmina i kumarina. Sinteza je
zapoceta prevodenjem derivata kumarina do odgovarajucih azida 2a-c prema dolje navedenoj
shemi. Harmin i fenol 5 dobiven iz 5-metoksitriptamina zatim su prevedeni u odgovarajuce
alkine 6 i 7 u reakciji s propargil-bromidom. Bakar(l)-kataliziranom reakcijom alkin-azid
cikloadicije u kojoj su pocetni reaktanti bili alkini 6 i 7 te azidi 2a-c dobiveni su konacni

produkti 8a-b i 9a-b.

m POCI m NaNs m
—» —_—

4-| HIDROKSIKUMARIN

_o NH, O~ + LiCOs = R | H oCHy F
N — 05 ~ 2 10%PdIC \ /N
N ACN, TFA >
N aps. EtOH
A CF3C00"
3

5-METOKSITRIPTAMIN
HBr (47 /l CHyCOOH, glac. \ /
\ /@Q
\\/Br
-

9a,b

. N=N
@L";r‘)
=z
R Cu(ll)acetat m u(ll)acetat
2a c

N3

—»
/ O
\\§
7

HARMIN

Strukture svih novosintetiziranih spojeva potvrdene su spektroskopskim metodama (IR, *H i
13C NMR, MS) te im je odredena temperatura talista. Sva &etiri kona¢na produkta
zadovoljavaju Lipinskijeva i Veberova pravila, a web alat SwissADME im predvida dobru
oralnu bioraspolozivost. Biolosko djelovanje novosintetiziranih derivata bit ¢e ispitano u

daljnjim istraZivanjima.
Kljucne rijeci: harmin, kumarin, ,1,2,3-triazol, sinteza, click kemija
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Synthesis and characterization of novel harmine and coumarin 1,2,3-triazole derivatives

This paper is a part of ongoing research at the Department of Medicinal Chemistry, Faculty of
Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, which includes design, synthesis, and
biological evaluation of novel harmine derivatives as potential antimalarial drugs. The aim of
this diploma thesis was the synthesis and characterization of novel harmine 1,2,3-triazole
derivatives comprising coumarin in their structure. Synthesis began with transformation of
coumarin derivatives to azides 2a-c shown in set out below scheme. Both harmine and phenol
5, which was generated from 5-methoxytryptamine, were transformed into alkynes 6 and 7 in
the reaction of alkylation using propargyl bromide. The copper(l)-catalyzed alkyne-azide
cycloaddition, in which alkynes 6 and 7, and coumarin derivatives 2a-c were used, resulted in
the formation of the final compounds 8a-b (O-derivatives) and 9a-b (N-derivatives).
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—> —_—

4- HYDROXYCOUMARIN

NH, — - + Li,CO3 — N R H OCH3 F
— 05 % 10%Pd/C (0]
ACN, TFA - \ 4
aps. EtOH

CF3C00"
HBr (47 /l CH3COOH, glac. \ /
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Structures of the neWIy synthe5|zed compounds were confirmed using spectroscopic methods
(IR, H and C NMR, MS), while melting points were determined for solid compounds. All
four novel derivatives fulfill all the Lipinski’s and Veber’s criteria for good oral
bioavailability of potential drugs. SwissADME web tool predicts good oral bioavailability as
well. Biological activity of the newly synthesized compounds will be examined in further

studies.

Keywords: harmine, coumarin, 1,2,3-triazole, synthesis, click chemistry
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8. PRILOZI
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U prilozima su prikazani snimljeni IR, MS, *H i *C NMR spektri nekih prekursora te

krajnjih produkata.
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Sinteza i karakterizacija novih 1,2,3-triazolskih derivata harmina i kumarina
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SAZETAK

Ovaj rad dio je istrazivanja provedenog na Zavodu za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu koji obuhvaca dizajn, sintezu te biolosku evaluaciju derivata harmina s potencijalnim
antimalarijskim djelovanjem. Cilj ovog rada bila je sinteza i karakterizacija novih 1,2,3-triazolskih hibrida harmina i
kumarina. Sinteza je zapoCeta prevodenjem derivata kumarina do odgovarajuéih azida 2a-c prema dolje navedenoj
shemi. Harmin i fenol 5 dobiven iz 5-metoksitriptamina zatim su prevedeni u odgovarajuce alkine 6 i 7 u reakciji s
propargil-bromidom. Bakar(l)-kataliziranom reakcijom alkin-azid cikloadicije u kojoj su pocetni reaktanti bili alkini 6
i 7 te azidi 2a-c dobiveni su konaéni produkti 8a-b i 9a-b. Strukture svih novosintetiziranih spojeva potvrdene su
spektroskopskim metodama (IR, H i *C NMR, MS) te im je odredena temperatura taliita. Sva &etiri kona¢na
produkta zadovoljavaju Lipinskijeva i Veberova pravila, a web alat SwissADME im predvida dobru oralnu

bioraspolozivost. Biolosko djelovanje novosintetiziranih derivata bit ¢e ispitano u daljnjim istrazivanjima.
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SUMMARY

This paper is a part of ongoing research at the Department of Medicinal Chemistry, Faculty of Pharmacy and
Biochemistry, University of Zagreb, which includes design, synthesis, and biological evaluation of novel harmine
derivatives as potential antimalarial drugs. The aim of this diploma thesis was the synthesis and characterization of
novel harmine 1,2,3-triazole derivatives comprising coumarin in their structure. Synthesis began with transformation
of coumarin derivatives to azides 2a-c shown in set out below scheme. Both harmine and phenol 5, which was
generated from 5-methoxytryptamine, were transformed into alkynes 6 and 7 in the reaction of alkylation using
propargyl bromide. The copper(l)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition, in which alkynes 6 and 7, and coumarin
derivatives 2a-c were used, resulted in the formation of the final compounds 8a-b (O-derivatives) and 9a-b (N-
derivatives). Structures of the newly synthesized compounds were confirmed using spectroscopic methods (IR, *H and
13C NMR, MS), while melting points were determined for solid compounds. All four novel derivatives fulfill all the
Lipinski’s and Veber’s criteria for good oral bioavailability of potential drugs. SwissADME web tool predicts good
oral bioavailability as well. Biological activity of the newly synthesized compounds will be examined in further
studies.
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