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Prvenstveno zahvaljujem svojoj mentorici, dr. sc. Biserki Zini¢ na neizmjernoj podrsci i pomoci u svakoj
prilici, na korisnim savjetima i izuzetnoj pozitivnoj energiji koju je unijela u ovaj rad. Originalnim
idejama i entuzijasticnim stavom uvijek je nesebicno unosila istraZivacki zanos u svaki novi dan na cemu

joj od srca zahvaljujem.

Veliko hvala prof. dr. sc. Ljubici Glavas-Obrovac i svim clanovima njene istraZivacke grupe na Katedri za
medicinsku kemiju, biokemiju i klinicku kemiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Osijeku na bioloskim
ispitivanjima koja su proveli s mojim spojevima. Posebno zahvaljujem dr. sc. Katarini Miskovi¢ na
savjetima i pomoci kod pisanja bioloskog dijela ove disertacije. Vjerujem da ce nasa suradnja i dalje biti

plodonosna i uspjesna, a na dosadasnjoj neizmjerno hvala.

Zahvaljujem i clanovima povjerenstva, prof. dr. sc. Srdanki Tomicé-Pisarovic i dr. sc. Ivi Piantanidi na
pomodi kod pisanja i oblikovanja ove disertacije. Korisnim savjetima doprinijeli su razvoju novih ideja za
nastavak istraZivanja iz ovog podrucja sto ovaj rad cCini jos vrijednijim te im stoga neizmjerno
zahvaljujem. Na pomodi i podrsci zahvaljujem takoder i prof. dr. sc. Ines PrimoZic i prof. dr. sc.

Miroslavu Bajicu.

Na visegodisnjoj uspjesnoj suradnji posebno zahvaljujem dr. sc. Aleksandru Visnjevcu za izuzetan
angazman u karakterizaciji kristalografskih struktura sto je iznimno obogatilo ovaj rad. Vjerujem da ce i

buduénost donijeti nove izazove na obostrano zadovoljstvo.

Neizmjerno hvala svim clanovima Centra za NMR na brojnim snimljenim strukturama i savjetima kod
snimanja. Lidiji Brkljacic, dipl. ing. zahvaljujem za pomo¢ kod asignacije MS spektara i konstruktionim
savjetima za opis istih, a dr. sc. Marijani Radi¢ Stojkovic i Tihomiru Pospisilu, dipl. ing. zahvaljujem za

veliku pomo¢ kod obrade rezultata fluorescencijskih spektara.

Posebno zahvaljujem mojoj dragoj profesorici dr. sc. Jasni Vorkapic¢-Furac na neizmjernoj podrsci i
ljubavi koju mi nesebicno pruza sve ove godine. Svaki trenutak proveden s Vama novo je nadahnude i
poticj za dalje. Uvijek me sjeti da svemu postoji smisao i ne nalazim prikladne rijeci da njima dovoljno

zahvalim za sve Sto sam od Vas primila. Od srca hvala.

Zahvaljujem svim clanovima Laboratorija za supramolekularnu i nukleozidnu kemiju te Hamitu, Natasi,
Luki i Josipi na nezaboravnim trenucima i poticajnoj radnoj atmosferi. Takoder zahvaljujem kolegama iz
Laboratorija za fizikalno-organsku kemiju na susretljivosti i pomoci kod izvedbe prvih sinteza u

mikrovalnom reaktoru, posebno dr. sc. Pavlu Troselju i Anamariji Bris, dipl. ing.

Najvise zahvaljujem mojoj obitelji i Dadi na ljubavi, pomoci i potpori u svakom trenutku. Vasa

prisutnost bila mi je najveci oslonac i snaga.

Cijeli rad posvecujem mom slikaru koji je neizmjerno vjerovao u svoju Dilku.. HVALA TI TATA!
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U okviru istrazivanja protutumorskih spojeva iz skupine ,,malih molekula” s ciljem
dobivanja boljih bioloskih ucinaka u tretiranju tumorskih stanica sintetizirani su 1,4-
disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati; gvanozina i aciklovira (5, 10-12 i 14), uracila (19, 20 i
25-33), N-1-sulfoniluracila (34—41) i uridina (46-55). Pronadena je nova metoda sinteze
nestabilnog 8-hidrazingvanozina 3 u mikrovalnom reaktoru (MR) koji je zatim uz NaNj
preveden u 8-azidgvanozin 4 i na njemu su ispitani uvjeti za Cu(l) kataliziranu 1,3-dipolarnu
cikloadiciju (CuAAC) s terminalnim alkinskim alkoholima. Metoda je primijenjena na sintezu
1,2,3-triazolnih derivata aciklovira (10-12 i 14). U svrhu priprave triazolnih C5 modificiranih
pirimidinskih derivata, Sonogashira reakcijom sintetizirani su 5-etiniluracil 18 i 5-etiniluridin
45 (MR), azidi su generirani in situ iz alkil-halogenida i NaNs ili je upotrijebljen 5-azido Secer
24, te su CuAAC reakcijama u odli¢nim iskori$tenjima dobiveni derivati uracila (19, 25-28,
30-33), a u mikrovalnom reaktoru derivati uridina (46-48, 50-53, 55). Kondenzacijom 1,4-
disupstituiranih  C5-triazolnih derivata uracila (19, 28-31) uz DBU i sulfonil Kloride
pripravljeni su odgovaraju¢i N-1-sulfoniluracilni derivati (34, 37-39 i 41) u dobrim
iskoriStenjima, dok kondenzacijom N1’ nesupstituiranog triazolnog derivata 20 nastaju 35 i 36
u tragovima. Antiproliferativno djelovanje 1,4-disupstituiraninh 1,2,3-triazolnih derivata
ispitano je na osam stani¢nih linija (MDCK, HeLa, CaCo-2, NCI-H358, K562, Jurkat, HUT 78
1 Raji) te je detaljno analizirana korelacija strukture 1 bioloske aktivnosti.
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As a part of investigation aimed to identify new small molecules with improved
biological properties in the in vitro screening for antitumor activity the 1,4-disubstituted 1,2,3-
triazole derivatives of guanosine, acyclovir (5, 10-12, and 14), uracil (19, 20, and 25-33), N-
1-sulfonyl uracil (34-41) and uridine (46-55) were prepared. New synthetic method for
preparation of unstable 8-hydrazine guanosine 3 by using microwave reactor (MR) was
developed. Product 3 was converted into 8-azido guanosine 4 in the reaction with NaNs. The
latter compound was used in numerous experiments directed to find optimal reaction
conditions for Cu(l) catalyzed 1,3-dipolar cycloaddition reaction (CUAAC) with terminal
alkynols. By the latter method 1,2,3-triazole acyclovir derivatives (10-12, and 14) were
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and 5-etynyl uridine 45 (MR) derivatives were synthesized using Sonogashira coupling; the
azides were generated in situ from alkyl halogenides and NaN3 or 5-azido sugar 24 was used.
By subsequent CUAAC reaction the C5-triazolyl uracil (19, 25-28, 30-33) and uridine (46—
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1. UVvOD
1.1. Ciljisvrharada

Tijekom posljednjeg desetlje¢a na Institutu Ruder Boskovi¢, nasa grupa intenzivno radi na
dizajnu, sintezi i bioloSkoj procjeni pirimidinskih derivata koji sadrze sulfonamidne farmakofore.
Dizajnirani su i sintetizirani novi N-sulfonilpirimidinski derivati koji su pokazali snaznu
antiproliferativnu aktivnost u in vitro uvjetima, a istovremeno su efekti na normalne stanice bili
puno manje izrazeni."? Pokazano je da N-sulfonilpirimidinski derivati inhibiraju sintezu DNA,
RNA i proteina, a neki od njih su pokazali i mogucnost indukcije apoptoze u tretiranim
tumorskim stanicama.** In vivo eksperimenti su pokazali da N-sulfonilpirimidinski derivati
imaju znadajnu protutumorsku aktivnost na modelu misjeg mamarnog karcinoma,® a provedena

su i dodatna ispitivanja mehanizma djelovanja ovih spojeva®’ i toksikoloska ispitivanja.

Dobro je poznato da su N-sulfonilna skupina kao i triazolni prsten strukturno prisutni u mnogim
lijekovima, pa su stoga i vazni farmakofori u dizajnu i razvoju novih terapeutika. Isto tako, u
fokusu istrazivanja novih lijekova ve¢ su nekoliko godina C5 supstituirani pirimidinski 1 C8
supstituirani purinski derivati. Karakterizira ih Sirok spektar bioloSke aktivnosti kako u terapiji

virusnih bolesti tako i u terapiji tumora.®°011.1213

Moguénosti primjene tako modificiranih
derivata nukleozida, odnosno strukturno promijenjenih oligonukleotidnih sekvenci su nebrojene,

a Sir1 pregled dan je u literaturnom dijelu ove disertacije.

Istrazivanje provedeno u okviru ove doktorske disertacije predstavlja nastavak istrazivanja na
citostaticima iz skupina ,,malih molekula”, a osnovni cilj doktorskog rada je konstrukcija
dodatnog farmakofora triazola na razli¢itim polozajima nukleobaza odnosno nukleozida 1

proucavanje bioloskih odgovora u in vitro uvjetima.

Dizajnirana je sinteza novih C8-triazolnih derivata purinskih nukleobaza, C5-triazolnih derivata
pirimidina i odgovaraju¢ih N-1-sulfonilpirimidina, odnosno nukleozida. Za sintezu triazolnih
derivata upotrijebljena su saznanja iz klik kemije (engl. click chemistry), kao novog pristupa u
organskoj sintezi inspiriranog prirodnim procesima nastanka heteroatomskih veza kod

biomolekula. U tu svrhu:



e sintetizirani su 8-azido derivati gvanozina i aciklovira za Cu(l) kataliziranu 1,3-dipolarnu
cikloadiciju s razli¢itim terminalnim alkinima i pripravu 1,4-disupstituiranih 1,2,3-

triazolnih derivata gvanozina i aciklovira

e sintetizirani su 5-etinil derivati uracila i uridina te su ispitani i optimirani reakcijski uvjeti

Cu(l) katalizirane 1,3-dipolarne cikloadicije:

a) s in situ pripravljenim azidima za sintezu C5 supstituiranih 1,2,3-triazolnih
derivata uracila i uridina

b) s 5-azido ribozom za sintezu C-nukleozida uracila/uridina kod kojih je C5
polozaj pirimidina povezan triazolnom premosnicom [preko C4'(C4"),

NI1'(N1") polozaja triazola] s C5 polozajem riboze

e ispitane su metode kondenzacije C5 supstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata sa sulfonil

kloridima za sintezu 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata N-1-sulfoniluracila

Razvijene su u¢inkovite metodologije za sintezu ciljanih spojeva: paladij(Il) katalizirane reakcije

kondenzacije, klik kemija, multi-komponentne reakcije, sinteza u mikrovalnom reaktoru.

Strukture priredenih derivata purina i pirimidina potvrdene su spektroskopskim metodama (1D i
2D NMR, FTIR, UV, HRMS), a u odredenim slu¢ajevima rendgenskom kristalografijom i ESI-
MS studijom.

U svrhu provjere Cisto¢e pripravljenih spojeva kako bi bili pogodni za bioloSka testiranja

razvijene su i gradijentne HPLC metode.

Novi derivati su sustavno testirani (MTT test) na humanim normalnim stanicama, izabranim
stanicama leukemija, limfoma i ¢vrstim tumorskim stanicama u in vitro pokusima i detaljno je
analizirana korelacija strukture i bioloske aktivnosti novih triazolnih derivata nukleobaza i

nukleozida.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Opécenito o purinskim i pirimidinskim nukleotidima, nukleozidima i

nukleobazama

Nukleotidi su fosfatni esteri nukleozida koji se sastoje od Secerne podjedinice, riboze (f-D-
ribofuranoze) u slucaju RNA ili deoksiriboze (2'-deoksi-f-D-ribofuranoze) u molekuli DNA te
purinske odnosno pirimidinske baze. Seéerna podjedinica je vezana na purinsku odnosno
pirimidinsku bazu $-N-glikozidnom vezom izmedu anomernog C-atoma $ecera (C1') i N9 atoma

imidazolnog prstena purinske baze odnosno N1 atoma pirimidinske baze (Slika 1).

R = OH, riboza
R = H, deoksiriboza
B=AG,CUIlT
6 7 6 7 4 4
1 1 N 3 3 5 R
NE N\ HN N\ NN HN
L LA T T
X, 4N 9 X 4 N9 6 > 6
N H,N N 07 27N 0 N
N H 2 3 H Hl H1
Adenin (A) Gvanin (G) Citozin (C) R =CHg, Timin (T) IV

| 1l m R = H, Uracil (U) 15
Slika 1. Strukture nukleozida.

Purinske baze koje izgraduju molekulu DNA su adenin (A) I i gvanin (G) Il te pirimidinske
citozin (C) I i timin (T) V. Molekulu RNA takoder izgraduju spomenute baze, ali je timin (T)
zamijenjen uracilom (U) 15. Unutar lanca nukleinskih kiselina nukleobaze su medusobno
povezane vodikovim vezama po principu komplementarnosti. Komplementarne baze kod DNA
SUAiITteGiC,akod RNAAiUteGiC. Nukleobaze gvanin i citozin povezane se preko tri
vodikove veze (G=C) pa su stabilnije od para baza adenin-timin/uracil koje su povezane preko
dvije vodikove veze (A=T/U) (Slika 2).
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R = CHg, Timin (T)
Slika 2. Sparivanje komplementarnih nukleobaza; a) uracil/timin=adenin (U/T=A) i b)

citozin=gvanin (C=QG).

Nukleozidi su podijeljeni u dvije osnovne skupine i to N-nukleozide i C-nukleozide. Prvu
skupinu karakterizira veza izmedu C1' atoma Secera (anomernog centra) i N-atoma baze (N1
pirimidina odnosno N9 purina) (npr. uridin 42) dok je u drugoj skupini nukleozida prisutna veza
izmedu C1' atoma Secera i C-atoma purinske odnosno pirimidinske baze (npr. pseudouridin V)
(Slika 3).

OH
a) b)

OH
HN HN

)’\| )\| on
o~ N o~ N

H
OH

OH

OH
Uridin Pseudouridin ()
42 \Y

Slika 3. Primjer: a) N-nukleozida i b) C-nukleozida.

Obje strukturne podjedinice nukleozida (Sec¢er i nukleobaza) podlozne su modifikacijama.
Promjene Secernog dijela molekule nukleozida ukljucuju modifikacije supstituenata na Seceru
i/ili zamjenu atoma kisika furanskog prstena nekim drugim atomom. Pored toga $to uzrokuju
kemijske i fizikalne promjene svojstava molekula, takve strukturne modifikacije mogu dovesti i

do konformacijskih promjena molekula te znacajno utjecati na biolosku aktivnost kao i1



toksi¢nost spojeva. Supstitucijom atoma kisika furanskog prstena ugljikom ili nekim drugim
heteroatomom kao $to su dusik, sumpor ili fosfor nastaju tzv. karbocikli¢ki, aza-, tio- odnosno
fosfo- nukleozidi (Slika 4). Karbociklicki nukleozidi (karbanukleozidi) kod kojih je D-riboza
zamijenjena nekim ciklopentanskim sustavom manje su podlozni hidrolizi kataliziranoj
fosforilazama, uglavnom imaju vecu biolosku stabilnost i manje su toksicni.™

Uklanjanjem 2'-OH skupine nastaju 2'-deoksi, a uklanjanjem 2'- i 3'-OH skupina 2',3'-dideoksi
derivati nukleozida dok dodatnom redukcijom C2'-C3' kovalentne veze nastaju 2',3'-didehidro-
2',3'-dideoksi nukleozidni analozi (Slika 4).

B B B B
HO HO HO HO O  OR
y \/
N S P
. . . .
OH R OH R OH R OH R

Karbociklicki nukleozidi Azanukleozidi Tionukleozidi Fosfonukleozidi
R=Hili OH
B=AG CUIlT
B B B ! B
HO HO HO : OH
(0] (@] (0] H (0]
1' 1 E
OH R | R OH
2'.3'-dideoksi nukleozidi 2',3'-didehidro-2',3'-dideoksi nukleozidi D-nukleozidi L-nukleozidi

Slika 4. Primjeri modifikacija nukleozida u domeni Secera.

Osim prirodno prisutnih D-nukleozida sintetizirani su i njihovi enantiomeri, L-nukleozidi (Slika
4). Oni nisu supstrati za prirodne enzime sisavaca, ali ih uspje$no prepoznaju virusni odnosno
bakterijski enzimi. Upravo je tako postignuta minimalna toksi¢nost uz istovremenu dobru
antivirusnu/antibakterijsku aktivnost. Ova skupina nukleozida pokazala je izvrsne bioloske
rezultate potencijalnih anti HIV (krat. HIV, engl. Human Immunodeficiency Virus) spojeva.™

Posebnu skupinu modificiranih nukleozida ¢ine izonukleozidi, a karakterizira ih to §to je
purinska odnosno pirimidinska baza vezana na Secer preko C2' ili C3' atoma, a ne preko
anomernog centra. Takvim premjeStanjem heterociklicke baze tzv. ,,nova” glikozidna veza manje

je podlozna enzimskoj hidrolizi."



Osim spomenutih, nukleozidi kod kojih Se¢erna podjedinica ima dva heteroatoma unutar prstena,
posebno diokso-'® i oksotio-}" nukleozidi pokazali su znaajan potencijal kao antivirusni
agensi.*®

S druge strane, acikli¢ki nukleozidi u svojoj strukturi uop¢e nemaju Se¢ernu podjedinicu odnosno
ona je zamijenjena aciklickim supstituentima. Prvi aciklicki nukleozidni derivat, strukturni
analog gvanozina koji se pokazao kao selektivni inhibitor replikacije Herpes simplex virusa
(HSV) je aciklovir 6.1*% Njegova izvanredna klini¢ka uginkovitost kao antivirusnog agensa

potaknula je veliko zanimanje opéenito za acikli¢ke nukleozide.*>*

Osim transformacija Secernog dijela molekule nukleozida Siroko podrucje znanstvenog interesa
zauzima i kemija nukleozidnih analoga kod kojih su provedene transformacije u domeni
heterociklickih baza. Ta kemija objedinjuje vrlo Siroki spektar nukleozidnih derivata koji

pokrivaju iznimno veliko podrucje terapijske primjene.

Zahvaljujuéi velikom interesu za ovo podru¢je kemije razvijene su brojne sintetske metode
priprave nukleozidnih analoga. Poseban doprinos ocit je u razvoju niza novih metodologija
generiranja veze ugljik-ugljik Sto je rezultiralo sintezama velikog broja novih derivata, kako

nukleozidnih tako 1 opéenito.

2.2. Elektronska struktura purinskih i pirimidinskih nukleobaza

Pirimidinske nukleobaze izgraduje SesteroClani prsten s dva atoma duSika, a purinske se sastoje
od dva kondenzirana prstena - pirimidinskog i imidazolnog (Slika 1). Nukleobaze imaju
trigonalne sp? hibridizirane atome. Dusikovi atomi koji su povezani s tri druga atoma c-vezama
sudjeluju s dva p-elektrona u m-elektronskom sustavu prstena i nemaju neveznih, n-orbitala.
Takvi su atomi N1 i N-atom egzociklicke amino skupine citozina, N1 i N3 atomi uracila i timina
te N9 i N-atomi egzociklickih amino skupina adenina i gvanina i N1 atom gvanina. Dusikov
atom koji je povezan s dva druga atoma c-vezama (N3 atom citozina, N1 adenina te N3 i N7
atomi adenina i gvanina) sudjeluje samo s jednim p-elektronom u mt-elektronskom sustavu i ima
dva elektrona u neveznoj orbitali. Kisikovi atomi zbog keto-enolne tautomerije mogu, kod enola,

stvarati dvije c-veze i tada sudjeluju s dva p-elektrona u aromatskom sustavu i imaju dva



elektrona u neveznoj orbitali. U slu¢aju keto tautomera stvara se jedna c-veza, jedan p-elektron
ulazi u aromatski sustav, a po dva elektrona nalaze se u dvije nevezne orbitale.

Atomi koji sudjeluju s dva elektrona u zajednickom =n-elektronskom sustavu imaju smanjenu
elektronsku gustocu tj. pozitivan parcijalni naboj (6+) dok atomi koji sudjeluju samo s jednim p-
elektronom u aromatskom sustavu imaju dva elektrona u neveznoj orbitali i time negativan

parcijalni naboj (3-).

2.3. Reaktivnost purinskih i pirimidinskih nukleobaza

U reakcijama s elektrofilnim reagensima najreaktivniji su atomi s najve¢om elektronskom
gustocom kao Sto je polozaj C5 pirimidinskih baza dok u reakcijama s nukleofilnim reagensima
najvecu reaktivnost imaju atomi s najmanjom gusto¢om elektrona (C2, C4 1 C6 polozaji

pirimidina).

Karakteristi¢ne reakcije pirimidinskih baza su reakcije supstitucije i adicije.

Elektrofilnoj supstituciji podlijezu protoni u polozaju N1 i N3, proton u polozaju CS5 te protoni
amino skupine na C4 polozaju citozina. Zahvaljuju¢i keto-enolnoj tautomeriji moguca je 1
elektrofilna supstitucija protona na enolnim kisikovim atomima u polozaju C2 i C4 (Slika 5).
Nukleofilnoj supstituciji podlijezu polozaji C2, C4 i C6 pirimidinskih baza (Slika 5). Reakcije
adicije na C5, C6 dvostruku vezu pirimidinskog prstena mogu biti elektrofilne, nukleofilne i
radikalske.?
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Slika 5. a) Reaktivnost pirimidinskih nukleobaza: a) aktivna mjesta za elektrofile; b) aktivna
mjesta za nukleofile.

Kod purinskih baza elektrofilnoj supstituciji podlozni su polozaji N3 i N7, proton u polozaju N1
gvanina, N9 adenina i1 gvanina te protoni egzociklickih amino skupina. Elektrofilna supstitucija
tekoder je moguca i na enolnom atomu kisika na polozaju C6 gvanina opet zbog keto-enolne
tautomerije (Slika 6). Nukleofilnoj supstituciji podlijezu atomi u polozajima C2, C6 i C8, a

dvostruka veza C4, C5 inertna je na adiciju (Slika 6).

a) k | \8 H
Z\N 47>N9

Adenin (A) Gvanin (G)
1 1

Slika 6. a) Reaktivnost purinskih nukleobaza: a) aktivna mjesta za elektrofile; b) aktivna mjesta
za nukleofile.



2.4. Paladijem katalizirane reakcije sinteze nukleozidnih analoga

Kada je 1953. obznanjen model DNA kao dvostruke uzvojnice te objasnjen princip genetskog
koda i uloga nukleinskih kiselina u stanicama, ispitivanje bioloske aktivnosti nukleozida i
njihovih fosforiliranih derivata postalo je fundamentalno i neiscrpno podrucje znanstvenog
interesa. Poseban poticaj razvoju istrazivanja omogucilo je i razumijevanje metabolickih procesa
nukleozidnih derivata u in vitro i in vivo uvjetima. Uz rast zanimanja za ovu skupinu spojeva
rodena je i ideja 0 moguéoj metabolickoj interferenciji s drugim biokemijskim procesima te je
tada postalo jasno da ¢e ovi spojevi naci primjenu i kao lijekovi. Prvi radovi iz ovog podrucja bili
su usredotoCeni na transformaciju ili nukleobaze vezane na neki prirodno prisutan Secer ili je
transformacija provedena samo na Secernoj komponenti prirodnog nukleozida. Tek 1974. godine

619 20 %

otkriéem prvog primjenjivog antivirusnog lijeka aciklovira interes se prosirio i na spojeve u

kojima se nukleobaza i Seéerna komponenta znacajno razlikuju od prirodnih struktura te je

otkriveno da neki od njih imaju antitumorsku, antivirusnu i/ili antibakterijsku aktivnost (Slika 7).

a) b)

e ;> T %ﬁ xﬁ Iy
LT R

OH (0]
Aciklovir Ganciklovir Lamivudin (3TC) Abakavir Zidovudin (Azidotimidin, AZT)
6 VI 1 Vi I1X
NH,
e) f) 9) o
N/ | \>
—N NH
K N (e} Ni o] 1)
N W% X o
o HO N HO
o NH,
Ho— I/
~r—/ HO OH HO OH
/ CHs
HO
Tenofovir Ribavirin Showdomicin
X Xl X1

Slika 7. Primjeri bioloski aktivnih nukleozidnih derivata.



Na Slici 7 prikazani su razliciti bioloski aktivni derivati nukleozida u terapijskoj primjeni: a)
aciklovir 6, inhibitor HSV-a i Varicella zoster virusa (VZV);**? b) ganciklovir VI, inhibitor
citomegalovirusa (CMV);? ¢) lamivudin (3TC) VII, derivat u terapiji kroni¢nog hepatitisa B
(anti HBV);?° d) abakavir VIII i zidovudin (ATZ) IX, anti HIV spojevi, nukleozidni inhibitori
reverzne transkriptaze;®® e) tenofovir X, anti HIV spoj, nukleotidni inhibitor reverzne

23,24,25,26
0)

showdomicin XII, nukleozidni antibiotik u terapiji oboljenja uzrokovanih nekim Gram-
27,28

transkriptaze;® ) ribavirin X1, derivat u antivirusnoj terapiji DNA i RNA virusa;

pozitivnim bakterijama.
U potrazi za novim nukleozidnim derivatima koji bi takoder bili u klini¢koj primjeni razvijene su
brojne metode njihove sinteze. Tako je posljednjih godina intenzivno razvijeno podrucje
primjene paladijem kataliziranih reakcija adicija i1 supstitucija. Jo$ Sezdesetih godina proslog

., . . .. 29,30,31
stolje¢a otkrivena je Heckova reakcija®®>"?

generiranja veze ugljik-ugljik, ali je njena primjena
intenzivirana tek osamdesetih godina kada su Bergstrom i sur. objavili nekoliko radova u kojima
opisuju reakcije povezivanja nukleozida s alilnim halidima,® olefinskim spojevima® i alilnim
kloridima, alkoholima i acetatima.*® Od tada se Heckova reakcija intenzivno upotrebljava u
sintezama nukleozidnih analoga, posebno u reakcijama modifikacija C5 poloZaja pirimidinskog
prstena odnosno C2, C6 ili C8 polozaja purinskog prstena. Devedesetih godina Heckova se
reakcija po&ela primjenjivati i u sintezi ranije spomenutih C-nukleozida.*® Druga metoda Pd(0)
katalizirane reakcije aliliranja, tzv. Tsuji-Trostova reakcija takoder je pokazala veliki potencijal
zbog Siroke primjene i realtivno jednostavnih reakcijskih uvjeta.*® Veé su 1988. godine Trost i
sur. % objavili prvi primjer direktne supstitucije heterociklicke baze na karbociklu kataliziranu
paladijem gdje je prikazana sinteza prirodnog karbocikli¢kog nukleozida aristeromicina.

Paladijem katalizirane reakcije mogu se provoditi 1 s razli¢itim organometalnim spojevima kao

30,37

Sto su organokositreni (Stille),*>*" organocinkovi (Negishi),® organosilicijevi (Hiyama)® ili

organoborovi (Suzuki).*
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2.4.1. Paladijevi spojevi, kompleksi i ligandi

Paladij odnosno njegovi spojevi koji se primjenjuju u organskoj sintezi postoje u tri oksidacijska
stanja; Pd(0), Pd(ll) i Pd(IV), a njihovoj interkonverziji moZzemo zahvaliti Siroki spektar
primjene paladija u organskoj kemiji. Pd(0) kompleksi su vrlo nestabilni nukleofili koji se lako
oksidiraju do Pd(II). Najveca sintetska primjena Pd(0) oCituje se u oksidativnoj adiciji arilnih,
vinilnih ili alilnih halogenida ili triflata na Pd(0) Sto se koristi kod priprave heterocikla. Pd(II)
kompleksi iznimno su znacajni u podrucju organopaladijeve kemije. Oni su tipic¢ni elektrofili
topljivi u vedini organskih otapala i stabilni na zraku zbog cega se njima lako rukuje i ne
zahtijevaju posebne uvjete ¢uvanja. Najces¢i organski supstrati za Pd(IT) su elektronima bogate

specije kao Sto su olefini, alkini 1 areni.

2.4.1.1. Paladijevi kompleksi

Brojni Pd(II) kompleksi op¢e formule PdCI,L; relativno se jednostavno prireduju iz PACI, X1 i
odgovarajuceg liganda L. Za potrebe izrade ove disertacije takoder je prireden Pd(II) kompleks s
PPh3 kao ligandom otapanjem u dimetilformamidu (DMF) uz zagrijavanje i dodatkom PdCl; pri
¢emu hladenjem kristalizira Zeljeni kompleks, PdCl,(PPhs),, bis(trifenilfosfin)paladij(I1) diklorid
(X1V).*#1 Oligomerna struktura [PdCl,],, inace slabo topljiva u vodi i organskim otapalima,
moze se razoriti te se upravo tako formira kompleks PdCl,L,. Osim PdCl, Siroku primjenu u
sintezi ima takoder 1 paladijev spoj Pd(OAc); XV, koji jednostavnom redukcijom s reduciraju¢im
agensima (npr. metalni halogenidi NaBH,4, LiAlH,4, alkeni, alkoholi ili tercijarni amini) uz
prisutnost fosfinskog liganda in situ daje Pd(0)(RsP), (R = Me, Ph). Fosfin takoder i sam moze
biti reducirajuci agens te tako tretiranjem Pd(OAC), odgovaraju¢im ekvivalentom PPhs nastaje
Pd(0) specija i fosfin-oksid. U Pd(II) kataliziranim reakcijama ¢esto se primjenjuju i kompleksi s
organskim nitrilima kao §to su PdCI,(RCN), (R = Me, Ph).** Komercijalno su dostupna dva
Pd(0) kompleksa; Pd(PPh3)s, tetrakis(trifenilfosfin)paladij(0) (XVI) i Pd,dbas-CHClIs,
tris(dibenzilidenaceton)dipaladij (XVI1) (Shema 1).
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PPh
PA(OAG), pdcl, § 2 o | PdCI,(PPhy),
XV Xl DMF XIV

PPhy
Ph A~ P
a dg NaOAc

PA(OAC),(PPhs), o MeOH

l (dba)

2PPh,
PA(Phy, <= | PdCPh)) <— pa(aba,
4 \ l CHCl,

Pd,(dba);-CHCI;
XVIH

Shema 1. Sintetski putevi priprave Pd(0) kompleksa XV1 i XVII te Pd(11) kompleksa XIV.

Na Shemi 1 prikazana je i moguénost prevodenja jednog Pd(0) kompleksa u drugi. Kompleks
XVII gdje je atom paladija koordiniran na olefinsku vezu dibenzilidenacetona (dba) moze se
prevesti u PdL, (L je obi¢no fosfinski ligand) reakcijom izmjene liganada u otopini.

Sto se ti¢e Pd(IV) kompleksa oni su vrlo rijetki (poznato je nekoliko primjera)43 1 slabo istraZeni.
lako postoje primjeri prisutnosti prijelaznih Pd(IV) specija kao intermedijera u paladijem
kataliziranim reakcijama ¢ini se kako je uloga Pd(IV) u m-olefinskoj i m-alkinskoj kemiji sinteze

heterocikla vrlo mala.

2.4.1.2. Paladijevi ligandi

Kao ligandi u paladijevim kompleksima ¢esto se upotrebljavaju fosfini. Najvise se koristi PPhg,
ali 1 AsPhs i tri(2-furil)fosfin koji takoder mogu ubrzati transmetalacijski stupanj primjerice
Sonogashirine reakcije. Pogodan ligand u katalitickim reakcijama povezivanja je i tri(4-
metilfenil)fosfin [P(o-tol)3]. Vaznu ulogu u nekim reakcijama imaju i kelatni bidentatni fosfinski
ligandi kao $to su 1,2-bis(difenilfosfin-etan) (dppe), 1,3-bis(difenilfosfin-propan) (dppp) i 1,4-
bis(difenilfosfin-butan) (dppb). Vrsta difosfinskog liganda moze znacajno utjecati na reakciju no
jo§ uvijek nije razjasnjeno na koji nacin. Znacajni ligandi paladijevih kompleksa u asimetri¢noj
sintezi su kiralni fosfini, a posebice oni s binaftilnom okosnicom. Najzastupljeniji organofosforni
kiralni ligand u asimetri¢noj sintezi je 2,2'-bis(difenilfosfin)-1,1'-binaftil (BINAP) (Slika 8).***

Ligandi BINAP-tipa, unato¢ velikoj =zastupljenosti u asimetri¢noj sintezi, nisu dali

12



zadovoljavaju¢e rezultate u Pd(0) kataliziranim reakcijama

l l PPh,
‘O h

desimetrizacije mezo-spojeva.

Slika 8. Strukturna formula BINAP liganda.

alilne supstitucije, a posebno

2.4.2. Paladijem katalizirane reakcije generiranja C-C veze u nukleozidnoj kemiji

Osnovni razlog za veliku upotrebu paladija u sintezi je Sirok spektar strukturnih transformacija

generiranjem nove veze ugljik-ugljik kao i to $to se paladijevi kompleksi koriste u katalitickim

koli¢inama §to je vazno kako s ekonomskog tako i s ekoloSkog stajaliSta. Takoder, za razliku od

vecine kompleksa prijelaznih metala (rutenij, rodij, molibden), kompleksi na bazi paladija nisu

ekstremno osjetljivi na vlagu, kisik i kiseline pa su eksperimentalni uvjeti za izvodenje ovih

reakcija relativno jednostavni. Kao §to je u prethodnom poglavlju navedeno, u paladijem

kataliziranim reakcijama povezivanja mogu se koristiti paladijevi kompleksi sa Sirokom paletom

liganada, a u Tablici 1 prikazane su najée$ce reakcije povezivanja primijenjene u kemiji

nukleozida.

Tablica 1. Pregled najvaznijih reakcija povezivanja u nukleozidnoj kemiji.

Reakcijska shema

Vrsta transformacije

Naziv reakcije

umetanje
(karbopaladiranje)

Heckova

R PdX
0
RPAX + CcO —> )J\
R PdX

umetanje

Karboniliranje

RPdX+ R'M —» R—R'

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

transmetaliranje

M =-SnR; — Stilleova

M = -BX; — Suzuki-Miyaurina
M = -ZnX — Negishijeva

M = -SiR; — Hiyamina

/\/ld(’w%\\—NtL/\/N”

de

n-alilni kompleks

Tsuji-Trostova

transmetaliranje
Cu— Pd

Sonogashirina
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2.4.2.1. Heckova reakcija

Paladijem katalizirana reakcija generiranja veze ugljik-ugljik izmedu arilnih/vinilnih halogenida
i aktiviranih alkena uz prisutnost baze naziva se Heckova reakcija (sprezanje), a poznata je i pod

nazivom Mizoroki-Heckova reakcija (Shema 2).%%

Pd(0)
RIX + RA — R2
V/ baza V/\Rl
R = alkenil, aril, alil, alkinil, benzil

R? = alkil, alkenil, aril, vinil, -CO,R, -OR, -SiR3, -CN i sl.
X =1, OTf, Br, Cl

Shema 2. Opc¢a shema Heckove reakcije.

Visoka kemoselektivnost i blagi reakcijski uvjeti ¢ine ovu reakciju izuzetno korisnom i ¢esto
primjenjivanom metodom u organskoj sintezi.*® Osim toga, velika prednost Heckove reakcije je i
tolerancija na niz funkcionalnih skupina; karboksilnih, esterskih, amidnih, karbonilnih, cijano,
hidroksilnih, eterskih i amino koje tijekom reakcije ostaju ocuvane. Op¢i mehanizam Heckove

reakcije prikazan je Shemom 3.

Pd(lT)
A| Redukcija
Baza-HX RI— X
Reduktivna
eliminacija HX PAOL o -
Baza F B Oksidativna adicija
| i
I
L— ||3d —L L—Pd—L
X X
RIV/\ /\ R?
R2 £ C C
RTUTR Koordinacija molekule
B-eliminacija hidrida R alkena

R? L

R? |

L—Pd—L L7 Fl’d_

)l( \_< X Rz
sin-adicija L

Shema 3. Kataliticki ciklus Heckove reakcije.

Prvi stupanj (A) je redukcija Pd(Il) kompleksa do Pd(0) potrebnog za kataliticki ciklus. Kao
katalizatori se CeS¢e koriste Pd(II) soli [PdCIl, XIII ili Pd(OAc), XV] ili Pd(Il) prekursori
[PACI,(PPh3), kompleks XIV] zbog nestabilnosti Pd(0) kompleksa. 1z tih soli se kataliti¢ki
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aktivne vrste mogu generirati in situ u reakcijskoj smjesi djelovanjem otapala ili odgovarajucih
liganada (npr. fosfina). Sljede¢i stupanj u nizu je oksidativna adicija (B) halogenalkena ili
halogenarena pri ¢emu nastaje o-alkenilni ili o-arilni paladijev(ll) kompleks. Elektrofilnost tog
kompleksa je povecana te stoga koordinira molekulu alkena (C) u zamjenu za jedan svoj
ligand. Ako su alkenilni (arilni) paladijev(ll) kompleks i alken u cis-orijentaciji, rotacijom alkena
postize se koordinacija u ravnini, nakon ¢ega slijedi sin-adicija (D) o-alkenil- ili o-aril-
paladijeve veze na dvostruku C-C vezu, ¢ime nastaje o-[(S-aril)alkil]-paladijev kompleks. Zatim
dolazi do p-eliminacije hidrida (E), koja se dogada nakon zavrSetka interne rotacije oko
novonastale veze. Naime, da bi doslo do eliminacije hidrida potreban je sin-periplanaran polozaj
vodika u odnosu na halogenopaladijev ostatak. Reduktivna eliminacija HX (F) iz
halogenopaladijevog hidrida potpomaze se dodatkom baze te se tako regenerira aktivni
katalizator za idu¢i kataliticki ciklus.

Stupanj koji uvjetuje brzinu Heckove reakcije je oksidativna adicija halogenalkena ili
halogenarena na paladijev kompleks koja ovisi o prirodi odlazece skupine (Arl > ArOTf > ArBr
>> ArCl). Heckova se reakcija odvija u temperaturnom intervalu izmedu 70 °C i 120 °C, a
najéeSc¢a otapala su aproti¢na kao §to su heksametilfosforamid (HMPA), DMF, CH3CN i N-
metil-2-pirolidon (NMP). Ulogu otapala moze imati i alken ili organska baza koji se dodaju u
suvisku, a ponekad se reakcije mogu provoditi i u alkoholima ili &ak vodi.*"*®

Sto se ti¢e baza, upotrebljavaju se tercijarni amini (najéeiée EtsN), a takoder i N,N-
diizopropiletilamin (DIPEA) i N,N-dicikloheksilmetilamin (Cy,NMe) te anorganske baze
(NaHCO3, NaOAc, Na,CO3).

Bergstrom i sur. jo§ su 1982. godine® objavili opseZnu reviju o primjeni organometalnih
intermedijera u sintezi C5 supstituiranih pirimidinskih nukleozida, a prvu reakciju povezivanja
olefina i nukleozida objavili su davnih 70-ih godina.®****° Ta metoda kasnije je primijenjena u
nizu reakcija priprave C5 pirimidinskih tioeterskih nukleozida,®® biotinom oznagenih DNA-

proba,® u reakcijama vezanja kompleksa Zeljezo-EDTA s oligonukleotidom,

u reakcijama
sinteze oligomera s tris(2,2"-bipiridin)rutenij(I1),>* reakcijama priprave nukleozid-peptid
konjugata® i u sintezi oligodeoksiribonukleotidnih metil-tioeterskih proba.>

Shaughnessy i Cho® u svom su radu prikazali moguénost primjene Heckove metode u
reakcijama povezivanja 5-joduridina s alkenima u vodenom mediju i bez prisutnosti fosfina.

Jedan od najnovijih primjera primjene Heckove reakcije je i sinteza 5-(E)-(3-
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trifluoroacetamidoalil)-2'-deoksicitidina (XI1X) u reakciji 5-jodo-2'-deoksicitidina (XVIII) i N-

alil-2,2,2-trifluoro-acetamida (Shema 4).>®

CF4
NH, 1. /K NH, CF,4
| \/\H o /K
N NT ~ N 0
| (CH3),NCH(OCHy),, LIOAc(H,0),, LiCl, | H
Bu,NCI, DMF, Ar, 55 °C
o) N > O N
2. Pdy(dba)s
Q 3.1 M HCI (aq) Q
OH OH
OH OH
XVIII XIX

Shema 4. Sinteza 2'-deoksicitidinskog derivata X1X u jednom reakcijskom stupnju (engl. one-pot

reakcija).

Uklanjanjem trifluoroacetatne skupine nekonvencionalnom metodom metilaminom u etanolu iz
derivata XIX dobiven je C5-alilamino modificirani nukleozidni analog kao vazan intermedijer u
sintezi amino-modificiranih nukleinskih kiselina.>®

Osim primjera Heckove reakcije na pirimidinskim analozima metoda je primijenjena i u sintezi
purinskih derivata. Jednostavan primjer arilacije C8-viniladeninskog nukleozida XX objavili su
Lakshmana i sur. (Shema 5).%° Koristili su Siroki spektar aril jodida i bromida, a katalizator
reakcija generiran je in situ iz smjese Pd(OAc),/P(o-tol)s/EtsN. Vazno je istaknuti kako je u
vecéini reakcija kao jedini produkt izoliran trans izomer dok je samo u nekim slucajevima

opazeno i nastajanje Cis izomera za §to je predlozen i odgovaraju¢i mehanizam.
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Br
OY@
NH, CH, NH, o
E
= N CH, Pd(OAC),/P(o-tol)s = N
> w1 o
> 3
N N
N N N N

OTBDMS OTBDMS
o (0]
OTBDMS OTBDMS
OTBDMS TBDMS = tert-butildimetilsilil OTBDMS
XX XXI

Shema 5. Primjer arilacije C8-viniladeninskog nukleozida XX i nastanak trans izomera XXI.

C8-viniladeninski nukleozid XX kao i njegov 2'-deoksi analog pripravljeni su Stilleovom
metodom s tetravinilstananom ili tributil(vinil)stananom uz Pd(PPhsz)s XVI u DMF-u, NMP-u ili
bezvodnom THF-u odnosno Suzuki-Miyaurinom metodom s kalijevim viniltrifluoroboratom uz
PdClI, X111 i PPh3 u smjesi THF/H,O.

Modifikacije C5 polozaja pirimidina 1 C8 purina posebno su znacajne 1 zbog mogucnosti
ugradnje tako transformiranih struktura u ciljane sekvence oligonukleotidnog lanca DNA/RNA,
a u svrhu povecanja stabilnosti uzvojnice. Primjena tako modificiranih oligonukleotidnih lanaca
mogla bi biti korisna u terapiji baziranoj na tzv. ,,antisense” i antigenskoj strategiji. Primjenom
Heckove metodologije Graham i sur.’* objavili su tako sintetske puteve priprave serije C5
modificiranih  2'-deoksiuridinskihn  monomera  XXIVa-d (Shema 6), 8-propinil-2'-
deoksiadenozinskog XXVII i 2'-deoksigvanozinskog monomera XXIX (Shema 7) pogodnih za

izgradnju modificiranih oligonukleotidnih sekvenci.
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CI\ H
R P-0 R
o (o] C/ N o C/
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' cul, Hc=C-R & /)~ Z
,HC=C- HN HN
j\ Pd(PPhs), )\ | DIPEA 2\ |
—»
o N ELN,DMF g N THF o N
CN
o) 0 Q ,//
/o
OH OH O/P\
ODMTF ODMTF ODMTY N
XXII XXllla-d  8) R = CH,TMS XXIVa-d a)R=CH,TMS

b) R= (CH2)3CH3
¢) R = CH,TBDMS
d) R=TMS

b) R= (CH2)3CH3
¢) R=CH,TBDMS

dR=H
TMS = trimetilsilil
TBDMS = tert-butildimetilsilil

Shema 6. Op¢i sintetski put priprave 2'-deoksiuridinskih derivata XX1Va-d.

NHBz

\>—C_C—CH3 K —CHs oy

NH, NH,

Cul, HC=C-R
Pd(PPhg), N

Et;N, DMF

o
ol ol d |
OH OH o P\N

ODMT ODMT!
r r ODMTY /k
XXV XXVI XXVII
DMTr = dimetoksitritil
HN
)\ \>—Br — )\ \>—C—C—CH3
AN N P N \N TN /\

| | o

o O/ \N/k
ODMTr /K

XXIX

ODMTr
XXVII

Shema 7. Op¢i sintetski put priprave 8-propinil-2'-deoksiadenozinskog monomera XXVI1 i
analognog 2'-deoksigvanozinskog monomera XXIX.

18



2.4.2.2. Stilleova reakcija

Migita-Kosugi-Stilleova reakcija sprezanja ili poznatija pod nazivom Stilleova reakcija®’ (Shema
8) je reakcija generiranja veze ugljik-ugljik u kojoj sudjeluju aril-, alkenil- ili alkilstanani i aril-

/alkenil- halogenidi ili arendijazonijeve soli.
Pd(0)
RIX+ R?—SnR%; —» R!—R?+ X—SnR%,
R = vinil, acil, aril, alil
R? = alkil, vinil, alil, aril

R3 = alkil, aril
X=Br, |, OTf, Cl,...

Shema 8. Opc¢a shema Stilleove reakcije.

Op¢i mehanizam Stilleove reakcije prikazan je Shemom 9.

Pd(It)
Al Redukcija
RI—R? RI—X
Pd(0)L,
Reduktivna Oksidativna adicija
eliminacija D B
R! R!
| |
L— I?d —L L—Pd—L
|
R? X
C
Transmetalacija
X—5nR3, R*—SnR?;

Shema 9. Kataliticki ciklus Stilleove reakcije.

Prva dva stupnja katalitickog ciklusa identi¢na su ciklusu Heckove reakcije. Prvi stupanj (A) je
redukcija Pd(I) kompleksa do Pd(0) kao Kkataliticki aktivne specije, a drugi stupanj je
oksidativna adicija (B) organohalogenida pri ¢emu nastaje cis-intermedijer. Nakon
izomerizacije u trans-izomer slijedi stupanj transmetalacije (C) tj. organometalne reakcije koja
ukljucuje transfer liganda s kositra na paladij i pri tom nastaje Pd(Il) intermedijer. U zadnjem
stupnju tj. reduktivnom eliminacijom (D) oslobada se zeljeni produkt i aktivna Pd(0) specija za
idu¢i kataliticki ciklus.

Odlaze¢a skupina uglavnom je halogen ili triflat, a opcenito je u paladijem kataliziranim

reakcijama aliliranja s alil-BusSn preferiran aril-bromid u odnosu na aril-jodid. Kositar, kao §to
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je vidljivo iz Sheme 9, povezan je s Cetiri supstituenta od kojih samo jedan sudjeluje u reakciji
povezivanja. Kod nesimetricnih organostanana, kositar obi¢no veze tri iste skupine [-CHjs, -
(CH2)3CHs], a cCetvrta je ona koja sudjeluje u reakciji. Najéeséi katalizatori koji se koriste u
Stilleovoj reakciji su Pd(PPhs); XVI kao Pd(0) i benzilbis(trifenilfosfin)paladij(ll) klorid
(BnPdCI(PPhg),) kao Pd(Il). Najcesce koristeni ligand je PPhs, ali se upotrebljavaju i drugi
ligandi (AsPhs, tri(2-furil)fosfin, i dr.). Jedan noviji primjer primjene Stilleove reakcije arilacije
C8 polozaja derivata 8-bromgvanozina XXXII objavili su Hobley i sur.?? Katalizator Stilleove
reakcije generiran je in situ iz Pd(OAc), XV i dppp odnosno AsPhs kao liganda, a kao otapalo je
posluzio NMP ili DMF (Shema 10).

OR2 OR?
1. n-BuLi, THF, heksan, -78 °C
n Nao B 2.Bussncl,-78°C R | Ny OB
F F
XXXa-d XXXla-d
3',5-i-Bu-8-BrdG
OR? XXXII
N
Ar = R N i
N
F HN N\
)\ | >7Ar

a) R'=CHg, R?=Bn N \N N
b) R!= CH3, R? = PMB 2
¢)R'=H, R?=PMB
d) Rl = H, R? = (CH,),TMS g

Bn = benzil ) ] OR

PMB = p-metoksibenzil

TMS = trimetilsilil

XXXIlla-d OR R = COi-Pr

Shema 10. Sintetski put priprave 8-arilgvanozinskih derivata XXXIlla-d.

Ovaj primjer je zanimljiv jer je poznato da se gvanin i njegovi derivati mogu samoorganizirati u
makrociklicke sustave, planarne tetramere tzv. G-tetrade, a koje potom m-interakcijama tvore tzv.
G-kvadruplekse. Dodatnom funkcionalizacijom tj. uvodenjem heteroaromatskih sustava u C8
polozaj gvanina omoguceno je stvaranje dodatnih medumolekulskih vodikovih veza, a poznato je
da funkcionalne skupine fenilnog prstena u C8 polozaju omogucuju stvaranje supramolekularnog

kompleksa znatno veée stabilnosti.®® Modifikacije C8 polozaja purinskih nukleozida (posebice
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alkilacije) od posebnog su znaCaja i zato jer omogucuju promjenu Sin/anti konformacije
nukleozida.®*

Osim NMP-a i DMF-a kao otapalo u Stilleovim reakcijama koristi se i DMSO, a reakcije se
obi¢no provode na temperaturi refluksa. Dodatak Cul odnosno CuO ili Cu,O kao kokatalizatora
pomaze transmetalaciji i to je zapravo stupanj koji odreduje brzinu reakcije, a posebno je vazan u
reakciji gdje se koriste vrlo razgranati derivati organostanana. Jedna od prednosti Stilleove

reakcije je tolerancija niza funkcionalnih skupina, a takoder 1 stabilnost i dostupnost

organostatana.
Primjeri paladijem kataliziranih C8 alkilacija,®® arilacija ili uvodenja alilnog®® odnosno
Vinilnoges'66 supstituenta Stilleovom metodom sa simetricnim (R4Sn) odnosno nesimetri¢nim

(YSnRs, Y= alil, vinil) organostananima u kemiji adenozina i gvanozina poznati su jo$ iz 90-ih
godina (Slika 9).

( N N
NH, A~ X
R = CHy, CHaCHy, HCZ
NZ N NZ N OEt
k | \>—R éze'}l—T:H )\ | \>_R R= )\ HZC/\
\N N X=Y=0H y \N N H,C
Y
X=NH,, Y =H
X=0OH, Y =NH,
o] ol
X OH
OH L OH

Slika 9. Primjeri C8 supstituiranih purinskih derivata dobivenih Stilleovom metodom.

Ozola i sur.®” objavili su sintezu nekoliko 2,6-diaminopurinskih derivata XXXVa-d supstituiranih

s furanom i tiofenom u C8 polozaju purina (Shema 11).
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NH, NH;

NZ N BusSNR N
| \\ Br >
)\ N/ PdCl,(dppb) X
H,N N CuO, DMF H,N N
2 OH "Mi0-c OH
o o
OH OH
OH OH
XXXIV XXXVa-d

oo og
a) b) c) d)

Shema 11. Sintetski put priprave purinskih derivata XXXVa-d supstituiranih s furanom i

tiofenom u C8 polozaju purina.

Reakcije su provedene Stilleovom metodom u DMF-u, a kao katalizator je upotrijebljen
dikloro(difenilfosfin-butan)paladij(Il) [PdCl,(dppb)] uz dodatak kokatalizatora CuO koji je

ubrzao reakciju i povecao iskoristenje produkata.

Primjer C5 supstituiranih pirimidinskih analoga je rad koji su objavili Farina i Hauck.?® U svom
radu prikazali su reakcije povezivanja 5-joduracila i 5-jod supstituiranih uridinskih derivata s

razli¢itim nezasi¢enim organostananima (Shema 12).

O e}
|
HN | BuzSnR
)\ sz(dba)3 tri(2- furll)fosfln )\
(@) N MP, s.t.
H
XXXVI XXXVlla-e
- N N / \ Ph
R= H,C
H,CO
a) b) c) d) €)

Shema 12. Sintetski put priprave C5 supstituiranih uracilnih derivata XXXVlla-e.
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Specifi¢nost je prikazanih reakcija njihova ovisnost o tipu i koli¢ini primijenjenog paladijevog
katalizatora. Tako je od upotrijebljenihn (MeCN),PdCl,, Pd(PPh3); XVI i Pddbas/tri(2-
furil)fosfin najbolje reakcijsko iskoriStenje pri sobnoj temperaturi dao posljednji primjer s
Pd,dbas.

Zanimljivi primjeri modifikacije C5 polozaja pirimidina su i sinteze 5-supstituiranih 2'-
deoksiuridina primjenom simetri¢nih organostanana (R.Sn, R = Me, vinil, fenil)® i antiherpesnih
derivata 2'-deoksi-4'-tioprimidina.”® Yamamoto i sur.” dali su primjer kemoselektivnosti na vezu
ugljik-kositar (Stilleova reakcija) u odnosu na vezu ugljik-bor (Suzuki-Miyaurina reakcija)
usprkos tome §to obje podlijezu paladijem kataliziranim reakcijama sprezanja.

Bioloski gledano, nukleozidi su nedvojbeno veoma bogat izvor antivirusnih derivata zbog cega
su ve¢ dugi niz godina predmetom znanstvenog interesa. Od posebnog su znacenja upravo oni
kojima nedostaje 2'- i 3'-OH skupina Secera, a takvi su dobro poznati anti-HIV agensi [zidovudin
(AZT) IX, stavudin (d4T) XXXVIII, didanozin (ddl) XXXIX, zalcitabin (ddC) XL] (Slika 10).

NH,

o 0
HN e N N NZ
| |)i )
O%N kH N> O}\N
HO HO HO

Stavudin (d4T) Didanozin (ddl) Zalcitabin (ddC)
XXXVIII XXXIX XL

Slika 10. Poznati anti-HIV derivati nukleozida.

Kumamoto i sur.” sintetizirali su C3' supstituirane analoge 2',3"-didehidro-2',3'-dideoksiuridina
(d4U) (Shema 13), 2',3'-didehidro-2',3'-dideokscitidina (d4C) i derivate 2',3'-dideoksicitidina te

su ispitali njihovu antivirusnu aktivnost.
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RBr
HN Pd(PPhs),/Cul HN a) R = fenil

| _—— | b) R = benzil
).\ DMF )\ ¢) R = CH,CH=CH,
®) N 0) N d) R = 2-F-fenil

e) R = 3-F-fenil

f) R = 2-OCHj;-fenil
g) R = 3-OCHgj-fenil

HO SnBuj HO R
XLI XLla-g

Shema 13. Stilleova reakcija priprave C3' supstituiranih d4U analoga XLIla-g.

Poznato je da je d4U bioloski inaktivan, a d4C pokazuje izvrsnu anti-HIV aktivnost u usporedbi
s d4T dok njegov zasi¢eni analog ddC pokazuje najvecu aktivnost od svih 2',3'-dideoksi derivata
prirodnih nukleobaza. Medutim, C3' supstituirani analozi d4U, d4C i ddC nisu dali Zeljene

biologke rezultate.’

2.4.2.3. Suzuki-Miyaurina reakcija

Suzuki-Miyaurina reakcija sprezanja ukljucuje povezivanje organoborovih spojeva s aril, alkenil

i alkinil halogenidima pri ¢emu se takoder generira veza ugljik-ugljik (Shema 14).%

3

1 Pd(0) 1
Rv/\x+ RZ—B/ e RV/\RZ

\ baza
R3

R! = vinil, aril

R2 = vinil, aril, alkil

R® = OH, OR, alkil

X =1, OTf, Br, Cl,...

Shema 14. Opca shema Suzuki-Miyaurine reakcije.

Kataliticki ciklus Suzuki-Miyaurine reakcije prikazuje Shema 15.
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Pd(11)

Al Redukcija
R'—R? RI—X
) Pd(O)L.
Reduktivna B Oksidativna adicija
eliminacija D
R R
| |
L—Pd—L L= Td -L
|
R? X
Cc
Transmetalacija
X—BR3, R?—BR?%,

Shema 15. Kataliticki ciklus Suzuki-Miyaurine reakcije.

Identi¢no prethodnim katalitickim ciklusima i ova reakcija ukljucuje redukciju (A) Pd(Il)
kompleksa do Pd(0), zatim oksidativnu adiciju (B) supstrata R*-X i generiranje Pd(l1) aktivne
specije. Potom takoder slijedi transmetalacija (C) u prisutnosti baze koja aktivira vezu ugljik-
bor &ineéi tako ugljikov atom nukleofilnijim. Transferom aktiviranog liganda R? s bora na Pd(Il)
nastaje Pd(I1) intermedijer. Stupanj koji uvjetuje brzinu reakcije ovisi o prirodi odlazeée skupine
(X) 1 to je transmetalacija u sluc¢aju kada je X = I, a oksidativna adicija kada je X = Br. U
zadnjem stupnju tj. reduktivnom eliminacijom (D) oslobada se Zeljeni produkt i aktivna Pd(0)
specija za iduci kataliticki ciklus. Standardne reakcijske komponente Suzuki-Miyaurine reakcije
su paladijev katalizator, najées¢e Pd(PPhs)s XVI, baza Na,CO3; (KOH, NaOH, TI,CO,) i otapalo
DMF (DME, THF, aceton ili benzen), a reakcije se najceS¢e odvijaju u temperaturnom intervalu
60-80 °C kroz 12 h.

Ova reakcija nasla je svoju primjenu u organskoj kemiji prije tek nesto vise od deset godina, a
posebno je znacajna u medicinskoj kemiji obzirom da su borovi derivati netoksicni, stabilni i
jednostavno se pripravljaju.

Paladijem kataliziranu reakciju 2,6- i 2,8-halopurinskih derivata s razli¢itim tipovima aril- ili
alkenilbornih kiselina objavili su Havelkova i sur.”® Optimizacijom reakcije pokazali su da je
naucinkovitiji katalizator Pd(PPhs)4 XVI u usporedbi s drugim primijenjenim [Pd(dba)./P(o-tol)s,
Pd(dba)./AsPhs ili PdCI,(PPhs), XIV], a naju¢inkovitija baza K,CO3z u usporedbi s drugim
koriStenim (NayCOj3, Cs,CO3, EtN(iPr), i NaOMe). Modifikaciju purinskog nukleozida pirenom
objavili su Amann i Wagenknecht.”* U reakciji 8-bromo-2'-deoksigvanozina s piren-1-
ilboronskom kiselinom pripravljen je C8 pirenski nukleozidni derivat 2'-deoksigvanozina kao

modelni spoj u svrhu spektroskopskog pracenja reduktivnog prijenosa elektrona unutar molekule
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DNA. Takav nacin pra¢enja migracije naboja transformacijom nukleozida aromatskim sustavima
mogao bi pomo¢i u razumijevanju nastanka ostecenja DNA koja uzrokuju mutacije i tumore.
Primjer C8 arilacije nezasticenih 8-bromgvanozina te 8-bromogvanozin mono- i trifosfata u
reakciji s razlicitim arilbornim kiselinama (4-X-PhB(OH),, X = CI, CH;, OCH3) objavili su
Collier i Wagner (Shema 16).”

o) o]
4-X-PhB(OH),

\ K,COs, H,0, 80 °C HN N\
>7 Br > | X
Pd-sol + ligand X N
N

H,N
OH OH
o) o
OH OH
OR OR
XLIlla-b a) R =POz% . XLIVa-f a) R=POs%, X=Cl
b) R = (POg)3™ b) R = PO3%, X = CHy

¢) R=PO5%*, X = OCH,4
d) R= (PO3)s*, X=ClI
Pd-sol = Pd(OAc),, Pd(NO3),, Na,Cl,Pd, PdCl, e) R = (PO3);*, X = CHj
Ligand = TPPTS, Buchwald ligand, EDTA f) R = (PO3)s*, X = OCHs
Shema 16. Suzuki-Miyaurina reakcija priprave C8 supstituiranih gvanozinskih mono- i trifosfata

XLIVa-f.

lako direktna strukturna modifikacija nezasti¢enih nukleozida/nukleotida nije trivijalna iz vise
razloga (prisutnost viSe funkcionalnih skupina ukljucujuéi 1 fosfatne, podloznost hidrolitickom
cijepanju fosfatnih estera, pirofosfata 1 glikozidnith veza te topljivost nezastiCenih
nukleozida/nukleotida u vodi) ovaj primjer pokazuje da je ona ipak moguca.

Obzirom da je poznata Siroka primjena purinskih nukleozida modificiranih u domeni baze kao

7877 antagonista purinskih receptora,’®’® kao proba za

inhibitora terapeutski vaznih proteina,
istrazivanje strukture i funkcije RNA*® pH senzora,® fluorescentnih markera® te
supramolekulskih strukturnih jedinica® izuzetno je vazan razvoj uéinkovitih sintetskih metoda
njihove priprave. Tako su Fairlamb i sur.? objavili direktnu arilaciju nezasti¢enog adenozina u
C8 polozaju variranjem razlicitih aril-jodida. Znacaj ove reakcije je u €injenici da za primjenu
Suzuki-Miyaurine metodologije nije bila potrebna prethodna funkcionalizacija C8 polozaja

purina halogenom (naj¢es¢e bromiranje). Bazom promovirana deprotonacija C8 polozaja purina
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omogucuje in situ generiranje organokuprata (ciklus A) koji dalje participira u reakciji

transmetalacije s Pd(II) intermedijerom u katalitickom ciklusu (Shema 17).

NH
N =N NHz
ar— | J N~
N N I—Ar H _<, | N
’ A ( J ==
R - TN NTOINT o\
Reduktivna Oksidativha R .\'. "
,-" eliminacija adicifa \
\ |—Cu
NHs E N NH; U NH,
L N~ Kataliticki | N~"SN  Ciklus4 NSy
1—pd"<¢ ]| N ciklus I-Pd" -Ar cu— || P H= ]| P
I a - N
i R R
CsCO4H + Csl
R *.‘ /,I/"'—__"‘x____/ { ?
Iwmm'a\ /l Transmetalacija & /
— NH; 7 o T
: L NSy cul Csl + CsCO5H 'Cs2C04
Ar—pd < |l J
L NN
R HO A
L = otapalo R= o
ili ligand
OH OH

Shema 17. Kataliticki ciklus arilacije C8 polozaja adenozina Suzuki-Miyaurinom metodom uz

primjenu baze Cs,COs.

Modificirane nukleinske kiseline su od velikog znacaja zbog njihove Siroke primjene u
dijagnostici, katalizi, nanotehnologiji i razvoju novih materijala.®3®*% |z tog su razloga
transformirane nukleobaze s fluorescentnim, elektricnim ili magnetskim svojstvima ili sa
sposobnosS¢u vezanja metala korisne u razumijevanju opsega primjene modificiranih nukleinskih
kiselina. Prirodne transformacije nukleinskih kiselina koje nastaju djelovanjem razli¢itih agensa
kao Sto su diazokinoni, arilhidrazini i policiklicki aromatski ugljikovodici (benzo(a)piren, 3-
nitrobenzantron) u velikoj mjeri koreliraju s procesom mutageneze i nastanka tumora.
Istrazivanje takvih adukata moglo bi pomoc¢i objasnjenju mehanizama bioloske aktivnosti tih
toksina. Zanimljiv primjer primjene Suzuki-Miyaurine metodologije u sintezi niza C8
modificiranih arilgvanozinskih oligonukleotida s razli¢itim arilbornim kiselinama objavili su

Omumi i sur.?” (Slika 11).
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Slika 11. C8-arilgvanozinski monomeri pripravljeni Suzuki-Miyaurinom reakcijom s razli¢itim

arilbornim kiselinama koji grade sekvence oligonukleotida.

Obzirom na to da C8 purinski derivati supstituirani skupinama ve¢ima od NHy, Br ili CH3 nisu
pogodni supstrati za DNA polimerazu gotovo je nemogucée pripraviti C8 modificirane
arilpurinske oligonukleotide enzimskom sintezom djelovanjem polimeraza. S druge strane,
automatska ugradnja C8-arilpurinskih adukata u oligonukleotidni lanac na ¢vrstom nosacu
takoder ima ogranicenja. Ona proizlaze iz Cinjenice da su takvi adukti podloZniji oksidaciji 1
netolerantni su na kisele reakcijske uvjete. Autori su stoga ponudili alternativni, vrlo uspjesan
nacin priprave C8-arilgvanozinskih oligonukleotida postsintetskom arilacijom 8-bromgvanozina
Suzuki-Miyaurinom reakcijom kao zanimljivih markera u dijagnostici i razumijevanju bioloSkog
znacaja takvih lezija. Utjecaj ciljanih C8-arilgvanozinskih lezija na stabilnost i strukturu
dvostruke uzvojnice objasnili su ES-MS tehnikom, analizom temperature meksanja pracenjem
UV-a, zatim CD analizom i fluorescentnom spektroskopijom.

Suzuki-Miyaurina metodologija iskoristena je i u pripravi C5 supstituiranih 2'-deoksiuridinskih
analoga kao bioloSkih markera i spojeva sa znaCajnom antivirusnom, antibakterijskom i

protutumorskom aktivnogéu.®®
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2.4.2.4. Sonogashirina reakcija

Direktno sprezanje sp® ugljikovog atoma aril ili alkenil halogenida ili triflata s terminalnim

akinom uz paladijev katalizator i Cul kao kokatalizator naziva se Sonogashirina reakcija

(sprezanje) (Shema 18).%%%

1 1
R V/\ +H R2 Pd0) R /
X CuY, baza \
RZ
R = alil, aril, alenil
R2 = alkil, vinil, alil, aril
X =Br, I,0Tf
Y=1,Br

Shema 18. Opca shema Sonogashirine reakcije.

Analogno ranije obradenim vrstama reakcija generiranja veze ugljik-ugljik 1 Sonogashirina
reakcija u katalitickom ciklusu podrazumijeva redukciju (A) Pd(I1) kompleksa do Pd(0), zatim
oksidativnu adiciju (B) supstrata R*-X te potom transmetalaciju (C) bakrovog acetilida na
Pd(Il) aktivirani kompleks R'Pd(I1)L,. Uloga Cul u reakciji je aktivacija terminalnog alkina
generiranjem bakrovog acetilida kao mnogo reaktivnije specije koja onda podlijeze
transmetalaciji na R'Pd(11)L,X generiraju¢i R*Pd(I1)L,-alkin speciju. Zadnji stupanj katalitickog

ciklusa je reduktivna eliminacija (D) i regeneriranje paladijevog katalizatora (Shema 19).

Pd(11)

A l Redukcija

Pd(0)L,
Reduktivna
eliminacija %' Oksidativna adicija

\ /
L— Pd L
L~
\ X
R2
C
/\ Transmetalacija
CuX Cu—=——~R?
H——=———R? +baza

Shema 19. Kataliticki ciklus Sonogashirine reakcije.
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Unato¢ tome Sto kataliticka koli¢ina bakrovog(l) jodida znac¢ajno ubrzava reakciju i omogucuje
njenu provedbu na znatno nizim temperaturama, dodatak soli bakra u reakcijsku smjesu ima i
svoje nedostatke. Oni se odnose prvenstveno na ekoloske Cimbenike kao i nemoguénost
regeneracije takvih soli u katalitickom ciklusu jer nastanak bakrovog acetilida ¢esto uzrokuje i
samopovezivanje dviju molekula terminalnog alkina (tzv. Glaser coupling)®®* kao nusprodukta.
Ta paralelna reakcija predstavlja problem posebice kada se radi o skupom terminalnom alkinu ili
je njegova priprava zahtjevna. Samopovezivanje molekula terminalnih acetilena moze se
sprije¢iti provedbom reakcije u atmosferi vodika (redukcijsko sredstvo), polaganim dodatkom
acetilena ili se reakcija moze provesti bez primjene bakra uz suviSak amina $to je ponovno
ekoloski neprihvatljivo. Zbog ovih nedostataka posljednjih godina intenzivno se proucava
Sonogashirina reakcija sprezanja koja bi iskljucila primjenu i bakra i amina.

Sonogashirina metodologija najces¢e ukljucuje primjenu PdCI,(PPh3), katalizatora X1V, Cul,
baze, i provodi se u THF-u pri 25 °C. Osim soli bakra, u novije vrijeme, proucava se i mogucnost
primjene jeftinijih 1 stabilnijih katalizatora. U tom pogledu, kao moguca alternativa, istaknule su
se soli zeljeza (FeCls, Fe(lll)acetilacetonat, Fe(lll)benzoilacetonat i dr.). Kao alternativa primjeni
amina upotrijebljene su druge baze (KsPO,, Cs,CO3, NaOtBu kao i K,CO3).%

Alkinilacija aromatskih heterociklickih sustava reakcijama kataliziranim prijelaznim metalima,
gdje je oksidativna adicija stupanj koji odreduje brzinu reakcije, ovisi 0 elektrofilnosti ugljika na
heterociklu. Posljedi¢no, elektronima bogati, halogenirani heterocikli pogodniji su reaktanti
Sonogashirine reakcije, a takoder i elektrofilnije pozicije polihalogeniranih sustava.

Zanimljiv primjer supstitucije heterociklitkog sustava objavili su Okamoto i sur.”® Primijenivsi
Sonogashirinu metodologiju sintetizirali su derivat deoksigvanozina supstituiran pirenom u
polozaju C8 i derivat citozina supstituiran pirenom u polozaju C5 (Slika 12). Strukturna
modifikacija pirenom pruza mogucénost istrazivanja razliitih interakcija nukleinskih kiselina

fluorescencijom.
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Slika 12. Pirenom supstituirani; a) C8 derivat gvanozina i b) C5 derivat citozina koji grade
oligonukleotidne sekvence.

Poznato je da su C5 pirimidinski i C8 purinski nukleozidni analozi vazni terapeutski agensi,
posebno u razvoju antivirusnth 1 protutumorskih lijekova. Klini¢ka primjena vecine
protutumorskih kemoterapeutika ogranicena je zbog njihove nespecifiCnosti 1 visoke
citotoksi¢nosti kako na tumorsko tako i na zdravo tkivo. Stoga su brojne studije usmjerene na
sintezu selektivnijih derivata sa smanjenim nuspojavama i moguc¢no$éu primjene u niskim
koncentracijama. Potaknuti ranije otkrivenim saznanjima o konjugatima steroidnih hormona i
nukleozida Ali i sur.®* pripravili su nukleozidne derivate estradiola te su ispitali uvjete vezanja
takvih struktura na estrogene receptore eksprimirane u endokrinom tumoru dojke. Nazalost,
bioloski rezultati su pokazali izrazito nizak afinitet pripravljenih derivata za estrogene receptore
u usporedbi s estradiolom.

Sonogashirinu alkinilaciju 8-bromadenozina i 8-bromgvanozina stericki manjim skupinama
objavili su Firth i sur.®® Pripravili su seriju C8 supstituiranih derivata adenozina i gvanozina
alkinilacijom razli¢itim p-supstituiranim fenilacetilenima sa zanimljivim fluorescencijskim

svojstvima i moguénoséu bioloske primjene (Shema 20).
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Shema 20. Sintetski put priprave C8 supstituiranih derivata gvanozina XLVla-g.

Zakljucili su da najbolje rezultate Sonogashirine reakcije ostvaruju primjenom 1 mol % Pd(ll) te
da je optimalan omjer Pd(II)/Cu(I) 1:2. Iz eksperimentalnih rezultata pretpostavili su da ve¢i udio
Pd (10 mol %) znaCajno smanjuje reakcijsko iskoristenje, a kao uzrok su naveli brzu
aglomeraciju 1 taloZenje paladija u reakcijskoj smjesi. Utjecaj Cu(l) jo§ nije u potpunosti
razjasnjen, ali mehanistiCke studije koje su u tijeku zasigurno ¢e dati zanimljive odgovore 1
objasniti dvojnu ulogu tog metala u katalitickom ciklusu. Neki od sintetiziranih derivata imaju i

zanimljiva fluorescentna svojstva pa bi mogli na¢i primjenu u biokemijskim eksperimentima.

Slican primjer supstitucije C5 polozaja pirimidinskih i C8 polozaja purinskih baza
pirenkarboksamidatnim supstituentom primjenom Sonogashirine metodologije objavili su Saito i
sur.® Dobivene fluorescentne nukleozide uspjesno su primijenili kao izvrsne senzore za timin
unutar komplementarnog lanca. Na taj nacin razvili su jo$ jednu novu metodu u istrazivanju
polimorfizma pojedina¢nog nukleotida (krat. SNP, engl. Single Nucleotide Polymorphism).
Takoder su pripravljeni i C8 alkinil- i alkilamino- modificirani 2'-deoksigvanozinski derivati za
pracenje stabilnosti dvostruke uzvojnice. Ugradnjom takvih struktura u oligonukleotidne lance
utvrdeno je da se produljenjem lanca supstituenta stabilnost uzvojnice smanjuje.”” Autori su

pretpostavili da je razlog tome steri¢ke prirode.

5-Joduracilni prsten (a-acilvinil kation ekvivalent kao sinton)® izuzetno je reaktivan i ve¢ pri

sobnoj temperaturi moze se alkinilirati primjenom Sonogashirine metodologije pa su stoga
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poznati i brojni primjeri; uvodenje fluorescentnih policikli¢kih aromatskih sustava,®'%%*0!

102

porfirina,*® sinteza uridinskih oligonukleozida povezanih etinilinskim mostom,'®® uvodenje

lipofilnih supstituenata u C5 polozaj uracilne baze,'® kao i primjeri 5-alkinil-2-deoksiuridina

105 106,107

koji pokazuju povecanje farmakoloske aktivnosti protiv HSV™" ili mikobakterija.

Primjer Sonogashirine reakcije povezivanja 5-joduridina 43 s 1-pentinom u svrhu poboljsanja

farmakologkih svojstava spoja gdje nastaje 5-pentiniluridin XLVI1 prikazan je Shemom 21,2961

(@] O nPr
= nPr
I Z
HN Pd(PPhz),/Cul HN
—_—
iPr,EtN/DMF
XLVII

Shema 21. Sintetski put priprave 5-pentiniluridina XLVII.

Garg i sur.’®

objavili su zanimljiv primjer optimizacije Sonogashirine reakcije uvodenjem
heterogene katalize zamjenom paladijevog kompleksa s Pd/C i smanjenjem udjela paladija u
reakcijskoj smjesi.

Seriju novih fluorescentnih adenozinskih derivata s dodatnim heterocikli¢ckim 1,2,3-triazolnim
prstenom objavili su O'Mahony i sur.'® Autori su najprije funkcionalizacijom C8 poloZaja
adenozina Sonogashira reakcijom uz PdCl,(PPhs), kompleks X1V, Cul, EtsN u THF-u pripravili
odgovarajuce alkinilne derivate. Aktivacijom 2'-OH skupine Secera triflatom dobili su agense

pogodne za Sn2 reakciju s NaNs. In situ generirani azidi potom su intramolekulskom [3+2]

cikloadicijom dali odgovarajuce cikloadicijske produkte (Shema 22).
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Shema 22. Sintetski put priprave adenozinskih derivata Lla-b i L1l s dodatnim heterociklickim

1,2,3-triazolnim prstenom.

Uvodenjem dodatnog heterociklickog prstena u stukturu nukleozida proSiruje se m-konjugacija
izmedu purinskog sustava 1 novog triazolnog prstena. Eksperimentalni rezultati pokazuju da se,
usprkos vrlo jakoj fluorescenciji, emisijski spektar spoja LIl u najve¢em dijelu poklapa s UV

spektrom. Autori predvidaju 1 ugradnju ovih struktura u oligonukleotidne lance ¢ime ¢e dodatno

ispitati njihova svojstva.
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2.5. Klik kemija

Pojam klik kemije prvi su put upotrijebili Sharpless i sur. 2001. godine', a nedvojbeno
predstavlja jedan od vodecih trendova suvremene organske kemije.lll Njime su objedinili Siroku
paletu kemijskih reakcija nastajanja veze ugljik-heteroatom u kojima se brzo i pouzdano dolazi
do produkata spajanjem vise manjih jedinica. Osim toga, strogo su definirali i uvjete koje

reakcija treba zadovoljiti da bi se smatrala klik reakcijom:

a) mora imati $iroki raspon primjene

b) nusprodukti moraju biti neskodljivi i lako uklonjivi

C) mora biti stereospecifi¢na, ali ne nuzno i enantioselektivna

d) reakcijski uvjeti moraju biti jednostavni (tolerancija prisutnosti kisika i vode)

e) reagensi i otapala (ako su potrebna) moraju biti pristupaéni i lako uklonjivi

f) treba rezultirati nastankom stabilnog produkta u visokom iskoristenju uz jednostavnu

izolaciju (kristalizacija, filtracija)

Gotovo je nemoguce da reakcija udovoljava svim navedenim zahtjevima, ali ipak postoji

nekoliko tipova reakcija koje mozemo smatrati reakcijama ,.klik tipa” (Shema 23).2*° To su:

A. Adicije na nezasi¢enu vezu ugljik-ugljik (oksidacijske reakcije kao §to su epoksidacija,'*?

dihidroksilacija,"* aziridinacija,"** adicija nitrozil- i sulfenil halogenida i neke reakcije

Michaelove adicije)

B. Reakcije nukleofilnog otvaranja prstena (Sy2 reakcije) (posebno napetih heterociklickih

elektrofila kao Sto su epoksidi, aziridini, ciklicki sulfati i sulfamidati, aziridinijevi i episulfonijevi

ioni)'°

C. Karbonilna kemija ne-aldolnog tipa (nastajanje urea, oksima, hidrazona i aromatskih

heterocikla)

D. Cikloadicijske reakcije (1,3-dipolarne cikloadicijske reakcije i Diels-Alder reakcije).
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Shema 23. Neki tipovi reakcija koji udovoljavaju klik kriterijima: A) adicije na nezasi¢enu C-C
vezu; B) reakcije nukleofilnog otvaranja prstena; C) karbonilna kemija ne-aldolnog tipa; D)

cikloadicijske reakcije.

Najzastupljenija od svih reakcija ,klik tipa” upravo je Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija
azida i terminalnog alkina pri ¢emu nastaje 1,2,3-triazol. Jedna od prvih sinteza 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-azida i acetilendikarboksilata.''®
Rolf Huisgen i sur. detaljno su istrazili reakcije 1,3-dipolarne cikloadicije pedesetih godina
proslog stoljec'a117 te zakljucili da je, u termodinamickom smislu, ovaj postupak egzoterman
(AH® = - 45 do - 55 kcal/mol), ali s relativno visokom energijom aktivacije (E; = 26 kcal/mol za

reakciju metil-azida i propina).'*®

To znacajno utjeCe na brzinu reakcije te je ona za neaktivirane
reaktante na sobnoj temperaturi vrlo spora. Alkin i azid vrlo su selektivni u reaktivnosti: inertni
su prema vec¢ini funkcionalnih skupina 1 stabilni u velikom broju otapala, pri razliitim
temperaturama i pH vrijednostima. Nekatalizirana reakcija zahtjeva visoku temperaturu i pri tom
nastaje smjesa 2 regioizomera (1,4-disupstituirani 1,2,3-triazol A i 1,5-disupstituirani 1,2,3-

triazol B) (Shema 24).1%°
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Shema 24. a) Nekatalizirana i b) Cu(l) katalizirana 1,3-dipolarna azid-alkin cikloadicija.

2.5.1. Cu(l) katalizirana azid-alkin 1,3-dipolarna cikloadicija (CUAAC)

U fokus interesa sintetske organske kemije posljednjih desetak godina dolazi Huisgenova 1,3-
dipolarna cikloadicija katalizirana bakrom(I). Tornge i Meldal 2002. godine uvode bakar(I) kao
katalizator te je ova rekcija od tada poznata kao Cu(l) katalizirana azid-alkin 1,3-dipolarna
cikloadicija (krat. CUAAC, engl. Copper Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition).*?**2° cy(1)

katalizirana 1,3-cikloadicija je do 10" puta bra od nekatalizirane,'??

odvija se pri temperaturi od
0 do 25 °C, a stericka 1 elektronska svojstva supstituenata ne utjeCu bitno na tijek katalizirane
reakcije. Reakcijom regioselektivno nastaju 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazoli (Shema 24) koji su

stabilni u hidrolitickim 1 oksidoredukcijskim uvjetima te pri visokim temperaturama.

2.5.1.1. lzvori bakra u CUAAC reakcijama

Bakar(I) se u reakciju uvodi direktno ili se moze pripremiti in Situ. Ovisno o reakcijskim
uvjetima izabire se i odgovarajuéi bakrovi katalizator. Najcesc¢i reakcijski uvjeti su oni gdje se
primjenjuje vodeni medij te CuSO,4 uz odgovarajuce redukcijsko sredstvo (najcesée Na-askorbat)
koje ¢e in situ generirati potrebni Cu(l). Neposredna primjena Cu(l) katalizatora najcesce
ukljuuje primjenu Cu(I) soli (Cul ili CuBr) ili Cu(I) kompleksa ([Cu(CH3CN)4]PFs,
(EtO)sP-Cul, [Cu(PPhs)sBr]). Kompleksi su se pokazali kao dobro rijeSenje kod reakcija u

organskim otapalima gdje je topljivost Cu(l) soli ogranicena. Osim Cu(I) i Cu(Il) izvora bakra
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123,124 te nano Cestica

poznate su i primjene Cu(0) katalizatora (bakrena Zica ili bakreni prah)
bakra'® u CUAAC reakcijama. Cu(l) je termodinamicki nestabilan te se relativno lako oksidira u
Cu(Il) koji je kataliticki inaktivan. Cu(Il) kao oksidacijsko sredstvo moze uzrokovati nastanak
nezeljenih nusprodukata, a da bi se to sprijecilo reakcije s Cu(l) solima treba voditi bez
prisutnosti kisika. Kao alternativno rjeSenje strogo suhim reakcijskim uvjetima u CuAAC
reakcijama mogu se upotrijebiti i kompleksi Cu(I) s razliitim ligandima. Ligandi stite Cu(I) od
oksidacije pa nije nuzno voditi reakciju bez prisustva kisika, a mogu i poboljsati kataliticka
svojstva Cu(l) soli. Osim toga, ligandi mogu djelovati i kao proton akceptori pa nije potrebna
upotreba baza. Najée$¢e upotrebljavani ligandi su TBTA (tris[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metillamin) ili batofenantrolin (upotrebljavaju se u organskoj sintezi i biokonjugaciji
molekula) i PMEDTA (N-(2-(dimetilamino)etil)-N*,N? N*-trimetiletan-1,2-diamin), koji se

koristi u kemiji polimera (Slika 12).'%°

| |
/NV\N/\/N\
|

N—N PMEDTA

TBTA batofenantrolin

Slika 12. Najcesce upotrebljavani ligandi u CuAAC reakcijama.

U CuAAC reakcijama upotrebljava se niz nepolarnih te polarnih aproti¢nih i proti¢nih otapala
(toluen, 1,4-dioksan, CHCIl;, CH,Cl,, THF, DMF, CH;CN, DMSO, NMP, tBuOH, EtOH,
MeOH), a moguca je i primjena vode u smjesi s nekim organskim otapalom (najcesc¢e s EtOH ili
tBuOH).

Kao baze se najcesce upotrebljavaju DIPEA, N,N'-dimetiletilendiamin (DMEDA) i Et3N, a nesto
rjede 1,8-diazabiciklo[5.4.0]undek-7-en (DBU), piperidin i 2,6-lutidin.
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2.5.1.2. Mehanizam CuAAC reakcije

Na Shemi 25 prikazan je pretpostavljeni mehanizam Cu(l) katalizirane azid-alkin 1,3-dipolarne
cikloadicije. Oznaka [CuL] podrazumijeva bilo koji bakrov katalizator koji moze sudjelovati u
reakciji.

U Cu(I) kataliziranim klik reakcijama sudjeluje iskljuc¢ivo terminalni alkin te se pretpostavlja da
u prvom koraku reakcije Cu® koordinira n-elektrone alkina i nastaje m-kompleks bakra i alkina
(A). Koordinacijom Cu® na trostruku C-C vezu smanjuje se pK, vrijednost terminalnog protona
alkina i omogucéava deprotonacija i nastanak bakrovog acetilida (B). Bakrov acetilid kompleks
koordinira azid pri ¢emu nastaje intermedijer (C). Njegovom pregradnjom, u klju¢nom koraku
katalitickog ciklusa, nastajanje Sesteroclani prsten (D) u koji je ukljucen i bakar (Cu-prsten).
Ovaj korak ima energetsku barijeru 18,7 kcal/mol §to je znatno manje od 23,7 kcal/mol koliko
iznosi barijera nekatalizirane reakcije. Energetska barijera za nastajanje triazolila (E) (triazola
supstituiranog bakrom) je niska; 3,2 kcal/mol. Protoniranjem triazolila oslobada se bakar i

nastaje triazol.
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Shema 25. Prikaz mehanizma Cu(l) katalizirane azid-alkin 1,3-dipolarne cikloadicije.
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Zbog cinjenice da se radi o reakciji drugog reda obzirom na Cu(I),127

te da acetilidi najcesce
koordiniraju barem dva bakrova atoma, pretpostavlja se da azid i alkin nisu koordinirani istim
bakrovim atomom i da u reakciji sudjeluju barem dva bakrova atoma. DFT (engl. Density
Functional Theory) proracun pokazuje da se uz dva bakrova atoma energetska barijera
cikloadicije smanjuje za 4 kcal/mol (17 kcal/mol u slucaju jednog bakrovog atoma i 13 kcal/mol

u slu¢aju dva bakrova atomat).128

U azid-alkin 1,3-dipolarnoj cikloadiciji osim Cu(I) moze sudjelovati i Ru(II). Saznanja o Ru(II)
kataliziranoj azid-alkin 1,3-cikloadiciji objavili su 2005. godine Zhang i suradnici.'®® Za razliku
od Cu(l) katalizirane 1,3-cikloadicije kojom nastaju 1,4-disupstituirani produkti, Ru(ll)
kataliziranom reakcijom regioselektivno nastaju 1,5-disupstituirani 1,2,3-triazoli, a uz azid osim
terminalnih mogu sudjelovati i interni alkini dajuci 1,4,5-trisupstituirane 1,2,3-triazole (Shema
26).
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2”5 4
RS

Shema 26. Ru(ll) katalizirana 1,3-cikloadicija azida i a) teminalnog i b) internog alkina.

Pregled razvoja metodologije sinteze 1,4,5-trisupstituiranih 1,2,3-triazola uz Cu(l) katalizator
dali su Spiteri i Moses™, a prema rezultatima preliminarnih studija Sharpless, Fokin i sur.

predlozili su mehanizam reakcije.131’132
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2.5.2. Trokomponentna Cu(l) katalizirana klik reakcija

lako je poznato da u CUAAC reakcijama moze sudjelovati Siroki spektar azida i alkina i da je to
jedna od najuspjeS$nijih metoda priprave 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazola u visokom
iskoristenju, opisani su i uvjeti kada to nije slucaj. Naime, ukoliko u reakciji sudjeluje acil-,
sulfonil- ili fosforil-azid odgovarajuéi triazoli nastaju u vrlo niskom reakcijskom iskoristenju ili
njihovo nastajanje uopce nije primije¢eno. Tako je zapocelo istrazivanje mehanizama Cu(I)
kataliziranih klik reakcija u ovisnosti o tre¢oj reakcijskoj komponenti. Ovisno o uvjetima i trecoj
komponenti koja sudjeluje u reakciji**® uz terminalni alkin i sulfonil- (fosforil-)azid mogu nastati

134,135 6 137

odgovarajué¢i amidi, azetidinimini,*®® imidati,”®’ i amidini (Shema 27)."** Reakcijom

sulfonil- (fosforil-)azida i terminalnih alkina, u odsustvu tre¢e komponente, a uz 2,6-lutidin kao

bazu nastaju odgovarajuci triazoli.*®

baza N N

R? = alkil- ili aril-

R—=——= + N;—R?

> R2 = acil-, sulfonil-, fosforil-

Shema 27. Trokomponentne Cu(l) katalizirane klik reakcije.
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2.5.3. CuAAC reakcije u nukleozidnoj kemiji

Strukturna raznolikost bioloski aktivnih nukleozidnih derivata (Slika 7) 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 ¢ini logi¢nim kako su od otkrica CuAAc reakcije njene brojne prednosti
upotrijebljene i u ovom neiscrpnom podrucju kemije u sintezi potencijalnih bioloski aktivnih

nukleozidnih derivata.

Cinjenica da supstitucija alkinom ili azidom mozZe biti provedena na §irokoj paleti spojeva
takoder objasnjava Siroku primjenu CuAAC reakcije. U prethodnom poglavlju opisane su samo
neke najceSce upotrijebljene metode supstitucije nukleobaza/nukleozida Pd(0) kataliziranim
reakcijama, a upravo je jedna od njih, Sonogashirina reakcija, sveprisutna metoda sinteze
terminalnih alkina primijenjena i u izradi ove disertacije. Osim Pd(0) kataliziranim reakcijama,
terminalni alkin moguce je pripraviti i drugim metodama (npr. Bestmannova reakcija iz

aldehida).'*

S druge strane, azidnu funkcionalnu skupinu takoder je moguée generirati na vise nacina, a
metoda priprave azida ¢esto ovisi o tome radi li se o alkil- ili aril-azidu. Najc¢es¢i polazni spoj za
pripravu azida je neki primarni, sekundarni ili tercijarni halogenid, a ovisno o vrsti ishodnog
spoja potrebna je ili nije njegova prethodna aktivacija. 1to i sur. objavili su zanimljivu metodu
sinteze alkil-azida bez prethodne aktivacije alkil-halogenida, fosfata odnosno tosilata s

trimetilsilil-azidom i uz prisutnost fluoridnog aniona.'*!

Organski azidi su jedni od najvaznijih
sintetskih intermedijera za pripravu organskih spojeva koji sadrze dusik. Azido skupina podlijeze
Sirokom spektru reakcija142 s nukleofilima i elektrofilima i moZe se upotrijebiti kod priprave
anilina i nitrena, a takoder i razliGitih heterocikli¢kih spojeva.'*®*#14314 Ogim toga, aril-azidi
imaju Siroku primjenu kao fotoafinitetne probe zbog sposobnosti da postanu radioaktivni s
visoko specifi¢nom aktivnosti."*> Opseznu reviju priprave azidonukleozida s karakteristi¢nim

reakcijama i biologkim svojstvima objavio je Pathak 2002. godine.'*

Iskustva istrazivanja utjecaja razlic¢itih liganada (Slika 13) i otapala u sintezi aril-azida
Ullmannovom metodom uz Cu(l) katalizator koju su objavili Andersen i sur.** pomogla su u

odabiru optimalnih reakcijskih uvjeta priprave azida u izradi ove disertacije. Autori su
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optimizirali reakciju priprave 5-azido-2-metilanilina iz odgovarajuéeg brom derivata uz

odgovarajuci ligand (Slika 13) u mikrovalnom reaktoru.

100
OH

3 80
N CooH ™\ . 3

H H H S 60
b c T

: S 40
=

,O 1
NHCH; LB I _ I ~d W 0
HyCHN “/NHCH, HaoHn” N 0
a b [ d & f

d e Ligand

Slika 13. Strukture liganada koristenih u reakciji s pripadaju¢om usporedbom konverzije (%)

dobivenom LC-MS metodom.

Iz grafa Slike 13 vidljivo je da su najbolje rezultate dali ligandi d i e. Prolin (a), neocekivano za
ovaj tip reakcije, nije rezultirao znatnijim povecanjem postotka pretvorbe polaznog spoja u
usporedbi s ligandima b i ¢ kao ni usporedbom s reakcijom bez prisutnosti liganda (f). Osim
testiranih liganada na stupanj pretvorbe, provedeni su i eksperimenti utjecaja otapala. Tako se od
niza testiranih sustava (1,4-dioksan, CH3CN, DMSO, DMSO/H,0 5:1, toluen, tBuOH/H,0 2:1)
najboljim pokazao sustav EtOH/H,0 7:3 s kvantitativnim rezultatom pretvorbe polaznog spoja u
azid. Autori su eksperimentalno utvrdili i najbolji molarni udio katalizatora (Cul) i liganda u
reakciji te su u uvjetima s 1 mmol polaznog spoja i 2 mmol NaN3 te 10 mol % Cul i 15 mol %
liganda e u smjesi EtOH/H,0 7:3 u mikrovalnom reaktoru pri temp. 100 °C i 30 min dobili 100
%-tnu pretvorbu. Istovjetna reakcija uz klasi¢an nacin zagrijavanja dala je isti rezultat u vremenu
od 40 min. Daljnjim proucavanjem optimiranih reakcijskih uvjeta na drugom reakcijskom
sustavu autore su dosli do zaklju¢ka da udio Na-askorbata od 5 mol % uz primjenu Cul
katalizatora i liganda e omogucuje 100 %-tnu pretvorbu u vremenu od 45 min. Na kraju, kako bi
utvrdili moze li se reakcija provesti pri temperaturi refluksa sustava u kojemu se reakcija odvija
(niza od 100 °C) proveli su eksperimente u tim uvjetima. Rezultat je pokazao da je pri
temperaturi refluksa sav polazni spoj izreagirao ve¢ za 10 min. Posljednjim eksperimentom

utvrdili su i da je Na-askorbat neophodan za kvantitativni ishod reakcije.

Zbog izrazite opasnosti pri rukovanju organskim azidima male molekulske mase'*® razvijene su

brojne metode sinteze 1,2,3-triazola iz terminalnih alkina i in situ pripravljenih organskih azida
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engl. one-pot reakcije).**>*%* Tako su Andersen i sur.*® potaknuti metodom koju su razvili
g p ] p ]
Fokin i sur.™ objavili u¢inkovitu metodu sinteze 1-aril 1,2,3-triazola iz aril-halogenida i

terminalnih alkina uz prisutnost NaNs. Kumar i sur.’®®

objavili su takoder trokomponentnu
metodu priprave 1,2,3-triazolnih derivata klik reakcijom aromatskih, heterociklickih i alifatskih

terminalnih alkina s in situ pripravljenim azidima iz odgovarajucih a-tosiloksi ketona.

Odlo i sur.™® su 2007. godine objavili pripravu azida iz etil bromacetata takoder uz primjenu
NaN3; te njegovu in situ transformaciju u 1,2,3-triazol. Variranjem razli¢itih arilnih terminalnih
alkina pripravili su seriju 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazola regioselektivno i pri tom nisu uoc¢ili
nastajanje N-H triazola. Produkte su izolirali jednostavnom filtracijom, a tragove bakra u

finalnom produktu uklanjali su ispiranjem s 10 %-tnim amonijevim puferom (pH = 8,5).

Kao reagensi trokomponentnih reakcija in situ generiranja azida supstitucijom s NaN3z osim alKkil-
ili aril-halogenida i tosil derivata mogu se upotrijebiti epoksidi*> i Baylis—Hilmanovi adukti.**®
Osim NaNj kao reagens za transfer azida moze sluziti i TfN3 u konjugaciji s alifatskim ili
aromatskim primarnim aminom®’ kao i TMSN3."*%**® Zbog eksplozivne prirode i nestabilnosti
TfN3 u sintezi se kao reagens za transfer azida cesto upotrebljava imidazol-1-sulfonil azid
hidroklorid.*®® Kao katalizator azidacije i cikloadicije u jednom reakcijskom stupnju osim Cul

literaturno je poznat 1 Cu(Il) triflat uz odgovarajuci reducens.™®

Metode provodenja reakcije u jednom stupnju bez izolacije eventualnih meduprodukata (engl.
one-pot reakcije), osim za 1,3-dipolarnu cikloadiciju, razvijene su i za druge multikomponentne
reakcije 1z sekvencionalnih inacica. Takve su primjerice Passerinijeva reakcija162 priprave o-
aciloksi amida, Ugijeva reakcija’® priprave bis-amida te Mannichova reakcija'®* generiranja [3-

amino-karbonilnog spoja (Mannichove baze).
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2.5.3.1. Modifikacije nukleozida u domeni nukleobaze

Obzirom na izvanrednu stabilnost triazolnog prstena u kiselim, bazi¢nim i oksidativnim odnosno
reduktivnim uvjetima kao 1 Cinjenica da aromatski karakter ovog heterociklickog sustava
omogucuje stvaranje dipol-dipol i n-interakcija te vodikovih veza, ovaj strukturni motiv postao je
inspiracija za sintezu brojnih klinicki primjenjivih nukleozidnih analoga. Poseban doprinos
razvoju novih potencijalno bioloski aktivnih derivata s ugradenom strukturom peteroclanog
| 165

heterociklickog motiva dala su otkri¢a danas dobro poznatih, ribavirina X

C (HCV) (Slika 7 f, Slika 14), bredinina L111 (Slika 14)'®® kao imunosupresivnog agensa te niza

u terapiji hepatitisa

sli¢nih struktura.

—N —N
(e} O (e} O

N\ Y N /

HO N HO
NH, NH,
S 2 S 2
HO' OH HO' H OH
Ribavirin Bredinin
X1 LI

Slika 14. Strukture nukleozidnih analoga ribavirina X1 i bredinina LIIl s petero¢lanim

heterociklickim strukturnim motivom umjesto nukleobaze.

U dizajnu novih struktura do izrazaja je dosla upravo primjena 1,3-dipolarne cikloadicije koja je
rezultirala sintezom niza nukleozidnih analoga. Posebno zna¢ajnu primjenu u sintezi imaju S-1'-
azido Seceri 1 karbanukleozidi iz kojih su u reakcijama s nizom terminalnih alkina sintetizirani
brojni 1,2,3-triazolni nukleozidni derivati.?>*¢"168:19170171 primienom klik kemije Wilkinson i
sur.!’® objavili su sintezu serije p-arabinoglikozil-triazola LVa-f supstituiranih razli¢itim
hidrofobnim lancima kao strukturnih analoga poznatog mikobakterijskog inhibitora biosinteze

stani¢ne stijenke; dekaprenolfosfoarabinoze LIV (Slika 15).
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Slika 15. Strukturni analozi LVa-f dekaprenolfosfoarabinoze LIV.

Dekaprenolfosfoarabinoza LIV jedan je od kljuénih supstrata arabinozil-transferaze, vrste
glikozil-transferaze odgovorne za kataliticki ciklus izgradnje polisaharidne stani¢ne stijenke
mikobakterija. Sintetizirani spojevi bioloski su testirani na stani¢noj liniji Mycobacterium bovis
BCG, a rezultati su pokazali da aktivnost pojedinog derivata ovisi isklju¢ivo o prirodi
hidrofobnog lanca.

Istrazivanjima utjecaja strukturnih analoga nukleozida na inhibiciju rasta mikobakterija bavili su
se i Singh i sur.!™ Sintetizirali su seriju a-D-ksilo-, -D-ribo- i o-D-arabinofuranozidnih
triazolnih derivata (Slika 16) iz odgovaraju¢ih 5'-azido Secera i niza terminalnih alkina te su
testirali njihova bioloska svojstva na stani¢noj liniji Mycobacterium tuberculosis H37Rv.
Pripravljeni spojevi nisu pokazali znacajnu inhibiciju rasta stanica mikobakterija u usporedbi s

kontrolnim spojevima.

N RO N 0 OCH, WOCHg
7 N Vi \N
N , N
= 2 = \s" P
R R

LVla-e LVlla-e LVlilla-e

// ,

a) R =fenil

b) R =-CH,0OH
¢) R = n-heksil
d) R = n-pentil
e) R = benzil

Slika 16. a-D-ksilo- LVla-g, p-D-ribo- LVIla-e i a-D-arabinofuranozidni triazolni derivati
LVIlla-e.
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Kako bi izbjegli primjenu bakra u katalititkoj reakciji 1,3-dipolarne cikloadicije Youcef i sur.?®
istrazili su mogucnosti primjene surfaktanata (povrSinski aktivnih tvari) i tzv. micelarnu
katalizu.'™* Prema ranije objavljenim radovima pretpostavili su kako bi ova vrsta katalize mogla
ubrzati kemijsku reakciju i kontrolirati regioselektivnost cikloadicije. Zakljucili su da je bakar
moguce zamijeniti nekim surfaktantom u reakciji mono- i disupstituiranih alkina s benzilazidom
prilikom sinteze analoga ribavirina X1, a klju¢nu ulogu u izboru odgovaraju¢eg surfaktanta ima

upravo vrsta alkina.

Zbog sve vece vaznosti kemijski promijenjenih oligonukleotida u svrhu povecanja stupnja
selektivnog prepoznavanja i moguénosti primjene ovih lanaca kao bioloskog ,,alata” molekularne
biologije i dijagnostike Nakahara i sur.*” pristupili su upravo ovom tipu modifikacija. U svrhu
sinteze novih oligonukleotida modificiranih u domeni nukleobaze pripravili su oligonukleotid s
1'-etinil-2'-deoksi-g-D-ribofuranozom  (LIX), te su post-elongacijskom modifikacijom
oligonukleotida CuAAC reakcijom s razli¢itim primarnim, sekundarnim, tercijarnim i
aromatskim azidima dobili finalni oligonukleotid. On u svojoj strukturi sadrzi C-nukleotidne

analoge kod kojih je nukleobaza supstituirana 1,2,3-triazolnim prstenom (Shema 28).

S
HO'

LIX /N§N
Q—
=

Shema 28. Shematski prikaz sinteze oligonukleotidnog lanca iz 1,2,3-triazolnih nukleozidnih

; —N
H =
ugradnja u | | N
o oligonukleotidni 3
lanac
—_— —_—
HO' :
¢ "CUAAC” : ;(_‘.
| /@/

analoga.

Kako bi se poboljsalo reakcijsko iskoriStenje i1 skratilo vrijeme reakcija pored klasicnog nacina

.. . oy v, . v . . .. .. 17 .
zagrijavanja sve je ¢eS¢e u primjeni i mikrovalno zracenje kao alternativni izvor energije. 6 Ovaj
nekonvencionalni izvor zra¢enja nasao je svoju primjenu i u klik kemiji.177 Sa stajalista tzv.

»zelene kemije” znaajnu primjenu ima mikrovalnim zraenjem potpomognuta sinteza bez
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prisutnosti otapala.'”® Tako su Guezguez i sur.!”™

objavili Cu(l) kataliziranu regioselektivnu
sintezu funkcionaliziranih a- ili f-1,2,3-triazolil-nukleozinih analoga primjenom CuAAC
reakcije izmedu a- ili f-2'-deoksiriboze i razliitih terminalnih alkina u mikrovalnom reaktoru
bez prisutnosti otapala i pri atmosferskom tlaku. Optimizacijom reakcijskih uvjeta skratili su
trajanje reakcije s 24 h na samo 1,5 do 3 min.

Zanimljiv sustav u potrazi za novim analozima ciklicke adenozin-difosfat riboze (CADPR)
primjenom klik kemije odabrali su Li i sur.® Poznato je da cADPR kontrolira Cu®*-ovisni
stani¢ni odgovor brojnih sustava, a strukturni derivati ove molekule mogli bi pomo¢i u
objasnjavanju mehanizma posredovanja cADPR-a u Cu2+-ovisn0j stani¢noj signalizaciji. Upravo
su stoga sintetizirani 4-amido-1,2,3-triazolni nukleozidni analozi LXa-b (Slika 17), a
preliminarna farmakoloska ispitivanja pokazala su kako sintetizirani derivati induciraju

otpustanje iona Cu®" u intaktnim humanim Jurkat stanicama.

HO OH

'O—P—O N )\N | O—P—OO |
: ﬁf
|

cADPR LXa-b a) X =-CH,-
b) X = -OCH,-

&

§

O

O—'U_

Slika 17. Struktura cCADPR i strukturnih analoga L Xa-b.

181,182

Xia i sur. sintetizirali su bistriazolil-nukleozidne analoge kao potencijalne anti-TMV (virus

mozai¢ne bolesti duhana) agense primjenom CuAAC reakcije (Shema 29).

48



OCH;, Rl OCH;
0 _=N CuSO,/Na-askorbat 1) _=N /N§ N
> — N3 > >_ N

N~ N/ THF/H,0 N~ N/ Q\

R R Rl
65-98 %
LXla-b LX1
(6]
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Shema 29. Sintetski put priprave bistriazolil-nukleozidnih derivata opée strukturne formule LXII.

Variranjem razli¢itih terminalnih alkina pripravili su strukturne analoge LXII u visokom
iskori$tenju, medutim, u sluc¢aju 5-azidotriazola LXIIl (Shema 30) Cu(l) katalizirana sinteza
1,2,3-triazola dala je neocekivane rezultate. Naime, u reakciji azida LXIlla s fenilacetilenom
nastaju neocekivani produkti, amin LX1Va i amid LXVIa dok nastanak triazolnog derivata LXVa
nije uocen ¢ak niti provodenjem reakcije u mikrovalnom reaktoru. U slucaju aciklickog analoga
LXI11b triazolni derivat LXVb nastaje u relativno niskom iskoristenju, ali je takoder uocen i
nastanak aminskog derivata LXIVb.
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Shema 30. Reaktivnost azida LXI11a i LXI11b u uvjetima CuAAC reakcije.

Kao objasnjenje neocekivane reaktivnosti
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38%

40%

32%

44%

autori pretpostavljaju da azid LXIII

zbog

heterociklickog prstena siromasnog elektronima kao 1 stericke ometanosti inducirane prisutnoscu

vezanog Secera u strukturi nije povoljan reaktant 1,3-dipolarne cikloadicijske reakcije.

Medutim, O'Mahony i sur.'%

su sintezom adenozinskih dimera povezanih 1,2,3-triazolnim

prstenom pokazali da je CuAAC reakcija ipak izvediva na elektronima siromaSnim

heterociklickim sustavima kao §to su primjerice purini (Slika 18).

Slika 18. Struktura adenozinskog dimera.
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Modifikacijom takoder adenozinskog sustava Cosyn i sur.'®® sintetizirali su dvije serije 2-(1,2,3-

triazolil)adenozinskih derivata (Shema 31).

\NH S

CuSO,/Na-askorbat R _
L-prolin, Na,CO3 N AN -
NaN; J N CuSO,/Na-askorbat
> —_—
tBuOH/H,0 < )\ tBUuOH/H,0 < )\
60 °C N s.t.
~ N N3 NT N
NH 66 % Riboza/ 32-82% Rlboza/ ,\\‘
=N

LXVII LXIX

</ )\— R = H, Et, Bu, 2-hidroksietil, fenil, piridin-2-il, 4-propoksifenil, benzil, i dr.
Rib a) TMSA RLN
hosa LXVII Pdc'z(PPha)z 3
DMF </ CuSOA/Na askorbat \
b) 7 N NHz/MeOH )\ tBuOH/HZO
1
43% Rlboza 33- 54% N/R

Rlboza
LXX1

R! = benzil, 3-OCHj-benzil, 3-Cl-benzil
Shema 31. Sintetski put priprave 2-(1,2,3-triazolil)adenozinskih derivata LXIX i LXXI.

Autori su iz dobivenih rezultata zakljucili da bolja iskoriStenja daje reakcijski put priprave
najprije azida LXVIII nukleofilnom supstitucijom s NaN3 nakon ¢ega slijedi Cu(I) katalizirana
1,3-dipolarna cikloadicija s razli¢itim alkinima i nastanak triazola LXIX. Nadalje, iako su
reakcijski uvjeti Cu(l) katalizirane nukleofilne supstitucije s NaN3; i CuAAC reakcije sli¢ni,
priprava derivata LXIX u jednom reakcijskom stupnju dala je neocekivano vrlo nisko
iskoriStenje. Osim toga, prilikom sinteze azida LXVIII autori su uodili i nastanak ciklickog
adukta, tetrazola LXXII (Shema 32) te mogu¢im pomicanjem reakcijske ravnoteze tijekom
cikloadicijske reakcije upravo na stranu tog strukturnog izomera objasnjavaju relativno niska

iskoristenja priprave nekih derivata LXIX.

SN
N
ciklizacija
{ * — ( ﬁ
-~
N
Riboza Rlboza
LXVII LXX11

Shema 32. Kemijska ravnoteza dva strukturna izomera, 2-supstituiranog adenozinskog derivata
LXVIII i tetrazola LXXII.
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Posljednjih godina veliku ekspanziju doZivjelo je podrucje fluorescentnih nukleozidnih analoga u

okviru studija struktura nukleinskih kiselina i proucavanju bioloskih svojstava kao S§to su

-----

replikacija, transkripcija, rekombinacija i mehanizmi popravka. Najces¢i nukleozidni
fluorescentni analozi uglavnom su derivati purina. Najvise se upotrebljava 2-aminopurin, a

komercijalno su dostupni i derivati pterina i pteridina.

109,184

O'Mahony i sur. opisali su funkcionalizaciju C8 polozaja adenozina koja je rezultirala

185 te su

sintezom derivata s fluorescentnim svojstvima. Isti sustav upotrijebila je Dyrager sa sur.
primjenom CuAAC reakcije u mikrovalnom reaktoru uz prethodnu funkcionalizaciju C8
polozaja adenozina Sonogashirinom metodom pripravili 8-(1H-1,2,3-triazol-4-il)adenozinske

analoge LXXIVa-i (Shema 33).

NH,

NH,

N Ny "CuAacr N N X RS N X

=< J— 1D 1<

N N) NS N N) st 24h NSy N N)
78a-c 73-99 % 99 %

o 78d-e 78 %, 87 % o o
OH 78f-i 51-61% OH OH

H NH,

a) R = benzil

b) R = 1-feniletil
Q P 0 P ¢) R = piridin-4-il-metil OH OH
(Pri),Si—~ . _-Si(iPr), (Pri),Si~_ . _-Si(iPr), d) R = isopentil

o o e) R = pentil

f) R = 3-NHy-fenil
g) R = 4-OCHs-fenil
h) R = 4-tolil
i) R = 4-Cl-fenil

LXXI LXXIVa-i LXXVd

Shema 33. Sintetski put priprave 8-(1H-1,2,3-triazol-4-il)adenozinskih analoga LXXIVa-i.

Pripravljeni spojevi pokazali su veliku sposobnost apsorpcije (ekstinkcijski koeficijenti, ¢
>24000 M cm™), visoku efikasnost emisije apsorbiranog zracenja (kvantni prinos fluorescencije,
engl. quantum yield, @ >64 %) te visok faktor osvjetljenja (¢-@r) kao i uskladene i usporedive
valne duljine emisije u ovisnosti o vrsti supstituenta na triazolnom prstenu. Fluorescencijska
svojstva razlikuju se za derivate s alifatskim supstituentima u usporedbi s aromatskim. Iznimku
¢ini derivat LXXIVf ¢iji koeficijent @ iznosi 0,38 unato¢ konjugaciji izmedu aromatskog
supstituenta i triazolnog prstena.

Prema statistici Svjetske zdravstvene organizacije (krat. WHO, engl. World Health
Organization) od posljedica nekog oblika tumorskog oboljenje godi$nje umre 7,6 milijuna ljudi.

Iako rizik oboljenja raste s godinama njima su sve vise pogodene i mlade populacije. Pet
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najces¢ih organa koje zahvaca neki oblik karcinoma su pluca, jetra, crijeva, zeludac 1 dojke, a
sve ucestalija smrtnost posljedica je 1 raka grli¢a vrata maternice i karcinoma prostate. Medu
prvim otkrivenim 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

186

protutumorskom aktivno$¢u, a Lee 1 sur.” upotrijebili 5-etinil-2'-deoksiuridinski derivat u

CUAAC reakciji priprave triazola LXXVIIla-d (Shema 34).

R
@/\ N3
N
(o] (o] R o N= \
N
I Z CuSO, x 5H,0/Na-askorbat >
HN HN HN
)] — | |
)\ _— /I»\ nBUOH/H,O
(@) N (o] N st,10h (@] N
ﬁ Q 71-87% Q
a)R=H
HO OH AcO OAc b) R = etil AcO OAc
¢) R = isopropil
LXXVI LXXVII d) R = tert-butil LXXVIHI
R
LiOH
MeOH/H,03:1 | 71-90%
s.t,10h
N
o) N= "\
N
=
HN |
o)\ N
o}
HO OH

a)R=H
LXXIXaid d)R = tert-butil
Shema 34. Sintetski put priprave C5-triazolil-2'-deoksiuridinskih derivata LXXVIlla-d.

Pripravljeni spojevi testirani su na Sest humanih tumorskih stani¢nih linija (bubrega, pluca,
dojke, crijeva, Zeluca i prostate), a najbolju aktivnost pokazao je spoj LXXVIIIb. Istovremeno,
deacetilirani derivati LXXIXa i LXXIXd pokazali su nesto slabiju protutumorsku aktivnost u

usporedbi s acetiliranim analozima LXXVIII. Sintezom C5-triazolil-2'-deoksiuridinskih derivata
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7 188

te antivirusnim®” i protutumorskim®®® testiranjima pripravljenih spojeva bavili su se i drugi

autori.

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 petero¢lanim prstenom
189190191192 K hgalka i sur.®* su u dvostruku uzvojnicu

DNA:RNA inkorporirali C5-triazolil-2'-deoksiuridinske analoge LXXXIla-c (Shema 35).

povecava stabilnost dvostruke uzvojnice.

N
0 POM-CI, PhBr ili BnBr o) N= \
% NaNs, Cul, Na-askorbat ~ N—R
N,N'-dimetiletilendiamin (DMEDA)
HN HN |
)\ | EtOH/H,0 7:3 )\
0 N MW, 100 °C 0 N
o 76 - 87 % e}
HO OH HO OH
LXXX LXXXla-c
1. DMTr-CI, piridin, CH3CN
2. EtN(iPr),, CH,Cl,
al 53-55%
P~
NC(Hzc)zo N(lPr)z
o) N 4N\
N—R
=
HN
a) R =POM )\ |
b) R =fenil
¢) R = benzil o N
O
O(CH,),CN
DMTrO 0O—P

LXxXlla-c ~ N@Pr);
Shema 35. Sintetski put priprave C5-triazolil-2'-deoksiuridinskih derivata LXXXIla-c.

Iz dobivenih rezultata utjecaja inkorporiranih triazolnih struktura u veliki utor dvostruke
uzvojnice zakljucili su opcenito da jedan ugradeni triazolni derivat unutar oligonukleotidnog

lanca destabilizira dvostruku uzvojnicu dok cetiri uzastopno povezana analoga imaju suprotan
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efekt. Naime, zamjenom metilne skupine timidina triazolnim supstituentom u lancu 5'-
dGTGTTTTGC:3-rCACAAAACG temperatura mekSanja (Tp) viSa je za 14 °C u usporedbi s
nemodificiranim lancem. Vrsta supstituenta na triazolnom prstenu dodatno moze (de)stabilizirati
sustav. Andersen i sur.*® proveli su stoga sustavnu studiju utjecaja fenilnog i p-supstituiranog
fenilnog supstituenta na triazolnom prstenu 2'-deoksiuridina na jakost m-m interakcija unutar

lanaca dvostruke uzvojnice (Shema 36).

0 NZTN o YEN
N R 1. Automatska DNA sinteza N R
= 2. Tretiranje s konc. NH;3 (aq) =

O)\N O)\N
0 o
0
O(CH,),CN ”
DMTrO oO—P (0] O— Py
\ s |
N(iPr), i
LXXXIlla-c LXXXIVa-c

a)R=H a)R=H

b) R = OTBDMS b) R=0OH

¢) R = SO,N=CHN(CHs), ¢) R = SO,NH,

Shema 36. Ugradnja fosforamidatnih triazolnih monomera LXXXIlla-c u oligonukleotidni lanac

automatskom sintezom na ¢vrstom nosacu.

Nakon provedenih hibridizacijskih studija UV spektroskopijom (odredivanje Ty) te studija
utjecaja m-m interakcija u ovisnosti o stupnju (broju ugradenih modificiranih monomera
LXXXI11la-c) i vrsti ugradenih monomera primjenom CD spektroskopije autori su zakljuéili da
se modifikacijom oligonukleotidnog lanca stabilnost dvostruke uzvojnice DNA:RNA povecava.
Nadalje, najjace m-m interakcije i stoga najstabilniju dvostruku uzvojnicu omogudile su
modifikacije oligonukleotidnog lanca ugradnjom monomera sa sulfonamidnim supstituentom
(LXXXTIIC).
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2.5.3.2. Modifikacije nukleozida u domeni Secera i nukleozidni biokonjugati

Osim strukturnih modifikacija nukleozida u domeni nukleobaze, u cilju pronalaska novih
potencijalno bioloski aktivnih derivata, provedene su i strukturne promjene u domeni Secera. I u

ovom podru¢ju znacajnu primjenu nalazi takoder CuAAC reakcija u sintezi razliitih

pirimidinskih!#419>19197198.19 4 1y ringkih®® nukleozidnih analoga (Slika 19).

\\\\.
N—N
I
N /
LXXXVII
R R =CH,0H, CH,NH,, -(CH,),COOH

Ro N O~

\" \\\\" ‘Y \\\“ "/,//
R HO N HO OH
s PN
/ NS R
=N N

N

LXXXVII LXXXIX XC

R =-(CHj)3NHj, benzil R = fenil, CH3C(O), CH3C(CH,), CH3CH,C(O)OCH,, i dr. R = (CH,),COOH, (CH,),0H, C(CH3)(CgH,)OH

Slika 19. Strukture pirimidinskih (LXXXV, 1% LXXXVI,2* LXXXVIIET j LXXXVIII) i

purinskih (LXXXIX i XC)*® nukleozidnih derivata s triazolnim supstituentom.

Osim modifikacija Se¢ernog dijela molekule nukleozida, furanozni prsten moguce je i potpuno
zamijeniti nekim heterociklickim ili ak aciklickim supstituentom. Tako su Cao i Huang®®
objavili paralelnu sintezu serije uridinskih analoga na ¢vrstom nosacu selenidne smole

primjenom CuAAC reakcije kao kljucnog reakcijskog stupnja (Shema 37).

56



NaNg, R H.0
2 2
Q—ss—_ @ o )\
THF
/K DMSO Et3N L- prolln /K st.1h

C.15h
59-74 %
/ / N /
Z Vi //
N—N N—N
R2 R2
XClI XCll XClI

R! = nBu, fenil, 4-CH3-C4H,, 4-CH30-C4H,
R2= CHa, benzil, fenil, 4-NO,-benzil, 4-Cl-fenil

Shema 37. Sinteza triazolnih nukleozidnih analoga XCI11 na ¢vrstom nosacu.

Poznati antivirusni agens tenofovir X (Slika 7 e, Slika 20) te njegovi strukturni analozi cidofovir
XCIV i adefovir XCV (Slika 20) primjeri su aciklitkih nukleozidnih derivata 20%20320420°

Koncept zamjene Se¢ernog dijela molekule nukleozida aciklickim supstituentom prije 25 godina

postao je temeljem razvoja derivata s potencijalnim antivirusnim djelovanjem.

NH,

NZ N ﬁ\ )ji

A A\
P Lo U
;o 0 Wi

HO— !\/ HO— F{/ \/
HO/ s HO/ HC{
HO
Tenofovir Cidofovir Adefovir
X XCIV XCV

Slika 20. Strukture poznatih antivirusnih lijekova tenofovira X, cidofovira XCIV i adefovira
XCV.

S bogatim ranije ste¢enim iskustvom priprave modificiranih 1,2,3-triazolilnih aciklonukleozida

Elayadi i sur.®®

objavili su sintezu modificiranih struktura poznatih antivirusnih spojeva
primjenom 1,3-dipolarne cikloadicije. Autori su, naime, unutar aciklickog supstituenta ugradili
triazolni prsten ¢ime su fleksibilnost strukture dodatno ogranic¢ili (Slika 21). Osim toga,
variranjem duzine lanca pripravljenih aciklickih nukleozidnih triazolil-fosfonata pratili su utjecaj

na bioloSku aktivnost testiranih spojeva na HCV i HIV. Prona$li su da duljina lanca nema
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dramati¢an utjecaj na aktivnosti i citotoksi¢nost u sluc¢aju pirimidinskih derivata dok u slu¢aju

purinskih analoga duzina lanca utje¢e na aktivnost.

NUKLEOBAZA
Nukleobaza =
Timin, uracil, adenin
=
//N
o Il N—N
P
/ n
HO
n=1,2

Slika 21. Strukturni motiv acikli¢kih nukleozidnih triazolil-fosfonatnih analoga.

Trakossas i sur.?®” pripravili su sli¢ne triazolom modificirane nukleozide s jednom ili dvije

nukleobaze u svrhu bioloske evaluacije antioksidativne i reduktivne sposobnosti.

Osim u sintezi nukleozidnih mono-derivata modificiranih u domeni Secera, CuAAC reakcija

primijenjivana je i u dizajnu nukleozidnih biokonjugata®® i modificiranih oligonukleotida.?*®%*

Tako su u okviru dizajna novih anti-VZV derivata Jin i sur.®®

objavili zanimljivu sintezu serije
furo[2,3-d]timidinskih nukleozidnih konjugata XCVIII sa Seéerima primjenom Sonogashirine

reakcije i klik kemije (Shema 38).
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Shema 38. Sintetski put priprave nukleozidnih konjugata XCIX i C.

U posljednjem reakcijskom stupnju deprotekcije 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih konjugata

XCVIII dobivene su dvije nove serije ugljikohidratnih konjugata, XCIXi C.
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2.5.4. Primjena triazolnih nukleozidnih derivata

Izuzetno Siroka primjena CuAAC reakcije o€ituje se u iznimno velikom broju radova iz razlicitih

podrudja; dizajn novih lijekova,?****#?*2 hiokonjugacija, 4 21>:216.217:218:219.220221 Y ajia polimera i

222,223,224,225

razvoj novih materijala te srodna podru¢ja, posebice supramolekularna

kemija.?*%*"?% (Ogim toga, primjena je prisutna i u podrudju; oznadavanja DNA? i sinteze

230 232,233

oligonukleotida,®® povezivanja glikozidnih klastera®*! i dendrimera,

faza za HPLC kolone®** i dr.

pripremi stacionarnih

Od otkric¢a i adaptacije Huisgenove 1,3-dipolarne [3+2] azid-alkin cikloadicije uvodenjem Cu(])
katalizatora CuAAC reakcija nije dobila samo naziv ,,klik” nego je opc¢enito postala sinonimom
brze, mnogostrane i jednostavne sintetske metode sa Sirokim podru¢jem primjene. Upravo je
stoga znacajno utjecala na razvoj velikih klastera spojeva s potencijalnom primjenom u

bioloskim sustavima.

Kao veliko podruc¢je primjene CuAAC reakcije posebno se izdvajaju modifikacije nukleinskih
kiselina i njihovih oligomera. Kako je dano u dosadaSnjem pregledu literature, nukleinske
kiseline moguce je modificirati na tri karakteristicna polozaja: nukleobazi, Seceru ili
fosfodiesterskoj internukleotidnoj vezi. Ipak, naj¢es¢a je modifikacija upravo ona na nukleobazi
zbog prisutnosti reaktivnih mjesta, relativno kratkih sintetskih puteva i Siroke primjene tako
derivatiziranih produkata. Prednosti modifikacija nukleobaze u odnosu na Secer ili fosfatnu
okosnicu su Sto takve modifikacije jo$ uvijek ne ometaju produljenje polinukleotidnog lanca,”*® a
ofuvana je i komplementarnost dvostruke uzvojnice jer nisu naruSene Watson-Crickove

interakcije.?*®%%’

Pozicije modifikacija nukleobaza su razlicite i kod purina uglavnom obuhvacaju
7-aza i -deaza polozaj, N9 polozaj te supstitucije egzociklickih amino skupina adenina i gvanina
dok je kod pirimidina naj¢eS¢a modifikacija C5 polozaja, supstitucija egzociklicke amino
skupine citozina te N1 polozaj. Ipak, kako bi se izbjegla Watson-Crickova regija i omogucila
ugradnja modificiranih nukleotida upravo u veliki utor DNA/RNA dvostruke uzvojnice najcesce
se modificiraju C5 polozaj kod pirimidinskih te 7-aza/-deaza i nesto rjede C8 polozaj purinskih
nukleobaza. Takva strategija modifikacija omoguéuje primjenom klik kemije konjugaciju

molekula u svrhu provodenja razli¢itih studija od terapijskih ucinaka do fluorescentne

vizualizacije i konformacijskih analiza. Osim navedenih funkcija, nukleobazni analozi kao takvi
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tvore i paletu antivirusnih i protutumorskih derivata. Implementacija CUAAC reakcije u razvoj
novih terapeutskih agensa inspirirana je otkri¢éima ranije spomenutim, 1,2.4-triazolnog
antivirusnog nukleozidnog derivata ribavirina X12%%%%

zidovudina 1X.24°

I potencijalnog anti HIV agensa,

Zahvaljujuéi koplanarnoj orijentaciji triazolnog prstena u C5 poloZaju u odnosu na pirimidinski

1 odnosno citozina,?#!

prsten uracila ugradnjom takvih struktura u oligonukleotidne lance
omoguc¢ena je =znaCajna stabilizacija dvostruke uzvojnice nastale hibridizacijom tako
modificiranih lanaca s komplementarnim DNA odnosno RNA lancima,***%?*? kao i trostruke
uzvojnice nastale hibridizacijom s dvostrukom uzvojnicom DNA.?*? Na temelju UV krivulja
odredene su temperature mekSanja (Ty) pojedinih hibrida te je utvrdeno da feniltriazolni
supstituenti u C5 poloZaju pirimidina znacajno stabiliziraju dvostruku uzvojnicu DNA:RNA iz
¢ega se moze zakljuciti o visokom afinitetu dizajniranih oligonukleotidnih DNA sekvenci upravo
za RNA.?*® Ova spoznaja veoma je znaGajna sa stajalista razvoja novih terapeutski primjenjivih
oligonukleotida (engl. antisense therapy). Naime, dizajniranjem modificiranih jednolancanih
DNA sekvenci (krat. ASOs, engl. antisense oligonucleotides) s visokim afinitetom za mRNA
transkripte mogli bi se ucinkovito kontrolirati procesi ekspresije ciljanih proteina, posebno
translacijski korak kao posljednja faza biokemijskog puta sinteze proteina. Osim ASOs sekvenci
znacajnu ulogu u ,antisense” terapiji (engl. antisense therapy) imaju i dvolan¢ane RNA
sekvence (krat. siRNAs, engl. short-interfering RNAs) gdje posebno dolaze do izrazaja
modifikacije purinskih nukleobaza.?**

Triazolni purinski odnosno pirimidinski analozi specifi¢no oznaceni radikalskim supstituentima
nasli su primjenu i u prouc¢avanju struktura i konformacija DNA i RNA oligomera elektronskom
paramagnetskom rezonancijom/spektroskopijom elektronske spinske rezonancije (EPR/ESR),?*®
a specifi¢no obiljezeni derivati, najéesée radioaktivnim fluorom (*°F), koriste se u pracenju
distribucije i ponasanja bioaktivnih molekula u in vivo uvjetima pozitron emisijskom
tomografijom (PET).2*

Doprinos CuAAC reakcije o€ituje se 1 u vezanju razliitih fluorescentnih markera na nukleobaze,
a nerijetko je fluorescencija posljedica samog generiranja triazolnog prstena (C8 polozaj
adenozina).247'185 Prvi primjer fluorescencije inducirane samim uvodenjem triazolnog prstena u
sustav primjenom CuAAC reakcije bez vezanja dodatnog fluorofora bila je sinteza citidinskog

248

analoga CI,”* a iste godine sintetiziran je i uridinski analog CII klik konjugacijom fluorofora
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Nile Red (Slika 22).*° Primjenom klik kemije Ostergaard i sur.?*® vezali su pirenski fluorofor na
C5 polozaj uridina te tako priredili analog CII1 (Slika 22). On se pokazao izuzetno uspje$nim u
detekciji polimorfizma pojedinacnog nukleotida (SNP) zbog izrazitog smanjenja efikasnosti
emisije apsorbiranog zracenja (@g) u prisutnosti krivo sparenih sekvenci (engl. mismatched
sequences). Fluorescentni oligonukleotidni sustavi predstavljaju znacajan bioloski alat za
vizualizaciju specifi¢nih svojstava nastalih njihovim povezivanjem sa ciljanim oligonukleotidima
ili proteinima, a takoder mogu dati i brojne informacije o odnosu strukture i reaktivnosti (krat.

SAR, engl. Structure-Activity Relationship).

o N N
o 0 o)
OH o o)
/ o/
OH O NDO 0 P
£ 7 o
NDO 0
cl cil cim

Slika 22. Primjeri fluorescencijskih C5 modificiranih pirimidinskih klik derivata.

Da je 1,2,3-triazolni prsten prisutan kao kljuéni farmakofor bioloski aktivnih molekula®!

svjedoci nekoliko potencijalnih farmaceutika u posljednjem stadiju klini¢kih ispitivanja, a koji u
svojoj strukturi sadrZe upravo ovaj prsten.?>? Posebnu skupinu potencijalnih lijekova s 1,2,3-
triazolnim prstenom ¢ine C5 modificirani pirimidinski derivati, a ekspanziju njihova razvoja
mozemo zahvaliti 5-fluorouracilu (5-FU) i drugim C5 modificiranim nukleozidima kao $to su 5-
jodo-2'-deoksiuridin, 5-trifluorometil-2'-deoksiuridin te brojni 5-alkenilni i 5-alkinilni derivati 2'-
deoksiuridina. Mehanizam specifi¢nog protutumorskog djelovanja S-fluorouracila temelji se na
inhibiciji timidilat sintetaze kao jednog od klju¢nih enzima u biokemijskom ciklusu sinteze

stanicne DNA. Timidilat sintetaza katalizira transformaciju 2'-deoksiuridin-5'-monofosfata u
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prisutnosti koenzima 5,10-metilentetrahidrofolne kiseline u timidin-5-monofosfat. Medutim,
kada je supstrat enzima modificiran u C5 poloZaju tada je onemoguéena disocijacija nastalog
kompleksa enzim-supstrat-koenzim i na taj je nacin inhibirana biosinteza timidin-5'-monofosfata.
Cilj protutumorske terapije je posti¢i spomenutu aktivnost selektivno u malignim stanicama §to

je bio 1 poticaj razvoju novih derivata neselektivnog i visoko toksi¢nog 5-FU-a.

U razvoju novih bioloski primjenjivih sustava osim pirimidinskih 1,2,3-triazolnih derivata
zastupljeni su i purinski derivati s istim petero¢lanim heterociklickim prstenom i to posebno kao
potencijalni agonisti odnosno antagonisti purinskih receptora kao ciljanih molekula potencijalnih

lijekova.?2>*

Iz gore navedenog, pored brojnih primjera prisutnosti 1,2,3-triazola kao strukturnog motiva

molekula s bioloSkom aktivno$¢u i to kao:

a) potencijalnih citostatika, virostatika, antiproliferativnih agensa i GABA-antagonista,

antifungika te anti HIV i antimikrobnih agensa;

b) sintetskih intermedijera za antibiotike, antihistaminike, muskarinske antagoniste za
lijeCenje  Alzheimerove bolesti, rotaksane i kemiluminiscentne spojeve te

poliheterociklicke spojeve s neuroleptickom aktivnoscu,

1,2,3-triazolni heterocikli pronasli su i $iru industrijsku primjenu. Tako se danas koriste kao boje

55 256,257

i fotostabilizatori u industriji opti¢kih vlakana,” inhibitori korozije metala i legura,

svjetlosni stabilizatori organskih materijala i polimera te u agronomiji kao insekticidi,?®

fungicidi,* herbicidi i regulatori rasta.”*%?*"
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3.  EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali i metode

Otapala su destilirana s odgovarajucih sredstava za suSenje kratko vrijeme prije upotrebe.

Tankoslojna kromatografija provedena je na folijama silikagela DC-plastikfolien Kieselgel 60
F2s4 (Merck), a spojevi su detektirani UV svjetlom pri 254 i 365 nm te parama joda. Odredene R¢

vrijednosti su priblizne.

Preparativna kromatografija provedena je na staklenim plo¢ama (20-20 cm) sa slojem silikagela
debljine 2 mm Kieselgel 60 PF,s, (Merck). Ploce su aktivirane 2 sata na 100 °C. Osim toga,
preparativna kromatografija provedena je i na staklenim plo¢ama (20-20 cm) sa slojem silikagela
debljine 2 mm TLC-plates SIL G-200 UV,s4 (Macherey-Nagel). Otapala i njihovi volumni

omjeri za tankoslojnu kromatografiju navedeni su u eksperimentalnom dijelu za svaki spoj.

Flash kromatografija provedena je na stupcu primjenom silikagela Kieselgel 60, high-purity

grade, pore size 60 A, 220-440 mesh particle size, 35-75 um particle size (Fluka).

Kromatografija na lijevku provedena je primjenom silikagela Kieselgel 60 Fjs4 (0,063-0,200
mm) (Merck).

Analiti¢ki uzorci suseni su na sobnoj temperaturi i tlaku 2,6 Pa.

Temperature talista pripravljenin spojeva odredene su na Koflerovom mikroskopu i nisu

korigirane.

UV spektri snimljeni su na Phillips (Pye Unicam) PU-8700 UV/VIS spektrofotometru u
kvarcnim kivetama, a uzorci su otopljeni u metanolu. Apsorpcijski maksimumi (Amax) izrazeni Su

u nanometrima (nm), a ekstinkcijski koeficijenti (log &) u dm® mol™ cm™.
Fluorescencijski spektri snimljeni su na Varian Cary Eclipse spektrofotometru.

FTIR (engl. Fourier Transform Infrared) spektri snimljeni su na spektrofotometru Perkin-Elmer
Infrared Spectrofotometer 297 tehnikom KBr plocice. Frekvencije karakteristi¢nih vrpci izrazene

su uobicajeno u obliku valnih brojeva (V) ¢ija je mjerna jedinica cm .
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Za pracenje tijeka cikloadicijskih reakcija priprave triazolnih derivata uracilne serije kao i
provjeru &istoce izoliranih produkata koristen je Shimadzu® HPLC uredaj (solvent delivery unit;
LC-20AT, PDA detector; SPD-M20A) s kolonom Nucleosil 100-07 C-18, Reverse Phase 250 mm

x 8.0 mm.

'"H NMR i **C NMR spektri snimljeni su na Bruke Avance DPX 300 i 600 (300/75 Hz i 600/150
MHz) u DMSO-d¢ (ako nije drugadije navedeno). Kemijski pomaci (o) izrazeni SuU U ppm u
odnosu na TMS kao unutrasnji standard [kalibracija je provedena prema DMSO-dg (o= 2,50
ppm, &= 39,51 ppm], a konstante sprege (J) u hercima (Hz). Dvodimenzijski COSY (engl.
Correlation Spectroscopy), NOESY (engl. Nuclear Overhauser Effect) i HMQC (engl.
Heteronuclear Multiple-Quantum Correlation) spektri snimljeni su na 20 °C uz upotrebu
standardnog programskog paketa Varian Gemini. Numeracija atoma radi asignacije NMR
spektara prikazana je na Slici 1 za purinske derivate (Sto slijedi nomenklaturno obiljezavanje
spojeva uobicajeno u purinskoj kemiji) odnosno na Slici 2 za pirimidinske derivate gdje smo za
osnovu uzeli uracil (Sto djelomicno slijedi nomenklaturno obiljeZavanje spojeva u odnosu na

prioritete pojedinih prstenova ili funkcionalnih skupina).

R = hidroksialkil, N-metilenftalimid

R = hidroksialkil

Slika 1. Opc¢a struktura purinskih derivata.
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http://en.wikipedia.org/wiki/Nuclear_Overhauser_effect

R? = alkil, aril, ribozil
R? = H, -SO,R® (R® = aril, heteroaril)

R = alkil, aril, ribozil
Slika 2. Opc¢a struktura pirimidinskih derivata.

Maseni spektri visoke rezolucije triazolnih derivata uracilne serije i sulfonilnih triazolnih
derivata snimljeni su na kvadrupolnom time of flight masenom spektrometru (analizator masa s
vremenom leta) Micromass® Q-Tof2 tvrtke Waters sa Z - sprej suceljem koji detektira ione u
intervalu od 100 do 2000 Da u kontinuiranom modu. Kao vanjski kalibracijski standardi
upotrijebljeni su rezerpin i sulfadimetoksin definirane mase ([M+H]" = 609,2812 Da i [M+H]" =
311,0814 Da). Ionizacija uzoraka vrsila se elektrorasprienjem (ESI) s radom u pozitivnom (ES™)
modu uz napon izvora od 3,5 kV i kolizijske ¢elije od 30 eV. Spektri su snimljeni u rasponu m/z
10-1000 Da. Brzina injektiranja uzorka bila je 5-10 uL/min, a protok desolvatacijskog plina 500

L/h. Temperatura kapilare bila je 100 °C, a desolvatacijska temperatura odrzavana je na 150 °C.

Spektri masa visoke rezolucije purinskih i uridinskih derivata triazola snimljeni su tandemskim
uredajem MALDI-TOF/TOF (matricom potpomognuta ionizacija desorpcijom laserskog
zraCenja - analizator masa s vremenom leta) 4800 Plus MALDI TOF/TOF (Applied Biosystems
Inc., Foster City, CA, USA) opremljenim Nd:YAG laserom koji generira laserski puls zracenja
valne duljine 355 nm s ucestalos¢u od 200 Hz u pozitivnom modu. Snimanje je izvrSeno uz 1600
laserskih pulseva po spektru, raspon m/z 100-1000 Da, fokus masa 500 Da i vrijeme zadrzavanja

500 ns. Toc¢nost odredivanja masa od 5 ppm dobivena je internom kalibracijom.

Identifikacijski maseni spektri (ESI-MS) spojeva 35 i 36 snimljeni su u Laboratoriju za kemiju
ugljikohidrata, peptida i1 glikopeptida Instituta Ruder Boskovi¢ primjenom LCMS uredaja
Agilent 6410 Triple Quad®™ tvrtke Agilent Technologies s elektronskim multiplikatorom kao
detektorom Kkoji detektira ione u intervalu m/z 0-2000 Da u kontinuiranom modu. Kao
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kalibracijski standard koriSten je ESI-L Low Concentration Tuning Mix Agilent Technologies.
Ionizacija uzoraka vrsila se elektrorasprienjem (ESI) s radom u pozitivnom (ES") i negativnom
(ES’) modu uz napon izvora od 135 V i kolizijske ¢elije 015 eV. Spektri su snimljeni u rasponu
m/z 10-1000 Da. Brzina injektiranja uzorka bila je 200 pL/min, a protok desolvatacijskog plina

dusika 360 L/h. Desolvatacijska temperatura odrzavana je na 300 °C.

Sinteza u  mikrovalnom  reaktoru provedena je pomocu instrumenta CEM
Discover®LabmateTH/ExplorerPLS® single mode microwave reactor primjenom tehnike

otvorenog sustava te instrumenta Monowave 300“ (Anton Paar) u zatvorenom sustavu.
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3.2. Priprava spojeva

3.2.1. Priprava C8 supstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata gvanozina

3.2.1.1. 2-Amino-8-bromo-9-(3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil)-tetrahidrofuran-2-il)-
1H-purin-6(9H)-on (2); 8-bromgvanozin 2.

8-Bromgvanozin 2 pripravljen je prema literaturno poznatom propisu,26263:264.265

U suspenziju gvanozina 1 (1 g, 3,5 mmol) u vodi (6 mL) dokapava se vodena otopina broma™ (28
mL) kap po kap u razmacima od 2—3 sekunde, tako da izmedu svakog dodatka nove kapi nestane
narancasta boja. Ukupno vrijeme dokapavanja je 4-6 min. Bijeli talog potom se brzo filtrira i
ispire najprije s 30 mL hladne vode, a potom s 30 mL hladnog acetona te je tako dobiveno 1,27 g

(kvant.) bijelog taloga 8-bromgvanozina 2. Sirovi produkt prekristaliziran je iz vode.

"Bromna voda dobivena je otapanjem 1 mL broma u 100 mL vode i mijeSanjem (oko 15 min) do

potpunog otapanja broma i homogenizacije otopine.

t.t. 193 °C (193 °C)*®; R; = 0,5 (CH2Clo/MeOH 3:1); UV (MeOH): Ama/nm 262, log e/dm®mol
'em™ 4,00; IR (KBr) viem™: 3335 (s), 3157 (), 2933 (m), 1692 (s), 1642 (s), 1523 (w), 1469
(w), 1339 (w), 1293 (w), 1220 (w), 1128 (w), 1090 (m), 1025 (w), 984 (vw), 911 (vw), 872 (W),
776 (w); *H NMR (DMSO-ds) &/ppm: 10,79 (s, 1H, NH-1), 6,48 (s, 2H, NH), 5,69 (d, 1H, J =
6,3 Hz, H-1'), 5,41 (bs, 1H, OH-2"), 5,04 (bs, 1H, OH-3"), 5,01 (t, 1H, J = 5,8 Hz, H-2"), 4,89 (bs,
1H, OH-5), 4,14 (dd, 1H, J = 3,6 Hz, J = 5,1 Hz, H-3'), 3,86 (dd, 1H, J = 5,1 Hz, J = 8,7 Hz, H-
4, 3,65 (dd, 1H, J = 5,0 Hz, J = 11,8 Hz, H-5%), 3,52 (dd, 1H, J = 5,6 Hz, J = 11,8 Hz, H-5Y);
3C NMR (DMSO-ds) dppm: 155,37 (s, C-6), 153,41 (s, C-2), 152,03 (s, C-4), 121,03 (s, C-8),
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117,48 (s, C-5), 89,66 (d, C-1, 85,82 (d, C-4"), 70,46 (d, C-2'(C-3")), 70,28 (d, C-3' (C-2),
61,97 (t, C-5). Elem. anal. raun za C1oH1,BrNsOs (Mr = 362,137): C 33,17 %; H 3,34 %; N
19,34 %: nadeno C 32,68 %; H 3,12 %: N 19,15 %.

3.2.1.2. 2-Amino-9-(3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil)-tetrahidrofuran-2-il)-8-
hidrazinil-1H-purin-6(9H)-on (3); 8-hidrazingvanozin 3.

8-Hidrazingvanozin 3 pripravljen je prema literaturno poznatom propisu Metodom 12°%2¢7 j yz

modifikaciju (Metoda 2) u visem reakcijskom iskoriStenju.

3.2.1.2.1. Metoda 1

U otopinu hidrazin hidrata (390 pL) u smjesi EtOH/H,O (18,6 mL, 30:1 v/v) doda se 8-
bromgvanozin 2 (181 mg, 0,5 mmol) i suspenzija se mijesa na 100 °C 19 h. Nakon 2 h suspenzija
se izbistrila. Nakon 19 h refluksa na 100 °C nastali bijeli pahuljasti talog se filtrira iz vruce
reakcijske smjese u atmosferi argona te je tako dobiveno 80 mg (51 %) bijele do svijetlo plave

krutine (mijenja boju na zraku i svjetlosti) 8-hidrazingvanozina 3.

t.t. > 237 °C (raspad) (> 238 °C (raspad),”®® > 240 °C (raspad)®®’); R; = 0,5 (CH,Cl,/MeOH 3:1);
UV (MeOH): Ama/nm 261, log e/dm®mol™cm™ 3,61; IR (KBr) vicm™: 3421 (s), 2920 (m), 1701
(m), 1686 (m), 1678 (m), 1655 (m), 1637 (m), 1601 (m), 1578 (m), 1572 (m), 1560 (m), 1555
(w), 1523 (vw), 1491 (w), 1458 (w), 1419 (w), 1126 (w), 1092 (w), 1070 (w), 1041 (w), 908
(vw), 770 (w), 586 (w); *H NMR (DMSO-dg) &/ppm: 11,00 (bs, 1H, NH-1), 7,31 (bs, 3H,
NHNH,), 6,22 (bs, 2H, NHy), 5,70 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-1"), 5,60 (bs, 1H, OH-5'), 5,21 (bd, 1H,
OH-2'(OH-3"), 5,01 (bs, 1H, OH-3'(OH-2Y)), 4,47 (m, 1H, H-2"), 4,05 (m, 1H, H-3", 3,84 (m,
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1H, H-4%, 3,59 (m, 2H, H-5;, H-5,"); *C NMR (DMSO-dg) dppm: 155,68 (s, C-6), 153,69 (s,
C-2), 152,34 (s, C-4), 151,41 (s, C-8), 112,21 (s, C-5), 85,91 (d, C-1'), 85,12 (d, C-4"), 70,65 (d,
C-2'(C-3Y), 70,20 (d, C-3'(C-2Y)), 61,14 (t, C-5).

Kruti produkt 3 je nestabilan i raspada se stajanjem na zraku i izloZen svjetlosti, a takoder i u
otopini. Stoga je odmah nakon izolacije bez prethodnog ¢iS¢enja upotrijebljen u idu¢em stupnju
sinteze, a u svrhu identifikacije NMR spektri sirovog produkta (*H i **C) snimljni su odmah
nakon otapanja u DMSO-ds. Stajanjem vodene otopine derivata 3 nastaje hidrogel plave boje
(Slika 3).

Slika 3. Hidrogel derivata 3.

3.2.1.2.2. Metoda 2

U otopinu hidrazin hidrata (780 pL) u smjesi EtOH/H,O (12,4 mL, 30:1 v/v) doda se 8-
bromgvanozin 2 (362 mg, 1 mmol) i suspenzija se mijesa na 100 °C 4 h u mikrovalnom reaktoru.
Nakon 4 h izlozenosti mikrovalnom zrac¢enju na 100 °C nastali bijeli pahuljasti talog se filtrira u
atmosferi argona te je tako dobiveno 235,3 mg (75 %) bijele do svijetlo plave krutine (mijenja

boju na zraku i svjetlosti) 8-hidrazingvanozina 3.
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3.2.1.3. 2-Amino-8-azido-9-(3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil)-tetrahidrofuran-2-il)-
1H-purin-6(9H)-on (4); 8-azidgvanozin 4.

8-Azidgvanozin 4 pripravljen je prema literaturno poznatom propisu.”®®’

U ohladenu (~ 0 °C) bezbojnu otopinu 8-hidrazingvanozina 3 (68 mg, 0,217 mmol) u 5 %-tnoj
HCI (1 mL) dokapava se uz mijeSanje ohladena vodena otopina NaNO, (18 mg, 0,261 mmol u
870 uL H,0) pri ¢emu po dodatku cijelog volumena otopine NaNO, nastaje svijetlo zuta, gotovo
bijela suspenzija. MijeSanje se nastavlja naredna 4 h uz strogu kontrolu temperature koja ne
smije biti visa od 2 °C. Reakcijska smjesa zatim se filtrira u atmosferi argona pri ¢emu je
dobiveno 50 mg (71 %) bijele do svijetlo smede krutine (mijenja boju na zraku i svjetlosti) 8-

azidgvanozina 4.

t.t. > 200 °C (raspad) (> 202 °C (raspad),?®® > 200 °C (raspad)®®"); R¢ = 0,4 (CH,Cl,/MeOH 3:1);
IR (KBr) viem™: 3326 (s), 3142 (s), 2938 (m), 2158 (m), 1690 (s), 1643 (s), 1542 (s), 1503 (W),
1430 (m), 1378 (m), 1335 (W), 1283 (W), 1214 (w), 1131 (w), 1091 (m), 1033 (w), 982 (vw), 938
(vw), 869 (W), 773 (w); 'H NMR (DMSO-dg) &/ppm: 10,78 (bs, 1H, NH-1), 6,50 (bs, 2H, NH,),
5,55 (d, 1H, J = 6,3 Hz, H-1"), 4,95-5,40 (m, 3H, OH-5', OH-3', OH-2'), 4,75 (t, 1H, J = 5,8 Hz,
H-2'), 4,09 (m, 1H, H-3", 3,80 (m, 1H, H-4), 3,60 (M, 1H, H-5,), 3,48 (M, 1H, H-5,).

Zbog nestabilnosti produkta i vrlo brze promjene boje na zraku i svjetlosti nije snimljen UV
spektar niti *C NMR spektar.
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3.2.1.4. 2-Amino-9-(3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil)-tetrahidrofuran-2-il)-8-(4-
(hidroksimetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1H-purin-6(9H)-on (5); 8-
triazolilhidroksimetilgvanozin 5.

3.2.1.4.1. Metoda 1

U suspenziju 8-azidgvanozina 4 (100 mg, 0,308 mmol) u 7,5 mL smjese toluen/MeOH 2:1 doda
se propargilni alkohol (27 uL, 0,463 mmol), EtsN (2,15 mL, 15,42 mmol) i na kraju Cul (89 mg,
0,463 mmol). Reakcijska smjesa je dodatkom Cul pozelenila. Nakon 24 h mijeSanja na sobnoj
temperaturi zelena suspenzija se upari do suha, a zaostali talog suspendira u MeOH i zagrije do
vrenja. Vruca suspenzija Se brzo filtrira, a filtrat upari. Dodatkom etil acetata u upareni filtrat
istalozio je talog te je nakon filtracije i suSenja dobiveno 24,63 mg (21 %) bijele krutine triazola
5.

t.t. 183-185 °C (170 °C); Rf = 0,3 (CH,Clo/MeOH 3:1); UV (MeOH): Ama/nm 202 i 274, log
eldm®mol™®cm™ 4,42 i 4,33; IR (KBr) viem™: 3431 (s), 2921 (w), 2851 (w), 1695 (m), 1644 (m),
1631 (m), 1620 (m), 1594 (m), 1582 (m), 1465 (w), 1404 (w), 1350 (w), 1306 (w), 1253 (vw),
1223 (vw), 1123 (w), 1051 (w), 1012 (w), 863 (vw), 781 (vw), 682 (w), 637 (w), 554 (w); ‘H
NMR (DMSO-dg) d/ppm: 11,05 (bs, 1H, NH-1), 8,41 (s, 1H, CH-5"), 6,63 (bs, 2H, NH,), 5,64
(bs, 1H, H-1'), 5,46 (d, 1H, J = 6,5 Hz, OH-2'), 5,40 (bs, 2H, OH-3', OH-a), 5,04 (bs, 1H, H-2",
4,84 (t, 1H, J = 5,8 Hz, OH-5"), 4,63 (s, 2H, CH»-a), 3,98 (m, 1H, H-3"), 3,83 (m, 1H, H-4'), 3,60
(m, 1H, H-5,), 3,48 (m, 1H, H-5,); 3C NMR (DMSO-dg) dppm: 156,83 (s, C-6), 153,56 (s, C-
2), 151,22 (s, C-4), 148,11 (s, C-4"), 134,97 (s, C-8), 125,63 (d, C-5"), 115,23 (s, C-5), 88,60 (d,
C-1), 86,24 (d, C-4", 70,92 (d, C-2'(C-3Y), 70,72 (d, C-3'(C-2"), 62,16 (t, C-5"), 54,63 (t, C-a);
HRMS: m/z: 381,1270 [M+H]"; izradunato C13H13NgOg-H™: 381,1266.

72



3.2.1.4.2. Metoda 2

U suspenziju 8-azidgvanozina 4 (40 mg, 0,123 mmol) u 3 mL smjese toluen/MeOH 2:1 doda se
propargilni alkohol (10,8 uL, 0,187 mmol), EtsN (860 uL, 6,166 mmol) i na kraju Cul (4,7 mg,
0,024 mmol). Reakcijska smjesa je dodatkom Cul pozelenila. Nakon 24 h mijeSanja na sobnoj
temperaturi zelena suspenzija se upari do suha, a zaostali talog suspendira u MeOH i zagrije do
vrenja. Vruéa suspenzija potom se brzo filtrira, a filtrat upari. Ci§éenjem filtrata preparativnom
kromatografijom (eluens CH,Cl,/MeOH 3:1) dobiveno je 32,7 mg (70 %) bijele krutine triazola
5.

3.2.2. Priprava C8 supstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata aciklovira
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3.2.2.1. 2-Amino-8-bromo-9-[(2-hidroksietoksi)metil]-1H-purin-6(9H)-on (7); 8-
bromaciklovir 7.

U suspenziju aciklovira 6 (1 g, 4,4 mmol) u vodi (7,4 mL) dokapava se vodena otopina broma’
(34,2 mL) kap po kap u razmacima od 2—3 sekunde, tako da izmedu svakog dodatka nove kapi
nestane narancasta boja. Ukupno vrijeme dokapavanja je 4—6 min. Bijeli talog potom se brzo
filtrira 1 ispire najprije s 30 mL hladne vode, a potom s 30 mL hladnog acetona te je tako
dobiveno 1,28 g (95 %) bijelog taloga 8-bromaciklovira 7. Sirovi produkt prekristaliziran je iz
smjese voda/MeOH (1:1).

"Bromna voda dobivena je otapanjem 1 mL broma u 100 mL vode i mijesanjem (oko 15 min) do

potpunog otapanja broma i homogenizacije otopine.

t.t. > 300 °C (raspad); R = 0,7 (CH,Cl/MeOH 3:1); UV (MeOH): Ama/nm 261, log e/dmmol”
lem™ 3,98; IR (KBr) vicm™: 3489 (m), 3391 (m), 3265 (m), 3240 (m), 3178 (m), 2949 (w), 1711
(s), 1630 (s), 1605 (s), 1570 (s), 1520 (m), 1460 (m), 1402 (w), 1360 (w), 1350 (w), 1327 (w),
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1302 (w), 1279 (m), 1254 (w), 1178 (w), 1130 (m), 1107 (w), 1076 (m), 1055 (w), 999 (w), 887
(W), 829 (w), 777 (m), 762 (m), 690 (M), 650 (W), 629 (W), 546 (vw), 490 (W), 457 (w); *H NMR
(DMSO-ds) Jppm: 10,74 (bs, 1H, NH-1), 6,62 (bs, 2H, NHy), 5,30 (s, 2H, CH,-1'), 4,68 (t, 1H, J
= 5,3 Hz, OH-4"), 3,47 (M, 4H, CH,-3', CH,-4"); *C NMR (DMSO-dg) sppm: 155,55 (s, C-6),
154,17 (s, C-2), 152,86 (s, C-4), 120,91 (s, C-8), 116,58 (s, C-5), 72,39 (t, C-1), 70,81 (t, C-3),
59,85 (t, C-4").

3.2.2.2. 2-Amino-8-hidrazinil-9-[(2-hidroksietoksi)metil]-1H-purin-6(9H)-on (8); 8-
hidrazinaciklovir 8.

U 60 %-tnu vodenu otopinu hidrazin hidrata (7,9 mL) doda se 8-bromaciklovir 7 (1 g, 3,29
mmol) i suspenzija se mijesa na 100 °C 20 h. Nakon 2 h suspenzija je promijenila boju u Zutu i
izbistrila se. Nakon 20 h mijeSanja na 100 °C reakcijska smjesa se ohladi na sobnu temperaturu, a
nastali bijeli talog filtrira u atmosferi argona te je tako dobiveno 592 mg (71 %) bijele do svijetlo

zelene krutine (mijenja boju na zraku i svjetlosti) 8-hidrazinaciklovira 8.

t.t. 235 °C; Rs = 0,3 (CH,Clo/MeOH 3:1); IR (KBr) vicm™: 3406 (m), 3303 (s), 3178 (s), 2929
(w), 2871 (w), 2742 (w), 1686 (s), 1636 (s), 1583 (s), 1565 (s), 1406 (m), 1391 (m), 1361 (W),
1294 (w), 1104 (w), 1065 (w), 887 (vw), 768 (w), 691 (w), 619 (w); *H NMR (DMSO-ds)
Sppm: 10,43 (bs, 1H, NH-1), 7,29 (s, 1H, NH-NH,), 6,29 (s, 2H, NHx-C-2), 5,20 (s, 2H, CH,-
1, 4,67 (pt, 1H, OH-4"), 4,12 (bs, 2H, NH-NH,), 3,45 (m, 4H, CH,-3', CH>-4); *C NMR
(DMSO-ds) Slppm: 155,64 (s, C-6), 152,66 (s, C-2), 151,78 (s, C-4), 151,37 (s, C-8), 112,28 (s,
C-5), 70,09 (t, C-1), 69,85 (t, C-3'), 59,90 (t, C-4).

Kruti produkt 8 je nestabilan i raspada se stajanjem na zraku i izloZen svjetlosti, a takoder i u

otopini. Stoga je odmah nakon izolacije bez prethodnog ¢iS¢enja upotrijebljen u idu¢em stupnju
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sinteze, a u svrhu identifikacije NMR spektri (*H i **C) snimljni su odmah nakon otapanja u

DMSO-dg. UV spektar nije snimljen takoder zbog nestabilnosti spoja i brze promjene boje.

3.2.2.3. 2-Amino-8-azido-9-[(2-hidroksietoksi)metil]-1H-purin-6(9H)-on (9); 8-
azidaciklovir 9.

U ohladenu (~ 5 °C) bijelu suspenziju 8-hidrazinaciklovira 8 (0,5 g, 1,96 mmol) u 5 %-tnoj HCI
(9,8 mL) dokapava se uz mijesanje hladna vodena otopina NaNO, (162 mg u 7,8 mL H,O) pri
¢emu suspenzija mijenja boju u svijetlo ruzicastu, a potom u svijetlo ljubiastu. MijeSanje se
nastavlja naredna 4 h uz strogu kontrolu temperature koja ne smije biti visa od 5 °C. Reakcijska
smjesa se zatim filtrira u struji argona pri ¢emu je dobiveno 347 mg (67 %) bijele do svijetlo

smede krutine 8-azidaciklovira 9 koja mijenja boju na zraku i svjetlosti.

t.t. > 300 °C (raspad); Rf = 0,7 (CH.CIo/MeOH 3:1); UV (MeOH): Amax/nm 204 i 280, log
eldm®mol™cm™ 4,10 i 4,05; IR (KBr) vicm™: 3321 (m), 3160 (m), 2920 (w), 2778 (w), 2155 (m),
1696 (s), 1657 (s), 1617 (m), 1574 (m), 1551 (m), 1508 (w), 1477 (w), 1448 (w), 1401 (m), 1358
(w), 1293 (w), 1279 (w), 1217 (w), 1105 (m), 1071 (w), 975 (w), 903 (w), 852 (vw), 774 (w),
747 (vw), 720 (vw), 524 (vw); 'H NMR (DMSO-dg) &/ppm: 10,71 (s, 1H, NH-1), 6,57 (s, 2H,
NH,), 5,14 (s, 2H, CH,-1), 4,66 (bs, 1H, OH-4"), 3,48 (m, 4H, CH,-3', CH2-4); *C NMR
(DMSO-dg) dppm: 155,56 (s, C-6), 153,82 (s, C-2), 151,67 (s, C-4), 140,10 (s, C-8), 113,70 (s,
C-5), 70,89 (t, C-1'), 70,66 (t, C-3"), 59,86 (t, C-4).
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3.2.2.4. 2-Amino-9-[(2-hidroksietoksi)metil]-8-[4-(hidroksimetil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il]-1H-purin-6(9H)-on (10); 8-triazolilhidroksimetilaciklovir 10.

3.2.2.4.1. Metoda 1

U suspenziju 8-azidaciklovira 9 (53,24 mg, 0,2 mmol) u THF-u (10 mL) doda se uz mijesanje
propargilni alkohol (23,28 uL, 0,4 mmol), EtsN (1,39 mL, 10 mmol) i Cul (57,13 mg, 0,3
mmol). Reakcijska smjesa je dodatkom Cul pozelenila. Nakon 72 h mijeSanja na sobnoj
temperaturi reakcijska smjesa se filtrira te se tako ukloni najvec¢i dio Cul. Filtrat se zatim
ponovno filtrira kroz kratki stupac Celita koji se ispire vru¢im metanolom. Tako dobiveni filtrat
upari se gotovo do suha, a dobiveni talog filtrira i osusi. Dobiveno je 13 mg (20 %) Zutog praha

triazola 10.%%¢

t.t. 209-210 °C; Rs = 0,4 (CH,Cl/MeOH 3:1); UV (MeOH): Ama/nm 204 i 279, log e/dm*mol’
'em™ 4,321 4,25; IR (KBr) vicm™: 3404 (w), 3169 (m), 3144 (m), 2920 (m), 2851 (s), 1769 (m),
1717 (vw), 1655 (w), 1570 (m), 1466 (m), 1393 (m), 1321 (m), 1250 (s), 1188 (s), 1115 (m),
1086 (s), 1034 (s), 941 (s), 777 (s), 710 (m), 530 (s); *H NMR (DMSO-dg) d/ppm: 10,89 (s, 1H,
NH-1), 8,54 (s, 1H, CH-5"), 6,75 (bs, 2H, NH5), 5,49 (s, 2H, CH.-1), 5,39 (t, 1H, J = 5,4 Hz,
OH-a), 4,63 (M, 3H, CHy-a, OH-4"), 3,40 (m, 4H, CH,-3', CH,-4"); *C NMR (DMSO-dg) dppm:
156,37 (s, C-6), 154,64 (s, C-2), 152,15 (s, C-4), 148,14 (s, C-4"), 136,02 (s, C-8), 124,09 (d, C-
5", 113,80 (s, C-5), 71,93 (t, C-1'), 70,83 (t, C-3'), 59,71 (t, C-4), 54,57 (t, C-a); HRMS: m/z:
323,1218 [M+H]+; izra¢unato C11H14NgO4-H': 323,1210.

3.2.2.4.2. Metoda 2

U suspenziju 8-azidaciklovira 9 (100 mg, 0,375 mmol) u 7,5 mL smjese toluen/MeOH 2:1 doda
se propargilni alkohol (32,8 uL, 0,563 mmol), EtsN (2,6 mL, 18,78 mmol) i na kraju Cul (107,3

mg, 0,563 mmol). Reakcijska smjesa je dodatkom Cul pozelenila. Nakon 50 h mijeSanja na
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sobnoj temperaturi zelena suspenzija se upari do suha, a zaostali talog suspendira u MeOH i
zagrije do vrenja. Vruéa suspenzija potom se brzo filtrira, a filtrat upari i osusi te je tako

dobiveno 60 mg (50 %) zutog praha triazola 10. Sirovi produkt prekristaliziran je iz MeOH.

3.2.2.5. 2-Amino-9-[(2-hidroksietoksi)metil]-8-[4-(3-hidroksipropil)-1H-1,2,3-triazol-
1-il]-1H-purin-6(9H)-on (11); 8-triazolilhidroksipropilaciklovir 11.

U suspenziju 8-azidaciklovira 9 (100 mg, 0,375 mmol) u 7,5 mL smjese toluen/MeOH 2:1 doda
se pent-4-in-1-ol (52,97 uL, 0,563 mmol, 98 %-tni), EtsN (2,6 mL, 18,78 mmol) i na kraju Cul
(107,3 mg, 0,563 mmol). Reakcijska smjesa je dodatkom Cul pozelenila. Nakon 24 h mijeSanja
na sobnoj temperaturi zelena suspenzija se upari do suha, a zaostali talog suspendira u MeOH i
zagrije do vrenja. Vruca suspenzija potom se brzo filtrira, a filtrat upari. Dodatkom metanola u
upareni filtrat istalozio je talog te je nakon filtracije i suSenja dobiveno 24,7 mg (19 %) bijelog

praha triazola 11.

t.t. 208-209 °C; R; = 0,5 (CH,Clo/MeOH 3:1); UV (MeOH): Ama/nm 204 i 278, log e/dm*mol’
lem™ 4,17 i 4,15; IR (KBr) viem™: 3347 (s), 3171 (s), 3150 (s), 2931 (s), 2765 (m), 1693 (s),
1660 (s), 1614 (s), 1545 (m), 1483 (w), 1468 (w), 1403 (w), 1382 (w), 1348 (w), 1321 (w), 1279
(w), 1234 (w), 1122 (m), 1078 (w), 1044 (m), 994 (w), 911 (vw), 898 (w), 875 (vw), 853 (vw),
839 (vw), 782 (W), 766 (w), 719 (w), 659 (W); *H NMR (DMSO-dg) &/ppm: 10,88 (s, 1H, NH-1),
8,48 (s, 1H, CH-5"), 6,74 (bs, 2H, NH5), 5,51 (s, 2H, CH,-1"), 4,61 (t, 1H, J = 5,2 Hz, OH-c(OH-
4"), 4,53 (t, 1H, J = 5,1 Hz, OH-4'(OH-c)), 3,47 (dd, 2H, J, = 11,6, J, = 6,3 Hz, CH,-c), 3,38 (m,
4H, CH,-3', CHy-4"), 2,77 (t, 2H, J = 7,6 Hz, CH,-a), 1,82 (m, 2H, CH2-b); *C NMR (DMSO-ds)
Sppm: 156,37 (s, C-6), 154,63 (s, C-2), 152,15 (s, C-4), 147,15 (s, C-4"), 136,15 (s, C-8), 123,25
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(d, C-5"), 113,76 (s, C-5), 71,99 (t, C-1'), 70,79 (t, C-3), 59,89 (t, C-4"), 59,74 (t, C-a), 31,94 (t,
C-b(c)), 21,39 (t, C-c(b)); HRMS: m/z: 351,1513 [M+H]"; izradunato C15H1gNgO4-H': 351,1524,

3.2.2.6. 2-Amino-8-[4-(4-hidroksibutil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-9-[(2-
hidroksietoksi)metil]-1H-purin-6(9H)-on (12); 8-
triazolilhidroksibutilaciklovir 12.

U suspenziju 8-azidaciklovira 9 (100 mg, 0,375 mmol) u 7,5 mL smjese toluen/MeOH 2:1 doda
se heks-5-in-1-ol (64 uL, 0,563 mmol, 97 %-tni), EtzsN (2,6 mL, 18,78 mmol) i na kraju Cul
(107,3 mg, 0,563 mmol). Reakcijska smjesa je dodatkom Cul pozelenila. Nakon 24 h mijes$anja
na sobnoj temperaturi zelena suspenzija se upari do suha, a zaostali talog suspendira u MeOH i
zagrije do vrenja. Vruca suspenzija potom se brzo filtrira, a filtrat upari. Dodatkom metanola u
upareni filtrat istalozio je talog te je nakon filtracije i suSenja dobiveno 19,7 mg (15 %) bijelog

praha triazola 12.

t.t. 178-180 °C; Rs = 0,6 (CH2Clo/MeOH 3:1); UV (MeOH): Amax/nm 205 i 277, log e/dmmol
lem™ 4,31 i 4,24; IR (KBr) vicm™: 3430 (s), 3331 (s), 3148 (s), 2920 (m), 2757 (m), 1687 (s),
1637 (s), 1574 (m), 1567 (m), 1547 (m), 1490 (w), 1458 (w), 1407 (w), 1383 (m), 1292 (w),
1248 (w), 1121 (m), 1065 (m), 984 (w), 883 (w), 855 (w), 807 (w), 785 (w), 775 (w), 717 (w),
673 (W), 632 (w), 580 (w); *H NMR (DMSO-ds) d/ppm: 10,88 (s, 1H, NH-1), 8,47 (s, 1H, CH-
5, 6,74 (bs, 2H, NH,), 5,50 (s, 2H, CH,-1"), 4,60 (pt, 1H, OH-d(OH-4"), 4,40 (t, 1H, J = 5,1
Hz, OH-4'(OH-d)), 3,38 (m, 4H, CH-3', CH,-4'), 3,17 (d, 2H, J = 4,9 Hz, CH,-d), 2,74 (t, 2H, J
= 7,3 Hz, CH,-a), 1,70 (m, 2H, CHy-b), 1,48 (m, 2H, CH,-c); *C NMR (DMSO-dg) &ppm:
156,28 (s, C-6), 154,53 (s, C-2), 152,06 (s, C-4), 147,21 (s, C-4"), 136,05 (s, C-8), 123,17 (d, C-
5", 113,67 (s, C-5), 71,89 (t, C-1'), 70,69 (t, C-3'), 60,26 (t, C-4'), 59,64 (t, C-a), 31,77 (t, C-b(C-
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¢, C-d)), 25,17 (t, C-c(C-b, C-d)), 24,41 (t, C-d(C-b, C-c)); HRMS: m/z: 365,1665 [M+H]";
izra¢unato C14H20N804‘H+: 365,1680.

0 ///b.C'

3.2.2.7. 2-(Prop-2-inil)izoindolin-1,3-dion (13); N-propargilftalimid 13.

N-propargilftalimid 13 pripravljen je prema literaturno poznatom propisu bez potrebe

kromatografskog ¢is¢enja u 60 %-tnom iskoristenju (lit. 58 %).%°

'H NMR (CDCl3) &/ppm: 7,89 (dd, 2H, J; =54, J, = 3,1 Hz, Pha(b)), 7,75 (dd, 2H, J; = 5,4, J, =
3,0 Hz, Phb(a)), 4,47 (d, 2H, J = 2,5 Hz, CH»-a), 2,23 (t, 1H, J = 2,5 Hz, CH-c); **C NMR
(CDCls) &ppm: 167,17 (s, C-d), 134,5 (d, C-a), 132,25 (s, C-c), 123,80 (d, C-b), 77,39 (s, C-b),
71,68 (d, C-¢), 27,22 (t, C-a).

Napomena! C-c' se u APT-u (engl. Attached Proton Test) nalazi na suprotnoj strani od

ocekivanog.

Dobivenim monokristalima snimljena je i kristalna struktura (Slika 4).
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Slika 4. ORTEP prikaz kristalne strukture derivata 13.
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3.2.2.8. 2-{[1-(2-Amino-9-((2-hidroksietoksi)metil)-6-0kso-6,9-dihidro-1H-purin-8-
il)-1H-1,2,3-triazol-4-il]Jmetil}izoindolin-1,3-dion (14); 8-
triazolilftalimidaciklovir 14.

U suspenziju 8-azidaciklovira 9 (200 mg, 0,75 mmol) u 15 mL smjese toluen/MeOH 2:1 doda se
N-propargilftalimid 13 (208,67 mg, 1,13 mmol), EtsN (5,23 mL, 37,56 mmol) i na kraju Cul
(214,6 mg, 1,13 mmol). Reakcijska smjesa je dodatkom Cul pozelenila. Nakon 50 h mijeSanja na
60 °C zelena suspenzija se upari do suha, a zaostali talog suspendira u MeOH i zagrije do vrenja.
Vruéa suspenzija potom se brzo filtrira, a filtrat upari te je tako dobiveno 80 mg (24 %) svijetlo

zutog praha triazola 14.

t.t. 250-251 °C; Rs = 0,8 (CH2Cl/MeOH 3:1); UV (MeOH): Ana/nm 219 i 278, log e/dm’mol”
lem™ 4,66 i 4,14; IR (KBr) viem™: 3408 (m), 3306 (w), 3136 (m), 2916 (m), 2764 (s), 1699
(vw), 1655 (vw), 1610 (w), 1572 (m), 1477 (s), 1389 (m), 1306 (s), 1250 (m), 1119 (m), 1059
(m), 989 (m), 860 (s), 777 (M), 669 (s), 588 (s); *H NMR (DMSO-ds) &/ppm: 10,88 (bs, 1H, NH-
1), 8,74 (s, 1H, CH-5"), 7,83-7,93 (m, 4H, Ph-d, Ph-e), 6,75 (bs, 2H, NH,), 5,48 (s, 2H, CH,-1),
4,96 (s, 2H, CH-a), 4,58 (t, 1H, OH-4"), 3,40 (m, 4H, CH»-3', CH,-4"); *C NMR (DMSO-dg)
Sppm: 167,34 (s, C-b), 156,29 (s, C-6), 154,63 (s, C-2), 152,12 (s, C-4), 142,68 (s, C-4"), 135,72
(s, C-8), 134,69 i 134,50 (d, C-e), 131,65 (s, C-c), 124,52 (d, C-5"), 123,34 i 123,20 (d, C-d),
113,77 (s, C-5), 73,70 (t, C-1'), 70,80 (t, C-3), 59,69 (t, C-4), 32,66 (t, C-a); HRMS: m/z: nije

detektiran.
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3.2.3. Priprava C5 supstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata uracila

3.2.3.1. 5-Jodopirimidin-2,4(1H,3H)-dion (16); 5-joduracil 16.

5-Joduracil 16 pripravljen je prema literaturno poznatom propisu.?’%%"+272

Uracil 15 (5 g, 0,045 mol) suspendira se u dioksanu (355 mL) te se smjesi doda I, (22,5 g, 0,089
mol) i 0,5 M HNO3 (89 mL). Smjesa se refluksira 1 h pri éemu suspenzija daje tamno smedu
otopinu. Dobivena otopina se upari, a u zaostali talog doda CH,CI, te se suspenzija filtrira.
Dobiveni talog ispire se hladnim CH,Cl, sve do obezbojenja mati¢nice (indikacija da nema vise
zaostalog joda). Bijeli talog prekristalizira se iz vru¢e vode pri ¢emu je dobiveno 9,1 g (86 %)

sedefastih bijelih ljuskastih kristala 5-joduracila 16.

tt. 237-240 °C (272 °C,%"° 198 °C, 245 °C (raspad),”* > 250 °C (raspad)’’®); Rt = 0,4
(CH2Cly/MeOH 9:1); UV (MeOH): Ama/nm 216 i 278 log e/dm®mol™cm™ 4,00 i 3,80 (Amad/nm
280, log e/dm®*mol™cm™ 3,85);%? IR (KBr) vicm™: 3440 (s), 3286 (s), 3022 (s), 2918 (s), 2851
(s), 2818 (s), 1871 (vw), 1784 (m), 1700 (m), 1647 (s), 1607 (m), 1466 (m), 1431 (m), 1323 (w),
1215 (m), 1136 (m), 1045 (w), 995 (vw), 939 (w), 885 (vw), 845 (vw), 775 (W), 756 (w), 731
(w), 635 (W), 598 (vw), 542 (w), 428 (w); *H NMR (DMSO-ds) &lppm: 11,43 (bs, 1H, NH-3),
11,14 (bs, 1H, NH-1), 7,87 (d, J = 5,9 Hz, 1H, H-6); *C NMR (DMSO-dg) dppm: 161,38 (s, C-
4), 151,16 (s, C-2), 146,92 (d, C-6), 67,41 (s, C-5).
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3.2.3.2. 5-[2-(Trimetilsilil)etinil]pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (17); 5-TMS-etiniluracil
17.

5-TMS-etiniluracil 17 pripravljen je prema literaturno poznatom propisu.”’®

5-Joduracil 16 (1,19 g, 5 mmol) otopi se u smjesi DMF-a (15 mL) i Et3N (2,09 mL, 15 mmol) te
se iz otopine uklone plinovi u ultrazvuénoj kupelji i propuse se argonom. U potpuno bistru
otopinu se uz mijesanje doda trimetilsililacetilen (TMSA) (2,16 mL, 15 mmol, 98 %-tni), Cul
(190,4 mg, 1 mmol) i PdCI,(PPhs), (351 mg, 0,5 mmol). Dodatkom Cul bistra bezbojna otopina
postaje zelena, a potom dodatkom Pd katalizatora postaje zuta pa tamno smeda (Slika 5).
Promjena boje odvija se u vremenskom razmaku od nekoliko minuta. Reakcijska smjesa mijesa
se na sobnoj temperaturi 3 h, a potom upari do suha. U zaostali crni talog doda se metanol (~ 200
mL) i nastala suspenzija se filtrira. Filtrat se upari gotovo do kraja te se izluceni talog filtrira.
Tako je dobiveno 0,93 g (89 %) narancastog 5-TMS-etiniluracila 17.

tt. 225-227 °C; Rt = 0,5 (CH,Clo/MeOH 9:1); UV (MeOH): Amad/nm 230 i 290, log e/dmmol”
'em™ 4,10 4,00; IR (KBr) vicm™: 3223 (m), 3176 (m), 3070 (s), 2957 (m), 2905 (m), 2824 (m),
2164 (m), 1716 (s), 1688 (s), 1624 (m), 1493 (w), 1447 (m), 1423 (w), 1340 (w), 1252 (m), 1232
(s), 1146 (vw), 1007 (vw), 953 (vw), 866 (s), 843 (s), 764 (m), 698 (vw), 648 (vw), 571 (vw),
546 (m), 473 (w); *H NMR (DMSO-dg) dppm: 11,35 (bs, 1H, NH-3), 11,30 (d, J = 5,3 Hz, 1H,
NH-1), 7,79 (d, J = 6,1 Hz, 1H, H-6), 0,18 (s, 9H, 3 CHs); *C NMR (DMSO-ds) dppm: 162,38
(s, C-4), 150,26 (s, C-2), 146,55 (d, C-6), 98,20 (s, C-5), 96,84 (s, C-2"), 45,78 (s, C-1'), -0,10 (g,
3 CHy).
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Slika 5. Promjena boje reakcijske smjese kod priprave derivata 17.

Derivat 17 je u narednom reakcijskom stupnju upotrijebljen kao sirovi produkt.

3.2.3.3. 5-Etinilpirimidin-2,4(1H,3H)-dion (18); 5-etiniluracil 18.

Sirovi 5-TMS-etiniluracil 17 (0,93 g, 4,46 mmol) suspendira se u 1 M NaOH (27 mL) i mije$a na
sobnoj temperaturi 2 h, a potom razrijedi s jo§ 27 mL vode i filtrira. Filtrat se upari do polovice
volumena (~ 27 mL) te se zakiseli dodatkom octene kiseline do pH ~ 5, a nastali svijetlo Zuti

talog filtrira i ispere hladnom vodom. Tako je dobiveno 571 mg (94 %) 5-etiniluracila 18.%2
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t.t. > 300 °C (raspad) (> 220 °C (raspad)):*"* Rs = 0,3 (CH,Cl,/MeOH 9:1); UV (MeOH): Amad/nm
224 i 284, log e/dm®mol™cm™ 4,10 i 4,00 (Ama/nm 224 i 284, log e/dm>mol™*cm™ 4,10 i 4,00);%"
IR (KBr) viem™: 3238 (s), 3176 (m), 3069 (s), 2967 (s), 2911 (s), 2812 (m), 1801 (w), 1705 (s),
1666 (s), 1626 (s), 1502 (m), 1445 (s), 1425 (m), 1335 (m), 1242 (m), 1223 (m), 1142 (w), 1007
(W), 953 (W), 862 (m), 798 (m), 768 (w), 721 (m), 677 (m), 646 (w), 561 (m), 471 (m), 436 (W);
'H NMR (DMSO-ds) dppm: 11,33 (bs, 2H, NH-1, NH-3), 7,80 (s, 1H, H-6), 4,02 (s, 1H, CH-
2); C NMR (DMSO-ds) &lppm: 162,64 (s, C-4), 150,36 (s, C-2), 146,36 (d, C-6), 96,22 (s, C-
5), 83,11 (s, C-1'), 76,51 (d, C-2').

3.2.3.4. [4-(2,4-diokso0-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il]metil
pivalat (19); 5-triazoliluracil derivat 19.

3.2.3.4.1. Metoda 1

Pivaloiloksimetil klorid (POM-CI1) (297 uL, 2 mmol, 97 %-tni) otopi se u smjesi EtOH:H,0 (7:3,
viv, 4 mL) te se otopini doda NaN3 (130 mg, 2 mmol), Na-askorbat (20 mg, 0,1 mmol, 99 %-tni),
Cul (38,1 mg, 0,2 mmol) i N,N'-dimetiletilendiamin (DMEDA) (34 uL, 0,3 mmol, 95 %-tni).
Tako pripremljena smjesa podvrgava se mikrovalnom zracenju u sustavu otvorenog tipa i to
snage 100 W pri 100 °C kroz 1 h nakon ¢ega se smjesi doda 5-etiniluracil 18 (109 mg, 0,8
mmol), Na-askorbat (20 mg, 0,1 mmol, 99 %-tni), Cul (38,1 mg, 0,2 mmol) i DMEDA (34 nuL,
0,3 mmol, 95 %-tni). Smjesa se ponovno podvrgava mikrovalnom zrac¢enju snage 100 W pri 100
°C kroz 30 min nakon Cega se nastala suspenzija filtrira, talog se otopi u MeOH i otopina se
filtrira kroz nabrani filter papir te se filtrat upari. Tako je dobiveno 41 mg (18 %) bijelih kristala

5-triazoliluracilnog derivata 19.
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t.t. 245-248 °C; Rt = 0,4 (CH,Clo/MeOH 9:1); UV (MeOH): Amax/nm 228 i 290, log e/dmmol’
'em™ 4,30 i 4,20; IR (KBr) viem™: 3165 (m), 3076 (m), 3032 (m), 2974 (m), 2934 (m), 2874
(m), 1755 (s), 1710 (s), 1672 (s), 1553 (m), 1481 (w), 1466 (w), 1445 (m), 1433 (m), 1404 (w),
1393 (w), 1367 (W), 1277 (w), 1238 (m), 1219 (w), 1186 (w), 1117 (s), 1061 (w), 1030 (m), 991
(w), 964 (vw), 943 (vw), 881 (w), 820 (w), 791 (w), 766 (w), 743 (w), 710 (vw), 667 (w), 650
(W), 555 (W), 532 (vw), 467 (w); *H NMR (DMSO-dg) dppm: 11,25-11,45 (bs, 2H, NH-1, NH-
3), 8,45 (s, 1H, H-6), 8,08 (s, 1H, H-5'), 6,34 (s, 2H, CH,), 1,12 (s, 9H, 3 CHs); *C NMR
(DMSO-dg) lppm: 176,45 (s, COOCHy), 162,03 (s, C-4), 150,48 (s, C-2), 139,38 (s, C-4),
138,00 (d, C-6), 122,76 (d, C-5'), 103,24 (s, C-5), 69,99 (t, NCH,0), 38,16 (s, (CH3)sCCO),
26,43 (q, (CH3)3C); HRMS: m/z: 294,1185 [M+H]"; izra¢unato C1oH1sNsO4-H': 294,1202.

NAPOMENA! UV spektar 5-triazoliluracil derivata 19 snimljen je i nakon duZeg stajanja (2—3
tjedna) te je dobiven spektar identican onom dobivenom snimanjem odmah nakon otapanja

uzorka. Tako je potvrdena njegova stabilnost u otopini!

3.2.3.4.2. Metoda 2

POM-CI (297 uL, 2 mmol, 97 %-tni) otopi se u smjesi EtOH:H,0 (7:3, v/v, 4 mL) te se otopini
doda NaNj3 (130 mg, 2 mmol), Na-askorbat (20 mg, 0,1 mmol, 99 %-tni), Cul (38,1 mg, 0,2
mmol) i DMEDA (34 uL, 0,3 mmol, 95 %-tni). Dodatkom DMEDA u bistru bezbojnu otopinu
ona postaje plava potom zelena i na kraju Zuta. Nakon 30 min mijeSanja bistra Zuta otopina
ponovno mijenja boju u zelenu. Nakon 1 h mijeSanja na ~ 90 °C u zelenu bistru otopinu doda se
5-etiniluracil 18 (109 mg, 0,8 mmol), Na-askorbat (20 mg, 0,1 mmol, 99 %-tni), pri ¢emu
reakcijska smjesa postaje svjetlije zelena, Cul (38,1 mg, 0,2 mmol) i na kraju DMEDA (34 nuL,
0,3 mmol, 95 %-tni) pri ¢emu se reakcijska smjesa pocne pjeniti. Suspenzija beZ boje mijesa se
na temperaturi od ~ 90 °C narednih 30 min, a potom ohladi na sobnu temperaturu. Hladenjem
talozi talog oker boje koji se filtrira i otopi u MeOH. Otopina se vruca filtrira kroz sloj Celita, a
filtrat upari te je tako dobiveno 190 mg (81 %) bijelih kristala 5-triazoliluracil derivata 19.'%

Analiticki uzorak dobiven je prekristalizacijom sirovog produkta iz metanola.
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3.2.3.5. 5-(1H-1,2,3-Triazol-4-il)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (20); 5-triazoliluracil
derivat 20.

5-Triazoliluracil derivat 19 (100 mg, 340,97 umol) otopi se u smjesi dioksan/NH,OH (aq) 1:3
v/v (74 mL) te se otopina mijeSa na sobnoj temperaturi 1,5 h. Bistra bezbojna otopina potom se
upari do suha, a zaostali bijeli talog osusi na vakuum pumpi. Tako je dobiveno 61 mg (kvant.)
bijelog taloga 5-triazoliluracil derivata 20. Analiticki uzorak dobiven je prekristalizacijom

sirovog produkta iz vode.

t.t. > 300 °C; R = 0,6 (CH,Clo,/MeOH 3:1); UV (MeOH): Amax/nm 231 i 290 log ¢/dm®mol™*cm™
4,231 4,12; IR (KBr) vicm™: 3140 (s), 3084 (m), 3032 (m), 2983 (m), 2923 (m), 2857 (m), 2829
(m), 1761 (), 1720 (s), 1683 (s), 1549 (W), 1516 (W), 1472 (w), 1429 (m), 1389 (w), 1319 (W),
1234 (m), 1205 (w), 1142 (w), 1121 (w), 1072 (w), 1005 (w), 980 (w), 943 (vw), 874 (w), 835
(W), 785 (w), 754 (m), 700 (w), 663 (m), 554 (m), 457 (w), 446 (w); *H NMR (DMSO-ds)
Sppm: 14,87 (bs, 1H, NH-1'), 11,40 (bs, 2H, NH-1, NH-3), 8,12 (s, 1H, H-5), 7,97 (s, 1H, H-6);
3C NMR (DMSO-dg) dlppm: 162,26 (s, C-4), 150,66 (s, C-2), 139,96 (s, C-4'), 138,37 (d, C-6),
114,33 (d, C-5'), 103,11 (s, C-5); HRMS: m/z: 180,0513 [M+H]*; izradunato CsHsNsOz-H™:
180,0521.
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3.2.3.6. Metil 2,3-O-izopropiliden-£-D-ribofuranozid (22); derivat Secera 22.

Sinteza i potpuna karakterizacija spoja 22 opisana je u literaturi prema kojoj je pripravljen.?™

Otopina D-riboze (21) (5 g, 0,033 mol), suhog acetona (100 mL), 2,2-dimetoksipropana (10 mL)
120 mL 3% MeOH/HCI mijeSana je 5 hna 0 °C, a potom jo$ 12 h na sobnoj temperaturi. Svijetlo
Zuta otopina neutralizirana je piridinom (pH ~ 7) i uparena do suha. Dobiveno zuto ulje ¢is¢eno
je ekstrakcijom sa smjesom eter/H,O (25 mL/50 mL). Vodeni sloj jo$ je dva puta ekstrahiran s
po 50 mL etera te je organski sloj susen nad Nay;SO4 1 uparen. Susenjem dobivenog ulja nastala

je bijela pjenasta masa zeljenog produkta 22 (4,219 g, 62 %).

'H NMR (CDCls) dppm: 4,97 (s, 1H, H-1), 4,82 (d, 1H, J = 6,0 Hz, H-2), 4,59 (d, 1H, J = 6,0
Hz, H-3), 4,40 (t, 1H, J = 3,1 Hz, OH-5), 3,64 (m, 2H, H-4, H-5,), 3,46 (M, 1H, H-5,), 3,42 (s,
3H, OCHg), 1,49 (s, 3H, CHs), 1,32 (s, 3H, CHa); *C NMR (CDCls) dppm: 112,03 (s, (CHs):C),
110,01 (d, C-1), 84,92 (d, C-4), 85,85 (d, C-2), 82,00 (d, C-3), 64,02 (t, C-5), 55,59 (g, OCHs),
26,50 (q, CH3), 24,81 (g, CHa).

3.2.3.7. Metil 2,3-O-izopropiliden-5-O-p-toluensulfonil- 4-D-ribofuranozid (23);
tosilni derivat Secera 23.

Sinteza i potpuna karakterizacija spoja 23 opisana je u literaturi prema kojoj je pripravljen.?™

p-Toluensulfonil Kklorid (4,093 g, 0,02 mol) u manjim je obrocima dodan u ohladenu otopinu
derivata 22 (4,09 g, 0,02 mol) u suhom piridinu (43 mL). Reakcijska smjesa mijesana je preko

no¢i na sobnoj temperaturi, a potom uparena do suha. Tragovi piridina uklonjeni su dodatkom
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toluena (3-20 mL) te uparavanjem do suha. Dobiveno ulje ¢iS¢eno je ekstrakcijom sa smjesom
eter/H,O (50 mL/100 mL). Vodeni sloj jo$ je dva puta ekstrahiran s po 50 mL etera te je
organski sloj suSen nad Na,SO, i uparen. Dobiveno je 5,46 g (76 %) bijelih kristala tosilnog

derivata Secera 23.

'H NMR (CDCls) 6/ppm: 7,81 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Ph-b), 7,54 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Ph-c), 4,93 (s,
1H, H-1), 4,60 (d, 1H, J = 5,9 Hz, H-2), 4,53 (d, 1H, J = 5,9 Hz, H-3), 4,31 (t, 1H, J = 7,0 Hz, H-
4), 4,02 (d, 2H, J = 7,0 Hz, H-5,, H-5p), 3,23 (s, 3H, OCH3), 2,46 (s, 3H, Ph-CHs), 1,46 (s, 3H,
CHs), 1,29 (s, 3H, CH3); *C NMR (CDCl3) ¢/ppm: 145,28 (d, Ph-d), 132,90 (d, Ph-a), 130,12 (d,
Ph-c), 128,16 (d, Ph-b), 112,88 (s, (CH3).C), 109,62 (d, C-1), 85,05 (d, C-4), 83,74 (d, C-2),
81,53 (d, C-3), 69,39 (t, C-5), 55,21 (g, OCHs), 26,50 (q, CHs), 25,02 (g, CHa).

3.2.3.8. Metil 2,3-O-izopropiliden-5-azido-S-D-ribofuranozid (24); Secerni azid 24.

Derivat 23 (2 g, 5,58 mmol) otopljen je u DMF-u (17 mL) te je otopini dodan NaN3 (1,09 g, 16,7
mmol). Reakcijska smjesa mijesana je na 80 °C 2 h, a potom uparena do suha. Sirovi produkt
Cis¢en je ekstrakcijom sa smjesom CH,Clo/H,O (50 mL/100 mL). Vodeni sloj jo$ je tri puta
ekstrahiran s po 50 mL CH,CI, te je organski sloj susen nad Na,SO, i uparen. Susenjem

dobivenog ulja pri snizenom tlaku dobivena je bijela pjenasta masa Se¢ernog azida 24 (1,024 g,
80 %).2"

IH NMR (DMSO-ds) dlppm: 4,95 (s, 1H, H-1), 4,64 (d, 1H, J = 6,0 Hz, H-2), 4,59 (d, 1H, J =
6,0 Hz, H-3), 4,18 (t, 1H, J = 7,2 Hz, H-4), 3,26-3,39 (m, 5H, H-5,, H-5,, OCH3), 1,38 (s, 3H,
CHs), 1,25 (5, 3H, CHs): C NMR (DMSO-dg) dlppm: 111,64 (s, (CH3),C), 109,27 (d, C-1),
84,79 (d, C-4), 84,47 (d, C-2(C-3)), 81,47 (d, C-3(C-2)), 54,55 (g, OCH3), 53,12 (t, C-5), 26,17
(g, CHa), 24,57 (q, CH).
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3.2.3.9. 5-{1-[(6-Metoksi-2,2-dimetil-tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioksol-4-il)metil)-
1H-1,2,3-triazol-4-il)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (25); 5-triazoliluracil derivat
25.

3.2.3.9.1. Metoda 1

U suspenziju 5-etiniluracila 18 (99,4 mg, 0,73 mmol) i Se¢ernog azida 24 (144,4 mg, 0,63 mmol)
u smjesi THF/H,O/t-BuOH 3:1:1 (8 mL) doda se svjeze pripremljena otopina Na-askorbata (67
mg, 0,335 mmol, 99 %-tni) u 340 pL H,O (I M otopina) i svjeze pripremljena otopina
CuS04-5H,0 (20,2 mg, 0,081 mmol) u 270 pL H,O. Zuto narancasta heterogena smjesa mijesa
se na sobnoj temperaturi 24 h pri ¢emu postepeno mijenja boju u pastelno zelenu. Reakcijska
smjesa se potom upari do suha, a zaostali talog otopi u ve¢em volumenu MeOH. Otopina se
vruca filtrira kroz sloj Celita, a filtrat upari te je tako dobiveno 42 mg (18 %) bijelog taloga 5-

triazoliluracil derivata 25.2"®

tt. 267-270 °C; R; = 0,4 (CH,Clo/MeOH 9:1); UV (MeOH): Ama/nm 229 i 287, log e/dmmol”
'em™ 4,20 i 4,10; IR (KBr) vicm™: 3238 (m), 3150 (m), 3069 (m), 2988 (m), 2943 (m), 2924
(m), 2839 (W), 1711 (s), 1678 (S), 1547 (W), 1493 (w), 1451 (m), 1440 (m), 1382 (w), 1371 (w),
1337 (vw), 1273 (vw), 1240 (m), 1245 (m), 1194 (w), 1165 (w), 1111 (m), 1094 (m), 1061 (W),
1047 (w), 1036 (m), 1005 (w), 960 (w), 897 (w), 872 (m), 822 (w), 798 (w), 770 (w), 721 (vw),
673 (vw), 650 (W), 557 (W), 465 (w); *H NMR (DMSO-ds) &/ppm: 11,41 (bs, 1H, NH-3), 11,20
(bs, 1H, NH-1), 8,44 (s, 1H, H-6), 8,03 (s, 1H, H-5"), 4,97 (s, 1H, H-1"), 4,79 (d, 1H, J = 5,9 Hz,
H-2"), 4,68 (d, 1H, J = 5,9 Hz, H-3"), 4,41-4,60 (m, 3H, H-4", H-5", H-5",), 3,29 (s, 3H, OCHy),
1,36 (s, 3H, CH3), 1,25 (s, 3H, CH3); **C NMR (DMSO-ds) d/ppm: 162,11 (s, C-4), 150,60 (s, C-
2), 139,15 (s, C-4"), 137,61 (d, C-6), 122,29 (d, C-5"), 111,72 (s, (CHs).C), 109,12 (d, C-1"),
103,81 (s, C-5), 84,67 (d, C-2"(C-3")), 84,44 (d, C-3"(C-2")), 81,18 (d, C-4"), 54,75 (q, OCHs),
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52,33 (t, C-5"), 26,18 (g, CHs), 24,63 (g, CHs); HRMS: m/z: 366,1398 [M+H]"; izratunato
C15H19N506‘H+: 366,1414.

NAPOMENA! UV spektar 5-triazoliluracil derivata 25 snimljen je i nakon duzeg stajanja (2-3
tjedna) te je dobiven spektar identican onom dobivenom snimanjem odmah nakon otapanja

uzorka. Tako je potvrdena njegova stabilnost u otopini!

3.2.3.9.2. Metoda 2

5-Etiniluracil 18 (77 mg, 0,565 mmol), Secerni azid 24 (136,4 mg, 0,595 mmol), Na-askorbat (68
mg, 0,34 mmol, 99 %-tni) i CuSO45H,0 (8,5 mg, 0,034 mmol) suspendiraju se u smjesi
EtOH/H,O 1:1 (4 mL) u epruveti za mikrovalni reaktor. Smjesa se potom podvrgava
mikrovalnom zracenju snage 250 W pri 80 °C u trajanju od 6 min u otvorenom sustavu nakon
Gega se ohladi na sobnu temperaturu. Zuto naranéasta suspenzija upari se do suha, a zaostali
talog otopi u ve¢em volumenu MeOH. Otopina se vruca filtrira kroz sloj Celita, a filtrat upari te

je tako dobiveno 85 mg (41,2 %) bijelog taloga 5-triazoliluracil derivata 25.1%%°

3.2.3.9.3. Metoda 3

Reakcija je provedena i klasiénom metodom organske sinteze zagrijavanja reakcijske smjese u
uljnoj kupelji pri temperaturi od 80 °C u vremenu od 1 h te je dobiveno 130 mg (63 %) Zeljenog

5-triazoliluracil derivata 25.
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3.2.3.10. 5-{1-[(3,4-Dihidroksi-5-metoksi-tetrahidrofuran-2-il)metil]-1H-1,2,3-
triazol-4-il}pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (26); 5-triazoliluracil derivat 26.

5-Triazoliluracil derivat 25 (130 mg, 0,356 mmol) suspendira se u smjesi 6 M HCI/MeOH (88
uL/10 mL) te se suspenzija uz mijeSanje refluksira na temperaturi od 80 °C dok se potpuno ne
izbistri. Po zavrSetku reakcije (2 h) iz bistre otopine hladenjem talozi bijeli talog koji se filtrira i
ispere hladnim metanolom te je tako dobiveno 95 mg (82 %) bijelog taloga 5-triazoliluracil

derivata 26. Analiticki uzorak dobiven je prekristalizacijom sirovog produkta iz vode.

tt. 168-170 °C; Rt = 0,6 (CH,Clo/MeOH 3:1); UV (MeOH): Ama/nm 231 i 291, log e/dmmol”
'em™ 4,20 4,10; IR (KBr) vicm™: 3402 (m), 3248 (m), 3190 (m), 3109 (w), 3060 (W), 2957 (w),
2918 (w), 2816 (w), 1699 (s), 1684 (s), 1551 (w), 1454 (w), 1429 (vw), 1414 (w), 1362 (w),
1234 (w), 1207 (w), 1188 (vw), 1119 (m), 1063 (w), 1030 (m), 997 (vw), 972 (vw), 945 (w), 845
(vw), 818 (w), 793 (vw), 783 (vw), 746 (vw), 669 (vw), 635 (vw), 604 (vw), 530 (vw), 430 (vw);
'H NMR (DMSO-dg) &lppm: 11,37 (s, 1H, NH-3), 11,16 (bs, 1H, NH-1), 8,28 (s, 1H, H-6), 8,03
(s, 1H, H-5", 5,15 (d, 1H, J = 4,3 Hz, OH-3"), 5,09 (d, 1H, J = 6,7 Hz, OH-2"), 4,64-4,71 (m,
1H, H-3"), 4,63 (s, 1H, H-1"), 4,41 (dd, 1H, J; = 14,2, J, = 7,1 Hz, H-2"), 4,10 (td, 1H, J; = 7,2,
J, = 3,4 Hz, H-4"(H-5",)), 3,88 (dt, 1H, J, = 11,7, J, = 5,9 Hz, H-5"3(H-4")), 3,71 (t, 1H, J =44
Hz, H-5"y(H-4"), 3,19 (s, 3H, OCHs); *C NMR (DMSO0-ds) dppm: 162,15 (s, C-4), 150,62 (s,
C-2), 138,87 (s, C-4"), 137,42 (d, C-6), 122,74 (d, C-5", 108,41 (d, C-1"), 103,90 (s, C-5), 80,33
(d, C-4"), 74,02 (d, C-2"(C-3"), 71,68 (d, C-3"(C-2"), 54,54 (g, OCH3), 52,37 (t, C-5"); HRMS:
m/z: 326,1102 [M+H]+; izra¢unato C1oH15NsOg-H™: 326,1101.
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3.2.3.11. 5-{1-[(3,4,5-Trihidroksi-tetrahidrofuran-2-il)metil]-1H-1,2,3-triazol-4-
il}pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (27); 5-triazoliluracil derivat 27.

5-Triazoliluracil derivat 25 (100 mg, 0,274 mmol) se suspendira u smjesi 6 M HCI/H,0O (68 nL/8
mL) te se suspenzija uz mijesanje refluksira na temperaturi od 100 °C dok se potpuno ne izbistri.
Po zavrsetku reakcije (1,5 h) iz bistre otopine hladenjem talozi bijeli talog koji se filtrira i ispere
s hladnom vodom te je tako dobiveno 80 mg (94 %) bijelog taloga 5-triazoliluracil derivata 27.

Analiticki uzorak dobiven je prekristalizacijom sirovog produkta iz vode.

t.t. 258-259 °C, tamni; R = 0,4 (CH,CIl,/MeOH 3:1); UV (MeOH): Amax/nm 232 i 291, log
eldm®mol™*cm™ 3,92 i 3,77; IR (KBr) vicm™: 3400 (s), 3229 (s), 3069 (m), 3025 (m), 2920 (m),
2815 (m), 1724 (s), 1680 (s), 1545 (m), 1448 (m), 1425 (m), 1364 (w), 1350 (w), 1284 (w), 1234
(m), 1202 (m), 1134 (m), 1088 (m), 1053 (m), 1024 (m), 968 (w), 933 (m), 879 (m), 831 (M),
787 (m), 770 (m), 708 (w), 669 (m), 650 (M), 554 (m), 463 (m); *H NMR (DMSO-ds) dppm:
11,39 (s, 1H, NH-3), 11,16 (bs, 1H, NH-1), 8,28 (s, 1H, H-6), 8,02 (s, 1H, H-5), 6,45 (d, 1H, J =
5,2 Hz, H-1"), 5,02 (d, 1H, J = 6,6 Hz, OH-3"), 5,00 (d, 1H, J = 4,3 Hz, OH-1"), 4,96 (d, 1H, J =
5,2 Hz, OH-2"), 4,65 (dd, 1H, J; = 14,1, J, = 3,0 Hz, H-3"), 4,40 (dd, 1H, J; = 14,1, J, = 8,1 Hz,
H-2"), 3,93-4,02 (m, 2H, (H-4")H-5";, H-5"), 3,65 (t, 1H, J = 4,3 Hz, H-4"(H-5",)); *C NMR
(DMSO-dg) dppm: 162,13 (s, C-4), 150,56 (s, C-2), 138,86 (s, C-4"), 137,39 (d, C-6), 122,58 (d,
C-5", 103,93 (s, C-5), 102,04 (d, C-1"), 79,96 (d, C-4"), 75,14 (d, C-2"(C-3")), 71,94 (d, C-3"(C-
2"), 53,44 (t, C-5"); HRMS: m/z: 312,0935 [M+H]"; izra¢unato C11H13NsOg-H": 312,0944.

92



3.2.3.12. Etil 2-[4-(2,4-diokso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-il)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)acetat (28); 5-triazoliluracil derivat 28.

Etil bromacetat (223 pL, 2 mmol) otopi se u smjesi EtOH:H,0 (7:3, v/v, 4 mL) te se otopini doda
NaN3 (130 mg, 2 mmol), Na-askorbat (20 mg, 0,1 mmol, 99 %-tni), Cul (38,1 mg, 0,2 mmol) i
DMEDA (34 pL, 0,3 mmol, 95 %-tni). Dodatkom DMEDA u bistru bezbojnu otopinu ona
postaje plava potom zelena i na kraju zuta. Nakon 30 min mijeSanja bistra Zuta otopina ponovno
mijenja boju u zelenu. Nakon 1 h mijesanja na ~ 90 °C u zelenu bistru otopinu doda se 5-
etiniluracil 18 (109 mg, 0,8 mmol), Na-askorbat (20 mg, 0,1 mmol, 99 %-tni), pri ¢emu
reakcijska smjesa postaje svijetlije zelena, Cul (38,1 mg, 0,2 mmol) i na kraju DMEDA (34 uL,
0,3 mmol, 95 %-tni) pri ¢emu se reakcijska smjesa po¢ne pjeniti. Suspenzija bez boje mijesa se
na temperaturi od ~ 90 °C narednih 30 min, a potom ohladi na sobnu temperaturu. Hladenjem
talozi talog bijele boje koji se filtrira te je tako dobiveno 212 mg (kvant.) 5-triazoliluracil

derivata 28. Analiticki uzorak dobiven je prekristalizacijom sirovog produkta iz metanola.

t.t. 255-258 °C; R; = 0,4 (CH,Clo/MeOH 9:1); UV (MeOH): Ama/nm 232 i 290, log e/dm*mol’
'em™ 4,10 i 3,90; IR (KBr) vicm™: 3435 (w), 3157 (m), 3142 (m), 3074 (m), 2989 (m), 2934
(m), 2833 (M), 1754 (s), 1713 (s), 1682 (s), 1639 (m), 1551 (W), 1514 (w), 1452 (m), 1398 (w),
1373 (w), 1348 (w), 1283 (w), 1229 (s), 1207 (s), 1161 (w), 1109 (vw), 1076 (w), 1043 (w),
1016 (w), 972 (vw), 935 (vw), 899 (w), 868 (w), 835 (w), 820 (w), 795 (w), 777 (w), 756 (w),
706 (W), 642 (W), 577 (vw), 565 (w), 552 (w), 455 (w); *"H NMR (DMSO-ds) &/ppm: 11,39 (s,
1H, NH-3), 11,18 (bs, 1H, NH-1), 8,38 (s, 1H, H-6), 8,05 (s, 1H, H-5, 5,41 (s, 2H, CH,), 4,18
(q, 2H, J; = 14,2, J, = 7,1 Hz, OCH,), 1,22 (t, 3H, J = 7,1 Hz, CH3); *C NMR (DMSO-dg)
dppm: 167,21 (s, COOCHy,), 162,10 (s, C-4), 150,52 (s, C-2), 138,97 (s, C-4"), 137,57 (d, C-6),
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123,37 (d, C-5'), 103,70 (s, C-5), 61,39 (t, OCH,CHs), 50,26 (t, NCH,CO), 13,92 (g, OCH,CHs);
HRMS: m/z: 266,0885 [M+H]"; izradunato C10H1:NsO4 H': 266,0889.

3.2.3.13. 5-[1-(2-Hidroksietil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (29);
5-triazoliluracil derivat 29.

U suspenziju ishodnog 5-triazoliluracilnog derivata 28 (100 mg, 0,377 mmol) u dimetoksietanu
(DME) (4 mL) dodan je NaBH, (74,3 mg, 1,885 mmol). Bijela suspenzija refluksirana je 20-ak
min, a potom je polako (u periodu od oko 15 min) kap po kap dodan MeOH (337 pL, 8,29
mmol) razrijeden s DME (2 mL). Nakon $to je dokapan cijeli volumen reagensa reakcijska
smjesa se na trenutak gotovo izbistrila, a potom ponovno zamutila. Refluksiranje je nastavljeno
narednih 25 h, a potom je reakcijska smjesa uparena do suha. Zaostala bijela krutina otopljena je
u MeOH i nekoliko kapi H,O te je c¢iS¢ena preparativnom kromatografijom u sustavu
CH.Cl,/MeOH 3:1. Izolirano je 50 mg (60 %) bijelog taloga 5-triazoliluracil derivata 29.

tt. 267-269 °C; Rt = 0,2 (CH,Clo/MeOH 6:1); UV (MeOH): Ama/nm 232 i 291 log e/dm’mol
tem™ 4,12 i 3,97; IR (KBr) vicm™: 3240 (m), 3173 (m), 3107 (m), 3066 (m), 3013 (m), 2966
(w), 2918 (w), 2851 (w), 1716 (s), 1670 (s), 1553 (m), 1443 (w), 1431 (w), 1402 (w), 1370 (w),
1356 (w), 1217 (m), 1165 (w), 1076 (w), 1067 (w), 1058 (w), 1049 (w), 984 (w), 834 (w), 812
(W), 777 (vw), 756 (w), 745 (w), 705 (w), 694 (w), 674 (W), 633 (w), 619 (vw), 548 (w), 519
(vw), 440 (vw); *H NMR (DMSO-ds) &lppm: 11,40 (s, 1H, NH-3), 11,18 (bs, 1H, NH-1), 8,29
(s, 1H, H-6), 8,02 (s, 1H, H-5, 5,02 (t, 1H, J = 5,2 Hz, NCH,CH,0H), 4,42 (t, 2H, J = 5,3 Hz,
NCH,CH,OH), 3,77 (dd, 2H, J; = 10,4, J, = 5,1 Hz, NCH,CH,OH); **C NMR (DMSO-ds)
Sppm: 162,16 (s, C-4), 150,59 (s, C-2), 138,76 (s, C-4'), 137,33 (d, C-6), 122,41 (d, C-5,
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104,00 (s, C-5), 59,93 (t, NCH,CH,0H), 52,13 (t, NCH,CH,0OH); HRMS: m/z: 224,0773
[M+H]"; izra¢unato CgHoNsO3-H': 224,0784.

3.2.3.14. 5-(1-Benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (30); 5-
triazoliluracil derivat 30.

Benzil bromid (243 pL, 2 mmol) otopi se u smjesi EtOH:H,0 (7:3, v/v, 4 mL) te se otopini doda
NaN3 (130 mg, 2 mmol), Na-askorbat (20 mg, 0,1 mmol, 99 %-tni), Cul (38,1 mg, 0,2 mmol) i
DMEDA (34 uL, 0,3 mmol, 95 %-tni). Dodatkom DMEDA u bistru bezbojnu otopinu ona
postaje plava, a potom nakon nekoliko minuta tamno zelena. Nakon 1 h mijeSanja na sobnoj
temperaturi u tamno zelenu bistru otopinu doda se 5-etiniluracil 18 (109 mg, 0,8 mmol), Na-
askorbat (20 mg, 0,1 mmol, 99 %-tni), Cul (38,1 mg, 0,2 mmol) i na kraju DMEDA (34 uL, 0,3
mmol, 95 %-tni) pri ¢emu reakcijska smjesa mijenja boju iz tamno zelene u svijetlo plavu.
Suspenzija se mijeSa na sobnoj temperaturi narednih 1 h, a zatim filtrira. Tako je dobiveno 215
mg (kvant.) bijelog taloga 5-triazoliluracil derivata 30. Analiticki uzorak dobiven je

prekristalizacijom sirovog produkta iz metanola/CHCl,.

tt. 270-272 °C; Rt = 0,5 (CH,Clo/MeOH 9:1); UV (MeOH): Amad/nm 231 i 291 log e/dm’mol
'em™ 4,10 i 4,00; IR (KBr) vicm™: 3451 (w), 3221 (m), 3151 (m), 3065 (m), 3032 (m), 2972
(m), 2818 (M), 1794 (w), 1728 (s), 1682 (s), 1551 (m), 1495 (w), 1456 (m), 1425 (m), 1360 (w),
1342 (w), 1312 (vw), 1240 (w), 1227 (m), 1207 (w), 1196 (w), 1149 (vw), 1130 (vw), 1063
(vw), 1045 (m), 1014 (vw), 966 (vw), 874 (m), 829 (w), 818 (w), 793 (w), 771 (m), 721 (s), 692
(W), 667 (W), 650 (W), 582 (vw), 554 (w), 471 (w), 457 (w); *H NMR (DMSO-ds) &/ppm: 11,40
(s, 1H, NH-3), 11,19 (bs, 1H, NH-1), 8,37 (s, 1H, H-6), 8,02 (s, 1H, H-5"), 7,31-7,40 (m, 5H,
Ph), 5,63 (s, 2H, CH,); *C NMR (DMSO-ds) dppm: 162,16 (s, C-4), 150,58 (s, C-2), 139,29 (s,
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Ph,), 137,61 (d, C-6), 136,17 (s, C-4"), 128,75 (d, Phy), 128,11 (d, Phy), 127,94 (d, Ph), 122,03
(d, C-5Y, 103,79 (s, C-5), 52,70 (t, NCH,Ph); HRMS: m/z: 270,0971 [M+H]*; izratunato
C13H11N502'H+: 270,0991

3.2.3.15. Benzil 2-[4-(2,4-diokso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-il)-1H-1,2,3-triazol-1-
il]acetat (31); 5-triazoliluracil derivat 31.

Benzil 2-bromacetat (330 pL, 2 mmol, 96 %-tni) otopi se u smjesi EtOH:H,0 (7:3, v/v, 4 mL) te
se otopini doda NaN3 (130 mg, 2 mmol), Na-askorbat (20 mg, 0,1 mmol, 99 %-tni), Cul (38,1
mg, 0,2 mmol) i DMEDA (34 pL, 0,3 mmol, 95 %-tni). Dodatkom DMEDA u bistru bezbojnu
otopinu ona postaje plava potom zelena pa Zuta i na kraju naranc¢asta. Nakon 1 h mijeSanja na ~
90 °C u narancastu bistru otopinu doda se 5-etiniluracil 18 (109 mg, 0,8 mmol), Na-askorbat (20
mg, 0,2 mmol, 99 %-tni), pri ¢emu reakcijska smjesa postaje svijetlija, Cul (38,1 mg, 0,2 mmol)
i na kraju DMEDA (34 pL, 0,3 mmol, 95 %-tni) pri ¢emu se reakcijska smjesa po¢ne pjeniti.
Suspenzija bez boje mijesa se na temperaturi od ~ 90 °C narednih 30 min, a potom ohladi na
sobnu temperaturu. Hladenjem talozi talog koji se filtrira te je tako dobiveno 260 mg (kvant.)
bijelog taloga 5-triazoliluracil derivata 31. Analiticki uzorak dobiven je prekristalizacijom

sirovog produkta iz metanola.

t.t. 292-295 °C; Rt = 0,4 (CH,Clo/MeOH 9:1); UV (MeOH): Amad/nm 231 i 291 log e/dm’mol
'em™ 4,10 4,00; IR (KBr) vicm™: 3440 (w), 3215 (m), 3160 (m), 3065 (m), 3034 (m), 2822 (w),
1744 (s), 1724 (s), 1682 (s), 1553 (w), 1493 (w), 1456 (w), 1427 (w), 1394 (w), 1362 (vw), 1339
(vw), 1223 (m), 1203 (m), 1067 (vw), 1045 (w), 1014 (vw), 974 (vw), 879 (w), 827 (vw), 802
(w), 771 (w), 737 (w), 694 (w), 652 (w), 608 (vw), 577 (vw), 554 (w), 498 (vw), 463 (w) 451
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(vw); *H NMR (DMSO-dg) d/ppm: 11,43 (s, 1H, NH-3), 11,22 (bs, 1H, NH-1), 8,42 (s, 1H, H-6),
8,06 (s, 1H, H-5, 7,38 (m, 5H, Ph), 5,51 (s, 2H, OCH,Ph), 5,21 (s, 2H, NCH,CO); *C NMR
(DMSO-dg) dppm: 167,27 (s, COOCH,), 162,15 (s, C-4), 150,58 (s, C-2), 139,00 (s, Phy),
137,64 (d, C-6), 135,40 (s, C-4"), 128,46 (d, Phy), 128,26 (d, Phy), 128,10 (d, Ph¢), 123,45 (d, C-
5", 103,69 (s, C-5), 66,70 (t, OCH,Ph), 50,27 (t, NCH,CO); HRMS: m/z: 328,1025 [M+H]";
izra¢unato C15H13Ns04-H': 328,1046.

3.2.3.16. 5-[1-(2-Metoksietil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (32);
5-triazoliluracil derivat 32.

2-Brometil-metil-eter (190 uL, 2 mmol) otopi se u smjesi EtOH:H,O (7:3, v/v, 4 mL) te se
otopini doda NaN3 (130 mg, 2 mmol), Na-askorbat (20 mg, 0,1 mmol, 99 %-tni), Cul (38,1 mg,
0,2 mmol) i DMEDA (34 uL, 0,3 mmol, 95 %-tni). Dodatkom DMEDA u bistru bezbojnu
otopinu ona postaje plava, a potom grijanjem do ~ 90 °C tamno zelena. Nakon 1 h mije$anja na
temperaturi ~ 90 °C u tamno zelenu bistru otopinu doda se 5-etiniluracil 18 (109 mg, 0,8 mmol),
Na-askorbat (20 mg, 0,1 mmol, 99 %-tni), pri ¢emu reakcijska smjesa mijenja boju u oker, Cul
(38,1 mg, 0,2 mmol) i na kraju DMEDA (34 pL, 0,3 mmol, 95 %-tni). Suspenzija se mije$a na
temperaturi od ~ 90 °C narednih 30 min, a zatim ohladi na sobnu temperaturu i talog filtrira.
Sirovi produkt potom se otopi u MeOH te se otopina vruca filtrira kroz sloj Celita, a filtrat upari.
Tako je dobiveno 189 mg (kvant.) bijelog taloga 5-triazoliluracil derivata 32. Analiticki uzorak

dobiven je prekristalizacijom sirovog produkta iz metanola.

t.t. 265-270 °C; R; = 0,3 (CH,Clo/MeOH 9:1); UV (MeOH): Ama/nm 230 i 290 log e/dm®mol
'em™ 4,201 4,00; IR (KBr) viem™: 3466 (w), 3163 (m), 3072 (m), 3037 (m), 2899 (m), 1707 (s),
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1672 (s), 1551 (m), 1470 (w), 1445 (w), 1427 (m), 1364 (w), 1327 (vw), 1288 (vw), 1243 (W),
1227 (w), 1207 (w), 1196 (w), 1177 (w), 1140 (vw), 1122 (m), 1074 (vw), 1041 (w), 1014 (w),
962 (vw), 876 (w), 814 (m), 785 (w), 767 (vw), 702 (w), 646 (w), 621 (vw), 557 (w), 465 (w)
448 (vw); *H NMR (DMSO-ds) &lppm: 11,40 (s, 1H, NH-3), 11,19 (bs, 1H, NH-1), 8,29 (s, 1H,
H-6), 8,02 (s, 1H, H-5Y, 4,56 (t, 2H, J = 5,1 Hz, NCH,CH,0), 3,72 (t, 2H, J = 5,1 Hz,
NCH,CH.0), 3,23 (s, 3H, OCHj3); *C NMR (DMSO-ds) d/ppm: 162,13 (s, C-4), 150,56 (s, C-2),
138,90 (s, C-4"), 137,41 (d, C-6), 122,29 (d, C-5'), 103,90 (s, C-5), 70,25 (t, NCH,CH,0), 57,90
(q, OCHs), 49,14 (t, NCH,CH,0); HRMS: m/z: 238,0923 [M+H]"; izradunato CoH1;NsO5-H':
238,0940.

3.2.3.17. 5-[1-(6-Ferocenil-6-oksoheksil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]pirimidin-2,4(1H,3H)-
dion (33); 5-triazoliluracil derivat 33.

6-Brom-1-oksoheksilferocen (726,2 mg, 2 mmol) otopi se u smjesi EtOH:H,0 (7:3, v/v, 4 mL) te
se otopini doda NaN3 (130 mg, 2 mmol), Na-askorbat (20 mg, 0,1 mmol, 99 %-tni), Cul (38,1
mg, 0,2 mmol) i DMEDA (34 uL, 0,3 mmol, 95 %-tni). Nakon 1 h mijesanja na temperaturi ~ 90
°C u tamno crvenu bistru otopinu doda se 5-etiniluracil 18 (109 mg, 0,8 mmol), Na-askorbat (20
mg, 0,1 mmol, 99 %-tni), Cul (38,1 mg, 0,2 mmol) i na kraju DMEDA (34 pL, 0,3 mmol, 95 %-
tni). Tamno crvena suspenzija se mijeSa na temperaturi od ~ 90 °C narednih 30 min, a zatim
ohladi na sobnu temperaturu i dobiveni talog filtrira. Sirovi produkt potom se prekristalizira iz

MeOH te je tako dobiveno 180 mg (49 %) tamno crvenog taloga 5-triazoliluracil derivata 33.

t.t. > 250 °C (raspad); Rf = 0,5 (CH,CI,/MeOH 9:1); UV (MeOH): Amax/nm 229 i 286 log
eldm®mol™cm™ 4,40 i 4,20; IR (KBr) vicm™: 3445 (w), 3223 (w), 3155 (m), 3074 (m), 3031 (m),
2934 (m), 2862 (w), 2825 (w), 1717 (s), 1670 (s), 1547 (w), 1452 (m), 1429 (w), 1377 (w), 1237
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(w), 1225 (w), 1196 (w), 1105 (vw), 1063 (vw), 1040 (w), 1027 (vw), 1001 (vw), 972 (vw), 885
(w), 824 (w), 787 (W), 772 (w), 650 (w), 555 (W), 480 (w); *H NMR (DMSO-ds) oppm: 11,39
(s, 1H, NH-3), 11,16 (s, 1H, NH-1), 8,26 (s, 1H, H-6), 7,98 (s, 1H, H-5", [4,77 (s, 2H), 4,54 (s,
2H), 4,21 (s, 5H), ferocenski protoni], [4,41 (m, 2H), 2,71 (m, 2H), 1,91 (m, 2H), 1,66 (m, 2H),
1,37 (m, 2H), 5 CH,]; *C NMR (DMSO-ds) dppm: 203,19 (s, (CH,)sCO), 162,11 (s, C-4),
150,52 (s, C-2), 138,87 (s, C-4"), 137,36 (d, C-6), 121,86 (d, C-5'), 103,97 (s, C-5), [79,03 (s),
71,89 (d), 69,44 (d), 68,98 (d), ferocenski signali], [49,21 (t), 38,51 (t), 29,68 (t), 25,66 (t), 23,27
(t), 5 CHy]; HRMS: m/z: 462,1227 [M+H]"; izradunato C2,H23FeNsOs-H': 462,1229.

3.2.4. Priprava N-1-sulfoniluracilnih C5 supstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata

Br

3.2.4.1. {4-[1-(5-Bromotiofen-2-ilsulfonil)-2,4-diokso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-
il]-1H-1,2,3-triazol-1-il}metil pivalat (34); 5-triazoliluracil derivat 34.

3.2.4.1.1. Metoda 1

U suspenziju 5-triazoliluracil derivata 19 (146,6 mg, 0,5 mmol) u suhom CH3;CN (2 mL) dokapa
se N,O-bis(trimetilsilil)acetamid (BSA) (257 uL, 1 mmol) te se reakcijska smjesa, bistra
bezbojna otopina, refluksira 30 min, a potom ohladi na 0 °C. U ohladenu bezbojnu otopinu uz
mijesanje se doda 5-bromtiofen-2-sulfonil klorid (116,2 mg, 0,5 mmol) te se zuta otopina mijesa
do sobne temperature, a potom ponovno refluksira narednih 1 h. Dodatkom nekoliko kapi

metanola u ohladenu reakcijsku smjesu talozi bijeli talog koji se filtrira te je tankoslojnom

99



kromatografijom utvrdeno da se radi o polaznom 5-triazoliluracil derivatu 19. Filtrat se ¢isti
preparativnom kromatografijom (eluens CH,Cl,/MeOH 9:1) te je izolirano 12 mg (4,6 %) bijelog
taloga 5-triazoliluracil derivata 34.

Ista metoda s istim masama reaktanata ponovljena je uz produljeno vrijeme reakcije (24 h) te je
tako izolirano 40 mg (15,4 %) bijelog taloga 5-triazoliluracil derivata 34 i 80 mg polaznog 5-

triazoliluracil derivata 19.

t.t. 233-235 °C; Ry = 0,7 (CH,Clo/MeOH 9:1); UV (MeOH): Ama/nm 237 i 290, log e/dm®mol
lem™ 4,20 4,30; IR (KBr) viem™: 3435 (w), 3217 (m), 3150 (w), 3096 (w), 3053 (w), 2999 (w),
2972 (w), 2935 (w), 2874 (W), 1730 (s), 1720 (s), 1693 (s), 1639 (w), 1537 (W), 1506 (vw), 1479
(W), 1448 (m), 1429 (w), 1418 (w), 1389 (m), 1340 (w), 1312 (vw), 1281 (w), 1257 (s), 1215
(w), 1188 (m), 1140 (s), 1092 (w), 1022 (m), 986 (w), 968 (W), 955 (vw), 831 (w), 804 (w), 791
(w), 743 (vw), 719 (w), 706 (w), 673 (w), 656 (vw), 617 (w), 590 (m), 557 (m), 540 (m), 478
(vw), 457 (vw); *H NMR (DMSO-ds) dppm: 12,25 (bs, 1H, NH-3), 8,64 (s, 1H, H-6), 8,56 (s,
1H, H-5Y, 7,97 (d, 1H, J = 4,3 Hz, H-tiofenski), 7,50 (d, 1H, J = 4,2 Hz, H-tiofenski), 6,38 (s,
2H, CH,), 1,12 (s, 9H, 3 CH3); *C NMR (DMSO-dg) dppm: 176,49 (s, COOCH,), 161,02 (s, C-
4), 153,70 (s, C-2), 146,79 (s, C-4"), 138,71 (d, C-6), 138,00 (s, CHCS), 135,05 (d, CHCS),
132,36 (d, CHCBYr), 131,64 (d, C-5), 124,90 (s, CHCBr), 106,86 (s, C-5), 70,10 (t, NCH,0), nije
izagao (S, (CH3)3sCCO), 26,47 (g, (CH3)sC); HRMS: m/z: 517,9796 [M+H]"; izradunato
C16H16BrNsO6S,-H': 517,9804.

3.2.4.1.2. Metoda 2

U otopinu 5-triazoliluracil derivata 19 (100 mg, 0,341 mmol) u DMF-u (2 mL) dokapa se uz
mijesanje DBU (53 pL, 0,341 mmol) i reakcijska smjesa, bistra bezbojna otopina mijesa 1,5 h na
sobnoj temperaturi, a potom ohladi na 0 °C. U ohladenu otopinu doda se 5-bromtiofen-2-sulfonil
klorid (79,3 mg, 0,341 mmol) te se Zzuta otopina mijeSa na sobnoj temperaturi naredna 4 h.
Reakcijska smjesa potom se upari do suha pri snizenom tlaku u vodenoj kupelji temperature do
40 °C. U upareni ostatak doda se malo MeOH te se istalozeni produkt filtrira, a filtrat Cisti
preparativnom kromatografijom (eluens CH,Cl,/MeOH 9:1). Ukupno je izolirano 124 mg (70 %)
bijelog taloga 5-triazoliluracil derivata 34. Analiticki uzorak dobiven je prekristalizacijom

sirovog produkta iz metanola.
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3.2.4.2. 1-(5-Bromotiofen-2-ilsulfonil)-5-(1H-1,2,3-triazol-4-il)pirimidin-2,4(1H,3H)-
dion (35); 5-triazoliluracil derivat 35.

U suspenziju 5-triazoliluracil derivata 20 (121,3 mg, 0,677 mmol) u suhom CH3;CN (2 mL)
dokapa se BSA (523 uL, 2,0314 mmol) te se reakcijska smjesa, bistra bezbojna otopina,
refluksira 30 min, a potom ohladi na 0 °C. U ohladenu bezbojnu otopinu uz mijesanje se doda 5-
bromtiofen-2-sulfonil klorid (157,4 mg, 0,677 mmol, 97 %) te Se zuta otopina refluksira narednih
2 h 45 min nakon ¢ega se ohladi na sobnu temperaturu. Dodatkom nekoliko kapi metanola talozi
bijeli talog koji se filtrira te je tankoslojnom kromatografijom (CH,Cl,/MeOH 9:1) i snimanjem
'H NMR spektra (DMSO-ds) utvrdeno da se radi o polaznom 5-triazoliluracil derivatu 20 (90,4
mg, 75 %). Filtrat se ¢isti preparativnhom kromatografijom. Izolirane su dvije vrpce, a snimanjem
'"H NMR (DMSO-ds) spektra donje vrpce utvrdeno je da se radi o Zeljenom produktu 35 (15 mg,
5,5 %). On je potvrden ESI-MS spektrima u pozitivnom (ES") i negativnom (ES’) modu.

tt. 173-175 °C; Rs = 0,4 (CH,Cl/MeOH 9:1); UV (MeOH): Ama/nm 234 i 289, log e/dm*mol’
em™ 4,11 4,21; IR (KBr) vicm™: 3456 (s), 3096 (m), 1720 (m), 1701 (s), 1686 (s), 1541 (w),
1437 (w), 1431 (w), 1393 (m), 1356 (w), 1310 (w), 1256 (m), 1178 (m), 1124 (w), 1090 (W),
1022 (m), 970 (w), 910 (vw), 802 (w), 748 (w), 721 (w), 673 (W), 617 (m), 588 (m), 557 (m),
541 (m); *H NMR (DMSO-ds) &/ppm: 15,30 (bs, 1H, NH-1'), 12,18 (bs, 1H, NH-3), 8,62 (s, 1H,
H-5, 8,45 (s, 1H, H-6), 7,96 (d, 1H, J = 4,2 Hz, H-tiofenski), 7,50 (d, 1H, J = 4,2 Hz, H-
tiofenski); 3C NMR (DMSO-ds) &d/ppm: 159,79 (s, C-4), 149,80 (s, C-2), 146,73 (s, C-4),
138,58 (d, C-5), 138,52 (d, C-6), 138,41 (s, CHCS), 135,05 (d, CHCS), 131,58 (d, CHCBY),
124,75 (s, CHCBr), 100,90 (s, C-5); HRMS: m/z: 4039112 [M+H]"; izradunato
C1oHsBrNsO,S,-H': 403,9123.
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3.2.4.3. 1-Tosyl-5-(1H-1,2,3-triazol-4-yl)pyrimidine-2,4(1H,3H)-dione (36); 5-
triazoliluracil derivat 36.

3.2.4.3.1. Metoda 1

U suspenziju derivata 20 (55 mg, 0,165 mmol) i K,CO3 (42,43 mg, 0,165 mmol) u DMF-u (2
mL) uz mijesanje se doda tosil-klorid (TsCl) (58,54 mg, 0,165 mmol) te se zuta blago zamuéena
otopina mijeSa na sobnoj temperaturi 3 h. Nakon 3 h mijeSanja viSe Se ne uocavaju ishodni
spojevi na TLC-plo¢ici nego samo mrlja potencijalnog produkta kao i produkt raspada TsCI.
Reakcijska smjesa se upari do suha, a upareni ostatak Cisti na plo¢ama za preparativnu
kromatografiju. Od niza mrlja koje su uo€ene na preparativnoj ploci izdvojene su vrlo bliske koje
bi odgovarale potencijalnom produktu. Ponovnim ¢i§¢enjem izolirana je mrlja koja prema
spektru *H NMR (DMSO-dg) odgovara Zeljenom produktu 36. Izolirano je 11,5 mg (11,23 %)
produkta 36. On je potvrden i ukupnim odnosno fragmentacijskim ESI-MS spektrima u

pozitivnom (ES") i negativnom (ES) modu.

t.t. 238-240 °C; Rf = 0,4 (CH2Cl/MeOH 9:1); UV (MeOH): Ama/nm 229, 264 i 296, log
eldm®mol™cm™ 4,26, 4,06 i 4,17; IR (KBr) vicm™: 3447 (s), 3069 (m), 1713 (s), 1678 (s), 1637
(m), 1593 (W), 1535 (w), 1445 (w), 1431 (w), 1394 (m), 1315 (vw), 1246 (W), 1225 (w), 1198
(m), 1178 (w), 1161 (m), 1122 (vw), 1088 (w), 1074 (vw), 970 (vw), 945 (vw), 872 (w), 816 (w),
785 (vw), 702 (vw), 673 (m), 662 (m), 635 (vw), 584 (m), 554 (w), 542 (m), 453 (vw); ‘H NMR
(DMSO-ds) &/ppm: 15,05 (bs, 1H, NH-1), 11,49 (bs, 1H, NH-3), 8,44 (s, 1H, H-5"), 8,04 (s, 1H,
H-6), 7,90 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-Ts), 7,49 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-Ts), 2,40 (s, 3H, CHs(Ts)); °C
NMR (DMSO-ds) dppm: 161,99 (s, C-4), 150,47 (s, C-2), 147,07 (s, C-4"), 145,82 (s, Tsq),
141,84 (d, C-5'), 138,07 (d, C-6), 131,97 (s, Tsa), 130,59 (d, Ts.), 128,11 (d, Tsy), 100,97 (s, C-
5), 21,16 (q, CH3(Tsq)); HRMS: m/z: 334,0592 [M+H]"; izratunato C13H11N50,S-H': 334,0605.
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3.2.4.3.2. Metoda 2

U suspenziju 5-triazoliluracil derivata 20 (100 mg, 0,56 mmol) u suhom CH3CN (2 mL) dokapa
se BSA (431 uL, 1,67 mmol) te se reakcijska smjesa, bistra bezbojna otopina, refluksira 30 min,
a potom ohladi na 0 °C. U ohladenu bezbojnu otopinu uz mijesanje se doda TsCl (106,4 mg, 0,56
mmol) te se Zuta otopina mije$a do sobne temperature, a potom ponovno refluksira narednih 1 h.
Dodatkom nekoliko kapi metanola u ohladenu reakcijsku smjesu talozi bijeli talog koji se filtrira
te je tankoslojnom kromatografijom (CH,Cl,/MeOH 9:1) i snimanjem *H NMR spektra (DMSO-
dg) utvrdeno da se radi o polaznom 5-triazoliluracil derivatu 20 (65 mg, 65 %). Filtrat se Cisti
preparativnom kromatografijom (eluens CH,Cl,/MeOH 9:1) te je izolirano 15 mg (8 %) bijelog

taloga 5-triazoliluracil derivata 36.

3.2.4.4. Etil 2-[4-(1,2,3,4-tetrahidro-2,4-diokso-1-tosilpirimidin-5-il)-1H-1,2,3-
triazol-1-il]acetat (37); 5-triazoliluracil derivat 37.

U otopinu 5-triazoliluracil derivata 28 (148 mg, 0,558 mmol) u DMF-u (3,3 mL) dokapa se uz
mijesanje DBU (86 pL, 0,558 mmol) i reakcijska smjesa, bistra bezbojna otopina mijeSa 2 h na
sobnoj temperaturi, a potom se ohladi na 0 °C. U ohladenu otopinu doda se TsCl (106,4 mg,
0,558 mmol) te se otopina mije$a na sobnoj temperaturi narednih 2 h. Reakcijska smjesa potom
se upari do suha pri snizenom tlaku u vodenoj kupelji temperature do 40 °C. U upareni Zuti
uljasti ostatak doda se malo MeOH te se istalozeni produkt filtrira. Ukupno je izolirano 210 mg
(90 %) bijelog taloga 5-triazoliluracil derivata 37. Analiticki uzorak dobiven je

prekristalizacijom sirovog produkta iz MeOH.
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t.t. 240-242 °C; R¢ = 0,6 (CH,Clo/MeOH 20:1); UV (MeOH): Ama/nm 230 i 287 log e/dm’mol
lem™ 4,351 4,08; IR (KBr) viem™: 3169 (m), 3104 (m), 3055 (m), 3001 (m), 2862 (m), 1738 (5),
1680 (s), 1594 (w), 1543 (m), 1466 (m), 1453 (w), 1436 (m), 1417 (w), 1383 (m), 1354 (w),
1344 (w), 1329 (w), 1309 (w), 1261 (s), 1231 (s), 1192 (s), 1176 (s), 1084 (m), 1045 (m), 1013
(m), 918 (w), 870 (w), 814 (m), 744 (w), 723 (w), 686 (W), 660 (m), 620 (w), 557 (s), 540 (m),
469 (w), 420 (vw); *H NMR (DMSO-dg) &/ppm: 12,03 (bs, 1H, NH-3), 8,76 (s, 1H, H-6), 8,49
(s, 1H, H-5Y), 8,01 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-Ts), 7,50 (d, 2H, J = 8,2 Hz, H-Ts), 5,45 (s, 2H, CH,),
4,19 (q, 2H, J1 = 14,2, J, = 7,1 Hz, OCH,), 2,44 (s, 3H, CH3(Ts)), 1,23 (t, 3H, J = 7,1 Hz, CHa);
13C NMR (DMSO-dg) dppm: 167,07 (s, COOCHS,), 160,97 (s, C-4), 146,46 (s, C-2), 146,42 (s,
Tsq), 137,64 (s, C-4'), 132,88 (s, Tsa), 132,34 (d, C-6), 129,80 (d, Tsc), 129,14 (d, Tsp), 124,72 (d,
C-5, 106,82 (s, C-5), 61,41 (t, OCH,CHs), 50,35 (t, NCH,CO), 21,12 (q, CHa(Tsq)), 13,89 (q,
OCH,CHj3); HRMS: m/z: 420,0974 [M+H]"; izra¢unato C17H17N506S-H™: 420,0978.

3.2.4.5. 5-[1-(2-Hidroksietil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-1-tosilpirimidin-2,4(1H,3H)-dion
(38); 5-triazoliluracil derivat 38.

U otopinu 5-triazoliluracil derivata 29 (30 mg, 0,134 mmol) u DMF-u (800 pL) dokapa se uz
mijeSanje DBU (21 pL, 0,134 mmol) 1 reakcijska smjesa, bistra bezbojna otopina mijesa 1,5 h na
sobnoj temperaturi, a potom se ohladi na 0 °C. U ohladenu otopinu doda se TsCl (25,6 mg, 0,134
mmol) te se otopina mijesa na sobnoj temperaturi narednih 2,5 h. Reakcijska smjesa potom se
upari do suha pri snizenom tlaku u vodenoj kupelji temperature do 40 °C. U upareni zuti uljasti

ostatak doda se malo MeOH te se istalozeni produkt filtrira, a filtrat ¢isti preparativnom
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kromatografijom (eluens CH,Cl,/MeOH 9:1). Ukupno je izolirano 30 mg (59 %) bijelog taloga
5-triazoliluracil derivata 38. Analiti¢ki uzorak dobiven je prekristalizacijom sirovog produkta iz
MeOH.

t.t. 236-238 °C; R; = 0,5 (CH,Clo/MeOH 9:1); UV (MeOH): /ma/nm 231 i 286 log e/dm®mol
lem™ 4,20 3,93; IR (KBr) vicm™: 3418 (m), 3160 (w), 3138 (w), 3107 (w), 3072 (w), 2956 (W),
2920 (w), 2852 (w), 1710 (s), 1686 (s), 1649 (m), 1630 (m), 1594 (w), 1553 (m), 1526 (w), 1448
(m), 1431 (w), 1385 (w), 1366 (w), 1350 (w), 1310 (w), 1259 (s), 1188 (s), 1176 (s), 1159 (m),
1084 (m), 1070 (m), 1040 (m), 1022 (m), 974 (w), 911 (vw), 870 (vw), 844 (vw), 802 (w), 733
(w), 665 (m), 608 (W), 561 (s), 540 (M), 463 (w); *H NMR (DMSO-dg) dppm: 12,02 (s, 1H, NH-
3), 8,73 (s, 1H, H-6), 8,39 (s, 1H, H-5"), 8,00 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-Ts), 7,50 (d, 2H, J = 8,1 Hz,
H-Ts), 5,00 (t, 1H, J = 5,3 Hz, NCH,CH,0H), 4,47 (t, 2H, J = 5,4 Hz, NCH,CH,OH), 3,79 (dd,
2H, J1 = 10,7, J, = 5,3 Hz, NCH,CH,0H), 2,44 (s, 3H, CH3(Ts); *C NMR (DMSO-dg) dppm:
161,07 (s, C-4), 146,55 (s, C-2), 146,51 (s, Tsq), 137,45 (s, C-4"), 132,88 (s, Tsa), 132,09 (d, C-
6), 129,89 (d, Tsc), 129,20 (d, Tsp), 123,76 (d, C-5'), 107,14 (s, C-5), 59,88 (t, NCH,CH,OH),
52,26 (t, NCH,CH,OH), 21,20 (q, CHs(Tsq)); HRMS: m/z: 378,0852 [M+H]"; izradunato
C1sH1sNs0sS-H': 378,0872.

Br

3.2.4.6. 5-(1-Benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-1-(5-bromotiofen-2-ilsulfonil)pirimidin-
2,4(1H,3H)-dion (39); 5-triazoliluracil derivat 39.

U otopinu 5-triazoliluracil derivata 30 (250 mg, 0,928 mmol) u DMF-u (5,5 mL) dokapa se uz
mijeSanje DBU (143 pL, 0,928 mmol) i1 reakcijska smjesa, bistra bezbojna otopina mijesa 1 h na

sobnoj temperaturi, a potom se ohladi na 0 °C. U ohladenu otopinu doda se 5-bromtiofen-2-
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sulfonil klorid (209,4 mg, 0,928 mmol, 0,97 %) te se Zuta otopina mijeSa na sobnoj temperaturi
naredna 2 h. Reakcijska smjesa potom se upari do suha pri snizenom tlaku u vodenoj kupelji
temperature do 40 °C. U upareni uljasti ostatak doda se malo MeOH te se istalozeni produkt
filtrira, a filtrat se ¢isti preparativnom kromatografijom (eluens CH,Cl,/MeOH 9:1). Ukupno je
izolirano 150 mg (35 %) bijelog taloga 5-triazoliluracil derivata 39. Analiticki uzorak dobiven je

prekristalizacijom sirovog produkta iz smjese CH,Cl,/MeOH 1:1.

t.t. 204-207 °C; Rs = 0,8 (CH,Clo/MeOH 9:1); UV (MeOH): Ama/nm 235 i 290, log e/dmmol’
'em™ 4,301 4,30; IR (KBr) viem™: 3440 (m), 3062 (w), 2853 (w), 1751 (m), 1742 (m), 1698 (m),
1678 (s), 1541 (w), 1499 (vw), 1460 (w), 1443 (w), 1429 (w), 1391 (m), 1335 (vw), 1259 (m),
1182 (s), 1090 (vw), 1047 (vw), 1013 (w), 972 (vw), 810 (vw), 744 (w), 732 (vw), 715 (w), 704
(W), 689 (vw), 673 (W), 625 (W), 588 (m), 557 (w), 540 (m), 467 (vw); 'H NMR (DMSO-ds)
Sdppm: 12,21 (bs, 1H, NH-3), 8,60 (s, 1H, H-6), 8,50 (s, 1H, H-5, 7,96 (d, 1H, J = 4,2 Hz, H-
tiofenski), 7,50 (d, 1H, J = 4,2 Hz, H-tiofenski),7,32-7,38 (m, 5H, Ph), 5,67 (s, 2H, CH,); *C
NMR (DMSO-dg) dppm: 161,17 (s, C-4), 146,88 (s, C-2), 138,60 (d, C-6), 137,95 (s, Phy),
136,03 (s, C-4'), 135,14 (s, CHCS), 131,82 (d, CHCS), 131,61 (d, CHCBr), 128,76 (d, Phy),
128,16 (d, Phg), 127,93 (d, Ph), 124,82 (s, CHCBr), 123,48 (d, C-5"), 107,37 (s, C-5), 52,81 (t,
NCH,Ph); HRMS: m/z: 493,9591 [M+H]+; izra¢unato C17H1,BrNs0,4S,-H™: 493,9592.

NAPOMENA! Za sintezu spoja 39 pozeljno je da ishodni derivat 30 bude prekristaliziran jer to

znatno olakSava izolaciju!
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3.2.4.7. 5-(1-Benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-1-(tiofen-2-ilsulfonil)pirimidin-
2,4(1H,3H)-dion (40); 5-triazoliluracil derivat 40.

Ishodni 5-triazoliluracil derivat 39 (100 mg, 0,202 mmol) otopi se u smjesi CH,Cl,/MeOH 1:1
(120 mL) te se u bistru otopinu doda 10 %-tni Pd/C (10 mg). Reakcijska smjesa se hidrira 24 h u
Parr-ovom aparatu pri tlaku od 45 psi (3,1 bar). Tijek reakcije prati se tankoslojnom
kromatografijom u sustavu CH,CIl,/MeOH 9:1 te je zakljuCeno da hidriranje treba nastaviti.
Nakon 24 h u reakcijsku se smjesu ponovno doda jednaka koli¢ina 10 %-tnog Pd/C (10 mg) te se
hidriranje nastavi narednih 24 h. Reakcijska smjesa potom se filtrira preko Celita, a filtrat upari
do suha. Tako je dobiveno 77 mg (92 %) bijelog taloga 5-triazoliluracil derivata 40. Analiticki

uzorak dobiven je prekristalizacijom sirovog produkta iz smjese CH,Cl,/MeOH.

t.t. 240-243 °C; R; = 0,6 (CH,Clo,/MeOH 20:1); UV (MeOH): Ama/nm 231 i 287, log e/dm>mol”
'em™ 4,30 4,10; IR (KBr) vicm™: 3425 (w), 3215 (m), 3161 (w), 3065 (w), 2870 (w), 1734 (m),
1697 (s), 1541 (w), 1495 (vw), 1448 (w), 1393 (w), 1339 (w), 1257 (m), 1225 (w), 1182 (s),
1130 (vw), 1092 (w), 1047 (w), 1011 (w), 912 (vw), 856 (W), 816 (Vw), 746 (w), 739 (w), 729
(w), 708 (w), 686 (W), 667 (w), 619 (vw), 579 (m), 568 (w), 559 (w), 540 (m) 478 (vw); H
NMR (DMSO-ds) dppm: 12,14 (bs, 1H, NH-3), 8,66 (s, 1H, H-6), 8,49 (s, 1H, H-5"), 8,28 (dd,
1H, J; =5,0, J, = 1,4 Hz, H-tiofenski), 8,11 (dd, 1H, J; = 4,0, J, = 1,5 Hz, H-tiofenski),7,30-7,38
(m, 6H, Ph, H-tiofenski), 5,67 (s, 2H, CH,); *C NMR (DMSO-ds) d/ppm: 160,92 (s, C-4),
146,52 (s, C-2), 138,57 (d, C-6), 138,00 (d, CHCHS), 137,86 (s, Ph,), 135,96 (s, C-4'), 134,55 (s,
CHCS), 131,93 (d, CHCS), 128,72 (d, Phy), 128,12 (d, CHCHS), 128,09 (d, Phg), 127,90 (d,
Phy), 123,42 (d, C-5'), 107,16 (s, C-5), 52,79 (t, NCH,Ph); HRMS: m/z: 416,0468 [M+H]";
izradunato C17H13Ns0,S,-H': 416,0487.
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3.2.4.8. Benzil 2-(4-(1,2,3,4-tetrahidro-2,4-diokso-1-tosilpirimidin-5-il)-1H-1,2,3-
triazol-1-il)acetat (41); 5-triazoliluracil derivat 41.

U otopinu 5-triazoliluracil derivata 31 (100 mg, 0,306 mmol) u DMF-u (1,8 mL) dokapan je uz
mijesanje DBU (47,1 pL, 0,306 mmol) i reakcijska smjesa, bistra bezbojna otopina ostavljena da
se mijeSa 1 h na sobnoj temperaturi, a potom je ohladena na 0 °C. U ohladenu otopinu dodan je
TsCl (58,3 mg, 0,306 mmol) te je otopina ostavljena da se mijeSa na sobnoj temperaturi narednih
1,5 h. Reakcijska smjesa potom je uparena do suha pri snizenom tlaku u vodenoj kupelji
temperature do 40 °C. U upareni zuti uljasti ostatak dodano malo MeOH te je istalozeni produkt
filtriran. Ukupno je izolirano 126 mg (86 %) bijelog taloga 5-triazoliluracil derivata 41.

Analiti¢ki uzorak dobiven je prekristalizacijom sirovog produkta iz smjese CH,Cl,/MeOH 1:5.

t.t. 215-217 °C; R¢ = 0,7 (CH2Clo/MeOH 20:1); UV (MeOH): Ama/nm 231 i 285 log e/dm’mol
'em™ 4,37 i 4,11; IR (KBr) viem™: 3313 (w), 3139 (w), 3105 (w), 2960 (vw), 2918 (vw), 1736
(s), 1682 (s), 1595 (vw), 1543 (w), 1448 (w), 1385 (W), 1354 (vw), 1254 (s), 1223 (w), 1209 (W),
1191 (m), 1175 (m), 1086 (W), 1044 (w), 1020 (w), 1013 (w), 974 (vw), 814 (vw), 783 (w), 754
(W), 743 (W), 726 (vw), 690 (W), 658 (W), 613 (W), 557 (m), 541 (w); 'H NMR (DMSO-ds)
Sppm: 12,07 (bs, 1H, NH-3), 8,76 (s, 1H, H-6), 8,53 (s, 1H, H-5"), 8,01 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-
Ts), 7,50 (d, 2H, J = 8,2 Hz, H-Ts), 7,37-7,41 (m, 5H, Ph), 5,55 (s, 2H, OCH.Ph), 5,22 (s, 2H,
CHy), 2,43 (s, 3H, CH3(Ts)); *C NMR (DMSO-ds) d/ppm: 167,19 (s, COOCH,), 161,09 (s, C-
4), 146,56 (s, C-2), 146,53 (s, Tsq), 137,76 (s, Phy), 135,38 (s, C-4"), 132,89 (s, Tsa), 132,43 (d,
C-6), 129,89 (d, Tsc), 129,26 (d, Tsy), 128,49 (d, Phy), 128,29 (d, Phy), 128,11 (d, Ph), 124,85
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(d, C-5'), 106,84 (s, C-5), 66,79 (t, OCH,Ph), 50,42 (t, NCH,CO), 21,22 (g, CH3(Tss)); HRMS:
m/z: 482,1120 [M+H]"; izradunato C2H1oNsOgS-H*: 482,1134.

3.2.5. Priprava C5 supstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata uridina

3.25.1. 1-[(2R,3S,4R,5R)-3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil)-tetrahidrofuran-2-il]-5-
jodopirimidin-2,4(1H,3H)-dion (43); 5-joduridin 43.

Sinteza i potpuna karakterizacija spoja 43 opisana je u literaturi prema kojoj je pripravljen.?’" 1%

Uridin 42 (4 g, 16,38 mmol) se suspendira u dioksanu (132 mL) te se suspenziji doda 0,5 M
vodena otopina HNO3 (82 mL, 40,95 mmol). Bistroj smjesi uz mijeSanje se doda I, (4,157 g,
16,38 mmol) te se refluksira (101 °C) 1,5 h, a potom upari gotovo do kraja. U ostatak se doda
20-30 mL CH,Cl; prilikom ¢ega dolazi do talozenja produkta. Smjesa se ponovno upari, a
postupak dodatka i uparavanja CH,Cl, ponovi se 3-4 puta. Nastala gotovo bijela krutina zatim se
filtrira, prekristalizira iz vruceg etanola i ispere eterom te je tako dobiveno 5,33 g (88 %) bijelog

taloga 5-joduridina 43.

'H NMR (DMSO-ds) d/ppm: 11,66 (bs, 1H, NH-3), 8,47 (s, 1H, H-6), 5,72 (d, 1H, J = 4,7 Hz,
H-1%, 5,20 (bs, 3H, OH-2'(OH-3"), OH-5', OH-3'(OH-2")), 4,03 (t, 1H, J = 4,8 Hz, H-2'(H-3"),
3,98 (t, 1H, J = 4,8 Hz, H-3'(H-2"), 3,84-3,88 (m, 1H, H-4), 3,68 (dd, 1H, J; = 12,0 Hz, J, = 2,7
Hz, H-5,), 3,57 (dd, 1H, J; = 12,0 Hz, J, = 2,4 Hz, H-5,"); *C NMR (DMSO-ds) d/ppm: 160,43
(s, C-4), 150,33 (s, C-2), 145,10 (d, C-6), 88,28 (d, C-1'), 84,69 (d, C-4'), 73,90 (d, C-2'(C-3"),
69,35 (s, C-5), 69,23 (d, C-3'(C-2"), 60,17 (t, C-5').
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3.2.5.2. 1-[(2R,3S,4R,5R)-3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil)-tetrahidrofuran-2-il]-5-[2-
(trimetilsilil)etinil]pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (44); 5-TMS-etiniluridin 44.

U viali za mikroreaktor suspendiraju se 5-joduridin 43 (2,5 g, 6,75 mmol), PdCI,(PPh3), (105,3
mg, 0,15 mmol) i Cul (57,13 mg, 0,3 mmol) u DMF-u (4 mL) te se suspenziji dodaju TMSA
(1,084 mL, 7,5 mmol, 98 %-tni) i N,N-diizopropiletilamin (DIPEA) (2,333 mL, 13,33 mmol,
99,5 %-tni). Reakcijska smjesa otplini se u ultrazvucnoj kupelji 2-3 min te se stavi u
mikroreaktor. Reakcija traje 12 min na 100 °C, a reakcijska smjesa potom se ohladi na 55 °C 1
upari do suha. Zaostali crni uljasti ostatak razrijedi se metanolom te se Cisti na sinter lijevku
filtracijom preko kratkog sloja SiO; (eluens CH,Cl,/MeOH 6:1). Tako je uklonjen sav zaostali
reducirani paladij iz reakcijske smjese, a sirovi produkt se cisti flash kromatografijom (eluens
CH,Cl,/MeOH 9:1). Dobiveno je 1,81 g (79 %) krutog narancastog 5-TMS-etiniluridina 44.2781%

tt. 112-114 °C; Rs = 0,3 (CH,Cl/MeOH 9:1); UV (MeOH): Amax/nm 232 i 294 log e/dm>mol’
tem™ 3,97i 3,99; IR (KBr) viem™: 3429 (s), 3067 (m), 2961 (w), 2833 (W), 2162 (w), 1691 (s),
1618 (m), 1460 (m), 1421 (w), 1352 (w), 1279 (m), 1248 (m), 1107 (m), 1080 (m), 1055 (m),
989 (vw), 847 (s), 800 (w), 762 (m), 702 (w), 638 (W), 584 (W), 536 (W), 467 (w), 419 (w); 'H
NMR (DMSO-dg) dppm: 11,60 (bs, 1H, NH-3), 8,32 (s, 1H, H-6), 5,74 (d, 1H, J = 4,7 Hz, H-
1), 5,37 (bs, 1H, OH-2'(OH-3"), 5,16 (s, 1H, OH-5"), 5,03 (bs, 1H, OH-3'(OH-2"), 4,05 (t, 1H, J
= 4,7 Hz, H-2'(H-3"), 3,98 (t, 1H, J = 4,8 Hz, H-3'(H-2")), 3,83-3,88 (m, 1H, H-4"), 3,68 (d, 1H,
J =12,0 Hz, H-5,), 3,57 (d, 1H, J = 11,9 Hz, H-5p), 0,19 (s, 9H, 3 CH3): *C NMR (DMSO-dg)
Sppm: 161,29 (s, C-4), 149,57 (s, C-2), 144,76 (d, C-6), 98,27 (s, C-5), 97,81 (s, C-2"), 96,98 (s,
C-1"), 88,39 (d, C-1'), 84,69 (d, C-4"), 73,75 (d, C-2(C-3"), 69,20 (d, C-3'(C-2"), 60,16 (t, C-5"),
-0,13 (g, 3 CH3); HRMS: m/z: 363,0990 [M+Na]*; izradunato C14H»N,06Si-Na*: 363,0983.
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Derivat 44 je u narednom reakcijskom stupnju upotrijebljen kao sirovi produkt.

3.2.5.3. 1-[(2R,3S,4R,5R)-3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil)-tetrahidrofuran-2-il]-5-
etinilpirimidin-2,4(1H,3H)-dion (45); 5-etiniluridin 45.

U otopinu ishodnog 5-TMS- etiniluridina 44 (1,8 g, 5,29 mmol) u THF-u (50 mL) ohladenu na 0
°C dodana je 1 M otopina tetrabutilamonijevog fluorida (TBAF) u THF-u (6,35 mL, 6,35 mmol).
Bistra narancasta otopina mijeSana je dalje na sobnoj temperaturi 10-ak minuta te je potom
uparena do kraja pazeci pri tom da temperatura kupelji za uparavanje ne prijede 40 °C (spoj se
raspada zagrijavanjem). Uljasti ostatak ¢is¢en je dalje flash kromatografijom (eluens

CH,Cl,/MeOH 9:1) te je tako dobiveno 1,29 g (91 %) Zutog taloga 5-etiniluridina 45.2"°

t.t. 188-190 °C; Rf = 0,7 (CH,Cl/MeOH 3:1); UV (MeOH): Amax/nm 225 i 289 log e/dmmol’
lem™ 4,07 i 4,13; IR (KBr) vicm™: 3394 (s), 3244 (s), 3051 (m), 2961 (w), 2930 (w), 2833 (w),
1718 (s), 1701 (s), 1697 (s), 1676 (s), 1468 (w), 1460 (w), 1437 (w), 1427 (w), 1396 (vw), 1340
(vw), 1327 (vw), 1273 (w), 1248 (w), 1194 (vw), 1121 (w), 1086 (w), 1067 (w), 1043 (w), 1034
(w), 1020 (w), 937 (vw), 916 (vw), 897 (vw), 870 (vw), 856 (vw), 843 (vw), 822 (vw), 787 (vw),
752 (vw), 727 (vw), 692 (vw), 675 (vw), 646 (vw), 581 (vw), 542 (vw), 442 (vw); 'H NMR
(DMSO-dg) &/ppm: 11,60 (s, 1H, NH-3), 8,36 (s, 1H, H-6), 5,74 (d, 1H, J = 4,7 Hz, H-1"), 5,37
(d, 1H, J = 5,4 Hz, OH-2'(OH-3"), 5,19 (t, 1H, J = 4,8 Hz, OH-5"), 5,02 (d, 1H, J = 5,4 Hz, OH-
3'(OH-2Y), 4,07 (s, 1H, CH-2"), 4,05 (dd, 1H, J; = 10,1, J, = 5,0 Hz, H-2'(H-3")), 3,99 (dd, 1H, J;
= 10,0, J; = 5,0 Hz, H-3'(H-2"), 3,88-3,85 (m, 1H, H-4"), 3,68 (ddd, 1H, J; = 12,0, J,=4,7, J3=
3,0 Hz, H-5;), 3,58 (ddd, 1H, J; = 12,0, J; = 4,6, J3 = 2,8 Hz, H-5); *C NMR (DMSO-dg)
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Slppm: 161,49 (s, C-4), 149,59 (s, C-2), 144,58 (d, C-6), 97,60 (s, C-5), 88,39 (d, C-1'), 84,74 (d,
C-4'), 83,47 (s, C-1"), 76,24 (s, C-2"), 73,90 (d, C-2'(C-3"), 69,30 (d, C-3'(C-2"), 60,21 (t, C-5);
HRMS: m/z: 307,0328 [M+K]*; izradunato C1:H12N,0g-K": 307,0327.

3.2.5.4. 1-[(2R,3S,4R,5R)-3,4-Dihidroksi-5-(hidroksimetil)-tetrahidrofuran-2-il]-5-{1-
[((3aS,4R,6R,6aS)-6-metoksi-2,2-dimetil-tetrahidrofuro(3,4-d)(1,3)dioksol-4-
il)metil]-1H-1,2,3-triazol-4-il}pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (46); 5-
triazoliluridin derivat 46.

5-Etiniluridin 45 (100 mg, 0,373 mmol), Secerni azid 24 (90 mg, 0,393 mmol), Na-askorbat (44,5
mg, 0,224 mmol, 99 %-tni) i CuSO4-5H,0 (5,6 mg, 0,0224 mmol) suspendiraju se u smjesi
EtOH/H,O 1:1 (2,6 mL) u epruveti za mikrovalni reaktor. Reakcijska smjesa se podvrgava
mikrovalnom zrac¢enju pri 80 °C u trajanju od 10 min nakon ¢ega se ohladi i upari do suha pazeci
pri tom da temperatura kupelji za uparavanje ne prijede 40 °C. Zaostala krutina otopi se u MeOH
i Cisti flash kromatografijom (eluens CH,Cl,/MeOH 6:1) te je tako dobiveno 157 mg (80,13 %)
poput vate bijelog taloga 5-triazoliluridin derivata 46. Analiticki uzorak dobiven je

prekristalizacijom sirovog produkta iz MeOH.

tt. 156-157 °C; Rs = 0,3 (CH,Cl/MeOH 9:1); UV (MeOH): Amax/nm 232 i 294 log e/dm>mol”
'em™ 4,17 1 4,10; IR (KBr) vicm™: 3433 (m), 3229 (m), 3080 (w), 2993 (w), 2937 (w), 2839 (w),
1699 (s), 1686 (s), 1551 (w), 1468 (m), 1423 (w), 1385 (w), 1364 (W), 1275 (m), 1248 (w), 1215
(m), 1159 (w), 1109 (s), 1094 (s), 1061 (m), 1049 (m), 1028 (m), 987 (w), 960 (W), 926 (Vw),
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914 (vw), 864 (m), 829 (w), 806 (W), 783 (W), 763 (W), 660 (vw), 640 (W), 586 (W), 540 (vw),
459 (vw); *H NMR (DMSO-ds) o/ppm: 11,67 (s, 1H, NH-3), 8,60 (s, 1H, H-6), 8,47 (s, 1H, H-
5", 5,90 (d, 1H, J = 5,7 Hz, H-1'), 5,38 (d, 1H, J = 5,7 Hz, OH-2'(OH-3"), 5,09 (m, 2H, OH-5/,
OH-3'(OH-2Y)), 4,97 (s, 1H, H-1"), 4,80 (d, 1H, J = 6,0 Hz, H-2"), 4,67 (d, 1H, J = 5,9 Hz, H-
3™, 4,41-4,61 (m, 3H, H-4", H-5,", H-5,"), 4,15 (dd, 1H, J; = 10,9, J, = 5,5 Hz, H-2'(H-3"),
4,01 (dd, 1H, J; = 8,9, J, = 4,8 Hz, H-3'(H-2), 3,90 (q, 1H, J = 3,1 Hz, H-4"), 3,52-3,70 (m, 2H,
H-5,', H-5y), 3,29 (s, 3H, OCH3), 1,37 (s, 3H, CHs), 1,25 (s, 3H, CH3); *C NMR (DMSO-ds)
Sppm: 161,04 (s, C-4), 150,01 (s, C-2), nije izasao (s, C-4"), 136,24 (d, C-6), 124,09 (d, C-5"),
111,70 (s, (CH3)2C), 109,11 (d, C-1"), 105,34 (s, C-5), 87,91 (d, C-1'), 85,09 (d, C-4'), 84,66 (d,
C-2"(C-3")), 84,41 (d, C-3"(C-2")), 81,17 (d, C-4™), 73,71 (d, C-2'(C-3"), 70,18 (d, C-3'(C-2)),
61,04 (t, C-5"), 54,73 (g, OCHg), 52,32 (t, C-5"), 26,15 (g, CHs), 24,62 (g, CH3); HRMS: m/z:

nije detektiran.

3.25.5. 1-[(2R,3S,4R,5R)-3,4-Dihidroksi-5-(hidroksimetil)-tetrahidrofuran-2-il]-5-{1-
[((2R,3R,4S,5R)-3,4-dihidroksi-5-metoksi-tetrahidrofuran-2-il)metil]-1H-
1,2,3-triazol-4-il}pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (47); 5-triazoliluridin derivat 47.

5-Triazoliluridin derivat 46 (40 mg, 0,076 mmol) suspendira se u smjesi 6 M HCI/MeOH (20
uL/5 mL) te se suspenzija uz mijeSanje refluksira na temperaturi od 80 °C dok se potpuno ne
izbistri. Po zavrSetku reakcije (2 h) reakcijska smjesa upari se do suha pazeé¢i pri tom da
temperatura kupelji za uparavanje ne prijede 40 °C. Zaostala krutina Cisti se preparativnom
kromatografijom (eluens CH,Cl,/MeOH 3:1) te je tako dobiveno 34,5 mg (99,1 %) bijelog taloga
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5-triazoliluridin derivata 47. Analiticki uzorak dobiven je prekristalizacijom sirovog produkta iz
MeOH.

tt. 193-195 °C; Rf = 0,4 (CH,Cl/MeOH 3:1); UV (MeOH): Amax/nm 232 i 294 log e/dm>mol’
lem™ 4,311 4,25; IR (KBr) vicm™: 3552 (m), 3439 (s), 3398 (s), 3175 (m), 3159 (m), 2951 (w),
2926 (w), 2835 (w), 1718 (s), 1703 (s), 1682 (s), 1555 (w), 1475 (w), 1450 (w), 1425 (vw), 1367
(vw), 1352 (vw), 1283 (w), 1254 (w), 1203 (w), 1161 (w), 1124 (m), 1111 (w), 1082 (m), 1057
(w), 1067 (w), 1032 (m), 1013 (w), 989 (w), 968 (W), 947 (w), 868 (vw), 839 (vw), 781 (w), 760
(w), 640 (w), 586 (W), 565 (w), 544 (w), 459 (vw); ‘H NMR (DMSO-dg) d/ppm: 11,66 (s, 1H,
NH-3), 8,59 (s, 1H, H-6), 8,31 (s, 1H, H-5"), 5,90 (d, 1H, J = 5,7 Hz, H-1"), 5,39 (d, 1H, J = 5,6
Hz, OH-2'(OH-3Y), 5,06-5,16 (m, 4H, OH-5', OH-3'(OH-2), OH-2", OH-3"), 4,63-4,71 (m,
2H, H-1", H-2"), 4,43 (dd, 1H, J; = 14,3, J, = 6,9 Hz, H-3"), 4,13 (m, 2H, (H-2)H-3', H-4"),
4,01 (dd, 1H, J; = 8,2, J, = 4,3 Hz, H-3'(H-2")), 3,83-3,94 (m, 2H, H-4', H-5,"), 3,71 (t, 1H, J =
4,1 Hz, H-5,"), 3,55-3,67 (m, 2H, H-5;, H-5,"), 3,19 (s, 3H, OCHs); *C NMR (DMSO-ds)
Sppm: 161,07 (s, C-4), 150,02 (s, C-2), 138,50 (s, C-4"), 136,05 (d, C-6), 123,21 (d, C-5"),
108,41 (d, C-1"), 105,43 (s, C-5), 87,88 (d, C-1'), 85,11 (d, C-4'), 80,32 (d, C-4"), 73,98 (d, C-
2"(C-3")), 73,66 (d, C-3"(C-2")), 71,66 (d, C-2'(C-3"), 70,21 (d, C-3'(C-2"), 61,08 (t, C-5),
54,50 (g, OCHs), 52,35 (t, C-5"); HRMS: m/z: 458,1517 [M+H]"; izratunato C17H23N5050-H*:
458,1517.

114



3.2.5.6. {4-[1-((2R,3S,4R,5R)-3,4-Dihidroksi-5-(hidroksimetil)-tetrahidrofuran-2-il)-
2,4-diokso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-il]-1H-1,2,3-triazol-1-il}metil
pivalat (48); 5-triazoliluridin derivat 48.

POM-CI (148,6 uL, 1 mmol, 97 %-tni) otopi se u smjesi EtOH:H,0 (7:3, v/v, 2 mL) te se otopini
doda NaNj3 (65 mg, 1 mmol), Na-askorbat (10 mg, 0,05 mmol, 99 %-tni), Cul (19 mg, 0,1 mmol)
i DMEDA (17 uL, 0,15 mmol, 95 %-tni). Tako pripremljena smjesa podvrgava se mikrovalnom
zraCenju na temperaturi od 100 °C kroz 1 h nakon Cega se smjesi doda 5-etiniluridin 45 (107,3
mg, 0,4 mmol), Na-askorbat (10 mg, 0,05 mmol, 99 %-tni), Cul (19 mg, 0,1 mmol) i DMEDA
(17 pL, 0,15 mmol, 95 %-tni). Smjesa se ponovno podvrgava mikrovalnom zracenju na
temperaturi od 100 °C kroz 30 min nakon ¢ega se ohladi i upari do suha. Zaostala krutina otopi
se u MeOH i ¢isti flash kromatografijom (eluens CH,Cl,/MeOH 6:1) te je tako dobiveno 142 mg
(83,45 %) bijelog taloga 5-triazoliluridin derivata 48. Analiticki uzorak dobiven je
prekristalizacijom sirovog produkta iz MeOH.

t.t. 197-200 °C; Rs = 0,3 (CH,Cl/MeOH 9:1); UV (MeOH): Amax/nm 231 i 292 log e/dm>mol”
lem™ 4,391 4,32; IR (KBr) vicm™: 3456 (s), 3286 (m), 3171 (m), 3067 (W), 2974 (w), 2880 (w),
1709 (s), 1697 (s), 1680 (s), 1545 (w), 1475 (w), 1452 (w), 1437 (w), 1394 (w), 1352 (w), 1275
(m), 1246 (w), 1219 (w), 1157 (m), 1130 (m), 1067 (w), 1041 (w), 1007 (w), 995 (w), 916 (vw),
878 (vw), 847 (vw), 827 (vw), 793 (w), 770 (vw), 712 (vw), 640 (vw), 571 (vw), 536 (vw), 455
(vw); 'H NMR (DMSO-dg) &/ppm: 11,74 (s, 1H, NH-3), 8,67 (s, 1H, H-6), 8,49 (s, 1H, H-5"),
6,36 (s, 2H, CHy), 5,89 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-1", 5,41 (d, 1H, J = 5,7 Hz, OH-2'(OH-3")), 5,11-
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5,14 (m, 2H, OH-5', OH-3'(OH-2Y), 4,15 (dd, 1H, J; = 10,8, J; = 5,4 Hz, H-2'(H-3")), 4,01 (dd,
1H, J; = 9,0, J, = 4,8 Hz, H-3'(H-2"), 3,90 (dd, 1H, J; = 6,1, J, = 2,7 Hz, H-4"), 3,53-3,70 (m,
2H, H-5;, H-5,), 1,12 (s, 9H, 3 CHs); °C NMR (DMSO-dg) dppm: 176,50 (s, COOCH,),
161,09 (s, C-4), 149,98 (s, C-2), 139,10 (s, C-4"), 136,72 (d, C-6), 123,41 (d, C-5"), 104,82 (s, C-
5), 88,00 (d, C-1"), 85,10 (d, C-4), 73,82 (d, C-2'(C-3"), 70,15 (d, C-3'(C-2"), 70,03 (t, NCH,0),
60,98 (t, C-5"), 38,21 (s, (CH3)3CCO), 26,48 (q, (CHs)3C); HRMS: m/z: 426,1609 [M+H]";
izra¢unato C17H»3NsOg-H™: 426,16109.

3.2.5.7. 1-((2R,3S,4R,5R)-3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil)-tetrahidrofuran-2-il)-5-
(1H-1,2,3-triazol-4-il)pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (49); 5-triazoliluridin
derivat 49.

5-Triazoliluracil derivat 48 (60 mg, 0,141 mmol) otopi se u smjesi dioksan/NH,OH (aq) 1:3 v/v
(30 mL) te se otopina mijeSa na sobnoj temperaturi 1,5 h. Bistra bezbojna otopina potom se upari
do suha, a zaostali bijeli talog osusi na vakuum pumpi. Tako je dobiveno 39 mg (89 %) bijelog
taloga 5-triazoliluracil derivata 49. Analiticki uzorak dobiven je prekristalizacijom sirovog

produkta iz vode.

tt. 207-209 °C; Rt = 0,5 (CH,Clo/MeOH 9:1); UV (MeOH): Amad/nm 231 i 293 log e/dm’mol
lem™ 4,14 4,11; IR (KBr) vicm™: 3416 (m), 3205 (m), 3059 (m), 2957 (w), 2926 (W), 2835 (W),
1707 (s), 1695 (s), 1545 (w), 1474 (w), 1468 (w), 1439 (w), 1313 (w), 1279 (w), 1163 (vw),
1117 (w), 1057 (w), 991 (vw), 912 (vw), 864 (vw), 795 (w), 752 (w), 654 (w), 627 (vw), 588
(vw), 538 (vw), 459 (vw); *H NMR (DMSO-dg) dppm: 15,06 (bs, 1H, NH-1"), 11,65 (s, 1H,
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NH-3), 8,52 (s, 1H, H-6), 8,12 (s, 1H, H-5"), 5,88 (d, J = 5,3 Hz, 1H, H-1), 5,38 (d, J = 5,4 Hz,
1H, OH-2'(OH-3Y)), 5,07 (s, 1H, OH-5"), 5,06 (s, 1H, OH-3'(OH-2Y), 4,14 (dd, J; = 10,3, J,=5,1
Hz, 1H, H-2'(H-3"), 4,01 (d, J = 4,1 Hz, 1H, H-3'(H-2")), 3,90 (dd, J; = 6,8, J, = 3,3 Hz, 1H, H-
4", 3,65 (d, J = 11,2 Hz, 1H, H-5;), 3,59 (d, J = 10,8 Hz, 1H, H-5,"); *C NMR (DMSO-ds)
Sppm: 161,14 (s, C-4), 149,97 (s, C-2), 137,15 (s, C-4"), 132,12 (d, C-6), 120,49 (d, C-5"),
105,24 (s, C-5), 88,00 (d, C-1'), 85,00 (d, C-4"), 73,69 (d, C-2'(C-3"), 70,03 (d, C-3'(C-2")), 60,89
(t, C-5Y; HRMS: m/z: 312,0940 [M+H]"; izratunato C11H13Ns0g-H": 312,0938.

3.2.5.8. Etil 2-{4-[1-((2R,3S,4R,5R)-3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil)-tetrahidrofuran-
2-il)-2,4-diokso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-il]-1H-1,2,3-triazol-1-il }acetat
(50); 5-triazoliluridin derivat 50.

Etil bromacetat (55,7 uL, 0,5 mmol) otopi se u smjesi EtOH:H,0 (7:3, v/v, 1 mL) te se otopini
doda NaN3; (32,5 mg, 0,5 mmol), Na-askorbat (5 mg, 0,025 mmol, 99 %-tni), Cul (9,5 mg, 0,05
mmol) i DMEDA (8,5 uL, 0,075 mmol, 95 %-tni). Tako pripremljena smjesa podvrgava se
mikrovalnom zracenju na temperaturi od 100 °C kroz 1 h nakon ¢ega se smjesi doda 5-
etiniluridin 45 (53,6 mg, 0,2 mmol), Na-askorbat (5 mg, 0,025 mmol, 99 %-tni), Cul (9,5 mg,
0,05 mmol) i DMEDA (8,5 uL, 0,075 mmol, 95 %-tni). Smjesa se ponovno podvrgava
mikrovalnom zra¢enju na temperaturi od 100 °C kroz 30 min nakon ¢ega se ohladi i upari do

suha. Zaostala krutina otopi se u MeOH i ¢isti flash kromatografijom (eluens CH,Cl,/MeOH 6:1)
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te je tako dobiveno 70 mg (88,1 %) bijelog taloga 5-triazoliluridin derivata 50. Analiticki uzorak

dobiven je prekristalizacijom sirovog produkta iz MeOH.

tt. 209-211 °C; Rs = 0,3 (CH,Cl/MeOH 9:1); UV (MeOH): Amax/nm 231 i 295 log e/dm>mol”
lem™ 4,18 4,12; IR (KBr) vicm™: 3483 (m), 3354 (w), 3252 (w), 3180 (m), 3119 (w), 3059 (w),
2961 (W), 2826 (W), 1747 (m), 1718 (s), 1678 (s), 1541 (w), 1481 (w), 1450 (w), 1416 (w), 1410
(w), 1394 (vw), 1371 (w), 1356 (w), 1346 (w), 1296 (m), 1263 (m), 1229 (m), 1144 (w), 1126
(W), 1105 (w), 1082 (w), 1057 (w), 1028 (w), 986 (w), 937 (vw), 920 (vw), 866 (w), 814 (Vw),
785 (w), 756 (vw), 721 (vw), 708 (vw), 700 (vw), 638 (w), 613 (vw), 577 (w), 542 (vw), 461
(vw); *H NMR (DMSO-dg) dppm: 11,67 (s, 1H, NH-3), 8,61 (s, 1H, H-6), 8,42 (s, 1H, H-5"),
5,90 (d, 1H, J = 5,7 Hz, H-1"), 5,42 (s, 2H, CH,), 5,37 (d, 1H, J = 5,7 Hz, OH-2'(OH-3"), 5,05—
5,10 (m, 2H, OH-5', OH-3'(OH-2"), 4,15-4,20 (m, 3H, H-2'(H-3"), OCH,), 4,02 (dd, 1H, J; =
8,9, J,= 4,9 Hz, H-3'(H-2"), 3,91 (dd, 1H, J; = 6,7, J, = 3,3 Hz, H-4), 3,63-3,67 (m, 1H, H-5.),
3,57-3,61 (m, 1H, H-5,"), 1,23 (t, 3H, J = 7,1 Hz, CH5); *C NMR (DMSO-ds) dppm: 167,17 (s,
COOCHS,), 161,05 (s, C-4), 149,96 (s, C-2), 138,62 (s, C-4"), 136,24 (d, C-6), 123,90 (d, C-5",
105,24 (s, C-5), 87,94 (d, C-1'), 85,08 (d, C-4"), 73,65 (d, C-2'(C-3"), 70,15 (d, C-3'(C-2")), 61,37
(t, C-5'), 61,03 (t, OCH,CHs), 50,26 (t, NCH,CO), 13,91 (g, OCH,CHj3); HRMS: m/z: 398,1301
[M+H]+; izra¢unato C15H19NsOg-H™: 398,1306.
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3.2.5.9. 5-(1-Benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-1-[(2R,3S,4R,5R)-3,4-dihidroksi-5-
(hidroksimetil)-tetrahidrofuran-2-il]pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (51); 5-
triazoliluridin derivat 51.

Benzil bromid (59,5 uL, 0,5 mmol) otopi se u smjesi EtOH:H,0 (7:3, v/v, 1 mL) te se otopini
doda NaN3; (32,5 mg, 0,5 mmol), Na-askorbat (5 mg, 0,025 mmol, 99 %-tni), Cul (9,5 mg, 0,05
mmol) i DMEDA (8,5 uL, 0,075 mmol, 95 %-tni). Tako pripremljena smjesa podvrgava se
mikrovalnom zra¢enju na temperaturi od 100 °C kroz 1 h nakon cega se smjesi doda 5-
etiniluridin 45 (53,6 mg, 0,2 mmol), Na-askorbat (5 mg, 0,025 mmol, 99 %-tni), Cul (9,5 mg,
0,05 mmol) i DMEDA (8,5 uL, 0,075 mmol, 95 %-tni). Smjesa se ponovno podvrgava
mikrovalnom zracenju na temperaturi od 100 °C kroz 30 min nakon ¢ega se ohladi i upari do
suha. Zaostala krutina otopi se u MeOH i Cisti flash kromatografijom (eluens CH,Cl,/MeOH 6:1)
te je tako dobiveno 75 mg (93,43 %) bijelog taloga 5-triazoliluridin derivata 51. Analiticki
uzorak dobiven je prekristalizacijom sirovog produkta iz MeOH.

t.t. 233-235 °C; Rt = 0,3 (CH,Clo/MeOH 9:1); UV (MeOH): Ama/nm 230 i 294 log e/dm’mol
'em™ 4,32 i 4,24; IR (KBr) viem™: 3377 (m), 3209 (m), 3084 (w), 2928 (w), 2826 (vw), 1709
(s), 1691 (s), 1543 (w), 1475 (w), 1448 (w), 1433 (vw), 1420 (vw), 1389 (vw), 1350 (vw), 1265
(w), 1256 (w), 1209 (vw), 1165 (vw), 1132 (vw), 1095 (w), 1047 (w), 1032 (w), 987 (vw), 968
(vw), 901 (vw), 893 (vw), 843 (vw), 808 (vw), 758 (vw), 718 (w), 694 (vw), 669 (vw), 636 (Vvw),
590 (vw), 573 (vw), 538 (vw), 467 (vw), 453 (vw); *H NMR (DMSO-ds) dppm: 11,69 (s, 1H,
NH-3), 8,60 (s, 1H, H-6), 8,41 (s, 1H, H-5"), 7,29-7,41 (m, 5H, Ph), 5,89 (d, 1H, J = 5,7 Hz, H-
1Y, 5,64 (s, 2H, CH,), 5,40 (d, 1H, J = 5,7 Hz, OH-2'(OH-3"), 5,06-5,14 (m, 2H, OH-5', OH-
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3'(OH-2)), 4,14 (dd, 1H, J; = 10,9, J, = 5,6 Hz, H-2'(H-3), 3,99 (dd, 1H, J; = 8,8, J, =4,8 Hz,
H-3'(H-2Y)), 3,89 (dd, 1H, J; = 6,2, J, = 2,8 Hz, H-4), 3,52-3,68 (m, 2H, H-5,", H-5,); *C NMR
(DMSO-dg) dppm: 161,13 (s, C-4), 150,02 (s, C-2), 138,94 (s, C-4"), 136,29 (d, C-6), 136,17 (s,
Ph,), 128,74 (d, Phy), 128,10 (d, Ph), 127,91 (d, Ph¢), 122,59 (d, C-5"), 105,35 (s, C-5), 87,88 (d,
C-1), 85,12 (d, C-4", 73,73 (d, C-2'(C-3)), 70,21 (d, C-3/(C-2")), 61,06 (t, C-5), 52,70 (t,
NCH,Ph); HRMS: m/z: 402,1401 [M+H]"; izraéunato C1gH1gNsOg-H*: 402,1408.

Fe
(0] :

3.2.5.10. 5-[1-(6-Ferocenil-6-oksoheksil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-1-[(2R,3S,4R,5R)-3,4-
dihidroksi-5-(hidroksimetil)-tetrahidrofuran-2-il]pirimidin-2,4(1H,3H)-dion
(52); 5-triazoliluridin derivat 52.

6-Brom-1-oksoheksilferocen (181,55 mg, 0,5 mmol) otopi se u smjesi EtOH:H,O (7:3, v/v, 1
mL) te se otopini doda NaN3 (32,5 mg, 0,5 mmol), Na-askorbat (5 mg, 0,025 mmol, 99 %-tni),
Cul (9,5 mg, 0,05 mmol) i DMEDA (8,5 uL, 0,075 mmol, 95 %-tni). Tako pripremljena smjesa
podvrgava se mikrovalnom zrac¢enju na temperaturi od 100 °C kroz 1 h nakon Cega se smjesi
doda 5-etiniluridin 45 (53,6 mg, 0,2 mmol), Na-askorbat (5 mg, 0,025 mmol, 99 %-tni), Cul (9,5
mg, 0,05 mmol) i DMEDA (8,5 uL, 0,075 mmol, 95 %-tni). Smjesa se ponovno podvrgava
mikrovalnom zrac¢enju na temperaturi od 100 °C kroz 30 min nakon c¢ega se ohladi i upari do

suha. Zaostala krutina otopi se u MeOH i ¢isti flash kromatografijom (eluens CH,CIl,/MeOH 6:1)
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te je tako dobiveno 90 mg (75,83 %) jarko crvenog taloga 5-triazoliluridin derivata 52. Analiticki

uzorak dobiven je prekristalizacijom sirovog produkta iz MeOH.

tt. 108-110 °C; Rs = 0,3 (CH,Cl/MeOH 9:1); UV (MeOH): Amax/nm 227 i 286 log e/dmmol”
lem™ 4,611 4,30; IR (KBr) vicm™: 3416 (m), 3080 (W), 2928 (m), 2858 (W), 1690 (s), 1545 (w),
1458 (m), 1412 (w), 1379 (w), 1354 (w), 1267 (w), 1159 (vw), 1105 (m), 1053 (m), 1001 (w),
987 (vw), 824 (w), 783 (vw), 758 (vw), 663 (vw), 638 (vw), 584 (vw), 536 (w), 484 (w), 461
(w); *H NMR (DMSO-ds) &/ppm: 11,60 (s, 1H, NH-3), 8,55 (s, 1H, H-6), 8,35 (s, 1H, H-5"),
5,90 (d, 1H, J = 5,7 Hz, H-1"), 5,33 (bs, 1H, OH-2'(OH-3")), 5,02 (bs, 2H, OH-5', OH-3'(0H-2"),
[4,75-4,79 (m, 2H), 4,52-4,56 (m, 2H), 4,21 (s, 5H), ferocenski protoni], 4,15 (t, 1H, J = 5,3 Hz,
H-2'(H-3"), 3,99-4,04 (m, 1H, H-3'(H-2"), 3,91 (dd, 1H, J; = 6,2, J, = 2,8 Hz, H-4"), 3,54-3,71
(m, 2H, H-5;", H-5p"), [4,41 (t, 2H, J = 7,0 Hz), 2,71 (t, 2H, J = 7,2 Hz), 1,79-1,95 (m, 2H), 1,55~
1,70 (m, 2H), 1,23-1,40 (m, 2H), 5 CH,]; *C NMR (DMSO-dg) &/ppm: 203,05 (s, (CH,)sCO),
160,99 (s, C-4), 149,91 (s, C-2), 138,48 (s, C-4"), 136,00 (d, C-6), 122,30 (d, C-5"), 105,48 (s, C-
5), 87,92 (d, C-1", 85,02 (d, C-4"), 78,98 (s, ferocenski signal), 73,57 (d, C-2'(C-3"), 71,78 (d,
ferocenski signal), 70,10 (d, C-3'(C-2"), 69,35 (d, ferocenski signal), 68,90 (d, ferocenski
signal), 61,04 (t, C-5", [49,16 (t), 38,44 (t), 29,57 (t), 25,59 (t), 23,21 (t), 5 CH;]; HRMS: m/z:
594,1631 [M+H]"; izradunato Cy7Ha;FeNsO;-H': 594,1647.
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3.2.5.11. Benzil 2-{4-[1-((2R,3S,4R,5R)-3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil)-
tetrahidrofuran-2-il)-2,4-diokso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-il]-1H-1,2,3-
triazol-1-il}acetat (53); 5-triazoliluridin derivat 53.

Benzil 2-bromacetat (82,5 uL, 0,5 mmol, 96 %-tni) otopi se u smjesi EtOH:H,0 (7:3, v/v, 1 mL)
te se otopini doda NaN3 (32,5 mg, 0,5 mmol), Na-askorbat (5 mg, 0,025 mmol, 99 %-tni), Cul
(9,5 mg, 0,05 mmol) i DMEDA (8,5 uL, 0,075 mmol, 95 %-tni). Tako pripremljena smjesa
podvrgava se mikrovalnom zracenju na temperaturi od 100 °C kroz 1 h nakon ¢ega se smjesi
doda 5-etiniluridin 45 (53,6 mg, 0,2 mmol), Na-askorbat (5 mg, 0,025 mmol, 99 %-tni), Cul (9,5
mg, 0,05 mmol) i DMEDA (8,5 uL, 0,075 mmol, 95 %-tni). Smjesa se ponovno podvrgava
mikrovalnom zracenju na temperaturi od 100 °C kroz 30 min nakon cega se ohladi i upari do
suha. Zaostala krutina otopi se u MeOH 1 ¢isti preparativnom kromatografijom (CH,Cl,/MeOH
6:1) te je tako dobiveno 75 mg (81,63 %) bijelog taloga 5-triazoliluridin derivata 53. Analiticki
uzorak dobiven je prekristalizacijom sirovog produkta iz MeOH.

tt. 110-112 °C; Rs = 0,3 (CH,Cl/MeOH 9:1); UV (MeOH): Amax/nm 232 i 294 log e/dm>mol’
lem™ 4,29 i 4,22; IR (KBr) viem™: 3433 (s), 3078 (w), 2924 (w), 1751 (w), 1707 (s), 1686 (s),
1656 (W), 1649 (w), 1560 (vw), 1545 (vw), 1474 (w), 1468 (w), 1458 (w), 1450 (w), 1389 (w),
1358 (w), 1290 (w), 1265 (w), 1248 (w), 1219 (w), 1202 (w), 1161 (vw), 1124 (w), 1055 (w),
984 (vw), 955 (vw), 916 (vw), 783 (vw), 756 (w), 700 (vw), 640 (vw), 615 (vw), 588 (vw), 573
(vw), 459 (vw); *H NMR (DMSO-dgs) &/ppm: 11,69 (s, 1H, NH-3), 8,62 (s, 1H, H-6), 8,45 (s, 1H,
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H-5"), 7,31-7,43 (m, 5H, Ph), 5,90 (d, 1H, J = 5,7 Hz, H-1), 5,51 (s, 2H, OCH,Ph), 5,38 (d, 1H,
J = 5,7 Hz, OH-2'(OH-3)), 5,22 (s, 2H, CHj), 5,05-5,12 (m, 2H, OH-5', OH-3'(OH-2)), 4,16
(dd, 1H, J; = 10,9, J, = 5,5 Hz, H-2'(H-3"), 4,01 (dd, 1H, J; = 8,8, J, = 4,9 Hz, H-3'(H-2Y)), 3,91
(g, 1H, J = 3,2 Hz, H-4), 3,54-3,70 (m, 2H, H-5, H-5,"); *C NMR (DMSO-dg) dppm: 167,17
(s, COOCH,), 161,06 (s, C-4), 149,97 (s, C-2), 138,66 (s, C-4"), 136,27 (d, C-6), 135,35 (s, Ph,),
128,41 (d, Phy), 128,21 (d, Ph), 128,01 (d, Phc), 123,97 (d, C-5"), 105,23 (s, C-5), 87,94 (d, C-
1'), 85,09 (d, C-4'), 73,67 (d, C-2'(C-3)), 70,16 (d, C-3'(C-2")), 66,67 (t, OCH,Ph), 61,03 (t, C-
5, 50,27 (t, NCH,CO); HRMS: m/z: 460,1480 [M+H]"; izradunato CaoH1NsOg-H': 460,1462.

3.2.5.12. Metil 2-{4-[1-((2R,3S,4R,5R)-3,4-dihidroksi-5-(hidroksimetil)-
tetrahidrofuran-2-il)-2,4-diokso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-il]-1H-1,2,3-
triazol-1-il}acetat (54); 5-triazoliluridin derivat 54.

tt. 135-137 °C; Rt = 0,2 (CH,Clo/MeOH 9:1); UV (MeOH): Ama/nm 231 i 292 log e/dm’mol
'em™ 4,07 4,00; IR (KBr) vicm™: 3487 (m), 3423 (m), 3159 (m), 3049 (w), 2959 (W), 2843 (w),
1732 (s), 1715 (s), 1682 (s), 1541 (w), 1481 (w), 1452 (w), 1433 (w), 1367 (w), 1296 (w), 1265
(w), 1258 (w), 1227 (w), 1165 (vw), 1146 (vw), 1124 (w), 1107 (w), 1082 (w), 1057 (vw), 1028
(w), 991 (vw), 920 (vw), 872 (vw), 789 (vw), 758 (vw), 702 (vw), 642 (w), 613 (vw), 577 (w),
544 (vw), 465 (vw); *H NMR (DMSO-dg) dppm: 11,71 (s, 1H, NH-3), 8,63 (s, 1H, H-6), 8,43
(s, 1H, H-5"), 5,90 (d, 1H, J = 5,7 Hz, H-1"), 5,39-5,49 (m, 3H, CH,, OH-2'(OH-3"), 5,09-5,16
(m, 2H, OH-5', OH-3'(0OH-2Y), 4,16 (dd, 1H, J; = 10,9, J; = 5,5 Hz, H-2'(H-3)), 4,01 (dd, 1H, J;
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= 8,8, J, = 4,7 Hz, H-3'(H-2), 3,90 (dd, 1H, J; = 6,4, J, = 3,0 Hz, H-4), 3,71 (s, 3H, OCHs),
3,53-3,69 (M, 2H, H-5;', H-5,); *C NMR (DMSO-dg) dppm: 167,78 (s, COOCH,), 161,13 (s,
C-4), 150,04 (s, C-2), 138,71 (s, C-4"), 136,33 (d, C-6), 123,98 (d, C-5"), 105,27 (s, C-5), 87,92
(d, C-1"), 85,13 (d, C-4"), 73,73 (d, C-2'(C-3"), 70,21 (d, C-3'(C-2")), 61,05 (t, C-5'), 52,51 (q,
CHs), 50,22 (t, NCH,CO); HRMS: m/z: 384,1146 [M+H]"; izratunato CiysH17NsOg-H':
384,1150.

3.2.5.13. 1-[(2R,3S,4R,5R)-3,4-Dihidroksi-5-(hidroksimetil)-tetrahidrofuran-2-il]-5-
[1-(2-metoksietil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]pirimidin-2,4(1H,3H)-dion (55); 5-
triazoliluridin derivat 55.

2-Brometil-metil-eter (95,2 puL, 1 mmol) otopi se u smjesi EtOH:H,0 (7:3, v/v, 2 mL) te se
otopini doda NaN3 (65 mg, 1 mmol), Na-askorbat (10 mg, 0,05 mmol, 99 %-tni), Cul (19 mg,
0,1 mmol) i DMEDA (17 pL, 0,15 mmol, 95 %-tni). Tako pripremljena smjesa podvrgava se
mikrovalnom zracenju na temperaturi od 100 °C kroz 1 h nakon c¢ega se smjesi doda 5-
etiniluridin 45 (107,3 mg, 0,4 mmol), Na-askorbat (10 mg, 0,05 mmol, 99 %-tni), Cul (19 mg,
0,1 mmol) i DMEDA (17 uL, 0,15 mmol, 95 %-tni). Smjesa se ponovno podvrgava
mikrovalnom zrac¢enju na temperaturi od 100 °C kroz 30 min nakon ¢ega se ohladi i upari do
suha. Zaostala krutina otopi se u MeOH i ¢isti flash kromatografijom (eluens CH,Cl,/MeOH 6:1)
te je tako dobiveno 139 mg (94 %) bijelog taloga 5-triazoliluridin derivata 55. Analiti¢ki uzorak

dobiven je prekristalizacijom sirovog produkta iz MeOH.
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tt. 213-215 °C; Rs = 0,2 (CH,Cl/MeOH 9:1); UV (MeOH): Ama/nm 232 i 293 log e/dm>mol’
lem™ 4,26 1 4,21; IR (KBr) viem™: 3451 (s), 3188 (m), 3159 (m), 3090 (m), 2951 (m), 2845 (w),
1713 (s), 1699 (s), 1690 (s), 1645 (m), 1535 (m), 1481 (w), 1470 (m), 1447 (m), 1429 (m), 1402
(w), 1356 (m), 1292 (m), 1261 (m), 1227 (m), 1205 (m), 1159 (w), 1146 (w), 1124 (m), 1101 (s),
1086 (m), 1068 (m), 1057 (m), 1024 (m), 1011 (m), 987 (m), 926 (m), 914 (w), 879 (w), 868
(w), 820 (m), 773 (w), 754 (w), 723 (w), 681 (m), 662 (M), 631 (w), 613 (W), 575 (m), 540 (W),
463 (w), 407 w); *H NMR (DMSO-dg) &/ppm: 11,69 (s, 1H, NH-3), 8,58 (s, 1H, H-6), 8,32 (s,
1H, H-5"), 5,90 (d, 1H, J = 5,7 Hz, H-1), 5,41 (d, 1H, J = 5,7 Hz, OH-2'(OH-3"), 5,07-5,15 (m,
2H, OH-5', OH-3'(0OH-2"), 4,57 (t, 2H, J = 5,1 Hz, NCH,CH,0), 4,15 (dd, 1H, J; = 10,9, J,= 5,6
Hz, H-2'(H-3"), 4,00 (dd, 1H, J; = 8,8, J, = 4,8 Hz, H-3'(H-2Y)), 3,90 (q, 1H, J = 3,1 Hz, H-4"),
3,73 (t, 2H, J = 5,1 Hz, NCH,CH,0), 3,52-3,68 (m, 2H, H-5.", H-5,"), 3,24 (s, 3H, OCHs); *°C
NMR (DMSO-ds) &/ppm: 161,15 (s, C-4), 150,06 (s, C-2), 138,58 (s, C-4"), 136,19 (d, C-6),
122,89 (d, C-5"), 105,49 (s, C-5), 87,88 (d, C-1'), 85,13 (d, C-4"), 73,72 (d, C-2'(C-3")), 70,27 (t,
CH,CH,0), 70,24 (d, C-3'(C-2"), 61,09 (t, C-5Y), 57,94 (g, OCHs), 49,17 (s, t, CH,CH,0);
HRMS: m/z: 370,1339 [M+H]"; izradunato C14H19NsO;-H": 370,1357.
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3.3. Odredivanje protutumorske aktivnosti 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih

derivata purinske i pirimidinske serije

Utjecaj pripravljenih 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata na stani¢ne linije solidnih
tumora, leukemija, limfoma kao i na stani¢nu liniju normalnih stanica ispitan je MTT
metodom?® za kvantitativno odredivanje stani¢ne proliferacije tj. za kvantifikaciju citotoksi¢nog
djelovanja na stanice. Metoda se bazira na cijepanju veze tetrazolijeve soli (MTT-a) stani¢nim
dehidrogenazama pri ¢emu iz zutog MTT-a nastaju ljubicasti kristali formazana. Redukcija
tetrazolijeve soli ovisna je o NAD(P)H [nikotinamid adenin dinukleotid (fosfat)] ovisnim

stani¢nim oksidoreduktazama koje su prisutne u stani¢nom citosolu.

U samom postupku stanice su nasadene na mikrotitarske ploe za uzgoj stanica u suspenziji u
koncentraciji od 1-10° stanica/mL u ukupnom volumenu od 100 pL (90 pL suspenzije + 10 pL
odgovarajuce koncentracije ispitivanog derivata). Stanice su izloZzene djelovanju sintetiziranih
1,2,3-triazolnih derivata u rasponu koncentracija od 1-10* do 1-10"" M. Kontrolne stanice rasle
su u istim uvjetima, ali bez prisutnosti ispitivanog spoja. Nakon inkubacije od 72 h u svaku
jazicu na ploc¢i dodano je 10 uL 10-MTT nakon ¢ega je uslijedila inkubacija od 4 sata. Nastali
kristali formazana otopljeni su dodatkom 100 uL smjese 10 % natrijevog dodecil-sulfata (SDS) u
HCl-u (0,01 M) nakon koje je provedena daljnja inkubacija preko noci. Optic¢ka gustoca ocitana
je na ¢ita¢u mikrotitarskih plo¢a (ELISA Stat Fax 2100, Pharmacia Biotech, Svedska) pri valnoj
duljini od 540 nm. Svi pokusi provedeni su u triplikatu i ponovljeni su tri puta. Postotak stani¢ne
proliferacije nakon izlaganja 1,2,3-triazolnim derivatima u odnosu na kontrolne stanice izraGunat

je prema izrazu:
Postotak rasta = (A—Blank)-100 %/(B—Blank)
gdje je:
A, apsorbancija stanica nakon inkubacije s ispitivanim spojevima
B, apsorbancija stanica bez stimulacije, a

Blank je apsorbancija MTT-a's 10 % SDS-a u HCI-u (0,01 M) + medij.

Dobiveni rezultati istrazivanja statisticki su analizirani Kruskal-Wallis ANOVA testom

primjenom STATISTICA™ (verzija 7.0) ratunalnog programa.
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4.  REZULTATI | RASPRAVA

41. Uvod

U literaturnom pregledu dan je iscrpan pregled sintetskih pristupa modifikacijama nukleobaza i
nukleozida. Na pocetku je prikazana primjena poznatih i Siroko primjenjivih metoda generiranja
nove veze ugljik-ugljik u sintezi bioloski aktivnih nukleobaznih odnosno nukleozidnih derivata,
a potom su u nastavku detaljno obradeni primjeri klik kemije kao novog sintetskog pristupa
organske sinteze inspiriranog prirodnim procesima nastanka heteroatomskih veza kod
biomolekula.  Poseban naglasak u pregledu dosadasnjih primjera  modifikacija
nukleobaza/nukleozida dan je na novim bioloski aktivnim molekulama te je time istaknuta
potreba i vaznost istrazivanja protutumorskih spojeva i pronalaska novih skupina ,malih
molekula® koje bi imale bolje bioloske ucinke u tretiranju tumorskih stanica. Takoder je
naglaseno da modificirani nukleozidi, nukleobaze, sulfoniluree i spojevi s triazolnim strukturnim
motivom kao dodatnim heteroaromatskim prstenom unutar molekule predstavljaju velike grupe

bioloski aktivnih spojeva i da su brojni predstavnici tih spojeva i danas u terapijskoj primjeni.

Slijedom navedenog, a kao nastavak istrazivanja 1 razvoja novih bioloski aktivnih
nukleobaznih/nukleozidnih derivata u okviru ove doktorske disertacije sintetizirane su Cetiri

serije spojeva,

a) 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati purinskog nukleozida gvanozina i njegovog
strukturnog analoga aciklovira,

b) 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati nukleobaze uracila,

c) N-1-sulfoniluracilni 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati i

d) 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati nukleozida uridina.

U nastavku ¢e biti detaljno opisane sinteze navedenih serija spojeva i prikazat ¢e se rezultati
bioloskih utjecaja novih derivata na rast normalnih i tumorskih stanica u in vitro uvjetima. Na
temelju tih rezultata komentirat ¢e se povezanost izmedu strukture, koncentracije novih spojeva i

inhibicije rasta, te definirati spoj koji ima najvec¢u u¢inkovitost i utjecaj na rast tumorskih stanica.
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4.2. C8 supstituirani 1,2,3-triazolni derivati gvanozina i aciklovira

Obzirom na dobro poznatu biolosku aktivnost aciklovira®® kao iznimno ucinkovitog
antivirusnog agensa u lijeCenju humanog herpes virusa (HHV1 i HHV2) poznatijeg kao HSV
tipa | i 1l te HHV3 poznatijeg kao VZV i na ¢injenicu o sve izrazenijoj pojavi rezistencije
uzro¢nika oboljenjd na primijenjenu antivirusnu terapiju odlucili smo provesti modifikacije
aciklovira u svrhu priprave derivata s poboljSanim svojstvima. Modifikaciju smo odlu¢ili
provesti u polozaju C8 imidazolnog prstena purina, a taj polozaj odabrali smo imajuci na umu
mehanizam djelovanja® aciklovira (Slika 1) te potrebu da tzv. Watson-Crickova regija ostane
o¢uvana za ostvarivanje vodikovih veza kao nezaobilaznih interakcija kod sinteze DNA 2728
Svrha rada bila je pripraviti strukturne derivate ucinkovitog terapeutika s naglaskom na

utvrdivanju povezanosti modificiranih struktura s bioloSkom aktivnoscu.

ACV ACV-MP ACV-DP ACV-TP
o) o) o} o)
NH | N\> NH | N\> NH S NH S
HZNJ%N N H N/k\N HZN/kN N HgN)%N N

el el oven ] eooen s

HSV-1 TK GMPkinaza NDP kinaza

oy I
/ Virusna DNA

¢ polimeraza
X 0’
A )

o

Slika 1. Mehanizam antivirusne aktivnosti aciklovira (ACV).%

Ciljani enzim ACV-a je virusna DNA polimeraza. Prije no §to se ostvari interakcija ACV-a s

virusnom DNA polimerazom, on se mora fosforilirati unutar stanice u tri stupnja. Fosforilaciju
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katalizira virusom kodirana (npr. HSV-1 kodirana) timidin kinaza, potom GMP kinaza i na kraju
NDP kinaza (Slika 1).

Kako bismo ostvarili Zeljeni cilj odluéili smo kao modelni spoj uzeti nukleozid gvanozin 1 te na
njemu ispitati uvjete modifikacija C8 polozaja, a potom analognim reakcijama pripraviti zeljene
C8 supstituirane 1,2,3-triazolne derivate aciklovira. Uvodenjem dodatnog heterociklickog
prstena u strukturu Zeljeli smo utvrditi antivirusnu aktivnost pripravljenih novih strukturnih
derivata aciklovira kao i njihov bioloski odgovor na rast normalnih odnosno tumorskih stanica u

in vitro uvjetima u usporedbi sa samim aciklovirom kao standardom.

Prilikom ispitivanja uvjeta reakcija modifikacije C8 polozaja gvanozina 1 primjetili smo da pod
djelovanjem baze 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundek-7-en (DBU) 8-bromgvanozin 2 moze biti
transformiran u dimer s tri vodikove veze izmedu GG parova baza.®* Poznato je da se gvaninske
baze povezuju na razli¢ite nacine uz pomo¢ dvije vodikove veze i postoje samo dva primjera
GG’ parova s tri vodikove veze, stvorene od strane 7-platiniranih i 7-metiliranih gvaninskih
derivata (Slika 2. a) i b)).

Dokazali smo da prilikom deprotoniranja 8-bromgvanozina 2 na N1 polozaju purina, izazvanog s
DBU, nastaje adukt [8-BrG][8-BrG] [DBU-H]" (Slika 2. c)) koji sadrzi tri vodikove veze u
krutom stanju (rendgenska kristalografska analiza, Slika 2. d)) i u otopini DMSO-a (NMR
studij), §to moze biti od znacajnog interesa za primjenu i proucavanje samoOorganizirajucih

bioloskih sustava kako u &vrstom stanju tako i u otopini.**
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Slika 2. Primjeri GG™ parova s tri vodikove veze: a) C7-platinirani gvaninski derivat, b) 7-metil
gvaninskih derivat, c) reverzni Watson Crick adukt [8-BrG][8-BrG] [DBU-H]", d) ORTEP-
kristalna struktura adukta [8-BrG][8-BrG] [DBU-H]' [MeOH].
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4.2.1. Sinteza azida i 1,3-dipolarne cikloadicijske reakcije gvanozina i aciklovira

U svrhu priprave odgovarajuceg azida za 1,3-dipolarnu cikloadicijsku reakciju modelni spoj
gvanozin 1 je u prvom reakcijskom stupnju bromiranjem preveden u 8-bromgvanozin 2 u
kvantitativnom iskoristenju.?®#2%%42%% Nadalje, iz 8-bromgvanozina 2 pripravljen je 8-
hidrazingvanozin 3 (Shema 1). Derivat 3 dobiven je u reakciji s hidrazin hidratom najprije prema
literaturno poznatom propisu uz 19 h refluksa u 51 %-tnom iskoristenju (Metoda 1),2°%%" a
potom je optimizacijom reakcijskih uvjeta i provodenjem reakcije u mikrovalnom reaktoru u

zatvorenom sustavu kroz 4 h pri 100 °C postignuto reakcijsko iskoristenje od 75 % (Metoda 2).

NHZ

N
HN _Br/HO : NH,NH,xH,0 :
| \> AN Br 2NHxH)
A N 4 6 min, s.t. EtOH/HZO 19 20h
H,N N \

m/

41,100 °C (MW)
o)

R
(@] (@]
= HO/\Q/ 2R= HO/\Q/ 3R= HO/\Q/
HO OH HO OH

HO OH
(@) (6] (0]
6R= HO/\/ 7TR= HO/\/ 8R= HO/\/

Shema 1. Reakcijski stupnjevi priprave hidrazinskih derivata 3 i 8 iz gvanozina 1 odnosho

aciklovira 6.

U slijede¢em reakcijskom koraku priprave 8-azidgvanozina 4 sirovi derivat 3 otopljen je u
hladnoj 5 %-tnoj vodenoj otopini klorovodi¢ne kiseline te je uz intenzivno mijesanje dokapavana
hladna vodena otopina natrijevog nitrita. Iz natrijevog nitrita i klorovodi¢ne kiseline in situ je
generirana nitritna kiselina koja je otpustanjem molekule vode dala nitrozonijev kation (Shema
2).

H—Cl . H—ClI .. -H0 .
% —>» *N=O

Nat A NS —— »
07 o

natrijev nitrit nitritna kiselina nitrozonijev

kation

Shema 2. Generiranje nitrozonijevog kationa za reakciju diazotacije.
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N-nitrozacijom (diazotacijom) aromatskog hidrazinskog derivata 3 nitrozonijevim kationom

pripravljen je odgovarajuci 8-azidgvanozin 4 (Shema 3).

o N= 0
N=0
LB'( HN—N H N HI—N
N 2 N oN— -
HN ./ HN L7 \ f HN VAR
| \>—NH — )\ | N o )\ | \>—NH )
X X A
H,N N N\ H,N N N\ H,N N N\
R R R
O -
3R= HO i\
H,0
HO OH —- o o 1
o
/\/ \/ = N+EN:
8R= HO

-

H,

T
N \N N\
R

(¢] o
/\/ N—
4R = HO 9R= HO

Shema 3. Mehanizam reakcije nastajanja 8-azidgvanozina 4 i 8-azidaciklovira 9.

Mehanizam na Shemi 3 prikazuje B-nitrozaciju derivata 3, a ovisno o elektronskoj strukturi
heterociklickog sustava na koji je vezana hidrazinska skupina i 0 reakcijskim uvjetima, do
nitrozacije moze doéi i u a- polozaju. Osim azida koji nastaje u oba slucaja, a-nitrozacijom je
moguc¢ i nastanak diazonijeve soli kao i potpuna eliminacija hidrazinske skupine aril-radikalskim

mehanizmom.?®2

Kod sinteze derivata 4 izuzetno je vazno naglasiti da temperatura reakcijske smjese ne smije
tijekom cijelog trajanja reakcije (4 h) biti visa od 2 °C jer se u suprotnom bijela suspenzija
podinje polagano bistriti te nastaje narandasto-crvena otopina raspadnih produkata. Sto je
jednako vazno, dokapavanje ohladene vodene otopine natrijevog nitrita treba izvoditi veoma
polagano i to na nacin da se svaka sljedeca kap dodaje tek nakon nestanka blago ljubicaste boje
reakcijske smjese prilikom dodatka prethodne kapi. Neophodno je i da se reakcijska smjesa
tijekom cijelog trajanja reakcije dobro mijesa. Izolacija Zeljenog azida 4 provedena je filtracijom

bijele suspenzije u atmosferi argona jer je produkt osjetljiv na prisutnost kisika i svjetlosti.
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Obzirom da se azido skupina derivata 4 nalazi u susjedstvu dusikovih atoma imidazolnog prstena
purina, u tom je slucaju literaturno poznata reakcija ciklizacije i nastajanje ciklickog adukta,

tetrazola, 183283284

Medutim, iz infracrvenog apsorpcijskog spektra derivata 4 jasno je vidljiva i
izrazena apsorpcijska vrpca na 1/4 = 2158 cm™ §to je karakteristiéno za azido skupinu. Na taj

nacin je potvrdeno da je izolirani produkt reakcije zaista Zeljeni azid 4.

Organski azidi su skupina spojeva poznata po svojoj termickoj nestabilnosti, a u nekim
slucajevima 1 eksplozivnosti stoga rad s organskim azidima u laboratorijskim uvjetima zahtijeva
poseban oprez. Omjer (Nc + No)/Nn (N = broj atoma elementa) mora biti veéi ili jednak tri kod

organskih azida da bi se azid smatrao neeksplozivnim.?®®

Iz tog su razloga kod rada s azidom 4 primijenjene nuzne mjere opraza, a primijecena je
intenzivno brza promjena boje izoliranog produkta na zraku i svjetlosti. Zbog toga je azid 4
susen zasticen od svjetlosti i odmah je upotrijebljen u idu¢em reakcijskom stupnju kako bi se

izbjegao moguci raspad zbog izrazite nestabilnosti.

Cikloadicijska reakcija priprave 8-triazolilhidroksimetilgvanozina 5 (Shema 4) s dobivenim
azidom 4 provedena je uz 50 %-tni suviSak komercijalno dostupnog propargilnog alkohola u
smjesi toluen/MeOH. Kao baza je upotrijebljen Et3N, a izvor bakra za kataliti¢ku reakciju bio je
bakrov(l) jodid.
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Shema 4. Mehanizam 1,3-dipolarne cikloadicijske reakcije priprave 1,2,3-triazolnog derivata 5.

Prema kinetickom modelu 1,3-dipolarne cikloadicije koji su objasnili ranije spomenuti autori'?’
kao i uvidom u moguce strukture klastera katalizatora (baza podataka Cambridge Crystal
Database) evidentno je da nastali bakrov acetilid A i azid 4 u prijelaznom stanju nec¢e nuzno biti
koordinirani na isti atom bakra. Indikacije takvih prijelaznih stanja?®® dodatno su potvrdene i
mehanistickim studijama'?’ i teorijskim proradunima na drugim reakcijskim sustavima.?®” Stoga
su i na Shemi 4 prikazana dva moguca pretpostavljena prijelazna stanja, B i C. Kod prijelaznog
stanja B, acetilid A i azid 4 koordinirani su na isti atom bakra dok je kod prijelaznog stanja C
kordinacija ostvarena preko dva razlicita atoma bakra. U idu¢em stupnju reakcije izmedu
terminalnog negativno nabijenog dusSikovog atoma azido skupine derivata 4 i parcijalno
pozitivno nabijenog B-ugljikovog atoma acetilida A oba intermedijera, B i C, omogucuju
stvaranje Sestero¢lanog prstena (struktura D i E), ali samo intermedijer C moze objasniti 1,4-

regioselektivnost i kinetiku drugog reda reakcije pa je stoga on i preferiran. Reorganizacijom
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intermedijera D odnosno E formira se triazolni prsten koji protonacijom otpusta koordinirani

bakar te nastaje zeljeni produkt 5.

1,4-Disupstituirani triazolni derivat 5 pripravljen je u reakciji s propargilnim alkoholom uz 50 %-
tni suvisak bakrovog(l) jodida®®® u smjesi toluen/MeOH 2:1 u 21 %-tnom iskoristenju (Metoda
1), a optimizacijom reakcijskih uvjeta smanjenjem koli¢ine katalizatora na 20 % postignuto je
iskoristenje od 70 % (Metoda 2).

Bromiranjem aciklovira 6 s bromnom vodom dobiven je 8-bromaciklovir 7 u 95 %-tnom
iskoristenju (Shema 1). Refluksiranjem 8-bromaciklovira 7 u 60 %-tnoj vodenoj otopini hidrazin
hidrata kroz 20 h dobiven je 8-hidrazinaciklovir 8 u 71 %-tnom iskoristenju (Shema 1), a sirovi
produkt je zbog izrazite nestabilnosti na zraku i svjetlosti odmah koriSten u slijede¢em
reakcijskom stupnju. Analogno prethodno opisanom mehanizmu priprave 8-azidgvanozina 4
dobiven je i njegov strukturni analog 8-azidaciklovir 9 u 67 %-tnom iskoristenju (Shema 3).
Mjere opreza pri rukovanju i postupak suSenja jednake su kao i u slucaju derivata 4. U
infracrvenom spektru derivata 9 takoder se vidi izrazena apsorpcijska vrpca azido skupine kod
1/3 = 2155 cm™

Za pripravu C8-triazolnih derivata aciklovira odlu¢ili smo uzeti alkinil alkohole razli¢itih duzina
alifatskog lanca kako bi utvrdili njihov utjecaj na biolosku aktivnost, a u slucaju pozitivnih
rezultata slobodna OH skupina supstituenta na C4" polozaju triazola otvorila bi moguénost za

dodatne supstitucije, sintezu razli¢itih konjugata i/ili fluorescentnih markera.

Cikloadicijskim reakcijama iz azida 9 uz komercijalno dostupne terminalne alkine (propargilni
alkohol, pent-4-in-1-ol i heks-5-in-1-ol), prema prikazanom mehanizmu dobivanja 1,2,3-
triazolnog derivata 5 (Shema 4), pripravljeni su 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati 10, 11 i
12 (Tablica 1). Triazolni derivat 14 sintetiziran je iz azida 9 i N-propargilftalimida 13 koji je
dobiven Gabrielovom sintezom iz propargilnog alkohola i ftalimida uz kalijev karbonat u
etanolu.?®® Prvi sintetizirani derivat iz serije aciklovira, spoj 10 pripravljen je naprije uz 50 %-tni
suvisak bakrovog(l) jodida®® i molarni omjer azid/alkin 1:2 u THF-u u 20 %-tnom iskoristenju.
Optimizacijom reakcijskih uvjeta smanjenjem molarnog omjera azid/alkin na 1:1,5 i promjenom

otapala (toluen/MeOH 2:1) postignuto je 50 %-tno iskoriStenje. Optimiziranom metodom
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pripravljeni su i derivati 11, 12 i 14. IskoriStenje se smanjivalo s produzenjem lanca supstituenta

na triazolnom prstenu (Tablica 1).

Tablica 1. 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati aciklovira.

R ——]
N N N
HN EtzN/Cul HN / =N
| \> N, —— | N
N N toluen/MeOH N N e
HoN N ) 1-2dana, st H,N N ) R

o o)
HO\/\ HO\/\
9 10,11, 12, 14
Spoj R Iskoristenje (%)
10 -CH,OH 50
11 -(CHy)30H 19
12 ~(CH),OH 15
o)
14 \ 24
\/ N
0
181,182

Zanimljiv  literaturni  primjer koji objasnjava nepovoljnu elektronsku strukturu
heterociklickog azida LXI11 u odnosu na LXI (Slika 3) u 1,3-dipolarnoj cikloadicijskoj reakciji i
niska reakcijska iskoriStenja priprave Zeljenih triazola nedvojbeno se moze povezati s naSim

purinskim sustavom.

U cikloadicijskoj reakciji azida LXIIl sa SeCernim supstituentom nastaju odgovaraju¢i amin
odnosno amid, a nastajanje 1,2,3-triazolnog produkta uopée nije uoceno. U sluéaju azida LXI,
zbog prostorno udaljenog supstituenta u odnosu na polozaj azidne skupine (Slika 3), u
cikloadicijskoj reakciji nastaje selektivno 1,2,3-triazolni produkt u visokom reakcijskom

iskoriStenju.

Cinjenica je da je imidazolni prsten purina heterociklicki sustav siromasan elektronima $to se
odrazava na reaktivnost C8 polozaja. Osim toga, dodatno smanjenje reaktivnosti C8 polozaja

mozemo pripisati sterick0] ometanosti prisutnog Se¢era odnosno alifatskog dijela molekule
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aciklovira u polozaju N9. Zbog toga je jasno da niti 8-azidgvanozin 4 odnosno 8-azidaciklovir 9

nece biti povoljni reaktanti 1,3-dipolarne cikloadicijske reakcije.

OCH,4 OCHj, le]
02\4,\] fo) N\ HN N\
[ )—m B R [ >
~ N— A
R N N\ H,N N N\
R R!
LXI LXIII
¢} o o
~N— _
R= AcO !ACON i HO/\Q/ 4
AcO OAc HO OH
o 9
S~ TN

HO

Slika 3. Usporedba struktura azida LXI i LXI11 s nukleozidnim azidima 4 i 9.

U ovom radu, tijekom priprave triazolnih derivata purina, nije uofeno nastajanje ni amina niti
amida kao nusprodukata reakcije, ali navedene ¢injenice nepovoljnog utjecaja supstituenta u N9
polozaju mogu objasniti relativno niska reakcijska iskoristenja 1,3-dipolarnih cikloadicijskih
reakcija azida 4 odnosno 9 s odgovaraju¢im alkinima kod priprave 1,2,3-triazolnih derivata 5,
10,11, 121 14.

4.2.2. NMR spektri 1,2,3-triazolnih derivata gvanozina i aciklovira

Potpuna asignacija signala protona i ugljikovih atoma serije spojeva derivata gvanozina i
aciklovira provedena je uz pomo¢ standardnih *H i **C (APT) te 2D; COSY i NOESY tehnika.
Sva mjerenja izvedena su u DMSO-d.

'H kao i *C NMR spektri gvanozinskih derivata; 8-bromgvanozina 2, 8-hidrazingvanozina 3 i 8-
azidgvanozina 4 te analognih derivata aciklovira; 8-bromaciklovira 7, 8-hidrazinaciklovira 8 i 8-
azidaciklovira 9 daju karakteristi¢ne kemijske pomake signala protona [d/ppm: NH, (6,2-6,6) i
NH (10,4-11,0)] i ugljikovih atoma [do/ppm: C-6 (155,5-155,7); C-2 (152,7-154,2); C-4 (151,7-
152,9); C-5 (112,2-117,6)] purinske baze. Ovisno o vrsti supstituenta najvecu razliku u
kemijskom pomaku C-atoma pokazuje C8 polozaj (dppm: 120,9-151,4). Detaljan pregled
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slijeda pomaka signala molekula prikazan je tablicno u prilogu disertacije posebno za seriju

spojeva derivata gvanozina odnosno aciklovira.

U sludaju 1,4-disupstituiranih derivata triazola *H i *C NMR spektri, osim karakteristi¢nih
pomaka za purinsku jezgru, pokazuju karakteristicne pomake protona 1 ugljikovih atoma
triazolnog prstena i alifatskog odnosno aromatskog supstituenta u polozaju C-4" triazolnog

prstena.

Signal triazolnog protona gvanozinskog derivata 5, CH-5", pojavljuje se kao izrazeni singlet na o
8,41 ppm dok se signal protona CH; skupine alifatskog supstituenta na triazolnom prstenu (CH-
a) pojavljuje takoder kao singlet na ¢ 4,63 ppm. Hidroksilna skupina alifatskog supstituenta
pojavljuje se kao prosireni (engl. broad) singlet zajedno s OH-3' skupinom Secernog dijela
molekule gvanozina. Da se zaista radi o signalima OH skupina potvrdeno je snimanjem *H NMR
spektra uzorka izmijesanog s DO gdje je dolo do nestanka signala izmjenjivih protona. U *C
NMR spektru derivata 5 vidimo karakteristicne signale ugljikovih atoma triazolnog prstena, C-4"
na ¢ 148,11 ppm i C-5" na ¢ 125,63 ppm. Triplet ugljikovog atoma CH, skupine alifatskog
supstituenta vidi se na ¢ 54,63 ppm.

Kemijski pomaci karakteristi¢nih signala protona triazolnog prstena (CH-5") koji se pojavljuju
kao izraZeni singleti kao i karakteristi¢nih signala ugljikovih atoma triazolnog prstena, C-4" i C-
5" derivata aciklovira 10, 11, 12 i 14 dan je u Tablici 2.
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Tablica 2. Kemijski pomaci protona, CH-5" i ugljikovih atoma, C-4" i C-5" triazolnih derivata

10, 11, 12 i 14 izraZeni u ppm.
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HO\/\
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/\N

vk

Spoj R CH-5" (ppm) C-4" (ppm) C-5" (ppm)
10 -CH,OH 8,54 148,14 124,09
11 -(CH)30H 8,48 147,15 123,25
12 -(CH)40H 8,47 147,21 123,17
o}
14 \ 8,74 142,68 124,52
\/ N
o}

Pregled slijeda signala alifatskog odnosno aromatskog supstituenta u polozaju C-4" triazolnog

prstena derivata 10, 11, 12 i 14 prikazan je u tablici u prilogu disertacije.

2D NMR COSY spektar spoja 10 (Slika 4) kao i NOESY spektar spoja 10 (Slika 5) koriSteni su

kao modeli za asignaciju signala svih drugih derivata aciklovira, 11, 12 i 14.

139



1 6 ,\Z ﬁl T
HN N\ 1/ =N Gt CHy¥
= OH ~
HNT 2 NT4 No o cHs '
3 R a
. ) | |
1) ‘ OH-a | |
nor 2 I‘ N, Ii ‘I |
4' | I ) S - Jl v lL_. Jl |~. _____ / \ S
. 3
CH . 8
CH,4' -
ba
ont -
CHya ~ 1 OH4' & CH4 |
- OH-a ,____:' Y. OH-2 ¢>CHya
1
. -6 _
£
&
NH; — o bl
) -7
. -8
CHS' —— CH-5" <> CH,a
| -9
10

T T T T T T T T T T T T v T T T v T v T 1
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0

f2 (ppm)

Slika 4. COSY spektar spoja 10 u DMSO-ds. Pravokutnicima su oznacene interakcije koje su
vidljive iz spektra (crni CH-5" <> CH>-a, crveni OH-a <> CHs-a i plavi OH-4' <> CH,-4"), a
interakcija CH,-3' <> CH-4' se nalazi na dijagonali i vidljiva je tek kod velikog povecanja

(signali nisu razlu€eni).

140



HN g 1"/ =N
[ Y e |
N — CHja OH-4 CH,¥

HO CHS"

2' ‘
}\\4' NH-1 NH, ‘OH a l .
| \
CH,3 : 3
CH,4 ‘ 0 [] >
1 | | 4
OH' ~y | :
C'Hz-a/' L] ° ° r
- 5
e | e s 5
o
| |
mz— ’ [
+ 7
. 8
CHS 4 ]
' 9
£10
NH-1 — o 11
1 10 9 8 7 3 5 4 3 ppm

Slika 5. NOESY spektar spoja 10 u DMSO-ds. Vidljive su; a) jake interakcije: NH-1 <> NH,
CHj-1' <> CH;-3'(CH;-4"), CH,-a <> OH-a i CH-4' <> OH-4', b) srednje jake interakcije: CH-5"
<> CH-4'(CH;-3"), CH-5" «&> CH3-a, CH-5" <> OH-a i CH-5" <> CH>-1' te c) slabe interakcije:
NH; <> CH,-1"i CH,-1' <> CH»-a.

NOESY tehnikom (Slika 5) utvrdene su interakcije protona kroz prostor te je na temelju tog

spektra zaklju¢eno 0 konformaciji molekule u otopini DMSO-a:

a) alifatski supstituent na N9 polozaju purinske jezgre nalazi se u anti polozaju (okrenut je prema

imidazolnom prstenu odnosno C8 poloZzaju purina),
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b) triazolni prsten ima specificnu orjentaciju tako da su duSici triazola okrenuti prema N7
poloZaju purina §to omogucuje interakcije CH-5" triazola s alifatskim supstituentom na N9

polozaju purinske jezgre.

4.2.3. Rezultati protutumorske aktivnosti 1,2,3-triazolnih derivata aciklovira

Djelovanje 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata aciklovira ispitano je na osam stani¢nih

linija:

1. Normalnim stanicama
- MDCK - normalne epitelne stanice bubrega psa (engl. Madin-Darby Canine Kidney
Epithelial Cells)
2. Stanicama humanih karcinoma
- HeLa - adenokarcinom grli¢a vrata maternice (prvi puta izolirane iz pacijentice Henriette
Lacks)
- CaCo-2 - karcinom debelog crijeva
- NCI-H358 - bronhioalveolarni karcinom pluca
3. Stanicama leukemija
- Kb562 - kroni¢na mijeloidna leukemija u blasti¢noj krizi
- Jurkat - stani¢na linija T-limfocita za studije akutne T-leukemije (leukemija T-stanica)
4. Stanicama limfoma
- HuT 78 - limfom T-stanica

- Raji - Burkittov limfom

Obzirom da se radi o strukturnim analozima poznatog antivirusnog terapeutika, pored
provedenih ispitivanja protutumorske aktivnosti, u tijeku je i ispitivanje antivirusne aktivnosti

pripravljenih derivata.

Novosintetizirani 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati aciklovira pokazali su jako, srednje
jako, odnosno slabo antiproliferativno djelovanje, a neki derivati uopée ne pokazuju

protutumorsku aktivnost s obzirom na koriStenu stani¢nu liniju, koncentraciju i strukturu

142


http://en.wikipedia.org/wiki/Henrietta_Lacks
http://en.wikipedia.org/wiki/Henrietta_Lacks

primijenjenog spoja. Svi testirani spojevi ispitivani su u rasponu koncentracija od 1.10* do 1-10
7
M.

Rezultati na normalnim MDCK stanicama (Slika 6) ukazuju na to da u koncentraciji od 10 M
derivat 10 inhibira rast stanica za 36 % dok derivati 11 i 12 inhibiraju rast normalnin MDCK
stanica za 18 % odnosno 23 %. To ukazuje na Cinjenicu da ispitani spojevi nisu izrazito
citotoksiéni za normalne stanice. U nizim koncentracijama (10°-10" M) antiproliferativno
djelovanje novosintetiziranih derivata 10, 11 i 12 se smanjuje dok aciklovir 6 u svim ispitanim

koncentracijama ima isti u¢inak, inhibira rast MDCK stanica za oko 40 %.

MDCK
= 10*M

" 10°M
5 10°M
" 10'M

Rast stanica (% od kontrole)

Aciklovir 10 11 12

Spoj

Slika 6. U¢inak derivata 10, 11 i 12 na rast normalnih MDCK stanica u usporedbi s aciklovirom

6 kao standardom.

Ispitivanje  1,4-disupstituiranih  1,2,3-triazolnih  derivata aciklovira na stani¢noj liniji
adenokarcinoma grli¢a vrata maternice (HeLa) (Slika 7) pokazalo je da u koncentraciji od 10 M
derivat 10 inhibira rast stanica za 33 %, derivat 11 za 21 % dok derivat 12 uopée ne inhibira rast
tumorskih HelLa stanica. U nizim koncentracijama (107 i 10°° M) derivat 10 inhibira rast HeLa
stanica za 19 %, a sli¢no djelovanje u koncentraciji od 10~ M pokazuje i derivat 12 s inhibicijom
rasta stanica od 17 %. U najniZoj koncentraciji (10~ M) ispitivani spojevi 10 i 11 ne pokazuju
inhibitorni ucinak na rast HelLa stanica, a Spoj 12 pokazuje ¢ak slab stimulativni ucinak.

Aciklovir 6 u svim ispitanim koncentracijama gotovo uopce ne utjece na rast HeL a stanica.
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Slika 7. Ucinak derivata 10, 11 i 12 na rast stanica adenokarcinoma grli¢a vrata maternice
(HeLa) u usporedbi s aciklovirom 6 kao standardom.

Najbolji rezultati dobiveni su sa spojem 10 koji pokazuje jako antiproliferativno djelovanje na
stanice karcinoma debelog crijeva (CaCo-2) kada se primijeni u koncentraciji 10 i 10° M (72
% odnosno 67 % inhibicije rasta stanica), a u¢inak se smanjuje na 44 % inhibicije u koncentraciji
10°° M (Slika 8).

CaCo-2

104M
140
10°M
106 M

107M

Rast stanica (% od kontrole)

Aciklovir 10 11 12
Spoj

Slika 8. Ucinak derivata 10, 11 i 12 na rast stanica karcinoma debelog crijeva (CaCo-2) u

usporedbi s aciklovirom 6 kao standardom.

Derivat 11 u svim ispitanim koncentracijama (10 *~10"" M) pokazuje sli¢an profil srednje jako
izrazenog antiproliferativnog djelovanja na stanice karcinoma debelog crijeva (inhibira rast za

oko 40 %) dok derivat 12 nema djelovanja na rast CaCo-2 stanica (Slika 8).
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Antiproliferativno djelovanje aciklovira 6 na rast CaCo-2 stanica je jednako (30 %) u
koncentracijama 10“-10° M, a u koncentraciji 10’ M spoj ne pokazuje djelovanje na rast

CaCo-2 stanica.

Rezultati ispitivanja djelovanja pripravljenih derivata 10, 11 i 12 kao i aciklovira 6 na rast stanica
bronhioalveolarnog karcinoma pluc¢a (NCI-H358) pokazali su da svi ispitani spojevi imaju sli¢an
profil izrazito slabog antiproliferativnog uc¢inka na NCI-H358 stanice s inhibicijom rasta od 22 %
do 26 % u koncentraciji 10 * M dok u niZzim koncentracijama gotovo ne pokazuju djelovanje na
rast NCI-H358 stanica.

Djelovanje ispitanih derivata 10, 11 i 12 na rast stanica leukemija (K562 i Jurkat) prikazano je na
Slici 9.
u 10*M

B 10°M
140 K562 140 - Jurkat 105 M

" 10"™m
120 I
100 }

80

[+ 0
< (=]
[+
<

e
<

Rast stanica (% od kontrole)
=

[
(=]
Rast stanica (% od kontrole)

(=]
<

<
(=]

Aciklovir 10 11 12 Aciklovir 10 11 12
Spoj Spoj

a) b)
Slika 9. Uc¢inak derivata 10, 11 i 12 na rast stanica leukemija: a) K562 i b) Jurkat u usporedbi s

aciklovirom 6 kao standardom.

Dobiveni rezultati pokazuju da derivat 10 ima jako antiproliferativno djelovanje na stanice
kroni¢ne mijeloidne leukemije u blasti¢noj krizi (K562) (Slika 9. a)) kada se primijeni u
koncentraciji 10 M (73 % inhibicije rasta stanica) dok je inhibitorno djelovanje derivata 11, 12
i aciklovira 6 u istoj koncentraciji puno slabije izrazeno (29 %, 35 % odnosno 45 %).
Smanjenjem koncentracije ispitivanih derivata smanjuje se i njihova antiproliferativna aktivnost
na stanice leukemije K562 tako da derivat 10 u najniZoj koncentraciji (10~ M) inhibira rast
stanica za tek 13 %, a derivati 11 i 12 ve¢ u koncentraciji 10> M gotovo uopée ne djeluju na rast
stanica K562.

145



Profil bioloskog djelovanja derivata 10, 11 i 12 na rast leukemije T-stanica (Jurkat) (Slika 9. b))
gotovo je identi¢an i u potpunom slaganju s trendom koji pokazuje sam aciklovir 6. Inhibicija
rasta od oko 40 % u koncentraciji 10 M vidljiva je za sva tri ispitana derivata kao i za aciklovir
6 dok za preostale tri ispitane koncentracije (10°-10" M) novosintetizirani derivati kao i

aciklovir 6 ne pokazuju uc¢inak.

Posljednje stani¢ne linije na kojima je ispitana antiproliferativna aktivnost pripravljenih derivata
su stani¢ne linije limfoma T-stanica (HUT 78) i Burkittovog limfoma (Raji). Dobiveni rezultati
prikazani su na Slici 10.

= 10°M
Raji " 10°M

106 M
10°M

80

o
<
I

Rast stanica (% od kontrole)
5

Rast stanica (% od kontrole)

%]
<

[=]
I

Spoj 11 12 Aciklovir 10 Spoj 11 12

a) b)

Aciklovir 10

Slika 10. U¢inak derivata 10, 11 i 12 na rast stanica limfoma: a) HuUT 78 i b) Raji u usporedbi s

aciklovirom 6 kao standardom.

Djelovanje pripravljenih derivata 10, 11 i 12 na rast stanica limfoma (HuT 78) (Slika 10. a)) u
koncentraciji 10 * M je srednje izraZeno. Inhibicija rasta stanica za 45 % jednaka je za aciklovir
6 i derivat 12 dok derivati 10 i 11 imaju neSto slabije inhibitorno djelovanje na rast HuT 78
stanica (37 % odnosno 30 %). U niZim koncentracijama (10>-10"" M) svi ispitani spojevi ne

pokazuju djelovanje.

Profil djelovanja ispitanih derivata 10, 11 i 12 kao i aciklovira 6 na stanice Burkittovog limfoma
(Raji) gotovo je identican (Slika 10. b)). U koncentracijama 10°-10" M svi ispitani spojevi
inhibiraju rast Raji stanica za oko 10 %, a tek u najvisoj ispitanoj koncentraciji (10 M)

pokazuju nesto jac¢i inhibitorni utjecaj na rast stanica (42-56 %).
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4.2.4. Odnos strukture i biolo$ke aktivnosti 1,2,3-triazolnih derivata aciklovira

Iz prikazanih bioloskih djelovanja mozemo zakljuciti da novosintetizirani 1,4-disupstituirani
1,2,3-triazolni derivati aciklovira 10, 11 i 12 nisu citotoksi¢ni za normalne MDCK stanice dok

aciklovir 6 inhibira rast stanica za oko 40 % u svim ispitivanim koncentracijam (10 *~10"" M).

S obzirom na duzinu hidroksi metilenskog lanca u C4" polozaju triazolnog prstena uoceno je da

porastom duzine lanca dolazi do opadanja odnosno gubitka bioloske aktivnosti.

Tako spoj 12 s cetiri metilenske skupine u lancu ne pokazuje antiproliferativno djelovanje na
stanice humanih tumora (HeLa, CaCo-2 i NCI-H358), leukemija (K562 i Jurkat) i limfoma (HuT
78, Raji) u nizim koncentracijama (10°-10"" M), dok u visoj koncentraciji (10 M) pokazuje

srednju aktivnost (35-50 % inhibicije) na rast stanica leukemija i limfoma.

Spoj 11 s tri metilenske skupine u lancu na C4" polozaju triazolnog prstena pokazuje sli¢no
antiproliferativno djelovanje s izuzetkom inhibicije rasta stanica karcinoma debelog crijeva
(CaCo-2), gdje u svim ispitivanim koncentracijama (10*-10" M) pokazuje ~40 %-tnu
inhibiciju. U visoj koncentraciji (10~ M) pokazuje srednju aktivnost (30-45 % inhibicije) na rast

stanica leukemija i limfoma.

Sli¢ne vrijednosti inhibicije rasta stanica dobivene su s aciklovirom 6, s time da on pokazuje 30
%-tnu inhibiciju rasta stanica karcinoma debelog crijeva (CaCo-2) u koncentracijama 10 *-10°
M, a u najnizoj koncetraciji (10”7 M) ne pokazuje antiproliferativno djelovanje. U visoj
koncentraciji (10~ M) pokazuje srednju aktivnost (40-55 % inhibicije) na rast stanica leukemija

i limfoma.

Najbolji rezultati dobiveni su sa spojem 10 koji u polozaju C4" triazolnog prstena ima hidroksi
metilensku skupinu, odnosno najkraéi lanac. U visokoj koncentraciji (10 M) spoj 10 pokazuje
jace antiproliferativno djelovanje na gotovo svim ispitivanim stani¢nim linijama, a posebno na
CaCo-2 i K562 (> 70 % inhibicije). U niskim koncentracijama (10° i 10° M) posebno treba
istaknuti djelovanje na stanice karcinoma debelog crijeva (CaCo-2) gdje je dobivena 67 %-tna

inhibicija rasta stanica.
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4.3. C5 supstituirani 1,2,3-triazolni derivati uracila i uridina

U literaturnom pregledu ove disertacije detaljno su opisani brojni primjeri modifikacija
pirimidinskih nukleobaza i nukleozida uglavnom u svrhu priprave novih bioloski aktivnih
derivata i/ili poboljSanja aktivnosti od ranije poznatih terapeutika. Drugi, jednako vazan motiv
uvodenja strukturnih promjena unutar pirimidinske nukleobaze/nukleozida je pracenje utjecaja
takvih modifikacija na svojstva promijenjenih oligonukleotidnih sekvenci te moguénosti njihove
primjene prvenstveno unutar molekularne biologije i genetike te dijagnostike. Posebno je
istaknuta vaznost modifikacija pirimidina u polozaju C5 §to je bila ¢vrsta osnova i za sintezu

pirimidinskih derivata iz ove disertacije.

U cilju priprave C5 modificiranih pirimidinskih derivata kao polazni spoj odabran je 5-
etiniluracil/uridin. Razvijene su sintetske metode modifikacija C5 polozaja uracilne jezgre te
optimizacija reakcijskih uvjeta priprave 1,4-disupstituiranih  1,2,3-triazolnih  derivata
cikloadicijskim reakcijama (CUAAC) s: a) in situ pripravljenim azidima i b) 5-azido Se¢erom 24
(Slika 11).
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Slika 11. Opc¢a shema Cu(l) katalizirane azid-alkin 1,3-dipolarne cikloadicije (CUAAC) 5-

etiniluracila/uridina s: a) in situ pripravljenim azidima, b) 5-azido Se¢erom 24.
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Cikloadicijom 5-etiniluracila s in situ pripravljenim azidima sintetizirana je serija C5-triazolnih
derivata uracila kod kojih je C5 polozaj uracila vezan na C4' polozaj triazola, a u N1' polozaju
triazola nalaze se razli€iti supstituenti ovisno o upotrebljenim azidima (Slika 11. a), C5-triazolni

derivati uracila).

S druge strane dizajnirali smo sintezu C-nukleozida uracila kod kojih je C5 polozaj uracila i C5"
polozaj riboze povezan triazolnom premosnicom (preko N1'i C4' polozaja triazola) (Slika 11. b),
triazolni ,,fleksimeri”’). Ovu grupu spojeva mozemo gledati kao derivate pseudouridina, ali i kao
derivate purinskih ,,fleksimera” odnosno derivate purina koje karakterizira specifi¢éna povezanost
pirimidinskog i imidazolnog prstena samo jednom vezom (nemaju uobicajenu zajednicku
dvostruku vezu tj. dva kondenzirana prstena kao $to je karakteristi¢no za purinsku jezgru). U tu
svrhu, za pripravu triazolnih ,,fleksimera”, ispitane su bakrom katalizirane cikloadicijske reakcije

5-etiniluracila 18 s 5-azido Se¢erom 24 (Slika 11. b), triazolni ,,fleksimeri”).

Istovjetnim metodama pripravljena je serija C5-triazolnih derivata uridina (Slika 11. a)) i
sintetizirani su triazolni uridinski konjugati kod kojih je preko N1" i C4" polozaja triazola

povezan C5 polozaj uridina i C5" polozaj riboze (Slika 11. b)).

4.3.1. Sinteza alkinskih prekursora i 1,3-dipolarne cikloadicijske reakcije

Kao klju¢ni intermedijer svih cikloadicijskih reakcija priprave Cb5-triazolnih derivata uracila
pripravljen je 5-etiniluracil 18. U prvom stupnju sinteze elektrofilnom aromatskom supstitucijom
uracila 15 s jodom pripravljen je 5-joduracil 16 u 86 %-tnom iskoristenju.?’*?"*?"? Derivat 16
potom je Sonogashira reakcijom uz katalizator PdCl,(PPhs),, kokatalizator Cul i bazu Et3N te
komercijalno dostupan alkin, TMSA, u DMF-u preveden u 5-TMS-etiniluracil 17.2” Reakcija je
vodena 3 h na sobnoj temperaturi, a produkt je izoliran u 89 %-tnom iskoristenju. Deprotekcijom
derivata 17 s 1 M NaOH dobiven je zeljeni 5-etiniluracil 18 u 94 %-tnom iskoristenju (Shema
5).272
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Shema 5. Sintetski put priprave 5-etiniluracila 18 i 5-etiniluridina 45.

Derivat 18 dalje je upotrijebljen u svim 1,3-dipolarnim cikloadicijskim reakcijama priprave C5-

triazolnih derivata uracila s razli¢itim in situ sintetiziranim azidima.

Prva CuAAC reakcija sinteze Cb5-triazolnog derivata uracila provedena je u mikrovalnom
reaktoru u sustavu otvorenog tipa snage 100 W pri 100 °C. Azid je generiran iz odgovarajuéeg
alkil halogenida i NaN3 u molarnom omjeru 1:1 uz prisutnost 15 mol % baze/liganda DMEDA,
10 mol % Cul i 5 mol % Na-askorbata u smjesi EtOH/H,O 7:3. Ova metoda priprave azida
karakteristicna je Ullmannova reakcija dobivanja aril azida nukleofilnom aromatskom
supstitucijom aril halogenida razligitim nukleofilima primjenom Cul kao Katalizatora,**’ a
uspjesno je primijenjena i u ovom radu kod in situ priprave alkil azida kao prekursora klik

reakcija.

Kod odabira alkil-halogenida odlucili smo uzeti komercijalno dostupne halogenide supstituirane
sa skupinama koje ¢e nakon cikloadicijskih reakcija omoguciti dobivanje nesupstituiranog
triazola u N1' polozaju (uklanjanje pivaloiloksimetilne (POM) ili benzilne zaStitne grupe),
odnosno N1' supstituiranih triazola s razli¢itim skupinama: etil acetatom koji redukcijom moze

dati hidroksietilnu skupinu, benzil acetatom koji se moze transformirat u druge karboksilne
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derivate, 2-metoksietilenskim supstituentom, te ferocenskim supstituentom koji bi mogao imati

zanimljiva fluorescentna svojstva.

U prvom stupnju reakcije azidacijom pivaloiloksimetil klorida (POM-CI) u mikrovalnom
reaktoru otvorenog tipa, u trajanju od 1 h generiran je POM-N3. Dobivenom azidu dodan je alkin
18 i dodatne koli¢ine katalizatora Cul, reducensa Na-askorbata i baze DMEDA te je kroz
narednih 30 min, posredstvom mikrovalnog zracenja, dobiven C5-triazolni derivat uracila 19 u

18 %-tnom iskoristenju (Shema 6).

(0]
o NaNj, Na-askorbat, 0] /
Cul, DMEDA HN |
O/\CI > O/\N +
EtOH/H,0, s
100W,1h 0 N
100 °C (MW
POM-CI ili( ) POM-N; 18
1lh 100 W, 30 min
90°C Na-askorbat, Cul 100°°C (MW)
DMEDA ili
30 min

90 °C

Shema 6. Sintetski put priprave C5-triazolnog derivata uracila 19 i nezasti¢enog derivata 20.

Obzirom da je provedbom reakcije u mikrovalnom reaktoru otvorenog tipa dobiveno nisko
iskoriStenje (18 %) te je izolirano vise od 50 % neizreagiranog polaznog spoja 18, reakcija je
ponovljena klasicnom metodom zagrijavanja reakcijske smjese u uljnoj kupelji. Postupkom
identi¢nim opisanom, pri temperaturi od ~ 90 °C postignuto je 81 %-tno iskoriStenje reakcije.
Tom metodom uz razli¢ite komercijalno dostupne reagense (etil bromacetat, benzil bromid,
benzil 2-bromacetat, 2-brometil-metil-eter, 6-brom-1-oksoheksilferocen) pripravljeni su i drugi
C5-triazolni derivati uracila; 28, 30, 31, 32 i 33 (Tablica 3).
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Tablica 3. C5-triazolni derivati uracila i produkti uklanjanja/transformacije supstituenata na N1'

polozaju triazolnog prstena.

Spoj R Iskoristenje (%0)
o
19 ’szé\o J\ﬁ 81
L
20 H kvant.

o
28 % ~ kvant.

29 %VOH 60

30 m kvant.
31 ,LZ»Z{\H/O ~~ : kvant.

32 kvant.

%{\/O\
33 ‘%{“Hﬁ/@ 49
Fe
e

a NH,OH/dioksan; b NaBH,/DME

Deprotekcijom derivata 19, uklanjanjem pivaloiloksimetilne zastitne skupine u bazi¢nim
uvjetima (NH4OH) u dioksanu, pripravljen je spoj 20 u kvantitativnom iskoristenju (Shema 6,
Tablica 3).

Redukcijom karbonilne skupine derivata 28 primjenom metalnog hidrida (NaBHs) u

dimetoksietanu dobiven je primarni alkohol 29 (Tablica 3) u 60 %-tnom iskoristenju.
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U svrhu priprave triazolnih fleksimera, kod kojih su C5 polozaj riboze i C5 poloZaj uracila
povezani preko triazola, ispitane su bakrom katalizirane cikloadicijske reakcije 5-etiniluracila 18

s 5-azido Secerom 24.

Prvo je transformacijom D-riboze 21 sintetiziran Secerni azid 24 prema poznatim propisima

(Shema 7).2"4?™

O. fe) o
OH 396 HCI/MeOH OCH;  TsCI gz OCH;
HO —_————» HO > ~0
2,2-dimetoksipropan Piridin
aceton
HO OH 5h,0°C - 12 h, 5., o o) 0°C—24h,st. o o)
21 22 23

NaN; | DMF
2h,80°C

° OCHs
N3
OXO
24

Shema 7. Sintetski put priprave SeCernog azida 24 iz D-riboze 21.

Prilikom reakcije D-riboze 21 s 2,2-dimetoksipropanom u acetonu uz dodatak metanolnog HCI
dobiven je metil 2,3-O-izopropiliden-f-D-ribofuranozid (22) u 62 %-tnom iskoriStenju. C5
hidroksilna skupina derivata 22 aktivirana je prevodenjem u 5-tosil derivat 23 (76 %) uz TsCl u
piridinu, a nukleofilnom supstitucijom s NaNj izoliran je 5-azido Secer 24 u 80 %-tnom

iskoriStenju.

Cikloadicijskom reakcijom dobivenog azida 24 uz 15 % suviska alkina 18 i katalizator
CuS04-5H,0 te reducens Na-askorbat u smjesi THF/H,O/t-BuOH 3:1:1 pripravljen je triazolni
fleksimer 25 u 18 %-tnom iskoristenju (Metoda 1).2”® Optimizacijom reakcijskih uvijeta
provodenjem reakcije uz 5 %-tni suvisak azida 24 i Kkatalizator CuSO,-5H,0 te reducens Na-
askorbat u smjesi EtOH/H,0O 1:1 posredstvom mikrovalnog zra¢enja snage 250 W pri 80 °C u
trajanju od 6 min u mikrovalnom reaktoru otvorenog tipa postignuto je iskoristenje od 41 %
(Metoda 2).2%% Naposljetku, klasi¢nom metodom sinteze zagrijavanja reakcijske smjese u uljnoj
kupelji pri temperaturi od 80 °C u vremenu od 1 h dobiveno je 63 % zeljenog triazolnog
fleksimera 25 (Metoda 3, Shema 8).
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Shema 8. Cikloadicijska reakcija priprave triazolnog fleksimera 25 i uklanjanje zastite Secera;

triazolni fleksimeri 26 i 27.

Tretiranjem derivata 25 s 6 M HCl u MeOH dolazi do uklanjanja izopropilidenske zastite na
Seceru te je tako pripravljen triazolni fleksimer 26 u 82 %-tnom iskoristenju, a reakcijom u H,O
dolazi do deprotekcije svih OH skupina Secera te je tako pripravljen triazolni fleksimer 27 u 94
%-tnom iskoriStenju (Shema 8). NMR spektrima potvrdeno je da je deprotekcijom s HCl/MeOH
zadrzana B-konfiguracija anomernog centra fleksimera 26 dok je fleksimer 27 smjesa o i

anomera (B>o) u omjeru 1:0,2.

Za pracenje tijeka cikloadicijskih reakcija priprave C5-triazolnih derivata uracila kao i potvrdu
Cistoce razvijena je HPLC gradijentna metoda s protokom od 1,5 mL/min pri tlaku od 4 do 220
bar. Kao eluens je primijenjen sustav MeOH/H,O odnosno MeOH/CH3CN ovisno o polarnosti
spoja, a retencijska vremena uzoraka bila su u intervalu od 5 do 9 min. Koncentracije svih
uzoraka injektiranih u sustav bile su 10° M. Primjer dobivenog HPLC spektra derivata 19 s
pripadajué¢im rezimom gradijentnog protoka sustava MeOH/H,O prikazan je na Slici 12.

Retencijsko vrijeme spoja 19 je 8,59 min.
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Derivat 28 eluiran je s kolone takoder rezimom gradijentnog protoka sustava MeOH/CH3CN, a

dobiveni spektar prikazan je na Slici 13. Retencijsko vrijeme spoja 28 je 5,76 min.

, \N “ MeOH .= oy
‘ o

Slika 13. HPLC spektar spoja 28 s prikazom rezima gradijentnog protoka sustava
MeOH/CH3CN.

Analogno reakciji priprave 5-joduracila 16 sintetiziran je i 5-joduridin 43 u 88 %-tnom
iskoristenju (Shema 5). Sonogashirinom reakcijom 5-joduridina 43 s komercijalno dostupnim
alkinom, TMSA uz katalizator PdCI,(PPhs),, kokatalizator Cul i bazu DIPEA u DMF-u
zagrijavanjem reakcijske smjese u mikrovalnom reaktoru zatvorenog tipa kroz 12 min na 100 °C
dobiven je 5-TMS-etiniluridin 44 u 79 %-tnom iskoristenju (Shema 5).
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Shema 9. Cikloadicijska reakcija priprave triazolnog konjugata uridina 46, uklanjanje zastite

Secera - derivat 47 i sinteza C5-triazolnih derivata uridina; 48, 50-53 i 55.

Tretiranjem derivata 44 1 M otopinom TBAF-a u THF-u na 0 °C trenutnom reakcijom dobiven je
5-etiniluridin 45 u 91 %-tnom iskoristenju (Shema 5). On je dalje sluzio kao prekursor svih
cikloadicijskih reakcija priprave triazolnih derivata uridina; 48, 50-53 i 55 i triazolnog konjugata
uridina 46 (Shema 9, Tablica 4).
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Tablica 4. Triazolni uridinski konjugati, C5-triazolni derivati uridina i produkti

uklanjanja/transformacije supstituenata na N1" polozaju triazolnog prstena.

OH
o)
HO OH
Spoj R Iskoristenje (%6)
o OCHs
w %\S_T 0
o o
. ~
o OCHs
HO OH
(e}
48 QQ(\OJ\K 83
b[
49 H 89
(6]
50 7’%(\“/ ~ 88
(6]
st m 5
(CHy)
52 %Z: Fe 76
53 A%{\H/OVQ 82
54 /\H/OCH3 82
(o]
55 %\/0\ 94

a 6M HCI/MeOH, b NH,OH/dioksan, c MeOH
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Spojevi uridinske serije navedeni u Tablici 4 sintetizirani su u mikrovalnom reaktoru u
zatvorenom sustavu. Produkti 48, 50-53 i 55 dobiveni su klik reakcijom 5-etiniluridina 45 s
prethodno in situ generiranim odgovarajuéim azidima iz razli¢itih komercijalno dostupnih
reagensa (pivaloiloksimetil klorid, etil bromacetat, benzil bromid, 6-brom-1-oksoheksilferocen,
benzil 2-bromacetat, 2-brometil-metil-eter), a za sintezu triazolnog konjugata uridina 46 (Shema

9, Taclica 4) upotrijebljen je Secerni azid 24 ¢ija priprava je prikazana Shemom 7.

Deprotekcijom derivata 48 uklanjanjem pivaloiloksimetilne zaStitne skupine u bazi¢nim uvjetima
[NH4OH (aq)] u dioksanu pripravljen je monosupstituirani triazol 49 u 89 %-tnom iskoristenju, a
uklanjanjem izopropilidenske zastite na Seceru triazolnog konjugata uridina 46 tretiranjem s 6 M
HCI u MeOH pripravljen je triazolni konjugat 47 u 99 %-tnom iskoriStenju. Stajanjem otopine
spoja 53 u MeOH kroz nekoliko dana na sobnoj temperaturi doslo je do talozenja i izoliran je

produkt transesterifikacije 54.

Budu¢i da je uvodenjem triazolnog supstituenta u C5 polozaj uracila/uridina inducirana
fluorescencija svih pripravljenih derivata, snimljeni su fluorescencijski spektri 1,2,3-triazolnih
analoga uridinske serije. Obzirom da svi spojevi imaju karakteristicha dva apsorpcijska
maksimuma, emisijski spektri snimljeni su pri obje valne duljine ekscitacije (Aexc). Primijenjene
su otopine koncentracije ¢ ~ 3-10°> M u MeOH, a mjerenja su izvedena pri 25 °C i istim uvjetima

snimanja.

Na Slici 14 a) prikazani su emisijski spektri spojeva 46-53, 55 za prvi apsorpcijski maksimum

(Aexc. = 227-232 nm), a na Slici 14 b) za drugi apsorpcijski maksimum (Aexc, = 286-295 nm).
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Slika 14. Emisijski spektri 1,2,3-triazolnih derivata uridinske serije: a) 46-53, 55 za interval Aexc.
= 227-232 nm (200-400 nm) (log e/dm®mol™cm™ = 4,14-4,61), Aem. = 373-387 nm (300-600
nm) i b) 46, 48-53, 55 za interval Aey. = 286-295 nm (200-400 nm) (log ¢/dm®mol™*cm™ = 4,10
4,32), Aem. = 373-384 nm (300-600 nm).
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Emisijski spektar triazolnog konjugata 47 pri Aexc. = 294 nm izlazi iz intervala snimanja pa nije

usporedivan s ostalim spojevima.

Obzirom na intrinzi¢no svojstvo fluorescencije pripravljenih spojeva moguca je njihova primjena
kao fluorescentnih markera pogodnih za ugradnju u polimerne strukture (DNA, RNA, PNA) s
mogucom primjenom u podrucju molekularne biologije i dijagnostike te U ,,antisense” terapiji

(engl. antisense therapy).

4.3.2. NMR spektri spojeva uracilne i uridinske serije

Potpuna asignacija signala protona i ugljikovih atoma serije spojeva derivata uracila i uridina
provedena je uz pomo¢ standardnih *H i **C (APT) tehnika. Sva mjerenja izvedena su u DMSO-
de.

'H kao i ®C NMR spektri uracilnih derivata; 5-joduracil 16, 5-TMS-etiniluracil 17 i 5-
etiniluracil 18 te analognih derivata uridina; 5-joduridin 43, 5-TMS-etiniluridin 44 i 5-
etiniluridin 45 daju karakteristicne kemijske pomake signala protona [&/ppm: NH-1(uracilna
serija) (11,1-11,3); NH-3 (11,3-11,7); H-6 (7,8-8,5)] i ugljikovih atoma [d/ppm: C-4 (160,4—
162,6); C-2 (149,6-151,2); C-6 (144,6-146,9); C-5 (67,4-98,3)] pirimidinske nukleobaze
odnosno nukleozida. Detaljan pregled slijeda pomaka signala molekula prikazan je tabli¢no u

prilogu disertacije posebno za seriju spojeva derivata uracila odnosno uridina.

Osim karakteristicnih pomaka za nukleobazu kod uracilnih odnosno za nukleozid kod uridinskih
derivata vidljivi su i karakteristi¢ni pomaci protona i ugljikovih atoma triazolnog prstena kao i

signali odgovaraju¢ih supstituenata na triazolnom prstenu.

Kemijski pomaci signala protona triazolnog prstena (CH-5' kod uracilne odnosno CH-5" kod
uridinske serije) koji se pojavljuju kao izrazeni singleti i karakteristi¢ni signali ugljikovih atoma
triazolnog prstena (C-4' i C-5' kod uracilne odnosno C-4" i C-5" kod uridinske serije) prikazani

su u Tablici 5.

Usporedbom kemijskih pomaka signala protona (CH-5") triazolnog prstena uracilnih derivata

uoceno je da se oni nalaze u uskom intervalu izmedu o = 7,98-8,12 ppm, a jednak slijed
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pokazuju i signali ugljikovih atoma u intervalu ¢ = 135,40-139,96 ppm za C-4'i 6 = 121,86~
123,45 ppm za C-5'. Iznimku ¢ini samo kemijski pomak atoma C-5' triazola kod nesupstituiranog

derivata 20, koji se nalazi u nesto visSem polju (6= 114,33 ppm).

Sli¢an trend kemijskih pomaka daju i uridinski derivati kod kojih se signali protona triazolnog
prstena (CH-5") nalaze u intervalu ¢ = 8,12-8,49 ppm, a signali ugljikovih atoma u intervalu 6 =
137,15-139,10 ppm za C-4", odnosno ¢ = 122,30-124,09 ppm za C-5". Iznimku ponovno ¢ini
kemijski pomak atoma C-5" triazola kod nesupstituiranog derivata 49, koji se nalazi u nesto

visem polju (6= 120,49 ppm).
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Tablica 5. Kemijski pomaci protona i ugljikovih atoma triazolnog prstena: a) uracilne i b)

uridinske serije izrazeni u ppm.

a) b)
R N2
/..
\
N 2'
OH
le)
HO OH
Spoj R CH-5" (ppm) [ C-4'(ppm) | C-5' (ppm) Spoj R CH-5" (ppm) [ C-4" (ppm) |  C-5" (ppm)
o OCHg
19 /\0 8,08 139,38 122,76 46 847 nije izasao 124,09
O><O
o OCH;
20 H 8,12 139,96 114,33 47 (m 8,31 138,50 12321
o ocH, HO OH
[e]
i m 8,03 139,15 122,29 8 %%g\o )J\’< 8,49 139,10 12341
O><O
o OCH.
2 m s 8,03 138,87 122,74 49 H 8,12 137,15 120,49
HO OH
o
o ~
»7 oH 8,02 138,86 122,58 50 %@( 8,42 138,62 123,90
[¢]
HO OH
28 %\”/o\/ 8,05 138,97 123,37 o m 841 138,94 122,59
[e]
OH CHz)
29 8,02 138,76 122,41 50 835 138,48 122,30
30 m 8,02 136,17 122,03 53 %ﬂ Q 8,45 138,66 123,97
O\/@
3 w 8,06 135,40 123,45 54 m 8,43 138,71 123,98
o
°<
32 8,02 138,90 122,29 55 &%ﬁv 832 138,58 122,89
/(CHﬁ))/©
33 Fe 7,98 138,87 121,86

Monosupstituirani triazol derivata 20 teoretski moze egzistirati u tri tautomerna oblika (Shema

10), a jednako tako i uracil ima svoje tautomerne oblike (nisu prikazani na Shemi 10).
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1'H-4"-uracil 2'H-4"-uracil 1'H-5"-uracil
a b c

Shema 10. Moguc¢i tautomerni oblici triazolnog prstena derivata 20 (R = H) i 49 (R = riboza).

Rezultati ab initio prora¢una na nivou B3LYP/6-31G* baznog skupa na sustavu 4-fenil-1,2,3-
triazola pokazuju da takve specije mogu egzistirati kao smjesa tautomernih oblika: a 1'H-4'-fenil,
b 2'H-4'-fenil i ¢ 1'H-5"-fenil od kojih je tautomer b najstabilniji, zatim slijedi tautomer a (ima za
16,5 kJ mol™ viSu energiju) i najnestabilniji je tautomer ¢ (s energijom 20,1 kJ mol™) te je i
najmanje vjerojatan. Pokazano je da u plinovitoj fazi egzistira samo tautomer b dok u vodenoj

otopini (NMR studij) postoji smjesa a i b tautomera.?®®

Stoga je ocekivano da ¢e i monosupstituirani C5-triazolni derivat uracila 20 biti smjesa
tautomera u otopini. Medutim, iz "H NMR spektra spoja 20 vidljivi su progireni signali samo za
protone NH skupina [14,87 (bs, 1H, NH-1"), 11,40 (bs, 2H, NH-1, NH-3)] §to je uobicajeno, dok
se signal H-5' protona triazolnog prstena (6 = 8,12 ppm) pojavljuje kao ostar singlet (Slika 15).
To potvrduje da spoj 20 nije smjesa triazolnih a i b tautomera (Slika 14) u otopini DMSO-d.
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Slika 15. *H NMR spektar spoja 20 u DMSO-ds.
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Monosupstituirani C5-triazolni uridinski derivat 49 s istom vjerojatno$¢u moze egzistirati u dva

tautomerna oblika (a i b, Slika 14) triazolnog prstena u otopini.
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Slika 16. 'H NMR spektar spoja 49 u DMSO-dg.

'H NMR spektar spoja 49, osim prosirenih signala protona NH skupina[15,06 (bs, 1H, NH-1"),
11,65 (bs, 1H, NH-3)], sadrzi i prosireni signal H-5" protona triazolnog prstena (¢ = 8,12 ppm,

Slika 16) §to je indicija ravnoteZe tautomernih oblika triazola u otopini DMSO-d.

4.3.3. Rezultati protutumorske aktivnosti spojeva uracilne i uridinske serije

Novosintetizirani 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati uracila odnosno uridina pokazali su
jako, srednje jako, odnosno slabo antiproliferativno djelovanje, a neki derivati uopée ne pokazuju
protutumorsku aktivnost s obzirom na koriStenu stani¢nu liniju, koncentraciju i strukturu
primijenjenog spoja. Svi testirani spojevi ispitivani su u rasponu koncentracija od 1-10* do 1.10°
"M.

Rezultati antiproliferativnhog djelovanja C5-triazolnih derivata uracila na normalnim MDCK
stanicama (Slika 17. a)) pokazuju da u koncentraciji od 10* M N1'-benzilni derivat 30 i N1'-
benzil acetatni derivat 31 inhibiraju rast stanica za vise od 90 %. Ostali derivati uracilne serije
(19, 25, 26, 28, 29 i 33) u najvecoj ispitanoj koncentraciji (10 M) imaju slabo izraZeno
inhibitorno djelovanje (6-31 %), a monosupstituirani C5-triazolni derivat uracila 20 i N1'-

metoksietilenski derivat 32 uopce ne utjeCu na rast normalnih MDCK stanica. To ukazuje na
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Cinjenicu da ispitani spojevi, osim derivata 30 i 31, nisu izrazito citotoksi¢ni za normalne stanice.
U nizim koncentracijama (10 °~10"" M) antiproliferativno djelovanje novosintetiziranih derivata
uracilne serije se smanjuje (c = 10> M iznosi 3-35 %, ¢ = 10°® M iznosi 1-27 %, ¢ = 10 ' M

nema djelovanja).

Antiproliferativno djelovanje derivata uridinske serije (Slika 17. b)) slabo je izrazeno i u
koncentraciji od 10* M iznosi 0-20 %. U nizim koncentracijama (10°-10" M) slabo izrazenu
aktivnost (< 20 %) pokazuje samo ferocenski derivat 52 dok ostali spojevi (45-51, 53 i 55)

uopce ne utjecu na rast normalnih MDCK stanica.
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Slika 17. U¢inak derivata: a) uracilne i b) uridinske serije na rast normalnih MDCK stanica.
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Ispitivanje Cb5-triazolnih derivata uracila na stani¢noj liniji adenokarcinoma grli¢a vrata
maternice (HeLa) (Slika 18. a)) pokazalo je da u koncentraciji od 10 M najjace djelovanje na
rast tumorskih HelLa stanica imaju N1'-benzilni derivat 30 i N1'-benzil acetatni derivat 31
(inhibicija rasta > 95 %). Fleksimer 26 u koncentraciji od 10 M inhibira rast HeLa stanica za 48
% dok je djelovanje ostalih derivata (19, 20, 25, 28, 29, 32 i 33) slabije izrazeno (1640 %). U
nizim koncentracijama (10 i 10° M) inhibitorno djelovanje derivata uracilne serije na rast
HeLa stanica je jo§ manje izrazeno (c = 10° M iznosi 7-35 %, ¢ = 10° M iznosi 3-26 %). Pri
tom u koncentraciji od 107° i 10°° M derivat 28 nema djelovanije, a u koncentraciji 10 ° M utjecaj
na rast stanica adenokarcinoma ne pokazuju ni fleksimer 26 niti N1'-benzilni derivat 30. Najbolji
rezultat inhibicije rasta Hela stanica u koncentraciji 10°® M pokazuje N1-hidroksietilenski

derivat 29 s gotovo 50 %-tnim uc¢inkom.
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Antiproliferativno djelovanje derivata uridinske serije (Slika 18. b)) na rast HeLa stanica slabo je
izrazeno u koncentraciji od 10* M. Najjade djelovanje pokazuju N1"-benzilni derivat 51 i
ferocenski derivat 52 s inhibicijom rasta stanica od oko 30 %, 5-etiniluridin 45 inhibira rast HeLa
stanica za 25 % dok ostali spojevi (46-50, 53 i 55) imaju jo$ slabije izrazeno antiproliferativno
djelovanje (1020 %). U nizim koncentracijama (10 °-10" M) svi derivati uridinske serije imaju

slabo inhibitorno djelovanje (< 15 %) na rast HeLa stanica.
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Slika 18. Ucinak derivata: a) uracilne i b) uridinske serije na rast stanica adenokarcinoma grli¢a
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vrata maternice (HelLa).

Najbolje rezultate antiproliferativne aktivnosti derivata uracilne serije na rast stanica karcinoma
debelog crijeva (CaCo-2) (Slika 19. a)) u koncentraciji od 10* M ponovno pokazuju N1'-
benzilni derivat 30 i N1'-benzil acetatni derivat 31 s inhibicijom rasta stanica vecom od 90 %
dok se aktivnost u nizim koncentracijama (10 °~10"" M) znagajno smanjuje (< 24 %). Aktivnost
ostalih derivata (19, 20, 25, 26, 28 i 32) u najviSoj koncentraciji (1074 M) iznosi 5-29 % dok
spojevi N1'-hidroksietilenski derivat 29 i ferocenski derivat 33 uopée ne pokazuju djelovanje. U
nizoj koncentraciji (10 M) inhibitorna aktivnost derivata 20, 26, 30 i 31 je u intervalu 2-23 %
dok ostali spojevi (19, 28, 29, 32 i 33) ne pokazuju djelovanje na rast CaCo-2 stanica. Najbolji
rezultat u koncentraciji 10> M daje fleksimer 25 s inhibicijom rasta od 40 %. U koncentraciji 10~
® M inhibitorno djelovanje derivata 19, 20, 25, 31 i 32 je u intervalu 3-29 % dok drugi ispitani
spojevi (26, 28, 29, 30 i 33) nemaju djelovanje.

Djelovanje derivata uridinske serije (Slika 19. b)) na rast stanica karcinoma debelog crijeva slabo
je izrazeno, a najbolji rezultat u koncentraciji od 10* M daju 5-etiniluridin 45 s inhibicijom rasta

stanica od 35 % i ferocenski derivat 52 s inhibicijom rasta stanica od 25 %. Aktivnost ostalih
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derivata manja je od 10 %, a vecina, niti u jednoj od ispitanih koncentracija ( 10°-107 M), ne

pokazuje inhibitorno djelovanje na rast CaCo-2 stanica.
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Slika 19. U¢inak derivata: a) uracilne i b) uridinske serije na rast stanica karcinoma debelog
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Rezultati ispitivanja inhibitorne aktivnosti derivata uracilne serije na rast stanica
bronhioalveolarnog karcinoma plu¢a (NCI-H358) (Slika 20. a)) pokazuju da u koncentraciji od
10* M najjage djelovanje imaju N1'-benzil acetatni derivat 31 i N1'-metoksietilenski derivat 32 s
inhibicijom rasta NCI-H358 stanica ve¢om od 90 % dok se aktivnost u nizim koncentracijama
(10°-10"" M) znaajno smanjuje (< 26 %). N1'-benzilni derivat 30 inhibira rast NCI-H358
stanica za 27 % u koncentraciji 10 M dok inhibitorna aktivnost ostalih derivata nije veéa od 19

% i smanjuje se smanjenjem koncentracije.

Profil bioloske aktivnosti derivata uridinske serije (Slika 20. b)) na rast NCI-H358 stanica je
sli¢an. U najviSoj koncentraciji (10 M) imaju inhibitornu aktivnost u intervalu 25-55 %, a
potom se aktivnost svih ispitanih derivata smanjuje smanjenjem koncentracije. Zasti¢eni triazolni
uridinski konjugat 46 i N1'-metoksietilenski derivat 55, u svim nizim koncentracijama (10°-10""

M) djeluju ¢ak stimulativno na rast NCI-H358 stanica.
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Slika 20. U¢inak derivata: a) uracilne i b) uridinske serije na rast stanica bronhioalveolarnog

karcinoma plu¢a (NCI-H358).

Aktivnost uracilnih derivata na rast stanica kroni¢ne mijeloidne leukemije u blasti¢noj krizi
(K562) (Slika 21. a)) u koncentraciji od 10 M najveéa je za N1'-benzilni derivat 30, N1'-benzil
acetatni derivat 31 i ferocenski derivat 33 (inhibicija rasta stanica > 90 %), za N1'-
metoksietilenski derivat 32 inhibicija iznosi 72 % dok ostali spojevi (19, 20, 25, 26, 28 i 29)
pokazuju srednje jako inhibitorno djelovanje na rast K562 stanica (34-51 %). U koncentraciji od
10° M najjade inhibitorno djelovanje pokazuju N1'-benzilni derivat 30 (31 %) i N1-
metoksietilenski derivat 32 (30 %) dok je aktivnost ostalih derivata slabije izrazena (3—25 %), a
N1'-metilenpivalat 19 uopée nema djelovanja na rast K562 stanica. U niZoj koncentraciji (10°
M) najvecu inhibitornu aktivnost imaju monosupstituirani C5-triazolni derivat uracila 20 (26 %),
fleksimer 26 (23 %) i N1'-metoksietilenski derivat 32 (24 %) dok je aktivnost ostalih derivata
manja (4-17 %). U najnizoj koncentraciji (10~ M) izdvajaju se N1'-hidroksietilenski derivat 29 s
inhibicijom rasta K562 stanica od 19 % i N1'-metoksietilenski derivat 32 s inhibicijom rasta

stanica od 34 % dok je aktivnost ostalih derivata izrazito mala.

Kod derivata uridinske serije (Slika 21. b)) najveéu aktivnost u koncentraciji od 10 M pokazuiju
5-etiniluridin 45 (65 % inhibicije rasta stanica) i ferocenski derivat 52 (85 % inhibicije rasta
stanica) dok je djelovanje ostalih spojeva slabije izrazeno (35-55 % inhibicije rasta stanica). U
nizoj koncentraciji (10> M) ponovno se izdvaja ferocenski derivat 52 s inhibicijom rasta stanica
od 80 % dok je inhibitorno djelovanje ostalih derivata manje od 40 %. Aktivnost ispitanih
derivata u koncentraciji od 10° M je 30-50 %, a nesto slabije djelovanje pokazuje POM-derivat

48 s inhibicijom rasta stanica od 10 %. U najniZoj koncentraciji (10~ M) inhibicija rasta stanica
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ne pokazuje trend sli¢nosti 1 ovisi isklju¢ivo o supstituentu na triazolnom prstenu, a najbolji
rezultat daje N1"-benzil acetatni derivat derivat 53 (50 % inhibicije rasta stanica) dok POM-
derivat 48 pokazuje ¢ak blagi stimulativni u¢inak na rast K562 stanica.
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Slika 21. Ucinak derivata: a) uracilne i b) uridinske serije na rast stanica kroni¢ne mijeloidne
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leukemije u blasti¢noj krizi (K562).

Antiproliferativna aktivnost na leukemije T-stanica (Jurkat stani¢na linija) ispitana je samo za
derivate uracilne serije (Slika 22). Rezultati pokazuju srednje jako inhibitorno djelovanje
ispitanih derivata na rast Jurkat stanica u koncentraciji od 10* M (35-59 % inhibicije rasta
stanica) s jace izraZzenim djelovanjem N1'-benzil acetatnog derivata 31 i N1'-metoksietilenskog
derivata 32 (> 80 % inhibicije rasta stanica). U nizim koncentracijama (10°-10" M) veéina
spojeva ne pokazuje inhibitorni nego stimulativni uc¢inak na rast Jurkat stanica, a iznimka su N1'-
benzilni derivat 30, N1'-metoksietilenski derivat 32 i ferocenski derivat 33 koji u koncentraciji
od 10° M pokazuju inhibitorno djelovanje na rast stanica od 49, 21 odnosno 11 %. U
koncentraciji od 10° i 10" M N1'-metoksietilenski derivat 32 pokazuje 28 %-tni inhibitorni
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Slika 22. U¢inak derivata uracilne serije na rast leukemije T-stanica (Jurkat).
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Ispitivanjem aktivnosti derivata uracilne serije na rast limfom T-stanica (HuT 78) (Slika 23. a))
dobiveni su rezultati koji pokazuju da najjace djelovanje u koncentraciji od 104 M imaju N1'-
benzil acetatni derivat 31 (100 %-tna inhibicija rasta stanica) i N1'-metoksietilenski derivat 32
(91 % inhibicije rasta stanica). Inhibitorna aktivnost ostalih derivata iznosi 41-64 %. U nizoj
koncentraciji (10° M) izdvajaju se derivati N1'-benzilni derivat 30, N1'-benzil acetatni derivat
31 i N1'-metoksietilenski derivat 32 s inhibicijom od oko 40 % dok je inhibitorna aktivnost
ostalih derivata manja od 13 %. U najnizim koncentracijama (10° i 10~ M) isti¢e se samo N1'-
metoksietilenski derivat 32 s inhibicijom rasta stanica od 29 % odnosno 39 %, a aktivnost ostalih

derivata je slabo izrazena.

Uridinska serija spojeva (Slika 23. b)) pokazuje sli¢an trend inhibitornog djelovanja na rast HuT
78 stanica pri ¢emu se u koncentraciji od 10™* M izdvajaju 5-etiniluridin 45 i ferocenski derivat
52 s najvecom inhibicijom rasta stanica (> 90 %) dok je aktivnost drugih derivata nesto manja
(50-75 % inhibicije rasta stanica). U nizim koncentracijama (10°-10"" M) inhibitorno

djelovanje svih derivata na rast HUT 78 stanica je manje od 30 %.
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Slika 23. Uc¢inak derivata: a) uracilne i b) uridinske serije na rast limfoma T-stanica (HuUT 78).

Antiproliferativno djelovanje derivata uracilne serije na rast stanica Burkittovg limfoma (Raji)
(Slika 24. a)) je srednje jako izraZeno. U koncentraciji od 10 M izdvajaju se N1'-benzilni
derivat 30, N1'-benzil acetatni derivat 31 i ferocenski derivat 33 s inhibicijom rasta stanica
vecom od 90 % dok je aktivnost ostalih derivata slabije izrazena (33—53 % inhibicije). U nizim
koncentracijama (10°-10"" M) antiproliferativna aktivnost svih ispitanih derivata manja je od 10
% osim derivata 30 &ija inhibitorna aktivnost u koncentraciji 10> M iznosi 33 % i derivata 33 s

28 %-tnim inhibitornim u¢inkom:.
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Inhibitorno djelovanje derivata uridinske serije (Slika 24. b)) na rast Raji stanica slabo je
izrazeno, a od svih ispitanih derivata u koncentraciji od 10 i 10° M izdvaja se ferocenski
derivat 52 s nesto jaom inhibitornom aktivno$c¢u na rast Raji stanica (90 % odnosno 60 %).
Antiproliferativna aktivnost ostalih derivata u koncentraciji od 10 M nije ve¢a od 35 %, a

biljezi i trend smanjenja sa smanjenjem koncentracije.
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Slika 24. U¢inak derivata: a) uracilne i b) uridinske serije na rast stanica Burkittovog limfoma
(Raji).

4.3.4. Odnos strukture i bioloske aktivnosti C5 supstituiranih triazolnih derivata

uracilne i uridinske serije
Promatramo li odnos aktivnosti spojeva uracilne i uridinske serije, mozemo zakljuciti sljedece:

e Novosintetizirani spojevi iz uracilne serije (fleksimeri i C5-triazolni derivati uracila) nisu
izrazito citotoksi¢ni (0-30 %) za normalne MDCK stanice (10-107" M) izuzevsi N1'-
benzilni derivat uracila 30 i N1'-benzil acetatni derivat uracila 31, koji samo u najvisoj
koncentraciji (10~* M) inhibiraju rast MDCK stanica za vise od 90 %.

e Novosintetizirani spojevi iz uridinske serije (uridinski konjugati i C5-triazolni derivati
uridina) nisu citotoksi¢ni za normalne MDCK stanice u svim ispitivanim koncentracijama
(10°-10" M)

e Opcenito mozemo re¢i da je antiproliferativno djelovanje spojeva uridinske serije na
stanice humanih karcinoma (HeLa, CaCo-2 i NCI-H358) slabo izrazeno dok iz uracilne

serije neki spojevi imaju aktivnost. Suprotno je u slucaju antiproliferativnog djelovanja
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na stanice leukemija (K562 i Jurkat) i stanice limfoma (HuT 78) gdje uridinska serija

pokazuje bolje djelovanje od uracilne serije.

Ako usporedimo supstituente na N1' polozaju triazola kod uracilne serije odnosno na N1"

poloZaju triazola kod uridinske serije i njihove bioloske rezultate, vidljivo je sljedece:
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N1' slobodni triazolni derivat uracila 20 ne pokazuje znacajnu inhibitornu aktivnost u
koncentracijama 10°~10"" M niti na jednoj od ispitivanih stani¢nih linija. Isto tako se
ponasa i N1" slobodni triazolni derivat uridina 49 na normalnim MDCK stanicama i na
stanicama humanih karcinoma (HeLa, CaCo-2 i NCI-H358). Medutim, uridinski derivat
49 pokazuje interesantnu, ujednacenu inhibiciju (40 %) rasta stanica leukemija K562 u
svim koncentracijama (10*-10" M).

Kod uracilnih fleksimera 25 i 26 i uridinskih konjugata 46 i 47 gdje je u N1' odnosno N1"
polozaju triazola vezana riboza, spojevi uridinske serije nemaju antiproliferativno
djelovanje na normalne MDCK stanice niti na stanice humanih karcinoma (HeLa, CaCo-
2 i NCI-H358). Uridinski konjugat 46 pokazuje ujednacenu inhibiciju od 40 % na
stanicama leukemije (K562) u svim koncentracijama, dok uridinskom konjugatu 47, sa
slobodnim OH skupinama riboze, opada inhibicija (50-0 %) smanjenjem koncentracije
(10°-10"" M). Suprotno, uracilni fleksimeri 25 i 26 ne pokazuju aktivnost na stanicama
leukemija i limfoma, ali izdvajamo uracilni fleksimer 25 s 40 %-tnom inhibicijom rasta
CaCo-2 stanica (10> M).

Pivaloiloksimetilni derivati 19 kod uracila i 48 kod uridina te etil acetatni derivati 28 kod
uracila i 50 kod uridina nisu citotoksi¢ni za normalne MDCK stanice, stanice humanih
karcinoma niti pokazuju inhibiciju na stanicama leukemija i limfoma u svim ispitivanim
koncentracijama.

Uoceno je da spojevi koji za supstituent na N1'/N1" polozaju triazola imaju aromat ili
metoksietilensku/hidroksietilensku skupinu daju interesantne rezultate inhibicije.

Spojevi uracilne serije, N1'-benzilni derivat 30 i N1"-benzil acetatni derivat 31 pokazuju
izrazitu citotoksi¢nost (> 90 %) u koncentraciji od 10 M, na veéini ispitanih stani¢nih
linija. Iznimka su stani¢ne linije NCI-H358, HUT 78 i Jurkat. N1'-benzilni derivat 30

pokazuje 50 %-tnu inhibiciju rasta Jurkat stanica u koncentraciji od 10° M, a najbolji



rezultat s 50 %-tnim ucinkom inhibicije HelLa stanica pokazuje N1'-hidroksietilenski
derivat 29 (10°° M).

N1'-metoksietilenski derivat 32 u najve¢oj koncentraciji (10* M) pokazuje jaku
inhibiciju rasta NCI-H358 (> 90 %), K562 (72 %), Jurkat (> 80 %) i HUT 78 (91 %)
stanica.

U nizim koncentracijama (10 °-10"" M) istiGe se derivat 30 s 50-30 %-tnom inhibicijom
rasta stanica leukemije (Jurkat) i limfoma (HuT 78 i Raji).

Spojevi uridinske serije, N1"-benzilni derivat 51, N1"-benzil acetatni derivat 53 i N1"-
metoksietilenski derivat 55 nisu citotoksi¢ni za normalne MDCK stanice ni za stanice
humanih karcinoma (HelLa, CaCo-2 i NCI-H358) u svim ispitivanim koncentracijama
(107°-10"" M).

Medutim, znacajno antiproliferativno djelovanje na rast leukemijskih K562 stanica
pokazuju N1"-benzil acetatni derivat 53 i N1"-metoksietilenski derivat 55 s 50 %-tnom
inhibicijom i N1"-benzilni derivat 51 s 40 %-tnom inhibicijom u svim koncentracijama
(107°-10"" M).

Ferocenski derivati uracila 33 i uridina 52 nemaju antiproliferativno djelovanje na
normalne MDCK stanice ni na stanice humanih karcinoma (HeLa, CaCo-2 i NCI-H358).
Ferocenski derivat uracila 33 inhibira rast K562 i Raji stanica za vise od 90 % i pokazuje
40 %-tnu inhibiciju rasta Jurkat i HUT 78 stanica, ali samo u najvisoj koncentraciji (10~
M).

Uridinski ferocenski derivat 52 ima jaku inhibiciju rasta HUT 78 stanica (> 90 %) u
koncentraciji od 10 M koja se smanjuje na 30-10 % smanjenjem koncentracije (10 °—
10" M). Sli¢ni rezultati dobiveni su i na Raji stani¢noj liniji s inhibicijom rasta 90—40 %
(10*-10° M), no ovdje treba istaknuti da je to jedini spoj iz uridinske serije koji
pokazuje antiproliferativno djelovanje na rast stanica Burkittovog limfoma (Raji).
Najbolji rezultati dobiveni su na K562 stanicama gdje ferocenski derivat 52 ima jaku
inhibiciju (80-85 %) u koncentracijama 10°-10° M i 40 %-tnu inhibiciju u
koncentracijama 10 °-10~" M.
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4.4. N-1-sulfoniluracilni C5 supstituirani 1,2,3-triazolni derivati

Nedavno su u naSem laboratoriju kombinacijom dviju zasebno bioloski aktivnih komponenti,
fragmenta sulfonilciklouree i pirimidinske baze, sintetizirani novi N-1-sulfonilpirimidinski
derivati,?®*#**? koji su pokazali znaajnu protutumorsku aktivnost u in vitro i in vivo uvjetima.
U usporedbi s 5-FU, kod nekih je derivata dokazan deset puta snazniji inhibicijski ucinak na
stanice tumora dok je djelovanje na normalne humane stanice bilo zna¢ajno manje. Pokazano je
da ovi spojevi inhibiraju aktivnost nekih enzima koji sudjeluju u sintezi DNA i RNA kao i u de
novo sintezama pirimidina i purina,®* a neki od njih su pokazali i moguénost indukcije apoptoze
u tretiranim tumorskim stanicama.®* In vivo eksperimenti pokazali su da N-sulfonilcitozinski
derivati pokazuju zna¢ajnu protutumorsku aktivnost na modelu mi§jeg karcinoma,” a napravljena

su i dodatna ispitivanja mehanizma djelovanja ovih spojeva i toksikoloska ispi‘[ivanja.ﬁ’7

Kao nastavak istrazivanja u ovom podruéju odluéili smo pripraviti i N-1-sulfoniluracilne C5
supstituirane 1,2,3-triazolne derivate kao novu seriju spojeva. Obzirom da su C5 supstituirani
1,2,3-triazolni derivati uracilne serije pokazali bioloSku aktivnost, njihovom dodatnom
strukturnom modifikacijom uvodenjem nove bioloski aktivne komponente, sulfonilnog
fragmenta, ocekivali smo i zanimljive bioloske odgovore. Osim toga, znacajan interes za sintezu
ove serije spojeva potaknula je i ¢injenica da se oni strukturno razlikuju od analognih 1,2,3-
triazolnih derivata uridinske serije samo u domeni SecCera. Naime, Se¢erna je komponenta
zamijenjena sulfonilnim supstituentom pa je stoga i u tom pogledu zanimljivo usporediti

bioloSke odgovore strukturnih analoga.

4.4.1. Metode sinteze C5-triazolnih N-1-sulfoniluracilnih derivata

U svrhu sinteze zeljenih C5-triazolnih N-1-sulfoniluracilnih derivata ispitane su razli¢ite metode
kondenzacije kako bi se pronasli optimalni uvjeti priprave. Primjenom metode razvijene u nasem
laboratoriju najprije je provedena reakcija kondenzacije derivata 19 s 5-bromtiofen-2-sulfonil
kloridom (Metoda 1) (Shema 11). Za aktivaciju nukleobaze upotrijebljen je N,O-
bis(trimetilsilil)acetamid (BSA) u acetonitrilu.
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Shema 11. Sintetski put priprave C5-triazolnog N-1-sulfoniluracilnog derivata 34 metodom

sililiranja s BSA.

Prednost metode sililiranja s BSA je u tome sto dodatkom sililirajuceg reagensa u acetonitrilu
nastali hidroliti¢ki nestabilan meduprodukt A (Shema 11) nije potrebno izolirati, ve¢ se u nastalu
otopinu ohladenu na 0 °C izravno dodaje 5-bromtiofen-2-sulfonil klorid i zatim se reakcijska
smjesa refluksira 1 h. U slucaju upotrebe HMDS-a kao sililirajuceg reagensa, visak reagensa koji
je ujedno i otapalo morao bi se ukloniti prije dodatka propargil bromida. Za to vrijeme nestabilni

2,4-disililpirimidin mogao bi hidrolizirati s vlagom iz zraka.

Metodom sililiranja s BSA pripravljen je derivat 34 u vrlo slabom iskoristenju (15 %) te je stoga
njegova sinteza provedena uz drugaciju aktivaciju nukleobaze, metodom kondenzacije s DBU-

om u DMF-u na sobnoj temperaturi (Metoda 2).
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Ovom metodom postignuto je dobro reakcijsko iskoriStenje (70 %) te je ona primijenjena i kod
sinteze drugih C5-triazolnih N-1-sulfoniluracilnih derivata 37, 38, 39 i 41 (Tablica 6) s

aromatskim (p-toluensulfonilnim) i heteroromatskim (5-bromtiofen-2-sulfonilnim) supstituentom

na N-1-sulfonilnoj grupi.

Tablica 6. C5-triazolni N-1-sulfoniluracilni derivati.
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C5-triazolni N-1-sulfoniluracilni derivati 34, 37, 38 i 41 dobiveni su u dobrim reakcijskim

iskoriStenjima, jednostavnom izolacijom produkata uglavnom kristalizacijom iz metanola, a

iznimku ¢ini spoj 39 koji je dobiven u neSto nizem iskoriStenju. To objasnjavamo €injenicom da

je 5-bromtiofen-2-sulfonil klorid nestabilan reagens koji se raspada u primijenjenim uvjetima

reakcije.
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Hidrogenolizom derivata 39 uz katalizator Pd/C pri sobnoj temperaturi nije uklonjena benzilna
zastita (ni nakon primjene viSe temperature, tlaka i vremena hidrogeniranja) ve¢ je samo

eliminiran brom iz tiofena i dobiven je produkt 40 u 92 %-tnom iskoristenju.

4.4.2. Priprava N1' slobodnih C5-triazolnih N-1-sulfoniluracilnih derivata

U nastavku rada zeljeli smo ukloniti supstituente na N1' polozaju i tako prirediti C5-triazolne N-

1-sulfoniluracilne derivate sa slobodnom NH skupinom u triazolnom prstenu.

Uklanjanje N-benzilne skupine, za razliku od O-benzilne grupe, ponekad je otezano ili
jednostavno ne ide uz hidrogeniranje s vodikom uz Pd/C kao katalizator. S druge strane, poznato
je da se razne dvostruke veze ugljik-ugljik u olefinima i a,B-nezasi¢enim ketonima ucinkovito
reduciraju koriste¢i amonijev formijat kao sredstvo prijenosa vodika u prisustvu Pd/C
katalizatora u refluksirajuéem metanolu.”* Isto tako transfer hidrogeniranje koristenjem Pd/C
katalizatora uz mravlju kiselinu daje brzo i jednostavno uklanjanje O-benzilnih skupina

ugljikohidrata.?*

Kako bismo uklonili benzilnu zastitnu skupinu odabrali smo tiofenski derivat 40, dobiven
hidrogenolizom bromtiofenskog derivata 39, te smo proveli transfer hidrogeniranje uz amonijev
formijat i katalizator Pd/C (Shema 12). Medutim, u primijenjenim reakcijskim uvjetima nije
doslo do uklanjanja zastitne grupe ve¢ do pucanja N-S veze te je iz reakcijske smjese izoliran
derivat 30 u kvantitativnom iskoristenju. Ovo potvrduje nestabilnost N-S veze u danim

reakcijskim uvjetima kao i nemoguénost uklanjanja N-benzilne skupine s N1' triazola.
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Shema 12. Pokusaj priprave derivata 40A deprotekcijom N1' poloZzaja triazola 40.

Kako redukcijom derivata 40 nije dobiven zeljeni produkt 40A, odlucili smo provesti reakciju
deprotekcije pivaloiloksimetil derivata 34 (Shema 13) analognom metodom kojom je dobiven
slobodni 5-triazoliluracil 20 (Shema 6). Ovim sintetskim pristupom u vise pokusaja u kra¢em (1
h) odnosno duzem (4 h) vremenu reakcije takoder nije dobiven Zeljeni spoj 35, a na TLC-plocici
uocen je niz mrlja od kojih dvije prema R; vrijednostima odgovaraju pivaloiloksimetilnom
derivatu 19 i slobodnom 5-triazoliluracilnom derivatu 20. Izolirana je i 5-bromtiofen-2-il
sulfonska kiselina (potvrda *H NMR-om) $to potvrduje da ni u bazi¢nim uvjetima ove reakcije

N-S veza nije stabilna i da prvo dolazi do njenog pucanja.
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Shema 13. Pokusaj priprave derivata 35 deprotekcijom spoja 34.

Na temelju steenih iskustava deprotekcije N1' polozaja triazola zakljucili smo da N-S veza u
primijenjenim reakcijskim uvjetima nije stabilna te jednom izolirani N1' supstituirani triazolni

derivati N-1-sulfoniluracila nisu pogodni za daljnju modifikaciju.

Stoga je za sintezu zeljenih N1' slobodnih triazolnih derivata supstituiranih sulfonilnim
fragmentima u poloZaju NI upotrijebljen drugi sintetski pristup. Provedene su reakcije
kondenzacije sa slobodnim 5-triazoliluracilnim derivatom 20, uz 5-bromtiofen-2-sulfonil Klorid i
p-toluensulfonil klorid (TsCl) uz upotrebu razli¢itih baza. Za ocekivati je da se sulfonilni
supstituenti vezu na N1 polozaj uracila, ali postoji i mogucnost vezivanja na N3 polozaj uracila

ili N1' polozaj triazola.

U reakciji kondenzacije sa slobodnim 5-triazoliluracilnim derivatom 20 i spomenutim sulfonil
kloridima (Shema 14) uz relativno slabu bazu piridin ili uz DBU u oba slucaja izoliran je ishodni
spoj 20 (> 70 %), a tankoslojnom kromatografijom uocene su mrlje sulfonilnih reagensa kao i

njihovi raspadni produkti, odgovarajuée sulfonske kiseline.

179



1. DBU/DMF, 1,5- 2 h, s.t.
2.s5.t. > 0°C, R%-S0,CI

o) l N\H 3.0°C —>st,30min-1h
P N
HN N
)\ | 1. Piridin, s.t.
o) N 2.s.t. > 0°C, R%-S0,CI
H 3.0°C—>st,4-24h -

Rl= Br\@/ , ch@

Shema 14. Pokusaj priprave derivata N-1-sulfonilnih derivata 35 i 36.

Pod tim uvjetma, iako su reakcije provedene na sobnoj temperaturi u strogo bezvodnim uvjetima,
s vremenom dolazi do raspada reagensa. Medutim, mozda i nastaju zeljeni produkti koji se zatim
u bazi¢nim uvjetima hidroliziraju u ishodni spoj 20 i odgovarajuce sulfonske kiseline. Proveden
je pokus kondenzacije slobodnog 5-triazoliluracila 20 s TsCl uz jaku bazu K,COj3 u dioksanu
odnosno DMF-u (Shema 15).

[ ) »
N Y
HN N K,COj, TsCI HN | N

)\ | dioksan, 3 h, refluks )\
(0] N (0] N

H I

: . SO,
20 36

Shema 15. Kondenzacija N1' slobodnog triazola 20 s TsCl-om i priprava derivata 36.

Kondenzacijom u dioksanu na temperaturi refluksa kroz 3 h na TLC-ploc€ici uocena je jedna
nova mrlja. ESI-MS analizom izoliranog produkta dobiven je maseni spektar spoja 36 tj.
asigniran je pik pri m/z 356 koji odgovara aduktu [M+Na]" (Slika 25).
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Slika 25. ESI-MS spektar spoja 36 u pozitivnom modu snimljen u MeOH (TIC kromatogram).

Na masenom spektru spoja 36 u negativnom modu (Slika 26) asigniran je pik pri m/z 332 koji
odgovara aduktu [M-H] i pik pri m/z 687 koji odgovara aduktu [M,+Na] .

Peak List
m/z z |Abund
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mn .28?,8 l. L 687.9 1 |200.7
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Slika 26. ESI-MS spektar spoja 36 u negativnom modu snimljen u MeOH (TIC kromatogram).

Spektar produkt iona snimljen u pozitivnom modu (m/z 334) asigniran je kao [M+H]" adukt
(Slika 27) i daje jos dva znacajnija signala (m/z 155 i m/z 91) za koje se na temelju spektra

pretpostavlja da odgovaraju fragmentima prikazanima na Shemi 16.
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Slika 27. Spektar produkt iona (m/z 334) koji je asigniran kao [M+H]" adukt (pozitivan mod).
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Shema 16. Moguca fragmentacija spoja 36 pretpostavljena na temelju spektra produkt iona (m/z
334).
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Slika 28. Spektar produkt iona (m/z 332) koji je asigniran kao [M-H] ™ adukt (negativan mod).
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Spektar produkt iona snimljen u negativnom modu (m/z 332) asigniran je kao [M-H] adukt
(Slika 28) i daje jos jedan znacajan signal (m/z 177) za koji se na temelju spektra pretpostavlja da

odgovara fragmentu prikazanom na Slici 28.

Obzirom da je iz reakcijske smjese u dioksanu izolirano vise od 50 % neizreagiranog polaznog
spoja 20 reakcija je ponovljena u DMF-u. Tako je postignuta homogena reakcijska smjesa i
izoliran je produkt 36 u 11 %-tnom iskoriStenju (Metoda 1). Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da se u
trenutku prekida reakcije na TLC-plocici nisu vidjeli tragovi polaznog spoja 20 pretpostavka
koja moze objasniti nisko reakcijsko iskoriStenje je da se nastali produkt raspada tijekom obrade
reakcijske smjese. Tome u prilog govori i ¢injenica o nestabilnosti N-S veze §to je potvrdeno iz

ranije opisanih metoda priprave N1' slobodnih N-1-sulfoniluracilnih 1,2,3-triazolnih derivata.

Kako bismo postigli bolje iskori§tenje primjenili smo i kondenzacijsku metodu uz BSA reagens

(Shema 17).

BSA
o NH
I N CHCN
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HN | N refluks
O)\N
H — —
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R%-50,Cl
refluks, 2-3h
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o / \N
4
35 R1= BI’\§3J/ HN | N
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36 Rl= mc@ 0
R ?
35, 36

Shema 17. Sintetski put priprave derivata 35 i 36 sililnom metodom uz BSA.
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Ovom metodom iz reakcijske smjese nakon 3 h refluksa izolirano je 75 % polaznog triazola 20 i
6 % produkta 35. Analogno je provedena i reakcija kondenzacije s TsCl te je iz reakcijske smjese

izolirano 65 % polaznog spoja 20 i 8 % produkta 36 (Metoda 2).

ESI-MS analizom izoliranog dijela dobiven je maseni spektar spoja 35 tj. asigniran je pik pri m/z
404 koji odgovara aduktu [M+H]" i pik pri m/z 426 koji odgovara aduktu [M+Na]" (Slika 29).
Obzirom da spoj u strukturi sadrzi brom, a izotopna raspodjela broma je Br 50,67 % i ®'Br

49,31 % u masenom spektru vidimo oba masena iona (m/z 404 i 406 kao i m/z 426 i 428).
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Slika 29. ESI-MS spektar spoja 35 u pozitivnom modu snimljen u MeOH (TIC kromatogram).

Na masenom spektru spoja 35 u negativnom modu (Slika 30) asigniran je pik pri m/z 402 koji
odgovara aduktu [M-H] . Takoder je vidljiva izotopna raspodjela obzirom na prisutnost broma u

strukturi (maseni ioni pri m/z 402 i 404).
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Slika 30. ESI-MS spektar spoja 35 u negativnom modu snimljen u MeOH (TIC kromatogram).
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Iz svih provedenih pokusa priprave C5-triazolnih N-1-sulfoniluracilnih derivata mozemo
zakljuciti da kondenzacijom N1’ supstituiranin C5-triazolnih uracilnih derivata sa sulfonil
kloridima uz bazu DBU nastaju odgovarajuc¢i produkti, N1’ supstituirani C5-triazolni N-1-

sulfoniluracilni derivati u visokim iskoriStenjima.

Medutim, kondenzacjom N1’ slobodnog 5-triazoliluracilnog derivata 20 sa sulfonil kloridima uz
razli¢ite baze ili sililnom, BSA metodom, ne dolazi do reakcije ili nastaju N1’ nesupstituirani C5-

triazolni N-1-sulfoniluracilni derivati (Slika 31, A) u jako slabim iskoriStenjima.

Reakcijom slobodnog 5-triazoliluracilnog derivata 20 sa sulfonil kloridima bilo je o¢ekivano da
se sulfonilne skupine vezu na N1 polozaj uracila (Slika 31, A). Medutim, kako je ranije
spomenuto, postoji i moguénost vezanja na N3 polozaj uracila (Slika 31, B) ili N1' polozaj
triazola (Slika 31, C), a nije isklju¢eno ni nastajanje disupstituiranih derivata (Slika 31, D i E).
Vjerojatnost nastanka disupstituiranih produkata je najmanja obzirom da takve specije ne bi bile
stabilne u otopini odnosno u bazi¢nim uvjetima. U postupku su teorijski racuni koji ¢e nam dati
bolji uvid u elektronske strukture, kiselost pojedinih NH skupina i jakost N-S veza moguéih

produkata §to b1 moglo pomo¢i pri sintezi Zeljenih spojeva.
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Slika 31. Teoretske mogucnosti supstitucije 5-triazoliluracilnog derivata 20 sa sulfonilnim

kloridima.
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4.4.3. NMR spektri C5-triazolnih N-1-sulfoniluracilnih derivata

Potpuna asignacija signala protona i ugljikovih atoma N-1-sulfoniluracilne serije spojeva
provedena je uz pomo¢ standardnih *H i *C (APT) te 2D; COSY i NOESY tehnika. Sva

mjerenja izvedena su u DMSO-ds.

'H kao i *C NMR spektri N-1-sulfoniluracilnih derivata; 3441 daju karakteristi¢ne kemijske
pomake signala protona [&/ppm: NH-3 (11,5-12,3); H-6 (8,0-8,8)] i ugljikovih atoma [d/ppm: C-
4 (159,8-162,0); C-2 (146,5-153,7); C-6 (132,1-138,7); C-5 (101,0-107,4)] pirimidinske
nukleobaze. Detaljan pregled slijeda pomaka signala molekula prikazan je tabli¢no u prilogu

disertacije.

4.4.4. Protutumorska aktivnost C5-triazolnih N-1-sulfoniluracilnih derivata u

usporedbi s uracilnom i uridinskom serijom

C5-triazolni N-1-sulfoniluracilni derivati 34, 37-41 testirani su u in vitro uvjetima na osam
stani¢nih linija (normalnim stanicama MDCK, stanicama humanih karcinoma; HeLa, CaCo-2 i
NCI-H358, stanicama leukemija; K562 i Jurkat te stanicama limfoma; HuT 78 i Raji). Svi
testirani spojevi ispitivani su u rasponu koncentracija od 1-10* do 1.10" M. Pokazali su jako,
srednje jako, odnosno slabo antiproliferativno djelovanje, a rezultati su prikazani pojedinacno za
svaku od navedenih stani¢nih linija u usporedbi s istim rezultatima dobivenima testiranjem

analognih uracilnih odnosno uridinskih derivata (Tablica 7).
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Tablica 7. Pregled analognih derivata uracilne (19 i 28-31), uridinske (48, 50, 51 i 53) i N-1-

sulfoniluracilne (34 i 37—-41) serije.

RZ
N/
0 I \
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0,
OH

T i 51
" s
o | i i o | o
HIO L] A O HOH oH W HOH oH
CH, CHy
H oH
0,
B! H{\OJ\K 77,4?\'/’ e H{\/ 'ﬁ_{‘\,ij ?1_4:'\\",-9\/@
o

Rezultati na normalnim MDCK stanicama (Slika 32) ukazuju na to da NZ1'-metilenpivalatni
derivat 34 u koncentraciji od 10* M inhibira rast normalnih stanica za vise od 95 % dok
analogni uracilni derivat 19 inhibira rast stanica za 20 %, a uridinski derivat 48 uopc¢e ne djeluje
na rast normalnih MDCK stanica. Antiproliferativno djelovanje ostalih N-1-sulfonilnih derivata,
u koncentraciji od 10* M, slabo je do srednje jako izrazeno (4-45 %). U nizoj koncentraciji (10~
M) najjace inhibitorno djelovanje imaju spojevi N1'-benzilni derivat 40 (26 %) i N1'-benzil
acetatni derivat 41 (20 %) dok je djelovanje ostalih derivata slabo izrazeno. Prema dobivenim
rezultatima evidentno je da svi novosintetizirani N-1-sulfoniluracilni derivati osim N1'-

metilenpivalatnog derivata 34 nisu izrazito citotoksi¢ni za normalne MDCK stanice.
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Antiproliferativna aktivnost N-1-sulfoniluracilnih derivata na rast stanica humanih karcinoma;
HelLa (Slika 33), CaCo-2 (Slika 34) i NCI-H358 (Slika 35) uglavnom je slabo izrazena. Rezultati
pokazuju izrazito jako inhibitorno djelovanje N1'-metilenpivalatnog derivata 34 na rast sve tri
stani¢ne linije u najvisoj koncentraciji od 10* M (> 83 %) dok se u nizoj koncentraciji (10> M)
antiproliferativna aktivnost smanjuje (34 % inhibicije rasta HelLa stanica, 18 % inhibicije rasta
CaCo-2 stanica i 29 % inhibicije rasta NCI-H358 stanica). Za razliku od N1'-metilenpivalatnog
derivata 34 koji pokazuje jako inhibitorno djelovanje u koncentraciji od 10 M, analogni uracilni
N1'-metilenpivalat 19 i uridinski N1"-metilenpivalat 48 nemaju znacajnije inhibitorno
djelovanje. Najbolji rezultati dobiveni su s N1'-benzilnim derivatom 40 koji pokazuje 40 %-tnu
inhibiciju rasta HeLa stanica u koncentracijama 10 °>-10® M, a N1'-etil acetatni derivat 37 i N1*-
hidroksietilenski derivat 38 imaju 40 %-tnu inhibiciju rasta HeLa stanica u koncentraciji od 10™°
M, koja se smanjuje na 3015 % u koncentraciji 10° M. Od analognih uracilnih i uridinskih
derivata jedino uracilni N1'-hidroksietilenski derivat 29 pokazuje 50 %-tni ucinak inhibicije
HeLa stanica (10°° M).
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Slika 33. Usporedba uéinka derivata: a) uracilne; b) uridinske i ¢) N-1-sulfoniluracilne serije na

rast stanica adenokarcinoma grli¢a vrata maternice (HeLa).
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Slika 34. Usporedba ucinka derivata: a) uracilne; b) uridinske i ¢) N-1-sulfoniluracilne serije na

rast stanica karcinoma debelog crijeva (CaCo-2).
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Inhibitorna aktivnost N-1-sulfoniluracilnih derivata na stanice limfoma; Raji (Slika 36) i HuUT 78
(Slika 37) je srednje jako izrazena (51-67 % inhibicije rasta Raji stanica i 29-66 % inhibicije
rasta HUT 78 stanica) u koncentraciji od 10 M. Najjage inhibitorno djelovanje u koncentraciji
od 10 M na rast Raji stanica ima N1'-metilenpivalatni derivat 34 (92 %), a najslabije djelovanje

pokazuje N1'-benzilni derivat 39 (10 %). Isti trend aktivnosti dobiven je i na stanicama HuT 78
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gdje najjace djelovanje ima ponovno derivat 34 koji inhibira rast za 98 %, a najslabije derivat 39

s 30 % inhibicije rasta HUT 78 stanica. U nizim koncentracijama N-1-sulfoniluracilni derivati
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Slika 37. Usporedba ucinka derivata: a) uracilne; b) uridinske i ¢) N-1-sulfoniluracilne serije na

rast limfom T-stanica (HUT 78).

Rezultati bioloskih testova utjecaja dobivenih N-1-sulfoniluracilnih derivata na rast stanica
leukemija [K562 (Slika 38) i Jurkat (Slika 39)] pokazuju jako djelovanje spojeva u koncentraciji
od 10* M (58-93 % inhibicije rasta K562 stanica i 34-98 % inhibicije rasta Jurkat stanica).
Iznimka, kod obje stani¢ne linije, je N1'-benzilni derivat 39 koji djeluje slabo stimulativno na
rast stanica. U nizoj koncentraciji (10° M) djelovanje svih spojeva se smanjuje (< 30 %
inhibicije rasta K562 stanica i < 31 % inhibicije rasta Jurkat stanica). Najbolje inhibitorno
djelovanje na rast Jurkat stanica u koncentraciji od 10> M pokazuje N1'-metilenpivalatni derivat
34 (57 %).
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Slika 39. Uc¢inak derivata N-1-sulfoniluracilne serije na rast stanica leukemija (Jurkat).

Rast staniea (% od kontrole)

34

38

39

40

41

= 104M
B 10°M
= 10°M
= 107M

191



5. ZAKLJUCAK

U nastavku istrazivanja protutumorskih spojeva i pronalaska novih skupina ,,malih molekula”
koje bi imale bolje bioloSke uc¢inke u tretiranju tumorskih stanica u okviru ove doktorske
disertacije sintetizirana su 33 nova spoja iz serije 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata
nukleobaza i1 nukleozida. Antiproliferativno djelovanje 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih
derivata ispitano je (MTT test) na osam stani¢nih linija [normalne stanice (MDCK), stanice
humanih karcinoma (HelLa, CaCo-2 i NCI-H358), stanice leukemija (K562 i Jurkat), stanice
limfoma (HuUT 78 i Raji)].

1,4-Disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati gvanozina i aciklovira

Gvanozin 1 je izabran kao modelni spoj i na njemu su ispitane mogucnosti modifikacija C8
poloZaja, a potom su analognim reakcijama sitetizirani C8 supstituirani 1,2,3-triazolni derivati

aciklovira.

Pronadena je nova metoda sinteze nestabilnog 8-hidrazingvanozina 3 (75 %) u mikrovalnom
reaktoru koji je zatim N-nitrozacijom s nitrozonijevim kationom preveden u 8-azidgvanozin 4 i
na njemu su ispitani uvjeti za Cu(l) kataliziranu 1,3-dipolarnu cikloadiciju (CuAAC) s
terminalnim alkinom. Optimizacijom reakcijskih uvjeta CUAAC rakcije azida 4 i propargilnog
alkohola uz EtsN i 20 %-tni suvisak Cul, u smjesi toluen/MeOH 2:1 dobiven je 1,4-

disupstituirani triazolni derivat 5 (70 %).

Za pripravu C8-triazolnih derivata aciklovira odlu¢ili smo uzeti alkinil alkohole razli¢itih duzina
alifatskog lanca kako bismo utvrdili njihov utjecaj na biolosku aktivnost. Aciklovir 6
transformiran je analognim reakcijama u 8-azido derivat 9. Cikloadicijskim reakcijama iz azida 9
uz komercijalno dostupne terminalne alkine (propargilni alkohol, pent-4-in-1-ol i heks-5-in-1-ol)
pripravljeni su 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati 10 (50 %), 11 (19 %) i 12 (15 %) te
derivat 14 (24 %) cikloadicijskom reakcijom s N-propargilftalimidom 13.

Iz prikazanih bioloskih djelovanja mozemo zakljuciti da novosintetizirani 1,4-disupstituirani
1,2,3-triazolni derivati aciklovira 10, 11 i 12 nisu citotoksi¢ni za normalne MDCK stanice dok
aciklovir 6 inhibira rast stanica za oko 40 % u svim ispitivanim koncentracijam (10 *-10" M). S

obzirom na duzinu hidroksimetilenskog lanca u C4" polozaju triazolnog prstena uoceno je da
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porastom duzine lanca dolazi do opadanja odnosno gubitka bioloske aktivnosti. Najbolji rezultati
dobiveni su na CaCo-2 stanicama gdje spoj 10 pokazuje ~50 %-tnu inhibiciju (10*-10° M), a
spoj 11 ima ~50 %-tnu inhibiciju (10 *-10" M).

NOESY tehnikom utvrdena je konformacija produkta 10 u otopini DMSO-a. Alifatski
supstituent na N9 polozaju purinske jezgre nalazi se u anti polozaju, a triazolni prsten ima

specifi¢nu orijentaciju; dusici triazola su okrenuti prema N7 poloZaju purina.

Prilikom ispitivanja uvjeta reakcija modifikacije C8 polozaja gvanozina dokazali smo da pod
djelovanjem baze DBU dolazi do samoorganizacije molekula pri ¢emu nastaje dimer s tri
vodikove veze izmedu GG’ parova baza (D. Safti¢, B. Zini¢, A. Visnjevac, Tetrahedron 68
(2012) 1062-1070.), Sto moze biti od znaCajnog interesa za primjenu i proucavanje

samoorganizirajucih bioloskih sustava kako u ¢vrstom stanju tako i u otopini.
1,4-Disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati uracila i uridina

U cilju priprave C5 modificiranih pirimidinskih derivata sintetizirani su 5-etiniluracil 18 (94 %) i
5-etiniluridin 45 (91 %) Sonogashirinom reakcijom iz odgovarajucih 5-jod derivata (16, 43) uz

katalizator PdCI,(PPhs),, kokatalizator Cul i to klasi¢nim putem i u mikrovalnom reaktoru.

Azidi su generirani iz odgovarajuc¢ih alkil halogenida (pivaloiloksimetil klorid, etil bromacetat,
benzil bromid, 6-brom-1-oksoheksilferocen, benzil 2-bromacetat, 2-brometil-metil-eter) i NaN3z u
molarnom omjeru 1:1 uz prisutnost 15 mol % baze/liganda DMEDA, 10 mol % Cul i 5 mol %
Na-askorbata u smjesi EtOH/H,0 7:3.

Cikloadicijskim reakcijama 5-etiniluracila 18 s in situ pripravljenim azidima uz dodatne koli¢ine
katalizatora Cul, reducensa Na-askorbata i baze DMEDA (90 °C, 30 min) sintetizirani su C5-
triazolni derivati uracila; 19, 28, 30-33 klasi¢cnom metodom u uglavnom kvantitativnim
iskoristenjima [osim ferocenskog derivata 33 (49 %)], a cikloadicijskim reakcijama 5-etiniluridin
45 s in situ pripravljenim azidima dobiveni su C5-triazolni derivati uridina; 48, 50-53 i 55 u

mikrovalnom reaktoru u odli¢nim iskoristenjima (76—94 %).

Deprotekcijom uracilnog derivata 19 i uridinskog derivata 48, uklanjanjem pivaloiloksimetilne

zaStitne skupine u bazi¢nim uvjetima (NH4,OH), pripravljeni su slobodni triazoli uracila 20 (100
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%) 1 uridina 49 (89 %), a redukcijom karbonilne skupine derivata 28 (NaBH,) dobiven je
primarni alkohol 29 (60 %).

Dizajnirana je sinteza C-nukleozida uracila/uridina kod kojih je C5 polozaj pirimidina povezan
triazolnom premosnicom (preko C4'(C4"), N1'(N1") polozaja triazola) s C5 polozajem riboze.
Cikloadicijskim reakcijama 5-etiniluracila 18 odnosno 5-etiniluridina 45 s 5-azido Se¢erom 24 uz
katalizator CuSQ,4-5H,0 i reducens Na-askorbat u smjesi EtOH/H,0 1:1 (80 °C 1 h) sintetizirani
su uracilni fleksimer 25 (63 %) i uridinski konjugat 46 (80 %).

Uklanjanjem izopropilidenske zastite na Seceru triazola kod derivata 25 i 46 uz 6 M HCI u
MeOH pripravljeni su triazolni fleksimer 26 (82 %) i triazolni konjugat 47 (99 %), a istovjetnom
reakcijom u H,O dolazi do deprotekcije svih OH skupina Secera spoja 25 te je izoliran triazolni

fleksimer 27 u 94 %-tnom iskoriStenju.

Novosintetizirani spojevi iz uridinske serije nisu citotoksi¢ni za normalne MDCK stanice u (10~
*.107" M), a veéina spojeva iz uracilne serije pokazuje slabu antiproliferativnu aktivnost (0-30
%) na MDCK stanice (10“-10" M), izuzevsi N1'-benzilni derivat uracila 30 i N1'-benzil
acetatni derivat uracila 31, koji samo u najvisoj koncentraciji (10 M) inhibiraju rast MDCK

stanica za viSe od 90 %.

Opcenito mozemo re¢i da je antiproliferativno djelovanje spojeva uridinske serije na stanice
humanih karcinoma (HeLa, CaCo-2 i NCI-H358) slabo izrazeno ili ga nema, dok iz uracilne
serije neki spojevi imaju aktivnost. Suprotno je u slu€aju antiproliferativnog djelovanja na
stanice leukemija (K562 i Jurkat) i stanice limfoma (HUT 78 i Raji) gdje uglavnom uridinska
serija pokazuje bolje djelovanje od uracilne serije. Isto tako je uoceno da spojevi koji za
supstituent na N1/N1" polozaju triazola imaju aromat ili metoksietilensku/hidroksimetilensku

skupinu daju interesantne rezultate inhibicije.

Najbolji rezultat s 50 %-tnim ucinkom ihibicije HelLa stanica pokazuje N1'-hidroksietilenski
derivat 29 (10°° M), uracilni fleksimeri 25 ima 40 %-tnu inhibiciju na CaCo-2 stanicama (10°
M), N1'-benzilni derivat 30 pokazuje 50 %-tnu inhibiciju na Jurkat stanicama (10> M), a N1*-
metoksietilenski derivat 32 inhibira (50-30 %) Jurkat stanice i stanice limfoma (HuT 78 i Raji) u

nizim koncentracijama (107°-107" M).
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Znacajno antiproliferativno djelovanje na rast leukemijskih K562 stanica pokazuju N1"-benzil
acetatni derivat derivat 53 i N1"-metoksietilenski derivat 55 s 50 %-tnom inhibicijom te N1"-
benzilni derivat 51, slobodni triazolni derivat uridina 49 i uridinski konjugat 46 s 40 %-tnom
inhibicijom K562 stanica u svim koncentracijama (10 *~10"" M).

Intrinzi¢no svojstvo fluorescencije 1,2,3-triazolnih analoga uridinske serije potvrdeno je
snimanjem fluorescencijskih spektara. Primijenjene su otopine koncentracije ¢ ~ 3-10° M u
MecOH, a mjerenja su izvedena pri 25 °C i istim uvjetima snimanja. Obzirom na dobivene
rezultate moguca je njihova primjena kao fluorescentnih markera pogodnih za ugradnju u
polimerne strukture (DNA, RNA, PNA) s moguc¢om primjenom u podruc¢ju molekularne

biologije i dijagnostike te u ,,antisense” terapiji (engl. antisense therapy).
1,4-Disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati N-1-sulfoniluracila

Pronadena je dobra metoda kondenzacije 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata uracila sa
sulfonil kloridima uz DBU u DMF-u i pripravljeni su odgovaraju¢i N-1-sulfoniluracilni derivati
34, 37, 38 i 41 u vrlo dobrim iskoristenjima (59-90 %) i derivat 39 u nesSto nizem iskoristenju
(35 %). Hidrogenolizom 5-bromtiofenskog derivata 39 uz katalizator Pd/C uklonjen je brom i
dobiven je produkt 40 u 92 %-tnom iskoristenju.

N1' slobodni 1,2,3-triazolni derivati N-1-sulfoniluracila

U nastavku rada zeljeli smo ukloniti supstituente na N1' polozaju triazola i prirediti C5-triazolne
N-1-sulfoniluracilne derivate sa slobodnom NH skupinom triazolnog prstena. U pokusima
deprotekcije pivaloiloksimetilne skupine kod spoja 34 i benzilne skupine kod spoja 40 nije doslo
do uklanjanja zastitnih skupina ve¢ do pucanja N-S veze. Iz toga zakljuCujemo da 1,4-

disupstituirani triazolni derivati N-1-sulfoniluracila nisu pogodni za daljnju modifikaciju.

U drugom sintetskom pristupu provedene su reakcije kondenzacije s nesupstituiranim 5-
triazoliluracilnim derivatom 20 i sulfonil kloridima uz razli¢ite baze. Uz relativno slabu bazu
piridin ili uz DBU u oba slu¢aja izoliran je ishodni spoj 20 (> 70 %), dok kondenzacijom
slobodnog 5-triazoliluracila 20 s TsCl uz jaku bazu K,CO3 u dioksanu odnosno DMF-u nastaje
N-1-sulfoniluracilni derivat 36 u 11 %-tnom iskoristenju koji je potvrden i ESI-MS analizom.
Primjenom sililne (BSA) metode izoliran je ishodni triazol 20 i tragovi N-1-sulfonilnih derivata
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35 (6 %) odnosno 36 (8 %). Obzirom na vrlo niska iskoristenja i moguénosti vezanja sulfonilnog
fragmenta na vise polozaja (N1 i1 N3 polozaj uracila, N1' polozaj triazolnog prstena te
disupstituirani produkti) u postupku su teorijski ra¢uni koji ¢e nam dati bolji uvid u elektronske
strukture, Kkiselost pojedinin NH skupina i jakost N-S veza moguéih produkata $to bi moglo

pomoci pri sintezi zeljenih spojeva.

Prema dobivenim rezultatima evidentno je da svi novosintetizirani N-1-sulfoniluracilni derivati

osim N1'-metilenpivalatnog derivata 34 nisu izrazito citotoksi¢ni za normalne MDCK stanice.

Antiproliferativna aktivnost N-1-sulfoniluracilnih derivata na rast stanica humanih karcinoma;
HelLa, CaCo-2 i NCI-H358 uglavnom je slabo izraZena. Jako inhibitorno djelovanje (> 83 %) na
rast sve tri stani¢ne linije pokazuje N1'-metilenpivalatni derivat 34 u koncentraciji od 10 M.
N1'-etil acetatni derivat 37 i N1'-hidroksietilenski derivat 38 imaju 40 %-tnu inhibiciju rasta
HeLa stanica u koncentraciji od 10> M, a najbolji rezultat daje N1'-benzilni derivat 40 s 40 %-

tnom inhibicijom rasta HeLa stanica u koncentracijama 10 °-10 ° M.

Najbolje inhibitorno djelovanje u koncentraciji od 10> M pokazuje N1'-metilenpivalatni derivat
34 i to na rast Jurkat stanica (57 %) i stanica limfoma HuT 78 (51 %).

Nova saznanja dobivena pripravom 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata nukleobaza i
nukleozida kao i saznanja o protutumorskom djelovanju ovih spojeva posluzit ¢e u odabiru

smjernica u daljnjem radu na sintezi bioloski aktivnih spojeva.
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7. DODATAK



Tablica D1. *H NMR spektri gvanozina 1 i gvanozinskih derivata 2, 3, 4 i

CH-5"

NH,-8 - - 7,31, bs, 2H
NH-8 - - 2
H-8 7,93,s, 1H - -
NH-1 10,63, s, 1H 10,60, bs, 1H 11,00, bs, 1H
NH, 6,45, s, 2H 6,51, bs, 2H 6,22, bs, 2H
H-1' 5,69, d, 1H, J=6,0 Hz 568, d, 1H,J=6,3 Hz 5,70,d, 1H,J=85Hz
OH-2"' 537,d,1H,J =6,0 Hz 546,d, 1H,J= 6,2 Hz 5,01, bs, 1H
OH-a - - -
OH-3' 5,10,d,1H,J=4,7Hz 5,10,d,1H,J=51Hz 5,21, bd, 1H
H-2" 5,02,t,1H,J=55Hz 5,01, dd,1H, J; = 11,9, J,= 6,0 Hz 4,47, m, 1H
OH-5' 4,40, dd, 1H, J;=11,2, J,=5,8 Hz 4,93, t, 1H, J = 6,00 Hz 5,60, bs, 1H
CHy-a - - -
H-3" 4,09, dd, 1H, J;=8,4,J,=4,6 Hz 4,14,dd, 1H, J;=85,J,=51Hz 4,05, m, 1H
H-4 3,87,dd, 1H, J;=7,5,J,=38 Hz 3,86, dd, 1H, J;=8,6,J,=52 Hz 3,84, m, 1H
H-5;" 3,60-3,63, m, 1H 3,61-3,70, m, 1H
3,59, m, 2H
H-5p" 3,51-3,54, m 1H 3,47 - 3,55, m, 1H
]
>
S
—
o
Y—
«©
c
P
=
=
>
o
Jra]
wn

X1



8,41,s, 1H

10,78, bs, 1H 11,05, bs, 1H
6,50, bs, 2H 6,63, bs, 2H
5,55,d,1H,J=6,3Hz 5,64, bs, 1H

4,95 - 5,40, m, 1H

5,46, d, 1H, J=6,5 Hz

4,95-5,40, m, 1H

5,40, bs, 2H

4,75,1,1H,J=5,8 Hz

5,04, bs, 1H

4,95-5,40, m, 1H

4,84,t,1H, J=58 Hz

- 4,63, s, 2H
4,09, m, 1H 3,98, m, 1H
3,80, m, 1H 3,83, m, 1H
3,60, m, 1H 3,60, m, 1H
3,48, m, 1H 3,48, m, 1H
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Tablica D2. **C NMR spektri gvanozina 1 i gvanozinskih derivata 2, 3 i

c-5' 61,38, d 62,06, t 61,14, t
c3 70,35, d 70,34, d 70,20, d
c-2 73,68, d 70,57, d 70,65, d
c-4 85,18, d 85,90, d 85,12, d
c-1 86,34, d 89,72, d 85,91, d =
g
k=]
S
c5 116,69, 5 117,55, 112,21, s e
g
N
=
S
E
&
: 2
c5 - - - £
c-8 135,55, d 121,27, s 151,41, s
c-4 - - -
c4 151,29, s 152,13, s 152,34, s
c-2 153,64, s 153,50, s 153,69, s
c-6 156,72, s 155,53, 5 155,68, s
o
>
€
j .
o
y—
©
c
1.
2
X
>
-
—
wn

XV



54,63, t

62,16, t

70,72,d

70,92,d

86,24, d

88,60, d

115,23, s

125,63, d

134,97, s

148,11, s

151,22, s

153,56, s

156,83, s

XVI



Tablica D3. *H NMR spektri aciklovira 6 i derivata aciklovira 7-12 i 14.

OH-d

OH-c - - - - -
NH,-8 - - 4,12, bs, 2H - -
NH-8 - - 7,29,s, 1H - -
NH-1 10,67, bs, 1H 10,74, bs, 1H 10,43, bs, 1H 10,71, s, 1H 10,89, s, 1H

H-8 7,82,s, 1H - . . R
CH-5" - - - - 8,54, s, 1H

Ftalimidni protoni : : } R R
(1, 1A, 2, 2A)

NH, 6,52, bs, 2H 6,62, bs, 2H 6,29, s, 2H 6,57, s, 2H 6,75, bs, 2H
CH,-1' 535, s, 2H 5,30, s, 2H 5,20, s, 2H 5,14, s, 2H 5,49, s, 2H
OH-a - - - - 539,t,1H,J=54Hz
OH-4' 4,72, bs, 1H 4,68,t,1H,J=53 Hz 4,67, pt, 1H 4,66, bs, 1H

4,63, m, 3H
CHy-a - - - -
CH,-3'
CHp-a" 3,47, m, 4H 3,47, m, 4H 3,45, m, 4H 3,48, m, 4H 3,40, m, 4H

CHy-c - - - - -

CHy-b - - - - -
CH,-d - - - - -
I
(e}

[15] o~

—_— T N - ©
=} . o H <
g © & z z =
= 22 o = z “Lo - rN\\/v
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4,60, pt, 1H

4,61,t,1H,J=52Hz

10,88, s, 1H 10,88, s, 1H 10,88, bs, 1H
8,48,s, 1H 8.47,s, 1H 8,74,s, 1H
- - 7,83-7,93, m, 4H
6,74, bs, 2H 6,74, bs, 2H 6,75, bs, 2H
5,51, s, 2H 5,50, s, 2H 5,48, s, 2H
4,53,t,1H,J=51Hz 4,40,t,1H,J =51 Hz 4,58, t, 1H
2,77,t,2H,J=7,6 Hz 2,74,t,2H,J =73 Hz 4,96, s, 2H
3,38, m, 4H 3,38, m, 4H 3,40, m, 4H
3,47,dd, 2H, J, = 6,3, J,= 11,6 Hz 1,48, m, 2H ;
1,82, m, 2H 1,70, m, 2H -
- 3,17,d,2H,J=49Hz -
<
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o z
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Tablica D4. *C NMR spektri aciklovira 6 i derivata aciklovira 7-12 i 14.

cd ; ; . . .
C-c - - - _ _
c-b . . i i i
C-a - - - - 54,57, t
Cc-4 59,97, t 59,85, t 59,90, t 59,86, t 59,71, t
C-3 70,45, t 70,81, t 69,85, t 70,66, t 70,83, t
cr 72,13, 72,39, 70,09, t 70,89, t 71,93, t
C-5 116,42, s 116,58, s 112,28, s 113,70, s 113,80, s
1, 1A (ftalimidni) - - N _ _
C-5” - - - - 124,00, d
3, 3A (ftalimidni) ; ) . i i
2, 2A (ftalimidni) - - N B _
c4” - - - - 148,14, s
C-8 137,99, d 120,91, s 151,37, s 140,10, s 136,02, s
c4 151,53, s 152,86, s 151,78, 151,67, s 152,15, s
C-2 153,94, s 154,17, s 152,66, s 153,82, s 154,64, s
c6 157,07, s 155,55, s 155,64, s 155,56, s 156,37, s
4, 4A (ftalimidni) - _ ; i ‘
I
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24,41, t

21,39, t 25,17, t -
31,94, t 31,77,t -
59,74, 59,64, t 32,66, t
59,89, t 60,26, t 59,69, t
70,79, t 70,69, t 70,80, t
71,99t 71,89, t 73,70, t
113,76, s 113,67, s 113,77, s

- - 123,341123,20,d
123,25, d 123,17,d 124,52, d

- - 131,65, s

- - 134,691134,50, d
147,15, s 147,21, s 142,68, s
136,15, s 136,05, s 135,72, s
152,15, s 152,06, s 152,12, s
154,63, s 154,53, s 154,63, s
156,37, s 156,28, s 156,29, s

167,34, s

XX



ta 17-20 i 25-41.
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oduracila 16 i uracilnih der

g

Tablica D5. *H NMR spekitr

CH;,

0,18, s, 9H

1,12,s,9H

OCH;

CH-2"

4,02, s, 1H

H-5",

H-5",

H-4"

CH,CH,OH

CH,CH,OH

OH

OCH,

OH-1”

OH-2”

OH-3”

CH,, ferocencki
protoni

6,34,s, 2H

H-tiofenski

H-Ts

H-Ts

H-5"

8,08,s, 1H

H-6

7,87,d,1H,J=59Hz

7,79,d,1H,J=6,1Hz

7,80,s, 1H

8,45,s, 1H

NH-1

11,14, bs, 1H

11,30, d, 1H,J=5,3 Hz

NH-3

11,43, bs, 1H

11,35, bs, 1H

11,33, bs, 2H

11,25 - 11,45, bs, 2H

NH-1'

Strukturna formula

w — ©
o ZT
~
3N|AZ
I
@]

XXI



1,36, s, 3H

1,12,s, 9H - - 240, s, 3H 125 o 31
. . . - 3.29,s, 3H
] ) i . 4,41- 4,60, m, 3H
. - - - 4,68,d, 1H, J=59 Hz
] i . i 4,79,d, 1H, ) =59 Hz
i . . . 497, 1H
6,38, s, 2H - . . i
7,50, d, 1H, J= 4,2 Hz - 7,50, d, 1H, J= 4,2 Hz - -
7.97,d,1H, J= 4,3 Hz - 7,96,d, 1H, J= 4,2 Hz - -
- - - 7,49,d,2H,J=8,1 Hz -
. . - 7,90, d, 2H, J=8,4 Hz -
8,56, s, 1H 8,12,s, 1H 8,62,s, 1H 8,44, s, 1H 8,03, s, 1H
8,64, s, 1H 7975, 1H 845,s, 1H 8,04, s, 1H 844, s, 1H
. . . 11,20, bs, 1H
11,40, bs, 2H
12,25, bs, 1H 12,18, bs, 1H 11,49, bs, 1H 11,41, bs, 1H
- 14,87, bs, 1H 15,30, bs, 1H 15,05, bs, 1H -

HsC

XX



1,22,t,3H,J=71Hz

2,44, s, 3H (Ts)
1,23,1,3H,J=7,1 Hz

3,19, s, 3H

3,88,dt,1H,J,=11,7,J,=59Hz

4,10,td,1H,3,=7,2,J,=3,4 Hz

3,93-4,02, m, 2H

3,71,1,1H,J=4,4Hz

3,65,t,1H,J=4,3 Hz

4,64-4,71, m, 1H

4,65, dd, 1H, J; = 14,1, J, =3,0 Hz

4,41,dd, 1H, J; =14,2,J,=7,1 Hz

4,40,dd, 1H, J; =14,1,J, =8,1 Hz

4,63, s, 1H

6,45,d, 1H, J=5,2Hz

4,18,q,2H, J;=14,2,),=7,1Hz

4,19,q,2H,3,=142,3,=71Hz

5,00, d, 1H, J=4,3Hz

5,09,d,1H,J=6,7 Hz

4,96,d, 1H, =52 Hz

515,d,1H,J=43Hz

5,02,d,1H,J=6,6 Hz

N - 541,s, 2H 5,45, s, 2H
N B - 7,50, d, 2H, =82 Hz
B B - 8,01,d, 2H, =85 Hz
8,03, s, 1H 8,02, s, 1H 8,05, s, 1H 8,49, s, 1H
8,28, s, 1H 8,28, s, 1H 8,38, s, 1H 8,76, s, 1H
11,16, bs, 1H 11,16, bs, 1H 11,18, bs, 1H -
11,37, s, 1H 11,39, s, 1H 11,39, s, 1H 12,03, bs, 1H

H3C
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2,44,s,3H

3,79, dd, 2H, J; = 10,7, J, =53 Hz

3,77,dd, 2H, J; =104, J, =5,1 Hz

4,47,1,2H,)=54Hz

4,42,1,2H,)=53 Hz

5,00,t,1H,J=53 Hz

5,02,1,1H,J=52Hz

5,63, s, 2H

5,67,s,2H

7,50,d, 1H,J=4,2 Hz

7,96,d,1H,J=42Hz

7,50,d,2H,J=81Hz

8,00, d, 2H, J=8,5Hz

7,31-7,40, m, 5H

7,32-7,38, m, 5H

8,39, s, 1H 8,02, s, 1H 8,02, s, 1H 8,50, s, 1H
8,73, s, 1H 8,29,s, 1H 8,37,s, 1H 8,60, s, 1H
- 11,18, bs, 1H 11,19, bs, 1H -
12,02, s, 1H 11,40, s, 1H 11,40, s, 1H 12,21, bs, 1H
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2,43,s, 3H

3,23,s, 3H

4,56,t,2H,J=51Hz

3,72,1,2H,J=51Hz

- 551, 2H 5,55,5, 2H - -
47,5, 2H
4545, 2H
4215, 5H
441, m, 2H
567,,2H 521, 2H 522,5,2H - S
1,91, m, 2H
1,66, m, 2H
137, m. 2H
8,11, dd, 1H, J, = 40, J, = 15 Hz - - - -
8,28, dd, TH, J, =50, J, = 1,4 Hz - - - -
801,d,2H, 3= 84 Hz - -
q%m .Iq._w_wmﬂ_mm_n 7,38, m, 5H 7550, d, 2H, J= 82 Hz
_ 737-7,41,m, 5H . .
849,s, 1H 806, s, 1H 853, s, 1H 802, 1H 7,98, 5, 1H
866, s, 1H 842, 1H 876, 1H 829, 1H 8,26, 1
- 11,22, bs, 1H - 11,19, bs, 1H 11,16,5, 1H
12,14, bs, 1H 11435, 1H 12,07, bs, 1H 1140,'5, 1H 1139,5, 1H
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ta 17-20 i 25-41.

Iva

i uracilnih deri

Tablica D6. **C NMR spektri 5-joduracila 16

CHs - -0,10, q - R B
(CH3):,C - - - 26,43, q 26,47, q
(CHa3)sCCO - - - 38,16, s Nije izasao!
CH,CH,0 - - - - -
cr - 45,78, s 83,11, s - -
OCH,CHs - - - - -
OCH,CHjs - - - - -
CH,CH,0 - - - - -
CH, - - - 69,99, t 70,10, t
OCH,Ph - - - - -
c-5" - - - - -
OCHs - - - - -
c-3"(C-2") - - - - -
c-2"(C-3") - - - - -
c-4" - - - - -
Ferocenski signali - - - - -
76,51, d
C-2’ - 96,84, s Signal izlazi na - -
suprotnoj strani!
C-5 67,41, s 98,20, s 96,22, s 103,24, s 106,86, s
c1” R R R _ R
(CHy),C - - - - -
C-5 - - - 122,76, d 131,64, d
CHCBr
(CHCHS) ) ) - - 124,90, s
Ph - - - - -
Ts - - - - -
CHCBr
(CHCHS) ° - - - 132,36, d
CHCS - - - - 135,05, d
CHCS - - - - 138,00, s
C-6 146,92, d 146,55, d 146,36, d 138,00, d 138,71, d
c-4 - - - 139,38, s 146,79, s
C-2 151,16, s 150,26, s 150,36, s 150,48, s 153,70, s
C-4 161,38, s 162,38, s 162,64, s 162,03, s 161,02, s
COOCH; - - - 176,45, s 176,49, s
(CHz)sCO - - - - -
< £ @)\ %
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- - 21,16, q - - - -

R R R 26,18, q ~ ~ R

24,63, q
- - - - - - 13,92, q
- - - - - - 61,39, t
- - - - - - 50,26, t
- - - 52,33, t 52,37, t 53,44, -
- - - 54,75, q 54,54,q - -
- - - 84,44, d 71,68, d 71,94, d -
- - - 84,67,d 74,02, d 75,14, d -
- - - 81,18, d 80,33, d 79,96, d -
103,11, s 100,90, s 100,97, s 103,81, s 103,90, s 103,93, s 103,70, s
- - - 109,12, d 108,41, d 102,04, d -
- - - 11172, - - -
114,33, d 138,58, d 141,84, d 122,29, d 122,74, d 122,58, d 123,37,d
- 124,75, s - - - - -
145,82, s

) ) 131,97, s i ) B .
130,59, d
128,11,d

- 131,58, d - - - - -

- 135,05, d - - - - -

- 138,41, s - - - - -
138,37, d 138,52, d 138,07, d 137,61, d 137,42,d 137,39, d 137,57, d
139,96, s 146,73, s 147,07, s 139,15, s 138,87, s 138,86, s 138,97, s
150,66, s 149,80, s 150,47, s 150,60, s 150,62, s 150,56, s 150,52, s
162,26, s 159,79, s 161,99, s 162,11, s 162,15, s 162,13, s 162,10, s

) B B ) - - 167,21,
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21,12, q 21,20, q - - - -
- 52,26, t 52,13, t - - R
13,89, q - - . B R
61,41, t - - - - -
- 59,88, t 59,93, t - B R
50,35, t - - 52,70, t 52,81, t 52,79, t
106,82, s 107,14, s 104,00, s 103,79, s 107,37, s 107,16, s
124,72, d 123,76, d 122,41, d 122,03, d 123,48, d 123,42, d
- - - - 124,.82,s 128,12, d
139,29, s 137,95, s 137,86, s
B 128,75, d 128,76, d 128,72, d
) ) 128,11, d 128,16, d 128,09, d
127,94,d 127,93, d 127,90, d
146,42, s 146,51, s
132,88, s 132,88, s ) . . .
129,80, d 129,89, d
129,14, d 129,20, d
- - - - 131,61, d 138,00, d
- - - - 131,82, d 131,93, d
- - - - 135,14, s 134,55, s
132,34, d 132,09, d 137,33, d 137,61, d 138,60, d 138,57, d
137,64, s 137,45, s 138,76, s 136,17, s 136,03, s 135,96, s
146,46, s 146,55, s 150,59, s 150,58, s 146,88, s 146,52, s
160,97, s 161,07, s 162,16, s 162,16, s 161,17, s 160,92, s
167,07, s - - - - R
J I
O.
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21,22,q

- - 49,14, t
- - 70,25, t
49,21, t
38,51, t
50,27, t 50,42, t - 29,68, t
25,66, t
23,27,
66,70, t 66,79, t - -
- - 57,90, q -
79,03, s
; } . 71,89, d
69,44, d
68,98, d
103,69, s 106,84, s 103,9, s 103,97, s
123,45, d 124,85, d 122,29, d 121,86, d
139,00, s 137,76, s
128,46, d 128,49, d : R
128,26, d 128,29, d
128,10, d 128,11, d
146,53, s
} 132,89, s : R
129,89, d
129,26, d
137,64, d 132,43, d 137,41, d 137,36, d
135,40, s 135,38, s 138,90, s 138,87, s
150,58, s 146,56, s 150,56, s 150,52, s
162,15, s 161,09, s 162,13, s 162,11, s
167,27, s 167,19, s - -
- - - 203,19, s
fid
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ta 44-55.

va

kih deri

INs

ina 43 i uridi

-joduri

Tablica D7. *H NMR spekitr

1,37,s,3H

CH; - 0,19, s, 9H - 1255 3H
OCHjs - - - 3,29,s,3H
CH-2" - - 4,07,s, 1H -

. 3,57, dd, 1H, J; = 12,0, J, _ 3,58, ddd, 1H, J; = 12,0, J, =
H-5, 224 Hz 357,d,1H,J=119Hz 46,3228 Hz
3,52-3,70,m, 2H
e 3,68, dd, 1H, J; = 12,0, J, _ 3,68, ddd, 1H, J; = 12,0, J,=
H-5, —27 He 368, d,1H,J=12,0 Hz 47 3= 3.0 Hz
CH,CH,0 - - - -
H-5,"" R R R
4,41-461,m, 1H
H-5,"" : } }

H-4" 3,84-3,88 m, 1H 3,83-3,88,m, 1H 3,85-3,88, m, 1H 3,90, g, 1H,J=31 Hz

H-3' _ _ 3,99, dd, 1H, J; = 10,0, J,= _ _
(H-2) 3,98,t,1H,J =48 Hz 3,98,t,1H,J=4,8 Hz 5,0 Hz 4,01,dd, 1H,J; =89, J, =48 Hz
H-4"" - - - 4,41 - 4,61, m, 1H
OCH, - - - -

H-2" - _ 4,05,dd, 1H, J; =10,1, J, = _ _
(H-3) 4,03,t,1H,J =48 Hz 4,05,t,1H,J=4,7 Hz 5.0 Hz 4,15, dd, 1H, J; = 10,9, J,=5,5 Hz

CH,CH,0 - - - -

H-g" : B . 4,67, d, 1H, J=5,9 Hz
H-2"" - - - 4,80, d, 1H, J=6,0 Hz
Hopr : B - 497, 1H

OH-2"", OH-3"" - - - -
OH-3' _
(OH-2Y) 5,03, bs, 1H 5,02,d,1H,J=54Hz
5,09, m, 2H
OH-5' 5,20, bs, 3H 5,16, s, 1H 519,t,1H,J=48Hz
OH-2' 5,37, bs, 1H 537,d,1H,J=54Hz 5,38,d,1H,J=57Hz
(OH-3) ,37,d, 1H, J =5, ,38,d, 1H, J =5,
CH,,
ferocencki - - - R
protoni
H-1’ 572,d,1H,J=4,7Hz 5,74,d,1H,J=4,7Hz 574,d,1H,J=4,7Hz 5,90, d,1H,J=57Hz
Ph - - - -

H-5" - - - 8,47,s, 1H

H-6 8,47,s, 1H 8,32, s, 1H 8,36, s, 1H 8,60, s, 1H
NH-3 11,66, s, 1H 11,60, bs, 1H 11,60, s, 1H 11,67,s, 1H
NH-1" - - - -
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1,12,5,9H

3,19, s, 3H

3,55-3,67, m, 2H

3,53-3,70,m, 2H

3,59,d, 1H,J=10,8 Hz

3,65,d, 1H, J=112 Hz

3,71,1,1H,J=41Hz

3,83-3,94, m, 2H

3,90,dd, 1H,J;=6,1,J,=2,7 Hz

3,90, dd, 1H, J; = 6,8, J,=3,3 Hz

4,01,dd, 1H, J; =8,2,J,=4,3 Hz

4,01, dd, 1H,J; =9,0,J,=4,8 Hz

4,01,d,1H,J=41Hz

4,13, m, 1H

4,13, m, 1H

4,15, dd, 1H, J; = 10,8, J, = 5,4 Hz

4,14, dd, 1H, J; = 10,3, J,=5,1 Hz

4,43, dd, 1H, J; = 14,3, J, = 6,9 Hz

4,63-4,71, m, 2H

5,06 - 5,16, m, 4H

5,11-5,14, m, 2H

5,06, s, 1H

5,07,s, 1H

539,d,1H,J=5,6 Hz

541,d,1H,J=57Hz

538,d,1H,J=54Hz

6,36, s, 2H

5,90,d,1H,J=5,7 Hz

5,89,d, 1H,J=55Hz

5,88,d,1H,J=53Hz

8,31, s, 1H 8,49, s, 1H 8,12, s, 1H
8,59, s, 1H 8,67, s, 1H 8,52, s, 1H
11,66, s, 1H 11,74,s, 1H 11,65, s, 1H

15,06, bs, 1H

XXXI



1,23,t,3H,J=71Hz

3,57-3,61,m, 1H

3,63-3,67, m, 1H

3,52 - 3,68, m, 2H

3,54-3,71, m, 2H

3,91,dd, 1H,J; = 6,7, J,= 3,3 Hz

3,89,dd, 1H,J;=6,2, J,=2,8 Hz

3,91,dd, 1H,J,=6,2, J,= 2,8 Hz

4,02, dd, 1H, J, = 8,9, J,= 4,9 Hz

3,99, dd, 1H, J; = 8,8, J, =4,8 Hz

3,99 -4,04, m, 1H

4,15 - 4,20, m, 3H

4,14, dd, 1H, J; = 10,9, J, =5,6 Hz

4,15,t,1H,J=53 Hz

5,05-5,10, m, 2H 5,06 - 5,14, m, 2H 5,02, bs, 2H
537,d,1H,J=57Hz 540,d,1H,J=57Hz 5,33, bs, 1H
4,75-4,79, m, 2H
4,52-4,56, m, 2H
4,21,s,5H

542,s,2H

5,64, s, 2H

4,41,1,2H,J=7,0Hz

2,71,t,2H,J=72Hz
1,79-1,95, m, 2H
1,55-1,70, m, 2H
1,23-1,40, m, 2H

5,90,d,1H,J=5,7 Hz

5,89,d,1H,J=5,7 Hz

5,90,d, 1H,J=5,7 Hz

7,29 -7,41, m, 5H

8,42,s, 1H 8,41,s, 1H 8,35, s, 1H
8,61, s, 1H 8,60, s, 1H 8,55, s, 1H
11,67,s, 1H 11,69, s, 1H 11,60, s, 1H

XXXI11



3,71,s,3H

3,24,s,3H

3,54-3,70, m, 2H

3,53 - 3,69, m, 2H

3,52 - 3,68, m, 2H

3,73,t,2H,J=51Hz

391,q,1H,J=32Hz

3,90, dd, 1H, J; = 6,4, J,=3,0 Hz

390,q,1H,J=31Hz

4,01, dd, 1H, J; =8,8,J,= 4,9 Hz

4,01,dd, 1H, J; =88, J,= 4,7 Hz

4,00, dd, 1H, J; =8,8,J,=4,8 Hz

551,s,2H

4,16, dd, 1H, J; = 10,9, J,=55Hz

4,16, dd, 1H, J; = 10,9, J, =5,5 Hz

4,15, dd, 1H, J; = 10,9, J,=5,6 Hz

4,57,t,2H,J=51Hz

5,05-5,12, m, 2H

5,09 - 5,16, m, 2H

5,07 - 5,15, m, 2H

5,38,d,1H,J=57Hz

522,s,2H

5,39 - 5,49, m, 3H

541,d,1H,J=57Hz

5,90,d,1H,J=5,7 Hz

5,90,d, 1H,J=5,7 Hz

5,90, d, 1H,J =57 Hz

7,31-7,43, m, 5H

8,45,s, 1H 8,43,s, 1H 8,32, s, 1H
8,62, s, 1H 8,63, s, 1H 8,58, s, 1H
11,69, s, 1H 11,71,s, 1H 11,69, s, 1H
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ta 44-55.

va

dinskih der

iuri

Tablica D8. *C NMR spektri 5-joduridina 43

CH,CH,0

CH,CH,0 - - - -
OCH,Ph - B - N
Ph - - - -
OCH,CHs - - - -
OCH,CHs - B . B
(CH3);CCO - - - R
CH, - - - .
c-5" - - - 52,32, t
OCH3 - - - 54,73, q
Ferocenski ; ; R ;
signali
coam } . R 81,17, d
c-3™(C-2") - - - 84,41, d
c2m(C-3™) ) B - 84,66, d
c-1 - - - 109,11, d
(CHy),C - - - 111,70, s
C-5" - - - 124,09, d
C-4" - - - nije iza$ao
26,15, q
CH;, - 0,13,q - 2067 q
C-5' 60,17, t 60,16, t 60,21, t 61,04, t
C-3'(C-2") 69,23, d 69,20, d 69,30, d 70,18,d
C-2'(C-3") 73,90, d 73,75,d 73,90, d 73,71, d
Cc-4 84,69, d 84,69, d 84,74, d 85,09, d
c-1' 88,28, d 88,39, d 88,39, d 87,91, d
C-1' - 96,98, s 83,47,s -
76,24, d
c-2' - 97,81, s Signal izlazi na krivoj -
strani!
C-5 69,35, s 98,27, s 97,60, s 105,34, s
C-6 145,10, d 144,76, d 144,58, d 136,24, d
C-2 150,33, s 149,57, s 149,59, s 150,01, s
C-4 160,43, s 161,29, s 161,49, s 161,04, s
COOCH;, - - - -
(CH2)sCO - - - -
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136,17, s

- R R ~ 128,74, d
128,10, d
127,91, d

R - - 1391, q -

- - - 61,03, t -

- 38,21, s - - -

- 70,03, t - 50,26, t 52,70, t
52,35t - - - -
54,50, q . . - .
80,32, d - - - N
73,66, d - - - -
73,98, d - - - -
108,41, d - - - R
123,21,d 123,41,d 120,49, d 123,90, d 122,59, d
138,50, s 139,10, s 137,15, s 138,62, s 138,94, s

- 26,48, q - - -
61,08, t 60,98, t 60,89, t 61,37, t 61,06, t
70,21, d 70,15, d 70,03,d 70,15,d 70,21, d
71,66, d 73,82,d 73,69, d 73,65,d 73,73,d
85,11,d 85,10, d 85,00, d 85,08, d 85,12, d
87,88, d 88,00, d 88,00, d 87,94,d 87,88, d
105,43, s 104,82, s 105,24, s 105,24, s 105,35, s
136,05, d 136,72, d 132,12, d 136,24, d 136,29, d
150,02, s 149,98, s 149,97, s 149,96, s 150,02, s
161,07, s 161,09, s 161,14, s 161,05, s 161,13, s

- 176,50, s - 167,17, s -
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49,17,t

OH

- - - 70,27,t
- 66,67, t - -
135,35, s
. 128,41, d R -
128,21, d
128,01, d
49,16, t
38,44, t
29,57, t 50,27, t 50,22, t -
25,59, t
23,21, t
- - 52,51, q 57,94, q
78,98, s
71,78,d } . R
69,35, d
68,90, d
122,30, d 123,97, d 123,98, d 122,89, d
138,48, s 138,66, s 138,71, s 138,58, s
61,04, t 61,03t 61,05, t 61,09, t
70,10,d 70,16, d 70,21, d 70,24,d
73,57,d 73,67, d 73,73,d 73,72,d
85,02, d 85,09, d 85,13,d 85,13,d
87,92,d 87,94, d 87,92,d 87,88,d
105,48, s 105,23, s 105,27, s 105,49, s
136,00, d 136,27, d 136,33, d 136,19, d
149,91, s 149,97, s 150,04, s 150,06, s
160,99, s 161,06, s 161,13,s 161,15, s
- 167,17, s 167,78, s -
203,05, s - - -
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8. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

AIDS —engl. Acquired Immune Deficiency Syndrome, sindrom ste¢ene imunodeficijencije
APT —engl. Attached Proton Test

Bn — benzil

br —engl. broad, Siroki

BSA — N,O-bis(trimetilsilil)acetamid

Bz — benzoil

CaCo-2 — karcinom debelog crijeva

CD —engl. Circular Dichroism, cirkularni dikroizam

COSY - engl. Correlation Spectroscopy

COD - ciklooktadien

CMV — Cytomegalovirus

Cp — ciklopentadienil

CUAAC — engl. Copper Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition, Cu(l) katalizirana azid-alkin
cikloadicija

Cy,NMe — N,N-dicikloheksilmetilamin

d —dublet

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

dd — dublet dubleta

DFT — engl. Density Functional Theory, teorija funkcionalne gustoce
DIPEA — N,N-diizopropiletilamin

DME - 1,2-dimetoksietan

DMEDA — N,N'-dimetiletilendiamin

DMF — N,N-dimetilformamid

DMSO — dimetilsulfoksid

DMTr — dimetoksitritil

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

EDTA — etilendiaminotetraoctena kiselina

EtsN — trietilamin

ES-MS (ESI-MS) — engl. ElectroSpray Mass Spectrometry, elektrosprej-spektrometrija masa
5-FU — 5-fluorouracil

FTIR —engl. Fourier Transform Infrared spectroscopy

GMP — gvanozin monofosfat
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HBYV — Hepatitis B virus

HCV — Hepatitis C virus

HelLa — adenokarcinom grli¢a vrata maternice (prvi puta izolirane iz pacijentice Henriette
Lacks)

HETCOR - eng. Heteronuclear Correlation

HIV — engl. Human Immunodeficiency Virus, virus humane imunodeficijencije
HMPA — heksametilfosforamid

HMQC - engl. Heteronuclear Multiple-Quantum Correlation spectroscopy
HRMS — engl. High Resolution Mass Spectrometry

HSQC — engl. Heteronuclear Single Quantum Coherence

HSV — Herpes simplex virus (Human herpes virus)

Hut 78 — limfom T-stanica

IR —engl. Infrared, infracrveno

Jurkat — leukemija T-stanica

K562 — kroni¢na mijeloidna leukemija u blasti¢noj krizi

m — engl. medium, srednje jak, multiplet

M —mol-L™*

MDCK - engl. Madin-Darby Canine Kidney Epithelial Cells, normalne epitelne stanice
bubrega psa

MeOH — metanol

MS — engl. Mass Spectrometry, spektrometrija masa, masena spektrometrija
MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid

NCI-H358 — bronhioalveolarni karcinom pluca

NDP — nukleozid-difosfat

NMP — N-metil-2-pirolidon

NMR — nuklearna magnetna rezonancija

NOSEY - engl. Nuclear Overhauser Effect spectroscopy

p —para

Ph — fenil

PMB — p-metoksibenzil

PNA — engl. peptide nucleic acid

POM-CI — pivaloiloksimetil-klorid

P(o-tol); — tri(o-tolil)fosfin

g — kvartet
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@ — engl. quantum yield, kvantni prinos fluorescencije
Raji — Burkittov limfom

R¢— engl. retention factor, vrijeme zadrzavanja

RNA — ribonoukleinska kiselina

s —engl. strong, jak, singlet

SDS — natrijev dodecilsulfat

SNP — engl. Single Nucleotide Polymorphism, polimorfizam pojedinacnog nukleotida
t — triplet

TBAF — tetrabutilamonijev fluorid

TBDMS — tert-butildimetilsilil

THF — tetrahidrofuran

TIC —engl. Total lon Current, ukupna ionska struja
Tm— temperatura meksanja

TMS — tetrametilsilan

TMSA — trimetilsililacetilen

o-tol — orto-tolil-, o-tolil-, o-metilfenil-

TsCI — tosil-klorid

t.t. — tocka talista

UV —engl. Ultraviolet, ultraljubicasto

VVZV — Varicella zoster virus

vw — engl. very weak, vrlo slab

w — engl. weak, slab

WHO - engl. World Health Organization, Svjetska zdravstvena organizacija

0 — kemijski pomak
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