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Bakrom katalizirana Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija azida i terminalnih alkina kojom regioselektivno na-
staju 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazoli Cesto je primjenjivana metoda sintetske organske kemije. Zahvaljujuci
jednostavnim reakcijskim uvjetima, zauzela je znacajno mjesto i u podrucju nukleozidne kemije jer omogucuje
dobivanje velikog broja potencijalno bioloski aktivnih spojeva s nizom zanimljivih dodatnih svojstava induciranih

uvodenjem 1,2,3-triazolnog strukturnog motiva u molekulu.

Klju€ne rijeci

Klik-kemija, nukleozidi, 1,2,3-triazolni nukleozidni analozi

Uvod

Kada je 1953. godine obznanjen model DNA s dvostru-
kom uzvojnicom te objasnjen princip genetskog koda i
uloga nukleinskih kiselina u stanicama, ispitivanje bioloske
aktivnosti nukleozida i njihovih fosforiliranih derivata po-
stalo je fundamentalno i neiscrpno podrucje znanstvenog
interesa. Prvi radovi iz ovog podrucja bili su usredotoceni
na transformaciju nukleobaze vezane na neki secer ili je
transformacija provedena samo na Secernoj komponenti
prirodnog nukleozida. Tek 1974. godine otkricem prvog
primjenjivog antivirusnog lijeka aciklovira' interes se prosi-
rio i na spojeve u kojima se nukleobaza i Se¢erna kompo-
nenta znacajno razlikuju od prirodnih struktura te je otkri-
veno da neki od njih imaju antitumorsku, antivirusnu i/ili
antibakterijsku aktivnost.

U potrazi za novim bioloski aktivnim nukleozidnim deri-
vatima razvijene su brojne metode njihove sinteze. Tako
je posljednjih godina intenzivno razvijeno podrucje pri-
mjene paladijem kataliziranih reakcija adicija i supstitucija
(Richard F. Heck, Ei-ichi Negishi i Akira Suzuki; Nobelova
nagrada za kemiju 2010. godine). Jo$ Sezdesetih godina
proslog stoljeca otkrivena je Heckova reakcija®*# stvara-
nja veze ugljik-ugljik, ali je njezina primjena intenzivirana
tek osamdesetih godina kada su Bergstrom i sur. objavi-
li nekoliko radova u kojima opisuju reakcije povezivanja
nukleozida s alilnim halogenidima,® olefinskim spojevima,®
alkoholima i acetatima.” Druga metoda Pd(0)-katalizirane
reakcije alkiliranja, tzv. Tsuji-Trostova reakcija, takoder je
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pokazala velik potencijal zbog Siroke primjene i relativno
jednostavnih reakcijskih uvjeta.’

Paladijem katalizirane reakcije mogu se provoditi i s razlici-
tim organometalnim spojevima kao $to su organokositrovi
(Stille),*# organocinkovi (Negishi),’ organosilicijevi (Hiya-
ma)'® ili organoborovi spojevi (Suzuki).?

Osnovni razlog za veliku upotrebu paladija u sintezi je to
Sto se stvaranjem nove veze ugljik-ugljik pruza mogucnost
novih strukturnih transformacija molekule. U tablici 1 pri-
kazane su najcesce paladijem katalizirane reakcije povezi-
vanja primijenjene u kemiji nukleozida.

Osim sto su primjenom paladijem kataliziranih reakcija
pripravljeni mnogi bioloski aktivni derivati nukleobaza/
nukleozida, takvi spojevi mogu biti i prekursori drugih in-
teresantnih derivata u brojnim reakcijama. U ovom radu
bit ¢e prikazane primjene razlicitih alkinilnih derivata nu-
kleobaza/nukleozida (pripravljenih paladijem katalizira-
nim reakcijama) u 1,3-dipolarnoj cikloadicijskoj reakciji s
azidima u reakcijskim uvjetima koji omogucuju dobivanje
1,2,3-triazolnih specija.

Klik-kemija

Pojam klik-kemije prvi su put upotrijebili Sharpless i sur.
2001. godine," a nedvojbeno predstavlja jedan od najpo-
pularnijih pristupa u suvremenoj organskoj sintezi.> Nji-
me su objedinili Siroku paletu kemijskih reakcija nastajanja
veze ugljik-heteroatom u kojima se brzo i pouzdano dolazi
do produkata spajanjem vise manijih jedinica. Postoji ne-
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Tablica T — Pregled najvaznijih Pd-kataliziranih reakcija povezivanja u nukleozidnoj kemiji

Table T — Overview of the most important Pd-catalyzed cross-coupling reactions in nucleoside chemistry
Reakcijska shema / Vrsta transformacije / . - .
: : Naziv reakcije / Reaction name
Reaction scheme Type of transformation
_____ Umetanje /
RPdX + z==== — / \ Insertion Heckova reakcija

(karbopaladiranje /

Heck reaction

carbopalladation)

0
RPAX + CcO —> )J\
R Pd

RPdX + R'M —>» R —R'

X

(X =1, Br, Cl, OTf, F, CN, OTs, OMs,...)

d u- u
/\/P—Q //T\\ N /\/N
PdX
Cul

\
=

Umetanje
Insertion

Transmetaliranje
Transmetalation

n-alilni kompleks
n-allyl complex

Transmetaliranje
Transmetalation
Cu — Pd

Karboniliranje
Carbonylation

—SnR,; — Stilleova reakcija

—SnR, — Stille reaction

—BX, — Suzuki-Miyaurina reakcija
—BX, — Suzuki-Miyaura reaction
—ZnX — Negishijeva reakcija
—ZnX — Negishi reaction

—SiR; — Hiyamina reakcija

—SiR; — Hiyama reaction

LI

Tsuji-Trostova reakcija
Tsuji-Trost reaction

Sonogashirina reakcija
Sonogashira reaction

koliko tipova reakcija koje mozemo smatrati reakcijama
“klik-tipa” (shema 1)."

Najzastupljenija od svih reakcija “klik-tipa” upravo je Hu-

isgenova 1,3-dipolarna cikloadicija azida i terminalnog
alkina, pri ¢emu nastaje 1,2,3-triazol. Jedna od prvih sin-

R1

OR?

OR?

R? = alkil-, aril-, heteroaril-
R? = alkyl-, aryl-, heteroaryl-

R2-N;
Cu(l)

R = alkil-, aril-, heteroaril-
R' = alkyl-, aryl-, heteroaryl-

R? = alkil-, aril-, heteroaril-
R?2 = alkyl-, aryl-, heteroaryl-

teza koja je ukljucivala reakciju terminalnog ili internog
alkina i azida poznata je vise od stotinu godina. Naime,
prvi 1,2,3-triazol sintetiziran je 1893. godine iz fenil-azi-
da i acetilendikarboksilata. Rolf Huisgen i sur. detaljno
su istrazili reakcije 1,3-dipolarne cikloadicije pedesetih
godina proslog stolje¢a™ te zakljucili da je, u termodina-

R1<l
R Nu
) :
:Nu
[O]
katalizator
catalyst
[0] OR?
N
O R?0-NH,

R2 = alkil-, aril-, heteroaril-
R? = alkyl-, aryl-, heteroaryl-

Shema 1 — Primjeri reakcija koje udovoljavaju kriterijima klik-reakcija: A) adicije na nezasi¢enu vezu ugljik-ugljik; B) reakcije nukleo-
filnog otvaranja prstena; C) karbonilna kemija nealdolnog tipa; D) cikloadicijske reakcije.

Scheme 1 — Examples of reactions which comply with the criteria of click reactions: A) additions to carbon-carbon multiple bond; B)
nucleophilic ring opening reactions; C) non-aldol carbonyl chemistry; D) cycloaddition reactions.
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mickom smislu, ovaj postupak egzoterman (AH° = —45
do -55 kcal mol™), ali s relativno visokom energijom ak-
tivacije (E, = 26 kcal mol™ za reakciju metil-azida i pro-
pina).” To znacajno utjeCe na brzinu reakcije, te je ona
za neaktivirane reaktante na sobnoj temperaturi vrlo spo-
ra. Alkin i azid vrlo su selektivni u reaktivnosti: inertni su
prema vecini funkcionalnih skupina i stabilni u velikom
broju otapala, pri razlicitim temperaturama i vrijednostima
pH. Nekatalizirana reakcija zahtijeva visoku temperaturu
i pri tom nastaje smjesa dvaju regioizomera; 1,4-disupsti-
tuirani 1,2,3-triazol A i 1,5-disupstituirani 1,2,3-triazol B
(shema 2)."°

Cull)-katalizirana azid-alkinska 1,3-dipolarna
cikloadicija (CuAAC)

U posljednjih desetak godina Huisgenova 1,3-dipolarna
cikloadicija dolazi u zariste interesa sintetske organske ke-
mije od kada su Tornge i Meldal 2002. godine upotrijebili
bakar(l) kao katalizator. Ova reakcija je od tada poznata
kao Cu(l)-katalizirana azid-alkinska cikloadicija (krat. Cu-
AAC, engl. Copper Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddi-
tion).'®"” Cu(l)-katalizirana 1,3-cikloadicija je do 107 puta
brza od nekatalizirane reakcije,'® odvija se pri temperaturi
0 - 25 °C, a stericka i elektronska svojstva supstituenata ne
utjecu bitno na tijek katalizirane reakcije. Reakcijom re-
gioselektivno nastaju 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazoli (she-
ma 2) koji su stabilni u hidrolitickim i oksidoredukcijskim
uvjetima te pri visokim temperaturama.

Izvori bakra u CuAAC reakcijama

Bakar(l) se u reakciju uvodi izravno ili se moze pripremiti
in situ. Ovisno o reakcijskim uvjetima izabire se i odgovara-
juci bakrov katalizator. U slucaju polarnih supstrata najce-
S¢e se primjenjuje vodeni medij te CuSO, uz odgovarajuce
redukcijsko sredstvo (npr. natrijev askorbat) koje ¢e in situ
generirati potrebni Cu(l). Neposredna primjena kataliza-
tora Cu(l) najc¢esce ukljucuje primjenu soli Cu(l) (Cul ili
CuBr) ili kompleksa Cu(l) ([Cu(CH,CN),IPF,, (EtO),P - Cul,

+
Rl—=——"-H + N=N R?

R = alkil-, aril-, heteroaril-
R" =alkyl-, aryl-, heteroaryl-
R? =alkil-, aril-

RZ =alkyl-, aryl-

Cu katalizator
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[Cu(PPh,),1Br). Kompleksi su se pokazali kao dobro rjese-
nje kod reakcija u organskim otapalima gdje je topljivost
Cu(D soli ogranic¢ena. Osim Cu(l) i Cu(ll) kao izvora bakra
poznate su i primjene katalizatora Cu(0) (bakrena Zica ili
bakreni prah)' te nanocestica bakra.?® Cu(l) je termodi-
namicki nestabilan te se relativno lako oksidira u Cuf(ll)
koji je kataliticki inaktivan. Cu(ll) kao oksidacijsko sredstvo
moze uzrokovati nastanak nezeljenih nusprodukata, a da
bi se to sprijecilo, reakcije sa solima Cu(l) treba voditi bez
prisutnosti kisika. Kao alternativno rjeSenje strogo suhim
reakcijskim uvjetima u reakcijama CuAAC mogu se upotri-
jebiti i kompleksi Cu(l) s razlicitim ligandima. Ligandi stite
Cu(l) od oksidacije, pa nije nuzno voditi reakciju bez pri-
sustva kisika, a mogu i poboljsati kataliticka svojstva soli
Cu(l). Osim toga, ligandi mogu djelovati i kao akceptori
protona, pa nije potrebna upotreba baza. Najcesc¢e upo-
trebljavan ligand u organskoj sintezi i biokonjugaciji mo-
lekula je TBTA (tris[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil]
amin), a batofenantrolin i PMEDTA (N'-(2-(dimetilamino)
etil)-N',N2,N2-trimetiletan-1,2-diamin) se upotrebljavaju u
kemiji polimera.?'

U reakcijama CuAAC upotrebljava se niz nepolarnih te po-
larnih aprotic¢nih i proti¢nih otapala (toluen, 1,4-dioksan,
CHCl,, CH,Cl,, THF, DMF, CH,CN, DMSO, NMP. tBuOH,
EtOH, MeOH), a moguca je i upotreba vode u smjesi s
nekim organskim otapalom (najc¢esce s EtOH ili tBuOH).?'a
Kao baze se najcesce upotrebljavaju diizopropiletilamin
(DIPEA), N,N’-dimetiletilendiamin (DMEDA) i Et;N, a ne-
Sto rjede 1,8-diazabiciklo[5.4.0]undek-7-en (DBU), piperi-
din i 2,6-lutidin.?™

Opdi uvjeti za reakciju CuAAC u nukleozidnoj kemiji
podrazumijevaju temperaturu 0 — 25 °C te 10 mol% ba-
krovog katalizatora, 5 mol % redukcijskog sredstva (npr.
natrijeva askorbata) i 15 mol % baze, sve u odnosu na mje-
rodavni reaktant koji moze biti alkin odnosno azid. Postu-
pak obrade reakcije i izolacija produkta uglavnom su vrlo
jednostavni te podrazumijevaju filtraciju i prekristalizaciju.
S obzirom na to da se radi o potencijalno bioloski aktivnim
spojevima koji se pripremaju u svrhu bioloskih testiranja,
posebnu paznju treba obratiti na kontaminaciju spojeva
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Shema 2 —1,3-Dipolarna azid-alkinska cikloadicija: a) nekatalizirana i b) Cu(l)-katalizirana
Scheme 2 - 1,3-Dipolar azide-alkyne cycloaddition: a) uncatalysed, and b) Cu(l) catalyzed
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bakrovim solima. To je iznimno vazan stupanj izolacije,
a najuspjesniji postupci uklanjanja bakra su filtracija kroz
stupac Cellita ili kroz kratki stupac SiO,/Al,O, odnosno tre-
tiranje reakcijske smjese aktivnim ugljenom.?®

Mehanizam reakcije CuAAC

Na shemi 3 prikazan je pretpostavljeni mehanizam Cu-
(I)-katalizirane azid-alkinske 1,3-dipolarne cikloadicije.?'
Oznaka [Cul] podrazumijeva bilo koji bakrov kataliza-
tor koji moze sudjelovati u reakciji. U Cu(l)-kataliziranim
klik-reakcijama sudjeluje iskljucivo terminalni alkin te u
prvom koraku reakcije Cu* koordinira m-elektrone alkina i
nastaje m-kompleks bakra i alkina (A). Koordinacijom Cu*
na trostruku vezu ugljik-ugljik smanjuje se pK, terminalnog
protona alkina, sto omogucuje deprotonaciju i nastanak
bakrovog acetilida (B). Kompleks bakrovog acetilida koor-
dinira azid, pri ¢emu nastaje intermedijar (C), a njegovom
pregradnjom nastaje Sesteroclani prsten (D), u koji je uklju-
¢en i bakar (Cu-prsten). Taj korak ima racunski dobivenu
energijsku barijeru 18,7 kcal mol™, $to je znatno manje od
23,7 kcal mol™, koliko iznosi teorijska barijera nekatalizi-
rane reakcije. Energijska barijera za nastajanje triazolila (E)
(triazola supstituiranog bakrom) je niska; 3,2 kcal mol™.
Protoniranjem triazolila E oslobada se bakar i nastaje pro-
dukt 1,4-supstituirani 1,2,3-triazol.
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Zbog Cinjenice da se radi o reakciji drugog reda s obzi-
rom na Cu()?? te da acetilidi najc¢es¢e koordiniraju ba-
rem dva bakrova atoma, pretpostavlja se da azid i alkin
nisu koordinirani istim bakrovim atomom i da u reakciji
sudjeluju barem dva bakrova atoma. Proracun DFT (engl.
Density Functional Theory) pokazuje da se uz dva ba-
krova atoma energijska barijera cikloadicije smanjuje za
4 kcal mol™ (17 kcal mol™ u slucaju jednog bakrovog ato-
ma i 13 kcal mol™" u slucaju dva bakrova atoma).?

Reakcije CUAAC u nukleozidnoj kemiji

Strukturna raznolikost bioloski aktivnih nukleozidnih de-
rivata sintetiziranih u posljednjih 50-ak godina evidentno
pokazuje da nukleozidni analozi ne moraju nuzno biti u
uskoj strukturnoj povezanosti s prirodnim nukleozidima, a
da bi istodobno bili bioloski zanimljivi. Stoga se cini lo-
gi¢nim kako su od otkrica reakcije CuAAC njezine brojne
prednosti primijenjene i u ovom neiscrpnom podrucju ke-
mije u sintezi potencijalnih bioloski aktivnih nukleozidnih
derivata.

U prethodnom poglavlju spomenute su samo neke naj-
CesCe primjenjivane metode sinteze terminalnih alkina
supstitucijom nukleobaza/nukleozida u paladijem katalizi-
ranim reakcijama. S druge strane, azidnu funkcijsku sku-
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3
+
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Shema 3 — Pretpostavljeni mehanizam Cu(l)-katalizirane azid-alkinske 1,3-dipolarne cikloadicije?'®
Scheme 3 — Proposed mechanism of the Cu(l) catalyzed azide-alkyne 1,3-dipolar cycloaddition?'®
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pinu takoder je moguce generirati na vise nacina,** a me-
toda priprave azida cesto ovisi o tome radi li se o alkil- ili
aril-azidu. Najcesc¢i polazni spoj za pripravu azida je neki
primarni, sekundarni ili tercijarni halogenid.?* Opsezan
pregledni rad o pripravi azidonukleozida s karakteristicnim
reakcijama i bioloskim svojstvima objavio je Pathak 2002.
godine,*® a Andersen i sur.?” objavili su iskustva istrazivanja
utjecaja razlic¢itih liganada i otapala u sintezi aril-azida UlI-
mannovom metodom uz Cu(l) katalizator.

Zbog izrazite opasnosti pri rukovanju organskim azidi-
ma male molekulske mase** razvijene su metode sinteze
1,2,3-triazola reakcijom terminalnih alkina i organskih azi-
da pripravljenih in situ (engl. one-pot reakcije).?>%3° Tako
suAndersen i sur.®' potaknuti metodom koju su razvili Fokin
i sur.* objavili u¢inkovitu metodu sinteze 1-aril-1,2,3-tria-
zola iz aril-halogenida i terminalnih alkina uz prisutnost
NaN,. Kumar i sur.?* objavili su trokomponentnu metodu
priprave 1,2,3-triazolnih derivata klik-reakcijom aromat-
skih, heterociklickih i alifatskih terminalnih alkina s azidi-
ma pripravljenim in situ iz odgovarajucih a-tosiloksiketona.

Kao reagensi trokomponentnih reakcija in situ generiranja
azida supstitucijom s NaN; osim alkil- ili aril-halogenida i
tosilnih derivata mogu se upotrijebiti epoksidi®® i Baylis-Hi-
lImanovi adukti.** Najcesce upotrebljavani reagensi za dia-
zo-transfer na dusik amina su trifluorometansulfonilni azid
(triflatni azid, TfN,) i trimetilsililni azid (TMSN,).3>3¢ Tim
reakcijama mogu se sintetizirati a-azidokiseline te alkilni i
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arilni azidi. Zbog eksplozivne prirode i nestabilnosti TfN; u
sintezi se kao reagens za transfer azida ¢esto upotrebljava
imidazol-1-sulfonil-azid hidroklorid.>”

Modifikacije nukleozida u domeni nukleobaze

S obzirom na izvanrednu stabilnost triazolnog prstena u
kiselim, bazi¢nim i oksidativnim odnosno reduktivnim
uvjetima kao i cinjenica da aromatski karakter ovog he-
terociklickog sustava omogucuje stvaranje dipol-dipolnih
i m-interakcija, a dusikovi atomi stvaranje vodikovih veza,
ovaj strukturni motiv postao je inspiracija za sintezu broj-
nih Kklinicki primjenjivih nukleozidnih analoga. Poseban
doprinos razvoju novih potencijalno bioloski aktivnih deri-
vata s ugradenom strukturom peteroclanog heterociklickog
motiva dala su otkrica danas dobro poznatog ribavirina,
koji ima primjenu u terapiji hepatitisa C (krat. HCV, eng|.
Hepatitis C Virus)*® i mizoribina** kao imunosupresivnog
agensa te niza slicnih struktura.

U dizajnu novih struktura do izrazaja je dosla primjena
1,3-dipolarne cikloadicije koja je rezultirala sintezom niza
nukleozidnih analoga.*® Primjenom klik-kemije Wilkinson
i sur.*" objavili su sintezu serije p-arabinoglikozil-triazo-
la Ta-f supstituiranih razli¢itim hidrofobnim lancima kao
strukturnih analoga poznatog mikobakterijskog inhibitora
biosinteze stani¢ne stijenke; dekaprenolfosfoarabinoze 2
(slika 1).
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Slika 1 = Strukturni analozi dekaprenolfosfoarabinoze 2

Fig. 1

— Structural analogs of decaprenolphosphoarabinose 2
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Istrazivanjima utjecaja strukturnih analoga nukleozida na
inhibiciju rasta mikobakterija bavili su se i Singh i sur.*?
Sintetizirali su seriju a-D-ksilo-, p-D-ribo- i a-D-arabino-
furanozidnih triazolnih derivata (slika 2) iz odgovarajucih
5’-azidosecera i niza terminalnih alkina te su testirali nji-
hova bioloska svojstva na stani¢noj liniji Mycobacterium
tuberculosis H37Rv.

Kako bi izbjegli primjenu bakra u katalitickoj reakciji
1,3-dipolarne cikloadicije, Youcef i sur.** istrazili su mo-
gucnosti primjene surfaktanata (povrsinski aktivnih tvari) i
tzv. micelarnu katalizu.** Prema prije objavljenim radovi-
ma pretpostavili su kako bi ta vrsta katalize mogla ubrzati
kemijsku reakciju i kontrolirati regioselektivnost 1,3-dipo-
larne cikloadicije. Zaklju¢ili su da je bakar moguce zamije-
niti nekim surfaktantom u reakciji 1,3-dipolarne cikloadi-
cije mono- i disupstituiranih ribozil-alkina s benzil-azidom

: 1,3-Dipolarna cikloadicija (I. dio): Dobivanje 1,2,3-triazolnih derivata...

, Kem. Ind. 64 (9-10) (2015) 481-498

prilikom sinteze analoga ribavirina. Odabir odgovarajuceg
surfaktanta ovisi o tome sudjeluje li u reakciji mono- ili
disupstituirani ribozil-alkin.

Zbog sve vece vaznosti kemijski promijenjenih oligonu-
kleotida u svrhu povecanja stupnja selektivnog prepozna-
vanja i mogucnosti primjene ovih lanaca kao bioloskog
“alata” molekularne biologije i dijagnostike Nakahara i
sur.* primijenili su klik-kemiju. U tu svrhu ugradili su 1-eti-
nil-2-deoksi-B-D-ribofuranozu (6) (shema 4) u oligonu-
kleotidni lanac. Reakcijom CuAAC modificiranog oligonu-
kleotida s razli¢itim primarnim, sekundarnim, tercijarnim i
aromatskim azidima dobili su oligonukleotide supstituirane
s 1,2,3-triazolnim prstenom (shema 4). Oni u svojoj struk-
turi sadrzavaju C-nukleotidne analoge u kojima je umjesto
nukleobaze vezan triazolni prsten na anomernom centru
2-deoksiriboze.

O

\\\\\\O OCH3 Ne l\\\\\\OCHS
// // // h
’// ¢ e S
3a-e 4a-e 5a-e
a) R = fenil a) R = phenyl
b) R =-CH,OH b) R =-CH,OH
©) R =n-heksil ¢ R = n-hexyl
d) R =n-pentil  d) R = n-pentyl
e) R = benzil e) R = benzyl
Slika 2 — a-D-ksilo- 3a-e, p-D-ribo- 4a-e i a-D-arabinofuranozidni triazolni derivati 5a-e
Fig. 2 - a-D-xylo- 3a-e, B-D-ribo- 4a-e, and a-D-arabinofuranose triazole derivatives 5a-e
N
ugradnja u VARIN
o) oligonukleotidni N3 N
lanac —
B — . —_—
HO incorporation in “CUAAC
< ollgonucleotlde
HOS chain

C-nukleotidni analog
C-nuclectide analog

:

%
/©/ idr.
C etc.

Hj

Shema 4 - Sinteza oligonukleotidnih lanaca modificiranih 1,2,3-triazolnim nukleotidnim analozima®
Scheme 4 — Synthesis of oligonucleotide chains modified with 1,2,3-triazole nucleotide analogs
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Kako bi se poboljsalo iskoristenje i skratilo vrijeme reakcija,
sve je Cesce u primjeni mikrovalno zracenje kao alternativ-
ni izvor energije.*® Taj nekonvencionalni izvor zracenja na-
$ao je svoju primjenu u klik-kemiji.*” Sa stajalista tzv. “zele-
ne kemije” znacajnu primjenu ima mikrovalnim zracenjem
potpomognuta sinteza bez prisutnosti otapala.*® Tako su
Guezguez i sur.*® objavili Cu(l)-kataliziranu regioselektivnu
sintezu funkcionaliziranih o- ili B-1,2,3-triazolil-nukleo-
zinih analoga primjenom reakcije CuAAC izmedu o- ili
B-2-deoksiriboze s razlicitim terminalnim alkinima. Reak-
cije su provedene u mikrovalnom reaktoru bez prisutnosti
otapala i pri atmosferskom tlaku. Optimiziranjem reakcij-
skih uvjeta trajanje reakcije je skraceno s 24 h na samo
1,5 = 3 min.

Li i sur.*® takoder su proveli modifikaciju nukleozida u do-
meni nukleobaze u potrazi za novim analozima cADPR.
Poznato je da ciklicka adenozin-difosfat-riboza (krat. cAD-

HO, OH

N
A
H,N N N

cADPR
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PR, engl. Cyclic ADP Ribose) kontrolira Cu?*-ovisni stani¢ni
odgovor brojnih sustava, a strukturni derivati te molekule
mogli bi pomodi u objasnjavanju mehanizma posredova-
nja CADPR-a u Cu?*-ovisnoj stani¢noj signalizaciji. Li i sur.>
su sintetizirali 4-amido-1,2,3-triazolne nukleozidne ana-
loge 7a-b (slika 3). Preliminarna farmakoloska ispitivanja
pokazala su da sintetizirani derivati induciraju otpustanje
jona Cu?" u intaktnim humanim stanicama Jurkat.

Xia i sur.°" sintetizirali su bistriazolil-nukleozidne analoge
kao potencijalne agense za lijeCenje virusa mozaicne bo-
lesti duhana (krat. TMV, engl. Tobacco Mosaic Virus) pri-
mjenom reakcije CuAAC, a O’Mahony i sur.>? su sintezom
adenozinskih dimera povezanih 1,2,3-triazolnim prstenom
pokazali da je reakcija CuAAC izvediva i na elektronima
siromasnim heterociklickim sustavima kao $to su primje-
rice purini (slika 4). Oni su u reakciji 8-etiniladenozina s
2’-azidoadenozinom izolirali adenozinski dimer 8.

by
5

7a-b

O

\/\/\

-0O——P=—=0

a) X=-CHy-
b) X =-OCH,-

Slika 3 — Struktura cADPR i strukturnih analoga 7a-b

Fig. 3

— Structure of cADPR and its structural analogs 7a-b

9
g

O~y -0

/
\

Slika 4 — Struktura adenozinskog dimera 8

Fig. 4

— Structure of adenosine dimer 8


http://www.google.hr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FTobacco_mosaic_virus&ei=rrGxU6mJGsHA7AafrYD4Bw&usg=AFQjCNESZ-df9J51TncXVjGyU4H45fsSGg
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Posljednjih godina veliku ekspanziju dozivjelo je podruc-
je fluorescentnih nukleozidnih analoga u okviru studija
struktura nukleinskih kiselina i proucavanju bioloskih
svojstava kao $to su replikacija, transkripcija, rekombina-
cija i mehanizmi popravka.>® Najc¢es¢i nukleozidni fluo-
rescentni analozi uglavnom su derivati purina. Najvise se
upotrebljava 2-aminopurin, a komercijalno su dostupni i
derivati pterina i pteridina.

: 1,3-Dipolarna cikloadicija (I. dio): Dobivanje 1,2,3-triazolnih derivata...
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O’Mahony i sur.>>>* opisali su funkcionalizaciju C8 po-
lozaja adenozina koja je rezultirala sintezom derivata
s fluorescentnim svojstvima. Isti sustav upotrijebila je
Dyrager sa sur.>® te su primjenom reakcije CuAAC u mi-
krovalnom reaktoru uz prethodnu funkcionalizaciju po-
lozaja C8 adenozina pripravili 8-(1H-1,2,3-triazol-4-il)
adenozinske analoge 10a-i Sonogashirinom metodom
(shema 5).

NH, NH, NH,
N X X
N " " N
Y | CuAACT | N\ ) ™ TBAF/THF />_<
N THF
N N/ N N/ s.t., 24 h
r.t,24h
10a-c 73-99 %
o 10d-e 78%, 87 % 0 99 % 0
OH 10f-  51-61 % OH OH
O O OH
O O
Yo St >
H/ I\O/Sl C CH//I\O/ I\ C 11d
— | 7\ | |
/ CH CH CH CH
/ / \ / \ / \ a) R = benzil a) R = benzyl
\ b) R = 1-feniletil b) R = 1-phenylethyl
o R= p|r|dm -4-il-metil ¢) R = pyridine-4-yl-methyl
9 10a-i d) R = isopentil d) R = isopentyl
e) R = pentil e) R = pentyl
f) R = 3-NHy-fenil f) R = 3-NHy-phenyl
g) R = 4-OCH;-fenil g) R = 4-OCHjs-phenyl
h) R = 4-tolil h) R = 4-tolyl
i) R =4-Cl-fenil i) R = 4-Cl-phenyl
Shema 5
Scheme 5

Pripravljeni spojevi pokazali su veliku sposobnost ap-
sorpcije (ekstinkcijski koeficijenti, ¢ > 24000 m™" cm™),
visoku efikasnost emisije apsorbiranog zracenja (kvantni
prinos fluorescencije, engl. quantum yield, & > 64 %) te
visok faktor osvjetljenja (¢ - @) kao i uskladene i uspore-
dive valne duljine emisije u ovisnosti o vrsti supstituenta
na triazolnom prstenu.

Prema statistici Svjetske zdravstvene organizacije (krat.
WHO, engl. World Health Organization) godisnje umre
7,6 milijuna ljudi od posljedica tumorskog oboljenja.>®
lako rizik oboljenja raste s godinama, njima su sve vise
pogodene i mlade populacije. Pet najcesc¢ih organa koje
zahvaca karcinom su pluca, jetra, crijeva, zeludac i doj-
ke, a sve ucestalija smrtnost posljedica je i raka grlica
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vrata maternice i karcinoma prostate. Medu prvim otkri-
venim onkoloski primjenjivim terapeuticima upravo su
nukleozidni analozi (kladribin, klofarabin, kapecitabin,
citarabin, fludarabin, gemcitabin, decitabin, floksuridin
i dr.).” Meneni i sur.°® su 2007. godine objavili sintezu
serije 5-etinil-2’-deoksiuridinskih analoga s protutumor-
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skom aktivnoscu, a Lee i sur.>® upotrijebili 5-etinil-2’-de-
oksiuridinski derivat u reakciji CUAAC priprave triazola
14a-d (shema 6).

Sintezom C5-triazolil-2’-deoksiuridinskih derivata te an-
tivirusnim® i protutumorskim®' testiranjima pripravljenih
spojeva bavili su se i drugi autori.
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Shema 6

Scheme 6
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Shema 7
Scheme 7

Osim bioloskih testiranja brojni radovi govore i o ugradnji
C5-modificiranih pirimidinskih analoga unutar dvostruke
uzvojnice RNA/DNA te njihovom utjecaju na stabilnost.
Dobiveni rezultati potvrdili su da upravo supstitucija nekim
heterociklickim peteroclanim prstenom povecava stabil-
nost dvostruke uzvojnice.®? Kocalka i sur.®* su u dvostruku
uzvojnicu DNA:RNA ugradili C5-triazolil-2’-deoksiuridin-
ske analoge 18a-c (shema 7).

Iz dobivenih rezultata utjecaja ugradenih triazolnih struk-
tura u veliki utor dvostruke uzvojnice zakljucili su opéenito
da jedan ugradeni triazolni derivat unutar oligonukleo-
tidnog lanca destabilizira dvostruku uzvojnicu, dok cetiri
uzastopno povezana analoga imaju suprotan efekt. Vrsta
supstituenta na triazolnom prstenu dodatno moze (de)sta-
bilizirati sustav. Andersen i sur.®® proveli su stoga sustavnu
studiju utjecaja fenilnog i p-supstituiranog fenilnog supsti-
tuenta na triazolnom prstenu 2’-deoksiuridina na jakost
n-1 interakcija unutar lanaca dvostruke uzvojnice. Nakon
provedenih hibridizacijskih studija UV spektroskopijom
(odredivanje T,) te studija utjecaja m-m interakcija u ovisno-
sti o stupnju (broju ugradenih modificiranih monomera) i

vrsti ugradenih monomera primjenom cirkularnog dikroiz-
ma (krat. CD, engl. Circular Dichroism) autori su zakljuci-
li da se modifikacijom oligonukleotidnog lanca stabilnost
dvostruke uzvojnice DNA:RNA povecava. Nadalje, najja-
e m- interakcije i stoga najstabilniju dvostruku uzvojnicu
omogucile su modifikacije oligonukleotidnog lanca ugrad-
njom monomera sa sulfonamidnim supstituentom.

Modifikacije nukleozida u domeni Secera i
nukleozidni biokonjugati

Osim strukturnih modifikacija nukleozida u domeni nu-
kleobaze, s ciliem pronalaska novih potencijalno biolos-
ki aktivnih derivata, provedene su i strukturne promjene
u domeni Secera. | u ovom podrucju znacajnu primjenu
nalazi reakcija CuAAC u sintezi razlicitih pirimidinskih® i
purinskih® nukleozidnih analoga.

Osim modifikacija Sec¢ernog dijela molekule nukleozida,
furanozni prsten moguce je i potpuno zamijeniti nekim
heterociklickim ili ¢ak aciklickim supstituentom. Tako su
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Shema 8
Scheme 8

Cao i Huang®® objavili paralelnu sintezu serije uridinskih
analoga na ¢vrstom nosacu selenidne smole primjenom re-
akcije CuUAAC kao klju¢nog reakcijskog stupnja (shema 8).

Poznati antivirusni agens tenofovir te njegovi strukturni
analozi cidofovir i adefovir primjeri su aciklickih nukleo-
zidnih derivata.®” Prije 25 godina koncept zamjene Secer-
nog dijela molekule nukleozida aciklickim supstituentom
postao je temeljem razvoja derivata s potencijalnim antivi-
rusnim djelovanjem.

S bogatim ranije ste¢enim iskustvom priprave modificira-
nih 1,2,3-triazolilnih aciklonukleozida Elayadi i sur.®® obja-
vili su sintezu modificiranih struktura poznatih antivirusnih
spojeva primjenom 1,3-dipolarne cikloadicije. Autori su
unutar aciklickog supstituenta ugradili triazolni prsten,
¢ime su fleksibilnost strukture dodatno ogranicili (slika 5).
Osim toga, variranjem duljine lanca pripravljenih aciklickih
nukleozidnih triazolil-fosfonata pratili su utjecaj na biolos-
ku aktivnost testiranih spojeva na HCV i HIV (engl. Hu-
man Immunodeficiency Virus). Pronasli su da duljina lanca
nema dramatican utjecaj na aktivnosti i citotoksi¢nost u
slucaju pirimidinskih derivata, dok u slucaju purinskih ana-
loga duljina lanca utjece na aktivnost.

NUKLEOBAZA
NUCLEOBASE
7 N Nukleobaza =
O / Timin, uracil, adenin
HO— / N=N

Nucleobase =
Thymin, uracil, adenin

n=1,2
Slika 5 — Strukturni motiv aciklickih nukleozidnih triazolil-fosfo-
natnih analoga

— Structure motive of acyclic nucleoside triazolyl-phos-
phonate analogs

Fig. 5

Trakossas i sur.® pripravili su slicne triazolom modificirane
nukleozide s jednom ili dvjema nukleobazama u svrhu bi-
oloske evaluacije antioksidativne aktivnosti. Preliminarna
bioloska istrazivanja pokazala su da neki derivati timina
i adenina s triazolom sprjecavaju lipidnu peroksidaciju i
time mogu imati znacajan utjecaj na bolesti starenja, uklju-
Cujuci aterosklerozu, mrenu, reumatoidni artritis i neuro-
degenerativne poremecaje.

Osim u sintezi nukleozidnih mono-derivata modificiranih
u domeni Secera, reakcija CuAAC primjenjivana je i u di-
zajnu nukleozidnih biokonjugata’ i modificiranih oligonu-
kleotida.”"”2

Primjena triazolnih nukleozidnih derivata

Od otkri¢a i adaptacije Huisgenove 1,3-dipolarne [3 +
2] azid-alkinske cikloadicije uvodenjem Cu(l) katalizato-
ra reakcija CuAAC nije dobila samo naziv “klik” nego je
opcenito postala sinonimom brze, svestrane i jednostavne
sintetske metode sa Sirokim podrucjem primjene. Upravo
je stoga znacajno utjecala na razvoj velikih klastera spojeva
s potencijalnom primjenom u bioloskim sustavima. Osim
toga, veoma Siroka primjena CuAAC reakcije ocituje se u
iznimno velikom broju radova iz razli¢itih podrudja; dizajn
novih lijekova,”® biokonjugacija,”* kemija polimera i razvoj
novih materijala,” supramolekularna kemija,’® oznacava-
nja DNA” i sinteze oligonukleotida,”® povezivanja gliko-
zidnih klastera” i dendrimera,® pripremi stacionarnih faza
za kolone® za HPLC i dr.

Kao veliko podrucje primjene reakcije CUAAC posebno se
izdvajaju modifikacije nukleinskih kiselina i njihovih oli-
gomera. Kako je dano u dosadasnjem pregledu literature,
nukleinske kiseline moguce je modificirati na tri karakte-
risticna polozaja: nukleobazi, Seceru ili fosfodiesterskoj
internukleotidnoj vezi. Ipak, naj¢esc¢a je modifikacija upra-
vo ona na nukleobazi zbog prisutnosti reaktivnih mjesta,
relativno kratkih sintetskih putova i Siroke primjene tako
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derivatiziranih produkata. Prednosti modifikacija nukleo-
baze u odnosu na Secer ili fosfatnu okosnicu su sto takve
modifikacije jo$ uvijek ne ometaju produljenje polinukleo-
tidnog lanca,®? a ocuvana je i komplementarnost dvostruke
uzvojnice jer nisu narusene Watson—Crickove interakcije.
Pozicije modifikacija nukleobaza su razlicite i kod purina
uglavnom obuhvacaju polozaj N7 (7-aza i 7-deaza-deriva-
ti), polozaj N9 te supstitucije egzociklickih amino-skupina
adenina i gvanina. Kod pirimidina je najces¢a modifikacija
na polozaju C5 nukleobaze, zatim supstitucija egzociklic-
ke amino-skupine citozina te polozaj N1 pirimidina. Ipak,
kako bi se izbjegla modifikacija Watson—Crickove regije i
omogucila ugradnja modificiranih nukleotida upravo u ve-
liki utor dvostruke uzvojnice DNA/RNA, najc¢esce se mo-
dificiraju polozaj C5 kod pirimidinskih te polozaji N7 i C8
purinskih nukleobaza.

Triazolni purinski odnosno pirimidinski analozi specificno
oznaceni radikalskim supstituentima nasli su primjenu i
u proucavanju struktura i konformacija oligomera DNA i
RNA elektronskom paramagnetskom rezonancijom/spek-
troskopijom elektronske spinske rezonancije (krat. EPR/
ESR, engl. Electron Paramagnetic Resonance/Electron Spin
Resonance),® a specificno obiljezeni derivati, najcesce
radioaktivnim fluorom (*®F), upotrebljavaju se u pracenju
distribucije i ponasanja bioaktivnih molekula u uvjetima
in vivo pozitronskom emisijskom tomografijom (krat. PET,
engl. Positron Emission Tomography).®®

Doprinos reakcije CuAAC ocituje se i u vezanju razli¢itih
fluorescentnih markera na nukleobaze, a nerijetko je fluo-
rescencija posljedica samog generiranja triazolnog prstena
(npr. polozaj C8 adenozina).>>#® Prvi primjer fluorescencije
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inducirane uvodenjem triazolnog prstena u sustav primje-
nom reakcije CUAAC bez vezanja dodatnog fluorofora bila
je sinteza citidinskog analoga 22,%” a iste godine sintetiziran
je i uridinski analog 23 klik-konjugacijom fluorofora Nile
Red (slika 6).%

Primjenom klik-kemije Ostergaard i sur.>* vezali su pirenski
fluorofor na polozaj C5 uridina te tako priredili analog 24
(slika 6). On se pokazao iznimno uspjesnim u detekciji po-
limorfizma pojedinacnog nukleotida (krat. SNP, engl. Sin-
gle-Nucleotide Polymorphism) zbog smanjenja efikasnosti
emisije apsorbiranog zracenja (&) u prisutnosti pogresno
sparenih sekvencija (engl. mismatched sequences).

Fluorescentni oligonukleotidni sustavi predstavljaju znaca-
jan bioloski alat za vizualizaciju specifi¢nih svojstava na-
stalih njihovim povezivanjem s ciljanim oligonukleotidima
ili proteinima, a takoder mogu dati i brojne informacije
o odnosu strukture i reaktivnosti (krat. SAR, engl. Struc-
ture-Activity Relationship).

O prisutnosti 1,2,3-triazolnog prstena kao klju¢nog far-
makofora bioloski aktivnih molekula® svjedoci nekoliko
potencijalnih farmaceutika u posljednjem stadiju klinic-
kih ispitivanja, koji u svojoj strukturi sadrze upravo ovaj
prsten.”® Pored brojnih primjera prisutnosti 1,2,3-triazola
kao strukturnog motiva molekula s bioloskom aktivnoscu,
1,2,3-triazolni heterocikli pronasli su i Siru industrijsku pri-
mjenu. Tako se danas upotrebljavaju kao boje i fotosta-
bilizatori u industriji optickih vlakana,’" inhibitori korozije
metala i legura,® svjetlosni stabilizatori organskih materija-
la i polimera te u agronomiji kao insekticidi,® fungicidi,
herbicidi i regulatori rasta.”

Piren
Pyrene
o) I N\ Y
//N
HN | N
O)\N
(@]
O /

Slika 6 — Primjeri fluorescentnih pirimidinskih derivata
Fig. 6 —Examples of fluorescent pyrimidine derivatives
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Zakljucak

Posljednjih petnaest godina znacajno mjesto u sintetskoj
kemiji zauzima 1,3-dipolarna cikloadicijska reakcija azida
i terminalnih alkina. Razlog tome su ponajprije jednostavni
reakcijski uvjeti i iznimno Sirok spektar primjene razlici-
tih supstrata. Upravo zato ova sintetska metoda ima veliku
primjenu i u podrucju nukleozidne kemije gdje je transfor-
macijama u domeni nukleobaze odnosno Secerne kom-
ponente pripravljen niz bioloski aktivnih spojeva. U ovom
preglednom radu prikazani su primjeri cikloadicijskih reak-
cija terminalnih alkina s azidima u podru¢ju nukleozidne
kemije s naglaskom na razlicite ciljeve provedenih mo-
difikacija. Osim studija utjecaja 1,2,3-triazolnog prstena,
kao novog strukturnog motiva, na bioloska svojstva, brojni
radovi govore o nizu drugih primjena tako modificiranih
nukleozidnih derivata. Stoga je klik-kemija kao sintetski
pristup mocan alat u postupku razvoja novih nukleozidnih
derivata na relativno brz i jednostavan nacin.

Popis kratica i simbola
List of abbreviations and symbols

cADPR — ciklicka adenozin-difosfat-riboza

— Cyclic ADP Ribose
CD — cirkularni dikroizam
— Circular Dichroism

CuAAC - Bakrom(l) katalizirana azid-alkinska cikloadicija
— Copper(l) Catalysed Azide-Alkyne Cycloaddition
DBU — 1,8-diazabiciklo[5.4.0]undek-7-en
- 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-ene
DFT — teorija funkcionalne gustoce
— Density Functional Theory
DIPEA - diizopropiletilamin
— diisopropylethylamine
DNA  —deoksiribonukleinska kiselina

— deoxyribonucleic acid

DMEDA — N,N’-dimetiletilendiamin
— N,N’-dimethylethylenediamine

DMF — N,N-dimetilformamid
— N,N-dimethylformamide
DMSO - dimetil-sulfoksid

— dimethyl sulfoxide

EPR/ESR - elektronska paramagnetska rezonancija/ elektron-
ska spinska rezonancija
— Electron Paramagnetic Resonance / Electron Spin

Resonance
Et;N — trietilamin
— triethylamine
HCV — virus hepatitisa C

— Hepatitis C Virus

HIV — virus humane imunodeficijencije
— Human Immunodeficiency Virus

HPLC  —tekucinska kromatografija visoke ucinkovitosti
— High Performance Liquid Chromatography
NMP  — 1-metil-2-pirolidon

— T-methyl-2-pyrrolidone
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ODN - oligodeoksinukleotidi
— oligodeoxynucleotides
PET — pozitronska emisijska tomografija
— Positron Emission Tomography
POM  — pivaloiloksimetil
— pivaloyloxymethyl
RNA — ribonukleinska kiselina
— ribonucleic acid
SAR — odnos struktura- aktivnost
— Structure-Activity Relationship
SNP — polimorfizam pojedina¢nog nukleotida
— Single Nucleotide Polymorphism
THF — tetrahidrofuran
— tetrahydrofuran
T™V — virus mozai¢ne bolesti duhana
— Tobacco Mosaic Virus
uv — ultraljubicasto
— Ultraviolet
WHO - Svjetska zdravstvena organizacija

— World Health Organization

T — temperatura meksanja, °C
— melting temperature, °C
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SUMMARY
1,3-Dipolar Cycloaddition (Part I):

Synthesis of 1,2,3-Triazole Derivatives in Nucleoside Chemistry
Dijana Saftic?" Luka Krstulovié,> Miroslav Baji¢® and Biserka Zini¢?

Copper catalysed Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition of azides and alkynes which leads to
1,4-disubstituted-1,2,3-triazoles is a frequently used method in synthetic organic chemistry. Due
to the simple reaction conditions, it has occupied an important place in the field of nucleoside
chemistry since it enables preparation of a large number of potentially biologically active com-
pounds with a number of interesting additional properties induced by the presence of 1,2,3-tri-
azole structural motif in the molecule.

Keywords
Click chemistry, nucleosides, 1,2,3-triazole nucleoside analogs
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