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1. UvOD



1.1. Harmin kao polazni spoj za sintezu hibridnih spojeva

1.1.1. Harmin kao prirodni produkt B-karbolinskog tipa

Alkaloidi B-karbolinskog tipa ¢ine veliku skupinu spojeva prirodnog i sintetskog podrijetla, a
posjeduju prepoznatljiv pirido[3,4-b]indolni prsten u strukturi (Cao i sur., 2007.). Harmin ili
banisterin, kemijskog naziva 7-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol, jedan je od brojnih B-
karbolinskih alkaloida, prvotno izoliranih iz sjemenki i korijena biljne vrste Peganum harmala,
Nitrariaceae (sirijska rutvica). Alkaloidi izolirani iz sirijske rutvice nose skupni naziv
“harmala” alkaloidi, a osim harmina, biljna vrsta je bogata i harmalinom, harmolom te
harmololom (Javeed i sur., 2018.). Sirijska rutvica je viSegodiSnja zeljasta biljka koja raste u
suSnim i stepskim podrucjima, na pjeskovitom tlu, a porijeklom je iz regija istoénog Mediterana
i sjeverne Afrike. Biljna vrsta se koristi kao tradicionalni biljni lijek jo§ od anti¢kih vremena u
Inidiji 1 Kini. Sjemenke sirijske rutvice posjeduju antipiretsko i halucinogeno djelovanje te se
koriste kao abortiv, sedativ, emenagog 1 emetik, a upotrebljavaju se za lijeenje sifilisa, vrudice,
malarije, neuralgije 1 parkinsonizma. Takoder, ekstrakti sjemenki pokazuju 1 baktericidno,
fungicidno te antivirusno djelovanje. Biljna vrsta bogata harminom je i Banisteriopsis caapi,
Malphigiaceae (dusna loza), sastojak napitka s halucinogenim djelovanjem, Ayahuasce, koji

Amazonska plemena koriste pri tradicionalnim obredima (Moloudizargari i sur., 2013.).

1.1.2. ﬂFizikaIno-kemijska svojstva harmina

Harmin je po strukturi tricikli¢ki pirido [3,4-b] indol (Slika 1). Kristalini¢na je krutina bijele
boje, izrazito slabo topljiva u vodi, a dobro topljiva u razli¢itim organskim otapalima. Postoji
i u obliku hidrokloridne soli (https://go.drugbank.com/, https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/).
Harmin fluorescira pod ultraljubic¢astim svjetlom te je koristan fluorescentni pH indikator, zbog
smanjenja fluorescentne emisije s povecanjem pH vrijednosti okolnog medija
(https://www.chemeurope.com/). Neka od osnovnih fizikalno-kemijskih svojstava harmina

navedena su u Tablici 1.



=

Slika 1. Kemijska struktura harmina

Tablica 1. Fizikalno- kemijska svojstva harmina

Kemijska formula Ci3H12N20
Relativna molekulska masa 212,25 g/mol
Gustoéa 1,3 g/cm?
Taliste 264-265 °C
log P 3,56

1.1.3. FarmakolosSka djelovanja harmina

Harmin ispoljava brojne bioloSke ucinke, poput antimikrobnog, antimalarijskog,
antifungalnog, antioksidativnog, antitumorskog te halucinogenog ucinka. Istrazivanjem

farmakoloskih uc¢inaka harmina identificirane su brojne potencijalne mete njegova djelovanja.

Harmin pokazuje antimalarijsko djelovanje, Sto je vezano uz daljnju problematiku ovog rada.
Medudjelovanjem s odredenim dijelovima strukture molekularnog Saperona (engl.
chaperones), harmin inhibira protein toplinskog Soka 90 (engl. heat shock protein, Hsp90) vrste
Plasmodium falciparum (PfHsp90). Svaki organizam egzistira u stanju homeostaze, a za njeno
odrzavanje prilikom naglih promjena uvjeta okolisa djelovanjem razli€itih stresnih ¢imbenika,
potreban je evolucijski konzerviran mehanizam molekularnih $aperona. Saperoni su po
strukturi proteini koji stupaju u interakcije s drugim proteinima (tzv. proteinima klijentima)
kako bi osigurali da novosintetizirani proteini poprime svoju tercijarnu strukturu koja im
omogucava funkciju. Hsp90 je molekularni Saperon smjesten u stani¢nom citosolu te mu je
ekspresija povecana za vrijeme odgovora organizma na nagli porast temperature okoline, stoga
i nosi naziv protein toplinskog Soka (Schopf i sur., 2017.). Plasmodium falciparum je vrsta
roda Plasmodium koja uzrokuje najopasniji oblik malarije zbog mnogobrojnih komplikacija
bolesti i visoke stope smrtnosti. PfHsp90 nuzan je za razvoj plazmodija za vrijeme nespolne

eritrocitne faze zZivotnog ciklusa parazita. Harmin pokazuje visoki afinitet za N-terminalnu



domenu PfHsp90, gdje dolazi do vezanja ATP-a, te tako interferira u zivotnom ciklusu parazita
ometajuci njegov razvoj i odrzavanje homeostaze. Takoder, neke studije pokazuju da harmin
sinergisticki djeluje s postojecim antimalaricima, poput klorokina i artemisinina, na koje je
parazit ve¢ razvio rezistenciju, te tako pojac¢ava njihov ucinak uz minimalnu toksi¢nost. Ta
¢injenica ukazuje na to da bi kombinacijom harmina i u¢inkovitih antimalarika u politerapiji
doslo do smanjenja rezistencije parazita te bi se posljedi¢no povecala uspjeSnost lijeCenja

(Shahinas i sur., 2012.).

Potencijalne mete farmakoloskog djelovanja harmina su i protein kinaze, poput kinaza ovisnih
o ciklinima (engl. cyclin-dependent kinases, CDK). Kinaze ovisne o ciklinima sudjeluju u
regulaciji stani¢nog ciklusa kontrolirajuéi prijelaz iz jedne faze ciklusa u slijede¢u. Harmin
selektivno inhibira Cdkl, Cdk2 i Cdk5, kompeticijom s ATP-om te na taj nacin inhibira
proliferaciju tumorskih stani¢nih linija HeLa (karcinoma grli¢a maternice), MCF-7 (karcinoma
dojke) te SW480 (karcinoma kolona) (Song i sur., 2004.). Usko povezana s CDK je i DYRK
porodica kinaza, a harmin pokazuje visoku specifi¢nost za kinazu DYRK1A. Harmin inhibira
dvojnu serin/treonin i tirozin kinazu DYRKZ1A koja fosforilira amiloidni prekursorski protein
(APP) uklju¢en u neurodegenerativne promjene nakupljanja [-amiloidnih plakova u
Alzheimerovoj bolesti, pa moZe posluziti kao spoj uzor za razvoj novih lijekova koji bi usporili

napredovanje te bolesti (Frost i sur., 2011.; Pathak i sur., 2018.).

Harmin stimulira srediS$nji Ziv€ani sustav inhibicijom enzima monoaminooksidaze A (MAO
A), koja Kkatalizira proces oksidativne deaminacije u metabolizmu monoaminskih
neurotransmitera, pa je to mogu¢i mehanizam djelovanja za potencijalne antidepresive ili

antipsihotike sintetizirane iz harmina kao pocetnog spoja (Herraiz i Guillén, 2018.).

U in vitro i in vivo ispitivanjima uoc¢eno je citotoksi¢no, genotoksi¢no i mutageno djelovanje
harmina u razli¢itim organizmima, ukljuc¢ujuci njegovu sposobnost induciranja jednolanc¢anih
i dvolancanih lomova DNA u kvasca Saccharomyces cerevisiae (Boeira i sur., 2002.),
interkalacije u strukturu DNA i inhibicije enzima topoizomeraze | (Cao i sur., 2005.), aktivacije
programirane stani¢ne smrti (apoptoze) te regulacije transkripcijskih faktora i1 lucenja
proupalnih citokina u kulturi B16F-10 stanica, kao i njegovo potencijalno antiangiogeno
djelovanje u kulturi B16F-10 melanoma stanica u C57BL/6 miseva (Hamsa i Kuttan, 2011.).
Harmin inhibira BCRP (engl. breast cancer resistance protein) koji stani¢nu liniju MDA-MB-

231 tumora dojke ¢ini rezistentnom na postojec¢u citostatsku terapiju mitoksantronom i



kamptotecinom (Ma i Wink, 2010.). Navedeni ucinci harmina potaknuli su sintezu novih

analoga s potencijalnim protutumorskim djelovanjem.

1.1.4. Farmakokinetska svojstva harmina

Nakon administracije intravenskog bolusa u $takora vrste Sprague-Dawley, harmin se zbog
svoje lipofilnosti brzo raspodjeljuje po perifernim tkivima uz veliki klirens iz sistemske
cirkulacije. lako se harmin brzo apsorbira iz gastrointestinalnog trakta i dospijeva u sistemsku
cirkulaciju, njegova je bioraspolozivost nakon oralne administracije niska, §to je moguca
posljedica ekstenzivnog metabolizma prvim prolaskom kroz jetru (Guan i sur., 2001.). Harmin
prelazi krvno-mozdanu barijeru uz posljedi¢ni ucinak na sredi$nji Ziv€ani sustav
(https://go.drugbank.com/drugs/). Spomenute farmakokinetske znaCajke harmina mogu
posluziti kao uzor za srodna istrazivanja novosintetiziranih analoga harmina sa potencijalnim

farmakoloskim djelovanjem u ljudskom organizmu.

1.1.5. SAR derivata harmina

Harmin je najjaktivniji B-karbolinski alkaloid izoliran iz biljne vrste Peganum harmala te su
provedene raznolike znanstvene studije u kojima je harmin iskoriSten kao spoj uzor, a
modifikacijom njegove strukture poboljSana su farmakodinamska i farmakokinetska svojstva

novonastalih derivata.

Primjerice, pripravljeni su brojni derivati harmina modificirani u polozajima 1, 2, 6, 71 9 B-
karbolinskog prstena, koji pokazuju citostatsko djelovanje. Ispitivanjem odnosa strukture i
djelovanja (engl. structure- activity relationship, SAR) pripravljenih derivata izvedeni su
sljedeci zakljucci (Slika 2.):

1) Uvodenjem alkoksi supstituenta na polozaju 7 B-karbolinskog prstena dolazi do povecanja
citotoksi¢nosti molekule. Povecanje citotoksi¢nosti molekule ovisi o duljni lanca uvedenog
alkoksi supstituenta, a osim toga, omogucava specifi¢nost derivata na odredene stanic¢ne linije

karcinoma (Ayoob i sur., 2017.).

2) Derivati harmina alkilirani na N9 pokazuju znacajnu citotoksi¢nu aktivnost (Ayoob i sur.,
2017.).



3) Prikladni supstituenti uvedeni u molekulu na polozaju 9 mogu povecati protutumorsko
djelovanje harmina kako in vitro, tako i in vivo. Tako supstituirani -karbolinski derivati
pokazuju jace protutumorsko djelovanje radi povecane sposobnosti interkalacije u strukturu

DNA koja posljedi¢no uzrokuje lomove DNA molekule (Ayoob i sur., 2017.).

4) Metoksi skupina prisutna na polozaju 7 u strukturi harmina zasluzna je za njegovo
neurotoksi¢no djelovanje. Drasticno smanjenje neurotoksi¢nosti moze se posti¢i zamjenom

metoksi skupine nekim veéim supstituentima (Ayoob i sur., 2017.).

5) Atom ugljika na polozaju 1 vazan je za protutumorsku aktivnost B-karbolinskih derivata.
Prikladan supstituent uveden na ovome mjestu u molekuli moze znacajno povecati

protutumorsko djelovanje (Guo i sur., 2018.).

Neke strukturne modifikacije harmina i posljedice na bioloski u¢inak novonastalih derivata

sumirane su na Slici 2.

Polozaj 7: alkoksi supstituent povecava
citotoksi¢nost molekule; metoksi skupina
zasluzna za neurotoksic¢ne ucinke

Polozaj 1: povecanje
protutumorske aktivnosti

Polozaj 9: alkiliranje povecava citotoksi¢nost,
omogucava interkalaciju u DNA

Slika 2. Pregled nekih modifikacija harmina koje vode do pojacanja citostatskog djelovanja

1.1.6. Derivati harmina i njihovo djelovanje

U radu Ayooba i suradnika pripravljeni su triazolski derivati harmina, koriStenjem “click”
reakcije, te je ispitano njihovo antiproliferativno djelovanje na nizu humanih tumorskih
stani¢nih linija HBL-100 (karcinom dojke), A549 (karcinom plu¢a), HT-29 i HCT-116
(karcinom kolona) te HeLa (karcinom grli¢a maternice). Najucinkovitiji spojevi bili su derivati
koji u strukturi posjeduju m-brom, p-fluor i m-fluor supstituent na benzenskom prstenu. Derivat
s m-fluorfenilnim supstituentom imao je selektivno djelovanje na HBL-100, p-metoksifenilni
derivat na A549, HT-29 i HCT-116, dok je p-fluorfenilni derivat pokazao djelovanje na sve

koriStene stani¢ne linije. Iz navedenog se moze zakljuciti da derivati koji posjeduju halogeni



element u strukturi posjeduju jaCe citotoksi¢no djelovanje. Smatra se da je mehanizam
citotoksi¢nog djelovanja svih novosintetiziranih triazola interkalacija u molekulu DNA, zbog

supstitucije B-karbolinskog prstena harmina na polozaju 9 (Ayoob i sur., 2017.).

Tablica 2. Triazolski derivati harmina

N-TRIAZOLSKI DERIVATI HARMINA: opéa formula:

\ —
o \/N

Pojacanje antiproliferativnog u¢inka uoceno kod derivata:

QRO

Br

Povecanje selektivnosti djelovanja uoceno kod derivata:

C O K HO

Osim triazolskih derivata, sintetizirani su i izoksazolinski derivati harmina. Filali i suradnici su
odabrali harmin kao spoj uzor za sintezu novih izoksazolinskih derivata putem 1,3-dipolarne
cikloadicije koriste¢i razli¢ite arilnitrilne okside. Derivatima je zatim ispitano bioloSko
djelovanje na enzime acetilkolinesterazu (AchE), 5-lipooksigenazu (5-LOX) te ksantin
oksidazu (XOD). Derivati su prikazani u Tablici 3. Najjace djelovanje na AchE pokazao je
meduprodukt u sintezi, nastao propargiliranjem N-9 harmina. Fenilni derivat A nesto je slabije
inhibirao enzim od harmina, no i dalje je inhibitorni u€inak bio znacajan, za razliku od derivata
sa supstituentima u p-polozaju (B i D) koji su pokazivali slabiji ucinak. Derivati C (p-
metoksifenil) i D (tiofen) nisu pokazali znacajno inhibitorno djelovanje. Derivat F umjereno je
inhibirao enzim. Protuupalno djelovanje ispitano je inhibicijom 5-lipooksigenaze, enzima

uklju¢enog u medijaciju upalnih procesa. Propargilirani meduprodukt sinteze i derivat C
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pokazali su inhibitorno djelovanje. Pripravljeni spojevi nisu pokazali djelovanje na XOD (Filali
i sur., 2016.).

Tablica 3. 1zoksazolinski derivati harmina

N-1ZOKSAZOLINSKI DERIVATI HARMINA: op¢a formula:
N
\o \ /
N
b
/N
R

MEDUPRODUKT U SINTEZI

NOVOSINTETIZIRANI DERIVATI:

OMe Cl

Harmin pokazuje inhibitorno djelovanje i na enzim monoaminooksidazu (MAO). U ljudskom
organizmu prisutne su dvije izoforme ovog enzima, MAO-A i MAO-B. Obje izoforme
kataliziraju procese oksidativne deaminacije biogenih te ksenobiotskih amina u odgovarajuce
aldehide i amonijak. Izoforme MAO se medusobno razlikuju po svojim specificnim
supstratima i inhibitorima, pa tako MAO-A katalizira oksidativnhu deaminaciju adrenalina,
noradrenalina i serotonina, dok MAO-B oksidativno deaminira dopamin. MAO enzimi su
zanimljive potencijalne mete za lijeCenje brojnih neuroloskih poremecaja, jer MAO-A

inhibitori pokazuju djelovanje na anksioznost i depresiju, dok selektivni MAO-B inhibitori



pokazuju ucinak u Parkinsonovoj bolesti. U istrazivanju koje su provodili Haider i suradnici,
sintetizirano je ukupno 26 razli¢itih triazolskih derivata harmina na polozaju 7, kojima je zatim
ispitano inhibitorno djelovanje na obje izoforme enzima MAO. Prije “click” reakcije na
polozaju 7, harmin je alkiliran na N-9, radi rezultata prijasnjih studija u¢inaka N-alkilacije na
enzime MAO i DYRKIA. Kod novosintetiziranih triazolskih derivata uofeno je jace
inhibitorno djelovanje naspram MAO-B izoforme enzima nego §to je ono u harmina, a
djelovanje na MAO-A izoformu je znacajno smanjeno. Derivati koji su na polozaju N-9
alkilirani 3-fenilpropilnim supstituentom nisu pokazali inhibitorno djelovanje na MAO, dok su
oni alkilirani manjim grupama poput n-butila, n-propila te izobutila zadrzali djelovanje. U
Tablici 4. prikazani su strukturni obrasci derivata koji su pokazali pove¢ano te smanjeno
inhibitorno djelovanje na MAO, a i derivati koji su selektivnije djelovali na pojedinu izoformu
(Haider i sur., 2018.).

Tablica 4. Triazolski derivati harmina i njihovo djelovanje na enzim MAO

O-TRIAZOLSKI DERIVATI HARMINA: op¢a formula:

NI N N
N

J
Jaca inhibicija MAO-A Jaca inhibicija MAO-B
Cl
Ar- Ar-
Br CHj OMe
Inhibicija MAO Izostanak inhibicije MAO
o N W N /\/\/O




1.2. Cimetna Kiselina i njeno biolosko djelovanje

Cimetna kiselina (3-fenilprop-2-enska kiselina) je aromatska nezasi¢ena kiselina zastupljena u
biljnim vrstama Cinnamomum cassia, Lauraceae (kineski cimetovac) i Panax ginseng,
Araliaceae (ginseng), a moze se naci i u voc¢u, povréu, cjelovitim zitaricama i medu. Dvostruka
veza u strukturi daje cimetnoj kiselini cis- ili trans-konfiguraciju, od kojih je ¢eSce zastupljena
trans-cimetna kiselina (Slika 3.). Cimetna kiselina sudjeluje kao intermedijer u biosintezi
razli¢itih bioloski vaznih spojeva poput stirena, stilbena, fenilpropanoida i Sikimata. Esteri
cimetne kiseline (cinamati) Siroko se koriste u kozmetickoj, farmaceutskoj 1 prehrambenoj
industriji (Sharma, 2011.). Modifikacijom strukture cimetne kiseline moguce je sintetizirati
brojne derivate cimetne kiseline (engl. cinnamic acid derivatives, CAD) koji imaju potencijal
lijeenja Alzheimerove bolesti i ostalih neuroloskih poremecaja, akutne boli i upale, Secerne
bolesti, virusnih infekcija, tuberkuloze i malarije. Bioloski u¢inci derivata usko su vezani uz

prirodu i polozaj supstituenata uvedenih u strukturu cimetne kiseline.

Za daljnju problematiku ovoga rada bitno je spomenuti antimalarijsko djelovanje CAD.
Mehanizam antimalarijskog djelovanja CAD je inhibicija transporta laktata, glukoze, sorbitola
i glicina u eritrocite inficirane vrstama roda Plasmodium, ¢ime je usporen rast parazita. Osim
toga, smanjuju produkciju ATP-a u plazmodiju, pa tako interferiraju s novim transportnim
putevima koje plazmodij inducira u eritrocitima, radi uéinkovitije translokacije hranjivih tvari

poput ugljikohidrata i aminokiselina (Silva i sur., 2019.; Ruwizhi i Aderibigbe, 2020.).

Zbog sve cesce rezistencije na terapiju te nedostatak u€inkovitih lijekova s dobrim profilom
nuspojava u lijecenju karcinoma, bakterijskih infekcija, neuroloskih poremecaja, malarije i
mnogih drugih bolesti, cimetna kiselina postala je ishodiS$ni spoj za istrazivanje 1 razvoj novih

potencijalnih lijekova.

OH

Slika 3. Kemijska struktura trans-cimetne kiseline
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1.3. ,,Click* kemija

Sinteza knjiznica spojeva tijekom procesa otkrivanja novih lijekova ili optimizacije struktura
ranije pripravljenih lijekova omogucuje sintezu brojnih spojeva u relativno kratkom
vremenskom periodu. lzuzetno je povoljno koriStenje sintetskih puteva koji omogucavaju
tvorbu velikog broja novih molekula u kratkom vremenu, a uz to da budu ucinkoviti, raznoliki
i selektivni. Godine 2001. prvi puta je predstavljena ,,click* kemija kao skupni naziv za vise
reakcijskih puteva kojima se mogu sintetizirati slozenije molekule, spajanjem manjih
gradevnih jedinica. Da bi se reakcija nazvala ,,click” reakcijom, mora zadovoljavati slijedece
kriterije: reakcija mora biti izvediva u razliitim uvjetima, treba davati velike prinose,
generirati samo bezopasne nusprodukte koji se mogu ukloniti nekromatografskim metodama
te treba biti stereospecifi¢na, ali ne nuzno enantioselektivna. Reakcijski uvjeti trebaju biti
jednostavni (u idealnom slucaju reakcije trebaju biti neosjetljive na vodu i kisik), kemikalije
trebaju biti lako dostupne, reakcije se trebaju odvijati bez otapala, u otapalu koje je bezopasno
(poput vode) ili u otapalu koje se lako uklanja, a izolacija kona¢nog produkta treba biti
jednostavna. Dodatno procis¢avanje produkta, ukoliko je potrebno, treba biti putem
nekromatografskih metoda, poput prekristalizacije ili destilacije, a produkt treba biti stabilan

pri fizioloskim uvjetima.

Najcesce koristene ,,click™ reakcije su one u kojima dolazi do tvorbe novih veza izmedu ugljika
i heteroatoma (C-X-C veze), poput cikloadicija (posebice 1,3-dipolarne cikloadicije te Diels-
Alderove transformacije), reakcija nukleofilne supstitucije (poput otvaranja prstena epoksida,
aziridina, azirdinijevih iona te episulfonijevih iona), formacija urea, tiourea, aromatskih
heterocikla, oksima, hidrazona i amida te adicije na visestruke C-C veze poput epoksidacija,
dihidroksilacija, aziridinacija, adicija sulfenilnih halida te Michaelovih adicija (Kolb i sur.,
2001.; Tron i sur., 2008.; Lauria i sur., 2014.).

1.3.1. Cu (I) katalizirana 1,3-dipolarna alkin-azid cikloadicija

Najucinkovitijom od svih ,,click* reakcija smatra se bakrom (I) katalizirana cikloadicija izmedu
azida i terminalnog alkina, u kojoj dolazi do tvorbe 1,2,3-triazola. Reakcija se naziva
Huisgenovom cikloadicijom jer su Huisgen i suradnici prvi pretpostavili njen mehanizam.
Alkini i azidi su pretezito inertni i kineticki stabilni spojevi, §to je glavni uzrok njihove izuzetno

spore reakcije pri visokim temperaturama. Povoljna regioselektivnost nekatalizirane
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Huisgenove cikloadicije uocena je kod reakcija s visoko elektropozitivnim terminalnim
alkinima, a u reakcijama s ostalim alkinima uglavnom nastaje smjesa 1,4- i 1,5-regioizomera
(Slika 4.). Sharpless, Meldal i suradnici su 2002. godine razjasnili utjecaj Cu (I) soli na tijek
Huisgenove cikloadicije. Dodatkom Cu (I) dolazi do znatnog povecanja brzine reakcije (Cak
107 puta), a na sobnoj temperaturi ili uz umjereno zagrijavanje povecava se regioselektivnost,
pa pretezito nastaje 1,4-regioizomer. Ova reakcija je primjer skoro idealne ,,click reakcije

zbog velikih prinosa, visoke pouzdanosti i specifi¢nosti (Bock i sur., 2005.; Kolb i sur., 2001.;

Lauria i sur., 2014.).
NEN\\N ) )iN\\N
/ s/
A N4 R N 1
/ \R 2 \R1

— Cu (1) Ry

R—N—N'=N 4 R,

Shema 1. Huisgenova alkin-azid cikloadicija

1.3.2. Mehanizam Cu (I) katalizirane alkin-azid cikloadicije

Vecina cikloadicijskih reakcija odvija se u samo jednom koraku. Jan H. van Maarseveen i
suradnici su 2006. godine, kinetickim studijama i kalkulacijama funkcionalne gustoce, detaljno
objasnili da se Cu (I) katalizirana alkin-azid cikloadicija odvija u vise koraka, zbog nize
aktivacijske energije tog procesa. Reakcija zapocinje formiranjem kompleksa Cu-alkin iz kojeg
nakon deprotonacije nastaje Cu-acetilid 1. Koordinacija bakra s alkinom povecava kiselost
alkinskog protona za 9,7 pH jedinica, §to omogucava deprotonaciju i u vodenom mediju, bez
prisutstva baze. U slijede¢em koraku, dusik iz azida koordinativno veze jedan od liganada
vezanih na Cu atom Cu-acetilida te nastaje intermedijer 2. Tim se procesom zbog blizine atoma
te elektrostatskih ¢imbenika aktivira terminalni dusik azida koji zatim nukleofilno napada
unutarnji ugljikov atom alkina formiraju¢i metalociklicki prsten 3, koji potom podlijeze
kontrakciji prstena, stvaraju¢i Cu-triazolid 4. Protoniranjem novonastalog triazolskog prstena

dolazi do otpustanja Cu (I) i njegove regeneracije za novi kataliticki ciklus te nastaje konac¢ni
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produkt reakcije 5. Mehanizam reakcije prikazan je na Shemi 2 (Bock i sur., 2005.; Hein i
Fokin, 2010.; Lauria i sur., 2014.; Ramapanicker i Chauhan, 2016.).

. +
e Cupl, . BH: B'H
LnCu:(LnCu)Z] 2—_> Rz—:|: H ’RZ%Cuan
Cu-katalizator Cu-acetilid 1
Cu-alkin kompleks
At 2N
B: N>7< R1\N_/N+/
+ R "
B™H konadni produkt 5 -N'=N Rz
R1—N\ /
AL
N T [ ] / Cus 0
~ R
i \ 2Y§C“ dijer 2
intermedijer
— / \L ’
N L
Cu,l| N\ N/
R, N\N/Cu
Cu-triazolid 4 |\=z1

metalocikligki prsTen 3

Shema 2. Mehanizam Cu (1) katalizirane alkin-azid cikloadicije

Za ulinkovito generiranje potrebnog katalizatora, koriste se Cu(II) soli poput bakrova sulfata
pentahidrata ili bakrova acetata uz reducirajuci agens, pa se tako Cu(II) reducira u Cu(I) in situ.
Prednost ove metode je neosjetljivost na kisik, pa se moze odvijati i u vodenom mediju. Osim
dvovalentnih soli bakra, mogu se koristiti i jednovalentne soli poput CuBr ili Cul, no takva

reakcija je osjetljiva na kisik te zahtijeva upotrebu organskog otapala (Lauria i sur., 2014.).

1.4. Znacaj 1,2,3-triazola u farmaceutskoj kemiji

Konacan produkt Cu (I) katalizirane alkin-azid cikloadicije je triazolski prsten, koji moze
sluziti kao poveznica izmedu dvije manje podjedinice. Na taj nacin moguce je sintetizirati
mnos$tvo hibridnih molekula koje se sastoje od razli¢itih podjedinica. Nastali 1,2,3-triazol je
otporan na kiselu i bazi¢nu hidrolizu te na oksidacijske i redukcijske uvjete zbog aromatske
stabilizacije, koja daje otpornost na metabolicku degradaciju. Uz to, jezgra ima visoki dipolni

moment od 5 Debya te sudjeluje u tvorbi vodikovih veza te dipolnih interakcija. Vodikove veze
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vazne su za interakciju s bioloSkim metama, a usto mogu povecati topljivost molekule.
Navedene karakteristike slicne su Z ili E amidnoj vezi ovisno o supstituciji triazola, pa se
triazolski prsten smatra bioizosterom amidne veze. Tome u prilog govore sli¢nosti 1,4-
disupstituiranog triazolskog prstena i Z konformacije amidne veze. Slobodni elektronski par
karbonilnog kisika amidne veze sli¢an je slobodnom elektronskom paru dusika na polozaju 3,
polarizirana C-H veza na polozaju 5 triazola djeluje kao donor vodikove veze (isto kao i N-H
veza amida), a ugljikov atom na polozaju 4 triazola po elektrofilnosti je slican karbonilnom
ugljiku. Medutim, postoje i razliCitosti, poput veceg dipolnog momenta i udaljenosti
supstituenata R1 i Rz (1,1 A) te je elektrofilni karbonilni ugljik amidne veze zamijenjen
elektronegativnim atomom dusika u triazolskom prstenu (Slika 4) (Agalave i sur., 2011.; Lauria
i sur., 2014.; Tron i sur., 2008.).

Triazoli su se pokazali i kao dobri bioizosteri dvostruke veze i heteroaromatskih prstenova.
Velika stabilnost 1,2,3-triazola u fiziolos§kim uvjetima ¢ini ih povoljnim poveznicama razli¢itih
ili jednakih farmakofora u heterodimernim i homodimernim molekulama. Takoder, triazoli
mogu biti poveznice u bidentatnim inhibitorima, molekulama koje medudjeluju s dva vezna
mjesta na istoj meti, povecavajudi afinitet vezanja obje sastavnice (Hou 1 sur., 2012.; Lauria i

sur., 2014.).

akceptor vodikove veze akceptor vodikove veze

udaljenost 3,9 A

donor vodikove veze )
\ o s N%N\
” i N—R
¢ R, elektrgfllnl 2
R1/ ~n ugljik S A donor
H R vodikove
/ H veze
elektrofilni ugljik udaljenost 5,0 A

Slika 4. Sli¢nosti amidne veze u Z-konfiguraciji i 1,4-disupstituiranog triazolskog prstena

1.4.1. Farmakolos$ki uéinci 1,2,3-triazola

Heterociklicki prstenovi pokazali su se kao dobri farmakofori zbog heteroatoma prisutnih u
strukturi, koji stupaju u interakcije s bioloSkim metama te odreduju aktivnost i toksi¢nost
molekule. Istrazivanja su pokazala da hibridne molekule s 1,2,3-triazolskim prstenom u

strukturi pokazuju protutumorske, protuupalne, analgetske, antivirusne, antimikrobne,
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antidepresivne, antioksidativne te mnoge druge ucinke. Neke od meta na koje ti spojevi djeluju
su histonska deacetilaza (HDAC 1/6), acetilkolinesteraza, ciklooksigenaza, lipooksigenaza,
HIV-proteaza, topoizomeraza-II i a-glukozidaza. Slika 5 prikazuje strukture razli¢itih 1,2,3-
triazolskih derivata te njihovo potencijalno farmakolosko djelovanje (Bozorov i sur., 2019.;
Dheer i sur., 2017.). Cinjenica da je 1,4-disupstituirani triazolski prsten bioizoster amidne veze
korisna je u sintezi novih peptidomimetika. Glavni nedostatak peptida kao lijekova jest njihova
losa stabilnost in vivo zbog brzog metabolizma endogenim proteazama. Zamjena nestabilnih
peptidnih veza sa stabilnijim 1,4-disupstituiranim triazolima sprjecava razgradnju peptida, a

zadrzava njihovu bioloSku funkciju (Rec¢nik i sur., 2020.).

=N F S
" N=N
H3CO N N )
OH
HaCO /\/)
NH, N,

OCH; protuupalno djelovanje

OCH, o djelovanje na M. tuberculosis

inhibicija polimerizacije tubulina,
protutumorsko djelovanje
OH )\

Br
O /\/@
/\R\\ N
\ )\
/
F N=y

antimikrobni uc¢inak N antidijabeti¢ki u¢inak
Ar

derivat azidotimidina,
anti-HIV ucinak

inhibicija acetilkolinesteraze inhibitor receptora za VEGF

Slika 5. Derivati 1,2,3-triazola i njihovo potencijalno djelovanje
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Ucinkoviti derivati 1,2,3- triazola koji se ve¢ dugo nalaze na trzistu su tazobaktam, cefatrizin i
rufinamid (Slika 6.). Tazobaktam je najsnazniji inhibitor B-laktamaze i ¢esto se kombinira s 3-
laktamskim antibiotikom piperacilinom, kako bi prosirio spektar djelovanja i pojacao ucinak
antibiotika. Kombinacija tazobaktama i piperacilina je ucinkovita protiv infekcije
Pseudomonas aeruginosa. Cefatrizin je polusintetski cefalosporin prve generacije s
djelovanjem na Gram-pozitivne bakterije. Rufinamid je antiepileptik indiciran u lijeGenju
djecje epilepticke encefalopatije (Lennox-Gastaut sindroma). Neki triazolski derivati nalaze se
u zavr$nim fazama klinic¢kih ispitivanja, poput protutumorskog lijeka karboksiamidotriazola te
nenukleozidnog inhibitora  reverzne transkriptaze tert-butildimetilsililspiroamino-
oksatioldioksida (Agalave i sur., 2011.).

(0]
HN\N "—l \ 0
- S
J )
'a N=y\
/~—OH
o]
cefatrizin . tazobaktam
W—%
N=y
rufinamid

Slika 6. Derivati triazola kao u¢inkoviti lijekovi

Bitno je spomenuti i ucinak triazolskih derivata na bolesti koje uzrokuju paraziti, poput
malarije, liSmanioze 1 Chagasove bolesti. Visceralna liSmanioza je smrtonosna infektivna
bolest uzrokovana protozoama roda Leishmania, a za lijeCenje se koristi amfotericin B, no
ogranicenja terapije su toksi¢nost i visoka cijena. Chagasova bolest je uzrokovana parazitom
Trypanosoma cruzi, a problem terapije benznidazolom i nifurtimoksom je da lijekovi djeluju
samo u akutnoj fazi infekcije. Navedeni problemi postojece terapije naveli su znanstvenike na
sintezu triazolskih derivata prirodnih produkata, poput neolignana, koji pokazuju djelovanje na
uzro¢nike (Slika 7.) (Dheer i sur., 2017.).
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Slika 7. Triazolski derivat neolignana s potencijalnim djelovanjem na liSmaniozu i

Chagasovu bolest

Zbog mnogobrojnih farmakoloskih djelovanja 1,2,3-triazolskih derivata, njihove jednostavne i
brze sinteze Cu(l) kataliziranom alkin-azid cikloadicijom te visoke stabilnosti i otpornosti na
razli¢ite fizioloske uvjete, kontinuirano raste broj novosintetiziranih triazolskih molekula s

velikim potencijalom lijecenja raznih bolesti i poremecaja.
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Malarija je jedna od najvaznijih i najsmrtonosnijih bolesti koje uzrokuju paraziti roda
Plasmodium, a najopasniji oblik bolesti uzrokuju vrste P. falciparum i P. vivax. Prema
podacima Svjetske zdravstvene organizacije iz 2019. godine, gotovo pola svjetske populacije
Zivi u rizicnim podrucjima, a najvise slucajeva potjece iz Subsaharske Afrike. Najrizi¢nija
grupa su djeca do 5 godina starosti na koje otpada otprilike dvije tre¢ine smrtnih slucajeva.
Rastuca rezistencija parazita na postojecu terapiju antimalaricima, poput klorokina, primakina
I artemisinina, te nedostatak u¢inkovitog cjepiva iziskuje sintezu novih molekula koje pokazuju
antimalarijsko djelovanje. Radi pojave rezistentnih sojeva vrste P. falciparum na artemisinin,
fokus istrazivanja postaje sinteza analoga postojecih antimalarika, kao i molekula s potpuno

novim mehanizmom djelovanja.

Karcinom, rak i tumor oznacavaju veliku skupinu bolesti koje mogu zahvatiti bilo koji dio
organizma, a karakterizirane su vrlo brzim rastom i Sirenjem tumorskih stanica. Benigni tumori
lokalizirani su u odredenom tkivu, dok se zlo¢udni tumori Sire po ostalim dijelovima tijela,
stvaraju¢i sekundarne tumore opasne po zivot. Prema podacima Svjetske zdravstvene
organizacije, u 2020. godini je zabiljeZzeno najvise novih slu¢ajeva karcinoma dojke, pluéa te
kolona i rektuma, koji su i vodec¢i uzroci smrtnosti. Iako postoje uéinkoviti citostatici, najveci
problem u lijecenju karcinoma tradicionalnim citostaticima predstavlja neselektivnost lijekova
te posljedi¢ni nezeljeni ucinci, stoga se karcinom i dalje smatra ,,neizlje¢ivom* bolesc¢u. Brojni
antimalarici, poput primakina, klorokina i artemisinina pokazuju citostatsko djelovanje, dok
neki citostatici, poput metotreksata, trimetreksata i vorinostata pokazuju antimalarijsko
djelovanje. Jedna od strategija u razvoju novih lijekova je upotreba postojecih lijekova u novim
indikacijama, pa tako antimalarici mogu sluziti kao spojevi uzori za razvoj novih citostatika i

obrnuto.

Istrazivacka skupina Zavoda za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu dizajnirala je i sintetizirala harmicine, hibridne molekule B-karbolinskog
alkaloida harmina i derivata cimetne Kkiseline povezanih 1,2,3-triazolskim prstenom.
Reakcijom Cu (I) katalizirane alkin-azid cikloadicije sintetizirane su tri vrste harmicina, N-
harmicini, O-harmicini i N,O-bis-harmicini (Slika 8.). Veéina novosintetiziranih molekula
pokazala je djelovanje na eritrocitnu fazu Zzivotnog ciklusa vrste P. falciparum, ja¢u od
ishodiS$nog spoja harmina. Ispitivanje citotoksi¢nog djelovanja novosintetiziranih spojeva na
stani¢noj liniji hepatocelularnog karcinoma (HepG2) pokazalo je da su O-harmicini

najaktivniji spojevi.
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Cilj ovog rada je sinteza 4 O-harmicina, kako bi se daljnjim ispitivanjima na nizu tumorskih
stani¢nih linija detaljno ispitalo njihovo citostatsko djelovanje radi optimizacije 1 razvoja novih

uc¢inkovitijih hibridnih molekula.
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Slika 8. Ranije sintetizirani harmicini u Zavodu za farmaceutsku kemiju
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Talista (t;) sintetiziranih spojeva odredena su na Stuart Melting Point instrumentu (Barloworld
Scientific, UK) i nisu korigirana. IR spektri snimljeni su na FT-IR Paragon 500 spektrometru
(Perkin Elmer, SAD). H i ®*C NMR snimljeni su na spektrometru Bruker Avance Il HD
Ascend (Bruker, SAD) pri 300 ili 400 MHz za *H te pri 75, 101 ili 151 MHz za *3C. Uzorci su
mjereni u otopinama DMSO-d6 na temperaturi od 20 °C u NMR cjev¢icama od 5 mm.
Kemijski pomaci izraZeni su u ppm u odnosu na unutarnji standard tetrametilsilan (TMS) u ‘H
spektrima te u odnosu na rezidualni pik DMSO pri 39,52 ppm kao standard u 3C spektrima.
Spektri masa snimljeni su na HPLC-MS/MS (HPLC, Agilent Technologies 1200 series; MS,
Agilent Technologies 6410 Triple Quadripole, SAD).

Tijek kemijskih reakcija pracen je tankoslojnom kromatografijom (TLC). Kao stacionarna faza
koriStene su staklene silikagel ploce 60 Fzs4 (Merck, Njemacka). Za prociS¢avanje produkata
koristena je kromatografija na koloni na stacionarnoj fazi silikagela visokog stupnja ¢istoce,
veli¢ine Cestica 0,063-0,200 mm (Sigma-Aldrich, SAD). Pri pro¢i§¢avanju produkata ,,click*
reakcija kromtografijom na koloni, uz silikagel je na kolonu stavljen i aluminijev oksid veli¢ine
Cestica 0,063-0,200 mm (Merck, Njemacka). Mobilne faze u tankoslojnoj i kromatografiji na
koloni bile su slijedece: diklorometan/metanol (75:25 i 9:1), cikloheksan/etil-acetat/metanol
(3:1:0,51 1:1:0,5) i cikloheksan/etil-acetat (2:1 i 9:1). Analizirani spojevi detektirani su pod
ultraljubicastim svjetlom (A= 254 i 366 nm) i parama joda.

Harmin, 4-klorcimetna kiselina, 3-fluorcimetna kiselina, 4-metoksicimetna kiselina, 3,4-
metilendioksicimetna kiselina, litij aluminij hidrid, 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundeka-7-en (DBU)
i glacijalna octena kiselina nabavljeni su od proizvodaca Sigma-Aldrich (SAD). Propargil-
bromid, 2-azido-1,3-dimetilimidazolinheksafluorofosfat (ADMP), N,N-dimetilformamid,
cezijev karbonat i 3,4-difluorcimetna kiselina nabavljeni su od proizvodaca TCI Chemicals
(Japan). Klorovodicna kiselina i tionil-klorid nabavljeni su od proizvodaca Honeywell Fluka
Chemicals (Njemacka). Bakrov(Il) acetat nabavljen je od proizvodaca Alfa Aesar (SAD),
bromovodi¢na kiselina od proizvodaca Merck (Njemacka), a bezvodni natrijev sulfat od

proizvodaca Gram Mol (Hrvatska). Sve kemikalije bile su p.a. ¢istoce.
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3.1. Sinteza etilnih estera CAD (1a-d)

U otopinu CAD (1,362 mmol) u apsolutnom etanolu (5 mL) dokapan je tionil-klorid (0,119
mL, 1,635 mmol) pri 0 °C. Reakcijska smjesa je mijeSana 24 sata na s.t. Nakon zavrsSetka
reakcije, tionil-klorid je uparen pri snizenom tlaku, a ostatak nakon uparavanja naparen 2 puta
suhim toluenom i 1 put diklormetanom, nakon cega je produkt otopljen u diklormetanu i
ekstrahiran zasi¢enom otopinom natrijeva hidrogenkarbonata i vodom. Organski sloj suSen je
nad bezvodnim natrijevim sulfatom, filtriran i uparen pod sniZzenim tlakom. Dobiveni produkt

je bez procis¢avanja iskoriSten u daljnjim reakcijama.

3.1.1. Sinteza etil (2E)-3-(3-fluorofenil)prop-2-enoata (1a)
CAD: 0,194 g trans-3-fluorcimetne kiseline.

3.1.2. Sinteza etil (2E)-3-(4-klorfenil)prop-2-enoata (1b)
CAD: 0,249 g trans-4-klorcimetne kiseline.

3.1.3. Sinteza etil (2E)-3-(4-metoksifenil)prop-2-enoata (1c)
CAD: 0,243 g trans-4-metoksicimetne kiseline.

3.1.4. Sinteza etil (2E)-3-(3,4-metilendioksifenil)prop-2-enoata (1d)
CAD: 0,262 g trans-3,4-metilendioksicimetne kiseline.

3.2. Sinteza (2E)-3-(3,4-difluorofenil)prop-2-enoil klorida (1e)

Otopini 0,182 g (0,987 mmol) trans-3,4-difluorcimetne kiseline u suhom toluenu (8 mL)
dokapan je tionil-klorid (0,358 mL, 4,936 mmol) i nekoliko kapi DMF-a, nakon ¢ega je
reakcijska smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi 1,5 sat. Nakon zavrSetka reakcije, tionil-
klorid je uparen na pri snizenom tlaku, a ostatak nakon uparavanja naparen 2 puta suhim
toluenom i 1 put suhim eterom. Produkt reakcije je bez dodatnog procis¢avanja iskoristen u

daljnjim reakcijama.
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3.3. Sinteza alkohola CAD (2a-¢)

U otopinu odgovarajuceg estera ili klorida CAD 1la-e (1,208 mmol) u suhom eteru (10 mL)
dodan je LiAlH4 (0,023 g, 0,604 mmol) u inertnoj atmosferi dusika pri -5 °C. Reakcijska smjesa
je mijeSana 1 sat na -5 °C. Reakcijska smjesa je razrijedena dodatkom destilirane vode (10 mL)
I etera. Smjesa je zakiseljena 20% HCI do prestanka pjenjenja i ekstrahirana 1%-tnom HCI te
isprana vodom. Organski sloj je suSen nad bezvodnim natrijevim sulfatom, filtriran i uparen

pod snizenim tlakom.

3.3.1. Sinteza (2E)-3-(3-fluorofenil)prop-2-en-1-ola (2a)

Ester 1a: 0,234 g.

Sirovi produkt procisc¢en je kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu cikloheksan/etil-acetat
(2:1).

Iskoristenje reakcije: 0,069 g (38%).

IH NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 7,42 — 7,34 (m, 1H, 6°); 7,28 (dddd, 2H, 2°,4°,J =
10,1, 7,5, 5,2, 3,7 Hz); 7,06 — 7,02 (m, 1H, 5°); 6,57 (dt, 1H, 4, J = 15,8, 2,0 Hz); 6,47 (dt,
1H, 3,3 = 15,9, 4,7 H2); 4,92 (s, 1H, 1), 4,13 (dd, 2H, 2, J = 4,9, 1,8 Hz).

3.3.2. Sinteza (2E)-3-(4-klorofenil)prop-2-en-1-ola (2b)

Ester 1b: 0,254 g.

Sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu cikloheksan/etil-acetat
(2:1).

Iskoristenje reakcije: 0,043 g (21%).

IH NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 7,49 — 7,41 (m, 2H, 2°,6°); 7,40 — 7,34 (m, 2H, 3°,5°):
6,55 (dt, 1H, 4, J = 16,0, 1,8 Hz): 6,41 (dt, 1H, 3, J = 15,9, 4,9 Hz): 4,90 (t, 1H, 1, J = 5,4 Hz);
4,12 (dd, 2H, 2, J = 6,1, 2,9 Hz).
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3.3.3. Sinteza (2E)-3-(4-metoksifenil)prop-2-en-1-ola (2c)

Ester 1c: 0,249 g.

Sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu cikloheksan/etil-acetat
(2:1).

Iskoristenje reakcije: 0,097 g (49%).

IH NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 7,41 — 7,29 (m, 2H, 2°,6°); 6,94 — 6,85 (m, 2H, 3°,5°);
6,48 (d, 1H, 4, J = 16,0 Hz); 6,21 (dt, 1H, 3, J = 15,9, 5,3 Hz); 4,78 (t, 1H, 1, J = 5,4 Hz);
4,08 (dd, 2H, 2, 3 =5,2, 3,8 Hz): 3,74 (s, 3H, 7).

3.3.4. Sinteza (2E)-3-(3,4-metilendioksofenil)prop-2-en-1-ola (2d)

Ester 1d: 0,266 g.

Sirovi produkt prociscen je kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu cikloheksan/etil-acetat
(2:1).

Iskori$tenje reakcije: 0,065 g (30%).

IH NMR (400 MHz, DMSO-d6) 5 ppm 7,08 (s, 1H, 6°); 6,85 (s, 2H, 2°,5°): 6,45 (dt, 1H, 4, J
=159, 1,5 Hz); 6,23 (dt, 1H, 3, J = 15,9, 5,2 Hz): 6,00 (s, 2H, 7°); 4,80 (s, 1H, 1); 4,07 (s,
2H, 2).

3.3.5. Sinteza (2E)-3-(3,4-difluorofenil)prop-2-en-1-ola (2e)

Klorid 1e: 0,245 g.

Sirovi produkt pro¢is¢en je kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu cikloheksan/etil-acetat
(2:1).

Iskoristenje reakcije: 0,086 g (42%).

IH NMR (400 MHz, DMSO-d6) 5 ppm 7,54 (ddd, 1H, 6, J = 12,3, 7,9, 2,2 Hz): 7,37 (dt, 1H,
5°,3=10,7, 8,5 Hz): 7,31 — 7,22 (m, 1H, 2°); 6,53 (dt, 1H, 4, J = 15,9, 2,0 Hz): 6,42 (dt, 1H,
3,J=1509,4,8 Hz); 4,92 (s, 1H, 1); 4,11 (dd, 2H, 2, J = 4,9, 1,9 Hz).
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3.4. Sinteza azida CAD (3a-e)

Otopini odgovarajuceg alkohola CAD 2a-e (0,354 mmol) u suhom THF-u (3 mL) dodani su 2-
azido-1,3-dimetilimidazolinheksafluorofosfat (ADMP) (0,303 g, 1,061 mmol) i 1,8-
diazabiciklo[5.4.0]Jundeka-7-en (DBU) (0,164 mL, 1,328 mmol) pri 0 °C. Reakcijska smjesa
je mijeSana 30 minuta. Reakcijska smjesa je razrijedena zasi¢enom otopinom amonijeva
klorida (15 mL) i ekstrahirana 2 puta diklormetanom. Organski slojevi su sjedinjeni i isprani 2
puta zasi¢enom otopinom natrijeva klorida, suseni nad bezvodnim natrijevim sulfatom,

filtrirani 1 upareni pod snizenim tlakom.

3.4.1. Sinteza 1-[(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]-3-fluorobenzena (3a)

Alkohol 2a: 0,054 g.

Sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu cikloheksan/etil-acetat
(9:1).

Iskoristenje reakcije: 0,050 g (79%).

IH NMR (DMSO-ds, 5ppm) 7,45 — 7,29 (m, 3H, 5, 7, 8): 7,18 — 7,04 (m, 1H, 9); 6,71 (d, 1H,
3,3 =159 Hz); 6,48 (dt, 1H, 2, J = 15,8, 6,4 Hz); 4,06 (dd, 2H, 1, J = 6,4, 1,1 Hz).

13C NMR (DMSO-ds, & ppm) 163,74, 161,33 (6); 138,58, 138,50 (4); 132,28, 132,26 (3);
130,66, 130,57 (8); 125,04 (2); 122,95, 122,93 (9); 114,82, 114,61 (7): 112,89, 112,68 (5);
51,94 (1).

3.4.2. Sinteza 1-[(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]-4-klorbenzena (3b)

Alkohol 2b: 0,059 g.

Sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu cikloheksan/etil-acetat
(9:2).

Iskoristenje reakcije: 0,057 g (84%).

IH NMR (DMSO-ds, §ppm) 7,56 — 7,50 (m, 2H, 5, 9); 7,45 — 7,39 (m, 2H, 6, 8); 6,70 (d, 1H,
3,3 =159 Hz); 6,42 (dt, 1H, 2, J = 15,8, 6,5 Hz); 4,05 (dd, 2H, 1, J = 6,5, 1,2 Hz).
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13C NMR (DMSO-ds, 5 ppm) 134,84 (4); 132,43 (7); 132,27 (3); 128,68, 128,27 (5,6,8,9);
124,23 (2); 52,02 (1).

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

Alkohol 2c: 0,058 g.

Sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu cikloheksan/etil-acetat
(9:2).

Iskoristenje reakcije: 0,032 g (48%).

IH NMR (DMSO-ds, 5 ppm) 7,44-7,71 (m, 2H, 5, 9); 6,94-6,89 (m, 2H, 6, 8); 6,65 (d, 1H, 3,
J=15,8 Hz); 6,22 (dt, 1H, 2, J = 15,8, 6,7 Hz); 3,99 (d, 2H, 1, J = 6,7 Hz); 3,74-3,76 (m, 3H,
10).

13C NMR (DMSO-ds, 5 ppm) 159,23 (7); 133,69 (3); 128,44 (4); 127,89 (6,8); 120,42 (2);
114,11 (5,9); 55,13 (10); 52,36 (1).

3.4.4. Sinteza 1-[(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]-3,4-metilendioksobenzena (3d)

Alkohol 2d: 0,063 g.

Sirovi produkt proc¢iséen je kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu cikloheksan/etil-acetat
(9:1).

IskorisStenje reakcije: 0,066 g (92%).

IH NMR (DMSO-de, 5ppm) 7,17 (d, 1H, 9, J = 1,3 Hz); 6,96 — 6,83 (m, 2H, 5, 8); 6,62 (d, 1H,
3,J = 15,8 Hz): 6,25 (dt, 1H, 2, J = 15,7, 6,7 Hz); 6,02 (m, 2H, 10); 3,99 (dd, 2H, 1, J = 6,6,
0,8 Hz).

13C NMR (DMSO-de, Sppm) 147,82 (6); 147,24 (7); 133,71 (4); 130,28 (3); 121,61 (2); 121,04
(9); 108,29 (8); 105,62 (5); 101,11 (10); 52,25 (1).
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3.4.5. Sinteza 1-[(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]-3,4-difluorobenzena (3e)

Alkohol 2e: 0,060 g.

Sirovi produkt prociscen je kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu cikloheksan/etil-acetat
(9:1).

Iskoristenje reakcije: 0,060 g (87%).

IH NMR (DMSO-ds, 5 ppm) 7,68-7,62 (m, 1H, 9): 7,48 — 7,27 (m, 2H, 5, 8); 6,68 (d, 1H, 3, J
= 15,8 Hz); 6,44 (dt, 1H, 2, J = 15,8, 6,4 Hz); 4,05 (dd, 2H, 1, J = 6,4, 1,0 Hz).

13C NMR (DMSO-ds, 5ppm) 150,95-147,79 (6, 7); 133,85 (4); 131,36 (3); 124,87 (9); 123,74
(8); 117,76-117,10 (2); 115,07, 114,89 (5); 51,90 (1).

3.5. Sinteza harmola (4)

Otopina 0,151 g harmina (0,707 mmol) u 3 mL konc. octene kiseline i 1,5 mL 47%- tne
bromovodi¢ne kiseline mijeSana je u mikrovalnom reaktoru (MW) 25 minuta pri 140 °C 1 75
W. Reakcijska smjesa je razrijedena vodom (20 mL) i zaluZzena 5% otopinom natrijeva
hidroksida do pH 9-10. Smjesa je ekstrahirana etil-acetatom (3 x 150 mL). Organski sloj susen
je nad bezvodnim natrijevim sulfatom, filtriran i uparen pod sniZzenim tlakom. Dobiveni
produkt rastrljan je u eteru te je potom odsisan svijetlo-zuti talog 4, koji je iskoristen u sljedec¢oj
reakciji.

Iskoristenje reakcije: 0, 261 g (93%).

IH NMR (DMSO-ds, 5 ppm) 11,22 (s, 1H, 10); 9,73 (s, 1H, 14); 8,12 (d, 1H, 7, J = 5,3 H2);
7,94 (d, 1H, 3, J = 8,5 Hz); 7,74 (d, 1H, 6, J = 5,3 Hz); 6,91 (d, 1H, 12, J = 2,0 Hz); 6,71 (dd,
1H, 2, J=8,5, 2,1 Hz); 2,70 (s, 3H, 13).

13C NMR (DMSO-ds, & ppm) 158,24 (1); 142,27 (8): 140,89 (11): 137,59 (7); 134,41 (9);
127,51 (4); 122,52 (3); 113,87 (5); 111,64 (6): 109,65 (2); 96,60 (12); 20,24 (13).

28



3.6. Sinteza 1-metil-7-(prop-2-in-1-iloksi)-9H-pirido[3,4-b]indola (5)

Suspenzija 0,290 g harmola 4 (1,463 mmol) i 0,667 g (2,048 mmol) cezijevog karbonata u 5
mL suhog DMF-a mijeSana je 15 min u inertnoj atmosferi dusika, nakon ¢ega je dokapano
0,196 mL (1,756 mmol) 80%-tne otopine propargil-bromida i mijesano 3,5 h na s.t. Reakcijskoj
smjesi je potom dodano 50 mL vode, a dobivena otopina je ekstrahirana etil-acetatom (4 x 50
mL) te isprana vodom. Organski sloj susSen je nad bezvodnim natrijevim sulfatom, filtriran i
uparen pod snizenim tlakom. Nakon proc¢is¢avanja kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu
diklormetan/metanol (9:1) i rastrljavanja produkta u eteru dobiveno je smede ulje koje brzo

kristalizira u maslinasto-zelene kristale 5.
Iskoristenje reakcije: 0,114 g (33%).

IH NMR (DMSO-d6, d ppm) 11,55 (s, 1H, 10); 8,17 (d, 1H, 7, J = 5,3 Hz); 8,10 (d, 1H, 3, J =
8,7 Hz); 7,85 (d, 1H, 6, J = 5,3 Hz); 7,13 (d, 1H, 12, J = 2,1 Hz); 6,89 (dd, 1H, 2, J = 8,7 Hz,
2,3 Hz): 4,93 (d, 2H, 1\, J = 2,3 Hz); 3,64 (t, 1H, 3, J = 2,3 Hz); 2,74 (s, 3H, 13).

13C NMR (DMSO-d6, 5 ppm) 157,94 (1); 141,67 (8); 141,33 (11); 137,59 (7); 134,60 (9);
127,17 (4); 122,68 (3); 115,35 (5); 112,06 (6); 109,55 (2); 96,00 (12); 78,44 (2'); 55,75 (1');
20,22 (13).

3.7. Sinteza O-harmicina 6a-e

Otopini azida CAD 3a-e (0,125 mmol) i alkina 5 (0,027 g, 0,114 mmol) u metanolu (3 mL)
dodana je kataliticka koli¢ina Cu(ll) acetata. Reakcijska smjesa mije$ana je preko noci na s.t.

Nakon zavrSetka reakcije, metanol je uparen pod snizenim tlakom.

3.7.1. Sinteza 1-[(2E)-3-(3-fluorofenill)prop-2-en-1-il]-4-[({1-metil-9H-pirido[3,4-
blindol-7-il}oksi)metil]-1H-1,2,3-triazola (6a)

Azid 3a: 0,022 g.

29



Sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu cikloheksan/etil-
acetat/metanol (1:1:0,5) i dodatak Al,O3. Dobiveni talog prekristaliziran je iz 96% etanola te

je dobiven spoj 6a (bijeli kristali).
Iskoristenje reakcije: 0,017 g (32%).
t 182-185 °C.

MS (m/z) 414.2 (M+1)",

IR (KBr, vicm™) 3187, 3133, 3104, 2877, 1628, 1583, 1569, 1487, 1448, 1387, 1327, 1297,
1276, 1239, 1175, 1141, 1108, 1056, 1033, 1011, 967, 869, 819, 788, 684.

IH NMR (DMSO-d6, § ppm) 11,45 (s, 1H, 10); 8,30 (s, 1H, 3°); 8,15 (d, 1H, 7, J = 5,3 Hz);
8,06 (d, 1H, 3, J = 8,6 Hz); 7,80 (d, 1H, 6, J = 5,3 Hz); 7,40 — 7,28 (m, 2H, 11°,12°); 7,24 (d,
1H, 10°,J = 7,8 Hz); 7,18 (d, 1H, 12, J = 2,1 Hz); 7,10 (td, 1H, 8°, J = 8,2, 1,9 Hz): 6,91 (dd,
1H, 2, 3= 8,7, 2,2 Hz): 6,62 (t, 2H, 5°, 6°, J = 3,3 Hz); 5,30 (5, 2H, 1°); 5,25 — 5,19 (m, 2H,
47): 2,72 (s, 3H, 13).

13C NMR (DMSO-d6, § ppm) 162,50 (d, 9', J = 243,2 Hz); 158,74 (1); 143,01 (2'); 141,80 (8);
141,37 (11); 138,36 (d, 7', J = 7,9 Hz); 137,73 (7); 134,60 (9); 132,35 (5'); 130,58 (d, 11', J =
8,5 Hz); 127,13 (4); 125,49 (6'); 124,61 (3"); 123,03 (12); 122,65 (3); 115,11 (5); 114,82 (d,
10, J = 21,3 Hz); 112,78 (d, 8', J = 21,9 Hz); 111,96 (6); 109,48 (2); 95,85 (12); 61,46 (1;
51,20 (4"); 20,34 (13).

3.7.2. Sinteza 1-[(2E)-3-(4-klorofenil)prop-2-en-1-il]-4-[({1-metill-9H-pirido][3,4-
blindol-7-il}oksi)metil]-1H-1,2,3-triazola (6b)

Azid 3b: 0,024 g.

Sirovi produkt prociséen je kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu cikloheksan/etil-
acetat/metanol (1:1:0,5) i dodatak Al.Os. Dobiveni talog je prekristaliziran iz 96% etanola te

je dobiven spoj 6b (bijeli talog).
Iskoristenje reakcije: 0,028 g (52%).

ty 216-218 °C.
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MS (m/z) 430.2 (M+1)",

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

IH NMR (DMSO-d6, § ppm) 11,45 (s, 1H, 10); 8,30 (s, 1H, 3°); 8,15 (d, 1H, 7, J = 5,3 Hz);
8,06 (d, 1H, 3, = 8,6 Hz); 7,81 (d, 1H, 6, J = 5,3 Hz); 7,46 (d, 2H, 8°,12°, J = 8,5 Hz); 7,36
(d, 2H, 9°, 11°, J = 8,5 Hz); 7,18 (d, 1H, 12, J = 2,1 Hz); 6,90 (dd, 1H, 2, J = 8,6, 2,2 Hz);
6,63 — 6,51 (M, 2H, 5°,6°); 5,29 (s, 2H, 1°); 5,21 (d, 2H, 4°, J = 4,9 Hz); 2,72 (s, 3H, 13).

13C NMR (DMSO-d6, 5 ppm) 158,79 (1); 143,02 (2); 141,83 (8); 141,30 (11); 137,61 (7);
134,67, 134,59 (7',9); 132,52 (10"); 132,25 (5°); 128,66, 128,29 (8',9',11',12); 127,23 (4);
124,74, 124,58 (3,6"); 122,69 (3); 115,11 (5); 112,02 (6); 109,57 (2); 95,87 (12); 61,47 (1);
51,27 (4"); 20,25 (13).

3.7.3. Sinteza 1-[(2E)-3-(4-metoksifenil)prop-2-en-1-il]-4-[({1-metil-9H-pirido[3,4-
b]indol-7-il}oksi)metil]-1H-1,2,3-triazola (6c¢)

Azid 3c: 0,024 g.

Sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu cikloheksan/etil-
acetat/metanol (1:1:0,5) i dodatak Al.Oz. Dobiveni talog je prekristaliziran iz 96% etanola te

je dobiven spoj 6¢ (bijeli talog).
Iskoristenje reakcije: 0,016 g (30%).
ty 215-216 °C.

MS (m/z) 426.1 (M+1)*.

IR (KBr, vicm™) 3137, 3078, 2961, 2932, 2872, 2840, 1620, 1567, 1510, 1438, 1315, 1281,
1243, 1172, 1142, 1112, 1027, 969, 879, 815, 772, 741, 682, 634.

IH NMR (DMSO-d6, & ppm) 11,46 (s, 1H, 10); 8,28 (s, 1H, 3°); 8,15 (d, 1H, 7, J = 5,3 Hz);
8,06 (d, 1H, 3, J = 8,6 Hz); 7,81 (d, 1H, 6, J = 5,3 Hz): 7,36 (d, 2H, 8°,12°, J = 8,7 Hz); 7,18
(d, 1H, 12, J = 2,0 Hz); 6,96 — 6,75 (m, 3H, 2,9°,11°); 6,56 (d, 1H, 6°, J = 15,8 Hz); 6,36 (dt,
1H, 5, J = 15,8, 6,5 Hz); 5,29 (s, 2H, 1°); 5,17 (d, 2H, 4’, J = 6,3 Hz); 3,85 — 3,67 (m, 3H,
13°); 2,70 (d, 3H, 13, J = 17,3 Hz).
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13C NMR (DMSO-d6, § ppm) 159,21, 159,07 (1,107); 142,90 (2); 142,21 (8); 140,82 (11);
136,55 (7); 133,97 (9); 133,33 (5); 128,28 (4); 127,88 (8',12); 127,77 (7"); 124,44 (3'); 122,89
(3); 121,07 (6'); 114,95 (5); 114,04 (9',11"); 112,28 (6); 109,92 (2); 95,83 (12); 61,49 (1'); 55,10
(13"); 51,47 (4'); 19,73 (13).

3.7.4. ﬂSinteza 1-[(2E)-3-(2H-1,3-benzodioksol-5-il)prop-2-en-1-il]-4-[({1-metil-9H-
pirido[3,4-b]indol-7-il}oksi)metil]-1H-1,2,3-triazola (6d)

Azid 3d: 0,025 g.

Sirovi produkt proc¢is¢en je kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu cikloheksan/etil-
acetat/metanol (1:1:0,5) i dodatak Al.Oz. Dobiveni talog je prekristaliziran iz 96% etanola te

je dobiven spoj 6d (bijeli talog).
Iskoristenje reakcije: 0,012 g (24%).
ty 203-204 °C.

MS (m/z) 440.1 (M+1)".

IR (KBr, vicm™) 3180, 3103, 2883, 2779, 1626, 1569, 1496, 1447, 1385, 1331, 1258, 1173,
1138, 1107, 1038, 1006, 968, 927, 816.

IH NMR (DMSO-d6, & ppm) 11,45 (s, 1H, 10): 8,27 (s, 1H, 3°); 8,15 (d, 1H, 7, J = 5,2 Hz);
8,06 (d, 1H, 3, J = 8,7 Hz); 7,80 (d, 1H, 6, J = 5,2 Hz); 7,23 — 7,09 (m, 2H, 12, 12°); 6,90 (dd,
1H, 2,3 =87, 2,2 Hz); 6,83 (s, 2H, 8°,11°); 6,56 (d, 1H, 6’, J = 15,8 Hz); 6,38 (dt, 1H, 5°,J =
15,8, 6,5 Hz); 6,01 (s, 2H, 13°); 5,29 (s, 2H, 1°); 5,16 (d, 2H, 4°, J = 6,1 Hz); 2,72 (s, 3H, 13).

13C NMR (DMSO-d6, & ppm) 158,86 (1); 147,82 (11'); 147,28 (10"); 142,96 (2); 141,91 (8);
141,19 (11); 137,39 (7); 134,56 (9); 133,56 (5); 130,15 (7'); 127,33 (4); 124,43 (3'); 122,72
(3); 121,70, 121,62 (6',12'); 115,07 (5); 112,05 (6); 109,61 (2); 108,24 (9); 105,59 (8'): 101,12
(13'): 95,82 (12); 61,47 (1); 51,42 (4'); 20,14 (13).

3.7.5. Sinteza 1-[(2E)-3-(3,4-difluorofenil)prop-2-en-1-il]-4-[({1-metil-9H-pirido[3,4-
b]indol-7-il}oksi)metil]-1H-1,2,3-triazola (6e)
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Azid 3e: 0,024 g.

Sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu cikloheksan/etil-
acetat/metanol (1:1:0,5) i dodatak Al.Oz. Dobiveni talog je prekristaliziran iz 96% etanola te

je dobiven spoj 6e (bijeli talog).
Iskoristenje reakcije: 0,019 g (36%).
tt 172-173 °C.

MS (m/z) 432.2 (M+1)*.

IR (KBr, vicm™) 3400, 3274, 3052, 3014, 2934, 2876, 1630, 1568, 1514, 1432, 1272, 1238,
1172, 1110, 1056, 1010, 962, 868, 816, 634.

IH NMR (DMSO-d6, & ppm) 11,45 (s, 1H, 10); 8,30 (s, 1H, 3°); 8,15 (d, 1H, 7, J = 5,3 Hz);
8,06 (d, 1H, 3, J = 8,6 Hz); 7,80 (d, 1H, 6, J = 5,3 Hz); 7,69 — 7,57 (m, 1H, 12°); 7,36 (dt, 1H,
11, J= 10,6, 8,4 Hz); 7,27 (t, 1H, 8’, J = 6,7 Hz); 7,18 (d, 1H, 12, J = 2,2 Hz); 6,90 (dd, 1H,
2,] =86, 2,3 Hz); 6,65 — 6,50 (M, 2H, 5°,6); 5,29 (s, 2H, 1°); 5,21 (d, 2H, 4°, J = 4,8 Hz);
2,72 (s, 3H, 13).

13C NMR (DMSO-d6, & ppm) 158,73 (1); 150,59 (dd, 9', J = 52,7, 12,4 Hz); 148,16 (dd, 10, J
= 54,5, 12,4 Hz); 143,01 (2); 141,76 (8); 141,34 (11); 137,74 (7); 134,58 (9); 133,67 (7))
131,50 (5'); 125,28 (4): 124,55 (3): 123,84 (6): 123,83 (d, 12", J = 3,1 Hz); 122,63 (3); 117,63
(d, 117, 3 = 17,2 Hz); 115,12 (5); 115,00 (d, 8", J = 17,4 Hz); 127,23 (12); 111,94 (6); 109,46
(2); 95,82 (12); 61,45 (1); 51,14 (4'); 20,31 (13).
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4. REZULTATI I RASPRAVA



Dizajn lijekova temeljen na sintezi hibridnih spojeva podrazumijeva vezanje dvije ili vise
bioaktivnih molekula u jedan novi kemijski entitet. Ova strategija se upotrebljava radi
poboljsanja svojstava hibridne molekule u odnosu na ishodisne spojeve. Sintezom hibridnih
molekula moguce je posti¢i djelovanje na dvije ili vise farmakoloskih meta, smanjenje
nezeljenih ucinaka i stupanja u interakcije s drugim lijekovima. Takoder, upotrebom hibridnih
lijekova moze se, zbog njihovog ucinkovitijeg i selektivnijeg djelovanja, savladati rezistencija

na postojecu farmakoterapiju (Li i sur., 2019.).

Ovaj pristup iskoriSten je i u sintezi O-harmicina, hibridnih molekula harmina i derivata
cimetne kiseline. Harmin je prirodni B-karbolinski alkaloid koji pokazuje antimalarijsko
djelovanje inhibicijom Hsp90 kod vrsta roda Plasmodium, kao i citostatski u¢inak, djelovanjem
na brojne farmakoloske mete. Cimetna kiselina i njeni derivati su bioloski aktivni spojevi koji
pokazuju brojne farmakoloske ucinke, ukljucuju¢i antimalarijsko i citostatsko djelovanje.
Sukladno navedenom, obje ishodi$ne molekule pokazuju Zeljena djelovanja, pa je moguce da
¢e hibridna molekula, nastala njihovim kovalentnim povezivanjem, imati pojacano
farmakolosko djelovanje. Kao poveznica izmedu dva farmakofora upotrijebljen je 1,2,3-
triazolski prsten, radi njegove jednostavne sinteze Cu(l) kataliziranom alkin-azid

cikloadicijom, visoke stabilnosti te otpornosti na fizioloske uvjete.

Buduc¢i da je navedena cikloadicija odabrana kao metoda povezivanja harmina i CAD, prvo je
bilo potrebno sintetizirati cimetne azide (Shema 3.) i alkin u poloZaju 7 B-karbolinskog prstena
harmina (Shema 4.). Prvi korak u sintezi azida je prevodenje CAD u reaktivnije estere ili
kiselinski Kklorid (1a-e), nakon koje slijedi redukcija u cimetne alkohole (2a-e). Reakcija
esterifikacije CAD provodena je dokapavanjem tionil-klorida otopini CAD u apsolutnom
etanolu te je tako preko kiselinskog klorida doslo do supstitucijske reakcije priprave estera (1a-
d). Izolirani esteri su zatim koristeni za reakciju redukcije u cimetne alkohole 2a-d uz LiAIH4
u suhom dietil-eteru i u inertnoj atmosferi dusika, kako bi se sprijecili oksidativni procesi pod
utjecajem Kisika iz zraka. Za prevodenje m,p-difluorcimetne kiseline u cimetni alkohol prvo je
pripravljen kiselinski klorid (1e) reakcijom CAD i tionil-klorida u suhom toluenu uz dodatak
kataliticke koli¢ine suhog DMF-a. Nastali kiselinski klorid 1e je zatim uz LiAlH4 reduciran u
odgovarajuci cimetni alkohol 2e. Reakcije redukcije estera i klorida izvedene su uz LiAIH4 kao
reduciraju¢i agens, pri -5 °C, kako ne bi doSlo do redukcije dvostruke veze CAD. U
posljednjem koraku sinteze azida, reakcijom alkohola 2a-e i donora azidne skupine, ADMP-a,
nastaju azidi CAD (3a-e), koji su koristeni kao gradevni elementi za reakciju Cu (I)-

katalizirane alkin-azid cikloadicije. Reakcija dobivanja azida provodena je pri 0°C uz dodatak
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baze DBU, koja se pokazala najpogodnijom za ovu reakciju, ¢ime je u jednom koraku doslo

do transformacije alkohola u azide (Kitamura i sur., 2012.).
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Shema 3. Sinteza azida CAD (3a-e)

Kao drugi gradevni element za Cu (I)-kataliziranu alkin-azid cikloadiciju pripravljen je alkin
5 iz harmina. U prvom koraku, harmin je O-demetilacijom na poloZaju 7 preveden u harmol
(4). Reakcija O-demetilacije odvijala se u kiselim uvjetima uz bromovodi¢nu i koncentriranu
octenu kiselinu, u mikrovalnom reaktoru na 140°C. Kiseli uvjeti su nuzni kako bi se protonirao
kisikov atom etera, ¢cime se omogucava odvijanje Sn2 reakcije nukleofilne supstitucije, u kojoj
dolazi do cijepanja eterske veze nukleofilnim napadom halogenida te se metilna izlazna
skupina veze na halogenid uz nastajanje alkohola. U kiselim uvjetima je harmol u obliku soli,
pa zaluzivanjem 5% otopinom NaOH do pH 9-10 prelazi u oblik baze, koja je topljiva u
organskom otapalu, zbog ¢ega ga je moguce izolirati ekstrakcijom. Nakon izolacije, harmol se
postupkom Williamsonove sinteze prevodi u alkin 5. U Williamsonovoj sintezi etera alkil-
halogenid mora biti primarni tako da napad nije stericki ometen te kako ne bi doSlo do
eliminacije, a alkoksid/fenoksid se obi¢no pripravlja iz skupine koja je vise stericki ometena
(Wade, 2017.). U ovom slucaju, dodatkom cezijevog karbonata u reakcijsku smjesu dolazi do
deprotoniranja fenola harmola, pri ¢emu nastaje fenoksid koje je jak nukleofil i vrlo jaka baza
te nukleofilno napada propargil-bromid, daju¢i eter 5. Reakcija je provodena uz 1,4
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ekvivalenata cezijevog karbonata, kako bi kao vecinski produkt nastao O-propargilirani
derivat. Kako do alkiliranja moze do¢i i na dusiku N9, kao nusprodukt ove reakcije nastaje i
mala koli¢ina N,O-bis-propargiliranog derivata (Perkovi¢ i sur., 2019.). Dobiveni sirovi
produkt 5 procis¢en je kromatografijom na koloni te rastrljavanjem u eteru. Time je dobiven

alkinski gradevni element za Cu(I) kataliziranu alkin-azid cikloadiciju.

"\ CH3COOH, konc. -
\ N 3HBr, konc. \ N /\Br \ /N
N g /
HO Cs,CO3, DMF
h N /\ °
4

Iz

harmin

Shema 4. Sinteza alkina 5

Dobiveni azidi 3a-e i alkin 5 u reakciji Cu(l) katalizirane alkin-azid cikloadicije dali su kona¢ne
produkte, O-harmicine 6a-e (Shema 5). Metanol kao reducens dovodi do generiranja Cu(l) in
situ iz Cu(ll) acetata. IskoriStenja reakcija bila su od 30 do 52%. Dobiveni sirovi produkti
proc¢iséeni su kromatografijom na koloni, uz dodatak sloja aluminijevog oksida, koji je

zadrzavao soli bakra na koloni.
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Shema 5. Cu(l)-katalizirana alkin-azid cikloadicija u sintezi O-harmicina 6a-e
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Tijek svih kemijskih reakcija 1 Cistoa dobivenih produkata praceni su tankoslojnom

kromatografijom. Strukture dobivenih alkohola 2a-e, azida 3a-e, harmola 4 i alkina 5 potvrdene

su 'H i 13C NMR spektroskopijom (kemijski pomaci navedeni su u Materijalima i Metodama,

a spektri prilozeni u Prilozima). Konaéni spojevi, O-harmicini, karakterizirani su uobic¢ajenim

analiti¢kim i spektroskopskim metodama (taliste, IR, *H i *°C NMR, MS). Pojavom novog pika

u 'H NMR spektru na 8,3 ppm potvrdena je prisutnost triazolskog prstena u strukturi O-

harmicina. Novonastali pik u spektru potjece od jedinog prisutnog vodika u prstenu. Analiticki

I spektroskopski podaci O-harmicina 6a-e navedeni su u tablicama 5 i 6, a spektri su priloZeni

u Prilozima.

Tablica 5. Analiti¢ki, MS i IR spektroskopski podaci O-harmicina 6a-e

Ry

Iz

Spoj

R1 R2

te (°C)

Molekulska
formula

Mr

MS
(m/z)

IR (KBr, vicm™)

6a

182-185

C24H20FNsO

413,46

414,2
(M+1)*

3187, 3133, 3104,
1628, 1583, 1569,
1448, 1387, 1327,
1276, 1239, 1175,
1108, 1056, 1033,

2877,
1487,
1297,
1141,
1011,

967, 869, 819, 788, 684

6b

216-218

C24H20CINsO

429,91

430,2
(M+1)*

3135, 3100, 3080,
2874, 2758, 1627,
1486, 1438, 1415,
1325, 1277, 1238,
1175, 1134, 1104,

2959,
1567,
1392,
1222,
1070,

1053, 1033, 1015, 969,

826, 809, 743, 695

6C

H OCHs

215-216

Ca5H23N50;

425,49

426,1
(M+1)*

3137, 3078, 2961,
2872, 2840, 1620,
1510, 1438, 1315,
1243, 1172, 1142,

2932,
1567,
1281,
1112,

1027, 969, 879, 815, 772,

741, 682, 634

6d

203-204

C25H21N503

439,48

440,1
(M+1)*

3180, 3103, 2883,
1626, 1569, 1496,
1385, 1331, 1258,
1138, 1107, 1038,
968, 927, 816

2779,
1447,
1173,
1006,

6e

172-173

C24H19F2NsO

431,45

432,2
(M+1)*

3400, 3274, 3052,
2934, 2876, 1630,

3014,
1568,
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1514, 1432, 1272, 1238,
1172, 1110, 1056, 1010,
962, 868, 816, 634

Tablica 6. 'H i *C NMR spektroskopski podaci O-harmicina 6a-e

IH NMR (DMSO-d6, 5/ ppm)

13C NMR (DMSO-d6, 5/ ppm)

11,45 (s, 1H, 10), 8,30 (s, 1H, 3°), 8,15
(d, 1H, 7, J = 5,3 Hz), 8,06 (d, 1H, 3, J
= 8,6 Hz), 7,80 (d, 1H, 6, J = 5,3 Hz),
7,40 — 7,28 (m, 2H, 11°,12°), 7,24 (d,
1H, 10°, J = 7,8 Hz), 7,18 (d, 1H, 12, J
=2,1 Hz), 7,10 (td, 1H, 8’,J=8,2; 1,9
Hz), 6,91 (dd, 1H, 2, J = 8,7; 2,2 Hz),
6,62 (t,2H, 5, 6°, J = 3,3 Hz), 5,30 (5,
2H, 1°), 5,25 — 5,19 (m, 2H, 4°), 2,72
(s, 3H, 13)

162,50 (d, 9', J = 2432 Hz), 158,74
(1), 143,01 (2), 141,80 (8), 141,37
(11), 138,36 (d, 7', J = 7,9 Hz), 137,73
(7), 134,60 (9), 132,35 (5), 130,58 (d,
11', J = 8,5 Hz), 127,13 (4), 125,49
(6'), 124,61 (3"), 123,03 (12, 122,65
(3), 115,11 (5), 114,82 (d, 10", J = 21,3
Hz), 112,78 (d, 8', J = 21,9 Hz), 111,96
(6), 109,48 (2), 95,85 (12), 61,46 (1),
51,20 (4'), 20,34 (13)

11,45 (s, 1H, 10), 8,30 (s, 1H, 3°), 8,15
(d, 1H, 7,J=5,3 Hz), 8,06 (d, 1H, 3,J
= 8,6 Hz), 7,81 (d, 1H, 6, J = 5,3 Hz),
7,46 (d, 2H, 8°,12°,J = 8,5 Hz), 7,36
(d,2H,9°,11°,3=8,5Hz),7,18 (d, 1H,
12, J = 2,1 Hz), 6,90 (dd, 1H, 2, J =
8,6;2,2Hz),6,63-6,51 (m,2H, 5°,6”),
5,29 (s,2H, 1), 5,21 (d, 2H, 4°, J= 4,9
Hz), 2,72 (s, 3H, 13)

158,79 (1), 143,02 (2'), 141,83 (8),
141,30 (11), 137,61 (7), 134,67,
134,59 (79), 132,52 (10'), 132,25
(5)), 128,66, 12829 (89,1112,
127,23 (4), 124,74, 12458 (3'6),
122,69 (3), 115,11 (5), 112,02 (6),
109,57 (2), 95,87 (12), 61,47 (1),
51,27 (4'), 20,25 (13)

H OCH;

11,46 (s, 1H, 10), 8,28 (s, 1H, 3°), 8,15
(d, 1H, 7, J=5,3 Hz), 8,06 (d, 1H, 3, J
= 8,6 Hz), 7,81 (d, 1H, 6, J = 5,3 Hz),
7,36 (d, 2H, 8°,12°, J = 8,7 Hz), 7,18
(d, 1H, 12, J = 2,0 Hz), 6,96 — 6,75 (m,
3H,2,9°,11%), 6,56 (d, 1H, 6>, J = 15,8
Hz), 6,36 (dt, 1H, 5°, J = 15,8; 6,5 H2),
5,29 (s, 2H, 1°), 5,17 (d, 2H, 4°, 1= 6,3
Hz), 3,85 — 3,67 (m, 3H, 13”), 2,70 (d,
3H, 13,J = 17,3 H)

159,21, 159,07 (1,10), 142,90 (2),
142,21 (8), 140,82 (11), 136,55 (7),
133,97 (9), 133,33 (5, 128,28 (4),
127,88 (812", 127,77 (7)), 124,44
(3), 122,89 (3), 121,07 (6, 114,95
(5), 114,04 (9',11'), 112,28 (6), 109,92
(2), 95,83 (12), 61,49 (1), 55,10 (13",
51,47 (4'), 19,73 (13)

11,45 (s, 1H, 10), 8,27 (s, 1H, 3°), 8,15
(d, 1H, 7,3 =5,2 Hz), 8,06 (d, 1H, 3, J
= 8,7 Hz), 7,80 (d, 1H, 6, J = 5,2 Hz),
7,23 - 7,09 (m, 2H, 12, 12°), 6,90 (dd,
1H, 2, J = 8,7; 2,2 Hz), 6,83 (s, 2H,
8,11°), 6,56 (d, 1H, 6, J = 15,8 Hz),
6,38 (dt, 1H, 5°,J = 15,8; 6,5 Hz), 6,01

158,86 (1), 147,82 (11)), 147,28 (10"),
142,96 (2'), 141,91 (8), 141,19 (11),
137,39 (7), 134,56 (9), 133,56 (5,
130,15 (7, 127,33 (4), 124,43 (3),
122,72 (3), 121,70, 121,62 (6',12),
115,07 (5), 112,05 (6), 109,61 (2),
108,24 (9", 105,59 (8'), 101,12 (13),
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(s, 2H, 13°), 5,29 (s, 2H, 1°), 5,16 (d,
2H, 4°,3=6,1 Hz), 2,72 (s, 3H, 13)

95,82 (12), 61,47 (1), 51,42 (4"), 20,14
(13)

6e

11,45 (s, 1H, 10), 8,30 (s, 1H, 3°), 8,15
(d, 1H,7,J=5,3 Hz), 8,06 (d, 1H, 3, J
= 8,6 Hz), 7,80 (d, 1H, 6, J = 5,3 Hz),
7,69 — 7,57 (m, 1H, 12°), 7,36 (dt, 1H,
11°,J=10,6; 8,4 Hz), 7,27 (t, 1H, &,
J=6,7 Hz), 7,18 (d, 1H, 12, J = 2,2
Hz), 6,90 (dd, 1H, 2, J = 8,6; 2,3 Hz),
6,65 — 6,50 (m, 2H, 5°.,6°), 5,29 (s, 2H,
1°), 5,21 (d, 2H, 4°, J = 4,8 Hz), 2,72
(s, 3H, 13)

158,73 (1), 150,59 (dd, 9', J = 52,7;
12,4 Hz), 148,16 (dd, 10, J = 54,5;
12,4 Hz), 143,01 (2), 141,76 (8),
141,34 (11), 137,74 (7), 134,58 (9),
133,67 (7), 131,50 (5, 125,28 (4),
124,55 (3'), 123,84 (6'), 123,83 (d, 12,
J=3,1Hz), 122,63 (3), 117,63 (d, 11,
J=172 Hz), 115,12 (5), 115,00 (d, 8,
J=17,4 Hz), 127,23 (12), 111,94 (),
109,46 (2), 95,82 (12), 61,45 (1),
51,14 (4'), 20,31 (13)
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5. ZAKLJUCCI



U ovom radu opisana je sinteza i karakterizacija O-harmicina 6a-e, hibridnih molekula harmina

i derivata cimetne kiseline:

o 1-[(2E)-3-(3-fluorofenill)prop-2-en-1-il]-4-[({1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-7-
il}oksi)metil]-1H-1,2,3-triazol (6a)

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

o 1-[(2E)-3-(4-metoksifenil)prop-2-en-1-il]-4-[({1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-7-
il}oksi)metil]-1H-1,2,3-triazol (6¢)

o 1-[(2E)-3-(2H-1,3-benzodioksol-5-il)prop-2-en-1-il]-4-[({1-metil-9H-pirido[3,4-
blindol-7-il}oksi)metil]-1H-1,2,3-triazol (6d)

e 1-[(2E)-3-(3,4-difluorofenil)prop-2-en-1-il]-4-[({1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-7-
il}oksi)metil]-1H-1,2,3-triazol (6e).

Kao metoda povezivanja koristena je Cu(l) katalizirana alkin-azid cikloadicija te su

sintetizirani i polazni spojevi, azidi derivata cimetne kiseline 3a-e te alkin 5.

Svim kona¢nim spojevima struktura je potvrdena uobicajenim analiti¢kim 1 spektroskopskim

metodama (IR, *H i 3C NMR, MS) te im je odredena temperatura talista.

U daljnjim ispitivanjima, koja nadilaze okvir ovog rada, sintetiziranim spojevima ispitat ¢e se

citostatsko djelovanje na nizu tumorskih stani¢nih linija.
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7. SAZETAK/ SUMMARY



Anja Kucevi¢

Sinteza i karakterizacija O-harmicina triazolskog tipa u polozaju 7 p-karbolinskog

prstena

Harmin i derivati cimetne kiseline su prirodni produkti koji pokazuju Sirok spektar bioloskih
djelovanja, medu kojima su antimalarijsko i citostatsko djelovanje. Njihovim kovalentnim
povezivanjem u hibridne spojeve, harmicine, nastoji se posti¢i poboljsano djelovanje,
smanjenje nezeljenih ucinaka 1 interakcija te smanjenje rezistencije na postojecu
farmakoterapiju. U okviru ovog diplomskog rada sintetizirani su O-harmicini triazolskog tipa,
6a-e, koristenjem Cu (I) katalizirane alkin-azid cikloadicije. Usto, sintetizirani su i polazni
spojevi, azidi derivata cimetne kiseline 3a-e i alkin 5. O-harmicini 6a-e su karakterizirani
uobicajenim analitickim i spektroskopskim metodama (taliste, IR, *H i *C NMR, MS). U
daljnjim istrazivanjima sintetiziranim spojevima ¢e biti ispitano citostatsko djelovanje na nizu

tumorskih stani¢nih linija.

3,6 | a b c d e
R1 F H H 'O F

Rz | H | CI | OCHs /,LO> F

\ N3 \ /N
+
R /\o N
Ri 3a-e 5
Cu(CH3C00), ~ N\% \
N ) L
MeOH R, "
R, 4

6a-e

Shema. Sinteza O-harmicina 6a-e.

Kljuéne rijeci: harmin, cimetna kiselina, triazol, O-harmicini, sinteza
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Anja Kucevi¢

Synthesis and characterization of triazole type O-harmicines at the position 7 of the f3-

carboline ring

Harmine and cinnamic acid derivatives are natural products with a broad spectrum of biological
activities, which includes antimalarial and cytotoxic effects. By their covalent binding to hybrid
molecules, harmicines, improved action, reduction of side effects, drug interactions and
resistance to existing pharmacotherapy might be achieved. In this thesis, O-harmicines of the
triazole type 6a-e were synthesised using the Cu (I)-catalyzed dipolar alkyne-azide
cycloaddition. Starting compounds, cinnamyl azides 3a-e and alkyne 5 were synthesized as
well. Structures of O-harmicines were confirmed using conventional analytical and
spectroscopic methods (melting point, IR, *H and 3C NMR, MS). Further studies will focus

on the evaluation of their cytotoxic activity against several cancer cell lines.

3,6 | a b C d e
R. |[F|H| H |.o [F
R. | H | Cl | OCHs ,LO> F
N N \ /N
+
Ry
= o ;
Ri 3a-e 5
Cu(CH4C00), N N\/E/\ ( T \
_— _ @]
MeOH R, NN " 7
R .

6a-e

Scheme. Synthesis of O-harmicines 6a-e.

Keywords: harmine, cinnamic acid, triazole, O-harmicines, synthesis
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8. PRILOZI



Prilozi sadrze IR, *H i 3C NMR te MS spektre sintetiziranih spojeva.
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SAZETAK

Harmin i derivati cimetne kiseline su prirodni produkti koji pokazuju Sirok spektar bioloskih
djelovanja, medu kojima su antimalarijsko i citostatsko djelovanje. Njihovim kovalentnim
povezivanjem u hibridne spojeve, harmicine, nastoji se posti¢i poboljsano djelovanje, smanjenje
neZeljenih ucinaka 1 interakcija te smanjenje rezistencije na postojecu farmakoterapiju. U okviru
ovog diplomskog rada sintetizirani su O-harmicini triazolskog tipa, 6a-e, koristenjem Cu(l)
katalizirane alkin-azid cikloadicije. Usto, sintetizirani su i polazni spojevi, azidi derivata cimetne
kiseline 3a-e i alkin 5. O-harmicini 6a-e su karakterizirani uobiCajenim analitiCkim i
spektroskopskim metodama (taliste, IR, *H i ¥C NMR, MS). U daljnjim istrazivanjima

sintetiziranim spojevima ce biti ispitano citostatsko djelovanje na nizu tumorskih staniénih linija.
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SUMMARY

Harmine and cinnamic acid derivatives are natural products with a broad spectrum of biological
activities, which includes antimalarial and cytotoxic effects. By their covalent binding to hybrid
molecules, harmicines, improved action, reduction of side effects, drug interactions and resistance
to existing pharmacotherapy might be achieved. In this thesis, O-harmicines of the triazole type 6a-
e were synthesised using the Cu(l)-catalyzed dipolar alkyne-azide cycloaddition. Starting
compounds, cynnamyl azides 3a-e and alkyne 5 were synthesized as well. Structures of O-
harmicines were confirmed using conventional analytical and spectroscopic methods (melting point,
IR, H and 3C NMR, MS). Further studies will focus on the evaluation of their cytotoxic activity

against several cancer cell lines.
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