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1. UvOD



1.1 Malarija

Malarija je smrtonosna bolest od koje umire oko pola milijuna ljudi godi$nje, najvise u zemljama
u razvoju koje nisu uspjele istrijebiti komarce roda Anopheles, koji imaju ulogu vektora. 2017.
godine od malarije je umrlo oko 435 000 ljudi, a zabiljezeno je oko 219 milijuna slu¢ajeva zaraze
Sirom svijeta, ukljucujuéi osjetljive skupine kao $to su trudnice i djeca mlada od pet godina. Za
najteze oblike malarije odgovoran je protozoanski parazit Plasmodium falciparum. Ostale vrste
koje uzrokuju malariju kod ljudi ukljucuju P. ovale, P. vivax, P. malariae i P. knowlesi. Simptomi
se javljaju 10-15 dana nakon ugriza komarca i ukljucuju visoku temperaturu, trnce, glavobolju i
povracanje. Ako se na ove simptome ne reagira terapijom lijekovima, bolest moze napredovati i
uzrokovati teze simptome, ukljucujuéi anemiju (World Malaria Report, 2018; Shahinas i sur.,
2013).

Zivotni ciklus malarije pocinje ubodom komarca koji otpusta antikoagulanse u krv domaéina,
nakon Cega slijedi injekcija sporozoita malarije, koji putem krvi dolaze do hepatocita. U ovom
okruzenju sporozoiti rastu i repliciraju DNA te prelaze u stadij merozoita. Kada su merozoiti
otpusteni iz hepatocita u krvotok pocinje intra-eritrocitni ciklus parazita, koji je odgovoran za
klinicke simptome malarije. Unutar eritrocita parazit prvo poprima oblik prstena, u kojem se hrani
hemoglobinom i nutrijetima plazme, nakon ¢ega prelazi u fazu trofozoita u kojoj se hrani, raste te
modificira membranu eritrocita. Kako se parazit hrani hemoglobinom, nastaju toksi¢ni produkti
hema koje parazit polimerizira u netoksi¢ni hemozoin. Trofozoiti nakon replikacije DNA prelaze
u fazu shizonta u kojoj slijedi maturacija te se razvijaju novi merozoiti, koji se otpustaju u krvotok

nakon pucanja eritrocita inficiranih shizontima (Shahinas i sur., 2013).

Tijekom proslog desetljeca, incidencija i smrtnost malarije se smanjila zahvaljuju¢i mjerama
prevencije te uspjesnim tretiranjem bolesnika zarazenih plazmodijem. Medutim, novi problem u
suzbijanju malarije predstavlja pojava sojeva parazita rezistentnih postoje¢e antimalarike.
(Murillo-Solano i sur., 2017).



1.2 Porast rezistencije na antimalarike

Vecina trenutno dostupnih antimalarika dobiveni su na temelju prirodnih spojeva koji su pokazali
antimalarijsku aktivnost. Identifikacija antimalarika kao Sto su kinin i artemizinin bila je slucajna
i nije ukljucivala racionalnu identifikaciju molekularnih meta. Ostali antimalarici kao §to su
klorokin, artesunat, antifolati i tetraciklini identificirani su prema njihovoj kemijskoj povezanosti

s prirodnim spojevima ili aktivnosti protiv drugih infektivnih patogena (Shahinas i sur., 2013).

Vecéina postojecih antimalarika ima sli¢an nacin djelovanja. 4-aminokinolini i aril amino alkoholi
interferiraju s formacijom hemozoina, antifolati ometaju metabolizam folata, artemizinin i njegovi
derivati su endoperoksidi koji stupaju u interakcije s reduciranim hemom te modificiraju enzime i
lipide parazita, antibiotici interferiraju s RNA parazita i inhibiraju sintezu proteina. Antifolati su
medu rijetkim antimalaricima koji imaju dobro definirane mete i mehanizam djelovanja u
biosintetskom putu folata, ali rezistencija na ove inhibitore, uklju¢ujuci pirimetamin i ciklogvanil,
pojavila se ubrzo nakon $to su uvedeni kao antimalarici. Mutacija u dihidrofolat reduktazi zbog

koje se javlja rezistencija prvo se pojavila u Aziji i prosirila se u Afriku. (Shahinas i sur., 2013).

Uporaba klorokina zapocela je Sirom svijeta u 1940-tim godinama, te je klorokin predstavljao
zlatni standard za prevenciju i lijeCenje malarije bez komplikacija kroz nekoliko desetljeca
(Shahinas i sur. 2013). P. falciparum postao je visoko rezistentan na klorokin u vecini podrué¢ja na
kojima je prisutna malarija. Rezistencija na sulfadoksin-pirimetamin takoder je proSirena i razvila
se mnogo brze. Rezistencija na meflokin je prisutna samo na podruc¢jima gdje je Siroko koriSten,
kao §to su Tajland, Kambodza i Vijetnam (White, 2004). Kombinirana terapija koja ukljucuje
artemizinin (ACT) uvedena je tijekom 1990-tih godina, kada je u Jugoistocnoj Aziji postojala
prijetnja od neizljecive malarije zbog razvoja rezistencije na sve dostupne lijekove. 2005. godine
Svjetska Zdravstvena Organizacija (WHO) preporucila je koriStenje kombinirane terapije koja
ukljucuje artemizinin (ACT) kao prvu liniju lijeCenja malarije uzrokovane P. falciparum u svim
drzavama gdje je malarija endemska, $to je uz ostale mjere prevencije rezultiralo smanjenjem
morbiditeta i mortaliteta malarije (Ashley i sur., 2014). lako se ACT pokazala vrlo djelotvornom
protiv rezistentnih P. falciparum sojeva, pojavila se sve rastuca rezistencija na artemizinin i

njegove derivate (Corey i sur., 2016).



Rezistencija plazmodija na vise od tri lijeka (eng. multidrug resistance), takoder je ¢esta. Uzroci
rezistencije na antimalarike mogu biti neto¢no doziranje, neadherencija pacijenata, primjena

lijekova lose kvalitete ili laznih lijekova, te neto¢na dijagnoza (Shahinas i sur., 2013).

Rezistencija se razvija kad paraziti podlijezu toCkastim mutacijama ili amplifikaciji gena,
pogotovo kod visoke izloZenosti lijekovima (Shahinas i sur., 2013). To su mutacije u genima
povezanim s metama antimalarika ili influks i efluks pumpama koje utje¢u na koncentraciju lijeka
unutar parazita. P. falciparum paraziti iz Jugoisto¢ne Azije pokazali su povecanu sklonost prema

razvoju rezistencije na antimalarike. (White, 2004).

Rezistencija na klorokin kod P. falciparum prisutna je Sirom svijeta, a ukljucuje viSestruke
mutacije u P. falciparum transporteru za rezistenciju na klorokin, PfCRT (Biamonte i sur., 2013).
Rezistencija na meflokin i ostale strukturno sli¢ne arilaminoalkohole kod P. falciparum rezultat je
amplifikacija u Pfmdr genu, koji kodira za p-glikoproteinsku pumpu (Pgh). Za P. falciparum i
P. vivax, rezistencija na antifolate (pirimetamin i ciklogvanil) rezultat je sekvencijalnog stjecanja
mutacija gena koji kodira za dihidrofolat reduktazu (White, 2004). Rezistencija na artemizinin
povezana je s to¢kastom mutacijom u ,,propelerskoj* regiji P. falciparum kelch proteina (Ashley i
sur., 2014).

Zbog razvoja antimalarijske rezistencije povecao se morbiditet i mortalitet malarije. Gubitak
jeftinih i efektivnih antimalarika zbog rezistencije predstavlja jednu od najvecih opasnosti za
zdravlje stanovnika tropskih podrucja. Zbog rezistencije na klorokin i sulfadoksin-pirimetamin,
dva najjeftinija antimalarika, jasno je da je potreban razvoj novih terapeutskih pristupa s novim
mehanizmom djelovanja, naroc¢ito u danaSnje vrijeme kada poznavanje biokemije i genoma
malarije moze pomo¢i u identifikaciji novih mehanizama antimalarijskog djelovanja. Takoder,
klorokin bi se zbog svojih povoljnih osobina i dalje mogao koristiti u lijeCenju malarije uzrokovane
rezistentnim sojevima parazita u kombinaciji s lijekovima koji bi sprecavali ili smanjili
rezistenciju. Idealni antimalarik trebao bi biti jeftin, siguran, moci ubiti parazita u kratkom

vremenu te biti otporan na rezistenciju. (Shahinas i sur., 2013).



1.3 Heat shock protein 90 (Hsp90)

Heat shock proteini (HSPs) su klasa visoko konzerviranih molekularnih Saperona koji potpomazu
smatanje proteina. Oni sudjeluju u pretvorbi svojih proteinskih supstrata u funkcionalnu
konformaciju. Njihova uloga je da proslijeduju proteinske supstrate dijelomi¢no smotane od strane

jedne grupe HSP, drugoj grupi Saperona. (Shahinas i sur., 2013).

Heat shock protein 90 (Slika 1) je esencijalni molekularni Saperon kod eukariota te predstavlja
jednu od potencijalnih meta lijekova protiv protozoa. Hsp90 je homodimer. Svaki Hsp90 monomer
graden je od N-terminalne domene preko koje se veze ATP, srednje domene koja je bitna za
hidrolizu ATP-a i vezanje supstrata, te C-terminalne domene (dimerizacijske domene) preko koje
su monomeri povezani. Njegova supstrat-vezuju¢a domena sudjeluje u zavrsnom koraku smatanja
nascentnih proteina (Murillo-Solano i sur., 2017; Schopf i sur., 2017). Hsp 90 je jedan od najbolje
istrazenih ¢lanova HSP obitelji, te ima vaZznu ulogu u normalnom eukariotskom rastu i razvoju.
Citosolni Hsp90 je postojan u obliku multisaperonskog kompleksa te zajedno s Hsp70 i Hsp60
pomaze novo sintetiziranim proteinima u smatanju i modulaciji aktivnosti transkripcijskih faktora

I protein kinaza. (Shahinas i sur., 2013).

N-terminalna domena

Srednja domena
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Slika 1. Struktura Hsp90 (preuzeto i prilagodeno iz

https://www.ucl.ac.uk/~zcbtfi4/structure.html)


https://www.ucl.ac.uk/~zcbtfi4/structure.html

Ljudski 1 malarijski genomi kodiraju Cetiri paraloga Hsp90. Hsp90a je ljudski inducibilni homolog
prekomjerno izrazen u stanicama raka, a induciran je toplinskim Sokom. Hsp90p je konstitutivni
homolog. Postoje dodatna dva paraloga, ali za razliku od Hsp90a i Hsp90B koji se nalaze u
citosolu, Hsp90 paralog znan kao TNF receptor-associated protein (TRAP1) nalazi se u
mitohondriju, a Grp94 u endoplazmatskom retikulumu. Svaki od Hsp90 paraloga sudjeluje u
smatanju odredene grupe proteina klijenata (Schopf i sur., 2017; Shahinas i sur., 2013) U ljudskom
domacinu, Hsp90a i Hsp90pB sadrze EEVD interakcijski motiv, ali kod malarije, samo jedan od
citosolnih Hsp90 paraloga PFO7_0029 (Slika 2) sadrzi EEVD motiv. PF07_0029 je induciran

stresom i vrlo je izraZen u eritrocitnom zivotnom ciklusu parazita (Shahinas i sur., 2013).

DV: Digestivna vakuola
ER: Endoplazmatski retikulum
MT: Mitohondrij

Slika 2. Prikaz lokalizacije ljudskih i malarijskih Hsp90 paraloga unutar eritrocita inficiranim s
P. falciparum. Fokus ovog pregleda je na PfHsp90 (PF07_0029), koji je citosolna izoforma s

konzerviranim EEVD motivom (preuzeto i prilagodeno iz Shahinas i sur., 2013).



Ljudski citosolni Hsp90 odgovoran je za pravilno smatanje vise od 300 supstrata, koji se nazivaju
klijenti, ukljucujuéi protein kinaze, transkripcijske faktore i receptore klju¢ne za odrzavanje
proteinske homeostaze i regulaciju vitalnih stani¢nih procesa (Posfai i sur., 2018). Mnogi Hsp90
klijenti su esencijalni proteini ukljuceni U Stani¢ne regulatorne procese i potrebni su za
prezivljavanje stanice, a zahtjevaju Saperonsku asistenciju da poprime svoj aktivni oblik. Ove

klju¢ne funkcije Hsp90 objasnjavaju njegovu vaznost kod eukariota (Murillo-Solano i sur., 2017).

Energiju potrebnu za smatanje proteina klijenata pruza ATP. Serija strukturnih preraspodijela
povezuje vezanje proteina Klijenata s hidrolizom fosfonukleotida. Nukleotid-vezuju¢a domena
nalazi se na N-terminalnoj domeni Hsp90 (Slika 3), ali za ATP-aznu aktivnost potreban je
kataliticki aktivan ostatak koji se nalazi na srednjoj domeni. Skup konformacijskih promjena
(Slika 4) koje povezuju ATP-aznu i Saperonsku aktivnost naziva se Hsp90 konformacijski ciklus
(Murillo-Solano i sur., 2017). ATP-azna aktivnost Hsp90 esencijalna je za provodenje
Saperonskog ciklusa te za direktno vezanje, indukciju aktivne konformacije te otpustanje proteina
klijenata. Inhibicijom ATP-azne aktivnosti na ATP-vezujucoj domeni na N-terminalnom kraju
moguce je inhibirati funkcije Hsp90 i njegovih interakcija s proteinima klijentima (Shahinas i sur.,
2013).

Hsp90 se ve¢ pokazao kao uspjesna meta u terapiji raka, neurodegenerativnih bolesti, te virusnih
i gljiviénih infekcija zbog svoje aktivacije i posredovanja u stresom induciranim interakcijama u
abnormalnim stanicama. Hsp90 na svojoj N-terminalnoj domeni ima unikatni Bergerat nabor gdje
se nalazi ATP-vezno mjesto s otvorenim ,,poklopcem®, gdje je moguée kompetitivno i selektivno
inhibirati njegovu aktivnost s malim molekulama. Kako Hsp90 regulira stani¢ni ciklus i potencira
rezistenciju na lijekove, mnogi klijenti Hsp90 su esencijalni stani¢ni proteini s patogenom
funkcijom koji ¢ine inhibiciju Hsp90 smrtonosnom za stanice pod stresom, ali ne i za normalne
stanice (Shahinas i sur., 2013). Takoder, zbog razlike u strukturi ATP-vezuju¢e domene ljudskog
i parazitskog Hsp90 te njegove uloge u vaznim stani¢nim funkcijama, Hsp90 je obecavajuca meta

lijekova protiv parazitskih infekcija (Bayih i sur., 2016).



ATP-vezno mjesto

Linker

Slika 3. Shematski prikaz stukture Hsp90 i rasporeda njegovih domena. NTD oznacava
N-terminalnu domenu, MD srednju domenu, CTD C-terminalnu domenu, a MEEVD oznacava
Met-Glu-Glu-Val-Asp motiv prisutan na C-terminalnom kraju molekule (preuzeto i prilagodeno
iz Schopf i sur., 2017).

Otvoreno ATP-

vezano stanje

Slika 4. Shematski prikaz Hsp90 konformacijskog ciklusa i vezanja koSaperona. Nakon vezanja
ATP-a, Hsp90 prelazi iz otvorenog ATP-vezanog stanja u prijelazno stanje kada dolazi do
zatvaranja ,,poklopca®. Zatim N-terminalni krajevi monomera stupaju u interakciju (zatvoreno
stanje 1), te dolazi do uvijanja monomera (zatvoreno stanje 2). Razli¢iti koSaperoni se vezu na
odredene konformacije Hsp90: HOP stabilizira otvorenu konformaciju i tako inhibira ATP-aznu
aktivnost, PPlase se vezu na sva konformacijska stanja Hsp90, CDC37 se veze rano u ciklusu i
vazan je za vezanje klijenata kinaza, AHA1 posreduje formaciju zatvorenog stanja 1, a p23

stabilizira zatvoreno stanje 2 (preuzeto i prilagodeno iz Schopf i sur., 2017).



1.4 Plasmodium falciparum Hsp90

Kod P. falciparum, jedan citosolni Hsp90 (PF07_0029, PfHsp90) induciran je stresom i vrlo je
izrazen u eritrocitnom zivotnom ciklusu (Shahinas i sur., 2013). Plazmodiju je Hsp90 potreban za
prezivljavanje stresnih uvjeta okolisa u ljudskom domacéinu, ukljucujuéi pH 1 povisenu
temperaturu kod pacijenta (Hoter i sur., 2018). Porast temperature aktivira PfHsp90 posredovan
odgovor na stres i moze olaksati pojavu novih fenotipova tako da djeluje kao Saperon za mutantne
proteine koji imaju ulogu u razvoju rezistencije na lijekove te pojacavaju virulenciju ili

citoadherencijska svojstva (Shahinas i sur., 2013).

Razlike u aminokiselinskoj strukturi ljudskog Hsp90 i PfHsp90 otvaraju moguénosti za specificno
vezanje lijekova (Slika 5). Npr., Val186 ljudskog Hsp90 zamijenjen je s izoleucinom (1le173) kod
plazmodija, PfHsp90 sadrzi Ala38 umjesto Ser52 ljudskog Hsp90, i na poziciji Lys112 kod
HsHsp90, PfHsp90 sadrzi Arg98 (Shahinas i sur., 2012). U pravilu, PfHsp90 ima suZeniji, bazi¢niji
i hidrofobniji dZep na ATP-veznoj domeni u odnosu na ljudski Hsp90. Moguce je da PfHsp90 ima
ulogu u razvoju rezistencije plazmodija na antimalarike zbog svoje interakcije s Cg4 proteinom
vezanim uz rezistenciju na klorokin. Stoga, PfHsp90 bi mogao predstavljati metu novih
antimalarika ali i imati ulogu u sprjeavanju rezistencije na konvencionalne antimalarike kroz

sinergiju s drugim lijekovima (Shahinas i sur., 2013).

H.sapiens Pfalciparum

Lys112 Arg98
Ser52 Ala38
Asn106 Asn92

Slika 5. Usporedba ljudskog Hsp90 (HsHsp90) i P. falciparum Hsp90 (PfHsp90) (preuzeto i
prilagodeno iz https://www.researchgate.net/figure/lllustration-of-ATP-binding-pocket-
differences-A-Molecular-model-of-adenosine_figs 276126381)


https://www.researchgate.net/figure/Illustration-of-ATP-binding-pocket-differences-A-Molecular-model-of-adenosine_fig5_276126381
https://www.researchgate.net/figure/Illustration-of-ATP-binding-pocket-differences-A-Molecular-model-of-adenosine_fig5_276126381

1.5 Inhibitori Heat shock proteina 90

Inhibicijom Hsp90 onemogucéeno je pravilno smatanje proteina te Hsp90 klijenti ne mogu
poprimiti svoju aktivnu konformaciju i razgraduje ih proteasom. Degradacija ovih proteina vodi
do zaustavljanja rasta i apoptoze u stanicama raka (Shahinas i sur., 2013). Zbog ovih saznanja,
provodi se sve vise istrazivanja kojima je cilj prosiriti spektar djelovanja Hsp90 inhibitora na druge
bolesti, ukljuuju¢i malariju, Africku bolest spavanja, autoimune bolesti |1 razne

neurodegenerativne poremecaje (Dolgin i Motluk, 2011).

Inhibitori Hsp90 posjeduju nekoliko karakteristika koje ih ¢ine obecavaju¢im molekulama s
djelovanjem protiv P. falciparum. Ovi inhibitori su ve¢ pokazali da ograni¢avaju rast parazita u in
Vvitro uvjetima kao i na misjem modelu malarije. Kako su neki inhibitori Hsp90 ve¢ u klinickom
fazi razvoja za terapiju karcinoma, mogli bi se prenamjeniti u antimalarike ukoliko se ne bi
pokazali kao djelotvorni antitumorski lijekovi. Osim toga, inhibicija Hsp90 kod gljivica
rezistentnih na antifungalne lijekove dovela je do prelaska rezistentnog u osjetljiv fenotip, sto
potvrduje Saperonsku ulogu Hsp90 u razvoju rezistencije. Ovo je zna¢ajno opazanje s obzirom na
to da je rezistencija na artemizinin povezana s pojacanim odgovorom na stres. Ova saznanja ¢ine

Hsp90 obec¢avaju¢om metom protiv P. falciparum (Murillo-Solano i sur., 2017).

Geldanamicin (Slika 6) je prvi Hsp90 inhibitor, otkriven prije vise od 40 godina. Taj prirodni
antibiotik proizvode bakterije tla na podru¢ju Kalamazooa u Michiganu. Dodatna ispitivanja su
pokazala da posjeduje i antitumorsko djelovanje (Dolgin i Motluk, 2011). Otkri¢e geldanamicina
otvorilo je novi put u razvoja lijekova koji djeluju na Hsp90. Geldamicin je u in vitro uvjetima
pokazao snazno antitumorsko i antimalarijsko djelovanje (Bayih i sur., 2016). Medutim, njegova
klinicka primjena nikada nije zazivjela zbog slabe topljivosti i visoke hepatotoksic¢nosti, te in vivo
nestabilnosti (Angel i sur., 2013). Radicikol (Slika 6) je makrociklicki lakton s anti-Hsp90
aktivnosti u stani¢noj kulturi, ali nije stabilan u serumu, zbog ¢ega nije aktivan in vivo (Shahinas i
sur., 2013).

Kao rezultati istrazivanja, razvijeni su razli¢iti derivati geldanamicina s prihvatljivom razinom
hepatotoksi¢nosti, od kojih su se neki, ukljucuju¢i 17-AAG (Slika 6), pokazali kao obecavajuci
antimalarijski spojevi koji dijeluju na PfHsp90 (Bayih i sur., 2016).
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koji oponasaju specifi¢ni oblik kakav ATP poprima kad se veze na Hsp90 preko ATP-vezne
domene (Shahinas i sur., 2013). Osim geldanamicina i njegovih derivata, druge male molekule kao
Sto su analozi purina pokazale su djelotvornost u inhibiciji Hsp90 u in vitro i in vivo uvjetima.
Jedna od takvih molekula je PU-H71 (Slika 6), koja je testirana kao antitumorski lijek. PU-H71 je
pokazao i antimalarijsko djelovaje (Bayih i sur., 2016). Neki sintetski inhibitori Hsp90, kao $to su
derivati purina, pirazola i izoksazola (Slika 7), ciljaju N-terminalnu domenu Hsp90 (Shahinas i

sur., 2013). Derivati aminoalkohol-karbazola pokazali su selektivnu inhibiciju PfHsp90 zbog

specifi¢nosti strukture ATP-veznog dZzepa Hsp90 plazmodija (Wang i sur., 2016).

\

Geldanamicin 17-AAG

OH O

Radicikol PU-H71

Slika 6. Strukturne formule prirodnih i sintetskih inhibitora Hsp90 (Taldone i sur., 2009)
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PU-DZS8 G3129 VER-50589

Slika 7. Primjeri strukturnih formula purinskih, pirazolskih i izoksazolskih inhibitora Hsp90
(Taldone i sur., 2009)

1.6 Prirodni spojevi s antimalarijskim djelovanjem - alkaloidi Guiera senegalensis i

Peganum Harmala

U Africi vecina populacije nema pristup terapiji lijekovima, ali im je dostupna tradicionalna
medicina. Guiera senegalensis (Slika 8) je grm koji raste u savani u Zapadnoj i Centralnoj Africi.
Njegovi listovi koriste se u tradicionalnoj medicini za lijeCenje gastrointestinalnih poremecaja,
respiratornih infekcija, reume i malarije pripremom febrifugalnih dekokta. Pokazalo se da alkaloidi
ekstrahirani iz lis¢a G. senegalensis imaju antimalarijsko djelovanje. Harman je identificiran kao
aktivni agent, a daljne studije su pokazale potentno in vitro antimalarijsko djelovanje Cistih
supstanci ili metanolnih frakcija izoliranih iz sli¢nih biljaka iz Zapadne Afrike. Cisti prirodni
spojevi u odnosu na suhe ekstrakte imaju manje nuspojava i potencijalnih toksi¢nih metabolita.
Aktivne tvari izolirane iz biljaka koje se koriste u tradicionalnoj medicini, mogu posluziti kao

spojevi uzori za otkri¢e novih terapijskih mehanizama (Shahinas i sur., 2012).
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Slika 8. Guiera senegalensis (preuzeto iz
https://live.staticflickr.com/8497/8285954638 5b1f5hchc3_b.jpg)

Peganum harmala L. (Slika 9), poznata kao harmal, je perenijalna biljka koja raste na podrucju
Indije, Kine, Mongolije i Bliskog Istoka. Ova biljka sadrzi -karbolinske alkaloide kao bioaktivne
sastojke, ukljucujuci harmin, harmalin, harmol i harmalol, koji se uglavnom nalaze u korijenu i
sjemenkama. P. harmala pokazala je raznolika djelovanja, ukljuujuéi antioksidativnu,
antimutagenu i citotoksi¢nu aktivnost. Ekstrakti sjemenki pokazali su in vivo i in vitro aktivnost
protiv razli¢itih linija tumorskih stanica (Ayoob i sur., 2017). Ova biljka se koristi u tradicionalnoj
medicini na podrucju Bliskog Istoka, Indije, Kine i Afrike kao emenagog, halucinogen,
abortifacijent, antidepresiv, antiinflamatorik, antimikrobik te protiv infekcija liSmanijom
(Ibraheem i sur., 2015).

Slika 9. Peganum harmala

(preuzeto iz https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/60/Peganum_harmalal.jpg)
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Harmin se pokazao kao najaktivniji sastojak P. harmala. Harmin ima antiviralnu, antitumorsku,
halucinogenu i antiparazitsku aktivnost. Harmin inhibira aktivnost topoizomeraze te pokazuje
interkalaciju u DNA, inhibira monoamino-oksidazu A (MAO-A) i kinazu ovisnu o ciklinu (CDK)
(Ayoob i sur., 2017).

1.7 Harmin kao Hsp90 inhibitor

Harmin, B-karbolinski alkaloid iz prirodnih izvora moze se selektivno vezati na PfHsp90 u vecoj
mjeri nego na ljudski Hsp90 (HsHsp90). Harmin je pokazao da ima specifi¢no visok afinitet za
interakcije s ATP-vezuju¢om domenom PfHsp90 uz snaznu inhibiciju P. falciparum u stani¢nim
kulturama (Bayih i sur., 2016).

Docking studije u kojima su koristene kristalne strukture PfHsp90 i HsHsp90 ATP-veznih domena
predlazu da metoksi skupina harmina posreduje interakcije s gvanidinskom skupinom arginina 98
(Arg98). Ova grupa ima potencijal za tvorbu snazne interakcije s ATP-veznim dzepom PfHsp90.
Iako se pretpostavlja da Arg98 nema znacajnu ulogu u ATP-aznoj aktivnosti domene, ovaj ostatak
lociran je unutar ATP-veznog dzepa te je konzerviran medu parazitskim Hsp90 ortolozima.
Prirodne mutacije na toj poziciji nisu uo¢ene medu globalnim klini¢kim izolatima P. falciparum.

Stoga, rezistencija ,,divljeg tipa“ nije o¢ekivana.

Za razliku od harmina, harmalol koji umjesto metoksi skupine ima hidroksilnu skupinu (slika 11),
uspjesno se vezao na ljudski Hsp90 ATP-vezni dzep, Sto predlaZze da Lys112 posreduje polarne
interakcije s hidroksilnom grupom. Planarna konformacija ove dvije molekule dobro se uklapa u
hidrofobnu i bazi¢nu prirodu Hsp90 ATP-veznog dZzepa. Zbog nedostatka polarne hidroksilne
skupine, harmin stupa u specificnije interakcije s uzim i hidrofobnijim ATP-veznim dzepom

PfHsp90 u odnosu na ljudski Hsp90 (Slika 10) (Shahinas i sur., 2012).
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Slika 10. A) Harmalol vezan na ATP-vezno mjesto ljudskog Hsp90; B) Harmin vezan na ATP
vezno mjesto PfHsp90 (Shahinas i sur., 2012)
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Slika 11. Strukturne formule harmina (lijevo) i harmalola (desno) (Shahinas i sur. 2012)
Harmin takoder pokazuje sinergisticku aktivnost s postoje¢im antimalaricima u in vitro uvjetima,
kao §to su klorokin i artemizinin. Na mi§jem modelu malarije, pokazalo se da harmin potencira

djelovanje klorokina bez znacéajne toksi¢nosti. Iako je mi§ji model pokazao znatno smanjenje

parazitemije, ipak nije doslo do znacajnog poboljsanja prezivljavanja (Shahinas i sur., 2012).
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1.8 Pictet-Spenglerova reakcija

Alkaloidi su spojevi iz prirodnih izvora koji imaju Siroki spektar bioloskoh djelovanja. Danas
imaju Siroku primjenu u medicini, zbog ¢ega su metode dobivanja sintetskih alkaloida od velikog
znacaja. Jedna od takvih metoda je Pictet-Spenglerova reakcija (Slika 12, Slika 13), otkrivena
1911. godine, koja je kroz viSe od 100 godina od svog otkri¢a prosla razne modifikacije i postala
jedna od najznacajnijih metoda dobivanja sintetskih izokinolinskih i indolskih alkaloidnih
prstenova. U reakciji derivata triptamina i aldehida, ovom reakcijom mogu se sintetizirati
B-karbolinski spojevi (Heravi i sur., 2018; Stockigt i sur., 2011). B-karbolinska struktura prisutna
je uraznim prirodnim i bioaktivnim spojevima. Brojne molekule koje sadrze B-karbolinsku jezgru
aktivne su supstance s djelovanjem na HIV, tumore, razne enzime ukljucujuéi kolinesteraze i
kinaze. Stoga su razvijene brojne metode za sintezu ovih spojeva, a U najc¢esce nacine sinteze ovih
spojeva spadaju one koje ukljucuju Pictet-Spenglerovu reakciju putem koje se mogu dobiti
tetrahidro-B-karbolinski spojevi, koji se zatim oksidacijom prevode u -karboline. S ciljem razvoja
novih antimalarika, ova reakcija se moze Koristiti u svrhu sinteze harmina i njegovih derivata
(Eagon i Anderson, 2014).

N

Slika 12. Pictet-Spenglerova reakcija (Stockigt i sur., 2011)
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Slika 13. Mehanizam Pictet-Spenglerove reakcije (Stockigt i sur., 2011)
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1.9 Mikrovalno-potpomognuta sinteza tetrahidro-p-karbolina i §-karbolina

Vecina varijacija Pictet-Spenglerove reakcije opisanih u literaturi ukljucuje reakciju derivata
triptamina i aldehida u prisutnosti jake kiseline. S obzirom na to da je Picket-Spenglerova reakcija
uglavnom dugotrajan proces i odvija se u otapalu uz refluks, razvijena je metoda sinteze u

mikrovalnom reaktoru koja znatno ubrzava tijek reakcije (Eagon i Anderson, 2014).

Reakcije uz mikrovalove cesto pokazuju nedostatke, ukljucujuc¢i ograni¢en izbor supstrata,
egzoticne kiseline, slabo iskoristenje i potrebu za opseznim postupkom procis¢avanja produkta.
Stoga je potrebno optimizirati uvjete kako bi reakcija bila $to efikasnija. Za sintezu tetrahidro--
karbolina i B-karbolina uz mikrovalove, optimalnom se pokazala reakcija triptamina i acetaldehid
dimetil acetala (ADMA) u 1,2-dikloretanu (DCE) kao otapalu uz trifluoroctenu kiselinu (TFA)
(Slika 14) (Eagon i Anderson, 2014).

Protonska otapala kao $to su metanol, etanol i voda dovode do nastanka smjese nusprodukta koje
je zatim potrebno procistiti kolonskom kromatografijom da bi se izolirao produkt zadovoljavajuce
Cisto¢e. Medutim, ako kao otapalo upotrijebimo DCE, produkt se spontano taloZi nakon samo

nekoliko minuta zagrijavanja (Eagon i Anderson, 2014).

Prema rezultatima istrazivanja (Eagon i Anderson, 2014), optimalne rezultate daje reakcija uz 2
ekvivalenta TFA i ADMA na 110 °C. Povisenje temperature na 150 °C ili vise dovelo je do raspada
reaktanata, a reakcija uz 1 ekvivalent kiseline ili ADMA znacajno je produzila vrijeme reakcije ili
reakcija nije niti zapocela. Zamjena TFA octenom ili mravljom kiselinom, dovela je do produzenja
vremena trajanja reakcije i smanjenja iskoristenja. Bezvodna klorovodi¢na i p-toluensulfonska
kiselina takoder su se pokazale neucinkovitima, rezultiraju¢i odsutnosti reakcije i raspadom

reaktanata.

OMe
/l\OMe /H
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Slika 14. Mikrovalno potpomognuta Pictet-Spenglerova reakcija (Eagon i Anderson, 2014)
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Uz mikrovalno-potpomognutu Pictet-Spenglerovu reakciju u navedenim uvjetima reakcije su
gotove za 20 minuta ili manje uz Siroki spektar mogucih supstrata, a produkt se taloZi uz visoko
iskoristenje 1 Cistocu. Velika prednost ove metode je lakoca izolacije produkta reakcije. S obzirom
na to da nema potrebe za proc¢is¢avanjem produkta ekstrakcijom ili kolonskom kromatografijom
nakon reakcije, Cisti kristali¢ni produkti mogu se dobiti u samo nekoliko minuta. Produkti koji se
ne istaloze direktno iz otopine kao sol s TFA mogu se istaloziti uz dodatak jednog ekvivalenta
bezvodne klorovodi¢ne kiseline (1M HCI u EtOAc). U sluc¢aju da reaktanti nisu topljivi u DCE,
acetonitril (ACN) se pokazao kao prikladna zamjena. lako je ova metoda visoko tolerantna na
veliki raspon supstrata, reakcija s nekoliko supstrata uklju¢ujuci 2-furfural, pirol-2-karbaldehid i
tiofen-2-karbaldehid pokazala se neuspjesnom (Eagon i Anderson, 2014).

Da bi se dobio B-karbolinski spoj, nakon uspje$ne sinteze tetrahidro-f-karbolina produkt je
potrebno oksidirati. Prema literaturi (Eagon i Anderson, 2014), ispitan je veliki broj oksidiraju¢ih
reagensa za koje je poznato da mogu oksidirati tetrahidro-p-karbolinske spojeve ukljuc¢ujuci IBX,
elementarni sumpor, KMnOas, kromnu Kiselinu i DDQ. Najboljim se pokazao Pd/C. Reakcija
oksidacije s Pd/C (Slika 15) pokazala se uspjesnom u ACN, metanolu, etanolu i vodi, a najbolje
iskoriStenje 1 vrijeme reakcije dobiveno je u etanolu na 150 °C, takoder u mikrovalnom reaktoru

(Eagon i Anderson, 2014).

Izbor baze takoder utjece na vrijeme reakcije. NaOH i K.COgz ga produljuju, a Li2CO3 znacajno
skracuje. Obrada reakcije je jednostavna i nastali produkt moguce je izolirati u visokom

iskoriStenju (Eagon i Anderson, 2014).

R3 R3
R! NHX Pd/C, Li,CO4 R! S N
EtOH, 150°C .
2 N R* i 2 N R
R H MW R H

X=TFA, HCI

Slika 15. Oksidacija tetrahido-B-karbolinskih soli uz Pd/C u etanolu uz mikrovalno zracenje
(Eagon i Anderson, 2014)
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1.10 Sinteza 1,2,3-triazola azid-alkin cikloadicijom kataliziranom bakrom (CUAAC)

Klik kemija predstavlja set brzih, ,,gotovo savrSenih selektivnih 1 robustnih reakcija koje daju
skoro potpuno iskoriStenje u vodenim otopinama. Azid-alkin cikloadicija katalizirana bakrom
(CuAAC, Slika 16) predstavlja izvrstan primjer klik kemije i moze se Koristiti za efikasnu i
regioselektivnu generaciju 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazola. Nakon njihovog otkri¢a, 1,2,3-
triazoli postali su znacajni za jednostavno i robustno vezanje molekula te za stvaranje stabilnih

polimernih struktura (Tireli i sur., 2017; Zheng i sur., 2012).

1,2,3-triazoli postali su heterocikli izbora u istrazivanju lijekova zbog svoje pogodne
farmakokinetike, sigurnosnog profila, sposobnosti za stvaranje vodikovih veza, rigidnosti i
stabilnosti u in vivo uvjetima (Tireli i sur., 2017). Spojevi koji sadrze 1,2,3-triazol u svojoj strukturi
pokazali su se kao korisni kemoterapeutski agenti koji posjeduju antibakterijsku, antifungalnu,
antihelminti¢ku i antitumorsku aktivnost (Shankaraiah i sur. 2016). Takoder, zbog moguénosti da
1,2,3-triazoli dijeluju kao bioizosteri za amidnu vezu, ova klik reakcija moze se iskoristiti kao
metoda za konjugaciju bioaktivnih molekula s ciljem unaprijedenja njihove bioloSke aktivnosti
(Tireli i sur., 2017). Uz sve prednosti CuAAC, treba obratiti paznju i na njena ograni¢enja kao $to
su koristenje organskih azida koji su mogu biti nestabilni te ih je tesko prodistiti, kontaminacija
klik produkta s bakrenim katalizatorom, te nestabilnost Cu (I) oksidacijskog stanja zbog ¢ega je
potrebno Kkoristiti inertnu atmosferu ili druge metode kao S§to je in situ generacija katalizatora
(Mandoli, 2016).

Otkrice bakrovog (I) iona kao katalizatora u azid-alkin cikloadicijama bilo je klju¢no za primjenu
ove reakcije s obzirom na to da povecava brzinu reakcije, poboljSava iskori$tenje i usmjerava azid-
alkin cikloadiciju prema 1,4-disupstituiranom regiomerima. Nekatalizirana reakcija (Slika 17) daje
smjesu 1,4- i 1,5-regiomera (Tireli i sur., 2017). Najces¢i izvor bakra za CuAAC su bakrove (1)
soli, iz kojih se redukcijom in situ dobiva Cu (I) potreban za reakciju. Glavna prednost formiranja
Cu (I) redukcijom Cu (1) in situ je Siroka primjena ove metode te kompatibilnost s kisikom i
vodom, §to znaéi da reakciju nije potrebno izvoditi u atmosferi inertnog plina Kod reakcije
izvedene na ovaj nacin zadovoljeni su uvjeti klik kemije - visoko iskoriStenje i vrlo malo

nusprodukta uz nekompliciran postupak (Berg i Straub, 2013.).
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Osim bakrovih (I1) soli, moze se koristiti Cu (0) prekatalizator iz kojeg se in situ oksidacijom
dobiva Cu (I). Ovakva reakcija je spora, ali se moze ubrzati mikrovalovima. Takoder se mogu
izravno Koristiti Cu (I) soli, ali je u tom slucaju potrebno reakciju izvoditi u inertnoj atmosferi u
bezvodnom otapalu (Berg i Straub, 2013.).

Slika 16. Azid-alkin cikloadicija katalizirana bakrom (CuUAAC)
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Slika 17. Azid-alkin cikloadicija bez katalizatora
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2. OBRAZLOZENIJE TEME
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Iako je tijekom proSlog desetlje¢a doslo do smanjenja incidencije i1 smrtnosti malarije, novi
problem u suzbijanju malarije predstavlja pojava sojeva plazmodija rezistentnih na trenutno
dostupne antimalarike. Takoder, u posljednje dvije godine nije doSlo do znacajnog pomaka u
rjeSavanju problema malarije. Zbog ovih Cinjenica, jasna je potreba za identifikacijom novih

potencijalnih meta i za istrazivanjem molekula s ciljem razvoja novih antimalarika.

Pregled literature o prirodnim spojevima koji posjeduju antimalarijsko djelovanje pokazao je da
harmin, B-karbolinski alkaloid ima potvrdeno in vivo i in vitro antimalarijsko djelovanje. Moguc¢i
mehanizam djelovanja harmina je inhibicija P. falciparum Hsp90, koji ima vaznu ulogu u razvoju

rezistencije.

Cimetna Kiselina i njezini derivati su prirodni spojevi koji se nalaze u brojnim biljkama. Imaju
Sirok spektar farmakoloskih djelovanja. Osim toga, kada se cimetna kiselina vezala na poznate

antimalarike doslo je do pojacanja njihovog antimalarijskog djelovanja.

Hibridni spojevi predstavljaju kombinaciju dva farmakofora koji su kovalentno povezani u jednu
molekulu. Uzevsi u obzir pogodnu farmakokinetiku, sigurnosni profil i stabilnost in vivo spojeva
koji sadrze 1,2,3-triazol u svojoj strukturi, cilj ovog rada bila je sinteza i karakterizacija novih

N-triazolskih derivata f-karbolina koji u strukturi sadrze derivate cimetne kiseline.

Za sintezu B-karbolinskog dijela molekula koristena je Pictet-Spenglerova reakcija u mikrovalnom
reaktoru, a za sintezu N-triazolskih derivata koriStena je klik reakcija azid-alkin cikloadicije

katalizirane bakrom (CuAAC), koja se pokazala kao jednostavna i efikasna metoda sinteze.

U ovom radu opisana je sinteza i karakterizacija dva nova derivata p-karbolina i cimetne kiseline
povezanih 1,2,3-triazolskim prstenom. Sintetizirani spojevi karakterizirani su uobifajenim
analitickim i spektroskopskim metodatam (t, MS, IR, *H i 3C NMR). U daljnjim istraZivanjima,

koja prelaze okvire ovog rada, tim spojevima ¢e biti ispitano biolosko djelovanje.

22



3. MATERIJALI | METODE

23



Talista (t;) su odredena na Stuart SMP3 instrumentu (Barloworld Scientific, UK) i nisu korigirana.
CEM Discover mikrovalni reaktor (CEM Corporation, SAD) koristen je u mikrovalnoj sintezi

(P=300W).

Tijek reakcija i Cisto¢a produkata praceni su tankoslojnom kromatografijom (TLC). Za TLC su
upotrijebljene silikagel ploce 60 Fzss (Merck, Njemacka), te cikloheksan/etilacetat/metanol
(3:1:0,5) i cikloheksan/etilacetat/metanol (1:1:0,5) kao pokretne faze. Za kromatografiju na koloni
kao nepokretna faza koristen je silikagel veli¢ine Cestica 0,063—0,200 mm (Sigma-Aldrich, SAD),
a kao pokretna faza cikloheksan/etilacetat (2:1), cikloheksan/etilacetat (9:1) i
cikloheksan/etilacetat/metanol (3:1:0,5). Analizirani spojevi detektirani su UV zracenjem

(4 =254 nm) i parama joda.

IR spektri snimljeni su na Paragon FT-IR spektrometru (Perkin Elmer, UK). *H i 3C NMR spektri
snimljeni su na Bruker Avance 111 HD 400 MHz/54mm Ascend (Bruker, SAD) kod 400 MHz za
'H i kod 101 MHz za *3C jezgru. 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 (Agilent Technologies Triple
Quadripole 6420).

Metilni ester triptofana nabavljen je od tvrtke TCI (Japan). Tionil klorid, DBU, ADMP, ADMA,
Pd/C, Li2COs, LiAlH4, Cs2COs, propargil-bromid, cinamil alkohol i p-metoksicimetna kiselina
nabavljeni su od tvrtke Sigma-Aldrich (SAD). Trietilamin (TEA) i bakrov (11) acetat nabavljeni su
od tvrke Alfa-Aesar (SAD). Trifluoroctena kiselina nabavljena je od tvrke Merck (Njemacka).
HCI/EtOAc nabavljena je od tvrke Acros Organics (SAD).

Bezvodna otapala dobivena su sljede¢im postupcima. Bezvodni toluen: toluen je ekstrahiran

vodom, zatim je osuSen nad bezvodnim kalcijevim kloridom, destiliran i ¢uvan nad natrijem.
Bezvodni N,N-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. Sve ostale kemikalije bile su p. a. Cistoce.
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3.1. Sinteza [(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]benzena (1)

Otopina 0,067 g (0,5 mmol) cinamil alkohola u 4 mL suhog THF-a je ohladena na 0 °C. Otopini
je na 0 °C dodano je 0,171 g (0,6 mmol) ADMP-a i 0,097 mL (0,099g, 0,65 mmol) DBU.
Reakcijska smjesa mijeSana je 10 minuta na 0 °C. Reakcijskoj smjesi dodana je zasi¢ena otopina
NH4Cl (20 mL) i smjesa je ekstrahirana diklormetanom (2 x 20 mL). Organski slojevi su
sakupljeni i ekstrahirani zasi¢enom otopinom NaCl (2 x 20 mL), osuSeni nad bezvodnim Na2SOg,
filtrirani i upareni pod snizenim tlakom. Nakon proc¢i§¢avanja kromatografijom na koloni uz

pokretnu fazu cikloheksan/etilacetat (9:1), dobiven je spoj 1 kao uljasti produkt.
Iskoristenje: 0,054 g (68 %).
IR (KBr) vinax 3027, 2926, 2100, 1493, 1448, 1351, 1236, 967, 883, 746, 693 cm™.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) d 7,51-7,28 (m, 5H, 5, 6, 7, 8, 9), 6,71 (d, 1H, J = 15,8 Hz, 3),
6,39 (dt, 1H, J = 15,8, 6,5 Hz, 2), 4,04 (d, 2H, J = 6,5 Hz, 1)

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) J 136,31 (4), 134,24 (3), 129.16 (6, 8), 128,53 (5, 9), 127,00 (7),
123,56 (2), 52.60 (1).

3.2. Sinteza etil (2E)-3-(4-metoksifenil)prop-2-enoata (2)

Otopini 0,535 g (0,3 mmol) p-metoksicimetne kiseline u 10 mL suhog toluena dodano je 3 kapi
suhog DMF-ai 1,1 mL (1,78 g, 0,015 mol) tionil klorida na s.t. Nakon 1 h tionil klorid je uparen
pod snizenim tlakom te je reakcijska smjesa naparena dva puta suhim toluenom koji je zatim
uparen do suha pod snizenim tlakom. Dobiveni klorid p-metoksicimetne kiseline koristen je u

slijede¢em reakcijskom koraku bez procis¢avanja.

Otopina klorida p-metoksicimetne kiseline u suhom diklormetanu dokapana je otopini 0,419 mL
TEA (0,304 g, 0,3 mmol) u 5 mL apsolutnog etanola na s.t. Nakon 1 h reakcijska smjesa je uparena
do suha pod snizenim tlakom te je ekstrahirana vodom (2 x 20 mL) iz etilacetata (20 mL). Organski
sloj je osusen nad bezvodnim Na>SQg, filtriran i uparen pod snizenim tlakom. Dobiveni etilni ester
p-metoksicimetne kiseline 2 (0,605g, narancasta smola) kori$ten je u slijedeCem reakcijskom

koraku bez procis¢avanja.
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3.3. Sinteza (2E)-3-(4-metoksifenil)prop-2-en-1-ola (3)

Otopina 0,605 g (2,9 mmol) etilnog estera p-metoksicimetne kiseline 2 u suhom THF-u je ohladena
na -5 °C i propuhana argonom. Otopini je na -5 °C je dodano 0,111 g (0,29 mmol) LiAlIH4. Nakon
1 h na -5 °C reakcija je prekinuta dodatkom vode (20 mL) te je zakiseljena s nekoliko kapi 20%
klorovodi¢ne kiseline do prestanka talozenja. Smjesa je ekstrahirana eterom (2 x 20 mL). Organski
slojevi su sakupljeni i ekstrahirani vodom (2 x 20 mL), osuSeni nad bezvodnim Na»SOs, filtrirani
1 upareni pod snizenim tlakom. Nakon procis¢avanja kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu

cikloheksan/etilacetat (2:1), dobiveno je 0,381 g (80 %) spoja 3.

3.4. Sinteza 1-[(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]-4-metoksibenzena (4)

Otopina 0,381 g (2,3 mmol) alkohola 3 u 4 mL suhog THF-a je ohladena na 0 °C. Otopini je na
0 °C dodano 0,794 g (2,76 mmol) ADMP-a i 0,449 mL (0,457 g, 3,0 mmol) DBU. Reakcijska
smjesa mijeSana je 10 minuta na 0 °C. Reakcijskoj smjesi dodana je zasi¢ena otopina NH4Cl
(20 mL) i smjesa je ekstrahirana diklormetanom (2 x 20 mL). Organski slojevi su sakupljeni i
ekstrahirani zasi¢enom otopinom NaCl (2 x 20 mL), osuSeni nad bezvodnim Na>SOyg, filtrirani i
upareni pod snizenim tlakom. Nakon pro¢i§¢avanja kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu

cikloheksan/etilacetat (9:1), dobiven je spoj 4 kao uljasti produkt.
Iskoristenje: 0,181 g (32 %)

IR (KBr) vmax 3035, 3004, 2953, 2935, 2837, 2101, 1652, 1607, 1512, 1464, 1250, 1175, 1034,
970, 841, 803 cm™.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 7,42 (d, 2H, 5, 9), 6,92 (d, 2H, 6, 8), 6,65 (d, 1H, J = 15,8 Hz,
3), 6,17-6,27 (dt, 1H, J = 15,8, 6,7 Hz, 2), 3,99 (d, 2H, J = 6,7 Hz, 1), 3,76 (s, 3H, 10).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 159,23 (7), 133,69 (3); 128,44 (4), 127,89 (5, 9), 120,42 (2),
114,11 (6, 8), 55,13 (10), 52,36 (L).
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3.5. Sinteza metil-3-(metoksikarbonil)-1-metil-1H,2H,3H,4H,9H-pirido[3,4-b]indol-2-ium
klorida (5)

Otopina 0,04 g metilnog estera triptofana (0,158 mmol), 33,4 uL ADMA (0,028 g, 0,316 mmol) i
24,3 uL TFA (0,316 mmol) u 3,5 mL acetonitrila mijeSana je 5 minuta na s.t. Reakcijska smjesa
je zatim mijesana u mikrovalnom reaktoru 10 minuta (110 °C, 150W). Nakon zavrsetka reakcije
dodano je 0,328 mL (0,158 mmol) IM HCI u etilacetatu. Smjesa je mijeSana 2 minute na
ultrazvu¢noj kupelji nakon ¢ega joj je dodano 4 mL etera. MijeSanjem se talozi produkt 5 koji je

odsisan.
Iskoristenje: 0,029 g (66 %).
tr 230234 (raspad).

IR (KBr) vmax 3584, 3386, 3230, 3118, 2946, 2786, 2732, 2626, 2474, 2116, 1872, 1752, 1602,
1442, 1360, 1316, 1274, 1226, 1190, 1168, 1086, 1016, 960, 934, 882, 806, 734, 702, 662, 622

cm™,

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 11,42 (s, 1H, 1): 10,50 (s, 1H, 11); 10,08 (s, 1H, 11): 7,48 (d, J
= 7,8 Hz, 1H, 6); 7,38 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 3): 7,10-7,15 (m, 1H, 7); 7,01-7,05 (m, 1H, 5); 4,76 (d,
J=74Hz, 1H, 12); 4,67-4,59 (m, 1H, 10); 3,86 (s, 3H, 16); 3,26-3,32 (m, 1H, 9), 3,03-3,11 (m,
1H, 9), 1,75 (d, J = 6,8 Hz, 3H, 14).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) J 169,29 (15), 136,40 (2), 130,89 (13), 125,59 (7), 121,83 (4),
119,18 (5), 118,08 (6), 111,45 (3), 104,26 (8), 54,56 (10), 53,07 (16), 49,68 (12), 22,31 (9),
16,46 (14).

3.6. Sinteza metil 1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-3-karboksilata (6)

Suspenzija 0,07 g (0,249 mmol) spoja 5, 0,037 g (0,498 mmol) Li>CO3zi 0,013 g (0,1 mmol) Pd/C
u 3,5 mL etanola mijesana je 10 minuta na s.t. Reakcijska smjesa je zatim mijeSana u mikrovalnom
reaktoru 20 minuta (150 °C, 200W). Nakon zavSetka reakcije produkt je filtriran preko Celita i
filtrat je uparen. Dobiveni bijelo-zuti talog rastrljan je s 20 %-tnom otopinom NaCl i odsisan.*

*zbog transesterifikacije s otapalom etanolom dobivena je smjesa metilnog i etilnog estera
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IskoriStenje (racunano prema etilnom esteru): 0,03 g (48 %)
ty 212216 °C (smjesa estera)
MS (m/z) 241,103 (M+1)*; 255,118 (M+1)*.

IR (KBr) vmax 3328, 3092, 3044, 2982, 2950, 2620, 1806, 1714, 1626, 1598, 1568, 1500, 1436,
1348, 1308, 1256, 1146, 1116, 1032, 984, 900, 848, 784, 742, 644 cm™™,

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 12,06 (s, 1H, 1); 8,77 (d, J = 5,1 Hz, 1H, 9); 8,36 (d, J = 7,9 Hz,
1H, 6); 7,67 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 3): 7,59 (t, J = 7,6 Hz, 1H, 4); 7,31 (t, J = 7,4 Hz, 1H, 5); 4,35-
4,41 (g, J = 7,1 Hz, 1H, 15"); 3,91 (s, 1H, 15); 2,83 (s, 3H, 13); 1,38 (t, J = 7,1 Hz, 2H, 16").

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 3 166,15 (14"); 165,66 (14); 142,15 (10): 140,74 (2); 136,14,
136,20 (11); 135,91 (12); 128,33 (4); 126,75 (8); 122,09 (6); 121,34 (7); 120,12 (5); 115,87-
115,95 (9); 112,31 (3); 60,43 (15"); 51,83 (15); 20,39 (13); 14,41 (16").

3.7. Sinteza {1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-3-il}metanola (7)

Otopina 0,1 g (0,39 mmol) spoja 6 u suhom THF-u je ohladena na -5 °C i propuhana argonom.
Otopini je na-5 °C je dodano 0,06 g (1,58 mmol) LiAlH4. Nakon 1 h na -5 °C reakcija je prekinuta
dodatkom vode (20 mL) te je zakiseljena s nekoliko kapi 20% klorovodi¢ne kiseline do prestanka
talozenja (pH oko 9-10). Smjesa je ekstrahirana etilacetatom (4 x 20 mL). Organski slojevi su
sakupljeni i ekstrahirani vodom (2 x 50 mL), osuseni nad bezvodnim Na»SOs, filtrirani i upareni

pod snizenim tlakom. Nakon rastrljavanja eterom, odsisan je bijeli talog 7.
Iskoristenje: 0,043 g (51 %).

tr 195-196 °C (raspad).

MS (m/z) 213,2 (M+1)".

IR (KBr) vmax 3246, 3130, 3102, 2830, 2364, 1628, 1566, 1498, 1454, 1364, 1330, 1246, 1144,
1076, 990, 906, 872, 834, 748, 630 cm™.
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IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 11,46 (s, 1H, 1), 8,19 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 6), 7,96 (s, 1H, 9),
7,56-7,59 (dt, J = 8,3, 1,0 Hz, 1H, 3), 7,49-7,53 (m, 1H, 4), 7,19-7,23 (m, 1H, 5); 5,30 (t, J = 5,8
Hz, 1H, 15); 4,69 (d, J = 5,6 Hz, 2H, 14); 2,75 (s, 3H, 13).

13C NMR (101 MHz, DMSO) 6 149,84 (2), 140,78 (11), 140,70 (10), 133,41 (12), 127,70 (8),
127,66 (4), 121,62 (6), 121,21 (7), 119,03 (5), 111,87 (3), 108,77 (9), 64,60 (14), 20,29 (13).

3.8. Sinteza [1-metil-9-(prop-2-in-1-il)-9H-pirido[3,4-b]indol-3-iljmetanola (8)

Suspenziji 0,03 g spoja 7 (0,14 mmol) i 0,064 g (0,197 mmol) Cs2CO3 u suhom DMF-u dodano je
na s.t. u atmosferi argona 0,017 mL (0,023 g, 0,155 mmol) 80 %-tne otopine propargil bromida u
toluenu. Reakcijska smjesa mijesana je 2 h na s.t. Zatim joj je dodano 20 mL vode te je ekstrahirana
diklormetanom (2 x 20 mL). Organski slojevi su sakupljeni i isprani vodom (2 x 20 mL). Zatim
su osuseni nad bezvodnim NaySQg, filtrirani i upareni pod snizenim tlakom. Nakon rastrljavanja

eterom, odsisan je bijeli talog 8.

ty 225-230 °C (raspad).

MS (m/z) 251,1 (M+1)".

IR (KBr) vinax 3160, 2928, 2108, 1622, 1562, 1458, 1334, 1206, 1040, 964, 878, 746 cm™™.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,25 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 5), 8,03 (s, 1H, 8), 7,78 (d, J = 8,3 Hz,
1H, 2), 7,59-7,63 (m, 1H, 3), 7,29 (t, 1H, 4), 5,45 (d, 2H, 13), 5,35 (t, J = 5,8 Hz, 1H, 14), 4,68
(d, J =5,8 Hz, 2H, 1), 3,35 (t, J = 2,4 Hz, 1H, 3"), 3,04 (s, 3H, 12).

13C NMR (101 MHz, DMSO-de) 6 150,83 (1), 141,27 (10), 140,52 (9), 133,22 (11), 129,53 (6),
128,23 (3), 121,52 (5), 121,05 (7), 120,04 (4), 110,36 (2), 109,11 (8), 75,50 (2'), 64,33 (13), 34,19
(1), 22,45 (12).
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3.9. Sinteza N-triazolnih derivata B-karbolina i cimetne Kiseline (9, 10)

U otopinu 0,04 g (0,159 mmol) spoja 8 i 0,002 g (0,008 mmol) bakrovog (I1) acetata u metanolu
dokapana je otopina 0,176 mmol odgovaraju¢eg azida u metanolu. Reakcijska smjesa je mijeSana
preko no¢i na s.t. nakon ¢ega je uparena do suha. Nakon proc¢is¢avanja kromatografijom na koloni
uz dodatak Al2Os i pokretnu fazu cikloheksan/etilacetat/metanol (3:1:0,5) te rastrljavanja u smjesi
eter/petroleter, odsisan je bijeli talog.

3.9.1. Sinteza [1-metil-9-({1-[(2E)-3-fenilprop-2-en-1-il]-1H-1,2,3-triazol-4-il}metil)-9H-
pirido[3,4-b]indol-3-iljmetanola (9)

Koli¢ina azida 1: 0,028g (0,176 mmol).
IskoriStenje: 0,032 g (49 %).

ty 197-201 °C (raspad).

MS (m/z) 410,3 (M+1)*

IR (KBr) vmax 3188, 3118, 3066, 2924, 2868, 2358, 1622, 1562, 1462, 1364, 1334, 1032, 1254,
1204, 1122, 1066, 1038, 1004, 968, 858, 746, 694, 636 cm™.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,23 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 5), 8,02 (s, 1H, 8), 7,98 (s, 1H, 3",
7,82 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 2), 7,55-7,59 (m, 1H, 3), 7.41 — 7.22 (m, 6H, 4, 8"-12"); 6,51 (d, J = 15,9
Hz, 1H, 6'), 6.41 (dt, J = 15,9; 6,1 Hz, 1H, 5, 5,90 (s, 2H, 1'); 5,33 (t, J = 5,7 Hz, 1H, 14), 5,07
(d, J=6,1 Hz, 2H, 13), 4,67 (d, J = 5,7 Hz, 2H, 4), 3,05 (s, 3H, 12).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) J 150,27 (1), 144,17 (10), 141,35 (9), 140,56 (11), 135,64 (7'),
133,46 (2'), 133,41 (5'),129,10 (6), 128,66 (3), 128,10 (9, 11'), 128,06 (8', 12), 126,51 (10",
123,66 (3), 122,72 (6"), 121,41 (5), 120,99 (7), 119,71 (4), 110,61 (2), 109,07 (8), 64,35 (13),
51,27 (1'), 39,73 (4), 23,15 (12).
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3.9.2. Sinteza [9-({1-[(2E)-3-(4-metoksifenil)prop-2-en-1-il]-1H-1,2,3-triazol-4-il}metil)-1-
metil-9H-pirido[3,4-b]indol-3-ilJmetanola (10)

Koli¢ina azida 4: 0,033g (0,176 mmol).
Iskoristenje: 0,03 g (43 %).

ty 202205 °C (raspad).

MS (m/z) 440,3 (M+1)".

IR (KBr) vmax 3986, 3114, 3062, 2842, 1654, 1606, 1560, 1512, 1460, 1342, 1288, 1252, 1178,
1126, 1044, 966, 816, 750, 638. cm™.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,23 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 5), 8,02 (s, 1H, 8), 7,96 (s, 1H, 3",
7,82 (d, J=8,3 Hz, 1H, 2), 7.61 — 7.52 (m, 1H, 3), 7,32 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 8', 12), 7,26 (t, J =
7,5 Hz, 1H, 4), 6,87 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 9', 11"), 6,47 (d, J = 15,8 Hz, 1H, 6, 6,25 (dt, J = 15,8;

6,5 Hz, 1H, 5, 5,90 (s, 2H, 1, 5,33 (t, J = 5,7 Hz, 1H, 14), 5,03 (d, J = 7,2 Hz, 2H, 13), 4,67 (d,

J=5,7Hz, 2H, 4), 3,74 (s, 3H, 13", 3,05 (s, 3H, 12).

13C NMR (101 MHz, DMSO) 6 159,20 (10'), 150,26 (1), 144,14 (10), 141,35 (9), 140,56 (11),
133,45 (2'), 133,19 (5'), 129,09 (7'), 128,24 (6), 128,05 (8', 12'), 127,86 (7), 122,61 (3), 121,40

(6'), 121,05 (5), 120,98 (7), 119,71 (4), 114,06 (9', 11"), 110,60 (2), 109,07 (8), 64,35 (13), 55,11

(13'), 51,41 (1'), 39,73 (4"), 23,15 (12).
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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Harmin, prirodni spoj B-karbolinske strukture, predstavlja spoj uzor za nove antimalarike na
temelju kojih je dizajnirana serija njegovih derivata koji su triazolskom poveznicom povezani s

cimetnim ostatkom.

Na Zavodu za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta prethodno je
sintetizirana serija derivata harmina koji su preko triazolske poveznice povezani s cimetnim

ostatkom. Ti derivati su pokazali antimalarijsko djelovanje.

Kako bi prosirili knjiznicu spojeva s derivatima koji imaju drugaciji B-karbolinski prsten,
sintetizirana su dva nova derivata f-karbolina (9 i 10) koji u polozaju 3 B-karbolinskog prstena
imaju hidroksimetilensku skupinu a cimetni ostatak je vezan preko triazolske poveznice na atomu

dusika B-karbolinskog prstena na polozaju 9 (Slika 18).

5 4,
1211/
HO— . \ N2
g 13S0 \!
H 14
Harmol

Slika 18 Strukturne formule harmola i spoja 7

Pocetni spoj u sintezi B-karbolina bio je metilni ester triptofana, iz kojeg je Pictet-Spenglerovom
reakcijom u mikrovalnom reaktoru, uz acetaldehid dimetil acetal (ADMA\) i trifluorocetnu kiselinu
(TFA), dobiven tetrahidro-p-karbolinski spoj (5). Produkt je istaloZzen u obliku kloridne soli.
Daljnjom oksidacijom spoja 5 uz Pd/C i Li.CO3zu mikrovalnom reaktoru dobiven je B-karbolinski
ester (6). Zbog transesterifikacije s etanolom koji je koriSten kao otapalo dobivena je smjesa
metilnog (6a) i etilnog (6b) estera. Kako je iduci korak redukcija kojom nastaje alkohol, smjesa
produkata nije predstavljala problem. Redukcijom smjese estera 6 uz LiAlH4 u atmosferi argona,
dobiven je B-karbolinski alkohol 7.
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U sljede¢em koraku alkohol 7 je preveden u N-propargilni derivat 8. Prvotni cilj bio je sintetizirati
O-propargilirani derivat (supstitucija na polozaju 3 B-karbolinskog prstena), medutim u koriStenim
uvjetima (Cs2COs je koristen kao baza) je gotovo u potpunosti favorizirana supstitucija na dusiku
umjesto na kisiku. Unato¢ tome, dobiveni N-propargilirani derivat 8 upotrebljen je idu¢em koraku

sinteze.

Za sintezu konacnih produkata 9 i1 10, koriStena je azid-alkin cikloadicija katalizirana bakrom
(CuAAQC).

Za sintezu azida cimetne kiseline 1 kao pocetni spoj koristen je cinamil aklohol koji je u jednom
reakcijskom koraku preveden u odgovarajucu azid dok je sinteza azida p-metoksicimetne kiseline
4 zapocCela iz p-metoksicimetne kiseline koja je u odgovaraju¢i azid prevedena u 4 sintetska
koraka. Kljucni korak u sintezi azida iz odgovarajuce cimetne kiseline je redukcija etilnog estera
u alkohol. Kako je dvostruka veza u alifatskom dijelu molekule takoder osjetljiva na LiAlH4
postojala je moguc¢nost da se i ona reducira. Medutim, hladenje reakcijske smjese na -5 °C

omogucilo je selektivnu redukciju estera (Slika 19).

N-propargilirani derivat harmina 8 reagirao je s odgovaraju¢im azidima 1 i 4 u klik reakciji uz
bakar (1) kao katalizator. Dobiveni produkti (9 i 10) dosad nisu opisani u literaturi. U daljnim
istrazivanjima na Zavodu za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta biti ¢e im

ispitano antimalarijsko djelovanje.
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R=0OCH; R=H, cinamil alkohol H 1
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OCHs 4
Slika 19. Shema sinteze azida cimetne i p-metoksicimetne kiseline
COOCH;3 COOCH; COOCH;
1. CHgCH(OCH), (2eq) Pd/C, Li,COs LiAH,
TFA, MW, 110 °C MW, 150 °C
2. HCl \ N \ Va
x HCl

Cu(l)

_HC=cCHpBr
C$2CO3

R

Slika 20. Shema sinteze derivata harmina

R SPOJ
H 9
OCHs 10

Konac¢ne produkte reakcije bilo je potrebno procistiti, za $to se najboljom pokazala kromatografija

na koloni 1 u nekim slucajevima rastrljavanje u smjesi etera i petroletera. Kao nepokretna faza

koristen je silikagel veli¢ine Cestica 0,063—0,200 mm. Na vrh kolone dodan je sloj aluminijevog

oksida u svrhu procis€avanja spoja od ostataka bakrenog katalizatora. Za konacne produkte

najboljom se pokretnom fazom pokazala smjesa sastava cikloheksan/etilacetat/metanol (3:1:0,5),

uz adsorpciju uzorka na silikagel prije dodatka na kolonu. Prilikom koriStenja pokretne faze

sastava diklormetan/metanol (95:5), kroz kolonu su prosli 1 ostaci katalizatora.

Strukture sintetiziranih spojeva (1, 4-10) odredene su uobicajenim analitickim i spektroskopskim

metodama (MS, IR, *H i *C NMR,). Krutim produktima odredene su i temperature talista.

Analiticki i spektroskopski podaci prikazani su u Tablicama 1-8.
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Tablica 1. Analiti¢ki podaci za[(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]benzen (1)

7 5
6

Molekulska formula CoHoNs3

Mr 159,19

IR (KBr) vinax (cm™) 3027, 2926, 2100, 1493, 1448, 1351, 1236, 967, 883, 746, 693

'HNMR !H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 7,51-7,28 (m, 5H, 5, 6, 7, 8, 9), 6,71 (d,
1H, J = 15,8 Hz, 3), 6,39 (dt, 1H, J = 15,8, 6,5 Hz, 2), 4,04 (d, 2H, J = 6,5
Hz, 1)

13C NMR 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) ¢ 136,31 (4), 134,24 (3), 129.16 (6, 8),
128,53 (5, 9), 127,00 (7), 123,56 (2), 52.60 (1).
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Tablica 2. Analiti¢ki podaci za 1-[(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]-4-metoksibenzen (4)

Molekulska formula

C10H11N30

Mr

189,21

IR (KBr) Vmax (Cm_l)

3035, 3004, 2953, 2935, 2837, 2101, 1652, 1607, 1512, 1464, 1250, 1175,
1034, 970, 841, 803

’H NMR IH NMR (400 MHz, DMSO-de) o 7,42 (d, 2H, 5, 9), 6,92 (d, 2H, 6, 8),
6,65 (d, 1H, J = 15,8 Hz, 3), 6,17-6,27 (dt, 1H, J = 15,8, 6,7 Hz, 2), 3,99
(d, 2H, J = 6,7 Hz, 1), 3,76 (s, 3H, 10).

3C NMR B3C NMR (101 MHz, DMSO-dg) o 159,23 (7), 133,69 (3); 128,44 (4),

127,89 (5, 9), 120,42 (2), 114,11 (6, 8), 55,13 (10), 52,36 (1).
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Tablica 3. Analiticki

podaci za metil-3-(metoksikarbonil)-1-metil-1H,2H,3H,4H,9H-

pirido[3,4-b]indol-2-ium Klorid (5)

t: (°C) 230-234 (raspad)
Molekulska formula C14H17CIN20;

Mr 280,75

MS (m/z) *spoj se raspada pri mjerenju

IR (KBr) Vmax (Cm_l)

3584, 3386, 3230, 3118, 2946, 2786, 2732, 2626, 2474, 2116, 1872, 1752,
1602, 1442, 1360, 1316, 1274, 1226, 1190, 1168, 1086, 1016, 960, 934,
882, 806, 734, 702, 662, 622

'H NMR

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 11,42 (s, 1H, 1); 10,50 (s, 1H, 11); 10,08
(s, 1H, 11); 7,48 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 6); 7,38 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 3); 7,10-
7,15 (m, 1H, 7); 7,01-7,05 (m, 1H, 5); 4,76 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 12); 4,67—
4,59 (m, 1H, 10); 3,86 (s, 3H, 16); 3,26-3,32 (m, 1H, 9), 3,03-3,11 (M, 1H,
9), 1,75 (d, J = 6,8 Hz, 3H, 14).

13C NMR

B3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) J 169,29 (15), 136,40 (2), 130,89 (13),
125,59 (7), 121,83 (4), 119,18 (5), 118,08 (6), 111,45 (3), 104,26 (8), 54,56
(10), 53,07 (16), 49,68 (12), 22,31 (9), 16,46 (14).
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Tablica 4. Analiti¢ki podaci za smjesu metil 1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-3-karboksilat
(6a) i etil 1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-3-karboksilat (6b)

*zbog transesterifikacije s otapalom etanolom dobivena je smjesa metilnog i etilnog estera

t: (°C)

212-216 (smjesa estera)

Molekulska formula

C14H12N20; (6a), C15H14N202 (6b)

Mr

240,26 (M+1)" (6a); 254,28 (M+1)* (6D)

MS (m/z)

241,103 (6a); 255,118 (6b)

IR (KBr) Vmax (Cm_l)

3328, 3092, 3044, 2982, 2950, 2620, 1806, 1714, 1626, 1598, 1568, 1500,
1436, 1348, 1308, 1256, 1146, 1116, 1032, 984, 900, 848, 784, 742, 644

IH NMR IH NMR (400 MHz, DMSO-de) 6 12,06 (s, 1H, 1); 8,77 (d, J = 5,1 Hz, 1H,
9); 8,36 (d, J = 7,9 Hz, 1H, 6); 7,67 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 3); 7,59 (t, J = 7,6
Hz, 1H, 4); 7,31 (t, = 7,4 Hz, 1H, 5); 4,35-4,41 (q, J = 7,1 Hz, 1H, 15");
3,91 (s, 1H, 15); 2,83 (s, 3H, 13); 1,38 (t, = 7,1 Hz, 2H, 16").

3C NMR 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 166,15 (14"); 165,66 (14); 142,15 (10);

140,74 (2); 136,14, 136,20 (11); 135,91 (12); 128,33 (4); 126,75 (8);
122,09 (6); 121,34 (7); 120,12 (5); 115,87-115,95 (9); 112,31 (3); 60,43
(15™); 51,83 (15); 20,39 (13); 14,41 (16").
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Tablica 5. Analiti¢ki podaci za {1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-3-il}metanol (7)

t: (°C) 195-196 (raspad)
Molekulska formula C13H12N20
Mr 212,25

MS (m/z)

213,2 (M+1)*

IR (KBr) Vmax (Cm_l)

3246, 3130, 3102, 2830, 2364, 1628, 1566, 1498, 1454, 1364, 1330, 1246,
1144, 1076, 990, 906, 872, 834, 748, 630

IH NMR TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 11,46 (s, 1H, 1), 8,19 (d, J = 7,8 Hz, 1H,
6), 7,96 (s, 1H, 9), 7,56-7,59 (dt, J = 8,3, 1,0 Hz, 1H, 3), 7,49-7,53 (m, 1H,
4), 7,19-7,23 (m, 1H, 5); 5,30 (t, J = 5,8 Hz, 1H, 15); 4,69 (d, J = 5,6 Hz,
2H, 14); 2,75 (s, 3H, 13).

B3C NMR B3C NMR (101 MHz, DMSO) ¢ 149,84 (2), 140,78 (11), 140,70 (10),

133,41 (12), 127,70 (8), 127,66 (4), 121,62 (6), 121,21 (7), 119,03 (5),
111,87 (3), 108,77 (9), 64,60 (14), 20,29 (13).
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Tablica 6. Analiti¢ki podaci za [1-metil-9-(prop-2-in-1-il)-9H-pirido[3,4-b]indol-3-

ilmetanol (8)

t: (°C) 225-230 (raspad)
Molekulska formula C16H14N20
Mr 250,30

MS (m/z)

251,1 (M+1)*

IR (KBr) Vmax (Cm-l)

3160, 2928, 2108, 1622, 1562, 1458, 1334, 1206, 1040, 964, 878, 746, 578

'H NMR

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 4 8,25 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 5), 8,03 (s, 1H,
8), 7,78 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 2), 7,59-7,63 (m, 1H, 3), 7,29 (t, 1H, 4), 5,45
(d, 2H, 13), 5,35 (t, J = 5,8 Hz, 1H, 14), 4,68 (d, J = 5,8 Hz, 2H, 1"), 3,35
(t, J = 2,4 Hz, 1H, 3'), 3,04 (s, 3H, 12).

13C NMR

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 150,83 (1), 141,27 (10), 140,52 (9),
133,22 (11), 129,53 (6), 128,23 (3), 121,52 (5), 121,05 (7), 120,04 (4),
110,36 (2), 109,11 (8), 75,50 (2"), 64,33 (13), 34,19 (1"), 22,45 (12).
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Tablica 7. Analiti¢ki podaci za [1-metil-9-({1-[(2E)-3-fenilprop-2-en-1-il]-1H-1,2,3-triazol-4-
il}metil)-9H-pirido[3,4-b]indol-3-iljmetanol (9)

t: (°C) 197-201 (raspad)
Molekulska formula C25H23Ns0

Mr 409,48

MS (m/z) 410,3 (M+1)*

IR (KBI’) Vmax (Cm_l)

3188, 3118, 3066, 2924, 2868, 2358, 1622, 1562, 1462, 1364, 1334,
1032, 1254, 1204, 1122, 1066, 1038, 1004, 968, 858, 746, 694, 636

'H NMR

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 0 8,23 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 5), 8,02 (5,
1H, 8), 7,98 (s, 1H, 3"), 7,82 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 2), 7,55-7,59 (m, 1H,
3), 7.41 —7.22 (m, 6H, 4, 8'-12"): 6,51 (d, J = 15,9 Hz, 1H, 6"), 6.41
(dt, J = 15,9; 6,1 Hz, 1H, 5"), 5,90 (s, 2H, 1'); 5,33 (t, J = 5,7 Hz, 1H,
14), 5,07 (d, J = 6,1 Hz, 2H, 13), 4,67 (d, J = 5,7 Hz, 2H, 4"), 3,05 (s,
3H, 12).

13C NMR

B3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) o 150,27 (1), 144,17 (10), 141,35
(9), 140,56 (11), 135,64 (7'), 133,46 (2"), 133,41 (5"),129,10 (6),
128,66 (3), 128,10 (9', 11'), 128,06 (8', 12'), 126,51 (10'), 123,66
(3, 122,72 (6), 121,41 (5), 120,99 (7), 119,71 (4), 110,61 (2),
109,07 (8), 64,35 (13), 51,27 (1"), 39,73 (4"), 23,15 (12).
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Tablica 8. Analiti¢ki podaci za [9-({1-[(2E)-3-(4-metoksifenil)prop-2-en-1-il]-1H-1,2,3-
triazol-4-il}metil)-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-3-ilJmetanol (10)

t: (°C) 202-205 (raspad)
Molekulska formula CasH25N502

Mr 439,51

MS (m/z) 440,3 (M+1)*

IR (KBI’) Vmax (Cm_l)

3986, 3114, 3062, 2842, 1654, 1606, 1560, 1512, 1460, 1342, 1288,
1252, 1178, 1126, 1044, 966, 816, 750, 638, 578, 530

'H NMR

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 0 8,23 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 5), 8,02 (s,
1H, 8), 7,96 (s, 1H, 3'), 7,82 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 2), 7.61 — 7.52 (m,
1H, 3), 7,32 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 8', 12'), 7,26 (t, J = 7,5 Hz, 1H, 4),
6,87 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 9', 11"), 6,47 (d, J = 15,8 Hz, 1H, 6'), 6,25
(dt, J = 15,8; 6,5 Hz, 1H, 5'), 5,90 (s, 2H, 1'), 5,33 (t, J = 5,7 Hz, 1H,
14), 5,03 (d, J = 7,2 Hz, 2H, 13), 4,67 (d, J = 5,7 Hz, 2H, 4"), 3,74 (s,
3H, 13", 3,05 (s, 3H, 12).

13C NMR

3C NMR (101 MHz, DMSO0) § 159,20 (10'), 150,26 (1), 144,14 (10),
141,35 (9), 140,56 (11), 133,45 (2'), 133,19 (5'), 129,09 (7'), 128,24
(6), 128,05 (8', 12"), 127,86 (7), 122,61 (3"), 121,40 (6"), 121,05 (5),
120,98 (7), 119,71 (4), 114,06 (9", 11'), 110,60 (2), 109,07 (8), 64,35
(13), 55,11 (13"), 51,41 (1'), 39,73 (4), 23,15 (12).
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Tablica 9. Procjena strukturnih svojstva molekula 7-10 izra¢unatih na web stranici

Chemicalize (https://chemicalize.com/#/calculation)

Spoj 7 8 9 10

Broj atoma 28 33 54 58

Broj rotirajucih veza 1 2 6 7

Broj donora vodikovih atoma 2 1 1 1

Broj akceptora vodikovih atoma 2 2 4 5

logP 1,32 1,77 3,73 3,57

TPSA (A?) 48,91 38,05 68,76 77,99
Polarizabilnost (A% 26,47 30,90 48,68 51,17
Molarna refraktivnost (cm3/mol) 62,20 74,68 133,38 139,84

Lipinskijeva pravila 4 4 4 4

Prema procjeni strukturnih svojstva molekula 7-10 dobivenih na web stranici Chemicalize, svi

spojevi zadovoljavaju sva Lipinskijeva pravila i prema tome se za ove molekule moZe ocekivati

dobra oralna bioraspolozivost.

Tablica 10. Procjena farmakokinetickih parametara molekula 7-10 izra¢unatih na web

stranici SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php)

Spoj 7 8 9 10

Gl apsorpcija Visoka Visoka Visoka Visoka
Prolazi KM-barijeru Da Da Da Ne
P-gp substrat Da Da Da Da
CYP 1A2 inhibitor Da Da Da Ne
CYP 2C19 inhibitor Ne Ne Da Da
CYP 2C9 inhibitor Ne Ne Da Da
CYP 2D6 inhibitor Da Da Da Da
CYP 3A4 inhibitor Da Ne Ne Da
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Slika 21. Bioavailability radar za molekule 7-10 - graficki prikaz procjene parametara koji

utjecu na oralnu bioraspolozivost molekula dobiven na web stranici SwissADME.
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Svaki kut Sesterokuta na grafickom prikazu predstavlja jedno svojstvo koje utjeCe na oralnu

bioraspolozivost molekula (Daiana i sur., 2017; http://www.swissadme.ch/index.php).

e LIPO - lipofilnost prikazana XLOGP3 vrijednos¢u (particijski koeficijent izmedu
n-oktanola i vode logPow izracunat u XLOGP3 programu, verzija 3.2.2)

e SIZE - velicina molekula prikazana molarnom masom

e POLAR — polarnost molekule prikazana vrijedno$¢u TPSA izracunatoj prema Ertl P. i
sur. 2000 J. Med. Chem.

e INSOLU - netopljivost prikazana vrijedno$¢u logS izracunatoj topoloSkom metodom
ESOL implementiranom iz Delaney JS. 2004 J. Chem. Inf. Model.

e INSATU —insaturacija prikazana omjerom sp® hibridiziranih ugljikovih atoma i ukupnim
brojem ugljikovih atoma u molekuli (frakcija Csp®)

e FLEX — fleksibilnost molekule prikazana brojem rotirajucih veza

Obojeno podrucje unutar Sesterokuta predstavlja podrucje vrijednosti navedenih svojstva
povoljnih za oralnu bioraspolozivost molekula (LIPO -0,7 < XLOGP3 < +5,0; SIZE 150 g/mol <
Mw < 500g/mol; POLAR 20 A2 < TPSA < 130 A% INSOLU 0 < LogS (ESOL) < 6; INSATU 0,25
< frakcija Csp® < 1; FLEX 0 < broj rotiraju¢ih veza < 9).

Prema podacima dobivenih iz bioavailability radara molekula 7-10 (Slika 21), sve cetiri
molekulekule se nalaze u optimalnom podrucju oralne bioraspolozivosti prema svim parametrima
osim insaturacije zbog niske frakcije sp® hibridiziranih ugljikovih atoma (<0,25). Takoder je
vidljiva veca razlika u fleksibilnosti izmedu molekula 9 i 10 u odnosu na molekule 7 i 8 zbog veceg
broja rotirajucih veza u molekulama 9 i 10. Prema podacima iz Tablice 8. i bioavailibility radara

(Slika 21), sve navedene molekule bi trebale imati zadovoljavajucu oralnu bioraspolozivost.
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Slika 22. Boiled EGG model za spojeve 7-8 generiran na web stranici SwissADME.

Boiled EGG model (Slika 22) je grafi¢ki prikaz generiran na web stranici SwissADME koji na
temelju strukture molekula predvida njihove farmakokineticke parametre. Molekule su oznacene
plavim ili crvenim to¢kama. Za molekule oznacene plavim tockama program predvida da jesu
supstrati P-glikoproteina, a za one oznaene crvenim tockama da nisu. Podatak o tome da li je
molekula supstrat P-glikoproteina bitan je za procjenu efluksa te molekule kroz bioloske
membrane - npr.da li ¢e molekula biti izbaCena iz gastrointestinalne stijenke u lumen, ili da li ¢e
biti izbafena iz mozga. Za molekule koje se na grafickom prikazu nalaze unutar bijelo obojenog
podrucja predvidena je pasivna apsorpcija u gastrointestinalnom traktu, a za one koje se nalaze
unutar zuto obojenog podrucja predvideno je da bi mogli prelaziti kroz krvno mozdanu barijeru

(Daiana i sur., 2017).

Prema podacima iz Boiled EGG modela na Slici 22 predvideno je da ¢e se spojevi 7-10 pasivno
apsorbirati iz gastrointestinalnog trakta te da su sve navedene molekule supstrati P-glikoproteina.

Takoder je predvideno da spojevi 7-9 prolaze prolaze krvno mozdanu barijeru, a spoj 10 ne.
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5. ZAKLIJUCAK
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U ovom radu opisana je sinteza novih N-triazolskih derivata B-karbolina i cimetnog ostatka.

Sintetizirani su i karakterizirani sljedeci spojevi:

[(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]benzen (1)
1-[(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]-4-metoksibenzen (4)
3-(metoksikarbonil)-1-metil-1H,2H,3H,4H,9H-pirido[3,4-b]indol-2-ium klorid (5)

o Smjesa metil 1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-3-karboksilata (6a) i etil 1-metil-9H-
pirido[3,4-b]indol-3-karboksilata (6b)

. {1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-3-il}metanol (7)

o [1-metil-9-(prop-2-in-1-il)-9H-pirido[3,4-b]indol-3-ilJmetanol (8)

o [1-metil-9-({1-[(2E)-3-fenilprop-2-en-1-il]-1H-1,2,3-triazol-4-il }metil)-9H-pirido[3,4-
b]indol-3-iljmetanol (9)

. [9-({1-[(2E)-3-(4-metoksifenil)prop-2-en-1-il]-1H-1,2,3-triazol-4-il}metil)-1-metil-9H-
pirido[3,4-b]indol-3-ilJmetanol (10)

Svim novosintetiziranim spojevima struktura je potvrdena uobifajenim analitickim 1
spektroskopskim metodama (IR, *H i 3C NMR, MS). Krutim produktima je odredena temperatura

taliSta.

U daljnim ispitivanjima, koja prelaze okvire ovog rada, sintetiziranim derivatima p-karbolina

(9, 10), koji dosada nisu opisani u literaturi, ¢e biti ispitano antimalarijsko djelovanje.
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SAZETAK

Pregled literature o prirodnim spojevima koji posjeduju antimalarijsko djelovanje pokazao je da
harmin, B-karbolinski alkaloid ima potvrdeno in vivo i in vitro antimalarijsko djelovanje. Moguc¢i
mehanizam djelovanja harmina je inhibicija P. falciparum Hsp90, koji ima vaznu ulogu u razvoju
rezistencije na lijeCenje. U ovom radu opisana je sinteza i karakterizacija novih derivata
B-karbolina 1 cimetne kiseline povezanih 1,2,3-triazolskim mostom s ciljem optimizacije
B-karbolinske strukture dobivanja derivata poboljsanog djelovanja. Kao pocetni spoj u sintezi
koriSten je metilni ester triptofana, koji je Pictet-Spenglerovom reakcijom u mikrovalnom reaktoru
preveden u tetrahidro-p-karbolinski spoj 5. Njegovom oksidacijom uz Pd/C i Li.COsz dobiven je
ester 6 koji je redukcijom s LiAIH4 preveden u odgovarajuci alkohol (7). Dobiveni B-karbolinski
alkohol je u reakciji s propargil bromidom preveden u N-propargilirani derivat 8. U klik reakciji
azid-alkin cikloadicije katalizirane bakrom N-propargiliranog derivata 8 i prethodno sintetiziranih
azida cimetne 1, odnosno p-metoksicimetne kiseline 4 dobivena su dva 1,2,3-triazolska derivata
(9, 10).

o
N 1. SOCl, DMF N R SPOJ
OH toluen /@/\/\OH _ADMP, DBU
2. EtOH, TEA THF
R R H 1

3. LiAlH4,eter

R,:_O(’H3 o R=H, cinamil alkohol OCH3 4
p-metoksicimetna kiselina R=OCH3;, p-metoksicinamil alkohol

COOCHs COOCH; COOCH;3

1. CH;,CH OCH3), (2eq) PdiC, L2C03 LAIH4
TFA MW, 110 °C \ MW 150 °C
2.HCI
N
s

R SPOJ
_HC=CCHzBr
C $,C03 Cu(l) /\l/l H 9
/ OCH; | 10
v

R

Strukture sintetiziranih spojeva potvrdene su uobiCajenim analitickim 1 spektroskopskim

metodama (t, MS, IR, H i 3C NMR). Sintetiziranim derivatima B-karbolina 9, 10 ¢e u daljnim

istrazivanjima biti ispitano bioloSko djelovanje.
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SUMMARY

The literature survey revealed a natural product found in several plants, B-carboline alcaloid
harmine, to possess in vivo and in vitro antimalarial activity. Assumed mechanism of action is
inhibition of P. falciparum Hsp90, which has an important role in the development of antimalarial
resistance. This research describes synthesis and characterization of two new derivates of
B-carboline and cinnamic acid linked with 1,2,3-triazole bridge, with the aim of optimizing
B-carboline structure in order to achieve increased and more selective antimalarial activity. The
initial compound in the synthesis sequence was tryptophan methyl ester, which was converted into
tetrahydro-p-carboline 5 compound in Pictet-Spengler reaction. Further oxydation with Pd/C and
LioCO3 gave the appropriate ester 6, which was reduced to corresponding alcohol 7. The
B-carboline alcohol 7 was then converted into N-propargilated derivate 8 in the reaction with
propargyl bromide. Cooper-catalyzed alkyne-azide cycloadition click reaction of the
N-propargilated derivate 8 and previously synthethized azides of cinnamic (1) and p-methoxy
cinnamic acid (4) gave the final compounds 1,2,3-triazole derivates (9, 10).

o
N 1. SOCl,, DMF N N R SPOJ
OH toluen /@/\/\OH ADMP, DBU N3
—_— —_—
2. EtOH, TEA THF
R R R H 1

3. LiAlH4,eter

R=0CH, R=H, cinnamyl alcohol
AN ) ’ v 14 OCH; | 4
p-methoxycinnamic acid R=0CHj3;, p-methoxycinnamyl alcohol

COOCH; COOCH, COOCH,

1. CH3CH(OCH3), (2eq) Pd/C, Li,CO3 LiAlH,
TFA, MW, 110 °C \ MW, 150 °C
2. HCI
N
5
R SPOJ
OH
~ \©\/\/ H 9
HC=CCH,Br \ N
_— - .
Cs,CO3 Vi /\I)

OCHs; | 10

Structures of synthetized compounds were confirmed the usual analytical and spectroscopic
methods (mp, MS, IR, *H and *3C NMR). Antimalarial activity of synthetized harmine derivates 9
and 10 will be tested.
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8. PRILOZI
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Prilozi sadrze IR, MS, *H i 3C NMR spektre sintetiziranih spojeva
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SINTEZA | KARAKTERIZACIJA NOVIH N-TRIAZOLSKIH DERIVATA
B-KARBOLINA | CIMETNE KISELINE

Luka Tomasié¢

SAZETAK

Pregled literature o prirodnim spojevima koji posjeduju antimalarijsko djelovanje pokazao je da harmin, -
karbolinski alkaloid ima potvrdeno in vivo i in vitro antimalarijsko djelovanje. Mogu¢i mehanizam djelovanja
harmina je inhibicija P. falciparum Hsp90, koji ima vaznu ulogu u razvoju rezistencije na lije¢enje. U ovom
radu opisana je sinteza i karakterizacija novih derivata B-karbolina i cimetne kiseline povezanih 1,2,3-
triazolskim mostom s ciljem optimizacije B-karbolinske strukture dobivanja derivata pobolj$anog djelovanja.
Kao pocetni spoj u sintezi koriSten je metilni ester triptofana, koji je Pictet-Spenglerovom reakcijom u
mikrovalnom reaktoru preveden u tetrahidro-B-karbolinski spoj 5. Njegovom oksidacijom uz Pd/C i Li.COs
dobiven je ester 6 koji je redukcijom s LiAlH4 preveden u odgovarajuci alkohol (7). Dobiveni 3-karbolinski
alkohol je u reakciji s propargil bromidom preveden u N-propargilirani derivat 8. U klik reakciji azid-alkin
cikloadicije katalizirane bakrom N-propargiliranog derivata 8 i prethodno sintetiziranih azida cimetne 1,
odnosno p-metoksicimetne kiseline 4 dobivena su dva 1,2,3-triazolska derivata (9, 10). Strukture
sintetiziranih spojeva potvrdene su uobi¢ajenim analiti¢kim i spektroskopskim metodama (t, MS, IR, *H i
13C NMR). Sintetiziranim derivatima B-karbolina 9, 10 ¢e u daljnim istrazivanjima biti ispitano biolosko
djelovanje.

Rad je pohranjen u Sredi$njoj knjiznici Sveucili§ta u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF NOVEL N-TRIAZOLE DERIVATES OF
B-CARBOLINE AND CINNAMIC ACID

Luka Tomasié
SUMMARY

The literature survey revealed a natural product found in several plants, B-carboline alcaloid harmine, to
possess in vivo and in vitro antimalarial activity. Assumed mechanism of action is inhibition of P. falciparum
Hsp90, which has an important role in the development of antimalarial resistance. This research describes
synthesis and characterization of two new derivates of B-carboline and cinnamic acid linked with 1,2,3-
triazole bridge, with the aim of optimizing B-carboline structure in order to achieve increased and more
selective antimalarial activity. The initial compound in the synthesis sequence was tryptophan methyl ester,
which was converted into tetrahydro-p-carboline 5 compound in Pictet-Spengler reaction. Further oxydation
with Pd/C and Li»COs gave the appropriate ester 6, which was reduced to corresponding alcohol 7. The B-
carboline alcohol 7 was then converted into N-propargilated derivate 8 in the reaction with propargyl bromide.
Cooper-catalyzed alkyne-azide cycloadition click reaction of the N-propargilated derivate 8 and previously
synthethized azides of cinnamic (1) and p-methoxy cinnamic acid (4) gave the final compounds 1,2,3-triazole
derivates (9, 10). Structures of synthetized compounds were confirmed the usual analytical and spectroscopic
methods (mp, MS, IR, *H and C NMR). Antimalarial activity of synthetized harmine derivates 9 and 10 will
be tested.

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

Thesis includes: 74 pages, 22 figures, 10 tables and 29 references. Original is in Croatian language.
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