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BC NMR 3C nuklearna magnetska rezonancija

'H NMR 'H nuklearna magnetska rezonancija

ADMA acetaldehid-dimetil-acetal

ADMP 2-azido-1,3-dimetilimidazolinijev heksafluorofosfat

ATP adenozin-trifosfat

CuAAC bakrom(l) katalizirana azid-alkin cikloadicija

CAD derivati cimetne kiseline (eng. cinnamic acid derivates)
CNS srediS$nji ziv¢ani sustav (eng. central nervous system)

CYP citokrom P450

DBU 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundek-7-en

DNA deoksiribonukleinska kiselina

DMF N,N-dimetilformamid

DMSO dimetilsulfoksid

FDA Agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug Administration)
GABA y-aminomaslacna kiselina

IR infracrvena spektroskopija

MS masena spektrometrija

g.s. koli¢ina koja je dovoljna (lat. quantum satis)

rRNA ribosomalna ribonukleinska kiselina

s.t. sobna temperatura

TEA trietilamin

TFA trifluoroctena kiselina

THF tetrahidrofuran

TLC tankoslojna kromatografija (eng. thin layer chromatography)
t1/ vrijeme polueliminacije

TMS tetrametilsilan

TPSA topoloska polarna povrSina

TS timidilat sintaza

ICs0 koncentracija koja izaziva 50 %-tnu inhibiciju rasta stanica
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1. UvOD



1.1. Organohalogeni spojevi

Organohalogeni spojevi predstavljaju kemijske entitete u kojima su jedan ili vise ugljikovih
atoma kovalentno povezani s jednim ili viSe atoma halogena — fluorom, klorom, bromom ili
jodom, pri ¢emu nastaju organofluoridi, organokloridi, organobromidi i organojodidi (Sasson,
2009). Naziv ,halogen® proizlazi iz grckih rijeci koje opisuju sposobnost tih elemenata da
formiraju soli. Fluor i klor, kao najucestaliji halogeni, u prirodi su prisutni gotovo iskljucivo u
obliku iona, a sli¢na je situacija s bromom i jodom. U elementarnom stanju halogeni tvore
dvoatomske molekule (F2, Cl,, Brz, 1) od kojih su F; i Cl, pri sobnoj temperaturi plinovi, Br;
tekucina, a I, krutina (Slika 1) (Halka i Nordstrom, 2010).

Supstitucija atoma vodika atomom fluora jedna je od najucestalijih monovalentnih
izosteri¢kih supstitucija. Atomi vodika i fluora steri¢ki su vrlo sli¢ni, van der Waalsovih
polumjera 1,2 i 1,35 A. Fluor je najelektronegativniji element periodnog sustava elemenata pa
se promjene bioloske aktivnosti nastale zamjenom vodika fluorom mogu pripisati tom
svojstvu. Klasi¢an primjer supstitucije vodika fluorom predstavlja razvoj citostatika 5-

fluorouracila iz uracila (Lemke i sur., 2011).

b
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Slika 1. Klor, brom i jod pri sobnoj temperaturi (www.edu.rsc.org)

Od ukupnog broja registriranih lijekova, 20 % ih je halogenirano. U isto vrijeme, ti lijekovi
ostvaruju 50 % ukupnog bruto dohotka od svih lijekova na trzistu. Donedavno su samo
klasi¢na svojstva halogena, kao $to su reaktivnost, lipofilnost i elektronegativnost, koristena u
razvoju potencijalnih lijekova, no danas je jasno da halogeni uvelike doprinose specifi¢nosti
mnogih agonista i antagonista prema njihovim fizioloskim metama kroz interakciju definiranu

kao halogena veza (XB) (Desiraju i sur., 2013).



1.1.1. Halogena veza

Razmotrimo vezu tipa R-C-X (alternativno C-X) gdje je C ugljik, a X atom halogena (Slika
2A). R predstavlja dio molekule koji odvlaci elektrone (npr. aromatska skupina). Zajednicki
elektronski par (vezni par) izmedu C i X jace je privucen prema atomu ugljika $to rezultira
anizotropnom raspodjelom eletktronske gusto¢e oko atoma halogena i stvaranjem relativno
pozitivno nabijene regije zvane ,,6—hole “ (Sigma rupa). Prisutnost elektropozitivne sigma rupe
omogucuje atomu halogena ulazak u interakciju s osamljenim elektronskim parovima drugih
elektronegativnih atoma u blizini (Slika 2B). Na primjer, atom halogena moze se
nekovalentno vezati s atomom kisika, dusika, sumpora ili drugim atomom halogena. Takvom
interakcijom nastaje halogena (X-) veza (Murray i sur., 2007 i 2009; Clark i sur., 2007; Ford i
sur., 2016).

Sigma hole on Halogen " Halogehbond in protein-ligand co«Qple\
(A)

o-Bond
-
H Formation H\
v ( ‘ ..
= .\_/l’/\. X . 7 X o
N ’ & .
H
H H
(B)

Slika 2. A) Stvaranje ,,c—rupe“ B) Tvorba halogene veze (Mendez i sur., 2017)

1.1.2. Klasifikacija halogeniranih lijekova s obzirom na vrstu halogena

Veéina halogeniranih lijekova sadrzi fluor (57 %), zatim slijede lijekovi s klorom (38 %), dok
je brom u strukturi lijekova rijedak (4 %) (Slika 3). Spojevi s jodom relativno su nestabilni



zbog visoko polarizirane C-1 veze, a zbog opseZne sinteze, farmaceutska industrija ih
uglavnom izbjegava (Hernandes i sur., 2010).

\ | \"\.‘ i fluor

“ 38% \ | L klor

dbrom

57% ljod

Slika 3. Klasifikacija halogeniranih lijekova s obzirom na vrstu halogena
(Hernandes i sur., 2010)

1.1.3. Rasprostranjenost u prirodi

Organski spojevi supstituirani halogenima Siroko su rasprostranjeni u prirodi, te je vise od
3800 razlicitih spojeva pronadeno u algama i drugim morskim organizmima. Nadeni su u
biljkama, gljivicama, liSajevima, bakterijama, nekim vi$im zivotinjama, ali i u ljudima.
Otkrice mnogih od njih posljedica je poveCanog interesa za prirodne produkte kao
potencijalne izvore novih lijekova. PoboljSane metode prikupljanja prirodnog materijala,
selektivna bioloska ispitivanja za identifikaciju bioloski aktivnih spojeva te nove tehnike

odvajanja i pro¢i§¢avanja uvelike su zasluzne za uspjeh istrazivanja prirodnih organohalogena
(Gribble, 2003).

1.1.4. Fizioloska aktivnost prirodnih organohalogena

Od jednostavnog spoja poput klormetana, pa sve do iznimno kompleksnog vankomicina, Sirok

spektar organohalogenih spojeva ima znacajnu fiziolosku aktivnost. Primjerice,
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pentahalogenirani alken halomon (Slika 4A) izoliran je iz crvene alge Portieria hornemannii
(Slika 4B). Otkriveno je njegovo antitumorsko djelovanje na nekoliko humanih tumorskih

stani¢nih linija (McMurry, 2011).

Br Cl

halomon

4A 4B
Slika 4. A) Struktura halomona, pentahalogeniranog alkena koji posjeduje antitumorski

ucinak; B) Crvena alga Portieria hornemannii (www.alchetron.com/Portieria)

Na Slici 5 prikazan je B-lapakon, prirodni produkt prisutan u kori lapacho drveta koje
pretezno raste u Brazilu. Iskazuje S$iroki spektar farmakoloskih ucinaka, ukljucujuéi
antibakterijski, antifungalni i antimalarijski uéinak, a pokazuje potencijal i u terapiji
karcinoma prostate i nemalih stanica pluca. Prilikom ispitivanja analoga p-lapakona,
otkriveno je da uvodenje broma na polozaj C3 uvelike pridonosi antiplazmodijskoj aktivnosti
(ICs0 2,7 uM naspram 4,1 uM za Plasmodium falciparum, soj F32) i citotoksi¢nosti (1Csp 0,13
uM naspram 0,27 uM za HL-60 stani¢ne linije promijelocitne leukemije) (Gal i sur., 2016).

Slika 5. Strukture B-lapakona i njegovog aktivnijeg analoga, 3-brom-p-lapakona



1.2. Fluor u strukturi lijekova

Fluor je najelektronegativniji atom u periodnom sustavu elemenata s malim atomskim
polumjerom i niskom polarizabilnos¢u (Schlosser i Michel, 1996). Ove kemijske
karakteristike podrazumijevaju da fluoriranje novih bioaktivnih kemijskih entiteta mijenja
fizikalne, kemijske i elektronicke konformacijske parametre, $to bi na kraju moglo rezultirati

lijekovima s optimiziranim farmakoloskim svojstvima (Biffinger i sur., 2004).

1.2.1. Utjecaj fluora na jacinu djelovanja, permeabilnost, metabolizam i

farmakokinetiku lijekova

Uvodenje fluora u strukturu lijeka moze dovesti do pojacanog djelovanja lijeka i utjecati na
selektivnost prema meti promjenom pK, vrijednosti te moduliranjem konformacije,
hidrofobnih interakcija i lipofilnosti. Izravna supstitucija labilnih vodikovih atoma (npr. Ar—H
— Ar-F, CHz — CF3) moze smanjiti metabolizam lijeka (Gillis i sur., 2015). Fluor se
naj¢esce uvodi na mjesto podlozno enzimskoj hidroksilaciji. Na primjer, citokrom P-450 lako
hidroksilira o- i p-polozaj benzenskog prstena pa mnogi lijekovi aromatske strukture na toj
poziciji imaju atom fluora. Na taj nacin je poveéana metabolicka stabilnost ezetimiba i

linezolida (Zorc i1 Pavi¢, 2018).

1.2.2. Kinoloni i fluorokinoloni

Kinoloni su skupina sintetskih antimikrobnih lijekova koji, inhibicijom bakterijskih enzima
DNA giraze i topoizomeraze 1V, djeluju baktericidno. U strukturi sadrze N-1-alkil-3-
karboksipirid-4-on kondenziran s drugim supstituiranim aromatskim prstenom (Slika 6). Ti su
spojevi bili od malog klini¢kog znacaja sve do otkri¢a da supstitucija fluora u polozaju C6
uvelike povecava biolosku aktivnost. 1986. godine odobren je norfloksacin, prvi predstavnik
2. generacije kinolona nazvane fluorokinoloni. Nakon toga sintetizirano je preko tisucu

analoga druge, trece i Cetvrte generacije kinolona (Lemke i sur., 2011).



farmakofor

prolazak kroz .-~ S4-7 | |
membranu ' Ry
bakterijske stanice ~

spektar (',R
djelovanja \_t_", B ¢ S
Rs +O; O

jacina djelovanja

Slika 6. Odnos strukture i aktivnosti kinolona (eng. structure-activity relationship, SAR)

Uvodenjem fluora na polozaj C6 uvelike se poboljsava antimikrobna aktivnost zbog
povecanja lipofilnosti molekule, S§to lijeku omogucava bolju penetraciju kroz stani¢nu
membranu bakterije. Uz to, fluor na poloZzaju C6 djeluje i na pojacanu inhibiciju bakterijske
DNA giraze. Dodatan atom fluora na polozaju C8 poboljSava apsorpciju lijeka 1 produljuje

t1/2, no isto tako moze dovesti do povecane fotoosjetljivosti na lijek (Lemke i sur., 2011).
1.2.3. 5-Fluorouracil

Derivat pirimidina, 5-fluorouracil (5-FU) (Slika 7) dizajniran je na na¢in da blokira pretvorbu
uridina u timidin inhibicijom enzima timidilat sintaze (TS). Normalna biosinteza timidina
ukljucuje metilaciju C5 polozaja pirimidinskog prstena uridina. Zamjenom vodika na poziciji
C5 fluorom nastaje 5-FU, protutumorski lijek iz skupine antimetabolita. Pritom dolazi do
stvaranja stabilnog kovalentnog ternarnog kompleksa sastavljenog od 5-FU, enzima timidilat
sintaze (TS) i kofaktora (N° N*°-metilentetrahidrofolata) (Beale i Block, 2011).

Slika 7. Struktura 5-fluorouracila

Da bi se vezao na timidilat sintazu, ovaj fluorirani pirimidinski prolijek mora pro¢i konverziju
u deoksiribonukleotidnu formu. Aktivni oblik 5-fluorouracila razlikuje se od endogenog
supstrata timidilat sintaze samo po prisutnosti atoma fluora na polozaju C5 (Lemke i sur.,

2011). Kofaktor N°N™-metilentetrahidrofolat tvori kovalentnu vezu s uracilom preko
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metilenske jedinice koja se kasnije premjesta na uracil uz eliminaciju protona s polozaja C5.
Kod 5-fluorouracila, atom fluora na polozaju 5 onemogucava daljnje odvijanje reakcije jer bi
se fluor trebao eliminirati kao pozitivan ion (F"). Fluor je najelektronegativniji ion i ionizira u
obliku fluoridnog iona (F") $to rezultira kovalentnim i ireverzibilnim vezanjem 5-fluorouracila
u aktivno mjesto enzima. Time je onemogucena sinteza timidina, Sto blokira sintezu DNA, a

samim time i replikaciju i diobu stanica (Slika 8) (Patrick, 2013).

N5,N1°-metilen tetrahidrofolat

H H
N N H,N N\ N
Y D . Y L
N X=H N
P \ xRS P N
| HE |
—N—Ar HN——Ar OH HN Ar
o (6]
HN | ) HNJ\ ﬁ\ |
O)\N O)\T o T
deoksiriboza - P deoksiriboza - P deoksiriboza - P
P = fosfat ¢
X=H,F
dTMP + FH,

Slika 8. Aktivni oblik 5-fluorouracila kao suicidni supstrat timidilat sintaze (Patrick, 2013)

1.2.4. Fludrokortizon i triamcinolon

Fludrokortizon je analog kortizona s atomom fluora na polozaju 9a, koji ima 11 puta veéu
glukokortikoidnu 1 300 do 800 puta vecu mineralokortikoidnu aktivnost od samog kortizona
(Slika 9). Fludrokortizon se primjenjuje oralno za nadomjesnu terapiju mineralokortikoidima
u bolesnika s adrenokortikalnom insuficijencijom (primjerice Addisonova bolest). Ovaj lijek,
uveden 1954. godine, pruZio je poticaj za sintezu i bioloSku evaluaciju novijih halogeniranih
analoga. Prisustvo 9a-floura u strukturi triamcinolona poveéava njegovo protuupalno i

mineralokortikoidno djelovanje (Lemke i sur., 2011).



HO
HO

fludrokortizon

HO

HO OH

OH
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1.2.5. Lijekovi s fluorom iz razli¢itih terapijskih skupina

Slika 9. Primjer glukokortikoida s flourom u poloZaju 9a

U Tablici 1. dan je prikaz registriranih lijekova koji u svojoj strukturi sadrze atom fluora.

Tablica 1. Lijekovi s fluorom iz razliéitih terapijskih skupina (Zorc i Pavi¢, 2018)

Lijek Terapijska skupina Lijek Terapijska skupina
fluoksimesteron andrc_)geno-anaboliéki aber_na_lciklib
steroid afatinib
enfluran bikalutamid
halotan dabrafenib
izofluran anestetici enzalutamid
metoksifluran fludarabin
sevofluran fluoksimesteron
midazolam anksiolitici 5-f|uor_ouraCII
flurazepam flutamid
fenfluramin anoreksik fulvestrant
ciprofloksacin gefitinib
flomoksef gemcitabin
flukloksacilin idelalisib citostatici
fluritromicin kapecitabin
:ier‘]’ng(')?i‘ffac'” antibakterijski lijekovi E'r‘l’z[f‘rﬁ'b”
moksifloksacin lapatinib
norfloksacin nilotinib
ofloksacin nilutamid
tedizolid olaparib
citalopram ponatinib
escitalopram regorafenib
fluoksetin antidepresivi rukaparib
fluvoksamin sorafenib
sunitinib

paroksetin




tegafur

sitagliptin e trametinib
kan%g?iflozin antidijabetici vandetanib
vemurafenib
aprepltar_1t antiemetici diflukorton
fosaprepitant deksametazon
fluorofelbamat  antiepileptik flumetazon
. . e fluocinolacetonid  glukokortikoidi
diflunisal antiflogistik fluorometolon
atorvastatin flutikazon
ezetimib triamcinolon
quvastatln_ antihiperlipemici triflunisal inhibitori agregacije
rosuvastatin prasugrel .
L . trombocita
ezetimin tikagrelor
flucitozin
Eggaol?ozﬁgzlol antimikotici fludrokortizon mineralokortikoidi
vorikonazol
eflornitin celekoksib nesteroidni protuupalni
halofantrin antiparazitici roflumilast lijekovi
meflokin flufenazin
delamanid antituberkulotici hal_oper_ldol -
paliperidon neuroleptici
risperidon
dekslanzoprazol sertindol
lanzoprazol antiulkusni lijekovi lubiproston prostac!kl!n (laksativ)
pantoprazol prostaciklin
revaprazan tafluprost (oftalmoloski
antihipertenziv
dolutegravir
efavirenz . . simpatolitik (-
elvitegravir silodozin blokator)
ledipasvir
maravirok antivirotici
raltegravir ' .
sofosbuvir nebivolol simpatolitik (-
tipranavir blokator)
trifluridin

1.3. Klor u strukturi lijekova

Klor je, nakon fluora, najucestaliji halogen u organohalogenim spojevima. Umjereni je

akceptor halogene veze i veteg je atomskog radijusa od fluora. C-Cl veza je dovoljno

stabilna, Sto

omogucava uvodenje klora na razliCite farmakoloSki vazne heterocikle.

Zamjena vodika klorom omoguc¢ava znacajne modifikacije volumena i oblika molekule lijeka.
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S obzirom navedeno, kloriranje novih bioloskih entiteta moglo bi rezultirati njihovim

poveéanim interakcijama s bioloskim metama (Siegal i sur., 2007).

1.3.1. Zastupljenost kloriranih lijekova prema terapijskim podruéjima

Najve¢i broj kloriranih lijekova koristi se u lijeCenju bolesti ziv€anog (18%) i
kardiovaskularnog sustava (17%), onkoloskih (14%) i dermatoloskih bolesti (10%). lako atom
klora u tim lijekovima nije nuzno dio farmakofora, ¢esto je koriSten u svrhu podeSavanja
drugih parametara, kao §to je lipofilnost. Usto, halogeniranje poboljSava prolazak lijeka kroz
krvno-mozdanu barijeru, $to je vazno za lijekove koji djeluju na sredi$nji zivCani sustav

(Kosjek i Heath, 2012).

1.3.2. Uloga klora u strukturi klindamicina

Klindamicin je antibiotik Sirokog spektra djelovanja, dobiven polusintetski iz prirodnog
produkta linkomicina. Koristi se u lije€enju raznih bakterijskih infekcija, ukljucujuéi infekcije
kostiju i zglobova, upale pluéa i endokarditisa (Gal i sur., 2016). Sli¢no kao i makrolidni
antibiotici, linkomicin i klindamicin inhibiraju sintezu proteina vezanjem na 50S podjedinicu
ribosoma te zaustavljaju translokaciju (Gale i1 sur., 1981). U usporedbi s linkomicinom,
klindamicin pokazuje vecu aktivnost i manju toksi¢nost. Rezultati provedenih istaZivanja
pokazuju da supstitucija hidrofilne hidroksilne skupine na poziciji C7 linkomicina klorom ili

bromom rezultira ja¢im in vivo djelovanjem lijeka (Slika 10) (Le Goffic, 1985).

S, OH

0] OH

4
Ir=z
Zn
A
o

Klindamicin: R4=H, R,=ClI
Linkomicin: R4=0OH, Ry=H

Slika 10. Struktura klindamicina i linkomicina
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1.3.3. Derivati dusikovog iperita

Derivati dusikovog iperita ¢ine skupinu lijekova s klorom, koji je u ovom slucaju zasluzan za
visoku reaktivnost molekule (Slika 11). Povijest i porijeklo derivata dusikovog iperita kao
bojnih otrova i kasnije kao kemoterapijskih sredstava dobro su dokumentirani (Saha i sur.,
2013). Spadaju u skupinu alkiliraju¢ih agensa koji in vivo tvore snazne elektrofile, koji mogu
reagirati s nukleofilnim skupinama biomakromolekula tvore¢i kovalentne veze §to rezultira
njihovom inaktivacijom. Dokazano je da alkilacija DNA dovodi do zaustavljanja stani¢nog
ciklusa (usporavanjem G2 faze stani¢nog ciklusa) i apoptoze (prirodno programirane stanicne
smrti) (O'Connor i sur., 1993).

S obzirom na slabu selektivnost prilikom vezanja na N’ atome dusika gvaninskih baza DNA,
derivati dusikovog iperita toksi¢ni su i za tumorske i za normalne stanice (Kohn i sur., 1987,
Bank i sur., 1989; Povirk i Shuker, 1994; Di Antonio i sur., 2014).

(0]
(@) OH
OH
NH,
N
N O NH NN
lll (6] melfalan
klorambucil
CI/\/ \/\CI
OH
ciklofosfamid
(0] (0]
Cl )]\ Cl Cl )k
\/\,Ij ”/\/ \/\N o
oZN H
karmustin
Cl estramustin

Slika 11. Visokoreaktivni klorirani lijekovi - derivati dusikova iperita (Smith i sur., 2014)

Derivati dusikovog iperita su prolijekovi Sto znaci da postaju aktivni tek nakon pregradnje i
nastanka visokoreaktivnih cikli¢kih aziridinijevih iona (AZ"). Iz jedne molekule prolijeka

nastaju dva aziridinijeva iona koji alkiliraju nukleofilne skupine proteina i nukleinskih
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kiselina. Tvorba aziridinijevog iona postiZze se reakcijom nukleofilne supstitucije pri ¢emu

nukleofilni tercijarni dusik napada elektrofilni ugljikov atom s vezanim atomom klora (Slika

12). Konac¢ni produkti reakcije su aziridinijev ion i anion klora (Mann, 2010).

—c1®

\o

u/\/N\/\/QCI_» SV

Slika 12. Tvorba aziridinijevog iona (AZ") na primjeru klormetina

1.3.4. Lijekovi iz razli¢itih terapijskih skupina koji sadrze klor u strukturi

U Tablici 2. dan je prikaz registriranih lijekova koji u svojoj strukturi sadrZe atom klora.

Tablica 2. Lijekovi iz razli¢itih terapijskih skupina koji sadrze klor u strukturi

" Terapijska . . .
Lijek skupina Lijek Terapijska skupina
. - simpatomimetici . nesteroidni
brimonidin (terapija glaukoma) diklofenak protuupalni lijekovi
klotrimazol antimikotici kloropiramin antihistaminici
. . antidoti . . -
pralidoksim organofosfata kloramfenikol bakteriostatici
.. . urirarni i T
trospijev klorid spazmolitici klorpromazin antipsihotici
.. . nadomjesci za diazepam o
kalijev klorid plazmu Klorazepat anksiolitici
cisplatin o klozapin psiholeptici
karboplatin citostatici : —
melfalan niklozamid antiparazitici
furosemid Sl_JIfon_ar_mdsk| azimilid antiaritmici
diuretici
klindamicin antibiotici verlukast bronhodilatatori
ketamin anestetici loperamid antipropulzivi
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1.4. Brom u strukturi lijekova

Brom je deveti najkoristeniji element u strukturi lijekova. Prvi bromirani lijek bio je anestetik
halotan, odobren 1956. godine. Halotan je dio velike obitelji halogeniranih anestetika koja
prvenstveno sadrzi fluor i klor u strukturi, dok je halotan jedini bromirani predstavnik (Slika
13) (Smith 1 sur., 2014). Atom broma doprinosi jacini djelovanja, a tri atoma fluora
isparljivosti tog inhalacijskog anestetika i povecanoj stabilnosti ugljikovodi¢nog skeleta

molekule (Lemke i sur., 2011).

Cl

F
F
i Br F O
F Y F
F
F F F F Cl
halotan izofluran
F
o F
F F
Cl F
o " F (0]
sevofluran
P o \( x cl
FF F
metoksifluran enfluran

Slika 13. Halotan kao jedini bromirani predstavnik skupine op¢ih anestetika

Dokazano je da halogenirani anestetici ulaze u interakciju s feritinom, velikim proteinom
gradenim od 4 a-uzvojnice (Slika 14). Halotan se veze u hidrofobnu Supljinu izmedu dva
monomera, a zbog hidrofobne okoline, najsnazniji doprinos vezanju daju interakcije koje
ostvaruje halogena veza. Brom iz halotana ulazi u interakciju s feritinskim karbonilnim
kisikom u Leu24, dok atom klora ostvaruje vezu s aromatskim prstenom iz Tyr28 (Gal i sur.,
2016).
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Slika 14. Kompleks halotana s apoferitinom (Gal i sur., 2016)

1.4.1. Mete lijekova s bromom u strukturi

Lijekovi koji sadrze brom imaju $irok raspon meta i indikacija. Neke od meta tih lijekova su
histaminski H; receptor (bromodifenhidramin), s adrenergicki receptor (nicergolin),
dopaminski receptor D2 (bromokriptin), a, adrenergicki receptor (brimonidin), AT1 receptor
(saprisartan), GABA-A receptor (bromazepam) i ciklooksigenaze COX 1/2 (bromfenak)
(Wilcken i sur., 2012).

Pipobroman je jedan od starijih citostatika, a sadrzi dvije reaktivne primarne f-bromoamidne
skupine. Nicergolin i bromokriptin, izmedu ostalog odobreni i za lijeCenje demencije i
Parkinsonove bolesti, sli¢ni su ergot alkaloidima, ali imaju razli¢ite bo¢ne lance pa djeluju i
na razlicite receptore. Remoksipirid, odobren za lijeCenje shizofrenije, djeluje na dopaminske
D2 receptore (Smith i sur., 2014). Graficki prikaz registriranih lijekova s bromom dan je na
Slici 15.
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Slika 15. Strukture lijekova iz razli¢itih terapijskih skupina koji sadrze atom broma

1.4.2. Lijekovi razli¢itih terapijskih skupina koji sadrze brom u strukturi

U Tablici 3. dan je prikaz registriranih lijekova koji u svojoj strukturi sadrZe atom broma.

Tablica 3. Pregled bromiranih lijekova iz razlicitih terapijskih skupina

" Terapijska - . :
Lijek skupina Lijek Terapijska skupina
pinaverij bromid
bromazepam anksiolitici vekuronij bromid miorelaksansi
pankuronij bromid
. - . ambroksol o
saprisartan antihipertenzivi bromheksin mukolitici
ioratior ipLorr:rfid nesteroidni
P Pl bT antikolinergici bromfenak protuupalni lijekovi
propantelinij (oftalmik)
bromid
— antiparkinsonici piridostigminijev . L
bromokriptin (agonist dopamina) | bromid parasimpatomimetici
dekst_rometorfan antitusici brimonidin S|mQatqm|met|C|
bromid (lijeCenje glaukoma)
. inhibitor aldoza . . .
ranirestat nicergolin vazodilatator
reduktaze
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1.5. p-Karbolini

B-karbolini ¢ine veliki grupu prirodnih i sintetskih alkaloida s karakteristicnom triciklickom
strukturom pirido[3,4-b]indola. Prisutni su u sirijskoj rutvici (Peganum harmala), biljnoj vrsti
rasprostranjenoj na podrucju Bliskog Istoka, te u juzoamerickoj dusnoj lozi (Banisteriopsis
caapi) (Slika 16). Literaturni podaci pokazuju njihov antimikrobni i citostatski uc¢inak putem
interkalacije u dvostruku uzvojnicu DNA te djelovanjem na enzime nuZzne za popravak
oste¢ene DNA (Cao i sur., 2007). Neki derivati B-karbolina izolirani iz biljne vrste Eurycoma
longifolia, pokazali su dobar antimalarijski uéinak na Plasmodium falciparum,
najsmrtonosniju vrstu plazmodija koja uzrokuje malariju u ljudi. (Kuo i sur., 2003).
Potencijalni antimalarijski uc¢inak ¢ini f-karboline zanimljivim za istrazivanje i razvoj novih

lijekova.

Slika 16. Biljne vrste Peganum harmala i Banisteriopsis caapi (https://en.wikipedia.org)

1.6. Bioloska djelovanja cimetne kiseline i derivata

Cimetna kiselina (3-fenilprop-2-enska ili fenilakrilna kiselina) i njeni derivati Siroko su
raSireni u biljnom svijetu. Naziv je dobila po biljnim vrstama iz roda Cinnamomum iz
porodice Lauraceae u kojima je prisutna u znac¢ajnim koli¢inama. Cimetna kiselina ispoljava
brojna bioloska djelovanja, a njeni prirodni i sintetski derivati (CAD, engl. cinnamic acid
derivatives) imaju izrazene citostatske, antimikrobne, antituberkulotske, antioksidativne,
antivirusne, anksioliticke i antimalarijske u¢inke (Pavi¢ i Zorc, 2018). Derivati koji sadrze
vinilnu skupinu iskazuju snaZan antioksidativni u¢inak $to ih ¢ini pogodnim za terapiju bolesti
povezanih s lipidnom peroksidacijom stani¢nih membrana. Antimikrobna svojstva izraZena su

kod derivata s esterskim i amidnim skupinama. lzobutil-cinamat i dibromocimetna kiselina
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imaju snazan antibakterijski u¢inak na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije kao i dobra
antifungalna svojstva (Sharma, 2011).
Brojne studije pokazuju da kovalentno povezivanje cimetne kiseline ili CAD na 4- ili 8-

aminokinolinske antimalarike dovodi do pobolj$anja njihovog djelovanja (Pérez i sur., 2012).

— ]
N
H

harmin cimetna kiselina

Slika 17. Strukture harmina i cimetne kiseline
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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U okviru ranijih istrazivanja u Zavodu za farmaceutsku kemiju pripravljeno je 26 hibridnih
spojeva, harmicina, derivata harmina i CAD (Slika 18). Harmin je derivatiziran u polozajima
7 1 9 B-karbolinskog prstena. Kao metoda povezivanja gradevnih jedinica u jednu molekulu
koriStena je bakrom(l) katalizirana azid-alkin cikloadicija, tzv. click kemija, koja je Siroko
primjenjiva, stereospecifi¢cna te se produkti dobivaju u visokim iskoriStenjima (Pokorski i
Smith, 2018). Reakcijski uvjeti su blagi, reakcije je moguce provoditi bez otapala ili u vodi, a

konacni produkti se jednostavno prociscavaju (Rai¢-Mali¢ i Mesci¢, 2015).

N7 N
2anfba L
Rz/\ R1 —N H
= ~
Rz/\ \ R1
HO

Slika 18. Pripravljeni harmicini, hibridi harmina i CAD

Ispitano je antiplazmodijsko djelovanje pripravljenih harmicina na eritrocitnu i hepatocitnu
fazu zivotnog ciklusa plazmodija, uzro¢nika malarije, te su harmicini pokazali vrlo dobro
djelovanje.

Na temelju tih istrazivanja, odlucili smo proSiriti knjiznicu harmicina, na nac¢in da pripravimo
hibride CAD i B-karbolina u polozaju 6 B-karbolinskog prstena (Slika 19). U daljnjim
istrazivanjima, koja nadilaze okvire ovoga rada, bit C¢e ispitano bioloSko djelovanje

pripravljenih spojeva.
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Slika 19. Op¢a formula harmicina sintetiziranih u ovome radu
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3. MATERIJALI I METODE
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Tijek kemijskih reakcija i ¢istoca produkata praceni su tankoslojnom kromatografijom (TLC).
Za TLC su upotrijebljene silikagel ploce 60 F254 (Merck, Njemacka) te diklormetan/metanol
(10:1) + 15 % trietilamin, diklormetan/metanol (9.7:0.3, 9.5:0.5, 9:1 i 7.5:2.5),
cikloheksan/etil-acetat (9:1 i 2:1) i cikloheksan/etil-acetat/metanol (3:1:0.75, 3:1:0.5, 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) uz iste pokretne faze kao u
tankoslojnoj kromatografiji. Analizirani spojevi detektirani su UV zracenjem (1 = 254 i 366

nm) te parama joda.

Talista (t;) su odredena na Stuart SMP3 instrumentu (Barloworld Scientific, UK) u otvorenim

kapilarama i nisu korigirana.

'H i 3C NMR spektri snimljeni su na Bruker AV-600 (Bruker, SAD) kod 400 MHz za *H i
kod 101 MHz za “*C jezgru. Uzorci su mjereni u DMSO-ds otopinama na 20 °C u NMR
cjevCicama promjera 5 mm. Kemijski pomaci dani su u ppm u odnosu na tetrametilsilan
(TMS) kao unutarnji standard u *H, odnosno signal dimetilsulfoksida (DMSO) u **C spektru.
Spektri masa snimljeni su na HPLC-MS/MS (Agilent Technologies Triple Quadripole 6420).
Kao tehnika ionizacije koriStena je ionizacija elektrorasprsenjem (ESI) u pozitivnom modu.

IR spektri snimljeni su na Paragon FT-IR spektrometru (Perkin Elmer, UK).

Za reakcije potpomognute mikrovalnim zraenjem KkoriSten je mikrovalni reaktor CEM
discover reaktor (CEM GmbH, Njemacka).

U svrhu predvidanja fizikalno-kemijskih svojstava, a time i farmakokinetickih parametara,
koristeni su radunalni programi SwissADME (Swiss Institute of Bioinformatics, Svicarska) i

Chemicalize (ChemAxon, SAD).

5-Metoksitriptamin,  m-bromcimetna  kiselina i  2-azido-1,3-dimetilimidazolinijev
heksafluorofosfat (ADMP) nabavljeni su od tvrtke TCI Chemicals (Japan), acetonitril,
metanol, etanol i aceton od tvrtke Honeywell Riedel de Haén (Njemacka). Acetaldehid-
dimetil-acetal (ADMA), litijev karbonat, cezijev karbonat, koncentrirana octena kiselina,
paladij na ugljiku (Pd/C), toluen, 1,8-diazabiciklo[5.4.0]undek-7-en, litijev aluminijev hidrid,
propargil bromid, cimetna kiselina, m-fluorcimetna kiselina i p-klorcimetna Kkiselina
nabavljeni su od tvrtke Sigma-Aldrich (SAD). Trietilamin (TEA) i bakrov(ll) acetat
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nabavljeni su od tvrtke Alfa Aesar (SAD), trifluoroctena kiselina (TFA) od tvrtke Acros
Organics (Belgija), bezvodni eter od tvrtke PanReac AppliChem (Spanjolska), a diklormetan
od tvrtke Fischer Chemical (SAD). N,N-dimetilformamid (DMF) i natrijev hidroksid
nabavljeni su od tvrtke Kemika (Hrvatska), bezvodni natrijev sulfat i natrijev klorid od tvrtke
Gram-Mol d.o.o. (Hrvatska), bromovodi¢na kiselina (47%-tna HBr) i suhi THF od tvrtke
Merck (Njemacka), a apsolutni etanol od tvrtke Carlo Erba Reagents (Francuska). KoriSten je
i tionil klorid (SOCI,) nabavljen od tvrtke Fluka (Svicarska).

Sve kemikalije bile su p.a. stupnja Cistoce.

3.1. Sinteza cimetnih estera (1-3)

Op¢éa metoda:

Suspenziji odgovaraju¢eg CAD (1,101 mmol) u suhom toluenu (10 mL) dodan je suhi DMF
(3 kapi) i tionil klorid (0,4 mL, 5,505 mmol) te je reakcijska smjesa mijesana na s.t. 1 h,
nakon ¢ega su toluen i tionil-klorid uklonjeni uparavanjem pod sniZzenim tlakom. Ostatak
nakon uparavanja je naparen dva puta suhim toluenom. Dobiveni kiselinski klorid koriSten je

u sljedec¢em reakcijskom koraku bez procis¢avanja.

Otopina odgovarajuceg kiselinskog klorida u suhom diklormetanu (10 mL) dokapana je u
otopinu TEA (0,153 mL, 1,101 mmol) u apsolutnom etanolu (5 mL) na s.t. 2 h, nakon ¢ega je
otapalo uklonjeno uparavanjem pod snizenim tlakom, a ostatak nakon uparavanja otopljen u
etil-acetatu (20 mL) te ekstrahiran vodom (2 x 20 mL). Organski sloj je susen nad bezvodnim

NaySQy, filtriran i uparen pod snizenim tlakom.

3.1.1. Sinteza etil-(E)-3-(3-bromfenil)prop-2-enoata (1)

Koli¢ina reaktanta: 0,250 g m-bromcimetne kiseline.

Iskoristenje: 0,505 g (90 %).
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3.1.2. Sinteza etil-(E)-3-(3-fluorfenil)prop-2-enoata (2)

Koli¢ina reaktanta: 0,183 g m-fluorcimetne kiseline.

Iskoristenje: 0,512 g (55 %).

3.1.3. Sinteza etil-(E)-3-(4-klorfenil)prop-2-enoata (3)

Kolic¢ina reaktanta: 0,201 g p-klorcimetne kiseline.

Iskoristenje: 0,734 g (91 %).

3.2. Sinteza cimetnih alkohola (4-6)
Op¢a metoda:

Otopina odgovarajuceg estera 1-3 (1,876 mmol) u suhom dietil-eteru (10 mL) ohladena je na -
5 °C i propuhana argonom. Otopini je dodan LiAlIH, (0,142 g, 3,745 mmol) u malim
obrocima. Reakcijska smjesa je mijeSana na -5 °C pod atmosferom argona 2 h, nakon ¢ega je
dodana voda (20 mL). Reakcijska smjesa je zakiseljena s nekoliko kapi 10 % klorovodi¢ne
kiseline do prestanka pjenjenja. Potom je dodan dietil-eter (10 mL) te je smjesa ekstrahirana
1%-tnom klorovodi¢nom kiselinom (2 x 20 mL). Organski sloj je ekstrahiran vodom (2 x 20
mL), suSen nad bezvodnim NaySQOy, filtriran i uparen pod snizenim tlakom. Sirovi produkt
prociséen je kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu cikloheksan/etil-acetat (2:1) te je
dobiven uljasti produkt.

3.2.1. Sinteza (E)-3-(3-bromfenil)prop-2-en-1-ola (4)
Koli¢ina reaktanta: 0,505 g estera 1.

Iskoristenje: 0,191 g (48 %).

3.2.2. Sinteza (E)-3-(3-fluorfenil)prop-2-en-1-ola (5)

Koli¢ina reaktanta: 0,364 g estera 2.
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Iskoristenje: 0,133 g (33 %).

3.2.3. Sinteza (E)-3-(4-klorfenil)prop-2-en-1-ola (6)

Koli¢ina reaktanta: 0,395 g estera 3.

Iskoristenje: 0,269 g (46 %).

3.3. Sinteza cimetnih azida (7-10)
Cimetni azidi sintetizirani su prema ranije utvrdenoj metodi (Perkovic i sur., 2020).
Opc¢a metoda:

U otopinu cimetnog alkohola ili cimetnih alkohola 4-6 (1,491 mmol) u suhom THF-u (5 mL)
na 0 °C dodani su ADMP (0,510 g, 1,789 mmol) i DBU (0,289 mL, 1,938 mmol). Reakcijska
smjesa mijeSana je 15 minuta na 0 °C. Reakcija je prekinuta dodatkom zasi¢ene otopine
NH4Cl (20 mL) te je smjesa ekstrahirana diklormetanom (2 x 20 mL). Organski slojevi su
sakupljeni i ekstrahirani zasi¢enom vodenom otopinom NaCl (2 x 20 mL), suSeni nad
bezvodnim Na,SOy, filtrirani i upareni pod snizenim tlakom. Sirovi produkt je prociscen
kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu cikloheksan/etil-acetat (9:1) te je dobiven Cisti,

uljasti produkt.
3.3.1. Sinteza [(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]benzena (7)
Koli¢ina reaktanta: 0,200 g cimetnog alkohola.
Iskoristenje: 0,136 g (57 %).
IR (KBr): vmax 3027, 2926, 2100, 1493, 1448, 1351, 1236, 967, 883, 746, 693 cm™.

'H NMR (DMSO-ds, 8 ppm, J/Hz): 8 7,51-7,28 (m, 5H), 6,71 (d, 1H, J = 15,8 Hz), 6,44-6,34
(m, 1H), 4,04 (d, 2H, J = 6,5 Hz).

3C NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz): & 136,31, 134,24, 129,16, 128,53, 127,00, 123,56, 52,60.
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3.3.2. Sinteza 1-[(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]-3-brombenzena (8)
Koli¢ina reaktanta: 0,318 g alkohola 4.
Iskoristenje: 0,117 g (55 %).

IR (KBr): vmax 3062, 3034, 2926, 2868, 2100, 1595, 1563, 1472, 1348, 1267, 1237, 1072,
996, 964, 878, 774, 679 cm™.

'H NMR (DMSO-ds, 8 ppm, J/Hz): 5 7,72 (t, 1H, J = 1,8 Hz), 7,55-7,42 (m, 2H), 7,32 (t, 1H,
J=78Hz),6,68 (d, 1H, J = 15,9 Hz), 6,53-6,45 (m, 1H), 4,06 (dd, 2H, J = 6,4, 1,1 Hz).

3C NMR (DMSO-ds, 5 ppm, J/Hz): & 138,46, 131,90, 130,79, 130,65, 129,05, 125,58,
125,22, 122,18, 51,95.

3.3.3. Sinteza 1-[(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]-3-fluorbenzena (9)
Koli¢ina reaktanta: 0,227 g alkohola 5.
Iskoristenje: 0,105 g (68 %).

IR (KBr): vmax 2958, 2928, 2870, 2102, 1611, 1584, 1490, 1446, 1350, 1269, 1250, 1146,
965, 871, 779, 682 cm™.

'H NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz): & 7,45-7,29 (m, 3H), 7,18-7,04 (m, 1H), 6,71 (d, 1H,
J=15,9 Hz), 6,52-6,44 (m, 1H), 4,06 (dd, 2H, J = 6,4, 1,1 H2).

3C NMR (DMSO-dg, & ppm, J/Hz): § 162,53 (d, J = 243,0 Hz), 138,54 (d, J = 8,0 Hz),
132,27, 130,61 (d, J = 8,5 Hz), 125,04, 122,94, 114,72 (d, J = 21,3 Hz), 112,78 (d, J = 22,0
Hz),51,94.

3.3.4. Sinteza 1-[(1E)-3-azidoprop-1-en-1-il]-4-klorbenzena (10)
Koli¢ina reaktanata: 0,251 g alkohola 6.
Iskoristenje: 0,215 g (70 %).

IR (KBr): vmax 3034, 2927, 2855, 2100, 1594, 1492, 1255, 1091, 1013, 968, 844, 796 cm™.
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'H NMR (DMSO-dg, 5 ppm, J/Hz): 8 7,56-7,50 (m, 2H), 7,45-7,39 (m, 2H), 6,70 (d, 1H,
J=15,9 Hz), 6,46-6,39 (m, 1H), 4,05 (dd, 2H, J = 6,5, 1,2 Hz).

3C NMR (DMSO-ds, 5 ppm, J/Hz): & 134,84, 132,43, 132,27, 128,68, 128,27, 124,23, 52,02.

3.4. Sinteza 6-metoksi-1-metil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2-ijevog

trifluoracetata (11)

U otopinu 5-metoksitriptamina (0,200 g, 1,051 mmol) u acetonitrilu (4,5 mL) dodani su
acetaldehid-dimetil-acetal (0,234 mL, 2,102 mmol) i TFA (0,161 mL, 2,102 mmol).
Reakcijska smjesa mijesana je u mikrovalnom reaktoru 10 minuta na 110 °C (150 W). Po
zavrsSetku reakcije, reakcijska smjesa je ohladena na sobnu temperaturu te je dodan dietil-eter
(40 mL). Nastali talog je odsisan i ispran dietil-eterom (2 x 10 mL). Dobivena je svijetlo

smeda krutina koja je iskoriStena u sljede¢em reakcijskom koraku bez procis¢avanja.

Iskoristenje: 0,229 g (66 %).
t; 212 °C (raspad).
ESI-MS (m/z) raspad spoja.

IR (KBr): vimax 3900, 3850, 3798, 3752, 3646, 3286, 3044, 2920, 2840, 2750, 2712, 2494,
2354, 1864, 1788, 1676, 1632, 1598, 1488, 1440, 1384, 1328, 1286, 1204, 1136, 1060, 1026,
956, 914, 880, 834, 800, 724, 632, 558, 510 cm™.

'H NMR (DMSO-de, & ppm, J/Hz): 8 11,01 (s, 1H, 11), 9,34 (d, 2H, 8, J = 110,5 Hz), 7,25 (d,
1H, 13, J = 8,7 Hz), 6,95 (d, 1H, 3, J = 2,4 Hz), 6,75 (dd, 1H, 1, J = 8,7, 2,5 Hz), 3,75 (s, 3H,
15), 3,60 (dt, 1H, 9, J = 12,7, 5,0 Hz), 3,01 — 2,78 (M, 2H, 6), 2,96-2,83 (m, 2H, 7), 1,60 (d,
3H, 14, J = 6,8 Hz).

3C NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz): & 153,91 (2), 132,17 (10), 131,62 (12), 126,69 (4),
112,52 (1), 112,11 (13), 105,52 (5), 100,57 (3), 55,83 (9), 48,94 (15), 40,96 (7), 18,79 (14),
17,60 (6).
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3.5. Sinteza 6-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indola (12)

Suspenzija spoja 11 (0,100 g, 0,303 mmol), litijevog karbonata (0,045 g, 0,606 mmol) i 10 %
Pd/C (0,012 g, 0,602 mmol) u EtOH (4 mL) mijeSana je u mikrovalnom reaktoru 20 minuta
na 150 °C (150 W). Po zavrSetku reakcije, reakcijska smjesa je ohladena na sobnu
temperaturu te filtrirana kroz sloj Celita. Filtrat je uparen pod snizenim tlakom, a ostatak
nakon uparavanja rastrljan u 20 % vodenoj otopini NaCl. Nastali svijetlo zuti talog je odsisan,

ispran vodom (2 x 10 mL) te prekristaliziran iz dietil-etera.

Iskoristenje: 0,063 g (95 %).
t; 207 °C (raspad).
ESI-MS (m/z) 213,1 (M+1)".

IR (KBr): vmax 3746, 3454, 3142, 3078, 2960, 2884, 2786, 2608, 2516, 2434, 2362, 2280,
2040, 1882, 1778, 1696, 1632, 1598, 1566, 1496, 1464, 1436, 1398, 1338, 1290, 1214, 1176,
1120, 1068, 1022, 980, 946, 880, 826, 746, 692, 620, 572 cm™.

'H NMR (DMSO-dg, & ppm, J/Hz): & 11,35 (s, 1H, 10), 8,15 (d, 1H, 7, J = 5,4 Hz), 7,89 (d,
1H, 6, =5,3 Hz), 7,73 (d, 1H, 3, J = 2,5 Hz), 7,50 (d, 1H, 12, J = 8,8 Hz), 7,17 (dd, 1H, 1, J
=8,9, 2,6 Hz), 3,85 (s, 3H, 14), 2,74 (s, 3H, 13).

3C NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz): & 153,25 (2), 142,17 (8), 136,89 (7), 135,18 (11), 135,04
(9), 126,68 (4), 121,36 (5), 117,81 (6), 112,72 (1), 112,64 (12), 103,48 (3), 55,56 (14), 20,39
(13).

3.6. Sinteza 1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-6-ola (13)

Smjesa spoja 12 (0,100 g, 0,471 mmol), 47 % bromovodicne kiseline (2 mL) i koncentrirane
octene kiseline (2,5 mL) mijesana je u mikrovalnom reaktoru 30 minuta na 150 °C (150 W).
Po zavrSetku reakcije, reakcijska smjesa je ohladena na sobnu temperaturu te je ekstrahirana
etil-acetatom (3 x 40 mL) pri pH =12. Organski slojevi su sakupljeni, suseni nad bezvodnim
natrijevim sulfatom, filtrirani te upareni pod snizenim tlakom. Sirovi produkt procis¢en je
kromatografijom na koloni uz mobilnu fazu diklormetan/metanol (7,5:2,5). Rastrljavanjem u

eteru dobiven je zuti talog spoja 13.
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Iskoristenje: 0,080 g (86 %).
t; 213 °C (raspad).
ESI-MS (m/z): 199,2 (M+1)".

IR (KBr): vmax 3796. 3728, 3676, 3380, 3062, 3026, 2924, 2850, 2680, 2602, 2506, 2364,
2330, 1878, 1848, 1762, 1734, 1640, 1576, 1516, 1458, 1428, 1376, 1296, 1264, 1192, 1128,
1030, 982, 952, 866, 806, 702, 622, 594 cm™.

'H NMR (DMSO-dg, & ppm, J/Hz): & 11,28 (s, 1H, 10), 9,15 (s, 1H, 14), 8,12 (d, 1H, 7, J =
5.4 Hz), 7,82 (d, 1H, 6, J = 5,4 Hz), 7,48 (d, 1H, 3, J = 2,4 Hz), 7,42 (d, 1H, 12, J = 8,7 Hz),
7,07 (dd, 1H, 11, J = 8,8, 2,4 Hz), 2,73 (s, 3H, 13).

3¢ NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz): & 150,86 (2), 141,83 (8), 136,30 (7), 135,05 (11), 134,57
(9), 126,63 (4), 121,65 (5), 118,04 (6), 112,67 (1), 112,46 (12), 105,61 (3), 20,21 (13).

3.7. Sinteza 1- metil-6-(prop-2-in-1-iloksi)-9H-pirido[3,4-b]indola (14)

Otopini spoja 13 (0,2 g, 1,009 mmol) u bezvodnom DMF-u (5 mL) dodan je cezijev karbonat
(0,460 g, 1,413 mmol) te je mijeSana 15 min pod atmosferom argona. Zatim je suspenziji
dodana 80% otopina propargil-bromida u toluenu (0,144 mL, 1,211 mmol). Reakcijska smjesa
mijesana je 3 h na s.t. pod atmosferom argona, a potom dodana u vodu (50 mL). Smjesa je
ekstrahirana etil-acetatom (3 x 30 mL), organski spojevi sakupljeni, isprani vodom (2 x 30
mL), suseni nad bezvodnim natrijevim sulfatom te upareni pod snizenim tlakom. Nakon
pro¢is¢avanja kromatografijom na koloni uz pokretnu fazu diklormetan/metanol (9,7:0,3 i

9,5:0,5) te rastrljavanja u eteru dobiven je sivo-zeleni talog spoja 14.

Iskoristenje: 0,121 g (50,9 %).
t, 175,5-177,5 °C.
ESI-MS (m/z) 137,1 (M+1)".

IR (KBr): vmax 3292, 3122, 3054, 2950, 2860, 2766, 2716, 2366, 2330, 2128, 2058, 1866,
1764, 1736, 1606, 1570, 1506, 1476, 1448, 1412, 1380, 1334, 1292, 1260, 1200, 1120, 1068,
1030, 986, 944, 914, 866, 818,758, 646, 524 cm™.
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'H NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz): & 11,41 (s, 1H, 10), 8,17 (d, 1H, 7, J = 5,4 Hz), 7,87 (d,
1H, 6, J = 5,3 Hz), 7,81 (d, 1H, 3, J = 2,5 Hz), 7,52 (d, 1H, 12, J = 8,9 Hz), 7,23 (dd, 1H, 1, J
=8,8,2,5 Hz), 4,87 (d, 2H, 1', J = 2,4 Hz), 3,56 (t, 1H, 3, J = 2,4 Hz), 2,75 (s, 3H, 13).

13C NMR (DMSO-dg, 5 ppm, J/Hz): & 151,08 (2), 142,25 (8), 137,02 (7), 135,66 (11), 135,11
(9), 126,62 (4), 121,26 (5), 118,33 (6), 112,71 (1), 112,61 (12), 105,61 (3), 79,68 (3"), 78,03
(2'), 56,25 (1), 20,39 (13).

3.8. Sinteza harmicina (15-18)

Opéa metoda:

Spoj 14 (0,050 g, 0,212 mmol) otopljen je u metanolu (5 mL) te je dodan bakrov (I1) acetat
(g.s.,vrh $patule). Reakcijska je smjesa mijeSana na s.t. te je nakon 15 minuta dodana otopina
odgovarajuceg azida 7-10 u metanolu (0,254 mmol). Reakcijska smjesa je mijeSana preko
noc¢i na s.t. nakon ¢ega je uparena do suha. Nakon proc¢is¢avanja kromatografijom na koloni

uz dodatak Al,O3 te rastrljavanja u eteru dobiveni su derivati 15-18.

3.8.1. (E)-6-((1-cinamil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol
(15)

Koli¢ina spoja 7: 0,040 g.

Iskoristenje: 0,059 g (70 %).
t; 205-206,5 °C.
ESI-MS (m/z) 396,3 (M+1).

IR (KBr) vmax 3992, 3950, 3898, 3776, 3734, 3442, 3332, 3220, 3136, 3060, 3032, 2986,
2948, 2860, 2778, 2706, 2368, 2332, 1604, 1574, 1500, 1462, 1410, 1334, 1288, 1202, 1126,
1060, 1004, 970, 858, 816, 756, 726, 696, 624 cm™.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11,39 (s, 1H, 10), 8,30 (s, 1H, 3), 8,16 (d, 1H, 7, J=5,3
Hz), 7,90 (d, 2H, 6, 3, J=7,2 Hz), 7,51 (d, 1H, 12, J=8,8 Hz), 7,43 (d, 2H, 8, 12", J=7,5
Hz), 7,37 — 7,19 (m, 4H, 1, 9, 10", 11), 6,63 (d, 1H, 6', J = 15,9 Hz), 6,56-6,50 (M, 1H, 5,
5,26 (s, 2H, 1'), 5,21 (d, 2H, 4, J = 6,2 Hz), 2,74 (s, 3H, 13).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-dg) 6 151,93 (2), 143,25 (2), 142,21 (8), 136,97 (7), 135,69
(11), 135,41 (7", 135,09 (9), 133,61(5"), 128,67 (8', 9, 128,13 (10"), 126,69 (4), 126,55 (11,
12", 124,42 (3, 123,71 (6'), 121,35 (5), 118,34 (6), 112,75 (1), 112,68 (12), 105,11(3), 61,88
(1), 51,33 (4'), 20,41 (13).

3.8.2. (E)-6-((1-(3-(3-bromofenil)alil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)-1-metil-9H-
pirido[3,4-b]indol (16)

Koli¢ina spoja 8: 0,060 g.

Iskoristenje: 0,051 g (50 %).
t; 181,5-183 °C.
ESI-MS (m/z) 474,4 (M+1), 476,2 (M+1).

IR (KBr) vinax 3970, 3936, 3880, 3816, 3770, 3692, 3580, 3246, 3124, 3060, 3018, 2958,
2614, 2584, 2520, 2394, 2052, 1690, 1580, 1472, 1402, 1330, 1288, 1202, 1126, 1056, 1008,
978, 854, 808, 734, 674, 622, 514 cm™.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 11,40 (s, 1H, 10), 8,31 (s, 1H, 3", 8,16 (d, 1H, 7, J = 5,4
Hz), 7,90 (m, 2H, 6, 3), 7,70 (d, 1H, 8', J = 2,0 Hz), 7,51 (d, 1H, 12, J = 8,8 Hz), 7,49 — 7,41
(m, 2H, 10, 12'), 7,29 (t, 1H, 11', J = 7,9 Hz), 7,24 (dd, 1H, 1, J = 8,8, 2,5 Hz), 6,62 (d, 2H,
6,5, J=3,6Hz),525(s, 2H, 1), 5,21 (d, 2H, 4, J = 4,6 Hz), 2,74 (s, 3H, 13).

13C NMR (101 MHz, DMSO-dg) J 151,97 (2), 143,27 (2)), 142,19 (8), 138,29 (7"), 136,88 (7),
135,45 (11), 135,08 (9), 132,02 (5'), 130,76 (8, 10"), 129,04 (11), 126,74 (4), 125,66 (12",
124,46 (3'), 122,16 (9'), 121,35 (5), 118,39 (6), 112,77 (1), 112,70 (12), 105,09 (3), 61,90 (1),
51,19 (4, 20,36 (13).

3.8.3. (E)-6-((1-(3-(3-fluorofenil)alil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)-1-metil-9H-
pirido[3,4-b]indol (17)

Koli¢ina spoja 9: 0,045 g.

Iskoristenje: 0,039 g (44 %).
t; 145-147 °C.
ESI-MS (m/z) 414,2 (M+1).
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'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) J 11,41 (s, 1H, 10), 8,31 (s, 1H, 3", 8,16 (d, 1H, 7, J = 5,4
Hz), 7,92 — 7,90 (m, 2H, 6, 3), 7,51 (d, 1H, 12, J = 8,8 Hz), 7,39 — 7,33 (m, 2H, 11, 12"), 7,27
~7,23(m, 2H, 1, 10, 7,13 - 7,08 (m, 1H, 8'), 6,63 — 6,62 (m, 2H, 5', 6'), 5,26 (s, 2H, 1), 5,22
(dd, 2H, 4, J = 3,4, 1,5 Hz), 2,75 (s, 3H, 13).

13C NMR (101 MHz, DMSO-dg) J 163,69, 161,27 (d, 9', J = 243,1 Hz), 151,96 (2), 143,25
(2), 142,15 (8), 138,39, 138,31 (d, 7', J = 7,9 Hz), 136,79 (7), 135,47 (11), 135,06 (9), 132,33
(5'), 130,61, 130,52 (d, 11, J = 8,5 Hz), 126,77 (4), 125,49 (12'), 124,45 (3), 122,99 (6'),
121,33 (5), 118,41 (6), 114,90, 114,69 (d, 10", J = 21,3 Hz ), 112,87, 112,86 (d, 8', J = 22,2
Hz), 112,76 (1), 112,70 (12), 105,10 (3), 64,90 (1'), 51,15 (4", 20,31 (13).

3.8.4. (E)-6-((1-(3-(4-klorofenil)alil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)-1-metil-9H-
pirido[3,4-b]indol (18)

Koli¢ina spoja 10: 0,049 g.

Iskoristenje: 0,046 g (51 %).
t; 195-196,5 °C.
ESI-MS (m/z) 430,4 (M+1).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 11,39 (s, 1H, 10), 8,30 (s, 1H, 3'), 8,16 (d, 1H, 7, J = 5,3
Hz), 7,91 — 7,89 (m, 2H, 6, 3), 7,51 (d, 1H, 12, J = 8,8 Hz), 7,47 — 7,36 (m, 4H, 8', 9', 11",
12", 7,24 (dd, 1H, 1, J = 8,9, 2,5 Hz), 6,64 — 6,53 (M, 2H, 5', 6", 5,26 (s, 2H, 1), 5,21 (d, 2H,
4',J=5,1Hz), 2,74 (s, 3H, 13).

13C NMR (101 MHz, DMSO-dg) § 151,92 (2), 143,26 (2, 142,21 (8), 136,97 (7), 135,43
(11), 135,09 (9), 134,67 (7'), 132,50 (10"), 132,22 (5'), 128,64 (8', 12'), 128,27 (9, 11"), 126,70
(4), 124,76 (3), 124,47 (6"), 121,35 (5), 118,37 (6), 112,75 (1), 112,72 (12), 105,14 (3), 61,88
(1'), 51,22 (4'), 20,40 (13).
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. Sinteza harmicina 15-18

U ovom radu sintetizirana su 4 nova hibridna spoja p-karbolina i CAD, povezana 1,2,3-1H-
triazolom, kao i prekursori potrebni za njihovu sintezu, cimetni azidi 7-10 i alkin p-karbolina
14.

Cimetni azidi sintetizirani su u 4 reakcijska koraka (Shema 1). U prvom koraku reakcijom
odgovaraju¢eg CAD i tionil-klorida uz DMF kao katalizator u suhom toluenu nastaju
kiselinski kloridi, koji potom u reakciji s etanolom uz TEA u diklormetanu daju etilne estere
1-3. Redukcijom estera s LiAIH, u suhom dietil-eteru nastaju primarni alkoholi 4-6. Cimetni
alkohol 1 pripravljeni alkoholi iskoristeni su za pripravu cimetnih azida 7-10, u reakciji s

ADMP uz DBU u THF-u.

o)
~ EtOH/TEA(1
ekv.)/DCM,
| X OH  SOClIy( Sek\; /ﬂ\]/lF/toluen N N e /\
/\/
R
LiAIH4(2 ekv.)/Et,0, S N OH  ADMP, DBU, THF, PN
-5°C,1.5h | 0°C,05h | N3
— = 7 — " = g
Z |
X 46 Z 140

R

a b c d

R H m-Br m-F p-Cl

Shema 1. Sinteza cimetnih azida

Sinteza alkina u polozaju C6 B-karbolinskog prstena zapo€inje iz komercijalno dostupnog 5-
metoksitriptamina. U prvom koraku dolazi do kondenzacije amina i acetaldehid-dimetil-
acetala uz trifluoroctenu kiselinu u acetonitrilu te zatvaranja Sesteroclanog prstena. Reakcija
je poznata kao Pictet-Spenglerova kondenzacija. Nastali tetrahidro-fB-karbolin se oksidira
(aromatizira) uz Pd/C u EtOH, pri ¢emu nastaje odgovarajuci B-karbolin. Slijedi kisela
hidroliza etera u polozaju 6, Sto rezultira fenolom. U iducoj reakciji dolazi do alkiliranja
fenola propargil bromidom uz bazu Cs,CO3; u suhom DMF-u pod atmosferom argona te

nastaje Zeljeni alkin.

Za povezivanje cimetnih azida 7-10 i B-karbolinskog alkina 14 u hibridne spojeve, harmicine

15-18, koristena je bakrom(I) katalizirana azid-alkin cikloadicija, poznata kao ,,click* kemija,
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koja rezultira uvodenjem triazolskog prstena, bioizostera amidne skupine, u strukturu

hibridnog spoja (Shema 2).

NH

2
—0 CH3CH(OCHa), (2 ekv.), —0, Li,CO;3 (2 ekv.), —0
TFA (2 ekv.), ACN Pd/C, EtOH —
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N N N
H 1 H 12H
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N s.t,3h \ /
13H N
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MeOH R@/\/\ N3
s.t,24h Z
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N
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Shema 2. Sinteza harmicina 15-18

R

Pripravljeni harmicini 15-18 su u potpunosti analiticki i spektroskopski karakterizirani (t;, IR,
'H i °C NMR). Dobiveni podaci dani su u Tablicama 5 i 6.

Tablica 5. Analiti¢ki i spektroskopski podaci za spojeve 15-18.

) Molekulska 1
Spoj t; (°C) M, MS (m/z) IR(KBF) vimax (cm™)
formula

3992, 3950, 3898, 3776,
3734, 3442, 3332, 3220,
3136, 3060, 3032, 2986,
2948, 2860, 2778, 2706,
15 | 205-206,5 CxuHx1NsO | 395,46 396,3 2368, 2332, 1604, 1574,
1500, 1462, 1410, 1334,
1288, 1202, 1126, 1060,
1004, 970, 858, 816, 756,
726, 696, 624
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16

17
18

145-147

3970, 3936, 3880, 3816,
3770, 3692, 3580, 3246,
3124, 3060, 3018, 2958,

474,2 2614, 2584, 2520, 2394,
181,5-183 | Cy4H20BrNsO | 474,35
476,2 2052, 1690, 1580, 1472,
1402, 1330, 1288, 1202,
1126, 1056, 1008, 978, 854,

808, 734, 674, 622, 514

C24H20FNsO | 413,45 414,2 /

195-196,5 Cu4H2CINsO | 429,91 430,4 /

Tablica 6. *H i **C NMR spektroskopski podaci za spojeve 15-18.

Spoj

R

'H NMR (DMSO-ds, 6 / ppm)

3C NMR (DMSO-dg, 6 / ppm)

15

11,39 (s, 1H, 10), 8,30 (s, 1H, 3),
8,16 (d, 1H, 7, J = 5,3 Hz), 7,90
(d, 2H, 6, 3, J = 7,2 Hz), 7,51 (d,
1H, 12, J = 8,8 Hz), 7,43 (d, 2H,
8, 12", J = 7,5 Hz), 7,37 — 7,19
(m, 4H, 1, 9, 10, 11'), 6,63 (d,
1H, 6', J = 15,9 Hz), 6,56-6,50 (m,
1H, 5, 5,26 (s, 2H, 1Y), 5,21 (d,
2H, 4', J = 6,2 Hz), 2,74 (s, 3H,
13)

151,93 (2), 143,25 (2), 142,21 (8),
136,97 (7), 135,69 (11), 13541
(7)), 135,09 (9), 133,61(5"), 128,67
(8, 9, 128,13 (10, 126,69 (4),
126,55 (11, 12), 12442 (3),
123,71 (6, 121,35 (5), 118,34 (6),
112,75 (1), 112,68 (12), 105,11(3),
61,88 (1), 51,33 (4'), 20,41 (13)

16

m-Br

11,40 (s, 1H, 10), 8,31 (s, 1H, 3),
8,16 (d, 1H, 7, J = 5,4 Hz), 7,90
(m, 2H, 6, 3), 7,70 (d, 1H, 8, J =
2,0 Hz), 7,51 (d, 1H, 12, J = 8,8

151,97 (2), 143,27 (2), 142,19 (8),
138,29 (7'), 136,88 (7), 13545
(11), 13508 (9), 132,02 (5),
130,76 (8, 10, 129,04 (11),
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Hz), 7,49 — 7,41 (m, 2H, 10, 12'),
7,29 (t, 1H, 11", J = 7,9 Hz), 7,24
(dd, 1H, 1, J = 8,8, 2,5 Hz), 6,62
(d, 2H, 6', 5, J = 3,6 Hz), 5,25 (s,
2H, 1), 521 (d, 2H, 4', J = 4,6
Hz), 2,74 (s, 3H, 13)

126,74 (4), 12566 (12'), 124,46
(3), 122,16 (9), 121,35 (5), 118,39
(6), 112,77 (1), 112,70 (12), 105,09
(3), 61,90 (1), 51,19 (4), 20,36
(13)

17

m-F

11,41 (s, 1H, 10), 8,31 (s, 1H, 3),
8,16 (d, 1H, 7, J = 5,4 Hz), 7,92 —
7,90 (m, 2H, 6, 3), 7,51 (d, 1H,
12, J = 8,8 Hz), 7,39 — 7,33 (m,
2H, 11', 12", 7,27 — 7,23 (m, 2H,
1, 10), 7,13 — 7,08 (m, 1H, 8,
6,63 — 6,62 (M, 2H, 5', 6"), 5,26 (s,
2H, 1), 5,22 (dd, 2H, 4, J = 3,4,
1,5 Hz), 2,75 (s, 3H, 13)

163,69, 161,27 (d, 9', J = 2431
Hz), 151,96 (2), 143,25 (2)), 142,15
(8), 138,39, 138,31 (d, 7\, J = 7,9
Hz), 136,79 (7), 13547 (11),
13506 (9), 132,33 (5), 130,61,
130,52 (d, 11', J = 8,5 Hz), 126,77
(4), 12549 (12), 12445 (3),
122,99 (6), 121,33 (5), 118,41 (6),
114,90, 114,69 (d, 10", J = 21,3 Hz
), 112,87, 112,86 (d, 8, J = 22,2
Hz), 112,76 (1), 112,70 (12),
105,10 (3), 64,90 (1Y), 51,15 (4",
20,31 (13)

18

p-ClI

11,39 (s, 1H, 10), 8,30 (s, 1H, 3),
8,16 (d, 1H, 7, = 5,3 Hz), 7,91 —
7,89 (m, 2H, 6, 3), 7,51 (d, 1H,
12, J = 8,8 Hz), 7,47 — 7,36 (m,
4H, 8, 9', 11", 12", 7,24 (dd, 1H,
1,1=89, 2,5 Hz), 6,64 — 6,53 (m,
2H, 5, 6, 5,26 (s, 2H, 1), 5,21
(d, 2H, 4', J = 5,1 Hz), 2,74 (s, 3H,
13)

151,92 (2), 143,26 (2), 142,21 (8),
136,97 (7), 135,43 (11), 135,09 (9),
134,67 (7), 132,50 (10", 132,22
(5", 128,64 (8, 12), 128,27 (9,
11'), 126,70 (4), 124,76 (3'), 124,47
(6, 121,35 (5), 118,37 (6), 112,75
(1), 112,72 (12), 105,14 (3), 61,88
(1'), 51,22 (4'), 20,40 (13)

4.2. Procjena svojstava sli¢nih lijeku (engl. ,, drug-like ©)

Lijek djeluje na bioloski sustav i vice versa. Djelovanjem na bioloski sustav lijek moze
ostvariti farmakoloski i/ili toksi¢ni uéinak. Djelovanje bioloSkog sustava na lijek proucava
farmakokinetika. Farmakokineticki procesi su apsorpcija, distribucija, metabolizam i
eliminacija (ADME). Bez obzira na aktivnost ili specificnost djelovanja koju neka tvar
posjeduje, ne mozemo je smatrati lijekom ukoliko se ona ne moze apsorbirati te distribuirati
do ciljnog mjesta djelovanja u organizmu, metabolizirati na nacin da se njena aktivnost

odmah ne izgubi te izlug¢iti iz organizma (Hodgson, 2001.).

Vecina novootkrivenih molekulskih entiteta su lipofilni spojevi velike molekulske mase koji
spadaju u klasu II biofarmaceutskog sustava klasifikacije (BCS). BCS klasa II obuhvaca slabo

topljive i dobro permeabilne lijekove. Da bi lijek bio klini¢ki koristan, on mora ispoljavati
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farmakolosko djelovanje na ciljne mete u organizmu 1 imati zadovoljavajuci farmakokineticki
profil. Zbog toga su razvijeni razli¢iti modeli za procjenu tzv. svojstava sli¢nih lijeku u svrhu
predvidanja oralne bioraspolozivosti molekule na temelju njene strukture i fizikalno-
kemijskih svojstava. Medu najpoznatijim pravilima je tzv. Lipinskijevo pravilo pet (engl.
,, Lipinski's rule of five) (Lipinski, 2004, 2000; Lipinski i sur., 1997). Luzina i Popov
predlozili su 2012. godine Gelovanijeva pravila (Luzina i Popov, 2012), a Veber i suradnici
pravila koja uzimaju u obzir fleksibilnost i polarnost molekule (\Veber i sur., 2002)

Lipinskijeva pravila zahtijevaju da molekula ima M, < 500, log P < 5, broj donora vodikove
veze < 5, broj akceptora vodikove veze < 10 (Lipinski, 2004, 2000; Lipinski i sur., 1997).
Gelovanijeva pravila postavljaju zahtjev da topoloska polarna povrsina (TPSA) bude manja
od 140 A2, moralna refraktivnost (MR) izmedu 40 i 130 cm*/mol te broj atoma u molekuli od
20 do 70 (Luzina i Popov, 2012).

Veberova pravila zahtijevaju da molekula ima polarnu povr$inu manju od 140 A% i 10 ili
manje veza koje mogu slobodno rotirati ili manje od 12 donora i akceptora vodikove veze te

polarnu povrsinu manju od 140 A% (Veber i sur., 2002).

Sintetizirani spojevi 15-18 u potpunosti odgovaraju Lipinskijevim, Gelovanijevim i
Veberovim pravilima $to ih ¢ini dobrim kandidatima za daljnji razvoj novih antimalarika
(Tablice 71 8).

Tablica 7. Parametri ukljuceni u Lipinskijeva pravila za spojeve 15-18

i Medua g oot demon g
15 C24H21NsO 395,46 3,91 1 4 4/4
16 C24H20BrNsO 474,35 4,60 1 4 4/4
17 C24H20FNsO 413,45 4,25 1 5 4/4
18 C24H20CINsO 429,91 4,46 1 4 4/4

% log P — srednja vrijednost log Py, izradunata programom SwissAdme;

® Lipinski — broj parametara (od ukupno 4) koji odgovaraju Lipinskijevim pravilima
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Tablica 8. Parametri ukljuceni u Gelovanijeva i Veberova pravila za spojeve 15-18

Spoj 15 16 17 18
Mf%'fr‘;‘i'faka CouHuNsO  CpHuBrNsO  CoHaFNsO  CosHpiCINSO
M, 395,46 474,35 413,45 429,90
MR? (cm*/mol) 128,65 136,27 128,87 133,46
TPSAP (&%) 68,62 68,62 68,62 68,62
broj donora i
akceptora 5 5 5 5
H-veze
broj rotirajucih 6 6 6 6
veza
Gelovani® + + + +
Veber® + + + +

® MR — molekularna refraktivnost; > TPSA — topoloska polarna povrsina; ¢ slaganje s Gelovanijevim

pravilima;  slaganje s Veberovim pravilima

Alatom SwissAdme kreiran je tzv. Boiled-Egg dijagram. Njime se istovremeno predvidaju dva
klju¢na ADME parametra, a to su pasivna apsorpcija u gastrointestinalnom traktu i prolazak
krvno mozdane barijere. Zuto obojena zona predstavlja ,,7umanjak jajeta“ i obuhvaca
molekule koje pasivno prelaze krvno-mozdanu barijeru. Bijela zona simbolizira ,,bjelanjak* i
obuhvaca molekule koje se pasivno apsorbiraju iz probavnog trakta. Vanjska siva regija
oznacava molekule kojima se predvida niska apsorpcija i ograni¢en prelazak krvno mozdane
barijere. Dodatno, molekule oznacene plavim krugom su supstrati P-glikoproteina, dok one
oznacene crvenim krugom nisu podlozne efluksu od strane P-glikoproteina (Slika 20) (Daina i
sur., 2017).

Spojevi 16, 17 i 18 pasivno se apsorbiraju u gastrointestinalnom traktu, a spoj 15 pasivno
prelazi krvno mozdanu barijeru. Spojevi 15-18 su potencijalni supstrati P-glikoproteina

zasluznog za eliminaciju lijekova iz srediSnjeg Ziv€anog sustava.
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Slika 20. Boiled-Egg dijagram za spojeve 15-18 kreiran alatom SwissAdme (Daina i sur.,
2017)

Uz Boiled-Egg dijagram, alatom SwissAdme (http://www.swissadme.ch/) kreiran je i
Bioavailability radar za procjenu oralne bioraspolozivosti molekule, koji uzima u obzir Sest

parametara:

I.  veliCina, izrazena kao molekulska masa, mora biti izmedu 150 1 500
Il.  lipofilnost, izrazena kao XLOGP329, mora biti izmedu -0,7 i +5,0
Ill.  polarnost, izrazena kao TPSA, mora biti izmedu 20 A%i 140 A®
IV. netopljivost, izrazena kao log S (ESOL), mora biti izmedu 0 i 6
V. nezasi¢enost, izraZzena kao udio Sp3 hibridiziranih atoma, mora biti izmedu 0,251 1

VI.  fleksibilnost, izrazena kao broj veza koje mogu rotirati, mora biti izmedu 01 9

Vrijednosti parametara za sintetizirane spojeve 15-18 dane su u Tablici 9, a graficki prikaz

alata Bioavailability radar na Slici 21.
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Tablica 9. Vrijednosti parametara za Bioavailability radar za spojeve 15-18 izracunatih

alatom SwissAdme (http://www.swissadme.ch/)

Spoj  XLOGP* M TPSA log S FCsp3° Broj
rotiraju¢ih
veza
15 4,22 395,46 68,62 -5,15 0,12 6
16 4,91 474,35 68,62 -6,05 0,12 6
17 4,32 413,45 68,62 -5,30 0,12 6
18 4,85 420,90 68,62 -5,74 0,12 6

a
XLOGP3 — log P izradunat radunalnim programom XLOGP (verzija 3.2.2); ® log S — logaritam topljivosti u
vodi izra¢unat ra¢unalno ESOL metodom; © FCsp3 — udio sp3 hibridiziranih C atoma u molekuli

42



17 18
Slika 21. Graficki prikaz rezultata Bioavailability Radar alata za spojeve 15-18

Da bi svojstva novosintetiziranih spojeva bila karakterizirana kao svojstva slicna lijeku,
crvena linijja na grafickom prikazu Bioavailability Radar alata mora biti u potpunosti
smjeStena unutar ruziCastog podrucja. Bilo kakva devijacija predstavlja suboptimalno
fizikalno-kemijsko svojstvo za oralnu bioraspoloZivosti (Daina i sur., 2017). Sintetizirani
spojevi pokazuju odstupanje parametra nezasi¢enosti. Dakle, udio sp* hibridiziranih atoma je
manji od zahtjeva, Sto znaci da bi povecanjem udjela zasi¢enih veza u molekuli postigli
optimalna svojstva lijeka prema alatu Bioavailability Radar. Lipofilnost, veli¢ina, polarnost,

netopljivost i fleksibilnost spojeva 15-18 su unutar granica.

Osim §to predvida oralnu bioraspolozivost potencijalnog lijeka, distribuciju prelaskom krvno
mozdane barijere i eliminaciju putem P-glikoproteina, program SwissAdme sluzi i kao
prediktor metabolizma novosintetiziranih spojeva na nacin da ukazuje na potencijalnu
inhibiciju razli¢itth CYP enzima. Predvidena farmakokineticka svojstva spojeva 15-18 dana

su u Tablici 10.
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Tablica 10. Predvidena farmakokineti¢ka svojstva spojeva 15-18 dobivena pomoc¢u

racunalnog programa SwissAdme (http://www.swissadme.ch/)

Spoj 15 16 17 18
GI? visoka visoka visoka visoka
KMB
+ - - -
prolazak
P-gp® + + + +
CYP1A2
inhibitor * * - *
CYPaCLs , , . .
inhibitor
CYP2C9
inhibitor * * * *
CYP2D6
inhibitor * * * *
CYPaAs ; , , ,
inhibitor
log Ky 5,75 5,71 5,72 5,48
(cml/s)

Gl — apsorpcija u gastrointestinalnom traktu na temelju Boiled Egg dijagrama; ® P-gp — P-glikoprotein;

“log K, — mjera permeabilnosti kroz koZu izradunata prema QSPR

Na temelju podataka dobivenih programom SwissAdme zakljucujemo kako spojevi 15-18
imaju visoki potencijal gastrointestinalne apsorpcije te su potencijalni supstrati P-
glikoproteina. Krvno-mozdanu barijeru prelazi samo spoj 15. Spojevi 16-18 potencijalno
inhibiraju CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 i CYP3A4 enzime. Iznimka je spoj 16
koji inhibira sve navedene enzime osim CYP1A2.
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5. ZAKLJUCAK
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U okviru ovog diplomskog rada provedena je sinteza i karakterizacija hibridnih derivata p-

karbolina i CAD. Sintetizirani su sljedeci spojevi:

e (E)-6-((1-cinamil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol (15)
e (E)-6-((1-(3-(3-bromofenil)alil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)-1-metil-9H-pirido[ 3,4-

blindol (16)

o (E)-6-((1-(3-(3-fluorofenil)alil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)-1-metil-9H-pirido[ 3,4-
blindol (17)

o (E)-6-((1-(3-(4-klorofenil)alil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoksi)-1-metil-9H-pirido[ 3,4-
blindol (18)

Standardnim analiti¢kim i spektroskopskim metodama (IR, *H i *C NMR, MS) potvrdena je
struktura sintetiziranih spojeva te su im odredena talista. Utvrdeno je da svi spojevi (15-18)
zadovoljavaju Lipinskijeva, Gelovanijeva i Veberova pravila i stoga predstavljaju dobre
kandidate za razvoj novih vodecih spojeva u borbi protiv malarije. Racunalnim alatom
SwissAdme provedena je predikcija farmakokineti¢ckih svojstava, prema kojoj su svi
novosintetizirani spojevi dobre oralne bioraspolozivosti. Spoj 15 pasivno prelazi KMB, dok
su spojevi 15-18 potencijalni supstrati P-glikoproteina. U daljnjim istrazivanjima , koja

prelaze okvire ovoga diplomskog rada, bit ¢e ispitan bioloski u¢inak pripravljenih spojeva.
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7. SAZETAK/SUMMARY
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U ovom radu sintetizirana su i strukturno karakterizirana cetiri nova harmicina 15-18,
hibridna spoja B-karbolina i derivata cimetnih kiselina, povezana 1,2,3-1H-triazolom, kao i
prekursori potrebni za njihovu sintezu, cimetni azidi 7-10 i alkin B-karbolina 14.

Cimetni azidi sintetizirani su iz odgovaraju¢eg CAD u 4 reakcijska koraka. U reakciji s tionil-
kloridom nastali su kiselinski kloridi. Slijede esterifikacija i redukcija estera. Nastali primarni
alkoholi s ADMP uz DBU u THF-u daju cimetne azide 7-10.

Sinteza alkina u polozaju C6 B-karbolinskog prstena zapo€inje iz 5-metoksitriptamina Pictet-
Spenglerovom kondenzacijom, nakon koje slijedi aromatizacija tetrahidro-p-karbolina.
Nastali B-karbolin podvrgnut je kiseloj hidrolozi uz nastanak fenola koji s propargil-

bromidom daje alkin 14.

Za povezivanje cimetnih azida 7-10 i B-karbolinskog alkina 14 u hibridne spojeve, harmicine
15-18, koristena je bakrom(I) katalizirana azid-alkin cikloadicija koja rezultira uvodenjem

triazolskog prstena, bioizostera amidne skupine, u strukturu hibridnog spoja.

NH»
—0 CH3CH(OCHy), (2 ekv.), —O, Li,CO3 (2 ekv.), —0
TFA (2 ekv.), ACN Pd/C, EtOH —
\ MW, 110 °C, 10 min \ '\(IZHFECOO' MW, 150 °C, 20 min \ /N
N N N
H 1 H 12H
HO \\/
— HC=CCH,Br (1.2 ekv.) lo)
HBr/CH;COOH N Cs,CO; (1.4 ekv.) —
_ >
MW, 150 °C, 25 min \ Y, DMF N
N s.t,3h \ /
13H N
14H
1.1 ekv.
Cu(l) X
MeOH R+\ N3
s.t.24h Z
7-10
N
b c d N
| ANY
R H m-Br m-F p-Cl — \;K/
(0]
A -
RA\—
15-18 \ N
N
H
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Strukture sintetiziranih spojeva potvrdene su uobicajenim spektroskopskim/spektrometrijskim
metodama (*H i *C NMR, MS, IR). Sva &etiri spoja zadovoljavaju Lipinskijeva i Veberova
pravila, a dobru oralnu bioraspolozivost predvida im i alat SwissADME. Sintetiziranim

derivatima ¢e u daljnjim istrazivanjima biti ispitano biolosko djelovanje.

Kljuéne rijeci: cimetna kiselina, harmin, 1,2,3-triazol, sinteza.
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Four novel harminines 15-18, hybrid compounds consisting of B-carboline and cinnamic acid
derivative, linked via 1,2,3-triazole, have been synthesized and structurally characterized, as
well as their precursors, cinnamic acid azides 7-10 and B-carboline alkyne 14.

Cinnamyl azides 7-10 were sythesized from corresponding CAD in a four step procedure.
Reaction with thionyl chloride, followed by esterification and ester reduction led to formation

of alcohols. In the final step, alcohols and ADMP formed cinnamic acid azides 7-10.

Synthesis of alkyne 14 started from 5-methoxytryptamine by Pictet-Spengler condensation,
followed by aromatization of tetrahydro-f-carboline ring. Generated B-carboline was exposed
to acid hydrolisis resulting in the formation of a phenol, which was alkylated with propargyl
bromide, to form an alkyne 14.

The copper(l)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition was used to link alkyne 14 and cinnamyl
azides 7-10 into novel hybrid compounds, harmicines 15-18. As a result, triazole ring was

formed, which is a bioisostere of the amide group.

NH, —
—0 CH4CH(OCH), (2 ekv.), 0 Li,CO3 (2 ekv.), —0
TFA (2 ekv.), ACN Pd/C, EtOH —
o f NH . —
\ MW, 110 °C, 10 min \ CF?),COO' MW, 150 °C, 20 min \ y N
N

N
H 1 H

HC=CCH,Br (1.2 ekv.)
HBr/CH3COOH CSZC03 (1.4 ekv.)
MW, 150 °C, 25 min DMF
s.t,3h
1.1 ekv.
Cu(l
u() X X N3
MeOH R
P

s.t,24h

| a b c d

710
H m-Br m-F p-Cl d\/\ \/K/
/
N
H

R

15-18

Structures of the newly prepared compounds were confirmed using conventional analytical
and spectroscopic methods (*H i *C NMR, MS, IR). All four novel derivatives meet all of the
Lipinski's and Veber's criteria for good oral bioavailability of potential drugs. SwissADME
tool predicts good oral bioavailability of all four derivatives. Further studies will investigate
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biological activity of the prepared harmicines.

Keywords: cinnamic acid, harmine, 1,2,3-triazoles, synthesis.
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Temeljna dokumentacijska kartica

Sveugiliste u Zagrebu Diplomski rad
Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Studij:Farmacija

Zavod za farmaceutsku kemiju

A. Kovaci¢a 1, 10000 Zagreb, Hrvatska

Sinteza i karakterizacija harmicina, hibrida p-karbolina u poloZaju 6 i derivata
cimetnih kiselina

Daniela Ranogajec
SAZETAK

U ovom radu sintetizirana su i strukturno karakterizirana Cetiri nova harmicina 15-18, hibridna
spoja B-karbolina i derivata cimetnih kiselina, povezana 1,2,3-1H-triazolom, kao i prekursori
potrebni za njihovu sintezu, cimetni azidi 7-10 i alkin B-karbolina 14. Cimetni azidi sintetizirani su
iz odgovaraju¢eg CAD u 4 reakcijska koraka. U reakciji s tionil-Kloridom nastali su kiselinski
kloridi. Slijede esterifikacija i redukcija estera. Nastali primarni alkoholi s ADMP uz DBU u THF-u
daju cimetne azide 7-10. Sinteza alkina u polozaju C6 B-karbolinskog prstena zapocinje iz 5-
metoksitriptamina Pictet-Spenglerovom kondenzacijom, nakon koje slijedi aromatizacija tetrahidro-
B-karbolina. Nastali B-karbolin podvrgnut je kiseloj hidrolozi uz nastanak fenola koji s propargil-
bromidom daje alkin 14.Za povezivanje cimetnih azida 7-10 i f-karbolinskog alkina 14 u hibridne
spojeve, harmicine 15-18, koristena je bakrom(I) katalizirana azid-alkin cikloadicija koja rezultira
uvodenjem triazolskog prstena, bioizostera amidne skupine, u strukturu hibridnog spoja. Strukture
sintetiziranih spojeva potvrdene su uobi¢ajenim spektroskopskim metodama (*H i *C NMR, MS,
IR). Sva Cetiri spoja zadovoljavaju Lipinskijeva i Veberova pravila, a dobru oralnu bioraspolozivost
predvida im i alat SwissADME. Sintetiziranim derivatima ¢e u daljnjim istrazivanjima biti ispitano
biolosko djelovanje.
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SUMMARY

Four novel harminines 15-18, hybrid compounds consisting of p-carboline and cinnamic acid derivative,
linked via 1,2,3-triazole, have been synthesized and structurally characterized, as well as their precursors,
cinnamic acid azides 7-10 and B-carboline alkyne 14. Cinnamyl azides 7-10 were sythesized from
corresponding CAD in a four step procedure. Reaction with thionyl chloride, followed by esterification and
ester reduction led to formation of alcohols. In the final step, alcohols and ADMP formed cinnamic acid
azides 7-10. Synthesis of alkyne 14 started from 5-methoxytryptamine by Pictet-Spengler condensation,
followed by aromatization of tetrahydro-p-carboline ring. Generated p-carboline was exposed to acid
hydrolisis resulting in the formation of a phenol, which was alkylated with propargyl bromide, to form an
alkyne 14.The copper(l)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition was used to link alkyne 14 and cinnamyl
azides 7-10 into novel hybrid compounds, harmicines 15-18. As a result, triazole ring was formed, which is
a bioisostere of the amide group. Structures of the newly prepared compounds were confirmed using
conventional analytical and spectroscopic methods (*H i *C NMR, MS, IR). All four novel derivatives
meet all of the Lipinski's and Veber's criteria for good oral bioavailability of potential drugs. SwissADME
tool predicts good oral bioavailability of all four derivatives. Further studies will investigate biological
activity of the prepared harmicines.
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