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SAZETAK

Cilj rada je prikazati sintezu i evaluaciju konjugata fenilboroni¢ne i cimetne kiseline.
Fenilboroni¢na kiselina pripada derivatima borne kiseline. Poznata je po svojim
moguc¢im medicinskim svojstvima te je istrazivana kao sredstvo u lijeCenju raka. Cimetna
kiselina je Siroko zastupljena u biljnom svijetu, a izvor je ve¢ine derivata hidroksicimetne
kiseline poput kumarinske, kafeinske, ferulinske i sinapinske kiseline. U ovom radu
opisane su fenilboroni¢na i cimetna kiselina opcenito, njihova kemijska svojstva i
strukture, upotreba njihovih derivata, te kona¢no sinteza fenilboroni¢ne i cimetne
kiseline. Za potrebe rada koriStena je relevantna literatura koja se odnosi na stru¢ne ¢lanke

1 knjige koji su u skladu sa temom rada.

Kljucne rijeci: fenilboricna kiselina, cimeten kiselina, struktura, sinteza, konjugati.



ABSTRACT

The aim of this work is to present the synthesis and evaluation of the conjugate of
phenylboronic acid and cinnamic acid. Phenylboronic acid belongs to the derivatives of
boric acid. It is known for its potential medicinal properties and has been explored as a
treatment for cancer. Cinnamic acid is widely distributed in the plant world and is the
source of most hydroxycinnamic acid derivatives such as coumarin, caffeic acid, ferulic
acid, and sinapic acid. In this paper, phenylboronic and cinnamic acids in general, their
chemical properties and structures, the use of their derivatives and finally the synthesis
of phenylboronic and cinnamic acids are described. Relevant literature was consulted for
the paper, referring to technical articles and books corresponding to the subject of the
paper.
Key words: phenylboronic acid, cinnamic acid, structure, synthesis, conjugates



UvVOD

Fenilboroni¢na kiselina ili benzenboronska kiselina (skraceno PBA) je borna kiselina
koja sadrzi fenilni supstituent i dvije hidroksilne skupine vezane za bor. Fenilboroni¢na
kiselina je bijeli prah i Cesto se koristi u organskoj sintezi. Boronske kiseline su blage
Lewisove kiseline koje su opcenito stabilne i jednostavne za rukovanje, Sto ih Cini
pristupacnim za organsku sintezu.

Topljiva je u veéini polarnih organskih otapala, a slabo je topljiva u heksanu i uglji¢nom
tetrakloridu. Ovaj planarni spoj ima idealiziranu molekularnu simetriju. Atom bora je sp2-
hibridiziran 1 sadrzi praznu p-orbitalu. Ortorombicni kristali koriste vodikovu vezu kako
bi formirali jedinice sastavljene od dvije molekule. Ove dimerne jedinice se kombiniraju
kako bi se dobila prosirena mreza vezana vodikovom vezom. Molekula je ravna s manjim
zavojima oko C-B veze od 6,6° i 21,4°. Dehidracijom fenilboroni¢ne kiseline nastaju
boroksini, trimerni anhidridi fenilboroni¢ne kiseline. Reakcija dehidracije pokrece se
termicki, ponekad uz pogodno sredstvo za dehidraciju. !

Cimetna kiselina je organski spoj formule C6H5 - CH =CH - COOH. To je bijeli kristalni
spoj koji je slabo topljiv u vodi, a lako topljiv u mnogim organskim otapalima.
Klasificirana je kao nezasi¢ena karboksilna kiselina i postoji kao cis- 1 kao trans-izomer.
U prirodi se javlja kao sastojak u brojnim biljkama. Cimetna kiselina je srediSnji
meduprodukt u biosintezi bezbroj prirodnih proizvoda ukljucujuéi lignole (prekursore
lignina 1 lignoceluloze), flavonoide, izoflavonoide, kumarine, aurone, stilbene, katehin 1
fenilpropanoide. Njena biosinteza ukljucuje djelovanje enzima fenilalanin-amonijak-
liaze (PAL) na fenilalanin. Dobiva se iz ulja cimeta, ili iz balzama kao $to je storax
(Liquidambar orientalis ili Liquidambar styraciflua). Takoder se nalazi u shea maslacu.
komponenta su arome u etericnom ulju cimeta, u kojem je srodni cinamaldehid glavni

sastojak. 2



1. OPCI DIO

1.1. Fenilboroni¢na kiselina

1.1.1. Struktura fenilboroni¢ne kiseline

Fenilboroni¢na kiselina je jedan od derivata borne kiseline. Sastoji se od fenilnog
supstituenta na jednoj hidroksilnoj skupini 1 dvije slobodne hidroksilne skupine polazne
borne kiseline (Slika 1.). Rettig 1 Trotter su prvi otkrili i objavili vijest o kristalnoj
strukturi fenilboroni¢ne kiseline ortorombiéne strukture.> Na dvije slobodne hidroksilne
skupine mogu se vezati razli¢ite molekule, a veza je tada komplanarna s benzenskim
prstenom. Wuest 1 suradnici su proucavanjem strukture fenilboroni¢ne kiseline objavili
kako izgleda dizajn ¢vrstih djelova. Kod fenilboroni¢ne kiseline B-O udaljenost je

prili¢no kratka, u rasponu od 1,35 do 1,38 A.*

OH
/
B
\
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Slika 1. Shema fenilboronicne kiseline

1.1.2. Fizikalno - kemijska svojstva fenilboronicne kiseline

Fenilboroni¢na kiselina topljiva je u vecini polarnih organskih otapala, ali je slabo topljiva
u heksanu i uglji¢nom tetrakloridu. Temperatura taliSta fenilboroni¢ne kiseline je 219 °C.
Uskladena je s velikim brojem organskih supstituenata kao Sto su esteri, ketoni, alkoholi
1 ostali. Umjereno je toksi¢na ako dode do gutanja, a treba izbjegavati i kontakt s kozom.
Iznos pKa fenilboronicne kiseline je 8.8 u vodi 1 ima manji pKa od borne kiseline koji

iznosi 9.8. Ostala bitna fiziklano — kemijska svojstva navedena su u tablici 1.°



Tablica 1. Fiziklano — kemijska svojstva fenilboronicne kiseline

Molekulska formula CsH7BO2
Reletivna molekulska masa 121,93 g mol!
Izgled Bijeli do zuti prah
TaliSte 219°C

Topljivost u vodi 10gL!

Kiselost (pKa) 8,83

1.1.3. Upotreba fenilboroni¢ne kiseline

PBA se koristi za proizvodnju velikog broja farmaceutskih proizvoda. PBA, kao i njeni
derivati, ima sposobnost vezanja na ugljikohidratne jedinice i druge dipolne spojeve. Pri
takvim reakcijama vezanja nastaju ciklicki boronatni esteri koji su uglavnom nositelji
negativnih naboja. Njena sposobnost vezanja na ugljikohidratne jedinice na povrsini Zivih
stanica omogucava razli¢ite uporabe fenilboroni¢ne kiseline u medicinske i faramceutske

svrhe.

1.1.4. Sinteza fenilboroni¢ne kiseline

Dobivanje fenilboroni¢ne kiseline (PhB(OH)) preko fenil-magnezij bromida i trimetil-
bora je jedan od najcescih nacina sinteze:
Reakcija 1: Dobivanje PhB(OMe), °

PhMgBr + B(OMe);— PhB(OMe), + MeOMgBr
Nakon sinteze, dolazi do hidrolize PhB(OMe)> u proizvod:
Reakcija 2: Hidroliza PhB(OH)>

PhB(OMe); + H2O — PhB(OH), + 2MeOH

Fenilboroni¢na kiselina se takoder moze dobiti 1 na druge nacine, koji zahtijevaju
elektrofilne borate. Elektrofilni borati hvataju fenilmetalne meduprodukte iz
fenilhalogenida ili iz usmjerene orto-metalacije. Fenilsilani i fenilstanani se mogu

transmetilirati s BBr3 te zatim hidrolizirati u fenilboronié¢nu kiselinu.



1.1.4.1. Jednostavna sinteza PBA koja sadrZi BODIPY boje: novi funkcionalni i
modularni fluorescentni alati za vezanje glikanske domene antitijela

Organski fluorofori visokih performansi (npr. veliki molarni koeficijent ekstinkcije, visok
kvantni prinos, visoka foto-stabilnost, veliki Stokesov pomak) predstavljaju temu
istrazivanja u procvatu, sa Sirokim rasponom primjena u rasponu od materijala do
znanosti o zivotu.” U ovom okviru, modularne i funkcionalne sonde postale su vrlo
traZzene, a paznja istrazivaa je uglavnom usmjerena na fino podeSavanje optickih
svojstava 1 nove funkcionalnosti za vrlo svestrano povezivanje. Medutim, unatoc
ogromnom trudu na ovom polju, samo nekoliko fluorofora ispunjava sve navedene
teorijske tvrdnje.® Stovise, dostupnost prikladnih sinteti¢kih protokola u nekoliko koraka
povezanih s dobrim ukupnim prinosom jedno je od glavnih pitanja koja je potrebno
odgovoriti kako bi se osigurala uspjesna Siroka primjenjivost ovih sondi.’

Sjajan primjer svestranog fluorofora je boja koja apsorbira UV zrafenje 4,4'-difluoro-4-
bora-3a,4a-diaza-s-indacen, poznata kao BODIPY, koja pokazuje visok kvantni prinos i
izvrsna foto-stabilnost. Strateske strukturne modifikacije BODIPY-jeve molekularne
arhitekture nude neusporedivu priliku za podeSavanje njegovih spektroskopskih znacajki,
a do sada su predloZene i1 neke, komercijalizirane, uspjeSne funkcionalne i bioaktivne
sonde slicne BODIPY-ju. 3,5-dikloro-BODIPY boje su jedni od najnovijih sintetskih
analoga ¢iju su potencijalnu svestranost demonstrirali Dehaen i Boens.'? Pokazali su da
su odgovarajuéi supstituenti na 3,5-polozaju pirolnog prstena pomaknuli pojaseve
ekscitacije/emisije odgovarajucih supstituiranih BODIPY derivata. Dakle, 3,5-dikloro-
BODIPY boje daju pristup, nukleofilnom supstitucijom, nizu simetri¢nih 1 nesimetri¢nih
BODIPY-a s nekoliko primjena ukljucujuéi oznacavanje, senzor, kazetu za prijenos
energije.

Zatim su derivati 3,5-dikloro-BODIPY izravno koristeni za selektivnu detekciju, u in vitro
modelima, metabolita koji sadrze sumpor.!! Nedavno su vrijedna svojstva drugih
BODIPY bojila koriStena za detekciju saharida pomocu ostatka PBA uvedene na mezo
poziciju BODIPY jezgre.!? Znacajno je da se dinamicka kovalentna interakcija izmedu
borne kiseline i saharida proucava od pionirskog rada Loranda i sur. sposobnost PBA da
veze 1,2-1 1,3-cis-diol motive ugljikohidrata koriStena je za razvoj sintetskih 'bor-lektina’,
u posljednje vrijeme i za lov glikoproteina iz slozenih smjesa, za imobilizaciju antitijela
usmjerenu na mjesto i za biortogonalne konjugacije.!* Medutim, nekoliko primjera PBA-

BODIPY sondi je zabiljezeno do danas i oni su ograni¢eni na 3,5-dimetil-BODIPY



derivate koji zahtijevaju posebne protokole za daljnju funkcionalizaciju.

Takoder, u tom kontekst opisan je sintetski put za dobivanje funkcionalne i modularne
boje 1 koja sadrzi PBA te naknadnu modifikaciju strukture 1. Na ovaj nacin je dobivena
mala obitelj derivata PBA-BODIPY s rasponom emisije 'semafora'’. Stoga, sadaSnji
pristup ima za cilj izvanredno spajanje svestranosti 3,5-dikloro-BODIPY boja s

prisutnosc¢u funkcionalnog PBA na mezo poziciji BODIPY jezgre.

HO. _.OH 1
B
s 2
I
o

Slika 2. () Struktura derivata PBA-BODIPY. (B) Otopina (1,0 mg mL ' u MeOH)
derivata PBA-BODIPY (s lijeva na desno PDA-BODIPY 1, 4, 2, 3 ) (a) pod bijelim
svjetlom i (b) pod UV-svjetlom (A ex = 364 nm).

BODIPY-jezgra tradicionalno je dostupna nakon nekoliko koraka sintetiCke strategije,
medutim, glavne zabrinutosti odnose se na niske ukupne prinose nekih sintetickih koraka
1 na malu dostupnost BODIPY derivata zbog nestabilne prirode pirola. Bor
dipirometanska boja 1 (Slika 2.) pripremljena je slijede¢i sinteticku strategiju koja se
obi¢no navodi za sintezu 3,5-dikloro-BODIPY boja koristenjem komercijalno dostupnih

derivata na bazi pirola i p-supstituirani benzaldehid kao polazni materijala.'*
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Slika 3. Sinteza PBA-BODIPY-a 14 . (a) CF 3 COOH, 0 °C — sobna temperatura, 15
minuta, 74%, (b) NCS, THF, -78 °C — -20 °C, 18 h, (c) DDQ, CH2CI2 , sobna
temperatura, 16 h, 75% u dva koraka ; (d) BF3Et20, CH2CI2 , sopna temperatura , 2 h,
75% ; (e) anilin, cuzci2, 60°c, 48 h, 58%; (f) anilin, 140 °C, 0,5 h; (g) etilendiamin,

sobna temperatura, 45 minuta, 44%.
1.2. Cimetna Kiselina

Cimetna kiselina je prva molekula u fenilpropanoidnom sintetskom putu i izvor je veéine
derivata hidroksicimetne kiseline poput kumarinske, kafeinske, ferulinske 1 sinapinske

kiseline koje su normalno prisutne u biljnom materijalu bilo u obliku estera ili glikozida.



1.2.1. Struktura cimetne Kiseline

Cimetna kiselina (3-fenilprop-2-enska ili fenilakrilna kiselina) i njeni derivati Siroko su
raSireni u biljnom svijetu. Naziv je dobila po biljnim vrstama iz roda Cinnamomum iz
porodice Lauraceae u kojima je prisutna u znacajnim koli¢inama.'> Najvazniji
predstavnik roda je Cinnamomum verum. Nekoliko vrsta iz roda Cinnamomum uzgaja se

komercijalno za dobivanje zacina cimeta.

0
N OH

Slika 4. Shema cimetne kiseline

Cimetna kiselina pripada skupini biljnih hormona auksina koji reguliraju rast i
diferencijaciju stanica. Biosinteza cimetne kiseline polazi iz aminokiseline L-fenilalanina,
a njenom hidroksilacijom nastaju njeni fenolni derivati (Slika 5.): p-kumarinska, kavena,

feruli¢na i sinapinska kiselina.'®

0 0
NS HO .
OH OH
HO HO

p-kumarinska kiselina kavena kiselina
O
I -0 X OH
0 NN
- OH
HO
HO
/O
feruliéna kiselina sinapinska kiselina

Slika 5. Sheme derivata cimetne kiseline



1.2.2. Fizikalno-kemijska svojstva cimetne kiseline

Cimetna kiselina je nezasi¢ena aromatska kiselina. Moze postojati kao cis- 1 trans-
stereoizomer, a u prirodi je viSe zastupljen trans-izomer. Bijela je kristalini¢na tvar, slabo
topljiva u vodi, a dobro topljiva u mnogim organskim otapalima. MiriSe po medu. Njena

osnovna fizikalno-kemijska svojstva navedana su u tablici 2.!”

Tablica 2. Fizikalno — kemijska svojstva cimetne kiseline

Molekulska formula CoHsOn

Relativna molekulska masa 148,16

Izgled Bijeli monoklinski kristali
Gustoéa 1,247 g cm™

Taliste 133 °C

Vreliste 300 °C

Topljivost u vodi 500mg L!

Kiselost (pKa) 4,44

1.2.3. Upotreba cimetne kiseline i njenih derivata

Derivati cimetne kiseline koriste se u velikim koli¢inama u prehrambenoj, kozmetickoj i
farmaceutskoj industriji. Prvenstveno se koriste kao dodatak pekarskim proizvodima,
bezalkoholnim napitcima, Zvaka¢im gumama, zubnim pastama 1 sredstvima za
privlacenje insekata. Nadalje, koriste se u proizvodnji sapuna, parfema, Sampona,
dekorativnih kozmeti¢kih proizvoda te pripravaka za zastitu od sunca i vjetra.'® Osim
toga, cimetna kiselina vazna je sirovina za sintezu L-fenilalanina iz kojeg se proizvodi

zasladiva¢ aspartam.

1.2.3.1. Derivati cimetne kiseline i njihova biolosSka ucinkovitost

Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) prepoznaje zarazne bolesti uzrokovane
bakterijama, viruse i1 gljivice kao globalnu prijetnju zdravlju, posebno u zemljama u
razvoju 1 siromaSnim zemljama. Oko 3,5 milijuna ljudi godiSnje umire od zaraznih
bolesti.!” U 2018. SZO je izvijestio o 37,9 milijuna ljudi koji Zive s virusom humane
imunodeficijencije (HIV) u cijelom svijetu sa 770.000 umrlih od bolesti povezanih s

AIDS-om.%°



Globalna tuberkuloza (TB) za 2019. prijavila je procijenjenih 10,0 milijuna TB infekcija
1 1,2 milijuna smrtnih slucajeva u 2018. Od slucajeva tuberkuloze 8,6% su bili ljudi koji
zive s HIV-om.?! Pojava mikrobnih sojeva otpornih na lijekove dovela je do poteskoéa u
lijecenju bolesti poput tuberkuloze 1 malarije. Derivati cimetne kiseline poznati su po
svom antimikrobnom djelovanju, a istrazivaci su u potrazi za antimikrobnim sredstvima
koja su u¢inkovitija od trenutno koristenih standardnih lijekova.*?

Deng 1 sur. su ekstrahirali derivat 4-hidroksicimetne kiseline, metil 2-{(E)-2-[4-
(formiloksi)fenil]etenil } -4-metil-3-oksopentanoat (2) (Slika 6.) iz biljne endofitske gljive
Pyronema sp. Bioloska aktivnost spoja procijenjena je in vitro na netuberkuloznoj
mikobakteriji, Mycobacterium marinum, odgovornoj za infekcije koze. Spoj je pokazao

dobar inhibicijski u¢inak s ICso od 64 uM.?

0
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Slika 6. Kemijska struktura derivata 4-hidroksicimetne kiseline (2)

Korosec 1 sur. Ispitali su antifungalno djelovanje razliCitih sintetiziranih derivata cimetne
kiseline.?* Antifungalna aktivnost temeljila se na ciljanju CYP53A15, jedinstvenog
enzima gljivica za koji je poznato da igra ulogu u demetiliranju lanosterola, $to potom
poti¢e rast gljivica.”> Derivati (3 - 9) (slika 7.) inhibirali su enzimsku aktivnost
CYP53A1S5 protiv tri gljive (Cochliobolus lunatus, Aspergillus niger 1 Pleurotus

ostreatus) ¢ime se otkriva potencijal antifungalne aktivnosi derivata cimetne kiseline.
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Slika 7. Kemijske strukture derivata cimetne kiseline s antifungalnim djelovanjem (3—9)

Na temelju tablice 3, spojevi 3 i 4 bili su najbolji inhibitori rasta C. /unatus. Postotak rasta
gljivica povecao se od spojeva 3 do 9, otkrivajuéi slabu antifungalnu aktivnost nekih od
spojeva. Antifungalna aktivnost spoja 4 je izrazita na A. Niger. S druge strane, spoj 6 nije
ucinkovit u inhibiciji rasta P. ostreatus. Spoj 5 ima izrazito Siroko antifungalno djelovanje
na sve tri vrste gljivica. Moguénost povlacenja elektronskih skupina na fenilnom prstenu
pojacava antifungalno djelovanje odgovaraju¢ih derivata. Vrsta fenilnog prstena,
supstituent 1 njegov polozaj takoder igraju vaznu ulogu. Spoj S je pokazao najbolju
inhibiciju na CYP53A15 aktivnost §to ga ¢ini dobrim kandidatom za daljnji razvoj

antifungalnih lijekova.

Tablica 3. Usporedba postotka rasta triju gljivica kada su tretirane s 0,5 mmol/L
derivata cimetne kiseline (3-9)

% rasta gljivica tretiranih s 0.5 mmol/L inhibiotra

Spojevi C.lunatus A.niger Postreatus

3 22 85 38

4 25 66 43

5 30 28 29

6 34 109 00

7 42 84 62

8 58 60 67

9 63 50 53
Kontrola 90 109 55



Atmaram Upare i sur.?® sintetizirali su derivate cimetne kiseline (10 - 26) (Slika 8.) u
kojima je karboksilna skupina zamijenjena bioizosterom 1,2,4-oksadiazola nakon ¢ega je
slijedila supstitucija fenila prstena cimetne kiseline Sto rezultira nizom novih stiril
oksadiazola. Spojevi su testirani in vitro 8 dana zbog njihove antituberkularne aktivnosti
protiv H37Ra soja Mycobacterium tuberculosis (Tablica 4). Spoj 10 bio je 20 puta manje
aktivan u usporedbi s cimetnom kiselinom.

Spojevi supstituenti koji daju elektron na para-polozaju fenilnog prstena (11-13) (Slika
8.) bili su neaktivni s ICs¢> 30 pg/mL.?’ Za spojeve s halogenim supstitutima na fenilnom
prstenu, polozaj, broj supstituenti i vrsta halogena utjecali su na biolosku aktivnost
spojeva. Para-supstituiran kloro-spoj 14 (ICso = 4,54 ng/mL) bio je aktivniji u usporedbi
s orto-supstituiranim spoj 15 (ICso = 9,91 pg/mL), Sto sugerira da prisutnost klora na para
poziciji poja¢ano antibakterijsko djelovanje spoja.?®

Spoj 17 s 4-fluoro fenil prstenom supstitucija je bila najaktivnija od svih spojeva koji
sadrze fluor s ICso = 0,36 pg/mL S§to ukazuje da je supstitucija fluorom pogodovala anti-

tuberkuloznoj aktivnosti sintetiziranog spoja.
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Slika 8. Kemijske strukture sintetiziranih novih stiril oksadiazola

10



Tablica 4. In vitro antituberkulozna aktivnost spojeva 10 - 26 protiv M. tuberculosis u

trajanju od 8. dana

Spoj ICso (ng/mL) Spoj ICso (ng/mL)
1 0.06 18 >30
10 1.42 19 11.01
11 >30 20 0.045
12 >30 21 0.56
13 >30 22 >30
14 4.53 23 0.56
15 9.91 24 >30
16 2.35 25 >30
17 0.36 26 1.56

Uvodenje skupine za povlacenje elektrona poboljsalo je njihovo antibakterijsko
djelovanje (tj. spojevi 20 i 21). Izvanredno, spoj 20 s karboksilnom kiselinom na para
poziciji pokazao je snazno anti-TB djelovanje (ICso = 0,045 pg/mL) u usporedbi s

cimetnom kiselinom.

Dakle, opc¢enito, prisutnost grupe koja povlaci elektrone na para polozaju fenilnog prstena
pogodovala je znacajnoj anti-TB aktivnosti.?* Spojevi sa skupinama za povlacenje
elektrona pokazali su poboljSanu aktivnost (spoj 23 s ICso = 0,56 pg/mL bio je aktivniji
od spoja 16 s ICso = 2,35 pg/mL) dok spojevi sa supstituentima koji daju elektron na
fenilnom prstenu nisu pokazali znacajnu anti-TB aktivnost. Malheiro 1 sur. Sintetizirali
su derivate cimetne kiseline modificiranjem karboksilne skupine, alkena i fenilnog
prstena (27-32) (Slika 9.) 1 proucavali njihove ucinke, zajedno s odabranim
fitokemikalijama, na suzbijanju planktonske Escherichia coli, Staphylococcus aureus 1
Enterococcus hirae. Fitokemikalije 1 derivati takoder su usporedeni s uobicajeno
koristenim biocidima kao $to su natrijev hipoklorit, triklosan, vodikov peroksid itd. Spoj
27 je najucinkovitiji na sve tri vrste bakterija, s boljom ucinkovitoS¢u od natrijevog

hipoklorita (Slika 9.,Tablica 5.).

11
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Slika 9. Kemijske strukture spojeva, 27-32

Opcenito, spojevi 28-30 nisu znacajno inhibirali rast bakterija na sve tri vrste u usporedbi
s kontrolom (Tablica 5). Medutim, spoj 27 ima antibakterijski ufinak znacajan na
ispitivanom soju bakterija S. aureus u usporedbi s kontrolom (natrijev hipoklorit).
Rezultati spojeva pokazali su da modifikacije na alkenskoj skupini, fenil prstenu i

funkcionalne skupine karboksilne kiseline utjecu na biolosku aktivnost spojeva.

Tablica 5. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) reprezentativnih biocida i

derivata protiv E. coli, S. aureus i E. Hirae

Spojevi E. coli (mM)  S. aureus (mM)  E. hirae (mM)
Natrijev hipoklorit 5 8 5
Triklosan 0.003 0.003 0.02
27 3 3-5 5-8
28 20-25 >25 >25
29 15-20 15-20 20-25
30 15-20 15-25 18 - 25
31 >13 >13 >13
32 >25 >25 >25

Antimikrobno djelovanje klorogenske kiseline (spoj 33) (Slika 10.) ukljucuje
antibakterijsko djelovanje aktivnosti protiv bakterija rezistentnih na viSe lijekova,
antifungalna 1 antivirusna aktivnost protiv HSV-1 i HSV-2, adenovirus, ebola i HIV.
Antifungalni ucinci spoja 33 poznati su jer je ucinkovit protiv Candide albicans
djelovanjem na stanicnu membranu. Djelotvoran je protiv E. coli, S. aureus,

S. epidermidis 1 Klebsiella pneumonia, medu ostalim bakterijama. Ima Siroku primjenu

u hrani zbog svoje neosjetljivosti na probiotske bakterije.

12
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Slika 10. Kemijska struktura klorogenske kiseline (33)

Wang i sur. odredivali su aktivnosti sintetizirane cimetne kiseline protiv virusa mozaika
duhana (TMV). Samo 34a i 34b (Slika 11.) pokazuju aktivnosti od 82,6% odnosno 83,5%,
Sto je znacajno u usporedbi s ribavirinom (70,3%) 1 ksiangkaoliusobingmom (71,7%),

koristenim kao kontrola.>°

R.
S
R- E/L Y ©
= D/J\’/f\/?%‘
OCH o,
S 34a 7 F
R = CH,COOCH,CH, Ry = 3-OCH;-4-OCOCH;

Slika 11. Derivati cimetne kiseline s ditioacetalnim dijelovima (34a i 34b)

Antivirusno djelovanje spojeva 34a i 34b bilo je usporedivo s djelovanjem ningnanmicina
(85,2%) koristenim kao kontrola. Tretman TMV Ccestica s 34b uzrokovao je ozbiljna
ostecenja 1 prijelom. Rezultati molekularnog spajanja pokazali su da se 34b izvrsno veze
s aminokiselinskim ostacima GLN34, THR37, ARG90 i ARG46 proteina TMV omotaca
putem vodikovih veza.*! Unato¢ nekoliko izvje$éa o derivatima cimetne kiseline, spojevi
s snaznim antimikrobnim djelovanjem su 3 - 5§ (Slika 7., Tablica 3.) koji su bili u¢inkoviti
protiv sojeva gljivica kao sto su C. lunatus, A. niger i P. Ostreatus u usporedbi s cimetnom
kiselinom. Nadalje, spojevi s visokim antibakterijskim djelovanjem su 20 (Slika 8.,
Tablica 4.) koji je pokazao snazno anti-TB djelovanje u usporedbi s cimetnom kiselinom
1 spojem 27 (Slika 9., Tablica 5.) koji je bio u€inkovit na E. coli, S. aureus i E. hirae u

usporedbi s natrijevim hipokloritom (Tablica 5.).3?
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1.2.3.2. Derivati cimetne kiseline s antikancerogenim djelovanjem

SZO je 2018. izvijestio o 18,1 milijun novih slucajeva raka i 9,6 milijuna smrtnih
slu¢ajeva, §to rak ¢ini jednim od vodeéi uzroka smrti.*? Veliki broj ljudi koji umiru od
raka potaknuo je istrazivace na neprekidno ulaganje napora za razvoj sigurnih i
uCinkovitih  antitumorskih sredstava. Ucinkovitost vecine trenutno koriStenih
kemoterapijskih sredstava ozbiljno je ograniena rezistencijom na lijekove. Vecina
lijekova ne uspije tijekom invazije i metastaziranja karcinoma zbog ¢ega pacijenti
podlegnu bolesti.>* Derivati cimetne kiseline imaju antikancerogene uéinke i u¢inkoviti
su protiv Sirokog spektra karcinoma (dojke, debelog crijeva, pluéa itd.). *> Derivati
cimetne kiseline, kao S§to je cinamaldehid, izmedu ostalog koriste apoptozu nacine
unistavanja kancerogenih stanica. Perkovi¢ i sur. Sintetizirali su hibride harmicina i
cimetne kiseline (35-37) (Slika 12). In vitro citotoksi¢nost hibrida na stani¢noj liniji
hepatocelularnog karcinoma jetre (HepG2) ovisila je o vrsti harmicina i supstituentu u
derivatu cimetne kiseline. Spojevi 36d, 36e i 36f su bili najuc¢inkovitiji spojevi protiv
HepG2 stani¢ne linije s ICso vrijednostima od 3,11; 2,19 i 0,74 uM, u usporedbi s
harmicinom s ICso veé¢im od 250 pM.*® Poveéana citotoksi¢nost spojeva 36d, 36e i 36f

pripisuje se O-harmicinima, dok su ostali N-harmicini i N,0-bis-harmicini.
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Slika 12. Strukture hibrida cimetna kiselina-harmicin (35 - 37)

Pellerito 1 sur. sintetizirali su derivat ferulata, tributilkositar(IV) ferulat. /n vitro studije
na debelom crijevu stanice raka, HCT116, Caco-2 1 HT-29 pokazali su da ferulinska
kiselina nije promijenila vitalnost bilo kojeg od tri stani¢ne linije ¢ak i do koncentracije
od 1 uM, dok je tributilkositar(IV) ferulat pokazao izvanredno smanjenje vitalnosti

stanica na 400 nM (-78,9% za HCT116, -64,1% za Caco-2 i -57,5% za HT-29).
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Tributilkositar(IV) ferulat inducira autofagicnu smrt stanica i zaustavlja stanicni ciklus
¢ime se smanjuje odrzivost stanica raka debelog crijeva. Dakle, osim $to pokazuje
izvanrednu vitalnost stanice u odnosu na testiranu stanicu linijama, takoder je pokazao
vrlo znac¢ajan ucinak pri vrlo niskim dozama S§to je stvorilo novi derivat ferulne kiseline
obecavajuci kandidat za terapiju raka debelog crijeva.

Matlow i sur. sintetizirali su komplekse ftalocijanina (Pc) tetra cimetne kiseline cinka i
indija (38-40) koji su kovalentno povezani amidnom vezom s amino-funkcionaliziranim
magnetske nanocestice (AMNP).?” Cimetna kiselina bila je povezana s nanocesticama
zbog svog antitumorskog djelovanja. Spojevi 38a — ¢ usporedeni su sa spojevima 39a —
¢ (Slika 13.) za fotodinamiku terapija i in vitro citotoksi¢nosti protiv stani¢nih linija
humanog adenokarcinoma dojke. Kvantni prinos tripleta 39a, 38b i 39b) poboljsan je
nakon povezivanja na AMNP, ali se smanjio za 39c¢ (0,65) 1 38¢c (0,73) zbog
fotoizomerizacije na alkenskoj dvostrukoj vezi cimetne kiseline.*® Kvantni prinosi kisika
takoder se povecao u prisutnosti AMNP-a za 38a i 39a.

Svih Sest spojeva pokazalo je vrlo niske in vitro citocidne ucinke sa spojem 38c¢ koji
pokazuju najmanju vitalnost stanica na 78 % pri 80 pg/mL. To ukazuje da koriSteni lijek
ima nisku citotoksi¢nost. Fotodinamicka aktivnost (PDT) spojeva 38a — ¢ na stanicama
karcinoma dojke (MCF-7) stanicama se povecavala s primjenom koncentracije lijeka s 5-
80 pg/mL, a smrt stanica procijenjena je na temelju stani¢ne konfluencije odrzivih
stanica. PDT je smanjena za spojeve 39a — ¢ (Slika 13.) od fotoaktivnosti ftalocianina
smanjena nakon povezivanja s AMNP-ima zbog agregacije ftalocijaninskog kompleksa.
Spoj 38b nadmasio 38a 138c zbog spin-orbitnog spajanja i u¢inkovitog prijenosa energije
u osnovno stanje molekularnog kisika, $to mu daje znacajnu citocidnu aktivnost protiv
tumorogenih stanica. Lima i sur. sintetizirali su derivate cimetne kiseline koji imaju 1,2,3-
triazolni dio (41a — m i1 42a — m) (Slika 14) i ocijenili njihovu antimetastatsku aktivnost.
Pri 100 umol/L, spojevi 41a, 41b, 41f, 41h — j, 411, 41m, 42a — e, 42g — 1 1 42k — m
(Slika 14.) znaCajno su potisnuli migraciju stanica modela melanoma (B16-F10) u
usporedbi sa stanicama tretiranim s 0,4% DMSO. Spoj 42a bio je najucinkovitiji sa
supresijom migracije stanica od 86% u usporedbi s kontrolom. Proliferacija stanica B16-
F10 takoder je bila znacajno naruSena spojem 42a. DoSlo je do smanjenja invazije i
adhezije stanica B16-F10 nakon tretmana spojem 42a tijekom 24 sata koji je potvrdio
antimetastatsko djelovanje derivata cimetne kiseline protiv karcinoma debelog crijeva i

stanica humanog adenokarcinoma pluéa.®
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Slika 13. Kemijske strukture kompleksa ftalocijanina (Pc) tetra cimetne kiseline cinka i

indijum kovalentno povezan s amino-funkcionaliziranim magnetskim nanocesticama

(AMNP)

For 41a-m,n=1

8]
r% R{)\O-*WNN 42a-m, n=13
R

R= (a) phenyl; (b) 2,5-dichlorophenyl; (c) 4-iodophenyl; (d) 4-nitrophenyl; (&) 4-bromophenyl;
{1} 4- chlorophenyl; (g) 3.4-diflucrophenyl; (h) 4-flusrephenyl; (i} 4-triflusromethoxyphenyl;
(j) 4-triflucromethylphenyl; (k) 4-methoxyphenyl; (I} 2,4.6-trichlorophenyl; (m) 2-bromophenyl

Slika 14. Kemijske strukture spojeva 41a—m i 42m

Kolonije B16-F10 stanica smanjene su kada su tretirane razli¢itim koncentracijama spoja
42a na 12,5 umol/L (25,5%), 25 pmol/L (20,6%) 1 50 pmol/L (93,1%) u usporedbi s
kontrolom. Budu¢i da su proliferacija stanica, migracija, invazija, adhezija i kolonizacija
sredi$nji koraci u in vivo procesu metastaziranja*’, pozitivni rezultati spoja 42a ukazuju
na njegovu ucinkovitost u smanjenje metastatskog potencijala stanica B16-F10. Vero i
fibroplast (NIH3T3) stanice su donekle pojavile osjetljivost na spoj 42a pri 100 pmol/L i
bez hemolize nije bila znacajna pri razli¢itim koncentracijama. Predvidanje molekularnog

vezanja pokazalo je da je inhibicijska sposobnost spoja 42a posljedica njegove interakcije
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s MMP-9 i MMP-2, enzimi koji su izravno ukljuceni u progresiju melanoma Heteroatomi
u spoju 42a imaju sposobnost formiranja vodikovih veza s proteinima ¢ime inhibiraju dva
enzima.

Wang 1 sur. dizajnirali su i sintetizirali nove derivate estera oleanolne kiseline (OA)-
cimetne kiseline (43a—d i 44a—0) i derivate estera gliciretinske kiseline (GA)-cimetne
kiseline (45a—p) (Slika 15.) i procijenili njihovu in vitro citotoksi¢nost protiv MCF-7 (rak

dojke), HeLa (rak vrata maternice) i L-O2 (normalne jetrene stanice). !

-
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0l o: 451 A, =F,Az=F; 45 Ry=F,Ry=Cl
R T 45k Ry=F,Ry=Br; 48 Ry =F Rg=CH;
I T AH 45m Ry = NOy, Rgs F: 450 Ry NOg, Ry = CI
[ A5 Ry =MNO, Ay =8r; 45p Ry = N0y, Ry = CHy

Slika 15. Kemijske strukture novih derivata estera oleanolne kiseline (OA)-cimetne
kiseline

(43a—d i 44a—o) i derivati estera gliciretinske kiseline (GA)-cimetne kiseline (45a—p)

Na temelju tablice 6. s odabranim spojevima, spoj 45¢ je pokazao najznacajniji
citotoksi¢nost na L-O2 stanice. Snazna inhibitorna aktivnost (1,79 uM) protiv stanica
MCF-7 prikazala je da spoj 44e sugerira da povezivanje 4-metilcimetne kiseline na C-
OH polozaj OA-2-klorobenzila ester ima sposobnost znacajno poboljsati inhibiciju MCF-
7 stanica. Spoj 440 je bio najsnazniji spoj protiv HeLa stanica s ICso od 1,35 uM, blizu
kontrolne, gefitinib (1,28 uM).*?
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Tablica 6. ICso vrijednosti oleanolne kiseline (OA), gliciretinske kiseline (GA) i prema
normalnim jetrenim stanicama (L-02), stanicama raka dojke (MCF-7) i stanicama

vrata maternice (HeLa)

. . ngo (u.\" ngo (u&”
Spojevi Spojevi

L-02 MCF-7 Hela L-02 MCEF-7 Hela
OA 329 >100 >100 44m >100 38.89 56.29
GA >100 64.16 98.99 440 >100 >100 1.35
43d >100 32.49 1.55 45¢ 10.19 >100 >100
43a >100 >100 >100 45¢ >100 36.84 >100
43e >100 1.79 >100 45f >100 >100 >100
44h >100 >100 >100 451 >100 4653 >100

Spojevi 44a, 44h i1 44f (Slika 15.) nisu mogli inhibirati nijednu od tri stanicne linije.
Struktura — aktivnost odnosi nisu pokazali jasan trend ni kada je supstituent na benzilu
GA bio doniranje ili povlacenje elektrona. Medutim, skupina koja daje elektron (-CH3)
na orto polozaj benzilne skupine na OA povecala je inhibitorni u¢inak spojeva na HeLa
stanice. Spojevi 43d 1 440 su dalje evaluirani zbog njihovog citotoksi¢nog u¢inka na HeLa
stanicama i utvrdeno je da induciraju apoptozu i povecane razine reaktivnih vrsta kisika
na nacin ovisan o dozi. Spojevi 43d i 440 inducirali su autofagiju u HeLa stanicama.*?

Endo 1 sur. ispitivali su aktivnost derivata cimetne kiseline u brazilskoj zelenoj boji koja
inducira autofagiju propolis: p-kumarinska kiselina (46), kafeinska kiselina (47),
klorogenska kiselina (33), drupanin (48), 3,4-kafeoilkinska kiselina (3,4-CQA) (49),
artepillin C (ArtC) (50), bakarin (51) i fenetil ester kafeinske kiseline (CAPE) (52)
podvrgavajuci ih stanicama raka prostate otpornima na kastraciju (CRPC) CWR22R1.
Spojevi 33, 46, 47 1 48 bili su manje citotoksi¢ni, ali spojevi 49-52 (Slika 16.) znacajno

su smanyjili rak prostate.**
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Slika 16. Kemijske strukture derivata cimetne kiseline u komponentama propolisa

Vijabilnost stanica CWR22Rv1 nakon 24 sata tretmana pokazala je da je spoj 52 (Slika
16.) najmo¢niji, ¢ak ubija 90% stanica pri dozi od 30 uM. Spojevi 50 1 51 (Slika 16.)
znacajno povecavaju LC3-II (standardni marker za autofagosome) razine, pokazujuci
visoku aktivnost induciranja autofagije, a spoj 50 (Slika 16.) bio je jac¢i od 51. Daljnja
ispitivanja su pokazala da spoj 46 inducira autofagiju kroz razli¢ite mehanizme od
inhibicije lizosomskih enzima.** Choudhari i sur. takoder su izvijestili o in vitro
potencijilu Indijskog p&elinjeg propolisa bez uboda kao sredstva protiv raka.*® Tretman
A549 stanica spojem 52 (50 uM) znacajno je smanjio, na nacin ovisan o dozi, ekspresiju
klaudina-2, proteina visoko izraZzenog u vecini stanica raka.

Spoj 52 povecao je osjetljivost stanica na agense protiv raka. Shimizu i Suzuki prijavili
su tu sposobnost spoja 52 za smanjenje faze upale u makrofagima, podrzavajuéi rezultate
Endo i njegovih suradnika.’” Zabiljezeni su pozitivni rezultati za bioraspoloZivost i

farmakokinetski spoj 52 kod glodavaca, ali oni 1 dalje ostaju nejasni kod ljudi.

Obrada stanica CWR22Rv1 spojem 50 i wortmaninom ili U0126, koji su inhibitori
autofagije, uvelike su smanjili vitalne stanice 1 znaCajno povecali laktozu oslobadanja
dehidrogenaze u usporedbi s lijeCenjem samo spojem S0 Sto ukazuje na poboljSanje
citotoksi¢ne snage spoja 50 inhibicijom autofagije. Autori su takoder izvijestili o
ukljuc¢ivanju nekroptoze u stani¢nu smrt kada se lijeci spojem 50 1 inhibitorom autofagije.
Stoga, na temelju njihovih otkri¢a, spoj 50 inducira autofagiju i apoptozu u stanicama
CWR22Rv1 1 §to je najvaznije, inhibicija autofagije dodatno povecava apoptozu i

inducira nekrozu.*®
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Ge 1 sur. dizajniranli su i sintetizirali novi hibrid cimetne kiseline i progenona (53a—o0)

(Slika 17.) i ocijenili njihovu biolosku aktivnost kao potencijalnih antiproliferativnih

agenasa protiv A549, H157, HepG2, MCF-7 i HL-60 stani¢ne linije (Tablica 7).%
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Slika 17. Kemijske strukture dizajniranih i sintetiziranih novih hibrida cimetna kiselina-

progenon (53a—o)

Spojevi 53f i 53g (Slika 17.) bili su najsnazniji spojevi protiv svih pet stani¢nih linija

raka. Na temelju vrijednosti ICso spojeva 53b-53g (Tablica 7.), 3-OH ili 4-OH povecali

su snagu spojeva dok je metilacija hidroksila ili promjena njegovog poloZzaja smanjila

aktivnosti spoja posebno prema A549 i HL-60 stani¢nim linijama raka. Antiproliferativna

aktivnost takoder je smanjena nakon uvodenja druge metoksilne skupine (53h) ili

dialkilacije hidroksila (53i-531) Sto ukazuje na ulogu koju imaju 3-OH i 4-OH na

fenilnom prstenu na aktivnost spoja koja je uo¢ena u 53m je aktivniji od 53n i 530

(Tablica 7.).

Tablica 7. In vitro antiproliferativna aktivnost spojeva 53a—o kao ICso (uM)

SPOJ MCF-7 A58 H157 HepG2 HL-60 SPOJ MCF-7 A58 H157 HepG2 HL-60
53a >50 >50 >50 >50 >50 53i >50 >50 >50 >50 >50
53b >50 >50 3.72 5.46 >50 53j >50 >50 >50 >50 10.19
53¢ 4.16 >50 2450 6.55 >50 53k >50 >50 >50 >50 >50
53d 8.85 30.98 2133 2259 15.68 531 >50 >50 >50 55 >50
53e >50 >50 2454 381 >50 553m 655 36.20 30.67 >50 11.26
53f 491 322 428 345 657 53n >50 >50 >50 >50 >50
53g 6.46 5.16 3.77 8.86 3.51 530 >50 >50 >50 3.10 >50
53h 6.11 >50 17.98 522 2564 Dox 1.51 0.31 048 1.82 091
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Pri 50 pM, svi spojevi su pokazali inhibiciju manju od 50% na dvije ne-tumorske stani¢ne
linije, BEAS2B i MCF-10A, pa se smatralo da su hibridi selektivno toksi¢ni prema stanici
linije raka u usporedbi s netumorskim stanicama. Rezultati stani¢nog ciklusa pokazali su
da je 53f zaustavio progresiju stanice u G1 faze i poja¢ao apoptozu u stanicama A549.%
Nakon pregleda nekoliko cinamamida i njihovih odnosa strukture i aktivnosti u aktivnosti
antikancerogenih lijekova, Gaikwad i sur. zakljucili da su spojevi aktivniji kada je orto
skupina ostala nesupstituirana, ali skupine koje daju elektron su tolerirane. Skupine za
povlacenje elektrona kao §to su NO>, CN i1 CF3 na para poziciji bili su vazni za potenciju
i selektivnost.

Prisutnost skupina koje doniraju elektrone kao S$to su OCHs, vinil i NH-R na meta
polozaju je bio poZeljan za djelovanje protiv raka. Za R2 supstituciju, heterociklicki i
aromatski amini znacajno povisuju antikancerogenu aktivnost, dok su alifatski amini

pokazali relativno nisku snagu.’!

0 0
= R,
i = "oH H
H1_| e + Rz_NHz _—
54

Slika 18. Opci sinteticki put za cinamamid. Reagensi i uvjeti: POCI3 , TEA, DCM, 0 -C

Veéina pacijenata koji se bore protiv raka i1 koji koriste lijekove za lijeCenje
hepatocelularnog karcinoma pati od rezistencije na lijekove. Kako bi prevladali
rezistenciju na lijekove, Ling i sur. razvili su f-karbolin i N-hidroksicinamid spojeve
(55a—p).>% Svi spojevi, 55a—p, inhibirali su histon deacetilazu 1 (HDAC1), klju¢ni HDAC
podtip prikazan u diferencijaciji i proliferaciji stanica raka. Spoj S5p pokazao je najbolju
potenciju s ICso od 1,3 Nm u usporedbi sa suberoilanilidom hidroksamskom kiselinom
(SAHA) (ICso = 142 nM), odobreni inhibitor HDAC. Prisutnost skupine koja daruje
elektrone kao $to je R skupina kao §to je metoksil (55g—j) ili viSe od jedne metoksilne
skupine (Sm-p) imaju pojacanu inhibitornu mo¢ u usporedbi sa spojevima s vodikom

(55a,b) ili metilom (55¢,d).
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55a R=H, 55c¢ R=CH,;, 55 R=p-CHs;-Ph 55b R=H, 55d R =CH,, 55f R = p-CH3;-Ph
853g R =m-0CH:;-Ph, 55i R =p-0CH;-Ph 55h R = m-0CHs-Ph, 55 R = p-OCH3-Ph
85k R =p-NO;-Ph, 55m R = 3,4-di-OCH;-Ph 551 R=p-NO;-Ph, 55n R= 34-di-0CH;-Ph
850 R = 34,5-tri-0CH3-Ph 85p R =34 54ri-OCH;-Ph

Slika 19. Kemijske strukture spojeva 55a—p

Antiproliferativno djelovanje spojeva protiv stanica raka debelog crijeva (HCT116),
stanice ljudskog hepatocelularnog karcinoma (HCC) (HepG2 1 SMMC-7721) i ljudskog
raka plu¢a (H1299) pokazale su da 55e, 55g-1 i 550,p (Slika 19.)(ICso = 0,41-4,29 uM)
pokazuju bolju antiproliferaciju potenciju u usporedbi sa SAHA (ICso = 4,79-7,02 uM).
Spoj 55p pokazao se najbolji antiproliferativni ucinak protiv Bel7402 osjetljivog na
lijekove 1 Bel7402/5-FU otpornog na lijekove s vrijednostima ICso od 0,85 1 2,09 uM,
respektivno. Spoj 55p inducirao je bolju apoptozu stanica Bel7402/5-FU nego SAHA
zajedno s aktivno$¢u autofagnog toka u stanicama Bel7402/5-FU smanjenjem p62 i LC3-
1 1 pojacanim reguliranjem proteina LC3-II, §to ga Cini potencijalnim kandidatom za

razvoj lijekova protiv raka.

Tablica 8. ICsy vrijednosti spojeva 55g,h, 55k,1i 550,p protiv HCC Bel7402 osjetljivog
na lijekove i stanice HCC Bel7402/5-FU otporne na lijekove

ICso (uM)

Spojevi Bel7402  Bel7402/5-FU
SAHA 472 9.83
5-FU 15.6 61.7
550 1.03 2.17
55h 2.15 2.90
55Kk 3.24 438
551 2.71 3.06
550 1.97 3.66
55p 0.85 2.09
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Sintetizirani su supstituirani derivati cimetnog acil sulfonamida (56a—58e) (Slika 20.) i
testirani na njihovo antiproliferativno djelovanje na MCF-7 ljudskim stanicama raka
dojke. Na temelju tablice 9., spoj 56a pokazao je najbolju aktivnost (IC50 = 0,17 pg/mL)

u usporedbi s kontrolnim, kolhicinom.>

ji H
=~ _-OH I
(4] [ g | A 0= .0 i) PN ~OH
~ c e — > I = = I
o OH e -.n‘ n n .H:-ﬁ"
{iii) 0 m\b ﬂ
"'H\. .f""h" B
o 0O
R <,I | B____,.
~-’tq.~;r5=m-|z R
S6a-58e
IR =
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Slika 20. Opca sinteza derivata sulfonamida cimetne kiseline (56a—58e). Reagensi i
uvjeti: (i) K2COs , aceton, refluks, 29 h; (ii) piperi
din, piridin, 80-90 ~C, 24 h; (iii) supstituiran
benzen-sulfonamidi, diklormetan (DCM), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid
(EDCI), 4-dimetilaminopiridin (DMAP), preko noci.

Spoj 56a nije imao supstituent na B fenilnom prstenu, ali je imao benzdioksansku skupinu
na A prstenu §to znaci da je prisutnost supstituenta na B fenilnom prstenu smanjila
antiproliferativno djelovanje spoja. Test polimerizacije tubulina pokazao je da je spoj S6a
najsnazniji spoj koji inhibira polimerizaciju tubulina in vitro. Molekularno spajanje
otkrilo je taj spoj 56a formirao jednu vodikovu vezu i1 Van der Waalsove sile s
tubulinom.>*

Tablica 9. Antiproliferativno djelovanje i antitubulinsko djelovanje 56a-58e protiv
stanica MCF-7

s0s  n R MCFTICyiugml) ITPICy (uM) sy n R MOETIC ug/ml) TP ICs (ub)
S8 1 H 017 0168 md 1 O 5131 &7.01
b 1 CHy 1895 4085 e 2 Br =100 =100
S 1 F 74105 76.90 %a 3 H 5387 4901
sid 1 Cl ke 9472 b 3 CH; >100 5100
Se 1 Br 59,01 5158 % 3 F >100 5100
a I H 116 547 B4 3 O =100 =100
b 2 CH: 100 5333 e 7 Br >100 5100
%« 2 F 5213 746 Colchicine 0.3 1.3%
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Toolabi 1 sur. sintetizirali su 6-cinamoil-4-arilaminotienopirimidini i spojeve 59e i 59g

(Slika 21.) koji su bili vrlo u¢inkoviti protiv A549 i HeLa stani¢nih linija.>®
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58g R = 24-dichlore

Slika 21. Struktura spojeva 59e i 59g

Yang i sur. sintetizirali su niz derivata cimetne kiseline 1 pronasli samo spoj 60 (Slika 22.)
koji je pokazao 25,78% vitalnosti stanica kada je testiran na stanicama leukemije (HL-
60) pri 20 uM tijekom 48 sati. Odnos strukture i citotoksi¢ne aktivnosti otkrio je
prisutnost skupina trimetoksila na fenilnom prstenu, etilendiamin linker, umetanje aril
supstituta na C-o poziciju i prisutnost a,B-nezasi¢enog keton karbonilnog supstituenta
koji su korisni za citotoksi¢nost spoja. Spoj 60 pokazao je bolji unos u HL-60 stanicama
nego u normalnim stanicama, s mitohondrije kao glavno mjesto nakupljanja. Pri 101 15

uM, spoj 60 je uglavnom inducirao apoptozu dok je pri 20 M izazvao nekrozu stanica

HL-60.>¢

L 60 R = OCH,

Slika 22. Kemijska struktura spoja 60

Potencijalni derivati s antikancerogenim djelovanjem koji zahtijevaju daljnje studije su
36d, 36e, 36f, 43e, 56a, 43d, 440, 55e 1 55g. Derivati cimetne kiseline sa snaznim
antikancerogenim djelovanjem na jetru rak su spojevi 36d, 36e i 36f. Spojevi 43e 1 56a
bili su moéni na MCF-7 stani¢nim linijama in vitro i spojevi 43d, 440, 55e i 55¢g bili su
aktivni protiv stani¢nih linija raka vrata maternice u usporedbi s drugim derivatima koji
su testirani. Spojevi 55g-55p bili su wucinkoviti na stani¢noj liniji humanog

hepatocelularnog karcinoma otpornih na lijekove.>’
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1.2.4. Sinteza cimetne Kkiseline

Godisnja proizvodnja i potros$nja cimetne kiseline i njenih derivata krece se od 1-10 tisuca
tona.>®

Na slici 23. prikazane su najvaznije metode njihove sinteze koje koriste: a) Perkinovu
reakciju, °%%° b) Knoevenagel-Hansovu kondenzaciju,®! ¢) Heckovu sintezu, ®*d) Claisen-

Schmidtovu kondenzaciju®* ili e) Wittigovu reakciju.®*

0
0] 0] .
0 )]\ )_k NaOAc OH
* 0
0
NS
@/\\o HOWOH CsHsN | N OH
+ —_—
/ y b //
R R
c) X X R
AN
| + %\Rz Pd | A
// OH- //
R Ry=H,OCH; CI, |, B, NHCOCH; NO, CHO  Ri
R, = COOH, COOCHj CN, Ph
X=1,Br
0 o 0
| NaOCH; X o
o
Ry
=H, OCH; CI
o 0
1.NaOH_
A
) A PhaP= T2Ho | ~ OH
| O ~
/2 : /
R

R
R = H, 0-CH;0, p-CH30, p-N(CHj),, m-Br, m-Cl

Slika 23. Najvaznije metode sinteze cimetne kiseline i njenih derivata
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Kemikalije

Potrebne kemikalije za eksperimentalni dio su aminofenilboroni¢na kiselina, cimetna

kiselina, DCC, dietileter (Sigma Aldrich, Njemacka).

2.2. Sinteza 3-aminofenilboroni¢ne i cimetne Kiseline

Da bi uopée omogucilo spajanje 3-aminofenilboroni¢ne i cimetne kiseline, nuzno je
sredstvo za spajanje tj. sredstvo koje potice stvaranje amidnih veza. U ovom slucaju, kao
aktivni intermedijer koristio se DCC (dicikloheksil karbodiimid). Reakcijom karboksilne
kiseline (cimetne) i DCCa uz dodatak 3-aminofenilboroni¢ne kiseline moguéa su 2
slucaja. Slika 24. prikazuje nastajanje amidne veze uz izdvajanje Cistog konjugata (a taj
konjugat je na$ "novi" sintetizirani spoj), dok Slika 25. prikazuje nastajanje smjese
simetricnog anhidrida i1 konjugata, a u oba slucaja dolazi i do nastanka nusproizvoda

diciklouree.

HN—R
AmnneConlamlng
Compound

Amide Bond
% Formation

Q o
)\N
O-Acylisourea
Intermediate

Dicyclohexylisourea

Slika 24. Nastajanje amidne veze uz izdvajanje cistog konjugata

26



R0
b Q\ 4C \O
N
OH
L Dcc
Carboxylic Acid

Symmetrical
Anhydride

2N
(0]
L iJ\"
N” N
H OH
) Second
O-Acylisourea i i
Intermediate © Caﬁ?}fggﬁli{:ld

Slika 25. Nastajenje nepozeljnog simetricnog anhidrida

U 1. slucaju (Slika 24.) dolazi do reakcije izmedu OH skupine i NH> skupine te nastaje
amidna veza, a u drugom slucaju (Slika 25.) reagiraju OH skupina iz jedne molekule
cimetne kiseline s OH skupinom druge molekule cimetne kiseline pa nastaje simetri¢ni

anhidrid.

Sam eksperiment se sastoji od otapanja navedenih komponenti u dietileteru uz pomo¢
magnetne mijeSalice. Ve¢ u prvih nekoliko minuta moglo se uociti nastajanje bijelog
taloga (diciklouree) koji predstavlja nusproizvod, a samim time smo znali da je reakcija
sinteze zapocela. Diciklourea ne predstavlja problem jer nije topljiva u dietileteru stoga
je moguce njeno odvajanje filtracijom. Nakon odvajanja diciklouree, uzorak je ispitan na
tekuc¢inskom kromatografu spregnutom s trostrukim kvadrupolom(LC-MS/MD, Ultimate
3000 - TSQ Quantis, ThermoFischer Scientific, SAD), na kojem je utvrdeno da se uzorak
sastoji od smjese 85% simetri¢nog anhidrida i 15% konjugata (navedena reakcija je
prikazana na Slici 25.). Nakon toga slijedilo je uklanjanje dietiletera (s obzirom da je
dietileter lako hlapljiva komponenta 1 da se u ovom eksperimentu radilo o izrazito malim
koli¢inama, dovoljno je bilo ostavljanje uzorka na sobnoj temperaturi i1 dietileter je u

potpunosti ispario tijekom 24 sata).
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3. REZULTATI I RASPRAVA

3.1. Ispitivanje citotoksi¢nosti na ljudskim stanicama raka vrata grli¢a
maternice

Ispitivanje citotoksi¢nosti sintetiziranog konjugata aminofenilboroni¢ne 1 cimetne
kiseline provedeno je na ljudskim stanicama raka vrata grlica maternice na institutu

Rudera Boskovica u Zagrebu.

Za potrebe eksperimenta i bolje objasnjavanje citotoksi¢nosti stvorenog konjugata
aminofenilboroni¢ne i cimetne kiseline, ispitana je 1 citotoksicnost aminofenilboroni¢ne
1 cimetne kiseline u Cistom stanju (Slika 26.). Iz prikazanog grafa (Slika 27.) moze se

uociti kako obje komponente u ¢istom stanju imaju blago svojstvo citotoksi¢nosti.

a) b)

Slika 26. a) Stanice karcinoma tretirane cistom 3-aminofenilboronicnom kiselinom
b) Stanice karcinoma tretirane cistom cimetnom kiselinom

Takoder, obzirom da se nastala smjesa sastoji od anhidrida cimetne kiseline ispitana je 1
citotoksi¢nost ¢istog anhidrida, a iz slike 27. je uocljivo kako i sam anhidrid uniStava
stanice karcinoma u ve¢oj mjeri nego Cista cimetna kiselina (Slika 26.) Na slici 27. moze
se odmah uociti da sintetizirani konjugat, odnosno smjesa od 85 % anhidrida i 15 %

dobivenog konjugata znatno pojacava uniStavanje stanica karcinoma u odnosu na ¢isti
anhidrid.
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Slika 27. Prikaz citotoksicnog ucinka;

a) Netretirane stanice karcinoma (kontrola)
b) Stanice karcinoma tretirane anhidridom cimetne kiseline

C) Stanice karcinoma tretirane smjesom 85 % anhidrida i 15 % konjugata
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Slika 28. Graficki prikaz preostalih stanica karcinaoma nakon tretrianja pojedinim

spojem.

Na x osi dane su citotoksi¢nosti svake pojedine komponente, dok je na y osi prikazana
funkcijska ovisnost Zivotnog vijeka stanica karcinoma. Iz priloZzenog grafa (Slika 28.)
uocava se da cimetna kiselina smanjuje rast i razvoj stanica karcinoma na 87 %,
aminofenilboroni¢na na 70 %, anhidrid cimetne kiseline na 38 %, a konjugat (15 %) i
anhidrid cimetne kiseline (85 %) na svega 8 % Sto bi znacilo da je ovim dobivenim spojem
unisteno vise od 90 % stanica karcinoma.

Mozemo zakljuiti da aminofenilboroni¢na i cimetna kiselina imaju svojstvo
citotoksi¢nosti, ali iz prikazanih rezultata uocava se da se to svojstvo znatno povecéava
povezivanjem tih dviju kiselina. Takoder je vidljivo da ve¢ relativno mali postotak (15%)
konjugata znacajno pojacava citotoksi¢nost ljudskih stanica raka grlica maternice. Stoga,
ovo otkriée otvara nove moguénosti u pripravi terapijskih sredstava za lijeCenje ove

zlo¢udne bolesti.
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4. ZAKLJUCAK

Fenilboroni¢na kiselina je jedan od derivata borne kiseline, koji se sastoji od fenilnog
supstituenta na jednoj hidroksilnoj skupini i dvije slobodne hidroksilne skupine polazne
borne kiseline, te ima sposobnost vezanja za ugljikohidratne jedinice 1 druge dipolne
spojeve.

Cimetna kiselina je prva molekula u fenilpropanoidnom biosintetskom putu 1
izvor je vecine derivata hidroksicimetne kiseline poput kumarinske, kafeinske, ferulinske
1 sinapinske kiseline koje su uobicajeno prisutne u biljnom materijalu bilo u obliku estera
ili glikozida. Derivati cimetne kiseline koriste se u velikim koli¢inama u prehrambenoj,
kozmetickoj 1 farmaceutskoj industriji.

Na osnovu dobivenih rezultata u ovom radu, da se =zakljuciti da
aminofenilboroni¢na i cimetna kiselina pokazuju citotoksi¢na svojstva te da koriStenje
ove dvije kiseline utjee na smanjenje stanica raka grlica maternice kod Zena. Poseban
interes predstavlja mogucnost njihovog povezivanja u konjugat fenilboroni¢ne i cimetne
kiseline koji pokazuje zatno jacu citotoksi¢nost. Ta ¢injinica sugerira da se i druge kiseline
mogu vezati za fenilboroni¢nu i na taj nacin stvoriti lepezu novih potencijalnih lijekova

za prevenciju i lije€enje ove zlocudne bolesti.
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