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SAZETAK

Sinteza 2,6-disupstituiranih derivata benzotiazola primjenom mehanokemije

U ovom radu opisana je sinteza novih 2-aril-6-cijanobenzotiazolnih derivata kao
potencijalnih bioloski aktivnih molekula. Za pripravu ciljanih spojeva 5a-9a, Sb—9b, 5¢-9c¢

koristena je ekoloski prihvatljiva mehanokemijska sinteza.

Potrebni intermedijeri priredeni su viSestupnjevitom sintezom. Sinteza fenolnih
derivata benzotiazola (4a—4c) provedena je reakcijom kondenzacije bis(2-amino-5-
cijanofenil)disulfida 3 s odgovaraju¢im benzaldehidima u ekoloski prihvatljivom otapalu
glicerolu.  Bis(2-amino-5-cijanofenil)disulfid 3  prireden je iz  4-amino-3-
tiocijanatobenzonitrila 2 reakcijom reduktivne dimerizacije s natrijevim sulfidom u etanolu 1
vodi, dok je 4-amino-3-tiocijanatobenzonitril 2 prireden reakcijom supstitucije iz 4-
aminobenzonitrila 1 i kalijeva tiocijanata uz brom u ledenoj octenoj kiselini. Ciljani 2,6-
disupstituirani derivati benzotiazola (5a-9a, 5b-9b, 5c¢-9c) priredeni su O-alkiliranjem

fenolnih derivata benzotiazola (4a—4c¢) s odgovaraju¢im alkil-halogenidima.

Strukture novosintetiziranih derivata potvrdene su spektroskopijom 'H i 1°C NMR.

Kljuéne rijedi: cijanobenzotiazoli, organska sinteza, mehanokemija, 'H NMR spektroskopija,

13C NMR spektroskopija



SUMMARY

Synthesis of 2,6-disubstituted benzothiazole derivatives using mechanochemistry

In this work synthesis of novel 2-aryl-6-cyanobenzothiazoles as potential bioactive
molecules is described. For the preparation of target compounds 5a—9a, Sb-9b, 5¢-9c

environmentally friendly mechanochemical synthesis was used.

Required intermediates were prepared by multistep synthetic pathway. Phenolic
benzothiazole derivatives (4a—4¢) were obtained by condensation of bis(2-amino-5-
cyanophenyl)disulphide 3 with corresponding benzaldehydes in green solvent glycerol. Bis(2-
amino-5-cyanophenyl)disulphide 3 was prepared by base-promoted reductive dimerization of
4-amino-3-thiocyanatobenzonitrile 2 with sodium sulphide in ethanol / water, while 4-amino-
3-thiocyanatobenzonitrile 2 was prepared from 4-aminobenzonitrile 1 and potassium
thiocyanate with bromine in acetic acid via substitution reaction. Targeted 2,6-disubstituted
benzothiazole derivatives (5a—9a, Sb-9b, Sc¢—9¢) were prepared through O-alkylation of

phenolic benzothiazole derivatives (4a—4c¢) with corresponding alkyl-halogenides.

The structures of all newly synthesized compounds were confirmed by 'H NMR and

3C NMR spectroscopy.

Key words: cyanobenzothiazoles, organic synthesis, mechanochemistry, 'H NMR

spectroscopy, °C NMR spectroscopy
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1. UVOD



U danasnje vrijeme, prepoznata je vaznost primjene metoda zelene kemije s ciljem
postizanja  sigurnijih, efikasnijth 1 ekoloski prihvatljivijih sintetskih postupaka.
Mehanokemijska sinteza, kao jedna od metoda zelene kemije, prerasla je u Siroko primjenjivu
alternativu klasicnim kemijskim procesima u otopini. Ona ne samo da eliminira potrebu za
koristenjem otapala kao najvecih onecis¢ivala, ve¢ 1 omogucuje provodenje u otopini otezanih

ili ¢ak neizvedivih procesa i to uz minimalni energetski utrosak.!

Heterocikli¢ki spojevi najbrojnija su klasa organskih spojeva. Od velikog su znacaja u
podruc¢ju medicinske kemije §to potkrjepljuje Cinjenica da Cak preko 85 % bioloski aktivnih
molekula u svojoj strukturi sadrzi heterociklicku podjedinicu. Najzastupljeniji su dusikovi

heterocikli i heterocikli koji uz dusik u prstenu imaju i atom sumpora ili kisika.?

Benzotiazol je aromatski heterociklicki spoj sacinjen od peteroclanog tiazolnog
prstena fuzioniranog na benzensku jezgru. Ovaj biciklicki sustav sastavna je komponenta
mnogih morskih 1 kopnenih prirodnih spojeva kao i1 brojnih farmaceutskih proizvoda s
raznolikim bioloskim svojstvima. Derivati benzotiazola posjeduju Sirok spektar farmakoloskih
aktivnosti poput antitumorskog, antimikrobnog, antibakterijskog, antivirusnog, diuretskog i
protuupalnog djelovanja.’ Iz tog razloga, supstitucija na jezgri benzotiazola vrlo je vaZna u
procesu otkri¢a novih lijekova. Benzotiazoli supstituirani na polozajima 2 1 6 pokazali su se
kljucnima za poticanje antiproliferativnog 1 antiparazitskog djelovanja, posebice 2-arilni
analozi.* Takoder, nitrilna skupina svestrana je i jedinstvena funkcionalna skupina. Nalazi se
u mnogim farmaceutskim sredstvima i prirodnim proizvodima, a sluzi i1 kao vaZan

intermedijer u organskoj sintezi za razli¢ite transformacije funkcionalnih skupina.>-



2. OPCI DIO



2.1 Mehanokemija

Mehanokemijska reakcija definirana je kao reakcija inducirana apsorpcijom
mehanicke energije. Reaktanti se mehanicki aktiviraju ru¢nim mljevenjem u tarioniku s
tuckom ili u danas sve ¢es¢e upotrebljavanim mehanokemijskim mlinovima uz pomo¢ kuglica

za mljevenje.’

Slika 1. Simbolicki prikaz mehanokemijske reakcije

Mehanokemijski mlinovi s najSirom uporabom su vibracijski 1 planetarni mlinovi. U
vibracijski mlin horizontalno se postavljaju posudice s reaktantima i jednom ili viSe kuglica za
mljevenje. Posudice se u mlinu gibaju kompleksnom putanjom, kombinacijom linearne
vibracije s rotacijom, kako je prikazano na Slici 2. Pri takvom gibanju, umetnute kuglice
sudaraju se medusobno 1 sa stijenkama posudice 1 na taj nacin dovode reaktantima potrebnu

mehanic¢ku energiju.’
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Slika 2. Shematski prikaz posudice i njezine kretnje u vibracijskom mlinu’*®

Kod planetarnih mlinova paran broj reakcijskih posudica (najceS¢e dvije, jedna
nasuprot druge) postavlja se na rotirajuc¢i disk. Posudice, osim §to rotiraju zajedno s diskom
oko centralne osi mlina, rotiraju i oko svoje osi §to podsjeca na kretanje planeta u Sun¢evom

sustavu po ¢emu je ovaj mlin i dobio ime.’
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Slika 3. Shematski prikaz planetarnog mlina!®

Okretanjem diska planetarnog mlina stvara se centrifugalna sila koja potice rotirajuée kretanje
kuglica uz stijenke posudica. Dolazi do stvaranja trenja koje prouzrokuje mljevenje
reaktanata. Posudice se oko svoje osi okrecu obrnuto od smjera rotacije diska Sto rezultira
centrifugalnom silom suprotnoga smjera. Pod tim utjecajem kuglice prelaze na nasuprotnu
stijenku posudice sudarajuéi se pri tome s reaktantima.!! Mehani¢ka aktivacija reaktanata
uzrokovana sudarima ili trenjem dovodi do naprezanja, lomljenja i stvaranja deformacija u
strukturi. Zadovoljavajuca koli¢ina prenesene energije inducirati ¢e kemijsku reakciju, dok u

protivnom dolazi isklju¢ivo do pojave elasti¢nih deformacija (Slika 4).!2

KEMITSEA REAKCITA
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Slika 4. Shema provedbe mehanokemijske reakcije'?

Interes kemicara za mehanokemijskom sintezom naglo je porastao nakon razvitka

zelene kemije. Zelena kemija promice razvoj kemije na odrZiviji nacin, manje Stetan za okoli§

1 ljudsko zdravlje. Devedesetih godina dvadesetog stoljeCa Anastas 1 Warner definirali su



dvanaest nacela zelene kemije koja kemicCarima sluze kao smjernice za postizanje tog

odrzivog razvoja.'?

Tablica 1. Dvanaest nadela zelene kemije!>!4
. Sprjecavanje akumulacije Bolje je sprijeciti nastajanje otpada, nego ga zbrinjavati
. otpada nakon §to je nastao.
Sintetski postupak treba osmisliti tako da se maksimizira
2. Iskoristivost atoma ) o _
ugradnja ulaznih sirovina u proizvod.
; Manje opasne kemijske Sintetski postupak, ako je moguce, treba osmisliti tako da ne
' sinteze koristi i ne proizvodi tvari toksi¢ne za ljude i okolis.
Kemijske produkte treba osmisliti tako da im se smanji
4. | Odabir sigurnijih produkata . o
toksic¢nost, a zadrzi djelotvornost.
s Sigurnija otapala i pomo¢na | Uporabu pomoénih kemijskih tvari treba izbje¢i ili zamijeniti
. sredstva neskodljivim, kada je to moguce.
Sintetske procese treba provoditi pri sobnoj temperaturi i
Procjena energetske ) ] o )
6. atmosferskom tlaku tako da bi se energetski zahtjevi sveli na
efikasnosti o
minimum.
. Upotreba obnovljivih Potrebno je upotrebljavati obnovljive sirovine kada je to
. sirovina tehnicki i ekonomski prihvatljivo.
Pozeljno je izbjegavati nepotrebna prosirenja procesa (npr.
Smanjena proizvodnja _ ) ) o o
8. zastitu funkcionalnih skupina) jer ona zahtijevaju reagense
derivata y _
koji stvaraju dodatan otpad.
Kataliticki reagensi prihvatljiviji su od stehiometrijskih
9. Kataliza
reagensa.
Kemijski produkti trebaju biti osmisljeni tako da se po
10. Postupci za razgradnju zavrsetku djelovanja mogu prevesti u neskodljive produkte
koji ne zaostaju u okoliSu.
" Pracenje procesa zbog Pozeljno je razvijati analitiCke metode za pracenje sintetskog
' prevencije zagadenja procesa s ciljem sprje¢avanja nastanka opasnih tvari.
. Prevencija nesretnih Potrebno je smanjiti uporabu tvari koje mogu uzrokovati
' slucajeva Stetne posljedice (eksplozija, vatra i Stetno isparavanje).




Sprjecavanje akumulacije otpada jedno je od najvaznijih nacela zelene kemije. Velika
je prednost mehanokemijske sinteze Sto ne zahtijeva uporabu otapala s obzirom da su upravo
ona ta od kojih potje¢e vecina otpada. Organska otapala ne samo da stvaraju otpad, ve¢ su
njihove pare 1 Stetne za zdravlje. Samim time, mehanokemijska sinteza zadovoljava ve¢ dva

nadela zelene kemije.'’

U reakcijsku smjesu ponekad se ipak dodaje otapalo, u katalitickim koli¢inama (eng.
Liquid - Assisted Grinding, LAG), s ciljem ubrzavanja izvedivih sinteza ili poticanja sinteza
koje nije moguce provesti suhim mljevenjem. Utjecaj otapala na reaktivnost definira se
omjerom dodanog otapala 1 mase reaktanata koji se naziva n-faktor. Vrijednost n = 0
odgovara suhom mljevenju. Kod sinteza potpomognutim otapalom za vrijednosti n u rasponu
~ 0 — 1 uL / mg reaktivnost je neovisna o topljivosti reaktanata u dodanom otapalu, dok je za
n > 1 uL / mg slaba topljivost reaktanata prepreka reaktivnosti. Reaktivnost neovisna o
topljivosti reaktanata pokuSala se objasniti na razne naine poput stvaranja pokretnih
povrsinskih slojeva ili ¢injenicom da je koli¢ina otapala dovoljno mala da bude konstantno

zasi¢ena reaktantima.!

Tijekom procesa mljevenja, posudice i kuglice za mljevenje troSe se i na taj nacin
mogu kontaminirati reakcijsku smjesu. Ovaj nedostatak iskoristen je kao prilika za uporabom
posudica 1 kuglica sacinjenih od materijala koji imaju kataliticko djelovanje za provodenu
reakciju.'’> J. Mack i suradnici, umjesto bakrova(l) jodida kao katalizatora, koristili su
posudice 1 kuglice od elementarnog bakra. Nakon provodenja procesa nekoliko puta, masa
posudica 1 kuglica nije se znatno promijenila ukazuju¢i na to da se kataliza ve¢inom odvijala
na povrsini posudice 1 kuglica, a ne metalnim Cesticama koje nastaju troSenjem. Ovakav

pristup dodatno smanjuje potrebu za koristenjem otapala i skupocjenih katalizatora.'

Provodenje mehanokemijskih sinteza u zatvorenim reakcijskim posudicama brzih
kretnji oteZava pracenje tijeka reakcije. /n situ tehnike poput difrakcije rendgenskih zraka na
praskastom uzorku (PXRD), Ramanove spektroskopije ili kombinacija obje, omogudéile su
kontinuirano praéenje strukturnih promjena na molekularnoj razini.'* Reakcijske posudice od
poli(metil-metakrilata) (PMMA), prikazane na Slici 5., zbog svoje prozirnosti propustaju

lasersku svjetlost i omogucuju joj interakciju s reakcijskom smjesom. !¢



Slika 5. Posudice za mlin od razli¢itih materijala (s lijeva na desno):

poli(metil-metakrilat), teflon i nehrdajuéi &elik!

Mehanokemijske reakcije ne zahtijevaju zagrijavanje pa su i energetski povoljnije od
klasi¢nih kemijskih reakcija. Unato¢ tome, postizu zadovoljavajuca iskoriStenja u puno
kra¢em vremenu od klasi¢nih reakcija u otapalu. Razvoj termicke kontrole mehanokemijskih
reakcija omogucio je provodenje reakcija 1 na blago poviSenim temperaturama. Ukupno
vrijeme trajanja reakcije time se s nekoliko sati svelo na nekoliko minuta i tako dodatno

smanjilo ukupnu potronju energije.

2.2. Benzotiazol

Benzotiazol je heterociklicki spoj aromatskog karaktera sastavljen od tiazolnog
prstena koji je s poloZajima 4 1 5 kondenziran na benzensku jezgru. Vrlo je vaZan u

medicinskoj kemiji buduéi da su se njegovi derivati pokazali kao potencijalno dobri lijekovi.!”
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Slika 6. Struktura benzotiazola

Jedan od nacina priprave benzotiazola je reakcija ciklokondenzacije o-aminotiofenola

s karboksilnom kiselinom.”
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Shema 1. Mehanizam reakcije kondenzacije o-aminotiofenola s karboksilnom kiselinom

Razvijena je metoda koja koristi ultrazvucne valove za sintezu benzotiazola
mehanizmom prikazanim na Shemi 1. U vodenome mediju, potpomognut ultrazvucnim
valovima, o-aminotiofenol s razli¢itim karboksilnim kiselinama podlijeze reakciji
ciklokondenzacije uz prisutnost obnovljivog katalizatora Amberlista—15. Metoda postize vrlo
visoka iskoriStenja, ne zahtijeva uporabu S$tetnih organskih otapala ni postizanje inertnih

uvjeta $to je ¢ini vrlo jednostavnom i uskladenom s nacelima zelene kemije.'®

SH
O (( S
n )k - )—R
NH, HO R  Amberlist-15, H,0, 90°C N

1 2 5

Shema 2. Ultrazvukom potpomognuta kondenzacija o-aminotiofenola s karboksilnom

kiselinom u vodenom mediju

Tablica 2. Derivati benzotiazola priredeni ultrazvu¢nom metodom

Spoj R t / min n/% Spoj R t / min n/%
Sa Ph 90 90 5d p-CHsPh 120 85
5b p-CIPh 60 92 Se p-FPh 80 88
Sc¢ p-NO2Ph 90 82 5f | piridin-4-il 180 82

Osim kondenzacijom s karboksilnom kiselinom, sinteza benzotiazola iz o-
aminotiofenola moZe se provesti i u reakciji s aldehidom. Merroun i suradnici'® prijavili su
jednostavnu 1 ucinkovitu metodu sinteze benzotiazola kondenzacijom o-aminotiofenola s
nekoliko aromatskih i alifatskih aldehida. Reakcija se provodi na temperaturi refluksa s

SnP,07 kao katalizatorom otopljenim u etanolu (Shema 3.). Neovisno o koristenom aldehidu,

9



u vrlo kratkom vremenu (8 — 35 min) dobivena su izvrsna iskoriStenja (86 — 95 %) $to ukazuje
na efikasnost samog katalizatora u sintezi benzotiazola. Velika prednost ovog katalizatora je

moguénost uporabe i do pet puta bez ikakvog gubitka aktivnosti.

SH 0
SnP,0, S
@[ + - @E )—R
NH, H R EtOH, refluks N

1 6 7

Shema 3. Kondenzacija o-aminotiofenola s aldehidom uz SnP,O7 kao katalizator

Tablica 3. Derivati benzotiazola priredeni iz aldehida

Spoj R t/min | n/% | Spoj R t/min | /%
Ta Ph 10 95 7t p-OHPh 15 89
7b p-CIPh 10 93 7g p-OCH;3Ph 10 90
Tc p-NO2Ph 15 94 7h | 4-OH-2-OCHsPh 20 89
7d p-CHsPh 8 90 Ti CHs 35 86
7e | p-N(CH3):Ph 15 92 7j C>Hs 20 88

S ciljem optimizacije reakcijskih uvjeta, Banerjee i suradnici®® istrazivali su
mehanokemijsku sintezu 2-supstituiranih derivata benzotiazola. Provedeno je ru¢no suho 1
raznim otapalima potpomognuto mljevenje o-aminotiofenola i benzaldehida u mortu od ahata
je testirana s nekoliko aromatskih aldehida 1 pokazala se izvrsnom za postizanje visokih

iskoristenja u kratkom reakcijskom vremenu.

SH e} &) S
+ R
( I NH, u J\ R EtOH, rt ©iN/>_
6

1 8

Shema 4. Mehanokemijska sinteza derivata benzotiazola kondenzacijom o-aminotiofenola s

benzaldehidom
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Tablica 4. Mehanokemijska sinteza 2-arilbenzotiazola

Spoj R t/min | n/% | Spoj R t/min | n/ %
8a Ph 15 88 8j p-CNPh 15 83
8b p-CIPh 15 78 8k p-OHPh 45 78
8c 0-CIPh 20 79 81 0-OHPh 60 82
8d m-CIPh 15 81 8m p-OCH3Ph 40 83
8e p-BrPh 15 81 8n | 4-OH-3-OCHsPh 60 78
8f m-BrPh 15 85 80 furan-2-il 20 88
8g p-FPh 10 87 8p tiofen-2-il 20 94
8h p-NO2Ph 10 80 8q indol-3-il 20 88
8i m-NO2Ph 15 83 8r piridin-4-il 25 92

Alternativna metoda priprave benzotiazola je oksidativna ciklizacija N-ariltioamida.
Jedan od mnogih pristupa je Jacobsonova metoda oksidacije kalijevim ferocijanidom u

luznatome mediju prikazana na Shemi 5.3

H

N Ph N
X X
| N KaFeleN), @L N—ph
A = S NaOH [ ~3
R R
9 10

Shema 5. Jacobsonova metoda sinteze benzotiazola

2.3. Bioloski aktivni derivati benzotiazola

Kako broj tumorskih oboljenja u svijetu konstantno raste, sve veca paznja pridaje se
ispitivanju antitumorskih djelovanja derivata benzotiazola. L. W. Mohamed i suradnici®'
sintetizirali su nove derivate 1 ispitali njihovo citostatsko djelovanje na stani¢ne linije raka
dojke MCF-7. Spojevi prikazani na Slici 7. pokazali su odli¢no citostatsko djelovanje u
usporedbi s Cesto koriStenim terapeutikom cisplatinom. Koncentracija koja inhibira rast
tumorskih stanica za 50 %, ICso vrijednost, za spoj 11 iznosi 8.64 uM, za spoj 12a 7.39 uM,
za spoj 12b 7.56 uM i za spoj 13 5.15 uM, dok za cisplatin ona iznosi 13.33 pM.
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Slika 7. Pripravljeni 2-supstituirani aktivni derivati benzotiazola

11

Ispitan je i ucinak novosintetiziranih spojeva na aktivnost enzima koji metaboliziraju
slobodne radikale poput superoksid-dismutaze (SOD), katalaze (CAT) i glutation-peroksidaze
(GSH-Px). Praceni su parametri oksidativnog stresa poput vodikovog peroksida (H202),
dusikovog monoksida (NO) i reduciranog glutationa (GSH) te ucinak pripravljenih derivata

na razinu proteina i nukleinskih kiselina.

Tretiranje tumorskih stanica s 1/10 ICso vrijednosti svakog spoja znacajno je povecéalo
aktivnost SOD i razinu H202 1 NO te smanjilo aktivnost CAT, GSH-Px i razinu GSH. Razina
proteina i nukleinskih kiselina znatno se smanjila. NajizraZenije djelovanje pokazao je spoj 13
Sto se podudara i s ispitivanjima citostatskog djelovanja (13 > 12a > 12b > 11 > cisplatin).
Moze se zakljuciti da se antitumorsko djelovanje dobivenih spojeva zasniva na njihovoj

sposobnosti regulacije reaktivnih kisikovih Cestica koje umrtvljuju tumorske stanice.

Metodama zelene sinteze, L. Racané i suradnici®® sintetizirali su 2,6-disupstituirane
derivate benzotiazola kao potencijalne antiproliferativne terapeutike (Shema 6.). Njihovo
djelovanje ispitano je in vitro na sljede¢im tumorskim stani¢nim linijama: karcinom cerviksa
(HeLa), kolorektalni metastatski adenokarcinom (SW620), metastatski epitelni
adenokarcinom dojke (MCF-7) i karcinom pluéa (A549) te na stani¢nim linijama fibroblasta

koze (HFF).
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Shema 6. Sinteza 2,6-disupstituiranih derivata benzotiazola

Analiza odnosa strukture 1 aktivnosti (SAR) pokazala je da uvodenje supstituenta na C-6
polozaj benzotiazolnog prstena poboljSava antiproliferativnu aktivnost spoja, dok hidroksilna
skupina u 2-arilnom dijelu znacajno povecava selektivnost prema tumorskim stani¢nim
linijama. Spojevi 19a i 20a pokazali su slabo inhibicijsko djelovanje. NajviSe se istice
djelovanje spoja 19b na HelLa stanice (ICso = 0.2 uM), koje je znacajno bolje od djelovanja
standarda, 5-fluoruracila, ¢iji 1Cso iznosi 8.8 uM. Spojevi 19¢, 20c i 20d pokazali su jako
dobro djelovanje prema svim tumorskim stani¢nim linijama. Spoj 19d pokazao je dobru

selektivnost. Karakterizira ga jako inhibitorsko djelovanje prema A549 (ICso = 6.9 uM) i1
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MCF-7 (ICso = 4.2 puM) stani¢énim linijjama, dok prema stani¢nim linijjama ljudskog

fibroblasta koze (HFF) ne pokazuje znakove aktivnosti.

S ciljem ispitivanja antimikrobnog djelovanja, Rasha A. Azzam i suradnici?’ priredili
su seriju benzotiazolnih derivata koji sadrze piridinsku jezgru. Djelotvornima su se pokazali

spojevi 21a, 21b, 22a, 22b, 22e i 23a—23c prikazani na Slici 8.

22a: R= H
2la: R= @ 22b: R = @ 23a: R= Q
«. CHj F
21b: R= @ 22¢: R= Q 23b: R= Q
Cl Cl
CH,
21c: R= ©/ 22d: R= Q 23¢: R= Q
CH, CH;
R=

21d: R= Qcm 22

Slika 8. Priredeni derivati benzotiazola s piridinskom jezgrom

Zbog uocene intenzivne fluorescencije spojeva 22a—22e, studija je proSirena i na odredivanje
njihovih fotofizickih svojstava. Navedeni derivati snimani su UV/Vis spektroskopijom u
etanolu kao otapalu. Spoj 22a pokazuje dva apsorpcijska maksimuma (manji na 326 nm i veci
na 399 nm), dok spojevi 22b—22e pokazuju tri maksimuma, najve¢i na = 379 nm (n—n+) i dva
manja maksimuma na = 326 nm (n—7+) i = 480 nm (n—m+). U fluorescencijskom spektru
snimanom u etanolu (valna duljina ekscitacije je 370 nm) spojevi pokazuju Siroki maksimum
raspona 418 — 425 nm. Vidljivo je kako se maksimumi fluorescencije spojeva 22b—22e
neznatno razlikuju (I — 5 nm) Sto ukazuje na minimalni ucinak supstituenta na

fluorescencijsko ponaSanje spojeva.
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Slika 9. UV/Vis apsorpcijski spektar (lijevo) i fluorescencijski spektar (desno) spojeva 22a—
22e snimanih u etanolu®

Slika 10. Spojevi 22a-22e u etanolu pobudeni svjetlo$¢u valne duljine 370 nm?*

Antimikrobno djelovanje novosintetiziranih spojeva ispitano je in vitro na razliCitim
bakterijskim sojevima: Staphylococcus aureus 1 Streptococcus mutans (Gram pozitivne
bakterije), Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa 1 Klebsiella pneumonia (Gram
negativne bakterije) te na soju gljivica Candida albicans. Rezultati su prikazani u Tablici 5.
Utvrdeno je da spoj 21b s metilnom skupinom u orto-polozaju pokazuje bolju aktivnost od
spoja 21a bez supstituenta. Spojevi s metilnom skupinom u meta i para polozaju (21¢ i 21d)
nisu se pokazali aktivnima. N-nesupstituirani 2-piridilbenzotiazolni derivat 22a pokazao je
bolje djelovanje protiv bakterija Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus nego §to
su pokazali supstituirani derivati 22b—22e, a od njih se jedino spoj 22b pokazao aktivnim
protiv gljivicnog soja Candida albicans. Kod spoja 23a uoceno je vrlo obecavajuce djelovanje

na Escherichiu coli, Klebsiellu pneumoniu 1 Staphylococcus aureus. Zanimljivo je §to derivat
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23c¢ koji za supstituent ima elektron-donorsku skupinu CH3 ima bolje inhibicijsko djelovanje

od spoja 23b ¢iji je supstituent elektron-odvlaceéi klor na istome polozaju.

Tablica 5. Promjer inhibicijske zone (mm) sintetiziranih spojeva i koriStenih standarada

Gram negativne bakterije Gram pozitivne bakterije Gljive
S , K. P ,
E. coli ) ) S. aureus S. mutans C.albicans
prneumonia | aeruginosa
21a - 10.7 £ 1.1 - - - -
21b 13.0+£0.0 | 14.7+£0.6 - - 143 +0.6 -
22a - - 11.3+£0.5 13.3+£0.5 - -
22b - - - 10.7£0.5 - 11.7+0.6
22e - 16.0+1.1 - - - -
23a 16.7+1.0 | 243+£0.6 - 20.3+0.6 20.3+0.5 -
23b - 153+0.6 - - 13.0+1.0 -
23c - 17.3+1.5 - 14.7+£0.6 13.7+1.2 11.7+0.5
gentamicin | 35.0+£0.5 | 35.0+0.5 30.0£0.5 - - -
ampicilin - - - 30.0x1.0 35.0+£0.5 -
nistatin - - - - - 20.0£0.5

Pokazalo se da je disregulacija enzimske aktivnosti usko povezana s proliferacijom
tumorskih stanica pa je pracenje aktivnosti enzima jedna od vaznih strategija u dijagnostici
karcinoma. 1z tog razloga, mnogi znanstvenici posvetili su svoj rad dizajniranju spojeva koji
omogucuju neinvazivnu in vivo detekciju aktivnosti enzima od interesa. Jedna od strategija u
dizajnu takvih proba za oslikavanje jest priprava malih molekula koje se nakon aktivacije
enzimom samosastavljaju u supramolekule. J. Lin i suradnici®* dizajnirali su i sintetizirali
jednu takvu molekulu; novi bioortogonalni polipeptidni lanac (nazvan SF) koji u strukturi
sadrZi 2-cijanobenzotiazolnu podjedinicu i cisteinski dio. Ukoliko se ovakvi spojevi obiljeze
pozitronskim emiterima, a njihova agregacija u€ini ovisnom o interakciji s enzimom od
interesa, pozitronskom emisijskom tomografijom (PET) dobiva se jasan prikaz distribucije
nanoagregata unutar tijela, $to ujedno oslikava i aktivnost doticnog enzima. Integriranjem
razli¢itih peptida i radioaktivnim fluorom ('*F) obiljezene aminometil-trifluorboratne skupine
u strukturu SF spoja, ovaj tim znanstvenika priredio je dva nova ,,PET tracera“, ['*F]SF-
DEVD i ['8F]SF-Glu (Slika 11.), s ciljem pra¢enja aktivnosti kaspaze-3, odnosno y-glutamil-
transferaze (GGT).
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Slika 11. Intramolekularna ciklizacija "PET tracera" ['®F]SF-DEVD i ['*F]SF-Glu**

Na Slici 12. prikazan je mehanizam detekcije enzimske aktivnosti u tumorskim stanicama
pomoéu PET snimanja na primjeru molekule ['®F]SF-DEVD. Vidljivo je da glutation (GSH) i
kaspaza-3 iniciraju redukciju disulfida i cijepanje tetrapeptidnog lanca Asp—Glu—Val-Asp
(DEVD). ['®F]SF-DEVD tada podlijeZe brzoj reakciji intramolekularne kondenzacije tvoreéi
makrociklicki produkt ['®F]SF-C koji se zatim nakuplja u radioaktivne nanodestice i na taj
naCin zadrzava u apoptoticnim tumorskim stanicama. Rezultati provedenog ispitivanja
pokazali su da polipeptidna struktura spoja SF mozZe posluZziti kao op¢a molekularna struktura
u razvoju pametnih ,,PET tracera® za neinvazivno oslikavanje aktivnosti enzima, §to bi moglo

pridonijeti otkrivanju tumora i procjeni u¢inkovitosti lijecenja.

G,

Kaspaza-3

GSH oy
"’C;i,’b R, é
.(;r ¥
24 CIKLIZACLIA

Slika 12. Detekcija aktivnosti kaspaze-3 u tumorskim stanicama?*

Nanocestice
L4
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. Opée napomene

Svi spojevi provjeravani su tankoslojnom kromatografijom (TLC) provedenom na ploCama
presvucenim silikagelom Merck 60F-254 u odgovarajuéem sustavu otapala: diklormetan,
diklormetan / metanol, etilacetat. Za detekciju izoliranih komponenata koristena je UV

svjetlost valne duljine 254 nm.

Kromatografska odjeljivanja provedena su na staklenim kolonama punjenim silikagelom
(0.063 — 0.2 nm, Fluka) pod utjecajem gravitacije. Prikladna smjesa otapala diklormetana i

metanola koristena je kao eluens za odjeljivanje Cistih spojeva.

Tocke taliSta sintetiziranih spojeva odredene su na instrumentu Kofler (Reichert, Wien) i nisu

korigirane.

"H i 13C NMR spektri snimljeni su na spektrometrima Bruker AV600 i Bruker AV300 na 300
i 600 MHz odnosno 75 i 150 MHz. Spektri su snimani u dimetilsulfoksidu DMSO-ds kao
otapalu pri 298 K. Kemijski pomaci (6 / ppm) izrazeni su u odnosu na rezidualni signal
DMSO pri § 2.50 ppm za 'H i § 39.50 ppm za '*C. Pojedine rezonancije dodijeljene su na

osnovi kemijskih pomaka, intenziteta signala, multipliciteta signala i H-H konstanti sprega.

Mehanokemijska sinteza provedena je pri sobnoj temperaturi u vibracijskom, kugli¢nom
mlinu IST500 (30 Hz) u teflonskim posudama unutarnjeg volumena od 14 mL zajedno s

jednom kuglicom za mljevenje od nehrdajuceg Celika.
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3.2. Sinteza 2-aril-6-cijanobenzotiazolnih analoga 5a—9a, Sb—-9b i 5¢-9¢

NH,
NC~ :
1

NH,
it @ @ S CN
W, .
N NC s
NC s
H,N
2 3

\ (iii)
Rl
N
Lo
NC S
4a: R|=H

4b: R;=OCH;
4c: R\ =F

\(iv) ili (v)
R,
N
e
NC S Ry

\\
5a: Ry=H \N
5b: R, = OCH, R, = Q_\ v 0
5¢: Ry =F 8a: R, =H

\ 8b: R, =OCH, R, =

— 8c: R, =F

6a: R;=H N
6b: R, = OCH, R, = «_X
6¢c: R =F

Y 9a: R, =H . N
9b: R, = OCH, R,= ﬂ

\ 0 9¢: R =F \_/

7a: R =H * <

7b: R, =OCH, R, =

7e: Ry =F

Shema 1. Sinteza fenolnih (4a—4c¢) 1 O-alkiliranih (5a-9a, 5b-9b, S5c-—9c) derivata
benzotiazola. Reagensi i reakcijski uvjeti: (i) KSCN, Brz, octena kiselina, 0 — 10 °C; (i) NaxS
x 9H,0, EtOH, H>O, 85 °C; (iii) odgovaraju¢i benzaldehid, glicerol, 160 — 175 °C; (iv)
odgovaraju¢i alkil-halogenid (R2Cl / R2Br), KoCOs3, EtOH (5a—8a, 5b—8b, 5¢—8c), kugli¢ni
mlin (30 Hz); (v) odgovaraju¢i alkil-halogenid (R2Cl1 / R:Br), K2COs, KI, EtOH (9a-9c¢),
kugli¢ni mlin (30 Hz).
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3.2.1. Sinteza 4-amino-3-tiocijanatobenzonitrila (2)

U ohladenu reakcijsku smjesu (0 °C) 4-aminobenzonitrila 1 (9 g, 76.18 mmol) i kalijeva
tiocijanata (30 g, 304.72 mmol) u 95%-tnoj octenoj kiselini (150 mL) postupno se dokapava
otopina broma (7.5 mL, 146.43 mmol) u ledenoj octenoj kiselini (30 mL), odrzavajuéi
temperaturu reakcijske smjese izmedu 0 1 10 °C. Nakon zavrSetka dokapavanja, reakcijska
smjesa nastavi se mijeSati 60 minuta pri 5 °C. Po zavrsetku reakcije (pra¢eno TLC-om)
reakcijska se smjesa izlije na 1 L hladne destilirane vode. Nastali talog se profiltrira, ispere
hladnom vodom i dobro osusi. Dobiven je Zuti praskasti produkt (12.0 g, 90.24 %, Tt = 153—
154 °C). '"H NMR (600 MHz, DMSO) § 7.95 (1H, d, J = 1.9 Hz), 7.57 (1H, dd, J = 8.7, 2.0
Hz), 6.93 (2H, bs, NH>), 6.88 (1H, d, J = 8.7 Hz). '3C NMR (151 MHz, DMSO) § 153.56
(CNH»), 140.79, 135.64, 118.89 (CN), 115.63, 110.92 (SCN), 103.76, 97.27.

3.2.2. Sinteza bis(2-amino-5-cijanofenil)disulfida (3)

U zagrijanu smjesu (60 °C) 4-amino-3-tiocijanatobenzonitrila 2 (5 g, 28.54 mmol) u 15 mL
etanola, ulije se 40 mL vodene otopine natrijeva sulfida nonahidrata (13.7 g, 57.07 mmol).
Reakcijska smjesa mijeSa se 60 minuta na 85 °C. Ohladena reakcijska smjesa zakiseli se do
pH 6.5 sa 5N octenom kiselinom 1 ekstrahira diklormetanom (3 x 30 mL). Organski ekstrakt
ispere se vodom, susi nad magnezijevim sulfatom 1 filtrira, a filtrat se zatim upari do suha pod
snizenim tlakom. Nastali talog prekristalizira se iz etanola. Dobiven je zuti praskasti produkt
(2.67 g; 59.77 %; Tt = 203-206 °C). '"H NMR (300 MHz, DMSO) & 7.48 (1H, dd, J = 8.6, 2.0
Hz), 7.10 (1H, d, J = 1.9 Hz), 6.83 (1H, d, J = 8.6 Hz), 6.64 (2H, bs, NH>). '*C NMR (151
MHz, DMSO) 6 153.60 (CNH>), 140.16, 134.75, 119.29 (CN), 115.40, 114.81, 96.11.

3.2.3. Op¢i postupak sinteze fenolnih derivata benzotiazola (4a—4c)

Bis(2-amino-5-cijanofenil)disulfid 3 (1 ekv) suspendiran u glicerolu (2.0 g) pomijesa se s
odgovaraju¢im benzaldehidom (1.75 ekv). Reakcijska smjesa zagrije se na 160 °C i mijeSa 30
— 60 minuta. Nakon toga reakcijska smjesa ohladi se ispod 100 °C, tretira sa 75%-tnim
etanolom 1 ostavi u hladnjaku preko no¢i. Nastali talog se filtrira, ispere etanolom i osusi na

zraku.
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3.2.3.1. Sinteza 2-(4-hidroksifenil)-6-cijanobenzotiazola (4a)

Spoj 4a prireden je prema navedenom opéem postupku reakcijom bis(2-amino-5-
cijanofenil)disulfida 3 (1.200 g, 4.022 mmol) i 4-hidroksibenzaldehida (859.5 mg, 7.038
mmol). Dobiven je prakasti produkt Zute boje (1.5213 g; 85.68 %; Tt > 250 °C). 'H NMR
(300 MHz, DMSO) ¢ 10.41 (1H, bs, OH), 8.66 (1H, d, J= 1.0 Hz), 8.09 (1H, d, J = 8.5 Hz),
7.97 (2H, d, J = 8.6 Hz), 7.87 (1H, dd, J = 8.5, 1.4 Hz), 6.95 (2H, d, J = 8.6 Hz). 13C NMR
(75 MHz, DMSO) 6 171.99, 161.37, 156.18, 134.71, 129.70, 129.59, 127.27, 123.24, 122.91,
118.88 (CN), 116.21, 106.75.

3.2.3.2. Sinteza 2-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-6-cijanobenzotiazola (4b)

Spoj 4b prireden je prema navedenom opéem postupku reakcijom bis(2-amino-5-
cijanofenil)disulfida 3 (1.200 g, 4.022 mmol) i 3-metoksi-4-hidroksibenzaldehida (1070.8 mg,
7.038 mmol). Dobiven je praskasti produkt Zute boje (1.9243 g; 96.86 %; Tt > 250 °C). 'H
NMR (300 MHz, DMSO) 6 10.04 (1H, bs, OH), 8.68 (1H, d, /= 1.3 Hz), 8.12 (1H, d, /= 8.5
Hz), 7.89 (1H, dd, J = 8.5, 1.6 Hz), 7.64 (1H, d, J = 2.0 Hz), 7.57 (1H, dd, J = 8.2, 2.0 Hz),
6.96 (1H, d, J = 8.2 Hz), 3.90 (3H, s, OCH3). *C NMR (151 MHz, DMSO) § 172.07, 156.11,
150.95, 148.13, 134.78, 129.72, 127.26, 123.50, 122.93, 122.00, 118.87 (CN), 115.99,
110.31, 106.79, 55.69 (OCH3).

3.2.3.3. Sinteza 2-(3-fluor-4-hidroksifenil)-6-cijanobenzotiazola (4c)

Spoj 4¢ prireden je prema navedenom opéem postupku dodatkom bis(2-amino-5-
cijanofenil)disulfida 3 (1.200 g, 4.022 mmol) 1 3-fluor-4-hidroksibenzaldehida (986.1 mg,
7.038 mmol). Dobiven je praskasti produkt Zute boje (1.4014 g; 73.67 %; Tt > 250 °C). 'H
NMR (300 MHz, DMSO) 6 10.90 (1H, s, OH), 8.66 (1H, d, /= 1.3 Hz), 8.09 (1H, d, J= 8.5
Hz), 7.88 (1H, t, J = 2.0 Hz), 7.85 (1H, dd, J = 5.6, 1.8 Hz), 7.76 (1H, dd, J = 8.5, 1.6 Hz),
7.12 (1H, t, J = 8.6 Hz). >*C NMR (75 MHz, DMSO) § 170.75 (d, Jcr = 2.7 Hz), 155.89,
151.03 (d, Jcr = 243.3 Hz), 149.01 (d, Jcr = 12.2 Hz), 134.86, 129.75, 127.39, 124.94 (d, Jcr
= 2.8 Hz), 123.59 (d, Jcr = 6.6 Hz), 123.13, 118.78 (CN), 118.36 (d, J = 3.3 Hz), 115.03 (d,
Jcr=20.2 Hz), 107.08.
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3.2.4. Op¢i postupak sinteze O-alkiliranih derivata benzotiazola (5a—9a, Sb—9b, Sc-9c¢)

Smjesa odgovarajuéeg fenolnog derivata benzotiazola (4a—4c, 1 ekv), KoCOs3 (3 ekv ili 5
ekv), odgovarajuceg alkil-halogenida (1.2 ekv ili 1.5 ekv) i etanola (100 — 500 uL) stavi se u
teflonsku posudicu za kugli¢ni mlin s kuglicom od nehrdajuc¢eg celika (10 mm, promjer).
Reakcija se u kuglicnom mlinu provodi 24 — 36 sati. Nakon zavrSetka reakcije, kruta
reakcijska smjesa otopi se u diklormetanu i ekstrahira vodom kako bi se uklonio suvisak
kalijeva karbonata. Otapalo se iz organskog ekstrakta ukloni pod snizenim tlakom, a dobiveni
ostatak procisti se kolonskom kromatografijom na silikagelu uz sustav diklormetan / metanol

(DCM : MeOH =100 : 1) kao eluens.

3.2.4.1. Sinteza 2-(4-(2-(dietilamino)etoksi)fenil)-6-cijanobenzotiazola (5a)

Spoj Sa prireden je prema navedenom opéem postupku reakcijom fenolnog derivata 4a (1
ekv, 200 mg, 0.793 mmol), KoCOs (5 ekv, 548 mg, 3.965 mmol) 1 2-klor-N,N-dietiletanamina
(1.5 ekv, 204.6 mg, 1.189 mmol). Reakcija je provodena 24 h. Dobiven je svijetlozuti
praskasti produkt (182.1 mg; 65.34 %; Tt =137-139 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) § 8.72
(1H, d, J=1.2 Hz), 8.14 (1H, d, J = 8.5 Hz), 8.08 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.91 (1H, dd, J = 8.5,
1.6 Hz), 7.14 (2H, d, J = 8.8 Hz), 4.14 (2H, t, J = 5.9 Hz, OCH>), 2.83 (2H, bs, NCH>), 2.58
(4H, dd, J = 13.6, 6.7 Hz, NCHz), 0.99 (6H, t, J = 7.1 Hz, CH3). '*C NMR (75 MHz, DMSO)
0 171.63, 161.79, 156.12, 134.84, 129.81, 129.42, 127.46, 124.68, 123.14, 118.85 (CN),
115.37, 107.00, 66.70 (OCHz), 51.13 (NCH>), 46.96 (2xNCH>), 11.76 (2xCH3).

3.2.4.2. Sinteza 2-(4-(2-(dietilamino)etoksi)-3-metoksifenil)-6-cijanobenzotiazola (5b)

Spoj Sb prireden je prema navedenom opcem postupku reakcijom fenolnog derivata 4b (1
ekv, 200 mg, 0.708 mmol), K.COs; (3 ekv, 293.6 mg, 2.124 mmol) i 2-klor-N,N-
dietiletanamina (1.2 ekv, 146.3 mg, 0.850 mmol). Reakcija je provodena 24 h. Dobiven je
smede-7uti praskasti produkt (141.1 mg; 52.24 %; Tt = 112-115 °C). 'H NMR (300 MHz,
DMSO) ¢ 8.71 (1H, d, J = 1.3 Hz), 8.15 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.91 (1H, dd, J = 8.5, 1.6 Hz),
7.71 —=17.61 (2H, m), 7.17 (1H, d, /= 9.0 Hz), 4.13 (2H, t, /= 6.0 Hz), 3.90 (3H, s), 2.87 (2H,
s), 2.62 (4H, d, J = 6.5 Hz), 1.01 (6H, t, J= 7.1 Hz). 3C NMR (75 MHz, DMSO) & 171.75,
156.03, 151.59, 149.26, 134.89, 129.77, 127.39, 124.80, 123.13, 121.61, 118.83 (CN),
112.96, 109.85, 107.02, 67.03 (OCH2»), 55.73 (OCH3), 51.05 (NCHz2), 47.03 (2xNCH>»), 11.62
(2xCH3).
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3.2.4.3. Sinteza 2-(4-(2-(dietilamino)etoksi)-3-fluor-fenil)-6-cijanobenzotiazola (5¢)

Spoj Sc prireden je prema navedenom opéem postupku reakcijom fenolnog derivata 4¢ (1 ekv,
200 mg, 0.740 mmol), KoCOs (5 ekv, 511.4 mg, 3.700 mmol) i 2-klor-N,N-dietiletanamina
(1.5 ekv, 191 mg, 1.110 mmol). Reakcija je provodena 26 h. Dobiven je tamnozuti praskasti
produkt (68.9 mg; 25.20 %; Tt = 104-106 °C). '"H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.71 (1H, d, J
=1.2 Hz), 8.13 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.95 — 7.83 (3H, m), 7.35 (1H, t, J = 8.8 Hz), 4.19 (2H, t,
J =59 Hz), 2.84 (2H, t, J = 5.9 Hz), 2.57 (4H, q, J = 7.1 Hz), 0.98 (6H, t, J = 7.1 Hz). °C
NMR (75 MHz, DMSO) 6 170.41 (d, J = 2.7 Hz), 155.82, 151.55 (d, Jcr = 245.9 Hz), 149.77
(d, Jcr = 10.6 Hz), 134.99, 129.81, 127.53, 124.89, 124.82 (d, Jcr = 3.5 Hz), 123.31, 118.75
(CN), 115.16 (d, Jcr = 1.6 Hz), 114.57 (d, Jcr = 20.2 Hz), 107.28, 67.75 (OCH»), 50.97
(NCH2), 47.00 (2xNCH>), 11.76 (2xCH3).

3.2.4.4. Sinteza 2-(4-(2-morfolinoetoksi)fenil)-6-cijanobenzotiazola (6a)

Spoj 6a prireden je prema navedenom opéem postupku reakcijom fenolnog derivata 4a (1
ekv, 200 mg, 0.793 mmol), K2COs3 (5 ekv, 548 mg, 3.965 mmol) i 4-(2-kloretil)morfolina (1.5
ekv, 221.2 mg, 1.189 mmol). Reakcija je provodena 24 h. Dobiven je bijeli praSkasti produkt
(138.3 mg; 47.72 %; Tt = 159-164 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.72 (1H, d, /= 0.9
Hz), 8.14 (1H, d, J = 8.5 Hz), 8.08 (2H, d, /= 8.7 Hz), 7.92 (1H, dd, J = 8.5, 1.4 Hz), 7.15
(2H, d, J = 8.8 Hz), 4.21 (2H, t, J = 5.6 Hz), 3.59 (4H, t, ] = 4.4 Hz), 2.73 (2H, t, J = 5.6 Hz).
B3C NMR (75 MHz, DMSO) § 171.62, 161.72, 156.12, 134.85, 129.81, 129.40, 127.47,
124.74, 123.16, 118.85 (CN), 115.41, 107.01, 66.14 (2xOCH>), 65.74 (OCH>»), 56.80 (NCH>),
53.57(2xNCH>).

3.2.4.5. Sinteza 2-(3-metoksi-4-(2-morfolinoetoksi)fenil)-6-cijanobenzotiazola (6b)

Spoj 6b prireden je prema navedenom opcem postupku reakcijom fenolnog derivata 4b (1
ekv, 200 mg, 0.708 mmol), KoCO; (3 ekv, 293.6 mg, 2.124 mmol) 1 4-(2-kloretil)morfolina
(1.2 ekv, 158.2 mg, 0.850 mmol). Reakcija je provodena 24 h. Dobiven je svijetlozuti
praskasti produkt (104.1 mg; 37.18 %; Tt = 170-172 °C). '"H NMR (300 MHz, DMSO) § 8.73
(1H,d, J=1.2 Hz), 8.17 (1H, d, J= 8.5 Hz), 7.92 (1H, dd, J = 8.5, 1.6 Hz), 7.73 — 7.59 (2H,
m), 7.19 (1H, d, J = 9.0 Hz), 4.20 (2H, t, J = 5.8 Hz), 3.90 (3H, s), 3.58 (4H, t, J = 4.6 Hz),
2.74 (2H, t, J = 5.8 Hz). >*C NMR (151 MHz, DMSO) § 171.76, 156.04, 151.58, 149.27,
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134.91, 129.79, 127.42, 124.86, 123.15, 121.61, 118.84 (CN), 113.10, 109.87, 107.04, 66.35
(OCHa), 66.15 (2xOCHa), 56.80 (NCH>), 55.73 (OCH3), 53.63 (2xNCH,).

3.2.4.6. Sinteza 2-(3-fluor-4-(2-morfolinoetoksi)fenil)-6-cijanobenzotiazola (6¢)

Spoj 6c¢ prireden je prema navedenom opéem postupku reakcijom fenolnog derivata 4¢ (1 ekv,
200 mg, 0.740 mmol), KoCOs (5 ekv, 511.4 mg, 3.700 mmol) i 4-(2-kloretil)morfolina (1.5
ekv, 206.6 mg, 1.110 mmol). Reakcija je provodena 26 h. Dobiven je svijetlozuti praskasti
produkt (101.5 mg; 35.78 %; Tt =171-173 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO0) 6 8.73 (1H, d, J
=1.1 Hz), 8.15 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.99 — 7.85 (3H, m), 7.39 (1H, t, J = 8.6 Hz), 4.28 (2H, t,
J=5.6 Hz), 3.58 (4H, t, J = 4.6 Hz), 2.76 (2H, t, J = 5.6 Hz). *C NMR (75 MHz, DMSO) §
170.42 (d, Jcr = 2.7 Hz), 155.83, 151.57 (d, Jcr = 246.0 Hz), 149.69 (d, Jcr = 10.5 Hz),
135.02, 129.85, 127.58, 125.03, 124.90 (d, Jcr = 3.0 Hz), 123.35, 118.76 (CN), 115.33 (d, Jcr
= 1.4 Hz), 114.64 (d, Jcr = 20.3 Hz), 107.32, 66.90 (OCH>), 66.14 (2xOCH>), 56.66 (NCH>),
53.54 (2xNCHa).

3.2.4.7. Sinteza 2-(4-(2-morfolino-2-oksoetoksi)fenil)-6-cijanobenzotiazola (7a)

Spoj 7a prireden je prema navedenom opcem postupku reakcijom fenolnog derivata 4a (1
ekv, 200 mg, 0.793 mmol), KoCOs (5 ekv, 548 mg, 3.965 mmol) 1 2-klor-1-morfolinoetanona
(1.5 ekv, 194.5 mg, 1.189 mmol). Reakcija je provodena 26 h. Dobiven je svijetlozuti
kristalini¢an produkt (116.2 mg; 38.62 %; Tt = 54-58 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) &
8.72 (1H, d, J= 1.2 Hz), 8.15 (1H, d, J = 8.5 Hz), 8.07 (2H, d, /= 8.8 Hz), 7.91 (1H, dd, J =
8.5, 1.6 Hz), 7.13 (2H, d, J = 8.9 Hz), 5.00 (2H, s), 3.69 — 3.54 (4H, m), 3.48 (4H, s). 1°C
NMR (75 MHz, DMSO) 6 171.59, 165.50 (C=0), 161.36, 156.11, 134.88, 129.79, 129.25,
127.46, 125.01, 123.17, 118.84 (CN), 115.55, 107.03, 66.00 (OCH2), 65.96 (OCHz), 65.69
(OCH3), 44.60 (NCH2), 41.58(NCH>).

3.2.4.8. Sinteza 2-(3-metoksi-4-(2-morfolino-2-oksoetoksi)fenil)-6-cijanobenzotiazola (7b)

Spoj 7b prireden je prema navedenom opéem postupku reakcijom fenolnog derivata 4b (1
ekv, 200 mg, 0.708 mmol), KoCO3z (3 ekv, 293.6 mg, 2.124 mmol) i 2-klor-1-
morfolinoetanona (1.2 ekv, 139.1 mg, 0.850 mmol). Reakcija je provodena 24 h. Dobiven je
zuti praskasti produkt (118.5 mg; 40.88 %; Tt = 197-201 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) §
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8.72 (1H, d, J= 1.2 Hz), 8.16 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.91 (1H, dd, J = 8.5, 1.6 Hz), 7.73 — 7.60
(2H, m), 7.05 (1H, d, J = 8.4 Hz), 4.99 (2H, s), 3.92 (3H, s), 3.68 — 3.55 (4H, m), 3.48 (4H, s).
13C NMR (75 MHz, DMSO) & 171.72, 165.47 (C=0), 156.03, 151.06, 149.19, 134.94,
129.79, 127.43, 125.18, 123.18, 121.33, 118.84 (CN), 113.43, 110.01, 107.06, 66.14
(2xOCHa), 66.01 (OCHa,), 55.77 (OCHs), 44.74 (NCHa), 41.63 (NCH,).

3.2.4.9. Sinteza 2-(3-fluor-4-(2-morfolino-2-oksoetoksi)fenil)-6-cijanobenzotiazola (7¢)

Spoj 7¢ prireden je prema navedenom opéem postupku reakcijom fenolnog derivata 4¢ (1 ekv,
200 mg, 0.740 mmol), K2COs3 (5 ekv, 511.4 mg, 3.700 mmol) i 2-klor-1-morfolinoetanona
(1.5 ekv, 181.6 mg, 1.110 mmol). Reakcija je provodena 24 h. Dobiven je bijeli praskasti
produkt (101.5 mg; 37.13 %; Tt = 193-194 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) § 8.74 (1H, d, J
=1.2 Hz), 8.16 (1H, d, /= 8.5 Hz), 7.97 (1H, dd, /= 12.0, 2.1 Hz), 7.95 — 7.86 (2H, m), 7.27
(1H, t, J = 8.7 Hz), 5.13 (2H, s), 3.71 — 3.53 (4H, m), 3.47 (4H, bs). '3C NMR (75 MHz,
DMSO) & 170.45 (d, Jcr = 2.6 Hz), 165.10 (C=0), 155.85, 151.47 (d, Jcr = 246.1 Hz), 149.39
(d, Jcr = 10.4 Hz), 135.06, 129.87, 127.61, 125.22 (d, Jcr = 7.1 Hz), 124.61 (d, J = 3.0 Hz),
123.39, 118.77 (CN), 115.62 (d, Jcr = 1.4 Hz), 114.75 (d, Jcr = 20.3 Hz), 107.33, 66.06
(OCH»), 66.00 (OCH2), 65.90 (OCH2), 44.52 (NCH>), 41.59 (NCH>).

3.2.4.10. Sinteza 2-(4-(2-okso-2-feniletoksi)fenil)-6-cijanobenzotiazola (8a)

Spoj 8a prireden je prema navedenom opcem postupku reakcijom fenolnog derivata 4a (1
ekv, 200 mg, 0.793 mmol), KoCOs (5 ekv, 548 mg, 3.965 mmol) i 2-brom-1-feniletanona (1.5
ekv, 236.7 mg, 1.189 mmol). Reakcija je provodena 36 h. Dobiven je bijeli praSkasti produkt
(64.7 mg; 22.03 %; Tt = 193-196 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.73 (1H, d, J = 1.2
Hz), 8.16 (1H, d, J = 8.5 Hz), 8.07 (4H, t, J = 9.0 Hz), 7.92 (1H, dd, J = 8.5, 1.6 Hz), 7.72
(1H, t,J= 7.4 Hz), 7.60 (2H, t, J= 7.5 Hz), 7.19 (2H, d, J = 8.9 Hz), 5.77 (2H, s). '*C NMR
(75 MHz, DMSO) & 193.95 (C=0), 171.58, 161.25, 156.11, 134.89, 134.20, 133.90, 129.81,
129.33, 128.84, 127.87, 127.50, 125.08, 123.19, 118.85 (CN), 115.60, 107.04, 70.31 (OCH>).

3.2.4.11. Sinteza 2-(3-metoksi-4-(2-okso-2-feniletoksi)fenil)-6-cijanobenzotiazola (8b)

Spoj 8b prireden je prema navedenom opéem postupku reakcijom fenolnog derivata 4b (1

ekv, 200 mg, 0.708 mmol), KoCO3 (3 ekv, 293.6 mg, 2.124 mmol) i 2-brom-1-feniletanona
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(1.2 ekv, 169.2 mg, 0.850 mmol). Reakcija je provodena 24 h. Dobiven je svijetlozuti
praskasti produkt (241.5 mg; 85.19 %; Tt > 250 °C). '"H NMR (300 MHz, DMSO) § 8.71 (1H,
d, J=1.2 Hz), 8.16 (1H, d, J = 8.5 Hz), 8.05 (2H, d, /= 7.2 Hz), 7.91 (1H, dd, J = 8.5, 1.6
Hz), 7.76 — 7.66 (2H, m), 7.66 — 7.55 (3H, m), 7.09 (1H, d, J = 8.5 Hz), 5.75 (2H, s), 3.94
(3H, s). '3C NMR (75 MHz, DMSO) & 193.93 (C=0), 171.71, 156.03, 150.97, 149.18,
134.94, 134.22, 133.87, 129.79, 128.83, 127.88, 127.43, 125.20, 123.19, 121.34, 118.84
(CN), 113.44,110.12, 107.06, 70.57 (OCH2), 55.77 (OCH3).

3.2.4.12. Sinteza 2-(3-fluor-4-(2-okso-2-feniletoksi)fenil)-6-cijanobenzotiazola (8c)

Spoj 8¢ prireden je prema navedenom opéem postupku reakcijom fenolnog derivata 4¢ (1 ekv,
200 mg, 0.740 mmol), K>COs3 (5 ekv, 511.4 mg, 3.700 mmol) i 2-brom-1-feniletanona (1.5
ekv, 220.9 mg, 1.110 mmol). Reakcija je provodena 36 h. Dobiven je Zzuti kristalini¢an
produkt (170.3 mg; 59.26 %; Tt = 204-205 °C). 'H NMR (300 MHz, DMSO0) & 8.74 (1H, d, J
=1.1 Hz), 8.17 (1H, d, J = 8.5 Hz), 8.09 — 7.96 (3H, m), 7.93 (1H, dd, J = 8.5, 1.5 Hz), 7.87
(1H, d, J=8.7 Hz), 7.73 (1H, t,J= 7.4 Hz), 7.60 (2H, t, J = 7.5 Hz), 7.34 (1H, t, /= 8.7 Hz),
5.88 (2H, s). '3C NMR (75 MHz, DMSO) § 193.52 (C=0), 170.41 (d, J = 2.9 Hz), 155.85,
151.47 (d, J=246.1 Hz), 149.23 (d, J = 10.4 Hz), 135.07, 134.05, 133.98, 125.35 (d, /= 6.8
Hz), 124.66 (d, J = 3.0 Hz), 123.40, 118.77 (CN), 115.66, 114.89 (d, J = 20.3 Hz), 107.30,
70.85 (OCHz>).

3.2.4.13. Sinteza 2-(4-(piridin-2-ilmetoksi)fenil)-6-cijanobenzotiazola (9a)

Spoj 9a prireden je prema navedenom opcem postupku reakcijom fenolnog derivata 4a (1
ekv, 200 mg, 0.793 mmol), KoCOs3 (5 ekv, 548 mg, 3.965 mmol), 2-(klormetil)piridina (1.5
ekv, 195 mg, 1.189 mmol) i kalijeva jodida (100 mg). Reakcija je provodena 34 h. Dobiven je
svijetlozuti praskasti produkt (93.2 mg; 34.23 %; Tt = 243-246 °C). 'H NMR (600 MHz,
DMSO) s 8.67 (1H, d, J = 1.5 Hz), 8.58 (1H, d, J = 4.8 Hz), 8.13 (1H, d, J = 8.5 Hz), 8.08
(2H, d, J=8.8 Hz), 7.87 (1H, dd, J = 8.4, 1.6 Hz), 7.83 (1H, td, /= 7.7, 1.8 Hz), 7.53 (1H, d,
J=17.8 Hz), 7.34 (1H, dd, J = 6.9, 4.9 Hz), 7.24 (2H, d, J = 8.9 Hz), 5.30 (2H, s). '*C NMR
(151 MHz, DMSO) & 171.56, 161.36, 156.11, 156.04, 149.19, 137.06, 134.90, 129.83,
129.48, 127.52, 125.14, 123.21, 123.12, 121.80, 118.84 (CN), 115.74, 107.07, 70.53 (OCH>).

27



3.2.4.14. Sinteza 2-(3-metoksi-4-(piridin-2-ilmetoksi)fenil)-6-cijanobenzotiazola (9b)

Spoj 9b prireden je prema navedenom opéem postupku reakcijom fenolnog derivata 4b (1
ekv, 200 mg, 0.708 mmol), KoCOs3 (5 ekv, 489.3 mg, 3.540 mmol), 2-(klormetil)piridina (1.5
ekv, 174.2 mg, 1.062 mmol) i kalijeva jodida (100 mg). Reakcija je provodena 34 h. Dobiven
je svijetlozuti praskasti produkt (130.7 mg; 49.43 %; Tt = 210-212 °C). 'H NMR (300 MHz,
DMSO) ¢ 8.74 (1H, d, J = 1.1 Hz), 8.61 (1H, d, J = 4.1 Hz), 8.18 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.93
(1H, dd, J=8.5, 1.6 Hz), 7.87 (1H, td, J= 7.8, 1.7 Hz), 7.72 (1H, d, J= 2.0 Hz), 7.68 (1H, dd,
J=284,2.0Hz),7.55(1H, d, J= 7.8 Hz), 7.38 (1H, dd, J = 6.6, 5.0 Hz), 7.24 (1H, d, J = 8.5
Hz), 5.30 (2H, s), 3.94 (3H, s). *C NMR (75 MHz, DMSO0) § 171.72, 156.12, 156.03, 151.09,
149.40, 149.16, 137.07, 134.96, 129.82, 127.49, 125.27, 123.22, 123.12, 121.80, 121.56,
118.84 (CN), 113.51, 109.93, 107.10, 70.90 (OCH2), 55.77 (OCH3).

3.2.4.15. Sinteza 2-(3-fluor-4-(piridin-2-ilmetoksi)fenil)-6-cijanobenzotiazola (9¢)

Spoj 9c¢ prireden je prema navedenom opéem postupku reakcijom fenolnog derivata 4¢ (1 ekv,
200 mg, 0.740 mmol), K»COs (5 ekv, 511.4 mg, 3.700 mmol), 2-(klormetil)piridina (1.5 ekv,
182.1 mg, 1.110 mmol) i kalijeva jodida (100 mg). Reakcija je provodena 34 h. Dobiven je
svijetlozuti praskasti produkt (130 mg; 48.62 %; Tt = 222-225 °C). 'H NMR (300 MHz,
DMSO) 6 8.77 (1H, d, J = 1.2 Hz), 8.62 (1H, d, J = 4.2 Hz), 8.18 (1H, d, J = 8.4 Hz), 8.03
(1H, dd, J=11.9, 2.1 Hz), 7.94 (2H, dd, J = 8.5, 1.6 Hz), 7.89 (1H, td, J = 7.7, 1.7 Hz), 7.57
(1H, d, J = 7.8 Hz), 7.47 (1H, t, J = 8.6 Hz), 7.39 (1H, dd, J = 6.7, 5.0 Hz), 5.40 (2H, 5).!*C
NMR (75 MHz, DMSO) 6 151.03 (d, J = 245.1 Hz),, 149.26, 137.49, 137.17, 135.09, 129.96,
129.92, 127.68, 124.97 (d, J= 3.9 Hz)., 123.44, 123.30, 121.90, 118.88 (CN), 115.78, 114.99,
107.39, 71.26 (OCH»).
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4. REZULTATI I RASPRAVA
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4.1. Cilj rada

Zadatak ovog rada bila je sinteza novih 2-aril-6-cijano derivata benzotiazola (5a-9a,

5b-9b, 5¢-9c¢) kao potencijalnih bioloski aktivnih molekula, ¢ije su strukture prikazane na

Slici 1. Odgovaraju¢i prekursori priredeni su metodom zelene sinteze u glicerolu, a ciljani

spojevi priredeni su mehanokemijski. Svi spojevi okarakterizirani su '"H NMR i '*C NMR
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Sa: Ry=H
5b: Rl = OCH3
Sc: R;=F
6a: R;=H
6b: R, =OCH;
6¢c: R =F
7a: Ry=H
7b: Ry =O0CH;
7c: Ry =F

] —

" Ry= <\1_\
" R, - <‘]_
h \ O

A

8a:
8b:
8c:

9a:
9b:
9c:

R,=H
R, = OCH,
R,=F
R,=H
RIZOCH3
R1=F

Slika 1. Prikaz struktura ciljanih derivata benzotiazola (5a—9a, 5b—9b, 5¢-9c¢)
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4.2. Sinteza odgovarajucih prekursora

Pripravi ciljanih derivata benzotiazola prethodi visestupnjevita sinteza odgovaraju¢ih
prekursora, fenolnih derivata benzotiazola 4a—4c. U prvom stupnju sinteze, reakcijom
supstitucije prikazanoj na Shemi 1., prireden je 4-amino-3-tiocijanatobenzonitril 2 iz 4-
aminobenzonitrila 1 i kalijeva tiocijanata uz brom u ledenoj octenoj kiselini. Reakcija je
provedena tri puta, a zeljeni produkt dobiven je u visokom iskoristenju od 90.24 %, 72.64 % i

84.50 %.

KSCN
NH, NH,
/©/ Br, CH;COOH @[
NC 0-10°C, 60 min NC S/CN

1 2

\J

Shema 1. Sinteza 4-amino-3-tiocijanatobenzonitrila 2

U iduc¢em je stupnju reakcijom 4-amino-3-tiocijanatobenzonitrila 2 i natrijevog sulfida u vodi
1 etanolu sintetiziran bis(2-amino-5-cijanofenil)disulfid 3, kao $to je prikazano na Shemi 2.

Reakcija je pri navedenim uvjetima provedena tri puta uz iskoriStenja od 59.77 %, 56.41% 1
57.09 %.

NH,
Nazs X 9H20
. S CN
/@ EtOH : H,0 _NC g”
NC S/CN 85 °C, 60 min

2 3

Shema 2. Sinteza bis(2-amino-5-cijanofenil)disulfida 3
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Konacno, sinteza fenolnih derivata benzotiazola 4a—4¢ provedena je kondenzacijom bis(2-
amino-5-cijanofenil)disulfida 3 s odgovaraju¢im benzaldehidima, bez upotrebe katalizatora,
koristenjem ekoloski prihvatljivog otapala glicerola prema Shemi 3. Zeljeni produkti 4a—4c

dobiveni su u visokim iskoriStenjima, Cije su vrijednosti prikazane u Tablici 1.

R
NH, QA R,
OH N
_S CN
AL O o
glicerol NC S
H,N 160 - 175 °C, 60 min
4a: R, =H
3 4b: R, = OCH;
4c: Ry =F

Shema 3. Sinteza fenolnih derivata benzotiazola 4a—4c¢

Tablica 1. IskoriStenja reakcija sinteze odgovarajucih fenolnih derivata benzotiazola 4a—4c

m (spoj3)/g m (4-hidroksibenzaldehid) / g m (spoj 4a)/ g n/ %
0.300 0.2137 0.2384 53.99
1.200 0.8595 1.5213 85.68

m (spoj 3) /g | m (3-metoksi-4-hidroksibenzaldehid) /g | m (spoj4b)/g n/ %
0.300 0.2663 0.3416 69.13
1.200 1.0708 1.9243 96.86

m (spoj3)/g m (3-fluor-4-hidroksibenzaldehid) / g m (spoj 4¢)/ g n/ %
0.300 0.2452 0.2794 59.08
1.200 0.9861 1.4014 73.67

Strukture priredenih spojeva potvrdene su '"H NMR i '*C NMR spektroskopijom. Na
Slici 2. prikazan je 'H NMR spektar spoja 4b. Na prilozenom 'H NMR spektru, u
aromatskom dijelu vidljiv je odgovarajuéi broj signala aromatskih protona u podrucju od 7.00
ppm do 8.70 ppm i specificni Siroki singlet hidroksilne skupine fenola na 10.04 ppm. U

alifatskom podrucju spektra, na 3.90 ppm, moZe se uociti signal protona metoksi skupine.

Na 3C NMR spektru spoja 4b, prikazanom na Slici 3., prisutan je odgovarajuéi broj signala
aromatskih ugljika u podrucju od 105 ppm do 173 ppm, kao i signal kvaternog ugljika cijano
skupine na 118.87 ppm. U alifatskom podrucju spektra, na 55.69 ppm, moze se uociti signal

ugljika metoksi skupine.
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Slika 3. 3C NMR spektar spoja 4b
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4.3. Sinteza ciljanih spojeva

Ciljani 2-aril-6-cijano-supstituirani benzotiazoli Sa—8a, Sb—8b i Sc—8c priredeni su pri
sobnoj temperaturi, u vibracijskom, kuglicnom mlinu, reakcijom O-alkiliranja odgovaraju¢ih
fenolnih derivata benzotiazola 4a—4c i alkil-halogenida uz dodatak kataliticke koli¢ine etanola

1 K2COs kao ekoloski prihvatljivog deprotoniraju¢eg agensa (Shema 4.).

R, R,Cl/R,Br R,
N K,CO; EtOH N
\ OH - > 0
NC S mlin, 24 - 36 h NC S R,

4a: R =H Sa: R|=H \N

4b: R, = OCH, 5b: R, = OCH, R, = \

4c: R, =F Sc: Ry =F Q
6a: Ry=H
6b: R, = OCH; R,=
6¢c: Ry =F

7c: Ry =F

\
&
O
<
&
O
O
8a: R|=H \
8b: R; =0OCH; R,=
8c: R;=F

Shema 4. Mehanokemijska sinteza ciljanih derivata Sa—8a, Sb—8b i S5¢c—8¢

7a: R, =H :
7b: R, = OCH, R, =

Iz Tablice 2. vidljivo je da su kod priprave N-etilendietilnih 5a—Sc 1 etilenmorfolinskih 6a—6c¢
derivata benzotiazola najveca iskoriStenja postignuta za nesupstituirane analoge 5a (65.34 %)
1 6a (47.72 %) nakon 24 sata, dok su najmanja iskoriStenja dobivena kod fluor supstituiranih
analoga 5S¢ (25.20 %) 1 6¢ (35.78 %) nakon 26 sati. Pri sintezi acilmorfolinskih analoga
benzotiazola 7a—7c, Zeljeni produkti dobiveni su u iskoristenjima od 37.13 % do 40.88 %.
Kod priprave acetofenonskih analoga 8a—8c najvece iskoriStenje reakcije dobiveno je kod
metoksi supstituiranog analoga 8b (85.19 %), nakon 24 sata, dok je iskoriStenje reakcije
nesupstituiranog analoga 8a 1 fluor supstituiranog analoga 8¢ nakon 36 sati iznosilo 22.03 % i

59.26 %.
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Tablica 2. Prikaz iskoriStenja mehanokemijske sinteze ciljanih spojeva Sa—8a, Sb—8b, 5¢—8¢

Spoj Ri1 R2 t/h n/ %
5a H N 24 65.34
5b OCH3 \_\N—\ 24 52.24
Sc¢ F Q 26 25.20
6a H 24 47.72
6b OCH; \_\Nw 24 37.18
6¢c F &O 26 35.78
7a H W0 26 38.62
7b OCH3 %N 24 40.88
Te F Q—_(} 24 37.13
8a H e 36 22.03
8b OCH3 @ 24 85.19
8c F 36 59.26

R, R,Cl/R,Br R,
N K,CO; EtOH N
N OH \ 0 N=
NC S mlin, 30 h NC S @
9a: R =H
4a: R, =H 9b: R, = OCH,
4b: R, = OCH; 9¢: R, =F

4c: R =F

KI
mlin, 4 h

R,

-G

O N—=

NC S \—Q
9a: R =H

9b: R; = OCH;
9¢: Ry =F

Shema 5. Mehanokemijska sinteza ciljanih derivata 9a—9c¢

Na Shemi 5. prikazana je priprava piridin supstituiranih analoga benzotiazola 9a—9c.
Sinteza ovih derivata provedena je pri istim uvjetima pri kojima su uspjeSno sintetizirani

preostali ciljani spojevi (5a—8a, Sb—8b, 5c—8c). Nakon 30 sati, provjerom reakcijske smjese
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tankoslojnom kromatografijom, utvrdeno je da nije doSlo do stvaranja zeljenog produkta,
stoga je u reakcijsku smjesu dodano 100 mg KI. Reakcija je u mlinu provodena jos 4 sata,
nakon ¢ega su izolirani zeljeni produkti u iskoriStenjima od 34.23 % (9a), 49.43 % (9b) i
48.62% (9c¢).

Strukture priredenih spojeva potvrdene su '"H NMR i '*C NMR spektroskopijom. Na
Slici 4. prikazan je '"H NMR spektar, a na Slici 5. 3*C NMR spektar spoja Se.
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| 326
11
9 6.00]
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5.0 45
f1 (ppm)

Slika 4. "H NMR spektar spoja 5¢

"H NMR spektar spoja 5S¢ pokazuje odgovarajuéi broj aromatskih protona u podrucju od 7.30
ppm do 8.75 ppm. Izostanak Sirokog singleta hidroksilne skupine fenola (~10 ppm) ukazuje
na uspje$no provedenu reakciju O-alkiliranja. U alifatskom dijelu spektra vidljiva su tri
signala metilenskih protona na 4.19 ppm (OCHz), 2.57 ppm (NCH2) 1 2.84 ppm (NCH>), kao 1
signal metilnih (CH3) protona na 0.98 ppm.
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Slika 5. '*C NMR spektar spoja 5S¢

U 3C NMR spektru spoja 5S¢ prisutan je odgovarajuéi broj signala aromatskih ugljika u
podru¢ju od 107 ppm do 171 ppm. Sprega fluora s fluor-supstituiranim ugljikom
fenoksietilenskog dijela molekule (C3') vidljiva je na 151.55 ppm u obliku dubleta s
konstantom sprege Jcr = 245.9 Hz. Sprega preko dvije veze vidljiva je na 149.77 ppm kao
dublet kvaternog ugljika vezanog za kisik (C4') s konstantom sprege Jcr = 10.6 Hz i na
114.57 ppm kao dublet C2' ugljikovog atoma s konstantom sprege Jcr = 20.2 Hz. Moze se
uociti 1 sprega preko vise veza na 170.41 ppm kao dublet C2 kvaternog ugljika benzotiazola
(Jcr=2.7 Hz) 1 na 124.82 ppm kao dublet C5' ugljikovog atoma (Jcr = 3.5 Hz). Utjecaj fluora
seze sve do C6’ ugljikova atoma ¢iji se dublet nalazi na 115.16 ppm i pokazuje konstantu
sprege od Jcr = 1.6 Hz. U podrucju od 11 ppm do 68 ppm, nalazi se odgovarajuci broj signala
alifatskih ugljika.
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5. ZAKLJUCAK
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U ovom radu priredeni su novi potencijalno bioloski aktivni 6-cijanobenzotiazoli koji
su u polozaju 2 benzotiazolne jezgre supstituirani fenoksimetilenskom poveznicom s
metilendietilamino skupinom (5a—S5c¢), metilenmorfolinom (6a—6¢), morfolinoilom

(7a-7b), benzoilom (8a—8c) i piridinom (9a-9c).

Sinteza 4-amino-3-tiocijanatobenzonitrila 2 1 bis(2-amino-5-cijanofenil)disulfida 3
provedena je klasi¢nim pristupom. Bis(2-amino-5-cijanofenil)disulfid 3 prireden je iz
4-amino-3-tiocijanatobenzonitrila 2 uz natrijev sulfid u etanolu i vodi, dok je 4-amino-
3-tiocijanatobenzonitril 2 prireden reakcijom supstitucije iz 4-aminobenzonitrila 1 i

kalijeva tiocijanata uz brom u ledenoj octenoj kiselini.

Odgovarajuci fenolni derivati benzotiazola 4a—4c priredeni su metodom zelene sinteze
u glicerolu, reakcijom kondenzacije bis(2-amino-5-cijanofenil)disulfida 3 s

odgovaraju¢im benzaldehidom.

Ciljani 2,6-disupstituirani derivati benzotiazola 5a—8a, Sb—8b 1 5c—8c priredeni su
mehanokemijskom sintezom u vibracijskom, kuglic(nom mlinu, reakcijom O-
alkiliranja odgovarajucih fenolnih derivata benzotiazola 4a—4c s alkil-halogenidom uz

K>COs 1 katalitiéku koli¢inu etanola.

Ciljani derivati benzotiazola koji u strukturi sadrze piridinski prsten (9a—9¢) priredeni
su mehanokemijskom sintezom u vibracijskom, kuglicnom mlinu, reakcijom O-
alkiliranja odgovarajucih fenolnih derivata benzotiazola 4a—4c s alkil-halogenidom uz

K>COs, etanol 1 KI.

Strukture svih priredenih spojeva potvrdene su 'H NMR i *C NMR spektroskopijom.
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b) 1*C NMR spektar 2-(4-(2-(dietilamino)etoksi)fenil)-6-cijanobenzotiazola 5a
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b) 1*C NMR spektar 2-(4-(2-(dietilamino)etoksi)-3-metoksifenil)-6-cijanobenzotiazola Sb
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b) 3C NMR spektar 2-(4-(2-(dietilamino)etoksi)-3-fluor-fenil)-6-cijanobenzotiazola Sc¢
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b) 1*C NMR spektar 2-(4-(2-morfolinoetoksi)fenil)-6-cijanobenzotiazola 6a
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