SVEULI LI GTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMI JSKOG | NGENJERSTVA | TI

Corina Gljubur a

Sinteza, bi ol ogka da&BNKinowihost |
amidino-supstituiranih derivata imidazol[4,5-b]piridina

Zagreb, 2@3.



Ov aj rabdenj enai zZraav o d uk ezna
Fakulteta kemi | stkelyn oilpmog
ment or sptrvodlm s.c Mar i jtlman ji
neposredni m Ivdoed i BRed wllsit nuax

app!l . ucshkelmppg w | eHk asrtaansalce o ] HrZZ
zakl add sd4Bd@§i vanj e anmi Hrvatska zaklada
benzazol skog skeleta u za znanost

agensapredan | e na nat |
nagrade u akade2gm8Ra,j god



Popis kratica:

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

RNK - ribonukleinska kiselina

EWG - electron withdrawinggroup t j . el ektron odvl aleia skupi
ct-DNK - calf thymudNK, tj. DNK izolirana iztimusa teleta
UV/Vis - ultraljubil asta/vidljiva spektroskopija

IR - Infracrvena spektroskopija

CD - cirkularni dikroizam

NMR - nuklearna magnetska @zancija

Abs - apsorbancija

e - molarni ekstincijski koeficijent

am - Valna duljina emisije

aexc - Valna duljina ekscitacije

SAR - odnos strukture i aktivnosti

LiIHM DS - litijev bis(trimetilsilil)amid

EtOH - etanol

DMF i N,N-dimetilformamid

DMSO - dimetilsulfoksid

MeOH - metanol

CH.Cl, - diklormetan

BTBA - tetran-butilamonijev bromid

MgSO, - magnezijev sulfat
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1.UvOD



Ami dinio sematersaju jednim od vagnih far m

|l ijekova u medi ci nskoj kemiji. Razl og tomu
mnogobroj ni derivati amidina |ine vagnu skup
te pokazukjtuargibriookl osgpkee akti vnosti od kojih s

antibakterijska, antifungalna, antivirusna, i protuupalna. Osim navedenih aktivnosti, svoju
primjenu su derivat:i ami dina pronaglioi kao
se da djeluju kao organski katalizatori te se redovno koriste kao sintetski prekursori za
dobi vanj e dugi kdonoiskih ligamda par badi u koartirzacijskoj kemiji

met al ni h kompl eksa. Vrl o vagna [ laih i nkovi t
heteroarilnih spojeva u medicinskoj kemiji jest SuzMki y aur a reakci j a. K1 j
Suzukijeve reakcije Su: zabiljegena vi soka
Skupinama na mol ekul ama, provol eimg, elatvnaea k ci j
stabil nost bornih kiselina/estera na -vrulin
nusprodukata te izdagna komercijalna dostupn
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2.1. Oplienito o strukturi amidina

Amidine, poznéje kao bisd u gi kove anal oge kaft lpwiksi | nih
puta sintetizirao znanstvenik Gerhardt 1858. godine u reakciji anilinaN-s
fenilbenzimidoilnim kloridom te su nazvani po kiselini ili amidu koji se iz njega dobiva
nakon hidroliz& Jednstvene su farmakoforne jedinice, tj. struktudijelovi mnogobrojnih
mol ekula koje su od biologkog interesa te s
bi okemijskih agensa. Zbog navedenih | i njen
medicinskim sintetskim kemi/l| amidinska furikgjskau f ar |
skupina prikazana na Slici 1 sadrgi I mi ns ki
k o nj u g-elek@onimasdvostruke C=N veZe

NR?
Rl—C//
NR3R*
1

Slikal.0pi enita sttuktura amidina

Zbog svoj e (K& se ndaaizuirdspoousodlz), amidini se protoniraju u

fiziologkim uvjeti ma. Konkretno, protoniran]
stvaranja visoko rezonantno stabiliziranog amidinijevog @ha Upr avo t a|j bazi |
ukl julujeadgme uinserakciije S proteinskim r

aminokiselinske ostatke ili skupine koje mogu ostvarivatigzé.

@ 2 2
NHR NHR
11— // 11— /
R C -«——>» R C
NR3R* NR3R*
®

2
Slika 2. Protoniranje i rezonantna stabilizacija amidinske skupine

U jako kiselom mediju, fonira se dikatioBl ok al i zi ran na C=N vezi, (

otopini formira aniord®.

® ©
NHR? NR2 NR2
/ 4 /
R!'—C R!I—C -« R!'—¢C
® \ AN
NHR3R* NR* NR*
©
3 4
Slika3.St varanje dikationa u kisel om i ani

4



Ami di ni su korisni Ssupst rtaitm psrtirmjkd rua mee; pod
di zajna katalizator a, znanost. olh maa @ir k pai
heterocikala do medicinske kemijednosno farmaceutski aktivndhypoj eva | i j e | e
aktivno djelovanj e patog antipsimika Hozapird; DNK-RNKO | od
vezujuleg sp6ja Idiijmé|namrjesmai nfekcija uzrokova
g t oBalsesia Trypanosoma Cytauxzoonantimalarika Janoxepif& do lijeka koji djeluje

kao inhibitor trombina, Melagair’ 7.

(} NH NH

N H,N NH,

Cl

TZ
a

N
7

Slika4.Bi ol ogki aktivni s°ojevi koji sac

Radi posjedovanj a dva dugdgi kova at oma, a mi

molekulama koje daju izvor4€-N s i nt on a, koj i ond arofinimk o mo ¢

ugljikovim atomi ma iNhetemdkt® k & or myitroatsiu raazzilriild

imidazoli, oksazoli, pirimidini, kinazolini, kinazolinoni, triazoli i benzimidaZdli



2.2. Klasifikacija amidina

Amidino funkcij skai kdkupkianai Imogekei obinazlad

prstenastih sustava.

2.2.1. Aciklil ki amidini
a) Nesupstituirani amidini

Kao gto je pri k@z%,odamdaisespdojavijuiutka&i A(sya,

antiili cis, trand izomeri s obzirom naravninu®E dvostruke vezEje Opl en

energetskp ov ol j ni j i radi bolje delokallizacije el e

H
\
N N—H
7 7

R—C —  R—C

\

N—H N—H
/ /
H H
9a E 9 Z

Slika 5. E i Z izomeri nesupstituiranih amidiha

U kemijskoj literaturi amidini su nazvani patboksilnoj kiselini ili amidu koji se iz njih

moge dobiti hi derHwl9 formammdin, Rs= Clds jeacetameidinRR = Ph je
benzamidin. U daljnem tekstu R, supstituent
alkil, aril ili heteroarih i supstituent . Supsti'tdo Bntebaju na du
biti alkil ili aril®.

b) N-ili N'-monosupstituirani amidini

Monosupstituirani ami di ni mo g u s e poj av
naznal en o 1Jaiol®bied0daloea
Brojni e k s per i me nzolacienilidokgzivakjau gpastojanja oba tautomera u
ravnotegi ni s u E#diggmerigaluiodnos® sairGndvostroky aezu Woai

10d, 10bi 10cte 10ei 10f trebala bi biti vidljiva, kao s-cisili s-transkonformeris obzirom
na GN jednostruku vezu prikazanul®bi 10ete 10ci 10f"-.



| |
N—R! I\|I—R1 N—-R!
7 / /
R—C R—C R—C
\ N\ N\
N—H N—H N
/ |
H H
10a Z 10b Z 10c E
Rl Rl Rl
N I\|I—H N—H
Vi
R—C R—C R—~C
\ N\ N\
N—H N—H N
/ |
H H
10d E 10e Z 10f E

Slika 6. Parovi tautomeranonosupstituiranih amidina
c) N, N=disupstituirani amidini

Ako su supstituenti Ri R® na dugi ci maN,N-disapktituirani taiidini o v i
pokazuju iste vrste izomerije kao oni monosupstituirani tautomera amidiaallbte 11di
11e E,Zizomeri:11ai 11d, 11bi 11cte 11ei 11f, konformeri:11bi 1lete11ci 11%

| |
//N—R1 /IL—Rl /N—Rl
R—C R—C\ R—C\
N—R? \N—R2 \N
H E|{2
11a Z 11b Z 11c E
Rl Rl Rl
N A
/ / /
R—C\ R—C\\ R—C\\
N—R? N—R? N
H 1L2
11d E 11e Z 11f E

Slika 7. Parovitautomeralisupstituiranih amidina



2.2.2. Biciklilki amidini

a) Amino skupina kao dio heterocikla

Ovi amidini su poseban slulaj aciklil kih
NR3
RC// (a) n=4 pirolidino
N(CH,), (b) n=5 piperidino
12
Slika8.Razl il iti su'pstituenti amidin

Na Slici 9 vidljiva su dva derivata ove klase spojeva; -c@s&limetil-piperidil
-N-fenilacetamidinl3 i 2,6-cis-dimetilpiperidi-N-fenil-2,2-dimetil-propionamidin14. Tert

butilni supstituent ul4, koj i je steril ki zahtjevan, t ] e
Z-izomer i zvan ravni ne s vatonjalniodmetipiperidingkapnsjem od 8
je za 86A savijen izvan ravnine amidi-Mske sl

veze i s kratkom C=N dvostrukovezont.

< 74,6°

//N
H3C—C\ H | \ CH,

CH (V N
CH 3
14,10/ N‘Pc}h ’ 86° \@
H
H HC

13 14

L
|
@) @)
‘ S
(@)
\Z
- 884°

Slika 9. 2,6-cis-dimetilpiperidi-N-fenilacetamidinl3i 2,6-cis-dimetilpiperidik-N-fenil-2,2-

dimetilpropionamidini4*

Ul3f eni | ni supst it E&anfigurauijo kdale 8 yekkim kudogn esdvijamjau
od 7 4 -a@shalna dinetilpiperidinska skupina samo je malo izokrenuta iz ravnine

amidinskesk pi ne (*za 14, 1A)



b) Imino skupina kao dio heterocikla

Ovi ami di ni mogu pokazivat.i tautomerizam
endocilbadiill ik ae g zliblw Oka] Jupstiturijski obrazac prikazan je u dobro

poznatom lijeku za smirenje, kitiazepoksidu.6".
NHCH,

/

(CH,)n (CHz)/n\ \
C—NH C

& ? & RN /

N Cl —N

| R
i N
15a n=3 15b 16

n=4
Slika 10.Endol5ai e g z o t5bitihoiskugire, te klordiazepoksids'
¢) Amidino skupina inkorporirana u jedan heterocikl

Ako je amidino skupina inkorporirana u jedan prsten, dobiva se niz honimlogn
spojeva kao (gtldadp &7e p rTirkod 2 aama u |l etverol | ar

izodiazirinal7ai 1,3-diazetidinal7b nisu eksperimentalno poznati. Sustavi prstena s pet,

gest i s eldfadml7¢ ekspenimentalno su dobro poznati i mogussgetizirati u
dobrimi skori gbeagomaodgovarajulih diamina s HCI
&-imidazolinal7ci 1,3-diazepinal7es u pr egl edani zasebno. Ovi (
se kao odgo v A Naisupdtituiraraamidi'.l i | ki
a) n=0 izoaziridin
NN o
// (CHy)n b) n=1 1,3-diazetidin
R—C
\NHJ ¢) n=2 imidazolin
}|I d) n=3 tetrahidro-pirimidin
17

e) n=4 1,3-diazepin

Slikall.Het er oci k I17allai ami di ni

d) Biciklil ki amidini

Ami dino skupina moge biti dio dvaju prst
Od ovih 1,5diazabiciklo[4.3.0]nonei® DBN, 18 i 1,8-diazabiciklo[5.4.0lindecer/ DBU,
19 nagl i s u gi roku pri mjenu k ao n e aldolkel e o f i |

kondenzacije i pripreme Wittigovih reagensa.



® O

Slika 12.DBN 18i DBU 19"

Sintetizirana | e dr uig@kodvanih sirmmitin2@aldc tHINMRi h a mi
spektar 20a pokazuje da se tautomerni diamidin malonske kiselta ne moge | akc
detektirati. Modifikacija ove strukture dovodi &2, koj i moge djelovati

Aprotonska spugvV a fijonspozitisnogngboja katiodued ok al i zac

|
N N H,
N C N
T O=—r 0
N N N N
20a R=H 21a
20b R=CH,
20c R=COCHj
aun,
N ’ N
<\ ‘ ) "
—_—
N N
22 — 23 —
Slika13.Bi ci k1 i ki ami di ni
2.2.3. Ciklilki heteroaromat ski ami di ni
Amidino skupina moge biti ugralena potpu
nezasil ene pr s éremwmatski sustavisgomenutiesu ovdieekako bi pokazali
giroku rasprostranjenost i vagnost amidino ¢
bazi|lnost amidino skupine bit I[e modificir

prstenu.

10



a) Amidino skpina u potpunosti dio prstena

Ovaj strukturni princip pojavlijuje se u nepa
24a koji se pojavljuje u aminokiselini histidi24b i u biogenom aminu histamin@4c
DimetilbenzimidazoPR5 je diovitamina B..

T
1

H,C T
H H
24aR=H 25
24b R=CH,CH(NH,)COOH
24¢ R=CH,CH,NH,
Slika 14. Primjer. heteroci klil kih spojeva s in
skupinont

Drugi primjeri azola s amidinskom strukturnom jedinicom $i+ 14H-1,2,4triazoli 26a i
26b, 1,3,4triazol 271 1H-tetrazol28.

N3 H\f\‘f 3 N—N N—N
5 41\1_{\\N 2 5 <N_{\\N2 41\1) 41\1/\\1\1

Slika 15.Primjeri tri i tetrazolnih heterocikala

Bici kIl il ki heteroaromat ski Spoj evi Koj i sad
9H-purina 29, koj i formal no sadrgi mo n alkupinkl (3j4, ku (7
9). Prirodniproduktisu ksantirB0i njegov produkt metiliranja, kofei@1.

o 0 CH,
6 7 |
IN/ 5 N\ N N\ H3C\N N
Ly Ty 1 Iy
N7 T9 0 N N 0 N N
3 ! H 1|{ |

CH;
29 30

31

Slikal6.Pr i mj er i bici kl il Kiprindhet eroci kal a;

11



b) Amidino skupina samo djelomilno inkorpor.i

Ovas tuacija se -aninppiritlimud2 u&qgem eamora uzeti u obzir

mogul nost taut ondeaiimipooblikad2me L' u ami no

X ‘ X
/
N NH, T NH
H
32a 32b

Slika 17. Tautomerija amino i imino forme spoje*

%T &\> xx

Slika 18.Molekule dio strukturd®NK i RNK (33i 34) te melamir35*

Vagni pr i mj e KiRNK ctozise 28sademin3d kao i élami.
2.3. Sinteza amidina

Opi sani Ssu brojni postupci za dobivanje ami

ntril a, ami da, ti oami da, |l aktama te razne mi

2.3.1. Amidini iz nitrila

Kl asi| na Pi n' &djuoje atkrior KdeinkPinnej a kasnim 180@a,
vjierojatno je najkorigtenija metoda za stva
transformacije nitrila u imidinske estéfe Nitrili 36 se aktiviraju u intermedijarne imidne
esterske soli37 u prisutnosti alkohola i klorovodika pod bezvodnim uvjetima. Imidne
esterske solB7 zatim reagiraju s aminima, bilim situ ili nakon izolacije, dabi generirale
amidine38 (Shema 1.

12



@
NH, CI® NH

EtOH, HC1 R'R"NH
—_— —_

R OEt R NR'R"

R-CN

36 37 38

Shema 1 Dobivanje amidina preko soli imidnog estéra

l zravna sinteza amidina iz nitrila i ami na
elektronod vl al el i m skidpi Namaa k(tB WQ®)i ni tril.i kor
ami di na u prisutnost. L ews 8i aZzmQlohn a k ipsoevliignean i k

temperaturama od 15200 A €. Nedavno je objavljeno da su alkilkloraluminijevi amidi

korisni reagensi za konverziui t ri la u ami dine pod blagim uv
je dodavanje alkilkloraluminijevih amida, dobivenih iz trimatilminija i amonijevih
klorida, nitrilima39u t opl om t ol uenu ul i nKbwrazuonimdal o ¢
i skorigtenjima i to naR@GhemaZP.drolize al uminij
Al(C)Me
N NH
MeAI(CI)NR'R", PhMe, 80 °
RN Me (C)60 960,/ e, 80°C_ )k H,0 )k
- () mn" mn"
R = Ar, alkil R NRR R NRR
39 40 41

Shema 2.Dodavanje alkilkloroaluminijevih amida nilirna 39 za dobivanje amidirtd

Moss |je pokazao da reakcija s metil kloral umi
nitrile 42-45u amidine47 (Shema 3.
Al(C)Me
N NH
rocn MeAICHNH,, PhMe, 80 °C )k H,0 )L
R NH, R NH,
42-45 46 47
Me
Ph %
. | g Me < ; W,
N
42 43 44 45
64% 70% 54% 27%
Shema3Reakci ja st er id2-45is mailkigaturaimjevim amidomda | a
amidina47-°

13



Capdevielle je objavio oplu pt.iSehienetiskiami di |
bakrov (1) kl orid inducir an48aae amidined9u jakoa z | i | i
dobrim iskorigtenjima (Shema 4).

NH
R'R"NH, CuCl, otapalo
R-CN -
80-100% R NR'R"
48 otapalo=DMSO, MeOH 49
R=Me, Ph
R', R"=H, alkil

Shema 4 Priprava amidina iz neaktiviranih nitrifa

2.3.2. Amidini iz amida, tioamida i laktama

2.3.2.1. Amidini iz amida

Ami di se mogu pretvoriti suForminami ohaoilhine k|
kloridi mogu reagirati s pmar ni m i | i sekundarnim amfni ma ¢
Ova metoda je oplenito loga za pripremu nes.|
izvrsna metoda za pripremu-diri-s upst i t ui rani h amidina. Drugi
oksiklond ili tionil-k I or i d mogu se Kkoristit.i u sintezi
postigu niska iskorigtenja.

0 Cl NR'
e —_—
R NHR' R NR' R NR'R"
50 51 52

Shema5Pr i prava amidinasiz amida pomc

Amidi se moguo-alkilirati trietiloksonijevim fluoroboratm na sobnoj temperaturi kako bi se
dobi li odgovarajul.i I mi dni esterski fluorob

dobili ciljani amidini (Shema 85.

0 OEt NR"
)k Et;OBF,, EtOH, 25°C /K R"NH )k
> + - ——2
R NHR' 78-90% R NHR'| BE, 71-90% R NHR'
RZAI', Me R“ZH, Me
53 R'=H, Me 54 55

Shema 6 Priprava amidina ip-alkiliranih amidd

14



2.3.2.2. Andini iz tioamida

Bernthsen je prvi govorio o uporabi tioamida za dobivanje anfiina
Nesupstituirani aromatski ili alifatski tioamid reagira s koncentriranim amonijevim
hidroksi dom, reakcijom koja uspo-hidreswitaf a r av
Dodavanje ¢givinog klorida pomage u dovolenju
netopljivog ¢givinog sul fi da.kIToarkiod etrv g-ree neongit

klorid, koji tada reagira s amidinskim hidrosulfidom.
S NH

CHCNH; + NH; === C¢H;CNH-H,S

56 1\1113ng(:12

NH

57

Shema7Pr i prava amidina i,2 tioamida pom

TakolLer, postoji i jednostNtaBona izapti kkbadhaar
N-(t-Bo c ) zagtilenih tioami dNi-(t-Bodtiosnida ig idamidab u h v a
i (t-BoCO ( NaH/ THF, 0 AcC) koj i Ssu potom ostavl ]
prisutnosti HQGli EkN u DMF kao ot apal u na % ReAkiai | i n
N-t-Boc)tioamida s aminima je pod velmetRii m utj
amina, pa su tako naj b®&%j58b. i skori gtenja dal.i
S NBoc
)k + prong EaNVDMF
R NHBoc HeCL g NR'R"
58 59 60
o
58a R=Me 59a R'R"NH= 98%
58b R=Me 59b RR"NH=0 NH 97%

Shema 8N-(t-Boc)amidini izN-(t-Boc)tioamida i amind
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2.3.2.3. Amidini iz laktama
Lakt ami se aktiviraju f osensimarda bbhseadkbgei k| or
soli, npr.62%%, koje reagirajus aminimiai  t i oami di ma, Xukdajubtiuj uhmi d

odnosno tioacilamidine:

N NBu
g‘?ﬂ Me
o)
> 63
O\ Q\
N 0o N Cl * %
Me Me @G,
61 U,
62 1/1/‘/ < S
“;
\
N N R
Me
64

Shema 9 Dobivanje amidin®3i tioacilamidina64*

Lakt ami se t teokitioulamidinijeveoterafluopboraté?.

(A2,

65 66  BF, 67 BFy

Shema 10Dobivanje amidinijevih tetrafluorbordta

2. 3. 3. Mi jegana sinteza amidina

2.3.3.1. Amidini iz ortoestera

Primarni amini reagiraju ®rtoesterimad aj u | i s | ns#ttirane lamidine d i s up
putem i midata. Ako se dodaj u katalitil] ke |
izdvojiti*®%".

NR? NR?
V7 +R2NH Y
68 69 70 OEt 71 NHR?
ShemallDobi vanje simetril|ln'o disupstitu
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Ova metoda se Kkor i sinb tetragupstduaanitp formamidimipewh solie si me

uzastopnim alkiliranjim&.

1p3
NR! NR! NR!R
Y i) R4 R31 -
HC(OEt); + 2 RNH, — 3 HC/ (l)—> HC// — HC+
AN (i) NaOMe -
72 73 NHR! NR!R? NR'R
74 75 76 T

! 1

Shemal2Dobi vanje simetr. nNo disupstit.

2.3.3.2. Amidini iz izocijanida

Poznata je reakcija arilnih izocijanida s aminima kakoebfosmirali formamidint®,
al i al kil ni i zocijanidi ne reagiraju. utvrlL
klorida i drugih soli metalgrupe IB i IIB, alifatski izocijanidi reagiraju sa svim vrstama

primarnih i sekundarnih amirfa

NBu
oo AgCl //
BuNC+ R'R2NH, —=—3 {C
1p2
77 78 79 NRR

Shema 13Dobivanje formamidina

2.3.3.3. Amidini dobiveni iz adicijskih reakcija

Primarni amini se dodaju eninamiBna trostrukoj vez dajuli

H H
Me NR
\ WRNH, N\ /
—— NEt, —— > CH,—C
H H NEt,
80 81
Shema 14 Dobivanje formamidina

2.3.3.4. Amidini dobiveni iz heteroci kli] kih

2-alkiloksazolini reagiraju s etilendiaminom Ni-alkiletilendiaminima da bi se dobili

ciklilki amidini uz elimi®aciju etanol amina

17



N NH
RZHN OH HN OH N
RZHN\) RZHN\)
84 / 85
NH, NR?
+
[ : )\RI
OH N
87 86
Shema 15Dobivarj e ci k| i |880g ami di na
2.4. Amidini kao strukturne jedinice u sintezikemijske reakcije
2.4.1. Adicija amidina na elektrofile
Ami di ni mo g u posl ugiti kao reaktivni d L

Michaelovim akceptorom kako bi formirali novu-IC vezu™®. Ovisno o supstratima i
reakcijskim uvjetima, nastaju ilN-alkilamidini ili hidroliza dovodi do stvaranja amida.
Primjer spomenutog je reakcija dietd(fzrocenilmetiliden)malonatd8s a suvi gk om a mi
89 u vodenoj otopini etanola u prisutnostd8O; Nna 8085A C da b i se90d®bi l i |

(Shema 16Y.
(0]
Fc OEt HN
HzO/EtOH )k
+ R
N32CO3
OEt  H,N
90a-e
88 o 89

90a R=Me 90d R=NMe,

90b R=Ph 90e R=OMe
90c R-NH, Fc=CsH FeCsH,

Shema 16 Adicija amidina na elektrofif&
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2.4.2. Sinteza heterociklilkih derivat a

Ciklizacija je najvagnija reakkamidaa, f unkc
time se dobivaju drugal i j-N=CiNe skepmua U ndsthvkul k i S
Su poredani prsteni po velilini te su navede
2.4.2.1. Sinteza trollanih heterociklilkih p

Reakcija alkit ili aril-amidina 91 s matrijevim hipokloritom u otopini dimetil
sul foksi da ( DMSO )halodediren®(hgnual®dr aj ul e 3

NH N—N
R 1) NaOX
2) OH"
NH,
91 92

Shema 17Sinteza diaziridin

2.4.2.2. Sinteza | etverollanih heteroci kIl ilHk

Reakcija difenilketena93 s 4(N-fenilformimidinoil) morfolinom 94 dala je
1,3,3trifenil-4-morfolinoazetidinord5 (Shema 18¥.

S G
>:C:O + N _— (0] N (0]
PH ij — T
Ph
0
93 94 95
Shema 18Sinteza azetidinoria
2.4.2.3. Sinteza peterollanih heteroci kIl il ki

2.4.2.3.1. Piroli

Kada seotopina amiding6 u 2-metoksietileteru etil-3-benzoilakrilatad7 zagrijava
na 120°C, nastaju derivati 3;dihidropirol-2-ona98 (Shema 19Y.
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PhOC

— PhOC
R! /\/COPh R!
EtO,C ,
97 R -EtOH o
3 - CO,Et|—>
120°C N
RHN NH N
RHN
96
| RAN NH | 98aR'=Ph
98b R'= 4-Me-C4H,
98¢ R'= 4-MeO-C¢H,
98d R'=4-CI-CH,
98¢ R'=4-Br-C¢H,
Shema 19Sinteza pirolinon&
2.4.2.3.2. Tiazoli

Ul i nkovita eneZamigbBazol®Ouskilntul|l uj e kori gtenje

amidina99i razni h halometilena. Opl eswmlkirasjai to | e
intramol ekul arne nukl eofil ne supstitucije
(Shema 20Y.
R2
NR?
N 3
NR? NZ D2 X\/R3 \ \ R
RI—N:C:S+)\—> /K - S
1
HN R R DME, r.t. RI\N
N S H
99 H

Shema 20Sinteza tiazold00*®

2.4.2.3.3. Oksadiazoli

Reakcija spojd01s 4 ekvivalenta hidroksilamin hidroklorida u metanolu na sobnoj

temperaturi dovela je do potpaikonverzijel01i dala 1,2,4oksadiazoldl02u i s kjma i gt e
od 1473% (Shema 23j.
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NOH

R
_NHOHHCL \(
suh1 MeOH
102a R=Me 102f R=4-MeOCH,
102b R=Et 102g R=4-FC¢H,
102¢ R=Ph 102h R=4-CICH,
102d R=4-MeC¢H, 102i R=4-O,NC¢H,4
102d R=4-MeC¢H, 102j R=3-piridil
Shema 21Sinteza 1,2 4ksadiazold 02*
2.4.2.4. Sinteza gestewaol |l anih heterocikl
2.4.2.4.1. Piridini
N-arilamidin 103 preveden je u -“@minofenantridinl04u 1 zvr snom |

reakcijom intramolekularnog spajanja kataliziranog s Pd (Sher 22)

5% Pd(OAc),, 10% PCys NF

Cs,CO3, 110°C, 2h

Shema 22Sinteza fenantridina04>®

2.4.2.4.2. Pirimidini

Razvijena je jednostavna i izravna sinteza polisupstituiraramiopirimidinal07
iz -azidovinil ketona105 i amidina 106 u prisutnosti baze. Reakcija je provedena u
bezvodnom DMFu s 1,2 &vivalenta amidina i 2,4 ekvivalenta,®Os; u atmosferi N i na
sobnoj temperaturi (Shema 23)

21
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R3
° PN
N/ |N

H,N NH
RZ \ Rl —+ \K K2C03, DMF
r.t.
N3 R3 Rl \ R2
105 106 NH,
107

107a R'= Ph, R>=4-BrC¢H,, R*=H

107b R'= 4-MeC¢H,, R?=4-BrC4H,, R’=CHj,
107¢ R'= 4-MeC¢H,, R?=4-BrC4H,, R’*=Ph
107d R'= Ph, R?>=4-BrC¢H,, R*=H

107e R'= 4-MeOC¢H,, R?>=2-BrC¢H,, R*=H
107f R'= 2-tienil, R,=FC¢H,, R;=CHj

Shema 23 Sintezas-aminopirimidinal 07>

2.4.2.4.3. Tiadiazini

Pokazalo se da je obrada [hbenzimidazol2-ila kao derivaa iminoesteral08 s
NaSCN u dioksanu/#D pod refluksom dala samo kondenzirane tiadiazinske prodii@e
(Shema 24Y.

N N

\>7N \>\N

N \>—OC2H5 + Nasen OO >\ >\R
R

108 HN

108a R=Me
108b R=Et

Shema 24 Sintezakondenziranih imidazotiadiazirt09*

2.5. Amidini kao prirodni produkti

Derivati amidna su uglavnom izolirani kao produkti fermentacije aktinomicete.

44546 47,48

Primjerice, izolacija botromicindal i koformicina*z abi | | e §teepranycpse i z

sp. Ostali amidini izolirani s® iz gljiva, mo
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)

/0

H
HN N
4 0
Slika 19.Botromicin AZ®
2.5.1. Prirodni amidini iz mikroorganizama i gljiva
2.5.1.1. Birnbaumins
Znanstvenik Bartsch i sadnici pr oul| aval i su il zol aci ju k

n e o b i jhidroksiindbinog pigmenta iz gljiviéd Struktua birnbaumina Al1lasastoji se

od *hidroksiindoleglioksil ami da S bol nim
N-hidroksibisamidinsku skupinu, koju je odredila permetilacija s diazometanom i usporedba
spektralnih podataka s ukiumaglkandidath Slika20)r i  ednos

R N \ O NH,
N X N
H
0 111a R=H NH,
111b R=OH

Slika 20. Struktura birnbaumina Allai birnbaumina B1116"
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2.5.1.2. Pirostatini

Imada i suadnicio b j avi | i su istragivanje vezano
bujona kulture soj&treptomyces spSA-3501 izoliranog iz morskog sedimetfta’. Strukture
su odr el en e-imknapoolidtheke kanbakgilne kiselingl2ai 112b Ovi spojevi

su pokazal. speci fi | no Niagetiigiukozamioidan,oali wejiel ov a
antimikromo djelovanjeTak ol er su zabi | j e §la3fe antiveusrinaci | e
dielovanjeri i nhi bicijskim ulinkom prem&. Diugiduci bi

derivati iminopiroglutaminske kiselin#14-115 su aktivnost pokazali u inhibiciji bédrije
Erwinia amylovora koja je odgovorna za gljivilnu b
k r u°g(8lika 21).

R (0] NH
N /\)J\
H,N / II}II NH,
HO,C N NH 113

Me

112a R=OH
112b R=H

H,C

X
H H
HN N CO,H HN N CO,H
N N v
H H :
0
e OH

114a X=CH, M
114b X=2H

115 Me

Slika 21. Strukture pirostatina Al2ai B 112b, noformicinall3
te derivati iminopiroglutaminske kiselirid4-115kao prirodni produkati

2.5. 2. Prirodni ami di ni iz morskih beskralje
2.5.2.1. Flustramin C

Flustramin C116 izoliran je iz mahovnjakaFlustra foliacea (L.)**°". Ovaj spoj
posjeduje amidinski dio u strukturi bromiranog piroloindola sdimetlaliinom skupinom
(Slika 22). Pretpostavlja se da su al kal oi di

bakterija na®njihovoj povrgini
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2.5.2.2. Peroforamidin

Peroforamidinl17 (Slika 22), halogenirani alkaloid, izoliran je iz filipinske asadij
Perophora nameHartmeyer i Michaelson (Perophoridde) Ov a | Spoj sadr gi
heksahidropirolopiridin, indol i dihidrokinolin prstenovi. Amidinski dijelovi postoje na

fuzijski dio indolnog i kinolinskog prstena.

N Cl
X N/
Br
/ cl
116 117
Slika 22. Strukture flustramina @16i peroforamidinal17
2.6. Organometalna kemija
2.6.1. Oplienito o organometal noj kemiji

Organometalna kemija zasnovana je na reakcijama klase spoja (Rkoj e sadr
kovalentnu vezu izmelLUakigl j skog@aopeomaprii me!
reakcijom metala s organskim spojem ili putem zamjene metala nekom drugom
organometalnom tvari. Organometalna kemija |
poput sinteze klastera, derivata glavne skupine elanen u neobi |l nim ok:
stanjima, organometalnih polimera, nestabilnih organometalnih spojeva i intermedijera u
matri cama, a zatim po odrelivanju strukture
stanju pomol u r endg e kieokske diftakdije, mdhanizmirea, realxifhn 0 s n ¢
prijelaznih sililena i slilnih vrsta. Osim
selena, litija i magnezija tvore organometalne spojeve, npr. organomagnezijevi spojevi poput
MeMgl, jod (metil)magneziji dietiimagnezij koji su Grignardovi reagensi ili orgalitgev
spoj BuLi, butillitj. Opi eni t o, organomet al ni Spoj evi n e

katalizatori, te u preradi naftnih proizvoda ili u proizvodnji organskih polifiera
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2.6.1.1. Nastajarg nove CC veze

Prijelazni met al i i njihovi kompl ek si Zn:e
pa je tako bitno istaknuti reakciju stvarana no€C veze putem reakcije
koja je nedvoj beno n ajpkijampsiddjjilmgodinanaij | egi e kor

Paladiomogui uje sintezu slogenih i funkcional i z
posjeduje razlilite zanimljive aspekte kao ¢
eksperimentalnim uvjetima kompatibilna s mnogim ftinkalnim skupinama. Poznato je i
tijekom zadnjih godina razvijeno nekoli ko r
pal adi j em, kao g¢gto s-Miyate e&kdjy, Sonogashkirk ceakfija, , Su
Stilleova reakcija, Hiyama reakcija, Negisbakcija, Kumada reakcija, Murahashi reakcija i
BuchwaldHartwigova reakcijd.

Tri specifilne reakcije koje karakteriziraj!
jesu: a) oksidativna adicija (OA) organskog halida na paladij (0) kako bi se dormir
kompleks paladija (ll); b) transmetaliranje (TM), tj. prijenos organskog dijela
organometalnog reagensa u sredigte paladija

formira nova veza ugljigljik i regenerira paladij (0) katalizafér

2.6.2. Suzuk-Miyaura reakcija

Od svog otkrila -Moyaura@oden&kci jSa,zukbj a
organoborovog reagensa i organskog halida ili psénadida u prisutnosti paladija ili nikla
kao katalizatora i baze, postal a jcgungvedna o
C-C vez&,

U tom kontekstu, Suzubi yaur a kri gno spajanje uz Kkori
pokazala se kao vagna metoda prvenstveno r a
benigne prirode i toplinske stabilnosti spojeva za transmemgdl. lako su organoborovi

Spoj evi j ako el ektrofilni, organski supsti:
koordinacija s negativno nabijenom bazom n:

organskog supstituenta na boru. Suzuki i Miyaura su ostod shvatili da organoborovi

spojevi, | ak organoborne kiseline i esteri,
razne metale kao gto su srebro(l), magnezi j
gi v&(11)
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2.6.2.1. Katalizatori z&uzukiMi yaur a reakciju krignog spajan

Dominantni katalizatori u Suzuhli yaur a kri gnom spajanju s
benzilnim i alilnim halidima i triflatima su Pdgl Pd(PPh),®>, nome L u, fpastoje i neke

mane u kori gtenj u esaakntoig ip aklraidginjoag us poavjoajn | a .

Mogu se koristiti samo aril ni br omi di [ j od
nusprodukt.i geloouplopg pyodustl t & vpr o dqukt i Koj i i ma
arilnu skupinu. To se upravo odnosisigp o me nut i najleglie kafurigten
gdje se fenilna skupina PPAugr adi A u produkte dajuli mi j e

ove Vvrste sporednih reakcija te dobivanje
fosfinski ligand 0-MeOGsH4)3P u uvjetima bez kisika r i |l emu se izbjega

, ,homocoupl!l ®ngin produkata

Ni ( 0) katalizator. Su bNilyjauusapjreegankoc i  air iugt
reaktivnog arilnog klorida i mesilata. Ni katalizatori imaju prednosti u adnoa
Pd/ fosfinske kompl ekse; reakt i vnikptalizirawes i | €

reakcije oplenito karakterizira visoka stat

katali zatora od produkta iz reak eksijbslk e s mj
katali zator.i nego nji hovi pripadajuli Pd kor
|l emu je wvrlo praktil| an <aila ojr Sukorisnvaa sigezie r i | ki

prirodnih produkata jer scem Nhalkoogrepn iedkus il arkogge
koraku oksidativne adicifé Kompleks Ni(0); Ni(PP§., je vrlo osjetljiv i nestabilan na
zraku, ,sttokkga |saen obi | neMinyea ukroar irsetaik cu jSu zZkuk ig n
kompleks pripremljenin situ iz NiCly(dpg) ili NiCl y(PPh)2/2PPh i n-BuLi (4 ekv.) je

ul i nkovi t®®Raupatielazdadatain fosfinskih liganada s Ni@ppf) ili
NiCIx(PPh), | est oakorsmmaba | dobi vanje visokih i1skori¢

krignog® spajanja

2.6.2.2. Bazga SuzukiMi yaur a reakciju krignog spajanja

Naj|legle korigMeypaubazae ak Siujziuggdlifgnog sp
| esto neulinkovita za steril ki omet enie sups
KsPOhkori gtene su izh deshkhowagfenjva spkodukat a.
CsCO;, K,COs, TIOH, KFiNaOH®. Jal e baze kao gto su NaOH,
ponagaju u sust aQ dokasu KCO:d RO, a | ThHEO Wi tuf'j i u L
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Poznato j e da j e foimazijaku sfekul paladijae m &a stvararkeo o
Ar-PdL,-OR iz Ar-PdLy-X za koji je poznato da ubrzava korak transmetalifinja

2.6.2.3. Mehanistil ki aspekt Suzukijeve reak
Kao I druge reakcije unakrsnog spajanja, ova
1) okddativnu adiciju aril, alkenil ili alkil halogenida ili pseudohalogenida na

niskovalentni metalni kompleks,
2) transmetaliranjes alkilbornom komponentom i

3) reduktivna eliminacijad a b i se dobio produkt reakcij
kompleks za ppovno kori gtenje u sljedeliem ka
slul aj eva, oksidativna-odarddlcujjea Hrezi maj s
Elektronski karakter alkilnih skupina kao i priroda halida ili pseudohalida uvelike

utjele na brziinjue.okNajdlae giveme k@adii gt eni

Mi yaura krignom spajanju s aril, alkeni/l
iPd(PPR)s, ali je utvrlLeno da -akilwvezB2euspj egni
QB(OH)2 ) Br@ cho}aq’ Pd(PPh})g
benzen, A
R R
118 119 120

Shema 25K | a s i | n-MiyaGra reakdid

U Suzukijevom (Shema 29) kao i u Stilleovom mehanizmu potrebna je aktivacija, pa se tako
u SuzukiMiyaura reakciji borna kiselina mora aktivirati, primjerice s bazom. Aktivaciju

atoma bora karakterizira polarizacijaanggs k og | i ganda koja . ol akga

2.6.2.3.1. Oksidativna adicija

Spajanjem paladijevog katalizatora na akkia | i d u pol et ku nast aj e
kompl eks (Shema 26) . dskanfiglraeik sli izoreerizimaaurapso | et k u
konfiguraciju. Stereokemija je u reakcijama s wvmi |l i di ma zadr gana,

stereokemije se javlja kod alilnih ili benzilnih halogerfda
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RZ—X

oksidativna
adicija

L

I
R2—Pd"—X
L

Shema260ksi dativna adicifa u katalitil!l

2.6.2.3.2. Transmaliranje

Uloga baze u Suzuii yaur a reakcij i j e aktiviranje re:
formiranje RPdOR iz RPdX (Shema 27). Reakcija se ne odvija bez prisutnosti baze.

Tolan mehanizam nij® u potpunost.i razjagnjen

Rl
|
T Rz—ll’d"—L

OBut—1|3'—otBu L

transmetaliranje
/R T R2—1|3d"—O‘Bu
t
Rl—B\ MO Bu I—B—O0®Bu
R R

Shema 27Mehanizam transmetalirarfifa

2.6.2.3.3. Reduktivna eliminacija

Ov aj zavrgni kor ak katalitil kog ci klusa da
katali zator tako da on mo g e ponovno )sudj el
Kompl eks se obaveigknoon fvrgaliraacmatur g it e nego ¢

eliminacije”®.
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reduktivna
eliminacija

Rl
|
—Pd'—

|
L

Shema 28Mehanizam reduktivne eliminacife

R!
—Pd"—L )
| reduktivna
L eliminacija

R R
/' MOBu | t
B R'—B—0'Bu
\ |
R R

Shema 29Cjeloviti mehanizam reakcj e

kmetahrame /

—Pd”—OtBu

L

RZ—X
oksidativna L
adicija |
_li)du
L
MO'Bu

MX

Suzukijevd&g

Kri

30
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2. 7. Bi ol og k a -sapgstituiranih imislazo[4gb+h]pirtinan o

Imidazo[4,5b]piridini su temeljna strukturna jedinica mnogih medicinskih i
bi okemi jski h agenasa koji postiwauja bacdii ilit
od vagnijih farmakofornim skupina, pobol jga
i maju znal ajnu bi di4%oaitkumorske k antivirusne,s antimitekp, u t
protuupalne ili tuberkulostatsk&’*’> Osim toga, mogujde | ovati i kao antag
bi ol ogki h recept o-tlla ,faktora p aktivacijea nrgmbaritae (PAF)2n a

metabotropnog glutamata podtipa V3 i AT1 recegfora’®’?

M. Hranjec i suradniéf su 2011. godine sintetiziraliitnidazolini-sups t i t ui r ane tetr

derivate imidazo[4,®]piridina 127-128 kojima je ispitana antiproliferativha aktivnosti na

sedam stanilnih |Iinija humanih tumorskih st a
(\NHJ'CI_ (\NHJ'CI
NH—// NH—//

e RPN

127 128

Slika 121.Strukture 2imidazolinil supstituiranih triza-benzof]fluorena127-128*

Cijano-supstituirani E-2-stiril-imidazo[4,5b]piridini 123124 pr i r eL eni Ssu u vr
i skorigtenjima reakcijama knetiirdidazofd abfpiridina i z me L
121-122ipci j anobenzal dewi tha mna t I &-BupshidGrancti@gag a n o
benzof]fluoreni 125126 pr i r el eni su fotokemijski izl aga
123124 i si javanju vi sokotl al ne gi vine | ampe.
spektroskopijom. 2imidazolinil-supstituirantriazabenzof]fluoreni 127128 pripravljeni su

kao hidrokloridne soli Pinnerovom reakcijom sinteze amidina.
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CN I}\{I N Y
N Y |
\ tlacna cijev / \ P
+ H,C \ ‘ ——> NC N N
P 180 °C
N N
123 Y=H
121 Y=H 124 Y=Br
CHO 122 Y=Br
_ hv, O,, I,, etanol
+
NH Cl
NH / NC
1. HCl (g),
EtOH aps. Y
N \ Y \ N \
2. NH,(CH,),NH, ‘
\ ‘ EtOH aps. \ _
N Z N N
N
127 Y=H 125 Y=H
128 Y=Br 126 Y=Br

Shema 30Sinteza 2midazolininih derivata imidazo[4-5]piridina®

Novosintetiziranim imidazo[4;B]piridinima 127128 testirano je njihovo antiproliferativo
djelovanjein vitro na sedanhumanihs t ani | ni h | inija izvedeni h i
HelL a (karcinom grlila mat ernice) , SKiV6 2 0 ( k
MiaPaCa2 ( kar ci n o MCFg (egitelalojke hdenokarcinom, metastatski), HEp
(epidermoidni karcinom larinksa) i SBR-3 (adenokarcinom dojke, metastatski) kao i
normalni diploidnihumanif i br ob |l ast i ( Wen2ogfluarenirvke dtkuivert je i a z a
najj al i nekpaai fsivienistwlniinae | inije p#aA0 mikr
mM) za triazabenzof]fluorene 127 i 128 koji nose 2imidazolinilni amidinski supsituent.

Uol eno je izrageno anlk7na adenokarcnom dojlg (8BR-8)v anj e s

kolorektaln adenokarcinom (SW620). |l spitaBi je mo
SW620 tretiranih spojerhi27( S1 i ke 122 i 123) . Promjene u s
apoptozu, kao gto su skupljanje stanica i

tretirarim sa spojenil27 (5 i 10 mM), kao i u stanicama MiaPaQa t r et i rani m s n

testiranom koncentracijom (10 mM) istog spoja.

Kada su tretirane nilgs mv &binneantit-2apoitataaenaMi a P e

vidljivo povel an aanju$ftaoz eo dsgtoavnair|an ozga ucsi tka wlsja .
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Osim toga, izl aganje stanica SW620 najnigoj
rezultiralo je stanilnom morfologijom koja |
podvrgnute zaust avl j geny koreleifi sanzaustavigagjem-t&rek | u s a ,
otkrivenim nakon 24 | 48 sati tret mana. Na
127 potaknuo apoptozu u stanicama MiaP&Ca i SW620 ovisno o dozi,

pripisati njegovoj sposobnosti da irktalira u DNK.

kontrolni uzorak 1x10°¢ 5x10° 1x10°3

: ---

24 h
Slika 122.MiaPaCa2 stanice tretirane sa spojdi2724 i 48 K°
kontrolni uzorak
24 h
48 h
Slika 123.SW620 stanice tretirane sa spoj&@v 24 i 48 1°
Spojeve Kkoji su kandidat.i za klinilka is

ispitivanja, sintetizial a j e grupa znanstvenika sa Sveuli

Chaiem 2014. godirfé. VolLeni il zvrsnim rezultati ma bi
sintetiziranih spojeva, pol el i su razmiglija
dobili smo@uierppmznavaKpehveripeci filnih DN
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Heteroci klil kih kationi supstituirani S aza
i stragivanju dizajnirani su S ciljem wuspos
parova baza u DK sekvenci. Najugpe g ni j 1343 sma® je,azabenzimidazol za
prepoznavanje G i dodatne modifikacije za uspostavljanje interakcija s malim utorom u
DNK. Spoj se KieAjPeA GTeT Tzia jlaN e od | i st ogCT AAATT
a, gto ukazuje na ysapj elhntewakwdg ediszajj reav as 5

DNK s i bez GC parova baza procijenjeni su analizom toplinskog taljenja, cirkularnim

di kroi zmom, fluorescencijom emi sijskom spe
plazmona i molekularnim modeliranifm Pr o gi r enj e sposobn&st.i pr
sekvenci spojevima koji se vegu u mal. ut or
mnogim podrul ji ma, kao gto je modulacija fa

koja mogu prepoznati sekvengel j e gani h p akKrkoovjai bsaazdar gue-TOkNo mb i n
GC parova baza bil.i su od dugoihprdapravignije nt er e
korak naprijed s radom u laboratorijima Dickersona i Lowna na redizajniranju poliamida koji

se VveguutoruDNKnanleit r opsi n i di stamicin, kTo j i sp
parove baza u sintetske spoj-€pamvelbazauimalom se t

utor P23

Za razliku od netropsina i distamicina, druge vist8§ A speci f i | miohci ke znikh |
kati ona, kao gto su furamidin, DAPI , pentam
malim utorom u DX, imali su velike uspjehe kao terapeutska sref&fazanimljivo je da

nije postignut redizajn spomenutih spojeva za njjhovoap@ vanj e mj egovi t i h
pa je ujedno to i bila motivacija znanstvenog tima Yun G4faier bi takvi novi agensi imali
potencijalnu primjenu primjerice u usmjeravanju transkripcijskih faktora (TF) za modulaciju
ekspresije gefd S obzirom da swr az |l i | ite funkciije [ bol est
transkripcijskih faktora, postoj i probl em ¢
kiseline velike molekulske mase, a ne na male organske mdie¥ulBanimljivo je da je,

ukoliko se sintetiziranspojevi preériranov e WA-T p o dr Klkjog eDN akolLer s
jedan ili dva

GC para baza mogubDNKkgmplekskojlimaat j wRINWD STF u r az
akutne mijel oi|® Sintezaespoja®4aki g jei (zArMAL|)aj nosepr epo z
na GC par baza u AT sekvenci prikazana je na Shemf31

34



]
/EI /EjA o S S,

NaH
130
DMF, rt
- NC
129 .
zeljezov prah,NH,CI
izopropanol-voda, refluks
/ NH,
OHC X
(0) N NH,
R, +
NC 131

132a R;=4-CN
132b R;=3-CN NaHSO;
132¢ R{=4-COOCH; DMF, 140 °C

H
0 N/ F{ R,

133a R;=4-CN
NC 133b R;=3-CN

133¢ R,=4-COOCH,
(i) HCI (g)/EtOH, 1t

(ii) NH; (g)/EtOH, rt

N
LI
0 N/ N R,

134a R,=4-Am
134b R)=3-Am

134¢ R,=4-COOC,H;
B,

Shema 31Sinteza spoja 1344

Amino-6-klor-3-nitropiridin 129 reagira s 4hidroksimetilbenzonitrilom u prisutnosti
natrijevog hidrida u suhom DM#& kako bi sedobio spoj130. Nakon toga, redukcijom nitro
skupinel30sa ¢gel j eznom p-prapganolivadannaueflukso dobig ise d&amin
131 Komercijalno dostupna zamjena benzaldehidid2ac reagira s diaminomi31 uz
natrijev bisulfit u bezvodnom DME nat emper at ur i refl uksa

azabenzi mi da z oll33ac, odmosnd intermedijer Isttriia.
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Oni su Pinnerovom metodom prevedeni u-ibsdatne estere hidrokloride koji su zatim
prevedenu hidrokloridnu sol diamidind34acmi j ¢ g@ans et anol om zasil e

amonijakonfi™.

Skupina znanstvenik% sintetizirala je seriju od 9 novih derivata imidazof4,5
bl piridina kojima je innvrpkoangt éonjod mgprar arkttal
multirezistentnih (MDR; ABCBIprekomg r no i zr a g e n)-limfoma fspitane mi g j
derivati imidazo[4,%]piridina sintetizirani su alkiliranjem (Shema 32 a) i-tljolarnom
cikloadikcijom (Shema 32 b). Kondenzacijom-bfom2,3-diaminopiridina s 4
klorbenzaldehidom ili 4netoksibenzaldehdom u v odi 48 h na 100e
dobiven je spoj135". Derivati 136, 137, 138dobiveni su reakcijom spojd35 s
monohal ogeniranim reagensima pod uvj eni ma ka
butilamonijevog bromida (BTBA) kao katatitora, KCO; kao baze N,N-dimetilformamida
kao otapal®. Spoj 139 dobiven je kondenzacijom azida s acetilenskim spojevima, 1,3
dipolarnom cikloadikcijom. Rezultati su pokazali da pet spoj@é&d¢ 139b 139f, 139d i
139 i maju umjer @aau MOIRt stt @alns il Inr¢l3%piositji ige ook
nisku 1Gso vrijednost. Spojevi s dugim ugljikovim lancem @ 4 C) nemaj u i zr e
modulacijsku aktivnost efluksne punifeSpojevi139hi 139i alkilirani su s propargilnom
skupi nom, 13%Miend oetoksmal3oh klor kao supstituent. Usporedbom njihove
i nhibitorne aktivnosti ABCB1 pumpe, moge se
za aktivnost. No, aktivnost spoj89fv el a j e138gd Behbglaj ganj e akti v
koji sakdarogis ukplsotri t uent moge se pri pi $38afti pol
na pol ogajlg9gmMa pao Bogd | o imranjphia p b k dopgrangsi 4
pobol jganoj -alstotako,rspoevidtai MR ba i maj u dugi bol r
spojl39as adr §i triazolnu skupinu kao supstituen:

a posebice dugika, ima velik ut j-bpraipa®na MDR
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Br
N
N N\ K2C03/BTBA
‘ R R Br — o emp amb
emp am
N/ N
H
Br XN
‘ \>_©7R'
N
N/ N

R
137 R'=CI, OMe

135

b
Br
\ N
o o oy Spmong .
N

138 /
R'=Cl, OMe 139a R=CgH,;, R'=Cl \
139b R=C ,H,s, R'=CI R
139¢ R=C ,H,s, R=Cl
139d R=C,Ho, R'=OCH,
139 R=CgH,, R'=Cl
139f R= —= ,R'=Cl

139g R= :jR':OCH3

139h R= —

Jl

139i R— R'=OCHj
Shema 32Sinteza ciljanih spojeva

2023. sintetizirana je i i s ipamidiaosupstitldranthl o g k a
imidazo[4,5b]piridina®™ prema Shemi33 | spi ti vanje biologke akt.i
j e procjenu antiprol i f er ahumanih twrgorskih | siamchk, a na
antibakterijsku aktivnost protiv izabranih Graozitivnih i Gramnegativnih bakterija i
antivirusnu aktivnost prema raznim vrstama DNK i RNK virusa. Najistaknutija
antiproliferativna ak49kwviposts adp gdueamdieue s ziat

skupinu i spojl53k o j i  snadazoldpiinu atnidino skupinu, a oba su pokazala selektivnu
i jaku aktivnost u submikromolarnom koncentracijskom rasponu protiv stanica karcinoma
debelog crijeva(lICso 0 . 4 i 0.7 OM). Go t kaxalb antthakierijskeipoj ev

aktivnost, a iznimka je spdj53 koji je pokazaaimjerenu aktivnost protite. Coli (MIC 32
OM) .
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Brom-supsutiturani derivat46 s nesupstituiranim fenilnim prstenom (E@ 1 O phya- |
cijano-supstituirani derival56 (ECs0 5 8 O Mazali gwselektivnu, ali umjerenu aktivnost

protiv respiratornog sincicijskog virusa. Prekursbt¢-147pr i pr eml j e nii su iz
2,3-diaminopiridinal40-141i benzaldehidd42143u umj ereni m do vVvi soki m
(581 94%), u reakciji ciklokondenzacije u DMSO s JSg0s. Ciljani spojevil48i 149 koji

sadrge nesupstitui rizaamiwusdimMiD$.i no skupinu sinte

@ [C)]
R AN E NH, Cl
N N NH,

148 X=H,
149 X=Br
1. BSA, THF
2. LiHMDS
CHO 3. EtOH/HCI
X N NH, X
N
N azszos
DMSO
/
N NH,
144 X=H, R=H
R 145 X=H, R=CN 1. CH;0CH,CH,OH(aps)/HCI(g)
140 X=H, 142 R=H 146 X=Br, R=H 2. RNH,/EtOH(aps.)
141 X=Br 143 R=CN 147 X=Br, R=CN 3. EtOH/HCI
NH
150 X=H 151 X=H 152 X=H 2 cf
153 X=Br <\@ 154 X=Br _<\ ® 155 X=Br _<
HN NH
H c1 Cl
H R
R AN N N N\
‘ ) o _CHal, NaH ‘ R
DMF
= Z N
N N N \
145 X=H, R=CN 156 X=H, R=CN
146 X=Br, R=H 157 X=Br, R=H
147 X=Br, R=CN 158 X=Br, R=CN

Shema 3. Sinteza amidingupstituiranih derivata imidazo[4[piridina 148149i
150-155°
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Supstituirani amidino spojevi50-155pr i pravl!l j eni su pomoilu Pini
stupnjau 2metoksi¢anolu. Tijekstupnjar eakci j e pralen je IR spek
potvrdila konverzija cijano-supstituiranin analogd45i 147 u me L u tpimioodsiek.

Ciljani amidini sintetizirani su u drugomstupnjuiz imino-e st er a i odgovarajul
| ensuu dobivena umjei7vOmon. | KRkDi dpti ersjea (42 agi
amidinosupstituiranih spojeva48149i 150155 i N-metil-supstituiranih derivatd56-158
imidazo[4,5b]piridina, in vitroj e odr eleno anti pr olantvieusnati vno
djelovanje. Prekursorimd44-147 (osim derivatal46 radi smanjene topljivosti) i svi
sintetiziranim imidazo[4,%]piridinima 148149 150155 i 156-158 je in vitro testirana
antiproliferativna akt i v n289%9 glioblasmm, Capaddi | n e I
adenokar ci no m-115kplorektalai |kacinomHGH460 k ar ci nom pl ul
DND-4l-ak ut na |l i mf obl as-60ialkrua na e unk @ rail joa-p62 &L | e u |

kronil na mij el ol3% stanicel raka kahotgkinavogilimfatna. Bom-

supstituirani spojl53k o j i u strakidazobiadrignu 2skupi nu |
ulinald(1BCO do 49,7 OM). Najizrageniji ulineée
(IC50 8, 0 O MBodgkinowog limfoma (I8, 4 OM) , adewngptkkamgl @ o mh
9,4 OM) i smiajneié¢deakdndik (IGo®e 5 OM)154 supgiitoijan s

gest er ocankdino Iskupnom pokazao selektivno djelovanje protiv akutne

|l i mf obl ast i |snle7 ,10e uCkMe) mi | Mool sGastitilirdnin imidazo[4,5

b]piridinima, spoj149k o j | u strukturi sadr ¢gi nesupstitu
nikakvu aktivnost, dok izopropamidino supstituirani derivat55 pokazao aktivhost protiv
akutne | i mfobl agltli,|9n ed Mipeglinoengdimfoma (G612 , 1 OM) .
Nesupstituirani derivati s bromort50-152 pokazali su se znatno manje aktivhima u
usporedbi s brorsupstituiranim derivatimda53-155 Oplenito, moge se z
obelavajuia aktivnost pivatM9sjneslipstituiEanommmidinos u p s t
skupinom na fenilnom prstenu i spdj53 broms upsti tuirani deri vat
imidazolinilnu skupinu na fenilnom prstenu. Oba derivata pokazala su inhibitorno djelovanje

u submikromolarnim koncentracijama protiv kamma debelog crijeva (SW 620), ssiC
vrijednostima 0,4 odnosno 0O(M. N-metil supstituirani derival57 pokazao je smageno
antiproliferativno djelovanje u usporedbiNs-nesupstituiranim analoziméa45 147. Svim
sintetiziranim derbalat € maj sokdar ed ketniav njoes t a nntai
bakterija. Ispitivanje Gramozitvnihba kt er i j a @ kureuyuS. Pnewnbrigeaj e

Gramnegativnih dvije vrsté&. coli
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selektivnost protiv SW 620

4 H N\
® © N
O AmH C1<{3 —<\ >ICs 0,7
N M
NH
najjaci u¢inak na — —>ICs 0,7
ntiproliferativn L NH, pM )
aktivnost

Slika 124.SAR vezan zin vitro antiproliferativnu aktivnost

Na temel ju dobivenih rezultata zbjpkdnpogd eno |
pokazuju antibakterijsku akt i v @58 supstituiransMI C v
bromom na piri di ns koidazolipilauzsgupimu nk fenilnom pretetir § i 2
pokazao je umjerenu aktivnost proti. Coli ( MI C 3 2SvOM) .prirelenim i
[4,5-b]piridinima 144158t akolLer je testirana je njihova <c
l inije domalina (HEL 2veuSna aktioost protiv neNdikGWrYisa k a 0 i
(humani koronavirus 229E, NL63 i OC43; virus influence A i B; respiratorni sincicijski virus;

herpes simplex virud ; virus Qgute groznice; Zi ka virus

kao CGp ( 50 % c ind koncerkracija) i E& ( 50% wul inkovita konce

procjenu moguleg antivirusnog djelovanja si-t

na stanilne linije domalina virusa prvo je o
Derivati 144, 150, 152i 154bi | i su bl ago ci t o tspizRad 80OMina, s v r
j ednoj [ dvije testirane stanilne | inije
brom-supstituirani spoj 153 koji nosi 2i mi dazol i ni | nu ami dino
antiproliferativnim r-e 2 ubramestpstimieanim  imidaza a mi

[4,5-b]piridinima, spoj149 koji nosi nesupstituiranu amidino skupinu nije pokazao nikakvu
citotoksi | no s-amidinasapgtituifae derival®gpokazaa jé blaguteki | no st
naMDCK (CGo71,20M) i i zrageniji <citotokss306M). ulina
Ispitana je cijela skupina novosintetiziranih spojavaitro protiv DNK i RNK virusa. Sve u
svemu, nij e pokazano znal aj noitania nderivatd r us n o
imidazo[4,5b]piridina. Ant i vi rusna akti vnozap akgogadaronjaej vi ¢ €
supstituirani derivatl46 s nesupstituiranim fenilnim prstenom koji pokazuje selektivhu
aktivnost protiv RSV (E& 21,0 OM) kao i zapara-cijano-supstitirani derivat156 (ECso

79,00M).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. Ople napomene

'H i 3C NMR spektri snimljeni su na spektrometrima Bruker AV300, Bruker AV600 i
Bruker Avance Il HD 400 MHz/54 mm AscentHd NMR spektri snimani su pri 300, 400 i

600 MHz, dd su*®C NMR spektri snimani pri 75 i 150 MHz. Svi NMR spektri snimani su u
DMSOdskao otapal u, koristelid tetrametidysi |l an

izrageni su u ppm vri jJaadHnosti ma, a konstante
Tali gta pridekérina spojnav&M&® 10 Bi bby aparatu

UV/Vis spektri snimljeni su na Varian Cary 50 spektrofotometiuorescencijski emisijski
spektri snimljeni su na Cary Eclipse spektrofotometrld o b a k 8 U jukygpmre

kivete promjera 0,5m te volumena 3 cin

Kromatografska odjeljivanja provedena su na kolonama punjenim silikageloni 0,268n
(Kemika, Merck).

Svi Spoj evi provjeravani su tankosl ojnom |
upotrebljene plolice p60E254 nldetekiranissu badkJ¥ gel omn
svjetlom (254 i 366 nm).
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3.2. Priprava amidino-supstituiranih derivata imidazo[4,5-b]piridina

Br NH Br NO,
\ 2 \
| EtOH |
—
_ NH,CH, =
N Cl N
1 2
R,
R1
OHC R
O 2 + o sacl x 21,0
-
| EtOH
9 R;=CN =
10R=H N NH
7R,=CN |
SR,=H
Na,S,04
DMSO
R1

11 R =H, R,=CN \
12 R,=CN, R=H
13 Ry= CN, R,=CN

AN N,
Z N

3. EtOH/HC1

Y
N/ N

14 R =H, R,=A

A= —/< xHCI  15R=A,R,=H

16 R;=R,=A

1. THF
2. LIHMDS j

3R,;=CN
4R=H

2M Na,CO;
toulen

‘ Pd(PPhjy),

2. RNH,/EtOH(aps.)

3. EtOH/HCI

R,

l 1.CH;0CH,CH,OH(aps)/HCI(g)

N
| ) v,
T~y
H 17 R,=H, R,=B
N HN 18 R,=B, Ry=H
B=— j c= —<\ 19 R,=R,=B
N N 20 R,=H, R,=C
XHCI xHCl  21R;=C,R,=H
22 R,=R,=C

Shema34. Priprava amidineupstituiranih derivata imidazo[4[§piridina

+ RI—Q—B(OH)Z
TH
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3.2.1. Priprava5-brom-N-metil-3-nitropiridin -2-amina 2

U okruglu ti kvicu stavi s e 3, tbd2-klgr-3- (12, 60
nitropiridinal k o j | se otopi u 120,00 mL etanola wuz
mmol ) . Nakon 3 h mi | e g aastpliatalog ae peofdttran pr¢gko t e mp
B¢echnerovog i jevka. Dobiveno je 2brénBNO g ( 9(

metil-3-nitropiridin-2-amina2. T.t. =1501 5 2 AMMR( 6 00 MHz , DMSO) U/ pp
(d, 1H,J = 2,34 Hz, Hion), 8,56 (d, 1H,J = 3,90 Hz, NHmi), 8,54 (d, 1H,J = 2,34 Hz,

Harom), 3,02 (d, 3H,J = 474 HZz CHy); ®C NMR (151 MHz, DMSO) U/ ppm
150,52, 135,77, 127,36, 102,48, 27,85.

3.2.2. Priprava 4(6-(metilamino)-5-nitropiridin -3-il)benzonitrila 5

U kivetu za reakcije pp t 1l akom odvage se -lfromiNoneéti-3-g (2,1
nitropiridin-2-amina2 koji se otopi u 6,25 mL toulena te se doda tetrakis(trifenilfosfin)paladij
(Pd(PPB)4, (0,053 g; 0 , -djanofemilinarrie kiselines (0,380 @; 2,59 mdnol),

te 2,50 mL2M vodene otopinen at ri j evog kar bonat a. Reakci | s
temperaturi od 150 AC. Tijek reakcije praie
reakcijska smjesa ekstrahira se -atit et at o m. Organski sl o] sug
bezvodng MgSQ, profiltrira i upar.i do suha. Nas
kromatografijom na silikagelu uz GBl, k ao el uens. Dobiveno je 0,
kristalinilndgltpr222kKtHACNMR|j @600 MHz, DMS O)
8,97 (d, 1HJ = 2,28 Hz, Hiom), 8,73 (d, 1HJ = 2,28 Hz, H;on), 8,68 (d, 1HJ = 4,62 Hz,

NHamin), 7,97 (d, 2HJ = 8,34 Hz, Hion), 7,92 (d, 2HJ = 8,40 Hz, Hion), 3,10 (d, 3HJ =

474 Hz, CH); ¥®*Cc NMR (151 MHz, DMSO) d/ ppm = 154, 8
133,25, 128,12, 127,13, 122,11, 119,30, 110.28, 29,00.

3.2.3. PripravaN-metil-3-nitro -5-fenilpiridin -2-amina 6

U kivetu za Treakcij e pod t | ak-romNmédi3age se
nitropiridin-2-amina2 koji se otopi u 6,00 mL toulena te se daemakis(trifenilfosfin)paladij

(Pd(PPBh)4, (0,048 g; 0,04 mmol ), suvigak fenilbo
mL 2M vodene otopin@ at r i j evog kar bonata. Reakcijska s
od 150 AC. Tij ek orjenakm ikjreo npart aotgir asfe jtoam k oCshll a |
ekstrahira se ethc et at om. Organski sl o] sugi g45e 30
profiltrira se | upari do suha. Nastal. pro
silikagelu uz CHCI, kao eluens.Dobiveno je 0,655 g (73,7%grvenogk r i st al i ni | n
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produkta spoj®. T.t. =2382 4 1. YACNMR (600 MHz, DMSO)J=u/ ppm
2,40 Hz, Hrom, 8,60 (d, 1HJ = 2,40 Hz, Hon), 8,57 (d, 1HJ = 4,56 Hz, NHmi), 7,721

7,70 (M,2H, Haon), 7,47 €, 2H,J = 7,74 HZ, Hron), 7,38 (t, 1HJ = 7,38 Hz, Hyon), 3,10 (d, 3HJ =

474 Hz, CH); ®C NMR (151 MHz, DMSO) u/ppm = 153,56,
126,93, 125,38, 123,14, 27,86.

3.2.4. Priprava 4(5-amino-6-(metillamino)piridin -3-il)benzonitrila 7

U okruglu tikvicu stavi s e 0 ;6ABetilammo}s{ 2, 87
nitropiridin-3-il)benzonitrila 5, 2,590 g (11,57 mmol) Sngl 2 4 i 50,00 mL etanola.
Reakcijska smjesse zagrijava u uljnoj kupelji 1 h na temperaturi vrenjgekireakcije prati

se tankoslojnom kromatografjom Na k o n réktijskd snjesase upari do suha pri

| emu zaost ®doedagseol0,j0®. mL destilirane vode
do pH 14, te se ekstrahira edilc et at o m. Or g 8mirkta izrad lwezvodsog g i S
MgSQ,, profiltrira se [ upar.i do s-2elermg Dobi
kristalini?htogl3spB8addihICNER (600 MHz, DMSO) U/ g
1H,J = 2,16 Hz, Hom), 7,821 7,80 (M, 2H, Hiom), 7,70 (d, M, J = 8,40 Hz, Hion), 7,04 (d,

1H,J = 2,16 Hz, Hon), 6,03 (d, 1H,J = 4,62 Hz, Hion), 4,86 (s, 2H, Nk, 2,90 (d, 3H,]
=462 Hz, CH);®C NMR (101 MHz, DMSO) U/ ppm = 149, ¢
130,98, 126,20, 122,67, 119,68, 114,97, 108836 1.

3.2.5. PripravaNmetil-5-fenilpiridin -2,3-diamina 8

U okruglu tikvicu stavi s eN-n@ij-&ritd-5fgnilp{fridn- 83 mmo
2-amina6, 2,550 g (11,32 mmol) Snill 2 3@ i 40,00 mL etanola. Reakcijska smjesa
zagrijava u uljoj kupelji 1 h na temperaturi vrenja. Tijek reakcije prati se tankoslojnom

kromatografjom Na k o n rdkdijskd.senjegaau, p a r i do suha pri | e m
uje.Doda se 10,00 mL destilirane vode, zal ugi
ekstrahia etita c et at om. Or ganski sl oj sugiprdilgira3 0 mi n

se i upari do suha. Dobiveno je 0,444 g (84,7%) tamnog uljevitog pro8uktaNMR (600

MHz, DMSO) i/ ppdws216Hz, Héng 7,49 dd, 2H)H,8,28,J, =1,20 Hz,

Harom), 7,38 (t, 2HJ = 7,80 Hz, Hiom), 7,24 (t, 1HJ = 7,35 Hz, Hion), 6,98 (d, 1HJ = 2,16

Hz, Haom), 5,78 (d, 1HJ = 4,62 Hz, NHmi), 4,78 (s, 2H, NH), 2,88 (d, 3H,J = 4,68 Hz,

CHy); ®™C NMR (151 MHz, DMSO) U/ psp,m3084, 128755, 63,
126,50, 125,91, 124,88, 115,77.

45



3.2.6. Opli postup®Bk priprave spojeva 11

Spojevill-13pr i pravl!l jeni su zagr i | adiamingpiedma78ik vi mol a
benzaldehid®-10 dodatkom 0,55 ekvivalenata paOsu D MS O  rCai uljhop Kaipelj
Nakon 15 minuta, reakcijska se smjesa ohladi na sobnu temperaturu te se doda voda. Nakon

10 minuta, nastali talog se profiltrira i dobro ispere vodom.

3.2.7. Priprava 4(3-metil-6-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)benzonitrila 11

Spgliprirelen je prethodno8(05%a 258omoni®3d3b do m,

g, 2,53 mmol) i Ng5,05 (0,265 g, 1,39 mmol) u DMSO (2,53 mL). Dobiveno je 0,327 g
(41,6%) beg pragkait5eig'ACNMRUKBHO MHz., DHDMBED)
8,77 (d 1H,J = 1,38 Hz, Hion), 8,42 (d, 1HJ = 1,26 Hz, Hion), 8,18 (d, 2HJ = 8,22 Hz,

Harom), 8,10 (d, 2H,J = 8,22 Hz, Hon), 7,80 (d, 2H,) = 7,56 Hz, Hiom), 7,52 (t, 2HJ = 7,62

Hz, Harom), 7,42 (t, 1HJ = 7,35 Hz, Hiom), 4,01 (s, 3H, Ch); **C NMR (151 MHz, DMSO)

U/ ppm = 152,32, 147,72, 142,69, 137,38, 134
126,92, 126,64, 124,41, 117,83, 112,03, 29,91.

3.2.8. Priprava 4(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin -6-il)benzonitrila 12

Spojl2prirel eonpipernempao st upk u 70551, r246emol)0(@20s poj a
mL, 2,46 mmol) i NgS;0s (0,207 g, 1,09 mmol) u DMSO (2,46 mL). Dobiveno je 0,375 g

(49, 2%) bijelog pr agk4ass tHoGN MRr WOt aMHzT . tD.MS0O)
= 8,81 (d, 1HJ = 1,98 Hz, Hiom, 8,51 (d, 1H,J = 1,98 Hz, H,on), 8,04 (d, 2H,) = 8,34 Hz,

Haron), 7,991 7,96 (M, 4H, Hon), 7,63 (dd, 3HJ; = 4,98 Hz,3,=1,80 Hz, Hron), 3,98 (s,
3H,CH);®c NMR (151 MHz, DMSO) U/ ppm = 154,61,
12978, 129,02, 128,80, 128,60, 128,23, 127,36, 124,49, 118,29, 109,35, 29,91.

3.2.9. Priprava 4,4*(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2,6-diil)dibenzonitrila 13

Spojl3prirelen prema oplem 7p®EOG gy HEK mmaohdr (0,36 av e,

g, 2,67 nmol) i N&S;0s (0,280 g, 1,47 mmol) u DMSO (2,67 mL). Dobiveno je 0,207 g

(23, 13%) bijelog pr3dPk MMsONMR grHddu MiHz. D.MS.O):
8,86 (d, 1HJ = 1,50 Hz, Hiom), 8,57 (d, 1HJ = 1,50 Hz, Hiom), 8,19 (d, 2HJ = 8,22 Hz,

Haram), 8,10 (d, 2HJ = 8,22 Hz, Hiom), 8,05 (d, 2H,) = 8,16 Hz, Hion), 7,98 (d, 2HJ = 8,16

Hz, Haon), 4,01 (s,3H,Ch;*C NMR (151 MHz, DMSO) u/ppm = 1
134,53, 133,35, 133,15, 130,47, 130,35, 128,52, 126,03, 119,22, 118,734,11180,68,

31,02.
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3.2.10. Opli pnessipstilupaaik ampdina sp_iHMDRSeL4-16

Cijano supstituirani derivati1l-13 otope se u bezvodnom THFte se reakcijska smjesa

propuge argonom 30 mi nut a. Reakcijska smje
ekvivalenata LIHMDSpo cijano skupiniNa kon zavr get ka dodavanj a,
mi jega 6 sat.i na sobnoj temperaturi, pot om
kolilina 4 M HCI u etanolu. Ot apaldaetasiddi uk | on
4 M HCI u etanolu deH 2 Nakon ukl anjanja otapala pod s

dobiveni talog se profiltira. Talog se susp
Smjesa se profiltrira, a n aluktetaaks ekvimdanngre n t al
k ol i |4iMnetamolneotopine HCI. Dodaje se dietdter, talog se odvaja filtriranjem te se

produkt izolira u obliku hidrokloridne soli.

3.2.11. Priprava 4(3-metil-6-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)benzimidamid
hidroklorida 14

Spojl4sintetiziran je prema prethodno olpi sano
(0,150 g, 0,48 mmol), u 1,00 mL THF i LIHDS ( 7, 25 mL, 7,25 mmol ]
dobiveno 0,040 g (47,1%) pragkastogolifeg prod
= 250252A C*H NMR (600 MHz, DMSO) i), @BV (55 2H9 , 75 (
NHamigin), 8,84 (d, 1HJ = 1,86 Hz, Hon), 8,46 (d, 1HJ = 1,86 Hz, Hon), 8,24 (d, 2HJ =

8,46 Hz, Hrom), 8,11 (d, 2HJ = 8,40 Hz, Hrom), 7,83 (M, 1H, Ham), 7,54 (M, 2H, Hom),

7,45 (m, 2H, Hion), 4,05 (s, 3H, Cl);'"H NMR (600 MHz, DMSO)J U/ ppm
= 1,92 Hz, Hion), 8,46 (d, 1HJ = 1,92 Hz, Hiom), 8,30 (s, 2H, NH), 8,15 (m, 3H,aHn),

8,11 (m, 1H, Hrom), 7,83 (M, 3H, Hom), 7,54 (M, 2H Haron), 7,63 (s, 1H, NH), 4,05 (s, 3H,

CHy); ®C NMR (151 MHz, DMRON6456! 15848, 5218, 147626

14649, 14334, 14310, 13713, 13692, 13576, 13196, 13156, 12909, 12889, 12856,

12854, 12809, 12738, 12722, 12708, 12675, 126,70, 12376, 12293, 3015, 3Q03.

3.2.12. Priprava 4(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5-b]piridin -6-il)benzimidamid
hidroklorida 15

Spojl5sintetiziran je prema prethodno ®2pi sano
(0,080 g, 0,26 mmol), u 1,00 mL THF iiHMDS ( 3, 78 mL, 3,78 mmol
dobiveno 0,040 g (48, 6 %) s me2'%4g. HpRMR {6k0a s t o g
MHz , DMSO) U/ ppm amin), 9,214 2H( Nkhiain),2887 (d, IHJ = 1,86
Hz,), 8,55 (d, 1H, = 1,86 Hz,Hawon), 8,10(d, 2H,J = 8,40 Hz,Haon), 8,017 7,98 (m, 4H,
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Haron), 7,661 7,63 (M, 3HHarom), 4,00 (s, 3H,CH; ®C NMR (151 MHz, DMSO)
164,52, 154,45, 148,27, 142,71, 142,29, 133,67, 129,96, 129,03, 128,66, 128,28, 126,82,
126,06, 124,25, 29,97.

3.2.13.Priprava 4,4'-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2,6-diil)dibenzimidamid
dihidroklorida 16

Spojl6si nteti ziran je prema o0l3{0060gmAdaSmmolplku pri
1,00 mL THF i LIHMDS (5, 36 mL, 5,36 mmol ) pri%) | emu
pragkastog be80pr'd&NMRa( 600t MHz, DMSO) U/ pp!
NHamidgin), 8,89 (d, 1H,J = 1,68 Hz,Harom), 8,59 (d,1H, J = 1,68 HZ,Haron), 8,21 (d, 2H,J =

8,22 Hz,Harom), 8,10 (dd, 4HJ;, = 8,49,J, = 2,49 Hz Harom), 8,03 (d,2H, J = 8,28 Hz Harom),

4,04 (s, 3HCHs); ®*c NMR (151 MHz, DMSO) U/ ppm = 165, !
143,81, 143,53, 135,25, 134,39, 130,30, 129,94, 129,30, 128,94, 127,88, 127,52, 125,87,
31,08.

3.2.14. oOpli postupak priogomave amidina Pinne

Cijano supstituirani spojevil-13 suspendiraju se u bezvodnormam2toksietanolu te se

reakcijska smjesa ohladi na 0 AC. Plinoviti
Tijek reakcije se prati | R s pd&g&ve donsstamk@p i j om
CN vrpce na 2200 cthp r i | emu se dobi sester. bhsukperzijuseddodije i mi
bezvodni dietdle t e r talog se profiltrira i osugi n

bezvodnom etanolu te se kuoSirevipeduktdegpofitaraiaj ul i
ispere dietlet er om pr i | emu se dobiju pragkast.i proc
etanolu i konc. HCI.

Za sintezu imidazolinil supstituiranih amidina, 3,5 ekvivalenata etilendiamina dodaje se u
suspenziju indatnog estera i reakcija se zagrijava na temperaturi vrenja 24 sata. Za sintezu
1,4,5,6tetrahidropirimidinsupstituiranin amidina, 2 ekvivalenta JpBpilendiamina dodaju

se u suspenziju imidatnog estera i reakcija se zagrijava na temperaturi vreati@ 24 s
3.2.15. Priprava 2(4-(4,5-dihidro -IH-imidazol-2-il)fenil) -3-metil-6-fenil-3H-imidazo
[4,5-b]piridin hidroklorida 17

Spoj 17 sintetiziran je iz spojdl ( 0, 122 g, 0,29 mmol ) i etil e
mmo | ) proi | emu j e dobi vgeuntoo g0 ,pr5a0g kgast 495, P%)o
300.AHC NMR (600 MHz, DMSO) Udigp, B0 (¢ IHUE 1,986 ( s,
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Hz, Haron), 8,43 (d, 6HJ = 192 Hz,Haon), 8,31 (d, 2H, = 8,46 Hz,Haron), 8,27 (d, 2H,] =

8,52 Hz,Harom), 7,81 (d, 2HJ = 7,26 Hz,Harom), 7,53 (t, 2HJ = 7,71 HZHarom), 7,43 (t, 1H,

J = 7,38 Hz,Haom), 4,06 (s, 4H, Ch), 4,04 (s,3H, CHs); *C NMR (151 MHz, DMSO)

U/ pp 3,57, 192,27, 147,57, 142, 86, 137,30, 134,23, 133,77, 131,24, 129,19, 128,58,
128,51, 128,49, 127,29, 126,98, 126,67, 124,24, 122,91, 43,86, 35,88, 30,00.

3.2.16. Priprava 6(4-(4,5-dihidro -IH-imidazol-2-il)fenil) -3-metil-2-fenil-3H-imidazo
[4,5-b]piridi n hidroklorida 18

Spoj 18 sintetiziran je iz spojd2( 0, 123 g, 0,29 mmol ) i etil e
mmol ) pri | emu je dobiveno 0, 060 g -2(956,A20%) b
'H NMR (600 MHz, DMSO)  UahicR) 897 (s, 1HHL 60861 (65,s, 2 H,
1H, Harom), 8,48 (s, 2HHarom), 8,26 (d, 2HJ = 5,22 Hz,Hawom), 8,16 (d, 2HJ = 5,22 Hz,

Harom), 8,02 (S, 2HHarom), 7,69 (S, 3HHaron), 4,04 (s, 4H, Ch), 4,02 (s3H, CHg); *°C NMR

(151 MHz, DMSO) 0/ 4786, ¥43,256132,76,030,65] B29,658128,95,

128,87, 128,39, 127,17, 123,48, 120,50, 43,70, 35,86, 30,16.

3.2.17. Priprava 2,6bis(4-(4,5-dihidro -IH-imidazol-2-il)fenil) -3-metil-3H-imidazo
[4,5-b]piridin dihidroklorida 19

Spoj 19 sintetiziran je iz spal1l3( 0, 070 g, 0,13 mmol) i etil e
mmol ) pri |l emu je dobi-yenogOpbagkastID@P, g Lod d
ACH NMR (600 MHz, DMSO) Usid)plMm88<s, 2HINHQ, (s, 2
8,94 (s, 1HHarom), 8,63 (S, 1HHarom), 8,37 (S, 2HHaw0m), 8,28 (d, 4HJ = 6,36 Hz,Haron),

8,19 (dd, 6HJ; = 29,31,J, = 7,65 Hz,Haom), 4,06 (s, 4H, CH), 4,05 (s, 4H, Ch), 4,04 (s,
3H,CHs); ®*C NMR (151 MHz, DMSO) 4/ ppm = 164, 81,
144,14, 135,37, 135,13, 130,31, 130,13, 129,85, 129,62, 129,56, 128,19, 126,02, 124,06,
121,38, 44,97, 44,81, 36,99, 31,15.

3.2.18. Priprava 3metil-6-fenil-2-(4-(1,4,5,6tetrahidropirimidin -2-il)fenil) -3H-
imidazo[4,5-b]piridin hidroklorida 20

20 je sintetizran je iz spojall (0,118 g, 0,27 mmol) i 1;r opi | endi ami na (47,
mmol ) pri | emu je dobiveno 0,057 30q.56AC 7 %) |
NMR (600 MHz, DMSO) U /apap, 8®82Xd, IHY = B2 HfHuor), 2 H, NI
8,44 (d, 1H J = 2,04 Hz,Harom), 8,23 (d, 2H,J = 8,52 Hz,Harom), 8,03 (d, 2HJ = 8,34 Hz,
Harom), 7,82 (d, 2H,J = 7,14 Hz Harony), 7,54 (t, 2HJ = 7,74 Hz Haron), 7,44 (t, 1HJ = 7,38
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Hz, Harom), 4,04 (s, 3H, Ch), 3,54 (s, 4H, Ch), 2,047 2,00 (m,2H, CH); ¥*C NMR (151
MHz, DMSO) U/ ppm = 157,96, 152,24, 147,15,
128,54, 127,69, 127,09, 126,71, 123,77, 35,39, 30,04, 24,43, 16,99.

3.2.19. Priprava 3metil-2-fenil-6-(4-(1,4,5,6tetrahidropirimidin -2-il)fenil) -3H-
imidazo[4,5-b]piridin hidroklorida 21

21 je sintetiziran iz spojd?2 (0,131 g, 0,30 mmol) i 1;r opi |l endi ami na (52,
mmol ) pri | emu je dobiveno 0,072 0Qq3RC3%) |
NMR (600 MHz, DMSORH, 8paR,,84<d, 1HY = 1,98 HZ,Huon),

8,54 (d, 1H,J = 1,98 Hz,Harom), 8,09 (d, 2H,J = 8,40 HzHarom), 7,98 (dd, 2HJ, = 6,45,J, =

3,09 Hz,Harom), 7,91 (d, 2H) = 8,40 HZHaron), 7,64 (dd, 3HJ1 = 4,95,3, = 1,77 HZ Haron),

3,99 (s, B, CHy), 3,53 (s, 4H, Ch), 2,037 1,99 (m, 2H, CH); *C NMR (151 MHz,

DMSO) u/ppm = 159,21, 155,64, 149,51, 143,
129,68, 129,33, 128,84, 127,88, 127,62, 125,43, 31,02, 18,20.

3.2.20. Priprava 3metil-2,6-bis(4-(1,4,5,6tetrahidropirimidin -2-il)fenil) -3H-
imidazo[4,5-b]piridin dihidroklorida 22

Spoj 22 sintetiziran je iz spojd3( 0, 069 g, 0,12 mmol) i etil e
mmol ) pri | emu je dobiveno 0,027 30AcD, 3%) |
NMR (600 MHz, DMSO) U /apep,m0,19 (s1261,, NBlkir), 8,90,(d, 2 H, N
1H, J = 2,04 Hz,Harom), 8,59 (d, 1HJ = 2,04 Hz,Haronm), 8,22 (S, 2HHarom), 8,10 (s, 2H,

Harom), 8,02 (d, 2HJ = 8,16 Hz,Haron), 7,93 (d, 2HJ = 8,16 Hz,Hawom), 4,04 (s, 3H, Ch),

3,54 (d, 8H,J = 6,30 Hz, CH), 2,917 2,87 (m, 4H, CH); **C NMR (151 MHz, DMSO)

ad/ ppm = 158, 13, 153,01, 148, 29, 142,79, 141
127,65, 126,86, 126,68, 124,68, 35,41, 30,01, 24,46, 116]99.
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3. 3. | spitivanje interakcija nekih pri

3.3.1. Supstrati

Nukleotid | istd e vel e od 99% kuplien od Aldrich-a te je korigten bez daljnjeg
lig énjanand in dasu otopljeniu NaCaCopuferu(pH 7) u koncentracijiredavelil ine 102
mol dm™®. Otopljenje prematvornil ki prilogenim uputstvimaodnosnokataloguproizva’al a
te je koncentracijdosfatapolinukleotidaodrd’enana osnovuabsorbancijes puferupH = 7;
0,01M premaslijedd im vrijednostima

U ct-DNK na 260nm, e = 6600

3.3.2.Spektroskopske metode

Kod fluorescencijskih titracija prd ene su promjene intenziteta fluorescencije
ispitivanogspojanavalnim duljinama(l ¢m = 4000 600 nm) gdjeniti jedansastojaku otopini
nemaUV/Vis spektarte sukorigenevalneduljine pobudekod kojih ct- nemaUV/Vis spektar
(I eksc > 320nm). Ukoliko je bilo potrebno fluorescencijskispektri korigirani su za baznu

liniju pufera
3.3.3. Izvedba titracija

Promjene spektara ispitivanih spojeva po dodatku polinukleotida korigirane su za
razrpelL&mwjri gtena je metoda titracije pri K
(2-3 mi n) potrebno da se wuspostavi ravnotegno
ispitivanog spoja. U kivetu s puferiranom vodenom otopinom ispitivanog spoja dodavani su
ai kvoti ot opi ne s upls tPo avhkam dodaiku eakoe mavedemog D MS C
viemena uravnotegenja uz mijeganje magnet sk

spoja.

Slika 125. Izvedba spektroskopskih titracija
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. Cilj rada

Cil j ovog rada bio je linearnom viHjest upn
13Cc NMR spektroskopije strukturno okarakterizirasipitati interakciju s DNK te procijeniti
bi ol og k unowhlarhidinesugsstuirarm derivatimidazo[4,5b]piridina14-22| i | e s u
strukture prikazane na Slicl26. Svi ami dino supstituirani
hidrokl oridne soli radi bolje topljivosti
imidazo[4,5b]piridina 11-13 Pinnerovom reakcijom u @v stupnja u Znetoksietanolu,
prireleni S wimidazolpmskit 17-19 u i1,4,% Gietrahidtopirimidinski amidino
spojevi20-22, dok su spojevi4-16k o j i sadrge nesupsituiranu ar
reakcijom s LIHMDS.

R,
\ N
| ) ®
/
N N\
NH
14 R,=H, R,=A
15R,=A, Ry=H A= x HCI
16 R —R,-A
NH,
Rl
\ N
| ) K
/
N N

17 R,=H, R,~B \
18 R,=B, R=H "
19 R,—R,-B N HN
R HR-C e ( j =—
21 R,=C, R,=H \N \N
22 R,-R,~C . HCl

Slikal26Pr i r e L e nsupstiéumrani derivatbimidazo[4;B]piridina
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4.2. Sinteza ciljanih spojeva

U prvom koraku sinteze provedena je reakcija amindgijednosno nukleofilne
aromat ske supsti-2u@ijé dinmaa dolpvienospraneNametiE3; e
nitropiridin-2-amin 2 u i s k or i g 909% j(RemaBdl) Za provedbu ove reakcije
zadovoljeni su strukturni kriteriji na piridinu: prisutnost elektmml v | a | £ dkupineN O
mezomerni efekt N atoma te induktivni efekt halogenp ko s e n-d ligpzoil omaj U
piridinskog prstena. Ovaj mehanizam odvija se adicijom metilamina, a zatim eliminacijom ClI

atoma na pologaju U koja se tu dogala prefer

melLuprodukti ma, nuegdaatvinvonrm nnaa bedje kntarloanzeigat i v n«
Br NH, Br NO,
N EtOH N
—_—
— NH,CH;, | /
N Cl N
1 2

Shemag35. Priprava Sbrom-N-metil-3-nitropiridin-2-amina2

Na Slici127. prikazan je'H NMR spektar spoja.

_~8.5956
~-8.5917
—-8.5623
~8.5558
_~8.5409
~-8.5370
—3.0229
—3.0150

Br \ NO,
/
N TH
I
I
I
I
[
& s & ey
S S S S
= — —

™

T T T T T T T T T T T T T T T T T 7 T T T T T T T T
8.64 8.62 860 8.58 856 854 852 850 848 846 8.44 842 8.40 f18(.38 )8.36 8.34 832 8.30 3.12 3.10 3.08 3.06 3.04 3.02 3.00 2.98 2.96
ppm

Slika 127. *H NMR spektar Sorom-N-metil-3-nitropiridin-2-amina2

54



U prikazanom spektru su u nezasjenjenom di | e
na 8,54 i 8,59 ppma odgovaraju signalima pi
ppm dokaz wuspjegne aminacije jernomrdielpada H
spektra na 3,01 ppm nalazi se signal Hatomg K upi ne. Suzukijevom r e
spajanj& 5-brom:-N-metil-3-nitropiridin-2-amina 2 s (4cijanofenil)bornom kiselinom3,

odnosno fenilbornom kiselinoMduz kor i gt enj e aladijaPd(RPfsskdor i f e n i
katalizatora i 2 M otopine natrijevog karbonata kao baze, u toluenu, pripravljeni sbipoj

i skorigtenjubodi §Bo7%gt ¢e€ej spo3. 66, 7%, pr ema

B(OH), R,
Br N02
X Pd(PPh;), AN NO,
| * 2M Na,CO4
N/ NH toulen |
=
| N NH
2 R,
3R,=CN 5R,;=CN
4R,=H 6 R,=H
Shema36. PripravaN-metil-3-nitro-5-fenilpiridin-2-amina6
Katalitil ki ci klus Suzukijeve reakcije kat al
adicijom aril halida2 na Pd( 0) kompl eks pri | e mu nast e
intermedijer. Transmetaliranje s fenilbornom kisein 4 i reduktivna el i mina
katalitilki Ci kl usCO; klaloo glma z2eM uot @pii me r d&Nak c i |

transmetaliranje fenilborne kiseline stvaranjem reaktivnije vrste: boronata koji se upravo

formiraju pri uvjetima pH 1112.

Struk ur a pr i r@&ploetnvorglHesnpafaes pekt roskopi j om pr i I

NMR spektar prikazan na Slid28 Vidljiv je veldi broj Si gne
spektra u usporedbi sa spektrom spd®jarikazanog na Slicil27. Signali H protona a

piridinskoj jezgr.i nal aze se na 8,89 i 8,60
8,57 ppm. Dodatni signal.i H atoma na podrul j
fenil noj jJezgr.i kao supstituent aanavedenom Su
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Slika 128 'H NMR spektaiN-metil-3-nitro-5-fenilpiridin-2-amina6
Na Shemi 37. prikazana je reakcija redukcije -(8(metilamino}5-nitropiridin-3-
illbenzonitrila 5 i N-metil-3-nitro-5-fenilpiridin-2-amina 6 sa SnGll 24 pr i | emu s

pr i r &(Bamno6-(metillamino)piridin3-ilbenzonitril7u i skori gt eNj u od

metil-5-fenilpiridin-2,3-diamin8u i skor 84g¥%.enj u od

R]
R,
NO,
\ SHC12 X 2H20 NH2
—_—
‘ EtOH X
= ‘
N NH —
N NH

5SR;=CN ‘ 7R;=CN ‘
6R,-H 8R,=H

Shemag37. Priprava 4(5-amino-6-(metillamino)piridin-3-il)benzonitrila7

Na Slid 129 prikazan je'H NMR spektar spoj@ p r i |l emu se osim svih s
fenil noj [ pridinskoj jezgri u podrulju od
NHs kupine na 4,86 ppm kao potvrda uspjegne r
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1.00=
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Slika 129 *H NMR spekar 4(5-amino-6-(metillamino)piridin3-il)benzonitrila7

U sljedeiem koraku u reakciji <ciklokondenza

sinteza prikazana rishemi38.

Rl
CHO R,
N NH,
‘ N2,8,05 AN N\
+ ’
_ DMSO ‘ R,
N NH = N
‘ N
) |

7R;=CN
8R=H
9 R,=CN 11 R=H, R,=CN
10R,=H 12 R,=CN, Ry=H
13 R,=CN, R,=CN

Shemag38. Priprava 2,&isupstituiranih deriata imidazo[4,5]piridina

Proul avanjem mehanizma reakcij e, utvrlLeno |

reakcije i zmelLu al dehi é3gpremaShanm3i9no skupi ne u p
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0
|

| cHo g,
Na,S,05 + H)0 ———> +5—0 /S\ B
HOA/ (6}
DMSO NH,
+ ‘ \
l /
O N NH
R, |
+S—0—S
o
aktivirani DMSO

0
N
p /‘ / \ -
XN N
o - Mono-
N T H N/ TH

Rl\@\q\*s/ Ry

[

‘ N : N

N/ N §H 2 ‘ _ \>_®7Rz
| _) N \

OH
Shema39. Mehanizam reakcijeiklizacije®

Taj mehani zam i s t r'd NMRuspe#troskgpifin prena SlitROr na e n | S L

temel ju sljedelih karakteristilnih signala k

1. signali H atoma Ckiskupine nalaze se na 2,97 ppm te su prema multiplicitetu dublet,
dok, ksaeo mptgoe vi djlestH NMR Ssipieckit ru konal no

nalaze na oko 4,01 ppm te su spregnuti u singlet
2. signal singleta integrala 1H na 8,99 ppm odgovara protonu Schiffové-QateN-)
3. prisutnost signala NH protona na 6,99 ppm u obliku kevarta j er se spreg

atoma CH skupine
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Slika130™H NMR spektar acikli|lkog preku

Da se reakcija zaista odvijala prema mehanizmu prikazanom na S8efBiMSO reagira s

NaoS,0s> st varajuli aktivirani i ntperimeldeinuerp rkvooj ic
do formiranja i mina, nakon | ega slijedi ci k
prsten, pri 1 6 54 NAMR ppektru plikazaroe na [Slitiél.naau kojem se

uol ava pomak skypineora @,0lappnC kbji je da postao singlet te nestanak

signala protona na Schiffovoj bazCH=N-) i NH protona vezanog na GKkupinu.

Sintetizirani spojevill, 12i13pr i pravl jeni su u iskorigtenjim
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Slika 131 'H NMR spektar 4,4(3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2,6-diil)dibenzonitrilal3

Ciljani spojevil4, 15i 16k o j i Uu SVvVojoj strukturi sadrge n
sintetizirani SU uU umjerenim iskorigtenji ma
ukl julival a k oekdametildisiigzama (LIHMDS)j (8heroédy) Pirodukt je

izoliran u obliku hidrokloridne solite sutH NMR spektru uol ena dva

amidinskih skupinmma 9, 21 i 9,47 ppm dok je u aromat s
7,65 do 8,87 ppm vidlivodgoa r aj ul i broj signal a plB2).t ona ar
NC R,
1. THF
| N “\> <:> 3 roumcy | \ N\: <:> )
N/ N N/ N 2
\ \ .
:; E;%I\EI(,Z;;T{ ig E;j: ;Ziﬁ A= % x HCI
13 Ry= CN, R,=CN 16 R;=Ry=A \H,

Shema40. Sintezaderivatas nesupstituiranim amidino%-16
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Shema41. Mehanizam realiie® s LiHM DS na primjeru nastajanja sgoj-(3-metil-2-fenil-
3H-imidazo[4,5b]piridin-6-il)benzimidamid hidrokloridd 5

el < ~N O @~ DO AN O OLWINn T ~
(o) o @ n o M MOUAATO OO [N}
(=) — O O n wn OO DWW S [}
< N @ D 0 in 4558000 VO QY o
[} [e)} @ @ © COOWAONNNN NN~ [32]

xHCI

H,N

Slika 132 *H NMR spekta#-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5b]piridin-6-il)benzimidamid
hidrokloridal5
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Supstituirani amidino spojed7-22pr i r el eni s u rk reakeijontt kvjaBé nner o

provodi u dva stupnj a. Prvi stupanj sadr ¢gi
supstituiranih spojeval-13u2met oksi et anol u do zasilenja re.
smjesa se mijega nekolikojdanaenbBcisjobnpyj al

spektroskopijom do nestank@aN vrpce na2200cihgt o upul uj e na nastana
imino-estera (Slikd 33).

2231.3500

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3900 3700 3500 3300 3100 2900 2700 2500 2300 2100 1900 1700 1500 1300 1100 900 700 500
1
cm

Slika 133 IR di-cijano supstituiranog spof8( cr veno) i I R spektar |

me L upr od udstera(eléna)i n o

U drugom stupnju reakcije se dobivenom imsmet er u dodaj e u suvi gk
sintezu cijanih amidinal7-19, odnosno 1,ropilendiaminza sintezu spojev&0-22 u

apsolutnom etanolu.

2-imidazolinski derivatil7-19pr i r e L e ni jsna odu5,9%s 36,.2% fe §9,480ndok
su 1,4,5,8etrahidropirimidinski amidino spojed0-22pr i r e L e n i u i skorigte
58,3% te 40,2%.
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Ry Ry

N 1.HCI(g) N
‘ N N R, CH;0CH,CH,0H(aps) ‘ N A\ R,
_ 2. RNH,/EtOH(aps.) P
N N N N\

\ 3. EtOH/HCI
17 R;=H, R,=B -
11 R=H, R,=CN 18 R;=B, Ry=H N HN
12 Ry=CN, Ry=H 19R;=R,"B  B-—( j c-—— :>
13 R)=CN, R,=CN 20 R;=H, R,=C N N
21 R,=C, R,=H x HCI x HCI
22 R;=R,=C

Shema42. Priprava supstituiranih derivata amidih&a22

Na Slici 134 prikazan je 'H NMR spektar spojd9p r i |l emu se na 4,05 i
uol i ti dva signal a i nt e gdsskupirmmaintdvé imidazolinskhg ov ar
prstena. Takoler, melLu tim signalima nal azi

CHgz skupgne. Signali amidinskin NH protona integrala 2H nalaze se na 10,88 i 11,03 ppm,
dok se na podrulju 8,19 do 8,94 ppm nal azi

jezgri.
™ ™ < < n
o © — © N HA N O Mo W
[s2) ~ — o MO0 O O n g
o e} < o™ NN O WL o oo
= S o © NN~ SIS
| | [ ==
<\Nch1
N
H
F N N
N : N
N \ N
Il
| |
‘\
I If
M ) ‘
& & & & w3 Tih
S oS = S 359 SS9
o o~ ~— — N O T T ™M

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11.0 108 106 104 102 100 98 96 94 92 ﬂ%.o ) 88 86 84 82 80 78 76 44 42 40 38
ppm

Slika 134 *H NMR spektar 2,&is(4(4,5-dihidro-|H-imidazol2-il)fenil) -3-metil -3H-
imidazo[4,5b]piridin dihidrokloridal19
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Slika 135 'H NMR spektar anetil-2-fenil-6-(4-(1,4,5,6tetrahidropirimidin2-il)fenil) -3H-
imidazo[4,5b]piridin hidroklorida21

Na Slici 135 prikazan je'H NMR spektar spoj@1 p r i | emu sesimglapaga s
integrala 2H na 10,15 ppm koji odgovara NH g
ppm odgovarajul.i br o] signala karakteristi/|
di jelu spektra na 3,53 ppm i @dvddootopapCid nal a :z
skupine.
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ika spektar 3metil-2-fenil-6-(4-(1,4,5,6tetrahidropirimidin2-il)fenil) -3H-
Slika 136. *C NMR spektar 3metil-2-fenil-6-(4-(1,4,5,6 hidropirimidin2-il)fenil) -3H
imidazo[4,5b]piridin hidroklorida21

Na Slici 136.prikazanje

125159 ppmn al a z i

pr PONMRagektdr spojlna kojem se u
o d g signabrugljikaunh aromhatskionjjezgran{f&€H), dok se

u alifatskomdijelu spektran a | a z | k a r a kugligkovogsatbne CHy skupseétegna a |

18 ppm signal koji odgovara metilenskim ugljicima na jeigfi5,6tetrahidopirimidin-2-il -

akao supstituenta.
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4.3. Antiproliferativna aktivnost ispitanih spojeva in vitro

Svim ciljanim spojevima ispitana je ant
stani| nih l inija humanih karci noma:HI6EHCT116
karcinom plul a, MCF7 karcinom doj ke, PC3 Kk
maternice te HEK293 stanice humanog embrionalnog bubrega, u suradnji s dr. sc. Marijetom
Kral j i dr . sc. Katarinom Zlatil ikaolGksti tut
(koncentracija inhibicije rasta) gto odgovar
50 %. Rezul tati Su usporeleni s dobro poznati
Etopozidom. Svi testir an.iolfergimj aktiwvnost,uoskajz al i S
aktivnost prema stanilnim |l inijama PC3 i H4 6
4. 3.1. Antiproliferativna aktivnost prema od
karcinoma
Stanilne |l inije humam#gGTlkoIWe20e kt al nog karcin

Monosupstituciji® swijapdl®g=aj Bmal2@= 2,2 OM) i

imidazolininom skupinom 17 Glsp = 1, 918GM,= 2, 3 OM) povol jno
poboljganje antiproliferativne ga&lsttievmoag tkil .i |
ami di nskog suspstituent a, kao [ di supstitu

aktivnost (GO 10 OM), osit@koj 5l pbhpaufhGpPofad| @Mnu 4
slabiju antiproliferativnu aktivnost u odnosu na monasitygarane analoge.

Stanilna linija karcinoma plulia H460

Spojevill-13 supstituirani cijano skupinom nisu pokazali antiproliferativnu aktivhost prema

OV oOj stani| noj i ni ji. Monosupsti t@auilBani d ¢
pokazali su najbalfj akti vnost prema $w%o0j2, 8t &M)|.noyv oll
gesteroci klilkog supstituent a, osobito u ob
(GlseO 15 OM) .

Stanilna linija karcinoma doj ke MCF7

Prema ovoj st a2 (Rin=aCN) i 19i(R £ Ryi= imsdazolipile pokazali su
aktivnost u submikromolarnom rasponu inhibitornih koncentracijaso(GI 0, 6 OM) .
Monosupstituirani spojevil, 17i18p ok azal i sw<z2 a0 adKu a&ti pr ol

aktivnost dok ostali derivatipakz uj u znal aj anspadOu OMKEti vnost i
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Stanil|lna Ilinija karcinoma prostate PC3

Prema ovoj stanil|l noj i niji vel i na3(ép=oj eva |
4,1 OML7.(Gls&p o5, 9 OM) koji u svoj ekupinepgokazak t ur i
je najbolju i selektivnu antiproliferativnu
Stanilna linija karcinoma grlila maternice H
Velina testiranih spojeva pokazuje najbolju

mat ernice. OsolB(Rt=0 CNe) isstaikltei vsnpoogjii u u submi k
(Glsp= 0,7 OM). Najslabiju antiproliferativnu
13(Glsp= 28, 3 OM) .

Stanice humanog embionalnog bubrega HEK293

Naj vienhai bi ci ja rasta st anillito¢Glsd=i1Bi 3 ,el u®N)e ntae
u s | uxkijano supsRtuiranog derivai® (Glsp= 2, 72 OM) .
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Tablical.Invitroant i prol i ferativna aktivnost premaGbhdatbyani m stanilnim [ inijam
. Stanilna |linija
SPoj Struktura HCT116 | SW6 2 0]  H460 MCF7 PC3 HeLa HEK2 9
11 (Lo 3,0N1 4,3N0 ©6100| 1,7NO0 14,2K 1,9N0 8, 9NO0
12 0 2,2N1 1, 7N0 >100 o, 6No 7,9N0 o0,7N0 2, 72N
Ny
13 (e | 23, TN 0100 0100| 20, 9N 5,9N0 28, 3N 16, 1N
14 % - 11,5N 16,0RK 16, 1N 12,5N 14,3N 6,9N0 16, 6N
\ HCT
15 hﬁ@ 11, 9N 7,80N3 13,5N 12, 1N/ 19, 8N| 5, 4RN1 11, 4K
16 Sy | 10,98 4, 181 14,3R 11,6N 16,2R 4,180 10, 9K
17 Q:@fj 1,9N0 2,2N0 2,2N0 1,6N0 4,1N0o 1,5N0 2, 1K0
\ HCI
QI\VHCI . . . . . . .
18 Mo 2,3N0 2, 7N0 2,2N0 1,8No0 4,9N1 1, 43N| 1, 3K0
gl\\IHCI : . . . . . . .
19 e s v 4,8N0o 5,5N0 15, 3N 0,6KNo0 9,0N3 1,5K0 2, 0N1
20 (0% 9, 74N 11, 1N 16,3N 12, 1N 13, 9N 7,1R1 14, 0K
(N\?ma . . . . . . .
21 "y o 12,5N 15, 0N 18, 5N 11, 8N 24, 1N| 10, 4N 14, 6N
(N\l‘\JHCl ] ) ] ) ) ] ~
22 "ol 34,3K 26,5RK 63, 8N 21, 8N 32, 7K 12, 7N 20, 1K
Std1 Doksorubicin 0, 04N[O, N®3 C O, 04N{0O, 009N 0, 09N{ O, 13N| 0, 02N
Std2 Etopozid 2,2N0 0, 14N{ 2,2N0 0, 6NO 9,3NO 11, 6N| 0, 65N




4.3.2. Utjecaj supstituenata na antiproliferativnu aktivnost

Monosupstituirani derivati pokazali su bolju antiproliterau aktivnost od

disupstituiranih derivate imidazo[4l§ pi r i di na. Za velinu test i
supstitucija <c¢cijano skupinom i i midazolinil
aktivnosti, dok derivati s nesupstituiranim am@mm, kao isupst i t ui r ani gest

amidinan, pokazuju slabiju aktivnostCijano supstituirani derivatll1-13 nisu pokazali
aktivnost prema stanil noj 13pokazagd je boljd aldivthost Di s u
od monosupstituiraniill i 12 s a mo u sstlaunlialjnue | do&i j5e, 9P QBM) ( |
Supstitucija ci | anpoo ksakzuupjien ostTm aug npiojl eo gaanjtui pR o |
pol ogajdzRazito snagno antiproliflmpramai vno ¢
stani|lnim {7(Gj=j0os) MCE el 8, 7Koddé)ivatals-16s
nesupstituiranim amidinom, najbolju aktivhost pokazuje derilats dvije amidinske

skupi ne, osim u slulaju stanilne Ilinije HA4

djelovanje pokazao spdj5 (IGso = 1 3, SImidaadinilski derivati 17-19 pokazali su

i zuzetno snagno antiproliferativnse< dljOel ®@M,an|j
uz iznimku spojal9 k o j i sl abije djeluje por=enla5,s3t aM)|.r
Derivati 20-22 s a gest k&l i | kim amidinom pokazal:i su

djelovanje u odnosu na derivate supstituira
derivat20s a supst it ue nipokazujel bolju @ktivngstagd wWerivail, dok

disupstitucijad v o d i do znalajnog pada aktivnosti

NaSlicil37pr i kazan je sumirani rezultat proul avar

. Di-CN  supstitucija
Mono CN supstitucija Selektivnost prema

HEK293(1G50 = 1,3 HM) PC3 (IGS0 = 5,9 HM)

Di-imidazolinilna supstitucija
MCF7 pM

Mono CN supstitucija

X N\ MCF7 (IG5 = 0,6 pM)
| HeLa (IGsg = 0,7 pM)
N/ N\ SW620 (IGsy = 1,7 pM)

Uvodenje Sesterociklickog i Mono imidazolinilna supstitucija
nesupstituiranog  amidinskog HCT116 (IGs5o = 1,9 pM)
supstituenta nepovoljno utjede H460 (IG5 = 2,2 pM)

na antiproliferativnu aktivnost. PC3 (IG5) = 4,1 pM)

Slika 137. Odnos strukture i antiproliferativne aktivnosti

69



4.4. Antibakterijska aktivnost ispitanih spojevain vitro

Anti bakt er iijns ktaie tsatkot ri aamao sjte prema 4 soj a C
(AcinetobactAdCChaReh@d@BgdbdbmonasATaCQ ugéisSnéoBsear i c hi a
COATCC 2509Bs2c h erdfcfhliuvax cdod li) t e opzrietmav N3 hs djak t
(StreptococcusAT P e U®SMMaO@mey | oc o cATUGC a2a1xr 23> i

Ent erococ cCATCCf &289adll2i) s u suradnj.i s dr. sc.
d. o. o.. Kao standardi kori gt eniCispur opfolzonkastaic ia
Mer openem. Rezul tati su izrageni ket @it @i ma
odgovara naj manj o] koncentraciji spoja koja
Velina testiranih spojeva nijzeulpamhkadzaslua parnitk

Tabl2i cUmj erenu anti bakterij sliEd 6a kntei svunposstti tpuoi ki
ami dinS&ipmpopkazao jerdmal Gvamj eozi i vapmobadkd «
pneumdAidiC&e 49619 eMMECRCt er dlébec AT L ET 20OMI1IQ = 32
eM) te prema GramEselhgatieimfolpy Maddadd) B B5® o
pokazao je djelovanje p6SemaptGo@aonc cpUbSECEn & tnm g
49619 (MML, =t 82prema Gr gmscogatiehhbpxchdit e (]l
= 3M) . Di supstituiramid ogkeasztaea ojce ku mjl & erde r a k
prema Gr ameEselgarn ii evimfiolaqu xx od M) ( MI C = 32

Mono supstituiran derivat 15

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 (MIC = 16 uM)

Enterococcus faecalis ATCC 29212 (MIC = 32 uM)
Escherichia coli efflux del (MIC =32 uM).

N/N\

Disupstitucija sesterociklickim amidinskim skupinama 22
Escherichia coli efflux del (MIC = 32 uM)

Sl ilk3a®dnos stmtuikihaukteerii jaske akti vnost
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Tablica 2. In vitro antibakterijska aktivhost prema odabranim bakterijskim sojelitta (€M)

Spoi Struktura S. pneumoniae | S. aureusATCC E. faecalis E. coli E. coli P. aeruginos A. baumannii
POJ ATCC 49619 29213 ATCC 29212 ATCC 25922 efflux del ATCC 27853 ATCC 17478
11 (5 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
N
12 OO0 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
it
13 (TS >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
14 oSO >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
A et
15 oty 16 64 32 >64 32 >64 >64
NHHCI1 ‘N/ I\{
16 |7 Sy o 32 >64 >64 >64 32 64 >64
17 ® M@j} >64 >64 >64 >64 64 >64 >64
A ol
QI\VHC]
18 ‘N\/ :@ >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
\
ql\\'HCl
19 » SO0 >64 >64 >64 >64 64 >64 >64
\ HC1
20 CI—-O% >64 >64 >64 >64 64 >64 >64
N fal
21 i » e >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
(;]‘\JHCI
22 : » :\ e HD >64 >64 >64 >64 32 >64 >64
Stdl Ampicillin <0,125 2 1 2 2 >64 16
Std2 Ceftazidime 0,25 8 >64 0,25 <0,125 1 4
Std3 Ciprofloxacin 0,25 0,25 1 <0,125 <0,125 0,25 0,25
Std4 Meropenem <0,125 <0,125 4 <0,125 <0,125 1 0,5
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4.5. Vezanjemolekula na DNK

Kada se male organske omal plulld jwedg@®eu rma | D

promjenama koje znalajno utjelu na stanilni
transkripcijskih faktora koji su u interakciji s BN Ovi efekti moggr por emet i t i S
ciklus i inhibirati replikaciju DN, stani|lnu di obu ®iDakikjsgojevi enci j :

koje se mogu vezati na D\Nimaju potencijal da se koriste kao lijekdViDa bismo razumieli
mehanizam djelovanja takvih potencijalnihekpva i dizajnirali nove, prvo je potrebno
razumj et ioji amisstupajo u interakdiju BNK. Sukl adno tomu, dva
vezanja spojeva na DN jesu kovalentno i nHeovalentnovezanje Kovalentne interakcije

podrazumijevaju da molekule provo@ékiliranje DNK pril emu st varaju kemi

Nek oval entne interakcij e majddgrgowelbindingiuwadiate@nj e u
(eng. minor groove binding DNK, t e interkaliranje i zmelu p
slul aj evi ma, isnDNE ma K ei jreezsip o ji e daiidovestydoe | enj e
primjerice, pucanja jednog il oba | anca dvc

utjecati na enzime (npr. polimeraze, topoizomeraze) i bitne procese transkripcije, replikacije i

popraokaovgdi do®stanilne smrti
4. 5. 1. Koval entni nalin vezanj a

Za oO0OValj nalin vezanja karakteristilni su
kao spojevi koj i su pod fiziologkim uvjetir

kovalentno vezati &lini supstituent na biomakromolekulu (BY. U kemijskom smislu,
rijel ] e 0 reakciji nukl eofilne supsti
purinskim/pirimidinskim bazama ili kisikovih atoma fosfodiesterskoj okosniciKDkho
nukleofila te alkilnin skupina kae | ekt r of i | a. Ef ekt aKkilira
replikacije i RNK transkripcije, fragmentacija DN hi dr ol i t i | ki m reakci j
pogregni h parova baza (Kyezoten grosslinking-anfer bat e)nut e

se dobiva nefunkcionanDNK i nefunkcionalni proteitf™.

452.N&koval entni nalin vezanj a

Groove binderi: Zbog razlika u elektrostatskom potencijalu, sposobnosti stvaranja

vodi kovi h veza i steri| ko] smetnji, vel i ki
molekularnog ppoz navanj a. Oplenito groove b-Tnder.
podrulju u velikom i mal om utoru jer je tamo
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Vel i ki utor ima specifilnija donorska i akce
u nj e g aigonuldeqtidi (enzimi proteini), a u mali utor, ¥ anj ske strane

razliliti |ijek®vi i organske mol ekul e

Interkalatori: Nazi v i nterkal atorii mptodrjcgdlearpedial at u me t
te se referira na jsepnecsdi bdoelpbomekKgawa pii um K¢
interkalatori su spojevi koji imaju -8 kondenziranearomatske jezgre koja se naziva

kromofor te dovoljno veliku planarnu ar omat
ravninu dvostruke wuziioh nipae ov akife latarkalacipg dDWa r a
DNK-or ganska mol ekul-a, shiathr 6f abmiamai j @ol ar ni

el ektrostatskim u slulaju kationskih interk
Umetanje interkal atroorvaa ibzameal ur eszwsl jte dmai hz npad
strukturiDNK; produl jenje, ukkKW¥ enje i odmotavanje

4.5.3. Cirkularni dikroizam

Cirkul arni di kroizam (CD) je spektroskop:
ostvaruju interakciju s cirkularno polariziranim elektromagnetskim zrakama jesu Kifalne
CD se opilenito smatra vrijednim biofizilkim
proteinligand, DNK-ligand, proteinDNK i strukture proteina ili DM, u otopinf®’*%
Vel ilina koja se koristi za opiGii viaznrj aeg eonvao gj
stupnjevima, a prikladnija karakterizacija CD jest preko razlike u molarnim ekstinkcijskim
koeficije n t i emwa e & [M™* cm]*®. Teorijski (tj. kvantno kemijski) opisi CD spektara
velikih molekula poput DK su vrl o sl ogeni, tako da met o
informacije o molekulama na atomskajzini. CD spektroskopija ima mnoge prednosti u
odnosu na drugemetode konformacijske analiz€rvo, tehnika je izuzetno osjetljiva te
dopugta r adKwe imamsgakoddenbadijaDKt akoler moge biti
(20 mg/ml). Ovo je korisno za ispitivanje uzoraka niske topljivosti (npr. dugi fragnbENK
bogati Gpodr ul j e m) [ oni h koji i maju tendenci
otapala (npr. visoka koncentradijas o | i [ organske otopine, K i
interakcija s proteinima ili drugih molekula u stanicatffaDruga, proul avane mol e
moraju biti samo kratke (oligonuklkotTirdeil)e,ve
uzorci se |l ako mogu titriratd.i razli | itim s

induciraju konformacijske izomerizacije u BN
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4. 6. | spitivanje interalktbhNKe neki h pri

4.6.1. UV/Vis spektroskopske titracije

Poznato je da se struka DNK mijenja u interakciji snalim organskim molekulama,
gt o dovodi do promjene u aps ofesprau ujpsnkcanpo s p e Kt
apsorpcijskog maksi muma pbaekomni pombki adnosn@a | ni m
crveni pomak il p r e-hipsokiomna domak, odnashorplavinpomiak.l j i n a
Lesto su praleoneehapeekr omnie mgokramaim afekanp s or p c |
smanjenjem intenziteta apsorpcije. Ispitivanja UV/Vis spektroskopijom su provedena u
puferuNaCa Co pri pol etnim konc elnltHeeoldi’zaaspod2 i spi t i
2 1 P @oldm?®zaspojl8, 2 3mblam?>za spojl7i2 1 P Moldm®za spojl19.

detektor
monokromator ()

e R

prizmaiili

. resetka izlazni
ulazni

s otvor
v
izvor uzorak i

svjetla

o

Slika 139 Shematski prikaz spektrofotometra

Na Slikamal40i 141 prikazane su titracijske krivulje ispitivanja interakcije spoj&2a 18,

odnosnal7i19pr al ene UV/ Vi s spektroskopijom.

a) NC b) g yHd
0.125 - % N 0.5 H%N@
>N

N — (Sp0j18)=2x10°M
N \ —— C(ctDNK)=1x10"M
= c(ct-DNK)=2x10"M

e ¢(Ct-DNK)=4x10°M
Cc(ctDNK)=7x10°M
C(ctDNK)=1x10°M
c(ctDNK)=2x10°M
C(ctDNK)=4x10°M

— C(ct-DNK)=6x10°M
— ¢(Ct-DNK)=8x10°M
e ¢(Ct-DNK)=1x10"M
C(ct-DNK)=2x10'M

= c(ctDNK)=3x10"M

_Z__2

0.100 4

c(spojlz):lxlosM
c(ct-DNK)=1x10"M
c(ct-DNK)=2x10"M 034
c(ct-DNK)=3x10"M
c(ct-DNK)=4x10'M
Cc(ct-DNK)=5x10'M

0.075 4

Abs

Abs

00504 )

0.2 4=

0.025 4
0.14

T T T T 1
300 350 400 450 500

T T T T T T T T 1
I /nm 300 310 320 330 340 350 360 370 380
I/nm

Slika 140. UV/Vis spektroskopske titracije spojet@a)i 18 b) s ct-DNK
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Na temelju Slikel40. vidljivo je kako je dodatalct-DNK u otopinu spojal2 uzrokovao
talogenje spoja us)dokjekbdsgoma8rgzeimg lEpoktommpm j i v os

efektomintenziteta apsorbancifgez pomaka apsorpcijskog maksimuma.

(\I\VHCI
a) B N g] b) E%N N
Lo . ® N%N]

(sp0j17)=2x10°M HCI

——
0.4 4 — C(ct-DNK)=1x10°M

o
= C(Ct-DNK)=2x10M C(Sp[u)]’\llz)ilﬂlo !\:n
— C(ctDNK)=1x

e C(Ct-DNK)=4x10°M C(ct-DNK) Ob
C(ct-DNK)=6x10°M — c(cl—DNK):leOSM
0.3+ (CHDNK)=8x10°M = c(ct-DNK)=3x10"M
o s C(ctDNK)=4x10"M
c(ct-DNK)=1x10°M c(ctDNK)=5x10°"M

s,
@ c(ct-DNK):Zx:LOSM . c(ct-DNK)=6x10"M
< o2+ —— C(ctDNK)=4x10°M 2 CtDNK)=7x10°M
: e C(Ct-DNK)=7x10°M — C(Ct-DNK)=8x10'M
== c(ct-DNK)=1x10"M = c(ct-DNK)=1x10"M
Cc(ct-DNK)=2x10"M e C(Ct-DNK)=2510°M
014 = c(ctDNK)=3x10‘M c(cI—DNK):AXIOZM
s (ct-DNK)=7x10°M
s C(ct-DNK)=1x10‘M
s (ct-DNK)=2x10‘M
T T T VV
300 320 340 360 380 T T T
300 325 350 375 400
I/nm
I/nm

Slika 141 UV/Vis spektroskopske titracije spojet&@a)i 19 b) sct-DNK

Povel anj em &-DNKcnaWdWVisaspektrj gpoja? vidljiv je hipokromni efekt
intenziteta apsorbancijpez pomaka apsorpcijskog maksimuma, dok dodatdBNK u
otopinu spojal9 pokazujeu z i z ripogrenmi efekintenziteta apsorbancije postupni
batokromni pomaknaksimumaabsorbanciieu apsor pci j s k ompojalpé&ktru p
titracijskoj Krivul ji moge se uoliti i zozbe

inteakcije sct-DNK.

Na Slici 142 a) i b) prikazana je ovisnost intenziteta apsorbancgpoja 12 na 35 nm

odnosno spoja8na 325 nm o koncentracgi-DNK.

0.374 .
spoj12 spoj18
0.080- - L]
0z |
| ]
0.0754 . ‘
0.35 .‘
P _ ]
£ S L
c c 0.344
& 0.070 5
~ ol B L
8 e "
Py o 0334
Q Qo
0.0654
< < \
0.32
0.0604 \r -
031 ]
\. \.
0.0 T T T T T 0.30 T T T T T T T
1.0x10" 2.0x10' 3.0x10' 4.0x10' 5.0x10' 0.0 50x10°  1.0x10' 15x10° 20x10° 2.5x10°  3.0x10°
¢ (c-DNK)/mol dm”* ¢ (ct-DNK)/mol dm®

Slika 142 Ovisnost apsorbancigpojeval? a) o koncentraciji dodanet-DNK na 3L5nm
i b) 18325 nm
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Iz krivulja je vidljivo kakododatkan otopinect-DNK u otopiru ispitivanih spojevadolazi do
pada apsorbancij®a 143.a) i b) prikazana jeovisnostintenziteta apsorbancigpojal7 na
325 nm, odnosno spoj® na 327 nm o koncentraciji dodaceDNK.

a) b))

0,374 0,75+ spoj11
spoj17 pol
0,36

0,35+

0,344

)r.—-l—l

b-—n

0,334 \

0,32 \.\
0,50 —
031

—_ s

.-_._._..—.-l-l

Abs (327 nm)
o o
a 3

./

Abs (325 nm)

T T T T T T T N T T T T T
s o o o
0,0 50x10°  1,0x10° 15x10° 2,0x10° 25x10°  3,0x10° 0.0 5,0x10 1,0x10° 1,5x10' 2,0x10

¢ (ct-DNK)/mol dm® ¢ (ct-DNK)/mol dm®

Slika 143 Ovisnost apsorbancigpojeval7 a) o koncentraciji dodare-DNK na 25 nmi
b) 19 327 nm

Iz grafa ovisnostiintenziteta apsorbancijgpoja 17 na 35 nm, odnosno spojd9 o
koncentraciji dodanetDNK p r i mj eldlazijdepada mterditeta apsorbancije.

4.6.2. Fluorimetrijska spektroskopija

Fluorimetrijskim titracijama izabranih spojevi?, 18, 171 19t ak o L e r je is
afinitet prema ct-DNK . |l spitivanj a su napravl jena u
koncentracijamapojeva5 1 T tholdm*pri | emu su kori gtene valn

slijedi: sp0j12 (I exc = 315 nm); sp0j 18 (I exc = 320 nm); sp0oj 17 (I exc = 325 nm); spoj 19
(I exc = 268 nm). Fluorimetrijska spektroskopija puno je osjetljivija metoda od UV/Vis

spektrok opi je te je ispitivanja mogulie provesti

Rezultati fluorimetrijskih titracijsspojeval2 i 18 s ct-DNK prikazani su n&lici 144a) i b).

Na temelju dobivenittitracijskih emisijskih krivullamo g e se uol i tracieda pr |
ispitivanog spojdl2 s ct-DNK (Slika 144. a), da jentenzitet emisije spoja ostappotpunosti
nepromijenjen dodatkorat-DNK, dok za spoj18 (Slika 144. b) neposredno nakon dodatka

ct-DNK nema promjenéntenziteta emisijedo k  pr i v i ¢gi mctBMNKndolaziddo r aci |

hipokromrog efekia intenziteta emisije

76



: ; 140
— c(5POj12)=1x10'M —— (sp0j18)=1x10°M
iy
o zzﬁtizgiﬁgﬂ C(ctDNK)=1x10"M
DNK)= -DNK)=5x10'M
C(ctDNK)=1x10'M 120 N C(Ct DNK)*1:106M
—~ 400 C(ct-DNK)=2x10°M BT \\,\ C(etDNK)=1x10s
3 =3x107 o C(ct-DNK)=5x10°M
> —— (ct-DNK)=3x10°M W, )
s e C(ct-DNK)=6x10°M . o \, = cltDNK)=1x10M
E 3004 C(ct-DNK)=8x10°M € 1004 4
<] c(ct-DNK)=1x10°M S
3 5, =]
w [
o 2004 3 804 4
& o
1004 60
0 T
400 450 500 550 600 40 T T
I /nm 400 450 500
I /nm

Slika 144. Fluorimetrijske spektroskopske titracgpojeval2 a)i 18 b) s ct-DNK

a) b)

s C(SP0j19)=5x10'M
C(ct-DNK)=1x10"M|

— C(SPOj17)=5X10'M Cc(ct-DNK)=2x10"M|
oo C(ct-DNK)=1x10"M| c(ct-DNK):Axm:M
@\ C(ct-DNK)=5x10"M| 500 CECE'Eszm
p % S — C(ctDNK)=1x
it
A C(ctDNK)=3x10°M|
= = CCtDNK)=3x10 W) 400 C(etDNK)=4x10°M
= ~ C(ct-DNK)=6x10 M = — C(c-DNK)=5x10°M|
< 300 \ C(ct-DNK)=8x10"M & s C(Ct-DNK)=6%10°M|
E N C(ctDNK)=1x10°M = — C(ctDNK)=7x10°M|
S — c(ct-DNK)=2x10°M £ 300 - C(ctDNK)=8x10°M
=] S C(ct-DNK)=9x10°M|
o 2004 = C(ctDNK)=1x10°M|
?} L — C(ct-DNK)=2x10°M|
o T 2004 — G(CtDNK)=3x10°M|
@ Cc(ct-DNK)=4x10"M|
1004 s C(Ct-DNK)=5%10°M|
Cc(ct-DNK)=6x10"M|
100
0 T T T )
400 450 500 550 600 0
T T T T 1
I /nm 400 450 500 550 600

I /nm

Slika 145. Fluorimetrijske spektroskopske titracgpojeval?7 a)i 19 b) s ct-DNK

Dodatak ct-DNK u otopinu spoja, potpunogasi fluorescenciju spoja9 postupnim
hipokromnim efektom inenziteta emisije, uz dodatnu pojavu apsorpcis&ksimuma pri
velim valnim duljinama kod posimolenifgt ohmegaece
biti rezultat pogregaka usl ijed velih kK onc
fluorescencgkom titracijskom krivuljomspoja 17 | i j a | @& sanm® nzargenngrivo
promijenjenauslijed dodatk&t-DNK; bl a gi hi perkromni efekt int

dodatkact-DNK, te hipokromni efekt intenziteta emisije u daljnjim titracijama.

Na Slikamal46 a) i b) prikazana jeovisnostintenzitetaemisijespojal7 na431 nm, odnosno
spojal9 na 450 nm o koncentraciji dodaneDNK. Za spojl9pr i mj el uj e se pos
intenziteta fluorescencije, dok za s@djnajprije dolazi do pravilnog pada intenziteta emisije,

pa porasta te opet padanja intenzitetasgent?
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Slika 146. Ovisnost apsorbancigpojeval? a) o koncentraciji dodars-DNK na431nmi
b) 19450 nm

4.6.3. CD spektrekopsketitracije

Kako bi se dalje provjerila interakcija izamih derivatal2, 18, 17 i 19 s ct-DNK

koj a

i ma mogul nost

zakretanja

ravnine

spektroskopskanjerenjaO p | e,msantizgled ICD spektra, odnosno tog induciranog signala

il e ovisiti o odnosu

dipolni momem kromofora same molekule MNPoz nat o j e da,

da se na spektru

uol|l avaju

mal i i

pol

mentan gpbjai kojivngekkiratam @ odribsuma | n o g

ukol i ko s

negativni

riziran uzdug (kbjujgmarales isa sinetmlono garova pdr® t a

pol a
Groove binderobi | no pokazuju
kutem od 45A u odnosu

skupinama mogu stvoriti nekakvedikove veze.

n

nt

a

enzivni

kiralnnu

[ vi soki |

os i u

Dodatak spojd?2 rezultirao je malinpromjenama u CD spektru (Sliked7. a). Dodatak spoja
18 (Slika 147. b) i spojal7 u otopinuct-DNK (Slika 147. c) ne pokazuje promjene u CD

spektrygt o znal i da

vegu

sugerira na vezanje spoj® u mali utorct-DNK* (Slika 147. d) .

oOVi S p 0 ) enuistrukiwrect-DNKjiliedh se

slabim intenzitetom.

Poj ava

odn

znal a

ntenzivno

Mogul e je

interakcija spojd9 sct-DNK o d g o v o r nemui gekektivinuamtiprgiferativnu aktivnost

t og

spoja na MCF7

stani

nu

i niju

humanog
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b

d

e C(C-DNK)=2x10°M
34 1 mol spoj 12 : 20 mait-DNK
’ === 1 mol spoj 12 : 10 mait-DNK
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Slika 147. Promjene u CD spelitna ct-DNK (c(DNK)
a) spojal2, b) spojals, c) spojal7i d) spojal9

2 mdl dntf)@lodatkom

U Tablici 3 prikazani su rezultati dobiveni ispitivanjem interakajmjevas ct-DNK.

Tablica3. Rezultati ispitivanja interakcije odabranih spojevaNkD

spojevi

Rezultati dobiveni spektroskopskim titracijama

UVIVIS

FLUO

CD

12

hipokromni pomak

nema inerakcije

nema ICD signala

18

hipokromni pomak

hipokromni pomak

nema ICD signala

17

hipokromni pomak

hipokromni pomak

nema ICD signa

19

hipokromni pomak
batokromni pomak

izrageni

hi

P

pozitivni ICD signal

N a

pokazujenajbolju interakciju <t-DNK te se, sukladno svim dobivenim re@tima,v e g e

mali utor cttDNK gt o j eiam!| ajgldvam@ gul i h

t emel ju

svih

bi

dobi

mogao

veni

bi

t

h

rezul tat apojg>r el i mi
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f U ovom radu prir el €3mietilfenil-3Hlinjidazo[é,5bjpirid@-0 j e v i
ilbenzimidamid  hidroklorid 14,  4-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5b]piridin-6-
illbenzimidamid hidroklorid 15, 4,4*(3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2,6-
diil)dibenzimidamid dihidrokloridl6, 2-(4-(4,5-dihidro-IH-imidazol2-il)fenil) -3-metil-6-
fenil-3H-imidazo[4,5b]piridin hidroklorid 17, 6-(4-(4,5dihidro-IH-imidazol2-il)fenil) -
3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5b]piridin  hidroklorid 18, 2,6bis(4(4,5dihidro-1H-
imidazol2-il)fenil) -3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin dihidroklorid 19, 3-metil-6-fenil-2-
(4-(1,4,5,6tetrahidropirimidin2-il)fenil) -3H-imidazo[4,5b]piridin ~ hidroklorid 20,
3-metil-2-fenil-6-(4-(1,4,5,6tetrahidropirimidin2-il)fenil) -3H-imidazo[4,5b]piridin
hidroklorid 21, 3metil-2,6-bis(4(1,4,5,6tetrahidropirimidin2-il)fenil) -3H-imidazo
[4,5-b]piridin dihidroklorid 22

1 U prvom stupnju sintezereakcijom aminacije iz ‘bBrom-2-kloropiridin-3-amina 1 i
suvi gkom met i | donmNaetil-g-nitropirglii-Z2amin. e 5

T Suzukijevom r eak ci-pravl-mkti-3niropioidin-2-anpna? a(dj a 5
cijanofenil)bornom  kiselinom 3, odnosno feilbornom kiselinom 4 uz
tetrakistrifenilfosfinpaladij Pd(PRJy, kao katalizator i 2Mvodenomotopinom natrijevog
karbonata kao bagpripravljeni su spojevb i 6.

1 Redukcijom spojev&i 6s SnCx2H,Op r i r e L-(B4aminc6-(metilamino)piridin
3-il)benzonitril 7 iNz-metiI-5—feniniridin-Z,adiamin 8.

1 4-(3-metil-6-fenil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il)benzonitril 11, 4-(3-metil-2-fenil-3H-
imidazo[4,5b]piridin-6-il)benzonitril 12, 4,4*(3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2,6-
diil)dibenzonitril 13 kao glavm prekursori, prirelLeni Ssu re
spojeva’i8t e odgovar aj udiilOuz Ne80szaglijavanjem mhaisokoj
temperaturi.

i Sinteza derivata s nesupstituiranim amidinom4-(3-metil-6-fenil-3H-imidazo[4,5
b]piridin-2-il)benzimidamid  hidroklorida 14,  4-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5
b]piridin-6-il)benzimidamid hidrokloridd5i 4,4-(3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2,6-
diil)dibenzimidamid dihidrokloridd 6 provedena je u reakciji s LIHBIS.

1 Sinteza 2(4-(4,5-dihidro-IH-imidazot 2-il)fenil) -3-metil-6-fenil-3H-imidazd4,5-
b]piridin hidroklorida 17, 6-(4-(4,5dihidro-IH-imidazol2-il)fenil) -3-metil-2-fenil-3H-
imidazo[4,5b]piridin hidroklorida 18, 2,6bis(4(4,5dihidro-IH-imidazol2-il)fenil)-3-
metil-3H-imidazo[4,5b]piridin dihidroklorida 19, 3-metil-6-fenil-2-(4-(1,4,5,6
tetrahidropirimidin2-il)fenil) -3H-imidazo[4,5b]piridin hidroklorida 20, 3-metil-2-fenil-
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6-(4-(1,4,5,6tetrahidropirimidin2-il)fenil) -3H-imidazo[4,5b]piridin hidroklorida21 i 3-
metil-2,6-bis(4(1,4,5,6tetrahdropirimidin-2-il)fenil) -3H-imidazo[4,5b]piridin

dihidroklorida22 provedena je kiselom Pinnerovom reakcijom-metoksietanolu.

Tijek Pinnerove reakcije pralen je IR spek:
Svi amidinasupstituirani derivatil4-22 izolirani su u obliku hidroklddne soli radi bolje

topljivosti.

Strukture novoprir e HNVRIKC MR spektioskopiiomt vr L en e
Svim ciljanim spojevima ispitana je antiproliferativna aktivnostitron a gest st ani
linija humanih karcinoma: HCT116WT62Q H460 MCF7, PC3 HelLa te HEK293

Imidazolinilski derivatil7-19p o k a z a | i Su izuzetno snagno an

niskiminhibitornim koncentracijama lig< 1 0. OM

HeLast ani Il na | inija karcinoma posebno je os
pri | emu dSetodi®RistpaCjiN) s aktivnogliu u submik
(IGsop= 0, 7 OM)

Svim sintetiziranim spojevima ispitana | e
davei ina testiranih spojevawoshi je pokazala ar

Iznimno, derivat 15 s nesupstituiranim amidinonpokazao je djelovanje prema
Streptococcus pneumoniddCC 49619 (MIC= 1 6 EatdMdcoccus faecaliBTCC

29212 ( Ml C EscheBchiawlIblj f t ex del (MIC = 32 &gM).
UV/Vis, fluorimetrijskom i CD spektroskopijom provedeno je ispitivanje vezivanja
spogevalz, 18 17i 19 nact-DNK.

Na temeljudobivenih titracijskih krivuljai analize rezultatay t v r j& danspojl9 ima

naj veli af i ct-DNKae tb prefegirar® orjalautom a g t o bitijedam@d) a o b
moguiih mehanizama njegovpog snagnog biologl
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l zni mno se zahvaljujem svoj 0] mentori ci pr of
zaizraduovogradast r ul nom vodstvu, strpljmmju, znar

vremenu tijekom pisanja i ispravljanja ovog rada.

|l sto tako, i znimno hval a i moj oj asistent.
motivaciji, organi ziranosti, razumijevanju,
Uu prenogenjupeznanjlaentajekemeri mentalnog d

i spravljanja rada. Stvarno se vragl

Zahvala ide i Anji, Marini, Vilmi i Mileni, kao ostalim djelatnicima Zavoda za organsku

kemiju na 3. katu na pristupgal nost:i [ u\

Zahvaljujem i dr. sc. lvanF a b i j aZavodh za srgansku kemiju i biokemijunstituta

Ruler Bo@kmomdi i juchspeksmrai man
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bezuvjetnoj ljubaviipd r g c i
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Corina Gl jubur a

Sinteza, biol ogka aBNKinovihamsdino-supstiturania deeaviata i j a s
imidazo[4,5-b]piridina
U okviru ovog rada opisana je sinteza, spek

interakcija sct-DNK novih amidinesupstituiranin derivata imidazo[4lpiridina 14-22.
Ciljani segpmij evu kirasieltni m reakci | sbram2er gans |
klor-3-nitropiridina 1 pripravljen je 5-brom-N-metil-3-nitropiridin-2-amin 2 koji potom s

o d g o v a rfeaijparnim kiselinama-4 i paladijevim katalizatorom u Suzukijevoj reakciji

daje nitresupstituirane derivatB6s uvedeni m aromatskim prsteno
jezgre. Redukcijom spojeva6 saSnChx2H,O pr i r el eni SuUu ami7#8o sups
koji u reakciji ciklokondenzacije s benzaldehidi®a0 i natrijevim metaisulfitom u DMSO

daju glavne prekursore ove reakcild-13. Nukleofilinom adicijom LIHMDS na nitrilne
prekursorell-13p r i r e L e ni s i4l1l@&sinésypstituiranom @aroidine skupinom.

Kl asilna Pinnerova metoda Wkal7-220\itrdi 1B133ee z a s |
bezvodnom 2netoksietanolu uzHCI(g), prevode u iminaestere koji u reakciji s
etilendiamiom daju 2imidazoliniine amidinel7-19, a s 1,3-propilendiamimm 1,4,5,6
tetrahidropirimidinske amidino spoje&®-22. Svi amidinesu pst i t ui r ani Spoj ev
kao hidrokloridne soli radi bolje topljivostbtrukturenovap r i r eptodukatghot vr Lene s
'H i 1%C NMR spektroskopijom a t i j ek Pi nn elRspektroskopijank ci j e | e
| spitana | e bi oljmip kpajevaigpitivanjemastiprolifergtivne aktivaostil

in vitronag e st stani | ni h | i niantieaktehjskgn@djetovahp proteer ¢ i n o n
odabranih  Grampozitivnih i  Gramnegativnih sojeva bakterija Naj i zr ageni |j
antiproliferativno djelovanjeu submikromolarnom inhibitornom rasponkoncentracija

u o | e maomomoeijano supstituirani derivB2itopr ema st aniMCR-T (iBsok i ni | ar
0, 6 iG&Lx (IGo= 0, 7te ZaMimidazoliniini spojl9premaMCF-7st ani | noj | i
karcinoma dojke(IGsg = 0, 6. SVD M3tirani spojevi nisupokazali antibakterijsko
djelovanje,osimspojal5, koji je pokazammijereno djelovanije protik. coli( MI C 32 OM) .
Provedbom spektroskopskih titracilpsaezamjeuvr Leno
mali uor ctcDNK gt o moge bi ti jedan od mehani zam:

antiproliferativnom sakamnivinmagj ul ipmiejma. MCF

Kl j ul n e imidazq[4esblpiridini, amidini, *H, **C NMR spektroskopija,bi o1 o g k a

aktivnost, vezanje net-DNK
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Synthesis, biological activity and interaction withct-DNA of novel
amidino-substituted imidazo[4,5b]pyridine derivatives

This work preents the synthesisspectroscopic caracterizatiobiological activity and
interaction withct-DNA of novel amidinesubstituitedmidazo[4,5b]pyridines 14-22. Target
compounds were prepared by conventional reactions of organic signByeamination of 5
bromao2-chloro-3-nitropyridine 1, 5-bromoN-methyt3-nitropyridin-2-amine2 was prepared
which then,with the correspondinghenylboronic acid8-4 and a palladium catalyst) the
Suzuki reactiongives nitro derivatives5-6 with an aromatiaing in the position 5of the
pyridine core.By reduction of the compousds-6 with SnChx2H,0O, amino-substituted
derivatives 7-8 were prepared which then,in the DMSO-mediated cyclocondensation
reaction with lenzaldehydes9-10 and N&S,0s form the main precursord1-13. Target
compoundsl4-16 bearing an unsubstituted amidino group were synthesized by nucleophilic
addition of LIHMDS to nitrile precursor$1-13.

Pinner reactiorwas used for the syimesis of target compound§-22. Nitriles 11-13 are in
anhydrou2-methoxyethanol anHCI(g) converted intamino-ester intermediates which then
react with ethylenediamine to give-iBidazolinyl amidines 17-19, and with 1,3
propylenediaming 1,4,5,6tetrahydropyrimidine amides 20-22. All amidino-substituted
compounds were prepared as hydrochloride salts in order to achieve better solliity.
structures of the newly prepared compounsere confirmed by'H and *C NMR

spectroscopywhereaghe Pinner reaction was monitored by IR spectroscopy.

Biological evaluatiorincludedin vitro assessment of antiproliferatiaetivity on six human

cancer cell linesnd antibacterial activity againsthosen Granpositive and Grarmegative

bacterial straim The mostpronouncedantiproliferative activityin submicromolainhibitory
concentration rangeas noted formonocyanesubstituted derivativd2 against the MCH

(IGsp= 0.6 OM) ana7OMN@ Lae(l G| i nimidazoingldompoand9 t he di
against the MCH breast cancer cell line = 0.6 OM ) . Al tested
antibacterial activity, with the exception of compoutts) which showed moderate activity
againstE. coli (MIC 32 O M)According to the spectroscopic study of tinéeraction of

derivative 19, minor groove bindingnto ct-DNA as a dominant interactiowas observed

which ispotentialycorrelatedo its strongantiproliferativeactivity againsMCF-7 cell line

Key words: imidazo[4,5b]pyridine, amidines*H and **C NMR spectroscopybiological
activity, ct-DNA binding
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Corina Gl jod2ea1® 9. godine u Zagrebu. Osnovnu
razdoblju od 20062 0 1 4 . godine nakon | ega upisuje Sre
smjer Opli aSvgiumnBEaggfumakiul t et kemijskog ingenj
studij Primijenjena kemija upisuje 2018. goditt®et r ul nu praksu odradil a
Bogkovi i u Leaektrorska spinsku ppektroskapiju Zavr g ni rad iz
organske kemijeASinteza i strukturna Karakterizacija noviN-supstituiranin derivata
imidazo[4,5b]piridina" pod mentorstvomprof. dr. sc. Marijane Hranjec obranila je 2021.

godi ne i p o sPtvasiupmicasprngjenjene kemienlste godine upisuje diplomski

studij, gudij Primijenjena organska kemija. Sudjelovala je na XIV. susretu mladih kemijskih
ingenjera rsi @wisd rejr esrk Afintega i andoksidativnanaktivnost derivata
benzimidazola i imidazo[4;B]piridinafi . Sudj el manstvénaporiskeon natigcam
ATehnologijaddsus meni m i z| aganj eSimezaastuiturma dadakterizazija v o m

i artioksidativna aktivnost novih konjugata kumarina i imidazodj@ridinai t e j e o0svoO
2. mjesto u kategoriji znanstvenih radov&l u g i se engleskim jeziko
Microsoft office programskim paketom te poznaje osnove programa MatLab, Qrigin
CorelDRAW.

98



11. PRILOZI

99



Prilog 1.
a) 'H NMR 5-brom:-N-metil-3-nitropiridin-2-amina2
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Prilog 2.
a) 'H NMR spekta#-(6-(metilamino)-5-nitropiridin-3-il)benzonitrilas
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b) **C NMR spekta#-(6-(metilamino}5-nitropiridin-3-il)benzonitrila5
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Prilog 3.

a) 'H NMR spektaiN-metil-3-nitro-5-fenilpiridin-2-amina6
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b) **C NMR spektaiN-metil-3-nitro-5-fenilpiridin-2-amina6
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Prilog 4.

a) 'H NMR spekta#-(5-amino6-(metillamino)piridin3-il)benzonitrila7
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b) **C NMR spektar-(5-aminc6-(metillamino)piridin3-il)benzonitrila7
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Prilog 5.

a) 'H NMR spektaiN*metil-5-fenilpiridin-2,3-diamina8
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b) **C NMR spektaiN*-metil-5-fenilpiridin-2,3-diamira 8
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Prilog 6.

a) 'H NMR spekta#-(3-metil-6-fenil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il)benzonitrila11
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b) 1*C NMR spekta#-(3-metil-6-fenil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il)benzonitrilal1
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Prilog 7.
a) 'H NMR spekta#-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5b]piridin-6-il)benzonitrila12
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b) **C NMR spekta#-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5b]piridin-6-il)benzonitrila12
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Prilog 8.

(3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2,6-diil)dibenzonitrilal3

a)'H NMR spekta#, 4

8ET0'P —

95L6'L
26862\
9br0'8
2850'8
0860'8
g/
€181'8 7
05618

8958
£0/5°8 >

mSw.w
8€98'8 >

NC

CN

=0'€

“ooe
R0z
00T

H\oo.N

9.0

88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 42 41 40 39
f1 (ppm)

8.9

(3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2,6-diil)dibenzonitrilal3

b) 1*C NMR spektat,4
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a)'H NMR spektad-(3-metil-6-fenil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il)benzimidamid

hidrokloridal4

Prilog 9.

S
©
o ©
[* I=
N
c
(D)
Lo Qo -
=
T
o 6620°0€~ ~
c 20ST°0E~
©
=
o
—
PSP~ 6T o)
88v0' 0t (K9]
X, —
60Eb°L . o
£epbL N 8
695t°L S
€69b°L =
0625°L e
9865, T
e S S %
@ wro [~
- . = 1
0v95L y T . 65T m — 6£¢6'CC1
628t = < s c 965.°€21 |
[ST8°L 4 Z 158'G ...nlp £00£°92T 4
& 805£'921
1201°8 = : £280°£21
19T1°8 . = 8912'L2T 1
€718~ wmm.m ko) 09/€" (T
Rﬁ.wx H,mm.m c 2€60'821T |
AR W.H o 05€5'82T 1
zieTs : S€95°87T
855b'8 8O = 5L88°87T |
065+'8 < S/80°6TT A —
. €095 TET
€6£8°8 6£96'TET L -]
STv8'8 7N, — 0T o SLSL'SET A 1
1088'8 Sog'1 X 0126'9€T -—
z€88'8 L2 %. SOETLET
— - LEOT'EPT —
SSEE"EPT =
/ \ Z Rmv.eq% |
18TT°LbT
. DMu < MNS.N&\
L2 [2Lb'TST
£0£5°6 — T: 4 = <1 sessior~ ]
. © 615991~ -—
€650'6— Too'z S
O O
= o X
m
~ 8
o C

108

160 150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

170

180



Prilog 10.

a) M NMR spektar 4-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5b]piridin-6-il)benzimidamid
hidrokloridal15
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b) C NMR spektar 4-(3-metil-2-fenil-3H-imidazo[4,5b]piridin-6-il)benzimidamid
hidrokloridal5
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Prilog 11.

a) M NMR spektar 4,4(3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2,6-diil)dibenzimidamid
dihidrokloridal6
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b) ¥C NMR spektar 4,4%(3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2,6-diil)/dibenzimidamid
dihidrokloridal6
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Prilog 12.

a) '"H NMR spektar 2-(4-(4,5dihidro-|H-imidazok2-il)fenil) -3-metil-6-fenil-3H-imidazo
[4,5-b]piridin hidrokloridal7

b) °C NMR spétar 2-(4-(4,5-dihidro-IH-imidazok2-il)fenil) -3-metil-6-fenil-3H-imidazo
[4,5-b]piridin hidrokloridal7
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