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Pregledni èlanak opisuje dugogodišnji rad prve autorice na sintezi kondenziranih policiklièkih he-
teroaromatskih spojeva, koji su prireðeni višestupnjevitim sintezama i fotokemijskim sintezama.
Osobito se istièu spojevi koji ponajprije sadrÞavaju tiofensku i/ili furansku jezgru kondenziranu s
benzenskim jezgrama ili drugim heteroaromatskim jezgrama ponajprije kinolonima. Terminalna
faza svih sinteza obuhvaæala je fotokemijsku ciklizaciju u smislu nastajanja policiklièkih kondenzi-
ranih heteroaromata najèešæe s tri i èetiri jezgre, a rjeðe s više kondenziranih jezgara.

Prouèavala se reakcija fotokemijske dehidrociklizacije na supstituiranim etenskim sustavima kao i
fotokemijskog dehidrohalogeniranja na aromatskim i heteroaromatskim anilidima. Studirane su i
dvostruke fotokemijske dehidrociklizacije kao i kombinacija fotokemijske dehidrociklizacije i fo-
tokemijskog dehidrohalogeniranja na jednom supstratu. Sve prireðene molekule bile su planarne
strukture. Ta èinjenica je dalje primjenjivana u pripravi sliènih sustava, ali uvoðenjem farmakofor-
nih supstituenata, a najèešèe kationskih ili dikationskih soli, koje su mogle interkalirati u intramo-
lekularne prostore DNA i na taj naèin sprjeèavati replikaciju tumorskih stanica. Èitav niz
prireðenih spojeva upotrebljen je za studij vezivanja na DNA i stvaranje odgovarajuæih komplek-
sa koji su dokazivali antitumorsku aktivnost supstancija kao interkalatora. Veæini spojeva odreðe-
na je antitumorska aktivnost na niz stanica humanog karcinoma kao i na normalne fibroblaste.
Velik broj spojeva pokazao je izrazitu antitumorsku aktivnost in vitro.

Kljuène rijeèi: Kondenzirani policiklièki aromatski spojevi, fotokemija, interkalatori,
antitumorska aktivnost

Uvod
Nobelovac Vladimir Prelog djelovao je u Zavodu za or-
gansku kemiju, kemijskog odsjeka (danas Fakulteta kemij-
skog inÞenjerstva i tehnologije) Tehnièkog fakulteta u Za-
grebu 1935.–1941. godine. Tijekom tog razdoblja organizi-
rao je laboratorij za sintetsku organsku kemiju u kojem je uz
svoje suradnike i studente sintetizirao èitav niz organskih
supstancija. Meðu mnogima treba spomenuti kemiju ada-
mantana i kemiju heterociklièkih spojeva ponajprije kemiju
kinuklidina. Osim toga radio je na èitavom nizu biološki ak-
tivnih spojeva i na taj naèin postavio temelje za istraÞivanje
heterociklièkih spojeva i niza drugih medicinski interesant-
nih spojeva. Tu problematiku su u Zavodu za organsku ke-
miju nastavili i proširivali njegovi nasljednici, tako da se veæ
èitav niz godina u Zavodu za organsku kemiju FKIT-a pro-
vodi sinteza niza novih heterociklièkih spojeva s naglaskom
na njihovu biološku aktivnost.

Po dolasku u Zavod za Organsku kemiju i ja sam se ukljuèila
u kemiju heterociklièkih spojeva i u tada za Zavod novu
metodu priprave; fotokemijsku sintezu, tj. sintezu hetero-
ciklièkih spojeva pod utjecajem ultraljubièastog svjetla. Iako
je organska fotokemijska sinteza veæ bila kojih dvadesetak
godina dobro razvijena u svijetu, za našu sredinu to je bio
poèetak, tako da su se prve reakcije i to u krutom stanju,

provodile sunèevim svjetlom u proljetnim i ljetnim mjeseci-
ma kada je u Zagrebu bilo dovoljno sunca. Nabavkom naj-
jednostavnije opreme ponajprije UV lampi zapoèeo je rad i
u otopinama.

I. Dio
Fotokemijske dehidrociklizacije
heterociklièkih analoga stilbena

u polikondenzirane heteroaromate
i njihovo antitumorsko djelovanje

Jedna od prvih reakcija fotokemijske dehidrociklizacije, ko-
ja je ranije provedena u svijetu, na stilbenu i njegovim deri-
vatima u odgovarajuæe fenantrenske derivate1 otvorila je
put provedbi takvih reakcija u heterociklièkom redu.

Tako je prvi put u našem laboratoriju provedena fotokemij-
ska dehidrociklizacija 3-(2-furil)-2-fenil-akrilne kiseline u
alkoholnoj otopini uz propuhivanje zraka, s relativno dob-
rim iskorištenjem u odgovarajuæi naftofuranski derivat2,3 uz
prethodnu fotokemijsku cis/trans-izomerizaciju (shema 1).

Slijedio je niz istraÞivanja na fotokemijskoj sintezi drugih
derivata furilakrilne kiseline uz izolaciju, osim dehidrocikli-
ziranih (oksidativnih) naftofuranskih spojeva i nekoliko lak-
tona, takoðer produkata dehidrociklizacije (oksidacije), te
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produkata dodatne fotokemijske oksidacije u epoksi-lakto-
ne, hidroksi-laktone i hidroperoksi-laktone.4 (shema 2)

Prethodne reakcije na monostirilnim derivatima furana, na-
vele su autore da pokušaju pod istim oksidativnim uvjetima
provesti dvostruku fotokemijsku dehidrociklizaciju na 2,5-
-(2-karboksistiril)furanu. I u ovom sluèaju iz fotokemijske
smjese izolirani su produkti jednostruke fotokemijske de-
hidrociklizacije odnosno 2-(2-karboksistiril)naftofuran[2,3-
-b]-8-karboksilna kiselina uz produkte dvostruke dehidro-
ciklizacije, tj. dinafto-dikarboksilnu kiselinu. Mijenjanjem
vremena ozraèavanja mijenjao se i odnos produkata jedno-
struke fotokemijske dehidrociklizacije u odnosu na produk-
te dvostruke dehidrociklizacije. Na taj naèin je dokazano da
fotokemijska reakcija ide u dva stupnja preko mono pro-
dukta, a ne kako se pretpostavljalo kao concerted reakcija.5

(shema 3)

Kad je reakcija fotokemijske oksidacije provedena u meta-
nolu i uz propuhivanje zraka, izoliran je produkt dvostruke
dehidrociklizacije, dok je u dioksanu nastupila dehidro-
ciklizacija u smislu laktonizacije uz stvaranje epoksidnog

prstena na furanskoj jezgri i otcjepljenja jednog stirilnog
supstituenta. Fotokemijska reakcija provoðena pod duši-
kom u metanolu rezultirala je trans/cis-izomerizacijom i
transformacijom u lakton uz adiciju jedne molekule ota-
pala. U furanskom i tiofenskom redu rezultati su bili iden-
tièni.6 (shema 4)

Sva daljnja istraÞivanja na ovom tipu spojeva bila su us-
mjerena na sintezu potencijalnih biološki aktivnih tvari. Ka-
ko se pokazalo da su ovi tipovi spojeva planarni, te da po-
sjeduju odgovarajuæu aromatsku strukturu sa delokalizi-
ranim �-elektronima koji bi mogli interreagirati s DNA kao
interkalatori i na taj sprijeèiti replikaciju tumorskih stanica,
sva daljnja istraÞivanja bila su usmjerena u tom smjeru.

Radi boljeg razumijevanja interakcija izmeðu DNA i planar-
nih heteropoliciklièkih spojeva potrebno je sasvim kratko
nešto reæi o strukturi DNA.

Struktura molekule DNA

Jedno od najznaèajnih otkriæa u medicinskoj kemiji 20.
stoljeæa bilo je ono Watsona i Cricka 1953. godine, kada su
prikazali strukture DNA i RNA molekula kao dvostruke uz-
vojnice. DNA je polimer deoksiribonukleotida, a molekula
se sastoji od dva desna polinukleotidna lanca koji se pravil-
no zavijaju u prostoru u suprotnom smjeru te se sastoje od
purinskih i pirimidinskih baza, šeæera deoksiriboze te fosfat-
nih skupina esterski vezanih na šeæere. Purinske i pirimi-
dinske baze stvaraju parove preko vodikovih veza, pri èemu
se timin (T) veÞe s adeninom (A), a gvanin (G) s citozinom
(C), što je prikazano na slici 1.

U strukturi DNA nukleotidni je dio uzajamno povezan fos-
fatnim jedinicama preko poloÞaja 3 i 5 susjednih pentoznih
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S l i k a 1 – Vezanje parova baza preko vodikovih veza u molekuli DNA
F i g. 1 – Hydrogen binding of the base pairs in the molecule of DNA

S l i k a 2 – Prikaz opæe strukture molekule DNA u B-formi
F i g. 2 – Presentation of the DNA structure in B-form



jedinica, tj. oni su fosfatni esteri 1,3-diola (slika 2), a svaki se
nukleotidni dio razlikuje s obzirom na postojeæu bazu. Pot-
puni zaokret uzvojnica èini nakon deset naukleotidnih dije-
lova. Razmak izmeðu parova baza iznosi 3,4 Å, što znaèi da
je razmak izmeðu potpunih zaokreta 34 Å.

Ugljikohidratni i fosfatni dio je bogat hidroksilnim skupina-
ma koje se nalaze s vanjske strane uzvojnice te na taj naèin
mogu reagirati s vodom, dok se baze, koje više slièe ugljiko-
hidratima, nalaze s unutrašnje strane zavojnice.

Postoje tri osnovne konformacije uzvojnice DNA: A-DNA i
B-DNA koje su desno zakreæuæe i Z-DNA koja je lijevo za-
kreæuæa. One se razlikuju meðusobno u udaljenosti parova
baza koja je potrebna za potpuni zaokret, dimenzijama
utora, poloÞajima šeæera te kutovima izmeðu parova baza i
osi uzvojnice.

U fiziološkim uvjetima gotovo sve molekule DNA imaju
B-DNA oblik (slika 2), koji ima mali (minor groove) utor ši-
rok 6 Å i veliki (major groove) utor širok 12 Å. Utori ove mo-
lekule, a posebno veliki utor, vaÞni su zbog interakcije
ostalih makromolekula, a posebno proteina s DNA. Zbog
vodikovih veza koje postoje izmeðu parova baza, odreðena
sekvencija jednog polinukleotidnog lanca (Watsonov lanac)
komplementarna je sa sekvencom drugog polinukleotidnog
lanca (Crickov lanac).

Kako se timin (T) iskljuèivo veÞe s adeninom (A), a gvanin
(G) s citozinom (C), dvostruka zavojnica DNA sadrÞi jednak
broj molekula adenina i timina te gvanina i citozina. U slije-
du nukleozidnih baza sadrÞana je genetska poruka DNA,
tzv. genetska šifra, koja je potrebna pri sintezi novih pro-
teinskih molekula. Uzajamnim djelovanjem komplemen-
tarnih nukleozidnih parova baza u DNA i RNA zbiva se
znaèajan proces genetièkog prijenosa i sinteze proteina,
odnosno replikacije Þivih organizama. 7

Naèini interakcije supstancije s DNA
U osnovi interakcije malih molekula i uzvojnice DNA mogu
se podijeliti na povratne i nepovratne interakcije.8 Kod po-
vratnih interakcija male molekule nekovalentnim vezama
stvaraju kompleks s molekulom DNA. U tu skupinu spadaju
molekule koje s molekulom DNA stvaraju kompleks:9

– elektrostatskim vezanjem (slika 3) na negativno nabijene
fosfatne skupine (poliamini, spojevi koji uzrokuju konden-
zaciju DNA)

– interkalacijom izmeðu parova baza (slika 3) pri èemu do-
lazi do promjene konformacije DNA i interakcije DNA s
proteinima (klasièni interkalatori, bisinterkalatori, interkala-
tori s upletanjem u dvolanèane uzvojnice polinukleotida,
nekondenzirani aromatski interkalatori)
– vezanjem u utor DNA (slika 3), pri èemu molekule imaju
izduÞenu strukturu, te sadrÞe skupine koje mogu stvarati
vodikove veze (spojevi koji se veÞu u mali utor, oligonuk-
leotidi)
– kombinacija interkaliranja s vezanjem u mali utor DNA,
pri èemu supstancija posjeduje skupine koje se interkaliraju
i skupine koje se veÞu u mali utor

Male molekule koje stvaraju nepovratne interakcije s mo-
lekulom DNA mogu se podijeliti u dvije skupine:
– na molekule koje djeluju kao alkilirajuæi agensi10 (mnogi
od njih su mutageni i/ili kancerogeni)
– na molekule koje cijepaju polinukleotidni lanac.11

Interkalacijsko vezivanje na DNA
Interkalacijski agensi predstavljaju danas znaèajnu klasu sup-
stancija koje se uspješno upotrebljavaju u lijeèenju viralnih,
bakterijskih, a osobito tumorskih bolesti.12

Taj model vezanja ukljuèuje umetanje (interkaliranje) pla-
narnog aromatskog sustava izmeðu parova baza, što zahti-
jeva odreðene termodinamièke i fizikalno-kemijske promje-
ne molekule DNA.13 Razumijevanje interkalacijskog meha-
nizma kao i geometrije nastalog kompleksa ligand-DNA od
velike je vaÞnosti pri dizajnu i sintezi još uèinkovitijih, selek-
tivnijih i klinièki uèinkovitijih supstancija.14

Povijesne èinjenice
Temeljni interkalacijski model predstavio je 1961. godine
Lerman, koji je prouèavao promjene koje se dogaðaju kada
se proflavin dodaje u otopinu DNA, te je uoèio znaèajne
promjene u viskoznosti i sedimentacijskom koeficijentu
DNA.15 Takva zapaÞanja pomogla su mu da doðe do za-
kljuèka da takvi spojevi induciraju strukturne promjene na
dvostrukoj uzvojnici DNA preko interkalativnog naèina ve-
zanja. On je predvidio da takav mehanizam vezanja dovodi
do produljenja uzvojnice DNA, što ju èini duljom i tanjom,
kao što je prikazano na slici 4:
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S l i k a 3 – Naèini interakcije supstancija s molekulom DNA
F i g. 3 – Interactions of the compound with the DNA molecule

S l i k a 4 – Lermanov interkalacijski model
F i g. 4 – Lerman’s intercalation model



Interkaliranje nije bilo prouèavano samo na proflavinu, veæ
je studirano na manje ili više planarnim kationskim moleku-
lama s konjugiranim �-elektronskim sustavima, gdje su kla-
sièni primjeri etidijev bromid i aminoakridini.

Prvu biofizikalnu karakterizaciju interkalacijskog kompleksa li-
gand-DNA dao je 1965. godine Waring, koji je opisao inter-
akciju etidijevog bromida s DNA koristeæi UV spektroskopi-
ju, te su kasnije 1967. godine Le Pecq i Paoletti opisali inter-
kaliranje pomoæu fluorescencijske spektroskopije.16,17 Wa-
ring je takoðer opisao i utjecaj ionske jakosti na vezanje eti-
dijevog bromida na DNA. Godine 1968. Mueller i Crothers
opisali su biofizikalne promjene koje se dešavaju pri inte-
rakciji aktinomicina D s DNA, te su došli do zakljuèka da in-
terakcija malih molekula s DNA ovisi o njezinoj sekvenciji.

Takve poèetne studije vezanja malih aromatskih molekula
na DNA dale su temelje razvoju interkalacijskog modela
brojnih policiklièkih aromatskih molekula. IstraÞivanja i stu-
dije vezanja interkalatora na DNA proširene su zahvaljujuæi
strukturoj rendgenskoj analizi i nuklearnoj magnetskoj re-
zonanciji i na znatno veæe i kompleksnije molekule. Jedan
od najznaèajnih dokaza mehanizma interkaliranja bilo je
otkriæe strukture kristalnog kompleksa etidijevog bromida s
DNA, koju su Sobell i suradnici dobili zahvaljujuæi struktur-
noj rendgenskoj analizi, a kasnije su potvrðene i strukture
kompleksa nekih akridina s DNA. Mora se naglasiti da se u
takvim preliminarnim istraÞivanjima veæinom koristila uz-
vojnica DNA od svega 2 para baza i s niskom molekular-
mon masom, pa se sve èinjenice nisu mogle u potpunosti
primijeniti na molekule DNA sa znatno veæom molekular-
nom masom i brojem parova baza.

Mehanizam interkaliranja
Interkaliranje predstavlja atipièan reverzibilni naèin vezanja
izmeðu polianiona DNA i kationa interkalatora, pri èemu
kation ulazi izmeðu parove baza uzvojnice DNA, te se pri
tome dvostruka uzvojnica mora izvinuti kako bi oslobodila
prostor potreban za ulazak molekule interkalatora.18 Te-

meljni hipotetski model interkaliranja s minimalnim prika-
zom reakcija koje se dešavaju pri formiranju kompleksa,
prikazan je na slici 5, a predloÞili su ga Ross i Subramani-
an:19,20

Jedan od prvih interkalatora je adriamicin, citostatik koji se
veæ èitav niz godina koristi u antitumorskoj terapiji. On svo-
jim tetraciklièkim dijelom interkalira u intramolekularne
prostore DNA izmeðu parova baza kao na slici 6.21
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S l i k a 5 – Temeljni hipotetski model interkaliranja s minimalnim prikazom reakcija koje se dešavaju pri formiranju kompleksa

F i g. 5 – Basic hypothetic intercalation model with the schemes of complex formation

S l i k a 6 – Shematski model interkalacije planarnog dijela mole-
kule adriamicina u DNA, koji pokazuje lokalno razmotavanje za-
vojnice. Vidi: Lerman, L. S. J. Cell. Comp. Physiol. 64, Suppl. 1:1
(1964) s dopuštenjem LISS-a (Alan R. Liss, Inc.), New York.
F i g. 6 – Diagrammatic model of intercalation of the flat part of
the adriamycin molecule (in black) into DNA, showing local unwin-
ding of the helical structure. From Lerman, L. S. J. Cell. Comp Phy-
siol. 64 Suppl. 1:1 (1964) with permission by LISS (Alan R. Liss,
Inc.). New York.

1. Molekula DNA mora najprije podlijeæi strukturnim promjenama kako bi se
formirala interkalacijska strana, pri èemu se parovi baza moraju razdvojiti kako
bi se formirala šupljina u koju æe moæi uæi molekula interkalatora. Kako se paro-
vi baza razdvajaju, dolazi do izvijanja dvostruke uzvojnice i slobodni prostor iz-
meðu fosfatnih skupina raste, lokalna gustoæa naboja je manja, pa dolazi do
otpuštanja kondenziranog protuiona.

2. U ovom stupnju dolazi do prijenosa molekule interkalatora iz otopine prema
interkalacijskoj strani, te se ovaj korak moÞe shvatiti kao hidrofobni prijenosni
proces, jer se nepolarni, planarni, aromatski prsten tipièan za interkalatora uk-
ljanja iz otopine i ulazi u DNA uzvojnicu. Ukoliko je interkalator nabijen pozitiv-
no, dolazi do otpuštanja protuiona.

3. Kada je jednom interkalator došao do interkalacijske strane, mogu nastati
brojne nekovalentne molekularne interakcije, èime se energija nastalog kom-
pleksa optimalizira, pa tako dolazi do formiranja specifiènih vodikovih veza iz-
meðu interkalatora i DNA, kao i van der Waalsovih interakcija, specifiènih
elektrostatskih sila te mnogih drugih.



Utvrðeno je da 1,2-diaril- ili diheteroaril-supstituirani eteni
ne interkaliraju u dvostruku uzvojnicu DNA ili RNA zbog
nepovoljnih konstitucijskih i konformacijskih karakteristika
te da se ti spojevi u reakciji fotoinducirane dehidrociklizaci-
je mogu prevesti u triciklièke aromatske ili heteroaromatske
sustave èije su strukturne karakteristike povoljne za interka-
lativni naèin vezanja na polinukleotide.22

Ta saznanja rezultirala su pripravom hidrokloridne soli me-
tilnog estera 2-(izopropilamidino) 8-nafto[2,3-b]furankar-
boksilne kiseline iz odgovarajuæeg metilnog estera 3-(5-izo-
propilamidino-2-furil)-2-fenilakrilne kiseline, fotokemijskom
dehidrociklizacijom u vodenom mediju (slika 7) kao model-
ne reakcije koja predstavlja novi pristup fotoinduciranoj anti-
tumorskoj terapiji.23

Vidljivo je iz dobivenih rezultata da reakcija fotokemijske
dehidrociklizacije završava nakon 70 min (praæena je pro-
mjena absorbancije na 258 nm).

Izvršena su ispitivanja interakcije aciklièkog (1) i ciklièkog,
naftofuranskog amidinskog derivata (2) s DNA. Kao što je
veæ ranije spomenuto aciklièki derivat nije pokazao nikakve
mjerljive interakcije s polinukleotidima, dok se ciklièki, naf-
tofuranski derivat ponašao kao tipièni interkalator, što je
prikazano na slici 7.

Takoðer su izvršena i antitumorska ispitivanja na nizu stani-
ca humanog karcinoma, kao i na normalne fibroblaste (ta-
blica 1).

T a b l i c a 1 – In vitro inhibicija rasta tumorskih stanica ispitiva-
nih spojeva i normalnih fibroblasta (WI 38)

T a b l e 1 – In vitro growth inhibition of tumor cells and nor-
mal human fibroblasts (WI 38)

Spoj

IC50 (�M)*

HeLa MCF-7 MiaPaCa-
-2 Hep-2 SW 620 WI 38

1 39±43 78±21 52,6±0,9 60±27 43±45 50,3±7

2 4,6±0,7 5,4±0,01 6±0,3 5±0,7 4,3±0,2 7,2±1,9

* IC50 – koncentracija koja uzrokuje 50 % inhibicije rasta tumorskih stanica
* IC50 – concentration that causes a 50 % reduction of tumor cell growth

Iz tablice 1 moÞe se vidjeti da aciklièki spoj (1) pokazuje sla-
bu aktivnost na više vrsta stanica humanog karcinoma, kao i
na normalne fibroblaste, dok fotociklièki naftofuranski pro-
dukt (2) pokazuje izrazitu antitumorsku aktivnost, ali i po-
veæanu toksiènost.

Dakle suština ovakvog pristupa je uspješna primjena re-
akcije opisane slikom 6 u uvjetima potrebnim za fotodina-
mièku terapiju tumora kojom se neinterkalativni reaktant
moÞe fotociklizacijom prevesti u interkalativni produkt. Ne-
interkalativni reaktant prevodi se u interkalativni produkt in
situ tumorske bolesti unutar prihvatljivog vremenskog inter-
vala, pri èemu je nastali interkalativni produkt kemijski iz-
razito stabilan, što onemoguæava naknadne neÞeljene re-
akcije koje smanjuju visoku lokalnu koncentraciju aktivnog
spoja. Prednost ovog izuma je u izrazitoj fluorescenciji in-
terkalativnih produkata koja omoguæava praæenje aktiv-
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S l i k a 7 – A) Promjene UV/Vis spektra vodene otopine metilnog
estera 3-(5-izopropilamidino-2-furil)-2-fenilakrilne kiseline, c(1) =
2,5 · 10–5 mol dm–3, c (HCl) = 1 × 10–3 mol dm–3, osvjetljeno s vi-
sokotlaènom Þivinom svjetiljkom (400 W) uronjenom u oblogu od
Pyrexa. B) Porast ovisan o vremenu kod �max= 258 nm karakteristi-
èan za naftofuranski spoj.
F i g. 7 – (A) Changes of UV/Vis spectra of the aqueous solution
of methyl 3-(5-isopropylamidino-2-furyl)-phenylacrylate, c(1) =
2.5 × 10–5 mol dm–3, c (HCl) = 1 × 10–3 mol dm–3, irradiated with
the high pressure Hg lamp (400 W) immersed in a Pyrex coat. (B)
time dependent increase at �max = 258 nm characteristic for (2).
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nih spojeva u tretiranom podruèju te razlièitost UV/Vis
spektara reaktanata i produkata, što omoguæava jednostav-
no spektroskopsko praæenje niza parametara antitumorske
terapije.

Nakon ovog saznanja nastojali smo prirediti èitav niz analo-
ga kao i strukturnih izomera prethodnog spoja kako bismo
eventualno pomaknuli apsorpciju svjetla u duÞe valno po-
druèje, odnosno kako bismo poboljšali antitumorska svoj-
stva. U tu svrhu prireðen je èitav niz spojeva:

prema shemi 5.24

Takoðer su prireðeni i triciklièki sustavi s dvije hetero-
ciklièke jezgre prema shemama 6 i 7.24

T a b l i c a 2 – In vitro inhibicija rasta tumorskih stanica i nor-
malnih fibroblasta (WI 38) sa pozitivno nabijenim molekulama te
referentnim supstancijama: cisplatin, doksorubicin i etopoksid

T a b l e 2 – In vitro growth inhibition of tumor cells and nor-
mal human fibroblasts (WI 38) by positively charged molecules and
reference compounds cisplatin, doxorubicin and etopoxide

Spoj

Staniène linije

Hep-2 HeLa MiaPa
Ca-2 SW 620 MCF-7 WI 38

4a �100 �100 >100 >100 69±22 83±46

4b 71±37 �100 89±0,5 >100 78±29 53±27

4c 43±26 52±10 70±8 76±26 73±35 37±35

5a 43±3 78±21 53±0.9 60±27 43±10 50±7

5b 61±32 85±18 �100 >100 75±26 >100

5c 53±6 100 79±26 >100 �100 56±39

6a 4,6±0,7 5±0,008 6±0,3 5±0,7 4±0,2 7±2

6b 39±15 31±14 41±5 16±22 44±17 41±9

8 54±11 33±9 20±7 36±0,7 31±9 38±2

12a 6±3 3±1,5 4,3±0,3 4±2 7±1 5±3

12b 7±1 8±3 11±3 6±3 19±17 20±14

16 19±11 11±0,1 29±1 22±16 39±10 40±1

Cisb 2±0,3 3±0,6 5±2 4±2 12±6 19±20

Doxb 0,04±0,01 0,04±0,01 0,02±0,01 0,02±0,02 0,04±0,01 0,1±0,01

Etob N.T.c 3±1 15,4±14 20±3,4 50±30 N.T.

a IC50 – koncentracija koja uzrokuje 50 % inhibicije rasta tumorskih stani-
ca; HeLa – karcinom grliæa maternice, MCF-7 – karcinom dojke, SW 620 –
karcinom debelog crijeva, MiaPaCa-2 – karcinom gušteraèe, Hep-2 – kar-
cinom grkljana, WI-38 – normalni fibroplasti

a IC50 – concentration that causes a 50 % reduction of the tumor cell
growth
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ct-DNA Poly A – poly U Poly G – poly C

log Ks
a 4,9 4,3 4,9

nb 0,22 0,22 0,10

H / %c 50 41 14

342 nmd 8 nm 8 nm 1 nm
a konstanta stabilnosti log Ks;

b omjer n ([vezani spoj 2] / [polynucleotide
phosphate]); c Hipokromni efekt; H = (Abs(2) – Abs(complex)) / Abs(2)) x
100; d �342 nm = �342 nm(2) – �342nm(complex).

S l i k a 8 – Titracijske krivulje amidino-supstituiranog naftofuran-
skog derivata 2

F i g. 8 – Titration curves of amidino-substituted naphthofuran
derivative 2



T a b l i c a 3 – Inhibicija rasta tumorskih stanica i normalnih fib-
roblasta (WI 38) sa neutralnim molekulama in vitro
T a b l e 3 – In vitro growth inhibition of tumor cells and nor-
mal human fibroblasts (WI 38) by neutral molecules

IC50
a (�M)

Spoj

Staniène linije

Hep-2 HeLa MiaPaCa-
-2 SW 620 MCF-7 WI 38

1c 62±16 44±4 35±7 7±2 33±5 43±2

2a 96±60 73±36 �100 >100 31±44 50±20

2b 91±21 68±12 33±47 68±8 67±7 46±6

3a 64±30 60±5 62±4 66±12 �100 >100

3b 71±19 87±10 79±8 100 83±2 >100

3c 78±21 62±18 46±12 48±14 57±25 32±16

7a 2±1 0,6±0,1 18±12 �100 �100 20±6

7b >100 >100 >100 �100 �100 �100

10a 4±3 6±1 6±2 6±2 23±5 43±23

10b 74±8 54±24 74±10 78±23 86±12 �100

11a �100 >100 >100 >100 �100 �100

11b 97±19 17±12 13±10 4±0,5 100 6±4

14 81±1 39±1 43±6 52±14 86±17 >100

15 8±1 6 ±0,3 57±5 71±17 �100 92±17

a IC50 – koncentracija koja uzrokuje 50 % inhibicije rasta tumorskih stanica;
HeLa – karcinom grliæa maternice, MCF-7 – karcinom dojke, SW 620 – kar-
cinom debelog crijeva, MiaPaCa-2 – karcinom gušteraèe, Hep-2 – karcinom
grkljana, WI-38 – normalni fibroplasti
a IC50 – concentration that causes a 50 % reduction of the tumor cell growth

Iz tablica 2 i 3 koje prikazuju antitumorsko djelovanje,
vidljivo je da se u èitavom novom sustavu prireðenih kon-
denziranih triciklièkih heterociklièkih spojeva koji u struktu-
ri sadrÞe protonirane amidino-farmakofore, osim kod spoja
(12), koji u svojoj triciklièkoj planarnoj strukturi na furanskoj
i tiofenskoj jezgri sadrÞi izopropilamidinski supstituent, nije
postigla bolja antitumorska djelotvornost. Interesantno je
meðutim spomenuti da neutralne molekule s cijano-supsti-
tuentom, (spojevi 7a i 15) pokazuju izrazitu aktivnost i se-
lektivnost na stanice karcinoma grliæa maternice (He-La).

Da bi se poboljšala antitumorska svojstva, prišlo se pripremi
amidinobenzimidazol-supstituiraih furil(fenil)akrilata i nji-
hovoj fotokemijskoj ciklizaciji u odgovarajuæe ciklièke pro-
dukte; derivate naftofurana prema shemi 8.25

Ovi spojevi pokazali su dobru antitumorsku aktivnost in vi-
tro prema tablici 4.

Uvoðenjem amidino-supstituirane benzimidazolne jezgre
u poloÞaj 5 furanske jezgre u 3-(2-furil)-2-metakrilatu kao i
u ciklièkom naftofuranskom sustavu, antitumorska aktiv-
nost je znatno porasla, a posebnu aktivnost na stanice
tumora dojke (MiaPaCa2) pokazali su spojevi s izopropil-
amidinskim supstituentom na benzimidazolnoj jezgri, (spo-
jevi 2 i 5), a bili su potpuno netoksièni za normalne fibrobla-
ste.

T a b l i c a 4 – Antitumorsko djelovanje amidinobenzimidazolil-
-supstituiranih furil(fenil)akrilata i naftofurana in vitro
T a b l e 4 – In vitro antitumor activity of amidinobenzimida-
zolyl substituted furyl(phenyl)acrylates and naphthofurans

Spoj

IC50 (�M)

HT29 Hep2 HeLa MCF7 MiaPa
Ca2 HBL WI38

2 75,8 12,6 3,24 2,63 3,09 2,57 >1000000

3 42,7 5,01 5,62 - 35,5 41,7 56

4 1,38 1,66 3,16 4,37 2,45 1,78 5,5

5 1580 39,8 199 6,3 21,4 6,3 >1000000

6 398 6,02 4,26 10 3,72 7,58 63

7 42,7 4,17 5,01 - 46,7 39,8 60,2

Zakljuèak

Na osnovi ispitivanja antitumorske aktivnosti i studije kom-
pleksiranja prireðenih spojeva s DNA moÞe se zakljuèiti da
heterociklièki spojevi, koji u svojoj strukturi sadrÞe furansku
jezgru na koju je izravno vezana benzimidazolna jezgra
supstituirana amidinskim supstituentima, predstavljaju inte-
resantnu grupu heterociklièkih spojeva, èija se istraÞivanja
nastavljaju.
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II. Dio
Fotokemijsko dobivanje

polikondenziranih heterociklièkih
aromatskih kinolona i njihovo

antitumorsko djelovanje

U svijetu provoðena fotokemijska dehidrociklizacija na raz-
lièitim heterociklièkim anilidima,1 u našem radu rezultirala
je stvaranjem heterociklièkih kinolona, najèešæe planarne
strukture, iz odgovarajuæih monoanilida naftofuran- ili naf-
totiofenkarboksilne kiseline.2 Takoðer je provedena dvo-
struka fotokemijska dehidrociklizacija bis(anilida)3,4-fu-
ran- dikarboksilne kiseline u odgovarajuæi dikinolon3 prema
shemi 9.

Osim fotokemijskih dehidrociklizacija aromatskih i hetero-
aromatskih anilida provedeno je i fotokemijsko dehidroha-
logeniranje aromatskih i heteroaromatskih anilida, koji su u
orto-poloÞaju kiselinskog dijela molekule bili supstituirani

halogenom, najèešæe klorom. Reakcija je provoðena u oto-
pini metanol-benzen 1:10 uz prisutnost trimetilamina kao
baze za vezivanje osloboðenog HCl-a. Fotokemijskom re-
akcijom dehidrohalogeniranja izolirani su heteropoliciklièki
nafto-tieno-tien-kinoloni u vrlo dobrom iskorištenju.4 (she-
ma 10)

U pokušaju povezivanja dviju fotokemijskih reakcija; foto-
kemijskog dehidrogeniranja (oksidacije) i fotokemijsko de-
hidrohalogeniranja na istom supstratu, prireðeni su bis(ani-
lidi) nesimetriène heterociklièke 3-klorbenzo[b]tiofen-2,5-
-dikarboksilne kiseline, koju se pokušalo prevesti u odgova-
rajuæe kondenzirane dikinoline. Reakcijski uvjeti; meta-
nol-benzen (1:10), trietilamin ili dioksan uz propuhivanje
zraka. Izolirani su samo produkti fotokemijskog dehidroge-
niranja, tj. anilido-benzo[b]tienokinolon, a ne i odgovaraju-
æi bis-kinolon.5 (shema 11)

Ista se reakcija dogodila i s ozraèivanjem dianilida 3-klor-
tieno[2,3-b]tiofen-2,5-dikarboksilne kiseline prema shemi
12. Izoliran je odgovarajuæi monokinolon.
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Kod dianilida simetriène 3,7-diklorbenzo[1,2-b:4,5-b’]-
-2,6-dikarboksilne kiseline uspješno je provedena reakcija
dvostrukog dehidrohalogeniranja u odgovarajuæe dikinolo-
ne, ali je ovisno o vremenu osvjetljavanja izoliran i anilido-
monokinolon, što dokazuje da reakcija dvostrukog dehid-
rogalogeniranja ide u dva stupnja preko mono-produkta
jednako kao i kod reakcije dvostruke dehidrociklizacije.6

(shema 13)

Sinteza novih heteropolikondenziranih
kinolona i njihovo antitumorsko djelovanje

Prethodna znanja u primjeni fotokemijskih reakcija dehid-
rociklizacije, a osobito fotokemijskog dehidrohalogeniranja
koja su rezultirala nastajanjem polikondenziranih hetero-
ciklièh sustava, osobito kinolona i bis(kinolona), uglavnom
planarne strukture, našla su svoju primjenu u sintezi novih
heteropoliciklièkih kinolona potencijalno biološki aktivnih.
Naime, uvoðenjem kationskih supstituenata u osnovnu ki-
nolonsku strukturu postigla bi se moguænost ugraðivanja
takvih molekula u intramolekularne prostore dvostruke za-
vojnice DNA i njihovog reverzibilnog vezivanja na slobodne
elektronske parove purinskih i pirimidinskih baza bilo elek-
trostatski, bilo vodikovim vezama i na taj naèin spreèavanje
replikacije DNA. Spreèavanje replikacije DNA moglo bi se
primijeniti i na stanice tumora i na taj naèin zaustaviti njihov
rast.

Tako su sintetizirani novi derivati benzo[b]tieno[2,3-c]kino-
lona koji su nosili N-dimetilaminopropilnu grupu supstitui-
ranu bilo na kinolonskom dušiku, bilo na amidnom/ani-
lidnom dušiku uz druge razlièite supstituente (slika 9).7

Višestupnjevita sinteza provedena je prema shemi 10, gdje
je u zadnjoj fazi sinteze primijenjeno fotokemijsko dehidro-
halogeniranje odgovarajuæih anilida u kinolone. Reakcije
fotokemijske ciklizacije provedene su s dobrim iskorište-
njem. Naknadnim protoniranjem aminskog supstituenta s
plinovitom HCl prireðene su odgovarajuæe hidrokloridne
soli radi bolje topljivosti supstancija.

Prireðenim kinolonima ispitano je njihovo antitumorsko
djelovanje na niz stanica humanog karcinoma prikazano u
tablici 5.

T a b l i c a 5 – Inhibicijski efekt in vitro na rast tumorskih stanica
kao i na rast normalnih fibroblasta (WI-38)

T a b l e 5 – In vitro growth inhibition effect of tumor cells
and normal human fibroblasts (WI 38)

Spoj

IC50 (�M)*

HeLa MCF-
7

CaCo-
2

MiaPa
Ca-2 HBL Hep-2 WI-38

3b 2,5 4,27 0,62 1,4 0,58 3,63 4,5
3c 0,65 4,6 0,98 2,5 3,98 3,16 2,9
3d 1,0 5,8 0,79 1,25 1,2 3,54 2,4
3e 1,0 4,5 1,7 1,1 1,1 3,63 2,45
3f 0,85 2,2 0,47 0,51 1,58 2,96 2,3
3h 1,3 0,59 0,47 1,0 0,35 0,65 1,6
4 2,8 2,63 0,49 1,0 <0,01 1,77 2,3
7a 6,3 10,0 3,8 6,6 1,0 6,6 4,4
7b 34,7 19,5 4,79 4,79 0,67 3,16 10,0

* IC50 – koncentracija koja uzrokuje 50 % inhibicije rasta tumorskih
* stanica
* IC50 – concentration that causes a 50 % reduction of the cell growth

Antitumorska ispitivanja su provedena na stanicama karci-
noma grliæa maternice (HeLa), stanicama karcinoma prsiju
(MCF-7), stanicama karcinoma kolona (CaCo-2), stanicama
karcinoma gušteraèe (MIA PaCa-2), stanicama melanoma
(HBL), stanicama karcinoma grla (Hep-2) i na normalnim
humanim fibroblastima (WI-38).

Svi spojevi iz ove grupe pokazali su izrazitu inhibitornu ak-
tivnost na stanice humanog karcinoma. Najosjetljivije su
bile stanice melanoma (HBL). Najjaèi inhibitorni efekt na-
ðen je za sve staniène linije kod spojeva, 3f, 3h i 4. Spoj 4
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uzrokovao je i apoptozu (smrt) stanica melanoma ispitanu
protoènom citometrijom.

Prireðeni su i njihovi analozi u tiofenskom redu odnosno
derivati tieno[3’,2’:4, 5]tieno[2,3-c]kinoloni takoðer s di-
metilaminopropilnim supstituentom na kinolonskom dijelu
molekule u svrhu poboljšanja antitumorskog djelovanja (sli-
ka 10).8

Višestupnjevitom sintezom prireðeni su Þeljeni spojevi (she-
ma 15), gdje su u terminalnoj fazi reakcije odgovarajuæi ani-
lidi prevedeni fotokemijskim dehidrohalogeniranjem u ki-
nolone, koji su protoniranjem s plinovitom HCl prevedeni u
hidrokloridne soli na dimetilaminopropilnom supstituentu
kako bi bili topivi u vodi i tako pogodni za antitumorska is-
pitivanja.

Svi spojevi pokazali su dosta dobru antitumorsku aktivnost s
IC50 od 0,1 do 51 M osim spoja 7, gdje je antitumorska ak-
tivnost bila slabija. Najaktivnijim se pokazao spoj 6b s dime-
tilaminopropilnim supstituentom na kinolonskoj strani mo-
lekule i 10a s privjeskom na tieno-tiofenskoj strani moleku-
le. U usporedbi s drugim ranije opisanim kinolinima ovi su
pokazali izrazitu antitumorsku aktivnost, ali i neselektivnost
i toksiènost (tablica 6).

Nova serija benzo[b]tieno[2,3-c]kinolona s cijano i/ili ami-
dinskim supstituentima kako na kinolonskoj tako i na ben-
zotiofenskoj strani molekule prireðena je u novije vrijeme
(slika 11).9

Provedena je višestupnjevita sinteza, koja je ukljuèivala Pin-
nerovu reakciju priprave amidina i supstituiranih amidina iz
odgovatajuæih nitrila te fotokemijsko dehidrohalogeniranje
u vodi ili razrijeðenom etanolu amidinskih hidrokloridnih
soli anilida u amidin-hidrokloridne kinolone (shema 16).

U zadnjoj fazi reakcije provedena je reakcija fotokemijskog
dehidrohalogeniranja amidinskih soli u razrijeðenom meta-
nolu ili vodi, što je novi doprinos tzv. zelenoj fotokemiji,
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S l i k a 10 – N,N-dimetilamino-supstituirani
tieno[3’,2’:4,5]tieno[2,3-c]kinoloni

F i g. 10 – N,N-dimethylamino-substituted thieno
[3’,2’:4,5]thieno[2,3-c]quinolone
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engl. green photochemistry. Treba istaknuti da su foto-
kemijske reakcije organskih kationa na heteroatomu (osim
karbokationa) u otopini slabo zastupljene u literaturi, tako
da su i ova istraÞivanja novi doprinos poznavanju fotokemi-
jskih reakcija. Iskorištenja su se kretala od 64–90 %.

T a b l i c a 6 – Inhibicijski efekt in vitro na rast tumorskih stanica
kao i na rast normalnih fibroblasta (WI-38)

T a b l e 6 – In vitro growth inhibition of tumor cells and nor-
mal human fibroblasts (WI 38)

Spoj

IC50 (�M)*

HeLa MCF-
7

CaCo-
2

MiaPa
Ca-2 HBL Hep-2 WI-38

6a 0,1 7,41 0,23 4,57 0,46 5,82 2,88
6b 2,2 6,23 1,0 1,0 6,17 2,5 4,67
7 31,6 47,9 38,0 34,7 4,5 51,0 7,59

10a 0,1 2,5 0,15 0,74 7,24 1,0 4,9
10b 2,5 6,3 3,8 2,34 0,59 4,17 5,76

* Koncentracija u mikromolovima koja uzrokuje 50 % inhibicije rasta tu-
morskih stanica
* Concentration in micromoles that causes a 50 % reduction of the cell
growth of tumor cells

Provedena su antitumorska ispitivanja, ali ovaj put kako na
cijanoanilidima, tako i na amidino supstituiranim anilidima
u obliku kationskih soli, te je njihova aktivnost usporeðiva-
na s antitumorskom aktivnošæu amidinskih kinolona kao
krutih planarnih molekula koje su pogodne da djeluju kao
interkalatori, dok anilidi zbog svoje fleksibilnosti ne mogu
djelovati kao interkalatori, ali se takoðer mogu vezivati na
DNA ili djelovati na enzime topoizomerazu I i II.

Usporeðivano je antitumorsko djelovanje cijano- i amidi-
no-supstituiranih anilida kao aciklièkih prekursora ciklièkih
kinolona i to na dvije grupe spojeva; aciklièkih anilida, koji
su supstituente nosili na anilidnom odnosno kinolonskom
dijelu molekule i one anilide i odgovarajuæe kinolone sa
supstituentom na benzotiofenskom dijelu molekule (tablica
7 i 8).

T a b l i c a 7 – Antitumorsko djelovanje cijano- i amidino- sup-
stituiranih anilida (4-5g) i amidino-supstituiranih kinolona sa sup-
stituentom na kinolonskoj strani (6a-6g)

T a b l e 7 – Antitumor activity of cyano and amidino-substi-
tuted anilides (4-5g) and amidino-substituted quinolones with sub-
stituent on quinolone side (6a-6g)

Spoj
Staniène linije, IC50 (�M)*

HeLa MCF-7 MiaPaCa-2 Hep-2 SW 620 WI 38

4a 0,86 �100 >100 6,50 >100 8,12

5a 12,9 1,967 6,99 15,3 27,8 36,4

5b 3,0 3,49 4,44 3,94 3,53 3,3

5c 2,7 3,7 4,67 2,55 3,86 4,01

5d 2,24 1,23 3,49 5,37 3,67 2,85

5e 2,15 2,54 3,51 2,37 3,93 2,99

5f 22,2 23,9 8,72 21 8,02 25,1

5g 25,6 15,6 75,9 67,3 >100 86,9

6a 25,3 1,36 7,3 16,6 32,2 �100

6b 4,3 5,4 5,98 8,59 7,57 18,66

6c 2,34 38 6,73 34,7 20,6 40,6

6d 4,79 65,1 5,64 45,9 48,8 100

6e 1,7 5,78 3,71 6,95 6,84 19

6f 6,14 >100 42,1 �100 >100 �100

6g 31,6 78,5 86,9 >100 �100 �100

* Koncentracija spojeva u mikromolovima potrebna da zaustavi rast 50 %
tumorskih stanica
* Concentration in micromoles that causes a 50 % reduction of the cell
growth of tumor cells

Iz tablica 7 i 8 mogu se usporeðivati interakcija aciklièkih
anilida (5d i 8d) i ciklièkih kinolona (6d i 9c). Ciklièki kino-
loni su po svojoj graði kruti, planarni i aromatski, aciklièki
anilidi su fleksibilni, ne posjeduju aromatsku kondenziranu
strukturu da bi mogli dobro interkalirati, pa se moÞe oèeki-
vati da je njihova biološka aktivnost drugaèija.

Da bismo dokazali da se odgovarajuæi kondenzirani kinolo-
ni ponašaju kao interkalatori, usporedili smo njihovo djelo-
vanje s aromatskim policiklièkim kondenziranim molekula-
ma s tri ili èetiri èlana, koji se ponašaju kao interkalatori 22 (I dio)

i modelirali molekulu ciklièkog kinolona 9a u odnosu na is-
jeèak molekule DNA (slika 12).
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S l i k a 11 – Cijano i/ili amidinski supstituirani benzo[b]tieno
[2,3-c]kinoloni

F i g. 11 – Cyano or/and amidino-substituted benzo[b]tieno
[2,3-c]quinolones



T a b l i c a 8 – Antiproliferativno djelovanje cijano (7a-7e) i ami-
dino-supstituiranih anilida (8a-8e) sa supstituentima na benzotio-
fenskoj strani molekule
T a b l e 8 – Antiproliferative activity of cyano and amidino-
substituted anilides (7a-7e) and amidino-substituted quinolones
with substituent on benzothiophene side of the molecule (8a-8e)

Spoj
Staniène linije, IC50 (�M)*

HeLa MCF-7 MiaPaCa-2 Hep-2 SW 620 WI 38

7a 0,35 84,93 >100 0,69 �100 �100
7b >100 >100 >100 >100 >100 0,75
7c 40,35 17,56 90,87 48,38 >100 23,43
7d 24,10 100 >100 59,06 4,62 2,71
7e >100 >100 >100 >100 >100 5,99
8a 4,26 1,27 7,23 23,8 4,57 4,7
8b 2,35 7,26 5,11 2,96 3,54 2,03
8c 5,83 17,37 22,49 9,70 8,24 29,81
8d 5,65 2,36 7,10 8,16 3,60 6,90
8e 3,05 2,62 2,54 3,14 4,18 3,64

* Koncentracija spojeva u mikromolovima potrebna da zaustavi rast 50 %
stanica
* Concentration in micromoles that causes a 50 % reduction of the cell
growth of tumor cells

Molekula je planarna, a amidino-grupa je “out of plane”,
što je vidljivo iz kristalografskih podataka. Molekula je nešto
veæa od u literaturi opisanih (najduÞa os je 13,6 Å, dok je za
etidijev bromid 9,8 Å). Za usporedbu je stoga promatran
kompleks ranije opisanog interkalatora s dvije peridokarba-
zolske jedinice, ranije opisan u literaturi.10

Metode ispitivanja vezivanja aciklièkih
i ciklièkih spojeva na ct-DNA

Najèešæe metode ispitivanja uèinkovitosti vezivanja mo-
lekule na DNA su UV/Vis, fluorescentne i 1H NMR-ispiti-
vanja.

Odreðivani su fluorescentni spektri i naðeno je da kod pH
6,2 amdinske soli ciklièkih spojeva imaju 14–80 puta jaèu
emisiju od aciklièkih anilida u koncentracijama manjim oko
100 puta od UV-koncentracija. Dodatkom polinukleotida
došlo je do slabljenja emisije ciklièkog spoja. Iz UV titracija
zakljuèivali smo takoðer na jako vezivanje ciklièke moleku-
le na polinukleotid (jaki hipokromni efekt), dok je aciklièka
molekula pokazivala male promjene što govori o njezinom
slabom vezivanju na polinukleotid.

Anilidi s cijano-supstituentima bili su slabo topljivi i nepo-
voljni za ispitivanja. Anilidi s amidino grupom na anilin-
skom dijelu molekule bili su daleko jaèe aktivni, ali i vrlo
neselektivni, od onih koji nose amidino-supstituent na ben-
zotiofenskom dijelu molekule.

Kinoloni s amidinosupstituentima na kinolonskom dijelu
molekule pokazali su dobru selektivnost osobito 6a i 6d,
koji nisu toksièni na normalne fibroblaste. Od ciklièkih ki-
nolona s amidino-supstituentom na benzotiofenskom dije-
lu molekule najaktivniji su 9c i 9d. Spojevi 6d i 9c djeluju
kao interkalatori. Svi ostali ciklièki i aciklièki spojevi, koji su
pokazali odreðenu antitumorsku aktivnost djeluju kao inhi-
bitori topoizomeraza ili djeluju na neki drugi naèin. Tablice
7 i 8.

Novi cijano- i amidino-supstituirani derivati tieno[2,3-b]- i
tieno[3,2-b]tiofenkarboksanilida i tieno[3’,2’:4,5]tieno- i ti-
eno[3’,2’:4,5]tieno[2,3-c]kinolona prikazani su u shemi 15.
prireðeni su višestupnjevitom sintezom, fotokemijskom sin-
tezom, ispitano je njihovo vezivanje na DNA i odreðeno
antitumorsko djelovanje (slika 13).11
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S l i k a 12 – Molekula 9a izvaðena iz njezine kristalne strukture i
uvedena u ds-5’-d(CpGpCpG)-3’ na poloÞaj bis-interkalatora
Flexi-Di. Isprekidane linije na strukturi A oznaèuju moguæe vodiko-
ve veze. Pogledi B i C pokazuju preklapanje parova baza s aromat-
skim sustavom 9a (zeleno).
F i g. 12 – Molecule of 9a taken from its crystal structure and in-
serted into ds-5’-d(CpGpCpG)-3’ on position of the bis-intercalator
Flexi-Di. Dotted lines on structure A mark possible hydrogen
bonds. Veiws B and C show the overlapping of basepairs with the
aromatic system of 9a (green).

S l i k a 13 – Novi cijano- i amidino-supstituirani derivati tieno
[2,3-b]-, tieno[3,2-b]tiofen-karboksanilida i tieno[3’,2’:4,5]tieno- i
tieno[2’,3’:4,5]tieno[2,3-c]kinolona
F i g. 13 – New cyano and amidino substituted derivatives of
thieno[2,3-b]-, thieno[3,2-b] thiophene-carboxanilides and thie-
no[3’,2’:4,5]thieno- and thieno[2’,3’:4,5]thieno[2,3-c] quinolones



T a b l i c a 9 – Ispitivanje in vitro antitumorskog djelovanja dje-
lovanja spojeva (2a-4d)

T a b l e 9 – In vitro growth inhibition of the of tumor cells
and normal human fibroblasts (WI 38)

Spoj

Staniène linije, IC50 (�M)*

Hep-2 HeLa MiaPaCa
-2 SW 620 MCF-7 WI 38

2a 0,7±0,1 0,1±0,01 36±45 15,6±7,8 100 18,6±30
2b 0,7±0,010,2±0,001 100 76±20 100 ?100
3a 3,8±0,8 2,2±0,08 1,6±0,2 1,6±0,1 3±0,1 3,4±1,5
3b 6,3±1,3 14,5±1 3,8±0,03 5,5±1,2 9,5±3,6 1,8±1,5
3c 2,7±1,3 1,8±0,001 1,9±0,2 1,8±0,1 1,9±0,2 1,8±0,5
3d 4,8±0,6 3,8±3,5 4,4±2 2,7±1,1 6,2±9,7 1,8±0,3
4a 20±3,5 40±14 34±1,9 100 11±1,5 3,6±2
4b 21±0,3 28±4 27,7±4 36±10 8,7±2,8 10±6,5
4c 21±1,4 37±9 30,5±0,4 ?100 21±19 4,7±0,8
4d 11±5 14±5 12±2 18±0,8 9,7±6,5 6,4±5
Cis 2,4±0,3 2,9±0,6 5,4±1,6 4±1,8 12±6 19±20
Dox 0,04±0,010,04±0,010,02±0,010,02±0,020,04±0,01 0,1±0,01

Eto N.T. 2,9±1 15,4±14 20±3,4 50±30 N.T.

* Koncentracija spojeva u mikromolovima potrebna da zaustavi rast
50 % stanica

* Concentration in micromoles that causes a 50 % reduction of the cell
* growth of tumor cells
* N.T. – not tested. Cis – cisplatin, Dox – doxorubicine, Eto – etoposide

Prireðeni su višestupnjevitom sintezom, fotokemijskom sin-
tezom, ispitano njihovo vezivanje na DNA i odreðeno anti-
tumorsko djelovanje (shema 17).

Svi prireðeni spojevi pokazali su jako i razlièito antiprolife-
rativno djelovanje. Aciklièki anilidi pokazali su se zaèu-
ðujuæe aktivniji od prethodnih benzotieno-anilida, ali su
pokazali i veæu neselektivnost i toksiènost kao i polihetero-
ciklièki kinoloni, dok su dva cijano-spoja 2a i 2b bili vrlo se-
lektivni na stanice HeLa i Hep-2, dok su na druge stanice
raka nereaktivni. 2b je osim toga potpuno netoksièan za
zdrave stanice. Navedene staniène linije imaju istu genetiè-
ku pozadinu, kao i humani papiloma-virus (HPV) tip 18
DNA, koji je i uzroènik karcinoma. Stoga se ta molekula i
dalje biološki ispituje u antitumorskoj terapiji HPV-uzroko-
vanih karcinoma. Sliène rezultate objavili su Beneteau i sur.
(cit. 14).
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Zakljuèak

Iz gore iznesenog moÞe se zakljuèuti da ciklièki supstituirani
benzotienokinoloni, za razliku od svojih aciklièkih prekur-
sora, pokazuju jako antitumorsko djelovanje in vitro. Iz ispi-
tivanja njihovog vezivanja na DNA moÞe se nadalje zaklju-
èiti da ti spojevi djeluju kao interkalatori na tumorske
stanice. Prireðeni su i njihovi analozi, tj. tieno-tienil-kinolo-
ni s odgovarajuæim supstituentima i amino odnosno amidi-
no-protoniranim grupama kao farmakoforima iz njihovih
aciklièkih prekursora; cijano i amidino-anilida. Naðeno je u
svim grupama prireðenih i ispitivanih heterociklièkih kino-
lona, da, kada se farmakoforna grupa u obliku kationske soli
nalazi na kinolonskoj strani molekule, ima bolje antiprolife-
rativno djelovanje od onih spojeva kada se farmakoforna
grupa nalazi na benzotiofenskom odnosno tienotiofenskom
dijelu molekule. Zamjena benzotiofenske jezgre u kinolo-
nima s tienotiofenskom jezgrom, nije uzrokovala bitne pro-
mjene u antitumorskoj aktivnosti.

Kod svih cijano-supstituiranih spojeva, bilo anilida bilo ki-
nolona, unatoè njihovoj slaboj topljivosti, uoèena je izrazita
i vrlo selektivna antitumorska aktivnost na HeLa i Hep-2,
stanice humanog karcinoma.

Iz svih dosadašnjih istraÞivanja moÞe se zakljuèiti, da ova
grupa spojeva pokazuje izrazitu antitumorsku aktivnost in
vitro. Ukoliko bi se postiglo, da neki od ispitivanih spojeva
dobro kristaliziraju, moglo bi se provesti molekulsko mode-
liranje i tako doæi do strukture s najboljom antitumorskom
aktivnošæu. Daljnja ispitivanja su u tijeku.
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SUMMARY

Heterocyclic Aromatic Compounds and Their Antitumor Activity
G. Karminski-Zamolaa and K. Starèeviæb

This review describes the longtime scientific work of the first author on the synthesis of condensed
polycyclic heteroaromatic compounds, prepared in multistep synthesis and photochemical synt-
hesis, particularly compounds with thiophene and furan nuclei condensed with benzene or other
heterocyclic nuclei like quinolone. The terminal phase of the synthesis include photochemical
cyclization of the corresponding chain heterocyclic precursors.

Studied was the photochemical dehydrocyclization reaction of substituted ethylenic systems, as
well, as the photochemical dehydrohalogenation reaction of heteroaromatic anilides and the
combination of these two photochemical reactions on one substrate. These reactions gave the
polycondensed heteroaromatic systems, planar in their structrure. This fact was used later in in-
troducing pharmacophoric groups, mostly cationic and dicationic salts of corresponding amines
and amidines, which could interreact with the DNA molecule as intercalators. Most of the prepa-
red compounds exhibited pronounced antitumor activity.
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