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1. UVOD



Unato¢ poboljsanju antitumorske terapije, karcinom je i dalje po ucestalosti drugi uzro¢nik
smrtnosti u razvijenim zemljama. Produljenje Zzivotnog vijeka, povecanje osjetljivosti
suvremenog ¢ovjeka na karcinom, prevelika toksi¢nost i premala selektivnost postojecih
citostatika te stvaranje rezistencije na postojece citostatike rezultirali su potrebom za razvojem
novih antitumorskih lijekova. Lijekovi koji se danas koriste u kemoterapiji uglavnom nisu
dorasli ozbiljnim terapijskim problemima pa je istrazivanje u potrazi za sigurnijim i

ucinkovitijim citostaticima i dalje veoma aktualno.

Mogu¢énost da se novi antitumorski lijekovi razviju iz antimalarika postala je vidljiva nakon
otkrica da lijekovi koji se koriste u terapiji malarije (artemisinin, artezunat, tetraciklini,
klorokin, primakin) posjeduju i antitumorsko djelovanje. Trenutno se na listi antimalarika
nalazi dvadesetak lijekova, od kojih 14 posjeduje antitumorsko djelovanje, a ¢ak 7 se nalazi u

klini¢kim ispitivanjima kao potencijalni citostatici (Duffy i sur., 2012; Solomon i sur., 2009).

U potrazi za novim antitumorskim lijekovima istrazivanja na Zavodu za farmaceutsku kemiju
fokusirana su na primakin, antimalarik s kinolinskom strukturom. Naime, u literaturi je
opisano djelovanje derivata kinolina kao inhibitora brojnih enzima, poput protein kinaza,
topoizomeraza, telomeraza, stoga se neki od njih smatraju potencijalnim vode¢im spojevima u

razvoju novih citostatika (Srivastava i sur., 2007).

U nekoliko znanstvenih radova koje je osmislila 1 publicirala istrazivacka grupa na Zavodu za
farmaceutsku kemiju pripravljeni su novi derivati primakina iz skupine urea i semikarbazida
koji su u ispitivanjima in vitro pokazali znacajno citostatsko djelovanje u mikromolarnim
koncentracijama te veliku selektivnost prema stani¢nim linijama MCF-7 (stani¢na linija
karcinoma dojke) ili SW 620 (stani¢na linija karcinoma kolona). Osim toga, u znanstvenoj
literaturi opisano je citostatsko djelovanje derivata klorokina, takoder kinolinskog
antimalarika, s cimetnom kiselinom (Pérez i sur., 2013). U literaturi je takoder opisano i
antiproliferativno djelovanje cimetne Kkiseline i njenih derivata (CAD, cinnamic acid

derivatives) (Kumar i sur., 2005).

Na temelju tih indikacija, u nastavku istrazivanja na Zavodu planirana je sinteza derivata
primakina koji u svojoj strukturi sadrze cimetnu kiselinu i njene derivate (CAD, cinnamic

acid derivatives). Dio tih istrazivanja proveden je u okviru ovog rada.



1.1. Cimetna kiselina

1.1.1. Cimetna kiselina u prirodi

Cimetna kiselina drugo je ime za 3-fenilprop-2-ensku, odnosno fenilakrilnu kiselinu. U
znacajnim je koli¢inama prisutna u vrstama roda Cinnamomum iz porodice Lauraceae, prema
kojemu je i dobila naziv. Cimetna kiselina i njeni derivati (cinnamic acid derivatives, CAD),
prije svega esteri (cinamati), cinamaldehid te hidroksi i metoksi derivati cimetne kiseline
Siroko su rasprostranjeni u biljnom svijetu. Nekoliko vrsta roda Cinnamomum komercijalno se
uzgaja za dobivanje zacina cimeta. Najvaznija medu njima je vrsta Cinnamomum verum, J.
Presl (Slike 1-3).

Slika 2. List i cvat biljke C. verum Slika 3. Kora biljke C. verum



Cimetna kiselina klju¢ni je intermedijer u biosintezi vaznih spojeva kao Sto su derivati
Sikimata, fenilpropanoida, stirena i stilbena. Sikiminska kiselina je prekursor u biosintezi
mnogih alkaloida, aromatskih aminokiselina i derivata indola, a prisutna je i u razli¢itim
etericnim uljima, gumama i balzamima kao slobodna kiselina ili u sklopu estera. Nadalje,
cimetna kiselina je prekursor u sintezi komercijalno vaznih derivata, prije svega estera, koji se
koriste u farmaceutskoj, kozmetickoj i prehrambenoj industriji. Za industrijske potrebe
cimetna kiselina i njeni derivati ne izoliraju se iz prirodnih izvora nego se prireduju sintetskim
putem, a njihova godiS$nja proizvodnja i potro$nja krec¢e se od 1 do 10 tisuc¢a tona (Sharma,
2011).

1.1.2. Fizikalno — kemijska svojstva cimetne kiseline

Cimetna kiselina (Slika 4) nezasi¢ena je aromatska kiselina. Moze postojati kao Cis i trans
stereoizomer, a u prirodi je viSe zastupljen trans izomer. Bijela je kristalini¢na tvar slabo
topljiva u vodi, a dobro topljiva u mnogim organskim otapalima. MiriSe po medu. Njezina

osnovna fizikalno-kemijska svojstva dana su u Tablici 1.

0]

|
X OH

Slika 4. Cimetna kiselina

Tablica 1. Fizikalno-kemijska svojstva cimetne kiseline

Molekulska formula CyHs50-
Relativna molekulska masa 148,16
Kristalni sustav monoklinski
Gustoca 1,2475gcm°
Taliste 133°C
Vreliste 300 °C
Topljivost u vodi 500 mg L™
pKa 4,44




1.1.3. Sinteza cimetne kiseline

Prva opisana sinteza cimetne kiseline je Perkinova reakcija: bazno-katalizirana kondenzacija

anhidrida octene kiseline i benzaldehida (Shema 1) (https://en.wikipedia.org/wiki/Cinnamic

o n AcOK X I OH i
ML e .

Shema 1

acid).

N

Claisen je opisao sintezu estera cimetne kiseline iz benzaldehida i odgovarajucih estera
(Shema 2). Esteri cimetne kiseline mogu se pripraviti i Claisen-Schmidtovom kondenzacijom
odgovaraju¢ih aldehida 1 acetata te Wittigovom reakcijom aldehida s ilidima fosfora

priredenih iz a-bromacetata (Hatsuda i sur., 2003).

R = alkil ili aril
R' = CHy ili CH,CHs

Shema 2

Cimetna kiselina moze se sintetizirati pomocu Knoevenagelove reakcije aldehida s
malonskom kiselinom. Provodi se u mikrovalnom (MW) reaktoru bez otapala, uz prisutnost
polifosfatnog estera (PPE) (Mobinikhaledi i sur., 2008) ili tetrabutilamonijevog bromida
(TBAB) (Gupta i Wakhloo, 2007).

Heckova reakcija jedna je od novijih reakcija kojom se mogu pripremiri derivati cimetne
kiseline. To je reakcija arilacije i vinilacije alkena, jedna od najvise ispitivanih C-C coupling

reakcija posredovana kompleksima paladija (Shema 3) (Gruber i sur., 2001).



R
X X PdCl,(SEty), DMA X
| + 0k >
Y NaOAc, N("Bu),Br
X=1,Br, Cl
R = H, OMe, Me, CN itd.

R' = Ph, CO,"Bu
DMA = dimetilacetamid

Shema 3

1.1.4. Upotreba cimetne kiseline i njenih derivata

Cimetna kiselina i njeni derivati u velikim se koli¢inama koriste u prehrambenoj, kozmeti¢koj
i farmaceutskoj industriji. Sastojci su Sampona, parfema, dekorativnih kozmeti¢kih proizvoda
I sapuna. Sama cimetna kiselina nije nosilac mirisa, ali metil-cinamat jest. Zbog toga se
dodaje razli¢itim kozmetickim i prehrambenim proizvodima, slicno kao cinamaldehid.
Cinamol i njegovi esteri poput cinamil-acetata koriste se u proizvodnji parfema. Cinamol je i
polazni reaktant za pripravu fotosenzitivnih polimera i boja za pisace. Cimetna kiselina vazna
je sirovina za sintezu L-fenilalanina iz kojeg se zatim proizvodi sintetski dipeptidni zasladivac
aspartam. Esteri cimetne kiseline s dugolan¢anim alkoholima poput oktil-metoksicinamata

koriste se u pripravcima za zastitu od sunca i vjetra (Sharma, 2011).

1.1.5. Biolosko djelovanje cimetne kiseline i njenih derivata

Derivati cimetne kiseline imaju izrazito Siroki farmakoloski profil. U literaturi je opisano
njihovo antimikrobno, antituberkulotsko, antioksidativno, antimikotsko, antidijabeticko,
hepatoprotektivno, antidepresivno, hipolipemic¢ko, antimalarijsko, antivirusno, anksioliticko,
protuupalno i citostatsko djelovanje. Publikacije autora Sharme (2011) te Lone i suradnika

(2014) daju pregled bioloskih djelovanja cimetne kiseline i njenih derivata.



Prisutnost vinilne skupine smatra se odgovornom za antioksidativno djelovanje derivata
cimetne kiseline. Dokazano je antioksidativno djelovanje feniletilnih estera kavene i ferulicne
kiseline te nekih derivata sinapi¢ne i p-kumarinske kiseline (Chen i Ho, 1997; Natella i sur.,

1999). Strukturne formule navedenih kiselina, koje su prisutne i u prirodi, prikazane su na

Slici 5.
0 0
X N
OH OH
HO HO
OH

OCH3
kavena kiselina feruli¢na kiselina
(0] 0]
H;CO N N
OH OH
HO HO
OCH3
sinapi¢na kiselina p-kumarinska kiselina

Slika 5. Prirodni strukturni analozi cimetne kiseline

Dokazano je da metil-kafeat iz biljaka Gaillardia pulchella, Gochnatra rusbyana,
Notopterygium incisum i Linum usitatissimum posjeduje antimikrobno djelovanje te
antitumorsko djelovanje na stani¢nu liniju Sarcoma 180 (Nam i sur., 2001). Esterski i amidni
derivati cimetne Kiseline, posebice izobutil-cinamat, pokazali su znacajno antimikrobno

djelovanje na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije (Narasimhan i sur., 2004).

Nekoliko derivata cimetne kiseline pokazalo je uc¢inkovito antimalarijsko djelovanje (Slika 6)
(Kanaani i Ginsburg, 1992). Ti spojevi inhibiraju transport monokarboksilata kroz membrane
eritrocita 1 mitohondrija te tako sprjecavaju rast nezrelih 1 zrelih stadija parazita. lako su
opisani spojevi Stetni i za stanicu domacina, mogli bi posluziti kao vodeci spojevi (lead

compounds) za razvoj novih antimalarika.
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Slika 6. Derivati cimetne kiseline s antimalarijskim djelovanjem

Bairwa i suradnici sintetizirali su fenilakrilamidne derivate cimetne kiseline i gvanilhidrazona
te ispitali njihovo djelovanje na uzro¢nika tuberkuloze (M. tuberculosis). Neki od ispitanih
spojeva pokazali su antituberkulotsko djelovanje (MIC 6,49 pumol L) i dobar sigurnosni

profil (Bairwa i sur., 2010).

U nekoliko publikacija opisano je i antimikotsko djelovanje derivata cimetne kiseline (Kim i
sur., 2004; Tawata i sur., 1996). Derivati s najjace izrazenim inhibitornim djelovanjem na rast

I razvoj gljivica prikazani su na Slici 7.

R = Et, i-Pro, i-Bu

cl R =Pr,i-Bu

Slika 7. Derivati cimetne kiseline s izrazenim antimikotskim djelovanjem

Konjugati cimetne kiseline i moronizida snazni su inhibitori TNF-a i potencijalni protuupalni

agensi (Slika 8) (Takeda i sur., 2010). Takoder, metoksi supstituirani cinamati kao $to je etil-

8



-3,4,5-trimetoksicinamat iz biljke Piper longum imaju vaznu ulogu u kontroli inflamatornih
bolesti zbog toga s§to blokiraju TNF-o induciranu ekspresiju adhezijskih molekula (npr. E-
selektina) (Kumar i sur., 2005).

Slika 8. 7-O-cinamoil-moronizid s protuupalnim djelovanjem

U literaturi su opisani 1 derivati cimetne kiseline koji pokazuju citotoksicno djelovanje.
Izmedu ostalih, to su 1 derivati s oksazolinijem 1 duSikovim iperitom koji mogu posluziti kao

vodeci spojevi za razvoj citostatika (Slika 9) (Hedvati i sur., 2002).

O/B o
N Nt CI N N+ cr /\/Cl
Lo e

Slika 9. Derivati cimetne kiseline s citotoksi¢nim ué¢inkom

Prirodni hidroksi derivati cimetne kiseline posjeduju antitumorsko djelovanje. Dokazano je da
kavena kiselina u uvjetima in vitro ima slabo citotoksi¢no djelovanje na HL-60 (stani¢na linija
akutne mijeloi¢ne leukemije) te nisku toksicnost zbog ¢ega predstavlja zanimljivu molekulu
za razvoj cistostatika (Nitzsche i sur., 2004). Antitumorsko djelovanje pokazuju i amidi

cimetne kiseline, a osobito 2-metilcinamid (Slika 10), produkt fermentacije piva iz



Streptomyces griseoluteus, koji je pokazao znacajno antiinvazivno i antimetastatsko
djelovanje (Welch i sur., 1993).

Slika 10. 2-Metilcinamid — amidni derivat cimetne Kiseline s citostatskim djelovanjem

Cimetna kiselina i njeni 3,4,5-trimetoksi, 3-trifluormetil i a-metil derivati (Slika 11) potentni
su inhibitori enzima AKR1C3 (aldo-keto reduktaza 1C3) u mikromolarnim koncentracijama.
Taj enzim je takoder poznat kao 17-hidroksisteroid-dehidrogenaza tip 5, a uloga mu je
pretvorba androstendiona u testosteron te estrona u 17-estradiol te stoga predstavlja terapijsku
metu u lijeenju karcinoma ovisnih o hormonima, poput karcinoma prostate, dojke i

endometrija (De i sur., 2011).

OH OH AN OH

Slika 11. CAD - potentni inhibitori AKR1C3

10



1.2.  Primakin

1.2.1. Fizikalno—kemijska svojstva primakina

Primakin (PQ) je medunarodno nezasticeno ime (INN) za N-(6-metoksikinolin-8-il)pentan-
1,4-diamin (Slika 12).

NH

Slika 12. Primakin

Dostupan je kao genericki lijek od razli¢itih proizvodaca, a upotrebljava se kao sol s
fosfornom kiselinom. lako ima Kiralni atom ugljika, u upotrebi je njegova racemi¢na smjesa.
Osnovna fizikalno-kemijska svojstva primakina i primakin fosfata dana su u Tablici 2

(https://en.wikipedia.org/wiki/Primaquine).

Tablica 2. Fizikalno-kemijska svojstva primakina i primakin fosfata

Primakin baza
Molekulska formula Ci5H21N30

Relativna molekulska masa 259,35

Primakin fosfat

Molekulska formula C15H21N30 x 2 H3PO,4
Relativna molekulska masa 455,34

Taliste 205-206 °C
Topljivost u vodi 50gL*"

11



1.2.2. Upotreba primakina

Primakin je u upotrebi kao antimalarik vise od 60 godina. Prvi put je odobren od strane Food
and Drug Administration (FDA) 1952. godine. Danas se nalazi na listi esencijalnih lijekova

Svjetske zdravstvene organizacije (WHO).

Uspjesnost lijeCenja primakinom uvelike ovisi 0 ukupnoj dozi i o vremenu trajanja terapije.
Primakin se u terapiji malarije primjenjuje kao primarni profilaktik kod svih vrsta malarije
zato §to uniStava uzro¢nika u jetri prije nego ude u krvotok. Stoga terapija u dnevnoj dozi od
30 mg zapocinje dan prije rizika od ekspozicije (npr. putovanja u regiju u kojoj je prisutna

malarija), a nastavlja se i do tjedan dana nakon odlaska iz regije (\Vale i sur., 2009).

Nadalje, primakin se koristi za terminalnu profilaksu malarije kod pojedinaca koji su dulje
vrijeme intenzivno izloZeni vrstama P. vivax i P. ovale. Takav pristup ukljucuje koristenje
drugog antimalarika kao primarnog profilaktika, a primakin se dodaje u terapiju na kraju
perioda ekspozicije kako bi se sprijecila odgodena klinicka manifestacija malarije uzrokovane
hipnozoitima P. vivax ili P. ovale. U tu svrhu Kkoristi se u dozi od 15 mg dnevno kroz 14 dana
(Hill i sur., 2006).

Primakin se koristi i u radikalnom lije¢enju infekcija P. vivax i P. ovale u dozi od 15 mg
dnevno kroz 14 dana. Koristi se u kombinaciji s krvnim shizontocidom, npr. klorokinom ili
artemisininom, zbog slabe aktivnosti prema nespolnim krvnim oblicima parazita u toj dozi.
Primakin uniStava dormantne stadije P. vivax i P. ovale i tako sprjecava relaps bolesti (Recht i
sur., 2014).

Vrlo je djelotvoran i protiv primarnih egzoeritrocitnih faza P. falciparum. Aktivan je i prema

gametocitima svih vrsta ljudske malarije te tako onemogucava njezino Sirenje.

Najveca opasnost prilikom primjene primakina je pojava akutne hemoliticke anemije kod
osoba s urodenom deficijencijom glukoza-6-fosfat dehidrogenaze (G6PD). To je X vezana
deficijencija Cesta u regijama u kojima je prisutna malarija. G6PD je prvi enzim u putu
pentoza fosfata i ukljuena je u produkciju NADPH neophodnog za opskrbu stanica
reduciranim glutationom. NADPH je neophodan i za funkciju katalaze te za zastitu stanica od
oksidativnog stresa, koji je najjace izrazen u eritrocitima jer oni nemaju mitohondrije, a time
ni alternativni izvor NADPH. Pojedinci s G6PD deficijencijom koji su izlozeni oksidativnom

stresu uslijed infekcija ili primjene nekih lijekova, poput primakina, imaju povecan rizik od
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akutne hemoliticke anemije. Hemoliza je Cesto pracena anemijom, hemoglobinurijom i
bubreznim zatajenjem. Medutim, jac¢ina hemolize ovisna je o dozi i trajanju terapije
primakinom te o stupnju deficijencije G6PD. Smatra se da je rizik od smrtonosne hemolize
kod jednokratne primjene primakina kod takvih pacijenata vrlo nizak, medutim, potrebno je

provesti testiranje aktivnosti G6PD prije pocetka terapije (Recht i sur., 2014).

1.2.3. Mehanizam djelovanja primakina

Tocan mehanizam kojim primakin djeluje na hipnozoite i gametocite Plasmodium vrsta jos§
uvijek nije razjasnjen, ali pretpostavlja se da djeluje na metabolizam u mitohondriju parazita

interferiraju¢i s funkcijom ubikinona kao prenosioca elektrona u respiratornom lancu.

Drugi mogué¢i mehanizam antimalarijskog djelovanja primakina je stvaranje visokoreaktivnih
metabolita koji povecavaju oksidativni potencijal unutar stanice. Biotransformacija 8-
aminokinolina je nuzna i za njihovo antimalarijsko djelovanje i za njihovu toksi¢nost.
Najvjerojatniji mehanizam toksi¢nosti 1 djelotvornosti 8-aminokinolina je stvaranje

oksidativnog stresa unutar stanica parazita.

Primakin oste¢uje Fe-S klastere enzima akonitaze i fumaraze ukljuéenih u ciklus limunske
kiseline pa time interferira s aerobnom respiracijom plazmodija, a djeluje i na proliferaciju
mitohondrija te tako inhibira rast parazita u fazi koja zahtijeva funkcionalne mitohondrije
(Laléve i sur., 2016).

Jo§ uvijek je upitno zaSto primakin djeluje samo na odredene faze u Zivotnom ciklusu

parazita. Obi¢no su gametociti u kasnijoj fazi rezistentniji na antimalarike od gametocita

gametociti kasnijih faza od nespolnih oblika (Vale i sur., 2009).
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1.2.4. BioloSko djelovanje derivata primakina

U literaturi su opisani mnogobrojni derivati primakina. Mogu se podijeliti u dvije skupine:
derivate sa supstituentima na kinolinskim prstenu i derivate koji su nastali modifikacijom
primarne amino skupine primakina. Neki od njih pokazali su veéu djelotvornost i/ili manju
toksi¢nost, vecu selektivnost prema pojedinim vrstama iz roda Plasmodium ili povecanu

aktivnost na shizonte.

Modifikacijama na kinolinskom prstenu primakina sitetizirani su brojni derivati od kojih su
neki pokazali poboljsanu ucinkovitost, a smanjenu toksi¢nost. Uvedeni su supstituenti na
polozaje 2, 3, 4, 5 1 7 kinolinskog prstena (Slika 13). Najbolje djelovanje pokazali su derivati
s metilnom skupinom na polozajima 2 i 4, tert-butilnom na polozaju 2, etilnim supstituentom
na poloZzajima 2 i 4, pentiloksi supstituentom na polozaju 5 i alkoksi, fluoro, 3- ili 4-

supstituiranom fenoksi skupinom na polozaju 5 (Vale i sur., 2009).

N 8
\2 P 7’
’3\ 5}

4 5

Ao

Slika 13. Modifikacije kinolinskog prstena

2-tert-Butilprimakin (Slika 14) prvi je 8-aminokinolin koji ne uzrokuje methemoglobinemiju,

moguce zbog blokirane razgradnje na polozaju 2 kinolinskog prstena (Vale i sur., 2009).

NH
HNJ\/\/ 2

\

Slika 14. 2-tert-Butilprimakin
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Modifikacije na terminalnoj primarnoj amino skupini primakina (Slika 15) pokazale su se
jako ucinkovite u povecanju bioraspolozivosti, smanjenju biorazgradnje lijeka u

karboksiprimakin i poveéanju aktivnosti (Vale i sur., 2009).

A

\

Slika 15. Terminalna primarna amino skupina primakina

Uvodenjem aminokiselina ili peptidnih ostataka na terminalnu primarnu amino skupinu
dobiveni su derivati koji su pokazali snaznije antimalarijsko djelovanje od samog primakina:
neki zbog smanjene metabolicke razgradnje, odnosno povecane stabilnosti, a drugi zbog toga
Sto su djelovali kao prolijekovi primakina nakon hidrolize peptidazama (Vale i sur., 2009;

Vangapandu i sur., 2004).

Farmakoloska aktivnost primakina znacajno se povecava ako je lijek vezan na lizosomotropne
nosace kao Sto su poliakrilne Skrobne mikrocestice ili asialofetuin. Konjugati primakina s
polimerima poliaspartamidnog tipa imaju bolju topljivost 1 produljeni u¢inak u odnosu na
primakin, a djelotvorni su protiv krvnih shizontocida kod ekspermentalnih zivotinja (Raji¢ i

sur., 2009).

Uvodenjem imidazolidin-4-ona na terminalnu amino skupinu primakina dobiveni su spojevi
koji su, uz antimalarijsko, pokazali i djelovanje na HT-29 (stani¢na linija adenokarcinoma
debelog crijeva), Caco-2 (stani¢na linija humanog kolorektalnog adenokarcinoma) i MCF-7
(stani¢na linija humanog adenokarcinoma dojke) (Fernandes i sur., 2009). Primakin i neki
njegovi derivati imaju snazno i/ili specifi¢no djelovanje na MCF-7 stani¢nu liniju pa se moze
oc¢ekivati da se medu derivatima primakina pronadu lijekovi za terapiju karcinoma dojke
(Fernandes i sur, 2009; Simunovié i sur., 2009; Pavi¢ i sur., 2014; Perkovi¢ i sur., 2013;
Dzimbeg i sur., 2008; Perkovi¢ i sur., 2016).
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Istrazivanja na Zavodu za farmaceutsku kemiju usmjerena su upravo na pronalazenje novih
derivata primakina s pojacanim cistostatskim djelovanjem. Tijekom zadnjih nekoliko godina
sintetizirano je stotinjak novih derivata primakina uvodenjem novih funkcionalnih skupina i
supstituenata na njegovoj terminalnoj amino skupini. Neki od tih derivata su pokazali in vitro
citostatsko djelovanje na cijelom nizu tumorskih stani¢nih linija u mikromolarnim
koncentracijama (Simunovi¢ i sur., 2009; Pavi¢ i sur., 2014; Perkovi¢ i sur., 2013; DZzimbeg i
sur., 2008; Perkovi¢ i sur., 2016). Neki od ispitivanih spojeva pokazali su veliku selektivnost

u djelovanju prema MCF-7 stanicama ili prema stanicama karcinoma kolona (SW 620).

Dosadasnja ispitivanja citostatskog djelovanja derivata primakina dovela su do zakljucka da je
za antiproliferativni u¢inak nuzan Kinolinski, tj. primakinski dio molekule. Dodatak lipofilnih
ostataka vezanih za primarnu amino skupinu primakina preko mosta od nekoliko
elektronegativnih atoma (npr. urea ili semikarbazidnom skupinom) predstavlja strukturnu
modifikaciju koja potencira antiproliferativno djelovanje ili povecava selektivnost prema

MCF-7, odnosno SW 620 stani¢nim linijama.

Sintetizirani su derivati s velikim arilnim (modificiranim benzhidrilnim, tritilnim ili fenilnim)
supstituentima. Takoder su sintetizirani semikarbazidni analozi nekih ranije sintetiziranih urea
s jednom ili viSe hidroksi skupina na supstituentu vezanom na N4 atom semikarbazida, buduc¢i
da je primakinska urea s hidroksipentilnim ostatkom pokazala izuzetnu selektivnost prema
SW 620 liniji (Simunovié i sur., 2009).

Modifikacije benzhidrilnog ostatka raznovrsnim supstituentima nisu povecale niti
ucinkovitost niti selektivnost. Opcenito su semikarbazidni derivati imali izraZenije citostatsko
djelovanje od svojih urea analoga (Simunovi¢ i sur., 2009; Pavi¢ i sur., 2014; Perkovi¢ i sur.,
2013; Dzimbeg 1 sur., 2008; Perkovi¢ 1 sur., 2016).

Urea derivati bili su manje aktivni od semikarbazidnih analoga, ali jo§ uvijek selektivni prema
MCF-7 stanicama. Urea s fenilnim supstituentom koji se nalazi i u citostatiku sorafenibu je
bila najaktivnija (Slika 16) (Pavic i sur., 2014).
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Slika 16. Aktivni urea derivat primakina (a) i citostatik sorafenib (b)

Nadalje, sintetizirani su derivati op¢e formule A i B (Slika 17) u kojima je primakin povezan
sa supstituiranim benzenskim prstenom preko urea ili semikarbazidnog ostatka. Ti derivati su
se pokazali posebno aktivni i/ili selektivni prema MCF-7 stani¢noj liniji (Gilja i Palajsa, 2015;
Perkovi¢ i sur.,, 2016). Osobito su aktivni bili karbamoilsemikarbazidni derivati s 4-
bromfenilnom, 4-fluorfenilnom i 3,5-bis-(trifluormetil)fenilnom skupinom. Ti spojevi mogu

posluziti kao spojevi uzori za razvoj novih citostatika.

A B

R =H, OH, F, Cl, Br, CF3 (0o, mili p)

Slika 17. Derivati primakina s izrazenim citostatskim djelovanjem

Medu karbamoilsemikarbazidnim derivatima koje su sintetizirali i bioloski evaluirali Perkovi¢
i suradnici (2016), potpuno selektivno i najsnaznije antiproliferativno djelovanje (ICsq 1,0+0,2
uM) rema MCF-7 pokazao je benzilni derivat ¢ija je struktura srodna strukturi
acilsemikarbazidnih derivata primakina i cimetne kiseline ili CAD (Slika 18). Taj spoj je
pokazao potpunu selektivnost prema MCF-7 stanicama, dok prema ostalim ispitanim
stani¢nim linijama nije pokazao djelovanje. Otkrice takvih spojeva od posebne je vaZnosti, jer
upucuje na to da se antiproliferativno djelovanje tih tvari ne temelji na citotoksi¢nosti, ve¢ je

posljedica specificnih mehanizama djelovanja.
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Slika 18. Karbamoilsemikarbazidni derivat primakina s benzilnim supstituentom posve

selektivnog djelovanja (a) i op¢a formula PQ-CAD acilsemikarbazida (b)
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2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA
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Cilj ovog rada je sinteza i karakterizacija novih derivata primakina koji sadrze cimetnu

kiselinu ili derivat cimetne kiseline u strukturi.

Dizajniranje novih derivata primakina i cimetne kiseline temelji se na pregledu literaturnih
podataka te rezultata istrazivanja na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu. U dosadasnjim
publikacijama istrazivacke skupine Zavoda za farmaceutsku kemiju (Simunovié i sur., 2009;
Pavi¢ 1 sur., 2014; Perkovi¢ 1 sur., 2013; Dzimbeg i sur., 2008; Perkovi¢ i sur., 2016)
dokazano je da je za antiproliferativni ucinak derivata primakina nuzan kinolinski dio
molekule, odnosno sami primakin, a modifikacijama na terminalnoj primarnoj amino skupini,
tj. uvodenjem elektronegativno supstituiranog lipofilnog ostatka preko mosta od nekoliko
elektronegativnih atoma (urea ili semikarbazidna skupina) to se djelovanje dodatno potencira

te se povecava selektivnost prema MCF-7, odnosno SW 620 stani¢nim linijama.

Medu dosad sintetiziranim karbamoilsemikarbazidnim derivatima primakina, jedan od
potentnijih je derivat s benzilnom skupinom, koji je pokazao potpunu selektivnost prema
MCEF-7 stani¢noj liniji i izrazeno antiproliferativno djelovanje. Struktura tog derivata srodna
je strukturi acilsemikarbazidnih derivata primakina i cimetne kiseline, odnosno derivata

cimetne kiseline.

Nadalje, u literaturi su opisani i hidroksi, metoksi te halogenirani derivati cimetne kiseline

(CAD) s potencijalnim antitumorskim, antiinflamatornim 1 antimikrobnim u¢inkom.

U ovom radu opisana je sinteza i karakterizacija Sest novih acilsemikarbazidnih derivata
primakina i cimetne kiseline i to redom o-metilcimetne, 3,4-dimetoksicimetne, 3,4-
metilendioksicimetne, 2-fluorcimetne te 3-(trifluormetil)cimetne i 4-(trifluormetil)cimetne
kiseline. U daljnjim istrazivanjima, koja prelaze okvir ovog rada, tim spojevima bit ¢e

ispitano biolosko djelovanje.
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3. MATERIJALI | METODE
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Talista (t;) su odredena na Stuart SMP3 instrumentu (Barloworld Scientific, UK) i nisu
korigirana. Tijek reakcija i Cisto¢a produkata praceni su tankoslojnom kromatografijom
(TLC). Za TLC su upotrijebljene silikagel ploce 60 Fos4 (Merck, Njemacka), te petroleter/etil-
acetat/metanol (3:1:0,5), i diklormetan/metanol (95:5) kao pokretne faze. Za kromatografiju
na koloni kao nepokretna faza koriSten je silikagel veli¢ine ¢estica 0,063-0,200 mm (Kemika,
Hrvatska) i 0,040-0,063 mm (Merck, Njemacka), uz iste pokretne faze kao i u tankoslojnoj

kromatografiji. Analizirani spojevi detektirani su UV zra¢enjem (A = 254 nm) i parama joda.

IR spektri snimljeni su na Paragon FT-IR spektrometru (Perkin Elmer, UK). *H i *C NMR
spektri snimljeni su na Bruker AV-600 (Bruker, SAD) kod 300,13, odnosno 600,13 MHz za
'H i kod 75,47, odnosno 150,90 MHz za *C jezgru te na Varian Inova 400 spektrometru
(Varian, SAD) kod 399,59 MHz za *H i 100,48 MHz za *C jezgru. Uzorci su mjereni u
DMSO-ds otopinama na 20 °C u NMR cjev¢icama od 5 mm. Kemijski pomaci dani su u ppm
u odnosu na tetrametilsilan (TMS) kao unutarnji standard. Spektri masa snimljeni su na
HPLC-MS/MS (Agilent Technologies Triple Quadripole 6420).

Primakin difosfat, benzotriazol (BtH), trifozgen, tionil-klorid, hidrazin hidrat, trietilamin
(TEA), a-metilcimetna, 3,4-dimetoksicimetna, 3,4-metilendioksicimetna, 2-fluorcimetna te 3-
(trifluormetil)cimetna i 4-(trifluormetil)cimetna kiselina nabavljeni su od tvrtke Sigma-

Aldrich (SAD). Sve reakcije s primakinom izvodene su uz zastitu od svjetlosti.

Bezvodna otapala dobivena su sljede¢im postupcima. Bezvodni toluen: toluen je ekstrahiran
vodom, zatim je osuSen nad bezvodnim kalcijevim kloridom, destiliran i ¢uvan nad natrijem.
Bezvodni dimetilformamid (DMF): smjesa 1 L DMF-a i 100 mL bezvodnog toluena
destilirana je, pri ¢emu prvo destilira azeotropna smjesa toluena i vode, a zatim ¢isti DMF.
Cuvan je nad aktiviranim molekulskim sitima. Bezvodni diklormetan: diklormetan je
ekstrahiran vodom, susen iznad kalcijeva klorida i predestiliran. Bezvodni dioksan: dioksan je
24 sata refluksiran na natriju; destiliran je i ¢uvan nad natrijem. Sve ostale kemikalije bile su

p. a. Cistoce.
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3.1. Sinteza klorida 1-benzotriazolkarboksilne kiseline (BtcCl, 1) (Kal¢i¢ i sur., 2003)

Smjesa 0,596 g (0,005 mol) benzotriazola i 0,991 g (0,00334 mol) trifozgena u bezvodnom
toluenu refluksirana je 3 sata na 115 °C. Otapalo je upareno, a dobiveni BtcCl (1) je bez

¢isc¢enja upotrijebljen u daljnjim reakcijama.

3.2.  Sinteza N-(4-((6-metoksikinolin-8-il)Jamino)pentil)-1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-
karboksamida (2) (Dzimbeg i sur., 2008)

U ohladenu otopinu (ledena kupelj) 0,908 g (0,005 mol) klorida 1 i 0,505 g (0,005 mol) TEA
u 25 mL bezvodnog toluena dokapavana je otopina 1,297 g (0,005 mol) primakina u 20 mL
bezvodnog toluena tijekom 10 minuta. Reakcijska smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi 2
h, zasticena od svjetlosti. Istalozeni TEA x HCI je odsisan, ispran pomo¢u 3 mL toluena te
kvantitativno uklonjen ekstrakcijom vodom (3 puta). Organski sloj je osuSen nad bezvodnim
natrijevim sulfatom 1 uparen pod snizenim tlakom. Sirovi produkt je prociséen
kromatografijom na koloni uz nepokretnu fazu silikagel veli¢ine ¢estica 0,063-0,200 mm i
pokretnu fazu sastava cikloheksan/etil-acetat/metanol (3:1:0,5) te rastrljavanjem u eteru.
Iskoristenje: 1,655 g (95 %)

t; 107-108 °C

IR (KBr): vinax 3427, 3389, 3087, 3047, 2996, 2932, 2858, 1750, 1614, 1579, 1518, 1386,
1224, 1202, 1167, 1077, 1024, 829, 789, 748 cm ™.

3.3.  Sinteza N-(4-((6-metoksikinolin-8-il)amino)pentil)hidrazinkarboksamida (3)
(Pavic i sur., 2014)

Otopina 0,809 g (0,002 mol) benzotriazolida primakina 2, 0,200 g (0,004 mol) hidrazin
hidrata i 2 mg natrijevog ditionita u 4 mL dioksana mijeSana je na s.t. 4 dana, zastiCena od
svjetlosti. Otapalo je upareno pod snizenim tlakom, ostatak je otopljen u 10 mL etil-acetata i
ekstrahiran 5 %-tnom otopinom NaOH (3x10 mL) i vodom (3x15 mL), osusen nad
bezvodnim natrijevim sulfatom i uparen pod snizenim tlakom. Sirovi produkt je procis¢en
kromatografijom na koloni uz nepokretnu fazu silikagel veli¢ine Cestica 0,063-0,200 mm i

pokretnu fazu sastava diklormetan/metanol (95:5) te rastrljavanjem u eteru.
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Iskoristenje: 0,514 g (81 %)
t; 109-110,5 °C

IR (KBr): vimax 3370, 3328, 2960, 2930, 1618, 1570, 1524, 1456, 1388, 1294, 1275, 1208,
1170, 1054, 900, 820, 795, 680, 623 cm ™.

3.4. Sinteza CAD Kkiselinskih klorida (4a - f)

Smjesa 0,001 mol cimetne kiseline ili odgovaraju¢e CAD, 0,595 g tionil-klorida (0,005 mol) i
bezvodnog DMF-a (2 kapi) u bezvodnom toluenu (8 mL) mijesana je na sobnoj temperaturi
(s.t.) 3 sata. Tionil-klorid je uparen pod snizenim tlakom, ostatak je naparen bezvodnim

toluenom i bez ¢is¢enja upotrijebljen u daljnjim reakcijama.

3.5.  Sinteza CAD—primakin semikarbazida (5a - f)

U otopinu 0,001 mol odgovarajuceg CAD Kkiselinskog klorida 4a-f u bezvodnom
diklormetanu (3 mL) dokapana je otopina 0,254 g (0,0008 mol) semikarbazida 3 i 0,081 g
(0,0008 mol) TEA u bezvodnom diklormetanu (6 mL) kroz 10 min. Reakcijska smjesa
mijeSana je 1,5 h do 3 dana na s.t., zasti¢ena od svjetlosti. Zatim je uparena pod snizenim
tlakom te otopljena u smjesi etil-acetata i 5 % otopine NaOH (1:1, 20 mL). Organski sloj
ekstrahiran je 5 % otopinom NaOH (3x20 mL), ispran vodom (2x20 mL) te osuSen nad

bezvodnim natrijevim sulfatom, profiltriran i uparen pod snizenim tlakom.

3.5.1. Sinteza  (2E)-N-[({4-[(6-metokdikinolin-8-il)amino]pentil}karbamoil)amino]-2-

metil -3-fenilprop-2-enamida (5a)
Kolic¢ina klorida 4a: 0,181 g
Vrijeme reakcije: 6 h.

Sirovi produkt proc¢is¢en je kromatografijom na koloni uz nepokretnu fazu silikagel veli¢ine
Cestica 0,040-0,063 mm te pokretnu fazu sastava diklormetan/metanol (95:5). Dobiven je

konacan produkt 5a koji vrlo polako kristalizira nakon duZeg vremena.

IskoriStenje: 0,196 g (53 %)
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t; 65,5 °C (raspad)
MS/MS m/z 462,3 (M+1)*

IR (KBr): vinax 3265, 2961, 2935, 1652, 1617, 1576, 1520, 1454, 1423, 1387, 1336, 1258,
1239, 1220, 1203, 1158, 1051, 1031, 1004, 928, 910, 822, 791, 762, 709, 695, 625, 589, 515

cm ™

'H NMR (DMSO-ds, 5ppm, J/Hz): 9,67 (s, 1H, 2"); 8,54-8,53 (dd, 1H, 11, J = 1,57; 4,15);
8,08-8,07 (dd, 1H, 13, J = 1,49; 8,28): 7,67 (s, 1H, 1"): 7,43-7,30 (m, 7H, 12, 2', 4-8"): 6,48-
6,45 (M, 2H, 2, 17); 6,28 (s, 1H, 15); 6,13-6,11 (d, 1H, 8, J = 8,75); 4,05-3,82 (s, 3H, 18);

3,65-3,63 (M, 1H, 6); 3,08-3,02 (M, 2H, 3); 2,02 (s, 3H, 9); 1,66-1,47 (M, 4H, 4, 5); 1,22-1,21
(d 3H, 7, J = 6,29)

3¢ NMR (DMSO-dg, 5ppm, J/Hz): 168,89 (3"); 159,00 (16); 158,36 (1); 144,63 (9); 144,24
(11); 135,83 (3); 134,78 (13); 134,51 (10); 133,23 (2'); 130,74 (1'); 129,56 (14); 129,22 (5',
7); 128,42 (4', 8); 127,80 (6'); 122,08 (12); 96,10 (17); 91,61 (15); 54,97 (18); 47,02 (6);
39,02 (3); 33,43 (5); 26,73 (4); 20,21 (7); 14,15 (9"

3.5.2. Sinteza (2E)-3- (3,4-dimetoksifenil) -N-[({4-[(6-metoksikinolil-8-il)amino]pentil}

karbamoil)amino]prop-2-enamida (5b)
Koli¢ina klorida 4b: 0,227 ¢
Vrijeme reakcije: 1,5 h

Sirovi produkt je topljiv jedino u DMSO te je prociscen rastrljavanjem redom u etil-acetatu,
diklormetanu, vru¢em acetonu, dva puta u eteru te u vruéem etanolu. Dobiven je konacan

produkt 5b.

Iskoristenje: 0,231 g (57 %)
t; 200,5 —201,5 °C (raspad)

MS/MS m/z 508,3 (M+1)"
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IR (KBI): vimax 3375, 3213, 3084, 3003, 2937, 1668, 1628, 1596, 1559, 1515, 1456, 1421,
1387, 1356, 1293, 1262, 1235, 1202, 1171, 1138, 1052, 1022, 977, 939, 856, 816, 788, 767,
710, 679, 622, 594, 560, 460 cm*

'H NMR (DMSO-dg, 5ppm, J/Hz): 9,62-9,61 (d, 1H, 2", J = 1,73); 8,54-8,52 (dd, 1H, 11, J =
1,39; 4,06); 8,08-8,06 (dd, 1H, 13, J = 1,29; 8,29): 7,81 (s, 1H, 1"); 7,44-7,40 (m, 2H, 12, 2);
7,15-7,12 (m, 2H, 4', 8); 7,00-6,98 (d, 1H, 1', J = 8,28); 6,53-6,46 (M, 3H, 2, 17, 7'); 6,26 (s;
1H, 15); 6,11-6,09 (d, 1H, 8, J = 8,73); 3,81-3,78 (M, 9H, 18, 9', 10"); 3,62 (m, LH, 6); 3,04-
3,02 (M, 2H, 3); 1,54-1,51 (m, 4H, 4, 5); 1,21-1,19 (d, 3H, 7, J = 6,25)

3C NMR (DMSO-dg, 5 ppm, J/Hz): 165,27 (3"); 159,06 (16); 158,19 (1); 150,32 (5'); 148,93
(6); 144,69 (9); 144,36 (11); 139,74 (2); 134,91 (13); 134,57 (10); 129,66 (14); 127,55 (3');
122,21 (12); 121,48 (8'); 117,64 (1'); 111,81 (7'); 110,20 (4); 96,19 (17); 91,69 (15); 55,62
(9); 55,52 (18); 55,08 (10"); 47,11 (6); 39,02 (3); 33,50 (5); 26,80 (4); 20,30 (7)

3.5.3. Sinteza (2E)-3-(2H-1,3-benzodioksol-5-il)-N-[({4-[(6-metoksikinolin-8-il) amino]

pentil}karbamoil)amino]prop-2-enamida (5c)

Koli¢ina klorida 4c: 0,211 g
Vrijeme reakcije: 3 h

Sirovi produkt proc¢iséen je kromatografijom na koloni uz nepokretnu fazu silikagel veli¢ine
Cestica 0,063—0,200 mm te pokretnu fazu sastava diklormetan/metanol (95:5). Rastrljavanjem

u smjesi etera i petroletera dobiven je konacan produkt 5c.

Iskoristenje: 0,193 g (49 %)

t; 75,5 °C (raspad)

MS/MS m/z 492,3 (M+1)*
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IR (KBr): vinax 3250, 2335, 2361, 1654, 1618, 1577, 1560, 1521, 1490, 1448, 1388, 1252,
1202, 1158, 1100, 1037, 976, 929, 819, 791, 670, 625, 592, 518 cm *

'H NMR (DMSO-dgs, 5ppm, J/Hz): 9,64 (s, 1H, 2"): 8,53 (d, 1H, 11, J = 2,84); 8,08-8,06 (d,
1H, 13, J = 8,05); 7,82 (s, 1H, 1"); 7,43-7,39 (m, 2H, 12, 2'); 7,15 (s, 1H, 4); 7,09-7,07 (d,
1H, 8', J = 8,05); 6,96-6,94 (d, 1H, 1', J = 7,96); 6,48-6,44 (m, 3H, 2, 17, 7'); 6,26 (s, 1H, 15);
6,11-6,09 (d, 1H, 8, J = 7,59); 6,06 (s, 3H, 9); 3,82 (s, 3H, 18); 3,62 (M, 1H, 6); 3,04 (M, 2H,
3): 1,60-1,46 (m, 4H, 4, 5); 1,12-1,19 (d, 3H, 7, J = 6,13)

13C NMR (DMSO-ds, 5ppm, J/Hz): 165,45 (3"); 159,43 (16); 158,49 (1); 149,08 (5'); 148,38
(6); 145,05 (9); 144,69 (11); 139,84 (2); 135,25 (13); 134,93 (10); 130,01 (14); 129,50 (3Y;
123,83 (8); 122,54 (12); 118,33 (1); 109,05 (7'); 106,66 (4'); 101,92 (9"); 96,55 (17); 92,06
(15): 55,42 (18); 47,47 (6); 39,02 (3); 33,86 (5); 27,14 (4); 20,65 (7)

3.5.4. Sinteza (2E)-3-(2-fluorfenil)-N-[({4-[(6-metoksikinolin-8-il)amino]pentil}

karbamoil)amino]prop-2-enamida (5d)
Koli¢ina klorida 4d: 0,185 ¢
Vrijeme reakcije: 20 h

Sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na koloni uz nepokretnu fazu silikagel veli¢ine
Cestica 0,040-0,063 mm te pokretnu fazu sastava diklormetan/metanol (95:5). Rastrljavanjem

u eteru dobiven je konacan produkt 5d.

Iskoristenje: 0,331 g (89 %).

t; 91,0 — 93,0 °C (raspad)

MS/MS m/z 466,1 (M+1)"

IR (KBr): vinax 3250, 2864, 1654, 1618, 1578, 1520, 1488, 1457, 1424, 1388, 1347, 1221,

1204, 1159, 1052, 1032, 982, 822, 791, 757 cm™*
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'H NMR (DMSO-dg, 5ppm, J/Hz): 9,85 (s, 1H, 2"); 8,54-8,53 (dd, 1H, 11, J = 1,50; 4,10);
8,08-8,06 (dd, 1H, 13, J = 1,42; 8,22); 7,87 (s, 1H, 1"); 7,67-7,65 (t, 1H, 6', J = 7,22); 7,57-
7,55 (d, 1H, 2', J = 16,02); 7,45-7,41 (m, 2H, 12, 4'); 7,30-7,26 (m, 2H, 5', 7'); 6,76-6,73 (d,
1H, 1', J = 16,03); 6,48 (s, 2H, 2, 17); 6,28 (s, 1H, 15); 6,12-6,11 (d, 1H, 8, J = 8,70); 3,83 (s,
3H, 18); 3,64 (m, 1H, 6); 3,07 (M, 2H, 3); 1,65-1,49 (m, 4H, 4, 5); 1,22-1,21 (d, 3H, 7, J =
6,28)

13C NMR (DMSO-ds, & ppm, J/Hz): 164,43 (3"); 161,30-159,64 (d, 8', J = 250,54); 158,99
(16): 157,86 (1); 144,62 (9); 144,21 (11); 134,74 (13); 134,50 (10); 131,90 (2); 131,47-
131,41 (d, 6, J = 8,67); 129,54 (14); 129,22-129,20 (d, 5', J = 2,69); 124,98 (1'); 122,90-
122,86 (d, 4', J = 6,35); 122,35-122,28 (d, 3', J = 11,54); 122,04 (12); 116,13-115,99 (d, 7', J
= 21,68); 96,09 (17); 91,04 (15), 54,95 (18); 47,03 (6); 39,02 (3); 33,43 (5); 26,64 (4); 20,19
(7

3.5.5. Sinteza (2E)-N-[({4-[(6-metoksikinolin-8-il)Jamino]pentil}karbamool)amino]-3-[3-
(trifluormetil)fenil]prop-2-enamida (5e)

Koli¢ina klorida 4e: 0,235 g
Vrijeme reakcije: 19 h

Sirovi produkt prociséen je kromatografijom na koloni uz nepokretnu fazu silikagel veli¢ine
Cestica 0,040-0,063 mm te pokretnu fazu sastava diklormetan/metanol (95:5). Isparavanjem

diklormetana pri snizenom tlaku dobiven je konacan produkt 5e.

Iskoristenje: 0.305 g (74 %)
t; 84,5 — 88,0 °C (raspad)
MS/MS m/z 516,1 (M+1)*

IR (KBr): vinax 3254, 2964, 1659, 1618, 1577, 1521, 1456, 1424, 1388, 1334, 1222, 1199,
1166, 1126, 1075, 976, 900, 822, 792, 694, 660, 625, 561, 514 cm
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'H NMR (DMSO-ds, 5 ppm, J/Hz): 9,77 (s, 1H, 2"); 8,54 (d, 1H, 11, J = 2,58): 8,08-8,06 (d,
1H, 13,J=7,91); 7,92-7,88 (m, 3H, 6', 8', 1"); 7,75-7,73 (d, 1H, 4', J = 7,53); 7,68-7,65 (t,
1H, 5',J = 7,55); 7,61-7,59 (d, 1H, 2', J = 15,88); 7,43-7,41 (m, 1H, 12); 6,78-6,76 (d, 1H, 1',
J =15,89); 6,47 (s, 2H, 2, 17); 6,28 (s, 1H, 15); 6,12-6,11 (d, 1H, 8, J = 8,50); 3,83 (s, 3H,
18); 3,64 (m, 1H, 6); 3,07-3,06 (m, 2H, 3); 1,65-1,49 (m, 4H, 4, 5); 1,22-1,21 (d, 3H, 7,J =
6,00)

13C NMR (DMSO-ds, 5ppm, J/Hz): 164,18 (3"); 158,99 (16); 157,81 (1); 144,62 (9); 144,20
(11): 137,75 (2); 135,90 (3'); 134,74 (13); 134,50 (10); 132,14-127,87 (q, 11', J = 214,50);
131,15 (4); 130,07-129,41 (g, 7', J = 30,02); 130,06 (5); 129,53 (14); 125,84 (6'); 123,98 (8);
122,11 (12); 122,03 (1'); 96,08 (17); 91,64 (15); 54,94 (18); 47,03 (6); 39,02 (3); 33,43 (5);
26,64 (4); 20,18 (7)

3.5.6. Sinteza (2E)-N-[({4-[(6-metoksikinolin-8-il)amino]pentil}karbamoil)amino]-3-[4-
(trifluorometil)fenil]prop-2-enamida (5f)

Koli¢ina klorida 4f: 0,235 g
Vrijeme reakcije: 19 h

Talog iz reakcijske smjese je prije uparavanja odsisan i rastrljan u vodi. Dobiven ¢isti produkt
5f. Mati¢nica uparena i otopljena u etil-acetatu te ekstrahirana dva puta 5% NaOH i dva puta
destiliranom vodom. Organski sloj suSen nad bezvodnim Na,SQO,, profiltriran i uparen.
Dobiveno ulje proc¢is¢eno je kromatografijom na koloni uz nepokretnu fazu silikagel veli¢ine
Cestica 0,040-0,063 mm te pokretnu fazu sastava diklormetan/metanol (95:5). Rastrljavanjem

u eteru i petroleteru dobiven je kona¢an produkt 5f.

Iskoristenje: 0,276 g (67 %)

t: 123,0 °C (raspad)

MS/MS m/z 516,2 (M+1)*
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IR (KBr): vinax 3256, 1695, 1664, 1612, 1525, 1469, 1425, 1390, 1327, 1235, 1169, 1118,
1067, 1036, 834, 789, 728, 659, 631, 592, 504 cm*

'H NMR (DMSO-dg, 5ppm, J/Hz): 9,85 (s, 1H, 2"); 8,54-8,53 (d, 1H, 11, J = 3,71); 8,08-8,06
(d, 1H, 13, J=8,07); 7,90 (s, 1H, 1"): 7,78 (s, 4H, 4', 5', 7', 8"); 7,59-7,56 (d, 1H, 2, J =
15,92); 7,43-7,41 (m, 1H, 12); 6,77-6,74 (d, 1H, 1', J = 15,90); 6,47 (s, 2H, 2, 17); 6,28 (s,
1H, 15); 6,12-6,11 (d, 1H, 8, J = 8,58); 3,83 (s, 3H, 18); 3,64 (m, 1H, 6); 3,07-3,05 (M, 2H,
3); 1,65-1,47 (M, 4H, 4; 5): 1,22-1,21 (d, 3H, 7, J = 6,06)

13C NMR (DMSO-ds, 5ppm, J/Hz): 164,10 (3"); 158,98 (16); 157,80 (1); 144,61 (9); 144,19
(11): 138,73 (3); 137,75 (2'); 134,73 (10); 134,49 (13); 129,64-129,01 (q, 6', J = 31,19);
129,53 (14); 128,13 (4', 8); 126,81-121,32 (q, 10', J = 271,67); 125,76 (5, 7'); 122,77 (1;
122,02 (12); 96,07 (17); 91,63 (15); 54,93 (18); 47,01 (6); 39,02 (3); 33,42 (5); 26,63 (4);
20,17 (7)
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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Primakin je antimalarik iz skupine 8-aminokinolina. Osim antimalarijskog, dokazano je i
njegovo antitumorsko djelovanje. Stoga su sintetizirane serije spojeva s ciljem optimizacije
strukture u svrhu povecéanog antiproliferativnog ucinka te povecanja selektivnosti prema

odredenim tumorskim linijama.

Na temelju literaturnih izvora i rezultata dosadasnjih istrazivanja na Zavodu za farmaceutsku
kemiju dokazano je da je za antiproliferativni u¢inak derivata primakina nuzan kinolinski dio
molekule. Uvodenjem elektronegativno supstituiranog lipofilnog ostatka preko mosta od
nekoliko elektronegativnih atoma (urea ili semikarbazidna skupina) na terminalnu primarnu
amino skupinu primakina antiproliferativno djelovanje se dodatno potencira te se povecava

selektivnost prema MCF-7, odnosno SW 620 tumorskim stani¢nim linijama.

U ovom radu opisana je sinteza i karakterizacija Sest novih, u literaturi dosad neopisanih
acilsemikarbazidnih derivata primakina koji u strukturi sadrze cimetnu kiselinu ili derivat
cimetne kiseline (5a-f). Rije¢ je o derivatima primakina i a-metilcimetne (5a), 3,4-
dimetoksicimetne (5b), 3,4-metilendioksicimetne (5c¢), 2-fluorcimetne (5d) te 3-

(trifluormetil)cimetne Kiseline (5e) i 4-(trifluormetil)cimetne kiseline (5f).

Za sintezu tih derivata odabran je reakcijski put koji ukljucuje prevodenje primakina u
benzotriazolid primakina (2), a zatim u primakinski semikarbazid (3), koji s kiselinskim
kloridima derivata cimetne kiseline 4a-f daje konacne acilsemikarbazidne primakin-CAD

derivate 5a-f.

Pocetni spoj u sintezi bio je klorid 1-benzotriazolkarboksilne kiseline, BtcCl (1) koji je
dobiven reakcijom benzotriazola i trifozgena na 115 °C (Kaléi¢ i sur., 2003) te je bez

procis¢avanja upotrijebljen u sljedecoj reakciji.

Primakin komercijalno dolazi kao difosfatna sol pa se prije upotrebe u reakcijama sinteze
treba prevesti u oblik slobodne baze. Vodena otopina primakin difosfata zaluZena je otopinom

5%-tne NaOH i ekstrahirana diklormetanom u kojemu je primakin topljiv.

Nakon uparavanja diklormetana, dobiveni primakin u obliku slobodne baze reagirao je s
kloridom BtcCl (1) te je dobiven primakinski benzotriazolid (2), spoj ve¢ opisan u literaturi
(Dzimbeg i sur., 2008).

Dobiveni primakinski benzotriazolid (2) je pomocu hidrazina preveden u primakinski

semikarbazid (3) koji je, takoder, ve¢ opisan u literaturi (Pavié i sur., 2014).
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Derivati cimetne kiseline prevedeni su u kiselinske kloride 4a-f reakcijama s tionil-kloridom.

Reakcijom primakinskog semikarbazida (3) s kloridom odgovaraju¢eg derivata cimetne
kiseline 4a-f dobiveni su konac¢ni produkti, acilsemikarbazidni derivati 5a-f koji nisu do sad

opisani u literaturi.

U reakcijama u kojima benzotriazol predstavlja izlaznu skupinu oslobodeni BtH uklonjen je
po zavrSetku reakcije ekstrakcijom s 5 %-tnom vodenom otopinom NaOH. Dodatkom otopine
NaOH deprotonira se atom dus$ika na poziciji 1 benzotriazolskog prstena te nastaje natrijeva
sol topljiva u vodi. Benzotriazol u tom obliku prelazi u vodeni sloj dok u organskom sloju

zaostaju zeljeni produkti.

33



R
HO R I

0]
CA

BtcCI (1)

X3 R’ 3
N SOChL Mg
o — o =
0
D 4a-f

Jik I T
N\
N PQ NH,NH5 o
TEA | H N BH |l it H H TEA | i How |
N )\/\/NYN‘N' ZN )\/\/NYN\NHZ 2 )\/\/N\H/N\N = B
0 0 o) H . | /_
1 2 3 5a.f

Spoj 5a 5b 5¢c 5d 5e 5f
R H 3,5-(0OCHs), 3,4-metilendioksi | 2-F 3-CF; 4-CF5
R CHs; H H H H H

34



U pripravi acilsemikarbazida 5a-f najvecu poteSkocu predstavljalo je prociséavanje
produkata. Kao najbolji nacin procis§éavanja pokazala se kromatografija na koloni (nepokretna
faza silikagel, pokretna faza diklormetan/metanol 95:5 te petroleter/etil-acetat/metanol
3:1:0,5). Velicina cCestica silikagela bitno je utjecala na uspjeSnost proc¢is¢avanja produkata.
Uz silikagel s krupnijim Cesticama veli¢ine 0,063—0,200 mm procis¢avanje je bilo bitno
manje uspjes$no nego uz silikagel veli¢ine Cestica 0,040—0,063 mm, a ukupne mase dobivenih
Cistih produkata bile su mnogo veée uz koristenje silikagela sitnijih estica. Cisti produkti 5

dobiveni su prekristalizacijom iz smjese etera i petroletera

Strukture novih spojeva odredene su uobiCajenim analitickim i1 spektroskopskim metodama
(IR, *H i C NMR, MS), dok su strukture ranije opisanih spojeva (2 i 3) potvrdene samo

usporedbom IR spektara i Rs vrijednosti u odgovaraju¢em kromatografskom sustavu.

Novim spojevima odredene su i temperature taljenja. Analiticki i spektroskopski podaci

prikazani su u Tablicama 11 2.
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Tablica 1. Analiti¢ki podaci za acilsemikarbazidne derivate (5a-f) CAD-primakina

N

i

NH

I

NH

I

‘NH

R

Spoj

t

(°C)

Molekulska
formula

MS

(m/z)

IR (KBI) Vimax

(cm™)

5a

65,5 °C
(raspad)

C26H31N503

461,53

462,3
(M+1)"

3265, 2961, 2935,
1652, 1617, 1576,
1520, 1454, 1423,
1387, 1336, 1258,
1239, 1220, 1203,
1158, 1051, 1031,
1004, 928, 910, 822,
791, 762, 709, 695,
625, 589, 515

5b

200,5—
201,5
(raspad)

C27H33N505

507,58

508,3
(M+1)*

3375, 3213, 3084,
3003, 2937, 1668,
1628, 1596, 1559,
1515, 1456, 1421
1387, 1356, 1293,
1262, 1235, 1202,
1171, 1138, 1052,
1022, 977, 939, 856,
816, 788, 767, 710,
679, 622, 594, 560,
460

5c

75,5
(raspad)

C26H29N505

491,54

4923
(M+1)*

3250, 2335, 2361,
1654, 1618, 1577,
1560, 1521, 1490,
1448, 1388, 1252,
1202, 1158, 1100,
1037, 976, 929, 819,
791, 670, 625, 592,
518

5d

91,0 -
93,0
(raspad)

CasH2sFNsO3

465,52

466,1
(M+1)*

3250, 2864, 1654,
1618, 1578, 1520,
1488, 1457, 1424,
1388, 1347, 1221,
1204, 1159, 1052,
1032, 982, 822, 791,
757
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3254, 2964, 1659,
1618, 1577, 1521,

R 84,5 - 5161 | 1496 1424, 1388,
5e 88,0 | CogHosFsNsO; | 515,53 (M+'1)+ 1334, 1222, 1199,
(raspad) 1166, 1126, 1075, 976,
900, 822, 792, 694,
660, 625, 561, 514
3256, 1695, 1664,
R 1612, 1525, 1469,
1425, 1390, 1327
123,0 516,2 I e
5f (rapad) | CosMlasFaNe0s | 518,83 | 1 P | 1235, 1169, 1118,

1067, 1036, 834, 789,

728, 659, 631, 592,
504

37




Tablica 2. *H NMR za acilsemikarbazidne derivate (5a-f) CAD-primakina

(0]
H H
N ’;l\ﬁ/';l\ﬁj)sl\p{
H
0]
5a-f
Spoj R 'H NMR (DMSO-ds, 5 ppm)

9,67 (s, 1H, 2"); 8,54-8,53 (dd, 1H, 11, J = 1,57;

° 4,15): 8,08-8,07 (dd, 1H, 13, J = 1,49; 8,28); 7,67 (s,
' 1H, 1"); 7,43-7,30 (m, 7H, 12, 2', 4'-8"); 6,48-6,45

(m, 2H, 2, 17); 6,28 (s, 1H, 15); 6,13-6,11 (d, 1H, 8,

J =8,75); 4,05-3,82 (s, 3H, 18); 3,65-3,63 (m, 1H,

6); 3,08-3,02 (m, 2H, 3); 2,02 (s, 3H, 9'); 1,66-1,47

(m, 4H, 4, 5); 1,22-1,21 (d 3H, 7, J = 6,29)

5a

9,62-9,61 (d, 1H, 2", J = 1,73); 8,54-8,52 (dd, 1H,
11, J = 1,39; 4,06); 8,08-8,06 (dd, 1H, 13, J = 1,29;
8,29); 7,81 (s, 1H, 1); 7,44-7,40 (m, 2H, 12, 2');
7,15-7,12 (m, 2H, 4', 8): 7,00-6,98 (d, 1H, 1', J =
8,28); 6,53-6,46 (m, 3H, 2, 17, 7); 6,26 (s; 1H, 15);
6,11-6,09 (d, 1H, 8, J = 8,73); 3,81-3,78 (m, 9H, 18,
9',10"; 3,62 (m, 1H, 6); 3,04-3,02 (m, 2H, 3); 1,54-
1,51 (m, 4H, 4, 5); 1,21-1,19 (d, 3H, 7, J = 6,25)

5b

9,64 (s, 1H, 2"); 8,53 (d, 1H, 11, J = 2,84); 8,08-8,06
(d, 1H, 13, J = 8,05); 7,82 (s, 1H, 1"); 7,43-7,39 (m,
2H, 12, 2); 7,15 (s, 1H, 4'); 7,09-7,07 (d, 1H, 8', J =
8,05); 6,96-6,94 (d, 1H, 1', J = 7,96); 6,48-6,44 (m,
3H, 2,17, 7'); 6,26 (s, 1H, 15); 6,11-6,09 (d, 1H, 8, J
= 7,59); 6,06 (s, 3H, 9); 3,82 (s, 3H, 18); 3,62 (M,
1H, 6); 3,04 (m, 2H, 3); 1,60-1,46 (m, 4H, 4, 5);
1,12-1,19 (d, 3H, 7, J = 6,13)

5c
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5d

9,85 (s, 1H, 2"); 8,54-8,53 (dd, 1H, 11, J = 1,50;
4,10); 8,08-8,06 (dd, 1H, 13, J = 1,42; 8,22); 7,87 (s,
1H, 1"); 7,67-7,65 (t, 1H, 6', J = 7,22); 7,57-7,55 (d,
1H, 2', J = 16,02); 7,45-7,41 (m, 2H, 12, 4); 7,30-
7,26 (m, 2H, 5', 7); 6,76-6,73 (d, 1H, 1', J = 16,03);
6,48 (s, 2H, 2, 17); 6,28 (s, 1H, 15); 6,12-6,11 (d, 1H,
8, J = 8,70); 3,83 (s, 3H, 18); 3,64 (m, 1H, 6); 3,07
(m, 2H, 3): 1,65-1,49 (m, 4H, 4, 5); 1,22-1,21 (d, 3H,
7,1=6,28)

5e

9,77 (s, 1H, 2"); 8,54 (d, 1H, 11, J = 2,58); 8,08-8,06
(d, 1H, 13, J = 7,91); 7,92-7,88 (m, 3H, 6', 8, 1");
7,75-7,73 (d, 1H, 4, J = 7,53); 7,68-7,65 (t, 1H, 5', J
= 7,55); 7,61-7,59 (d, 1H, 2', J = 15,88); 7,43-7,41
(m, 1H, 12); 6,78-6,76 (d, 1H, 1, J = 15,89); 6,47 (s,
2H, 2, 17); 6,28 (s, 1H, 15); 6,12-6,11 (d, 1H, 8, J =
8,50); 3,83 (s, 3H, 18); 3,64 (m, 1H, 6); 3,07-3,06
(m, 2H, 3); 1,65-1,49 (m, 4H, 4, 5); 1,22-1,21 (d, 3H,
7,3=6,00)

5f

9,85 (s, 1H, 2"); 8,54-8,53 (d, 1H, 11, J = 3,71);
8,08-8,06 (d, 1H, 13, J = 8,07); 7,90 (s, 1H, 1"); 7,78
(s,4H, 4,5, 7', 8; 7,59-7,56 (d, 1H, 2', J = 15,92);
7,43-7,41 (m, 1H, 12); 6,77-6,74 (d, 1H, 1", J =
15,90); 6,47 (s, 2H, 2, 17); 6,28 (s, 1H, 15); 6,12-
6,11 (d, 1H, 8, J = 8,58); 3,83 (s, 3H, 18); 3,64 (m,
1H, 6); 3,07-3,05 (m, 2H, 3); 1,65-1,47 (m, 4H, 4; 5);
1,22-1,21 (d, 3H, 7, J = 6,06)
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Tablica 2. *C NMR za acilsemikarbazidne derivate (5a-f) CAD-primakina

5a-f

Spoj

3C NMR (DMSO-dg, 5 ppm)

ba

168,89 (3"); 159,00 (16); 158,36 (1); 144,63 (9);
144,24 (11); 135,83 (3'); 134,78 (13); 134,51 (10);
133,23 (2'); 130,74 (1); 129,56 (14); 129,22 (5', 7";
128,42 (4', 8'); 127,80 (6'); 122,08 (12); 96,10 (17);
91,61 (15); 54,97 (18); 47,02 (6); 39,02 (3); 33,43
(5); 26,73 (4); 20,21 (7); 14,15 (9)

5b

165,27 (3"); 159,06 (16); 158,19 (1); 150,32 (5);
148,93 (6); 144,69 (9); 144,36 (11); 139,74 (2);
134,91 (13); 134,57 (10); 129,66 (14); 127,55 (3);
122,21 (12); 121,48 (8"); 117,64 (1'); 111,81 (7);
110,20 (4'); 96,19 (17); 91,69 (15); 55,62 (9"); 55,52
(18); 55,08 (10"); 47,11 (6); 39,02 (3); 33,50 (5);
26,80 (4); 20,30 (7)

5¢c

9)

165,45 (3"); 159,43 (16); 158,49 (1); 149,08 (5);
148,38 (6'); 145,05 (9); 144,69 (11); 139,84 (2);
135,25 (13); 134,93 (10); 130,01 (14); 129,50 (3);
123,83 (8); 122,54 (12); 118,33 (1); 109,05 (7);
106,66 (4'); 101,92 (9)); 96,55 (17); 92,06 (15);
55,42 (18); 47,47 (6); 39,02 (3); 33,86 (5); 27,14 (4);
20,65 (7)

5d

164,43 (3"); 161,30-159,64 (d, 8', J = 250,54);
158,99 (16); 157,86 (1); 144,62 (9); 144,21 (11);
134,74 (13); 134,50 (10); 131,90 (2); 131,47-131,41
(d, 6, J = 8,67); 129,54 (14); 129,22-129,20 (d, 5', J
= 2,69); 124,98 (1); 122,90-122,86 (d, 4', J = 6,35);
122,35-122,28 (d, 3', J = 11,54); 122,04 (12);
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116,13-115,99 (d, 7', J = 21,68); 96,09 (17); 91,04
(15), 54,95 (18); 47,03 (6); 39,02 (3); 33,43 (5);
26,64 (4); 20,19 (7)

5e

164,18 (3"); 158,99 (16); 157,81 (1); 144,62 (9);
144,20 (11); 137,75 (2'); 135,90 (3); 134,74 (13);
134,50 (10); 132,14-127,87 (q, 11', J = 214,50);
131,15 (4'); 130,07-129,41 (g, 7', J = 30,02); 130,06
(5); 129,53 (14); 125,84 (6"); 123,98 (8); 122,11
(12); 122,03 (1); 96,08 (17); 91,64 (15); 54,94 (18);
47,03 (6); 39,02 (3); 33,43 (5); 26,64 (4); 20,18 (7)

5f

164,10 (3"); 158,98 (16); 157,80 (1); 144,61 (9);
144,19 (11); 138,73 (3'); 137,75 (2'); 134,73 (10);
134,49 (13); 129,64-129,01 (q, 6', J = 31,19); 129,53
(14); 128,13 (4', 8'); 126,81-121,32 (q, 10, J =
271,67); 125,76 (5', 7'); 122,77 (1); 122,02 (12);
96,07 (17); 91,63 (15); 54,93 (18); 47,01 (6); 39,02
(3); 33,42 (5); 26,63 (4); 20,17 (7)

41




5. ZAKLJUCAK
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U ovom radu opisana je sinteza novih acilsemikarbazidnih derivata primakina koji u svojoj
strukturi sadrze derivate cimetne kiseline. Sinteza i karakterizacija provedena je u okviru
nastavka istrazivanja derivata primakina kao potencijalnih antitumorskih lijekova koje se na
Zavodu za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta provodi proteklih

nekoliko godina.
Sintetizirani su i karakterizirani sljedec¢i spojevi koji se do sada nisu opisani u literaturi:

e (2E)-N-[({4-[(6-metokdikinolin-8-il)amino]pentil}karbamoil)amino]-2-metil-3-
fenilprop-2-enamid (5a)

e (2E)-N-3-(3,4-dimetoksifenil)-N-[({4-[(6-metoksikinolil-8-
il)amino]pentil}karbamoil)amino]prop-2-enamid (5b)

e (2E)-3-(2H-1,3-benzodioksol-5-il)-N-[({4-[(6-metoksikinolin-8-
il)amino]pentil}karbamoil)amino]prop-2-enamid (5c¢)

e (2E)-3-(2-fluorofenil)-N-[({4-[(6-metoksikinolin-8-
il)amino]pentil}karbamoil)amino]prop-2-enamid (5d)

e (2E)-N-[({4-[(6-metoksikinolin-8-il)amino]pentil}karbamool)amino]-3-[3-
(trifluormetil)fenil]prop-2-enamid (5¢)

e (2E)-N-[({4-[(6-metoksikinolin-8-il)amino]pentil}karbamoil)amino]-3-[4-
(trifluorometil)fenil]prop-2-enamid (5f)

Opisana je i sinteza prekursorskih spojeva, klorida 1-benzotriazolkarboksilne kiseline (1),
primakinskog benzotriazolida (2) i primakinskog semikarbazida (3), koji su ve¢ opisani u

literaturi.

Svim novosintetiziranim spojevima struktura je potvrdena uobiCajenim analitiCkim 1

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

U daljnjim ispitivanjima, koja prelaze okvir ovog rada, sintetiziranim derivatima bit Ce

ispitano antitumorsko, antimikrobno i antioksidativno djelovanje.
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7. SAZETAK/SUMMARY
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Petra Gilja
Sinteza i karakterizacija novih acilsemikarbazidnih derivata

cimetne kiseline i primakina

Ovaj rad se nadovezuje na viSegodiSnja istrazivanja provedena na Zavodu za farmaceutsku
kemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveudilista u Zagrebu koja obuhvacaju
dizajniranje, sintezu 1 biolosku evaluaciju derivata primakina s antiproliferativnim
djelovanjem. Rezultati tih istrazivanja, uz literaturne izvore o bioloskim djelovanjima derivata
cimetne kiseline, temelj su dizajniranja novih derivata primakina i cimetne kiseline kao
potencijalnih citostatika. Cilj ovog rada bila je sinteza i karakterizacija Sest novih
acilsemikarbazidnih derivata primakina koji u svojoj strukturi sadrze derivate cimetne
kiseline. Kao pocetni spoj u sintezi koristen je klorid 1-benzotriazolkarboksilne kiseline,
BtcCl (1). Primakin je reakcijom s BtcCl preveden u primakinski benzotriazolid (2), a zatim
pomocu hidrazina u primakinski semikarbazid (3). Derivati cimetne Kiseline prevedeni su u
kiselinske Kkloride 4a-f reakcijom s tionil-kloridom. Reakcijom primakinskog semikarbazida
(3) s kloridom odgovaraju¢eg derivata cimetne kiseline 4a-f dobiveni su acilsemikarbazidni
derivati 5a-f koji nisu do sad opisani u literaturi.
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Strukture svih sintetiziranih spojeva potvrdene su uobicajenim spektroskopskim metodama
(IR, 'H i ¥C NMR, MS). Cvrstim produktima odredeno je taliste. Sintetiziranim derivatima ¢e

u daljnjim istrazivanjima biti ispitano biolosko djelovanje.

Kljucne rijeci: primakin, cimetna kiselina, acilsemikarbazid, sinteza
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Petra Gilja
Synthesis and characterization of novel acylsemicarbazide

cinnamic acid-primaquine derivatives

In the last few years, a research group at the Department of Medicinal Chemistry has focused
on primaquine derivatization. This includes design, synthesis and biological evaluation of
novel primaquine derivatives with antiproliferative activity. The purpose of this research was
synthesis and characterization of six novel primaquine derivatives that include cinnamid acid
derivatives (CADs) in their structure. The reaction of 1-benzotriazolecarboxylic acid chloride
(BtcCl, 1) with primaguine (PQ) gave primaquine benzotriazolide (2). Primaquine
semicarbazide (3) was prepared in the reaction of primaquine benzotriazolide (2) with
hydrazine. Cinnamic acid derivatives gave acyl chlorides 4a-f in the reaction with thyonil
chloride. Final products, acylsemicarbazide CAD-PQ derivatives 5a-f were obtained in the

reaction of primaquine semicarbazide (3) and corresponding acyl chlorides 4a-f.
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Structures of newly prepared primaquine derivatives were confirmed by IR, *H and **C NMR
spectroscopy and MS. Melting point of solid compounds were also determined.
Antiproliferative activity of synthesized primaquine derivatives will be tested in further

analysis.

Keywords: primaquine, cinnamic acid, acylsemicarbazide, synthesis
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8. PRILOZI
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Prilozi sadrze IR, *H i *C-NMR te MS spektre novosintetiziranih spojeva
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SINTEZA | KARAKTERIZACIJA NOVIH ACILSEMIKARBAZIDNIH DERIVATA
CIMETNE KISELINE | PRIMAKINA

Petra Gilja
SAZETAK

Ovaj rad se nadovezuje na viSegodisnja istrazivanja provedena na Zavodu za farmaceutsku kemiju
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu koja obuhvacaju dizajniranje, sintezu i
biolosku evaluaciju derivata primakina s antiproliferativnim djelovanjem. Rezultati tih istrazivanja,
uz literaturne izvore o bioloskim djelovanjima derivata cimetne kiseline, temelj su dizajna novih
derivata primakina i cimetne kiseline kao potencijalnih citostatika. Cilj ovog rada bila je sinteza i
karakterizacija Sest novih acilsemikarbazidnih derivata primakina koji u svojoj strukturi sadrze
derivate cimetne kiseline. Kao pocetni spoj u sintezi koristen je klorid 1-benzotriazolkarboksilne
kiseline, BtcCl (1). Primakin je reakcijom s BtcCl preveden u primakinski benzotriazolid (2), a zatim
pomoc¢u hidrazina u primakinski semikarbazid (3). Derivati cimetne kiseline prevedeni su u
kiselinske kloride 4a-f reakcijom s tionil-kloridom. Reakcijom primakinskog semikarbazida (3) s
kloridom odgovarajuceg derivata cimetne kiseline 4a-f dobiveni su acilsemikarbazidni derivati 5a-f
koji nisu do sad opisani u literaturi. Strukture svih sintetiziranih spojeva potvrdene su uobicajenim
spektroskopskim metodama (IR, 'H i *C NMR, MS). Cvrstim produktima odredeno je taliste.
Sintetiziranim derivatima ¢e u daljnjim istrazivanjima biti ispitano biolosko djelovanje.
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF NOVEL ACYLSEMICARBAZIDE
CINNAMIC ACID-PRIMAQUINE DERIVATIVES

Petra Gilja
SUMMARY

In the last few years, a research group at the Department of Medicinal Chemistry has

focused on primaquine derivatization. This includes design, synthesis and biological

evaluation of novel primaquine derivatives with antiproliferative activity. The purpose of

this research was synthesis and characterization of six novel primaquine derivatives that

include cinnamid acid derivatives (CADs) in their structure. The reaction of 1-

benzotriazolecarboxylic acid chloride (BtcCl, 1) with primaquine (PQ) gave primaquine
benzotriazolide (2). Primaquine semicarbazide (3) was prepared in the reaction of

primaquine benzotriazolide (2) with hydrazine. Cinnamic acid derivatives (CAD) gave acyl

chlorides 4a-f in the reaction with thyonil chloride. Final products, acylsemicarbazide

CAD-PQ derivatives 5a-f were finally obtained in the reaction of primaquine semicarbazide

and corresponding acyl chlorides 4a-f. Structures of newly prepared primaquine derivatives were
confirmed by IR, 'H and **C NMR spectroscopy and MS. Melting point of solid compounds were also
determined. Antiproliferative activity of synthesized primaquine derivatives will be tested in further
analysis.

The thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry.
Thesis includes: 68 pages, 24 figures, 5 tables and 42 references. Original is in Croatian language.
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