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SAZETAK

Apsorpcija, distribucija, mehanizam i ekskrekcija lijekova klju¢ni su parametri u istrazivanju i
razvoju lijekova koji odreduju bioraspolozivost lijekova i1 njihov utjecaj na ljudski organizam.
Potencijalna bioloska aktivnost odredenih spojeva moze se ispitati in silico analizom. Lipofilnost
je jedno od najvaznijih fizikalno-kemijskih svojstava lijekova jer opisuje odnos lijekova i
njihovih bioloskih, farmakokinetickih i metabolickih svojstava. Logaritamska vrijednost
particijskog koeficijenta ispitivanog spoja pruza uvid u njegovu lipofilnost, koja opisuje
raspodjelu ispitivanog spoja izmedu organske 1 vodene faze. Logaritamska vrijednost particijskog
koeficijenta odabranih 1,3-benzotiazina i1 amino-1,3-benzotiazina u ovom radu odredivala se
direktnom metodom, metodom protresanja tikvicom, te na temelju teorijskog proratuna. Na
temelju rezultata dobivenih direktnom metodom, moze se zakljuciti da su odredeni derivati 1,3-
benzotiazina lipofilni te predstavljaju potencijalne kandidate za daljnja predklinicka 1 klinicka

ispitivanja kojima se moze utvrditi njihova bioloska aktivnost.

Kljuéne rijec¢i: ADME, in silico analiza, lipofilnost, metoda protresanja tikvicom, particijski

koeficijent



ABSTRACT

Determination of physico-chemical properties and in silico analysis of selected amino-1,3-

benzothiazines

Drug absorption, distribution, metabolism and excretion are key parameters in drug design and
development that determine drug bioavailability and drug impact on human body. In silico
analysis provides insight into potential drug candidate biological activity. Lipophilicity is one of
the most important physicochemical property of a drug because it describes the relationship
between drugs and their biological, pharmacokinetic and metabolic properties. Logarithmic value
of partition coefficient of a test compound provides insight into its lipophilicity, which describes
the distribution of the test compound between an organic and an aqueous phase. Logarithmic
values of partition coefficient of selected 1,3-benzothiazines and amino-1,3-benzothiazines in this
paper were determined by the direct method, the shake-flask method, and by theoretical
calculation. Based on the results obtained by the direct method, it can be concluded that certain
1,3-benzothiazine derivatives are lipophilic and they can be included in further preclinical and

clinical trials that can determine their biological activity.

Keywords: ADME, in silico analysis, lipophilicity, partition coefficient, shake-flask method
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1. OPCI DIO
1.1. ADME svojstva lijekova

Istrazivanje 1 razvoj lijekova sastoji se od niza procesa kojima se proucavaju
koncentracije lijekova koje su potrebne kako bi lijek imao terapeutski, odnosno toksi¢ni uc¢inak
na organizam, kinetika kretanja lijeka u organizmu, mehanizmi eliminacije lijeka iz organizma te

moguénost utjecaja lijeka na gensku ekspresiju.[!!

Farmakodinamika (engl. pharmacodynamics, PD), dio je farmakologije orijentiran na
istrazivanje utjecaja lijekova na tijelo, a farmakokinetika (engl. pharmacokinetics, PK) dio je
farmakologije koji prati utjecaj tijela na lijekove, odnosno prati kretanje lijekova kroz organizam
te njihovu eliminaciju iz organizma. Apsorpcija, distribucija, metabolizam 1 ekskrecija procesi su
koje prouCava farmakokinetika, a upravo ti procesi, opisani skracenicom ADME (engl.
Absorption, Distribution, Metabolism and Excretion), krucijalni su u pronalasku novih, sigurnih i

djelotvornih lijekova.?!

Apsorpcija, distribucija, metabolizam i ekskrecija procesi su povezani s intrinzicnim
svojstvima molekula kao $to su relativna molekulska masa, oblik molekule, ionizacijska svojstva,

lipofilnost i topljivost te moguénost vezanja za bioloske makromolekule.!!!

1.1.1. Apsorpcija lijekova

Apsorpcija lijeka klju¢na je komponenta za postizanje dobre bioraspolozivosti lijeka.
Peroralni unos najznacajniji je nacin unosa lijeka prilikom proucavanja ADME svojstava lijekova.
Lijek uneSen u organizam peroralno prolazi kroz gastrointestinalni sustav i doprema se do jetre,
gdje se razgraduje na metabolite, koji se arterijskom cirkulacijom putem krvi dopremaju do svih
stanica u organizmu. Kod lijekova unesenih u organizam peroralno ve¢ina apsorpcije odvija se u
tankom crijevu gdje prisutnost sitnih resica znatno utjece na povecanje povrsine te se na taj nacin
postize optimalna apsorpcija. Niz faktora koji se nalaze u medusobnoj interakciji, ukljucujuci
fizikalno-kemijska svojstva lijeka (lipofilnost, topljivost, formulacija, koncentracija lijeka),
gastrointestinalna svojstva (pH, unos hrane, podru¢je tankog crijeva), metabolizam,
permeabilnost stanicne membrane 1 aktivni transport kroz crijevnu epitelnu membranu uvelike

utje¢u na apsorpciju lijeka u tankom crijevu. Tkivo izmedu lumena crijeva 1 portalne cirkulacije



te tkivo jetre dvije su glavne anatomske i1 biokemijske barijere prolasku lijeka iz lumena crijeva u
krvotok.!*]

Promatrajuéi apsorpciju lijeka na stani¢noj razini, bitno je promotriti svojstva stani¢ne
membrane. Stanina membrana je semipermeabilni dvosloj lipida te su u nju ugradeni globularni
proteini koji imaju transportnu i regulatornu funkciju. Lijekovi mogu proé¢i kroz stani¢nu
membranu putem pasivne difuzije, olaksane pasivne difuzije, aktivnog prijenosa i pinocitoze,
koja je manje zastupljena u procesu apsorpcije lijekova. Pasivna difuzija vjerojatno je najvazniji
mehanizam apsorpcije lijeka, a op¢enito se odnosi na nepolarne, liposolubilne supstance, buduci
da im spomenuta svojstva olakSavaju prolazak kroz stani¢cnu membranu. Liposolubilni lijekovi
lako prolaze kroz stanicnu membranu te je njihov ulazak u stanicu posljedica javljanja
koncentracijskog gradijenta duz stanicne membrane. Drugim rijeCima, lijekovi se krecu iz
podru¢ja viSe u podrucje nize koncentracije (,,down a concentration gradient®), primjerice iz
gastrointestinalnog trakta do krvotoka, gdje je koncentracija lijeka niza. OlakSana pasivna
difuzija, takoder zvana nosaCem-posredovana difuzija, javlja se kod nekih lijekova, posebice kod
onih koji su analogni endogenim spojevima za koje ve¢ postoje specificni membranski nosaci. U
procesu olaksane difuzije sudjeluje skupina membranskih transportnih proteina poznatih pod
nazivom SLC (,,solute-carrier) proteini, koji ne zahtijevaju energiju u obliku adenozin trifosfata
(ATP). Lijekovi se 1 u ovom slucaju krecu iz podruc¢ja vise u podruc¢je nize koncentracije. Za
aktivni transport potreban je nosac, koji koristi energiju u obliku ATP ili elektrokemijskog
gradijenta, za kretanje lijeka iz podrucja nize u podrucje vise koncentracije (,,up a concentration
gradient*). Aktivnim transportom posreduje vrlo velika skupina membranskih transportnih
proteina koji se nazivaju ABC (,,ATP-binding cassette*) proteini, a koji zahtijevaju energiju u
obliku ATP za transport molekula lijekova kroz stanicne membrane. Lokalni protok krvi takoder
je snazna bioloska odrednica brzine apsorpcije jer kontinuirano odrzava koncentracijski gradijent
potreban za odvijanje pasivne difuzije. Mnogi ¢e se lijekovi snazno vezati za proteine u krvi ili za
Cestice hrane u crijevima. Vezanje za proteine u plazmi povecava brzinu pasivhe apsorpcije
odrzavanjem koncentracijskog gradijenta slobodnog lijeka. Za mnoge lijekove brzina apsorpcije
u gastrointestinalnom sustavu, ali ne i stupanj apsorpcije, smanjuje se prisustvom hrane u
crijevima. Postoje lijekovi na ¢iju apsorpciju ne utjece prisutnost hrane, dok se kod nekih lijekova
uz prisutnost hrane povecava brzina apsorpcije lijeka budu¢i da izlu€ivanje zuci u jetri kao

odgovor na hranu u probavnom sustavu povecava apsorpciju lijeka. Vazan fizikalno-kemijski



faktor koji utjeCe na prolaz lijekova kroz stani¢nu membranu je i pH vrijednost. Lijekovi su
ve¢inom slabe organske baze ili kiseline, koje su u vodenoj sredini dijelom ionizirane, a dijelom
neionizirane. Neionizirani oblici molekule obi¢no su liposolubilni te stoga lako mogu proc¢i kroz
stani¢nu membranu, dok su ionizirani oblici molekule lijeka lipofobi¢ni i hidrofilni te stoga teSko

prolaze kroz stani¢nu membranu. 4>

Iz pK, moze se izracunati udio lijeka u neioniziranom i ioniziranom obliku pri bilo kojem pH:

a7 _ 1
log [HA] - (pH 'ng) ( )
AT 1 pH-pK ) 2)
[HA]
_Bl _ 1 GHpK)) 3
B~ 10 )
pK» = (1-pKa) 4)

gdje su:
[A] — ravnotezna koncentracija ioniziranog oblika lijeka koji se ponaSa kao slaba organska

kiselina

[HA] — ravnotezna koncentracija neioniziranog oblika lijeka koji se ponaSa kao slaba organska

kiselina

[B] — ravnoteZna koncentracija neioniziranog oblika lijeka koji se ponaSa kao slaba organska

baza

[BH'] — ravnotezna koncentracija ioniziranog oblika lijeka koji se ponasa kao slaba organska

baza
pK. —negativan logaritam konstante disocijacije lijeka kao slabe organske kiseline, K,

pK»— negativan logaritam konstante disocijacije lijeka kao slabe organske baze, Kp*
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Slika 1. pK, vrijednosti nekih kiselih i bazi¢nih lijekova. Lijekovi oznadeni s ,,a** su amfoterni.l*]

Distribucija lijeka kroz stanicnu membranu obi¢no se odreduje prema njegovoj pK.
vrijednosti te prema pH vrijednosti na obje strane stanicne membrane. Razlika pH vrijednosti na
obje strane stanicne membrane utjeCe na ukupnu koncentraciju lijeka s obje strane stani¢ne
membrane buduci da ¢e u ravnotezi koncentracija neioniziranog oblika lijeka biti jednaka s obje

strane stani¢ne membrane.!

PoboljSanjem topljivosti lijeka i permeabilnosti stanicne membrane, do¢i ¢e do velikog
povecanja brzine i stupnja peroralne apsorpcije lijeka. Stoga se moze zakljuciti da peroralna
bioraspolozivost lijeka u velikoj mjeri ovisi o njegovoj topljivosti u gastrointestinalnom sustavu,

apsorpciji u sistemsku cirkulaciju te o metabolickoj stabilnosti.!”!

Lipinskijevo pravilo 5 (engl. , Lipinsky rule of 5) vazan je parametar prilikom
proucavanja fizikalno-kemijskih svojstava lijeka, a temelji se na pretpostavci da su loSa peroralna
apsorpcija i prolaz lijeka kroz staniénu membranu vjerojatniji kada se u strukturi potencijalnog

lijeka nalazi viSe od pet donora vodikove veze 1 viSe od deset akceptora vodikove veze te kada je



relativna molekulska masa promatranog potencijalnog lijeka veca od 500, a izraCunata vrijednost

logP iznosi vise od pet.!!

1.1.2. Distribucija lijekova

Dospijevanjem lijeka u krvotok istovremeno dolazi do procesa distribucije i eliminacije
lijeka iz organizma. Obi¢no se distribucija lijeka, koja se nalazi pod utjecajem protoka krvi,

odvija brze nego njegova eliminacija.'*

Na distribuciju lijekova u organizmu utjecu perfuzija, na¢in prolaza lijeka kroz stani¢nu
membranu 1 vezanje lijeka za plazmatske proteine. Brzina distribucije lijeka iz sistemske
cirkulacije u specifi¢no tkivo ili organ prvenstveno ovisi o pefundiranosti tog tkiva ili organa.
Lijekovi se opcenito brze distribuiraju do visoko perfundiranih tkiva. Jedan od glavnih ¢imbenika
koji utjece na distribuciju lijeka su fizikalno-kemijska svojstva lijeka, budu¢i da o njima ovisi
nacin prolaska lijeka kroz staniénu membranu. Liposolubilni lijekovi lako prolaze kroz stanicnu
membranu 1 ulaze u stanicu putem pasivne difuzije. Medutim, liposolubilni lijekovi se takoder
zbog svojeg visokog particijskog koeficijenta mogu lako akumulirati u adipoznom tkivu. S druge
strane, lipofobicni, hidrofilni, polarni lijekovi ve¢inom se ne distribuiraju povoljno do tkiva 1
organa u ljudskom organizmu. Ulazak takvih lijekova u stanice tkiva i organa uvjetovan je

paracelularnom 1ili olakSanom difuzijom. Efluksni i influksni transporteri takoder igraju vaznu

Uloga influksnih transportera u distribuciji lijekova u ljudskom organizmu je transport
lijekova iz krvi u hepatocite, gdje se metaboliziraju, dok efluksni transporteri vrse transport

lijekova i njihovih metabolita u zug."!

Influksni transporter koji je potrebno istaknuti je OATP1BI1, organski anionski transportni
protein koji djeluje na metabolite lijekova na nacin da ih premjesti iz izvanstani¢ne matrice u

prostore tkiva.[®!

Vazni efluksni transporteri iz skupine ABC proteina uklju¢uju MDR1 (P-glikoprotein, P-
gp, kodiran genom ABCB1), BCRP (kodiran genom ABCG2) i MRP2 (kodiran genom ABCC2),
koji su lokalizirani u barijernim tkivima tijela kao $to su crijeva, jetra, bubrezi, krvno-mozdana

barijera 1 placenta, gdje uklanjaju Sirok spektar ksenobiotika poput statina, makrolidnih



antibiotika, blokatora angiotenzina i kemoterapijskih sredstava, te na taj nacin utjecu na klirens in

vivo.!

Budu¢i da su influksni i efluksni transporteri podlozni genetskim polimorfizmima,
njihova podekspresija ili prekomjerna ekspresija rezultirat ¢e razlikama u stupnju distribucije

lijekova medu pacijentima.®]

Vezanje lijekova za proteine plazme takoder je vazan faktor koji je potrebno istaknuti
prilikom proucavanja distribucije lijekova u ljudskom organizmu. Lijekovi koji se ponaSaju kao
slabe kiseline 1 neutralni lijekovi posebice se vezu na albumin, dok se lijekovi koji se ponaSaju

kao slabe baze uglavnom vezu na alfa-1-kiseli glikoprotein.'

Nevezani, slobodni dio lijeka je dio lijeka koji je u moguénosti difundirati iz plazme u
stanice tkiva 1 organa. Stupanj vezanja lijeka na proteine plazme ovisi o koncentraciji lijeka ili
proteina, ovisno o afinitetu 1 kapacitetu plazmatskih proteina. Vezanje lijekova za proteine
plazme ovisi 1 o njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima, pri ¢emu valja istaknuti da je veca
vjerojatnost vezanja lipofilnih lijekova na proteine plazme, Sto rezultira manjom zastupljenosti
takvih lijekova u intracelularnom prostoru. Vezanje lijekova za proteine tkiva takoder utjece na
koncentraciju lijekova u krvi i plazmi te u tkivima i organima. Medutim, mnogo je manje
informacija poznato o vezanju lijekova za proteine tkiva buduci da su pouzdane in vivo metode za

procjenu vezivanja za proteine tkiva eksperimentalno zahtjevnije za provesti.[*#!

Lijek se moze karakterizirati volumenom tekucine u koju se distribuira. Prividni volumen
distribucije (Va) je teorijski volumen tekucine u kojem bi se trebala raspodijeliti primijenjena
doza lijeka kako bi se postigla izmjerena razina u plazmi. Volumen distribucije lijeka vazan je
farmakokineti¢ki parametar, a definira se kao omjer koli¢ine lijeka u tijelu 1 koncentracije lijeka u
plazmi. Volumen distribucije lijeka uneSenog u organizam intravenozno moze se izracunati
pomocu jednadzbe:

V; =

A4
C
g (5)

gdje su:
Va— volumen distribucije [L]

A — doza lijeka [g]



Cp — koncentracija lijeka u plazmi u vremenu nula [g/L]

Ako se, primjerice, injektira 1000 mg lijeka, a postignuta razina u plazmi iznosi 10 mg/L,
tada volumen distribucije iznosi 100 L. Prividni volumen distribucije nema veze sa stvarnim
ukupnim volumenom tjelesnih teku¢ina i ne govori nista o specificnostima distribucije lijeka u
organizmu, ve¢ samo odrazava raspodjelu lijeka po organizmu. Opcenito, lijekovi koji se
ponasaju kao slabe baze imaju tendenciju vezati se za tkivne proteine, Sto rezultira niskom
plazmatskom razinom lijeka, odnosno visokim volumenom distribucije. S druge strane, lijekovi
koji se ponasaju kao slabe kiseline veZzu se za proteine u plazmi i pokazuju nizak volumen

distribucije.*3:1%!

1.1.3. Metabolizam lijekova

Metabolizam lijekova metaboli¢ki je proces u kojem se kemijska struktura (roditeljski
spoj) lijeka pretvara u metabolite reakcijama oksidacije, redukcije, hidrolize, konjugacije,
kondenzacije 1 izomerizacije kako bi se olakSao proces eliminacije lijeka iz organizma.
Metabolickih enzimi odgovorni za te reakcije nalaze se u mnogim tkivima, no najvise su izrazeni
u crijevima 1 jetri te su zbog toga crijeva i jetra glavna mjesta u ljudskom organizmu u kojima se
odvija metabolizam lijekova. Metabolizam lijekova takoder se odvija u plu¢ima i

bubrezima.l10:11]

Metabolizam lijekova odvija se u dvije faze. Reakcije faze I su nesintetske i ukljucuju
cijepanje molekula, odnosno stvaranje novih ili modificiranje ve¢ postojec¢ih funkcionalnih
skupina reakcijama oksidacije, redukcije 1 hidrolize. Reakcije faze II su sintetske, a one ukljucuju
spajanje molekule lijeka s jednom endogenom tvari, primjerice s glukuronskom kiselinom,
sumpornom kiselinom 1 odredenim aminokiselinama, pri ¢emu do spajanja dolazi kod
funkcionalnih skupina koje sadrze kisik, sumpor i dusik, primjerice -OH, -NH, -COOH i -SH
skupina. Metaboliti nastali sintetskim reakcijama su polarniji 1 brze se izlucuju bubrezima
(urinom) 1 jetrom (zuc¢i) nego oni nastali nesintetskim reakcijama. Neki lijekovi podlijezu samo
reakcijama faze I ili faze II, stoga termini faza I i faza II ne ukazuju na redoslijed nego na prirodu

reakcija.!!1%!

Skupina enzima citokrom P450 (P450; CYP) imaju glavnu ulogu u detoksikaciji

ksenobiotika, stanicnom metabolizmu 1 homeostazi. Citokrom P450 jedna je od glavnih skupina



enzima koja katalizira reakcije faze I, a cilj reakcija faze I je stvaranje polarnijih produkata, ¢ime
ih se priprema na reakcije konjugacije koju metaboliti prolaze u fazi II, koja prethodi izlu¢ivanju
metabolita lijekova iz organizma. Skupina enzima flavin-monooksigenaze (FMO) takoder

katalizira reakcije faze I.1"1%13]

Reakcije koje katalizira skupina enzima citokrom P450 ukljucuju oksidaciju atoma kisika
i ugljika, N-dealkiliranje i O-dealkiliranje. Skupina enzima flavin-monooksigenaze (FMO)
katalizira reakcije oksidacije duSika, sumpora i1 fosfora. U reakcijama faze II sudjeluje skupina
enzima UDP-glukuronoziltransferaze, koja katalizira adiciju glukuronske kiseline ksenobiticima,
¢ime dolazi do formiranja glukuronida, koji se lu¢e u zuc€ i izluCuju iz organizma mokracom.
Enzimi koji takoder sudjeluju u reakcijama faze II su sulfotranferaze, koje kataliziraju adiciju
sulfata na ksenobiotike i glutation-S-transferaza, enzim koji katalizira reakciju adicije glutationa
na ksenobitike, ¢ime se pospjesuje izluCivanje elektofilnih komponenata 1 metabolita lijekova iz

organizma.!!!

1.1.4. Ekskrecija lijekova

Ekskrecija lijekova odnosi se na proces uklanjanja lijekova iz organizma. Lijekovi se
mogu izluciti iz ljudskog organizma kao nepromijenjene roditeljske molekule samo ako su
dovoljno hidrofilni budu¢i da se samo hidrofilne molekule u¢inkovito izluCuju iz organizma.
Lipofilni lijekovi se u procesima metabolizma lijekova transformiraju u hidrofilne metabolite
kako bi se mogli izlu€iti iz organizma. Lijekovi se naj¢esce izluCuju putem bubrega ili zuci, znoja
1 maj¢inog mlijeka. Pluéno izlu€ivanje javlja se u slucaju hlapljivih lipofilnih tvari. Bubrezno
izluCivanje kvantitativno je najvazniji nacin izlu¢ivanja vecine lijekova i1 njihovih metabolita iz
organizma, a ukljucuje procese glomerularne filtracije, tubularne sekrecije i/ili tubularne
reapsorpcije. Glomerularnom filtracijom moze se izluciti velik broj molekula lijekova budu¢i da
glomeruli dopustaju prolazak ve¢ine molekula lijeka, ali ogranicavaju prolazak proteina plazme,
crvenih krvnih zrnaca i ostalih velikih sastojaka krvi, a samim time i prolazak lijekova vezanih za
navedene elemente krvi. Lijekovi snazno vezani za proteine plazme ne mogu se u potpunosti
ucinkovito izluciti iz organizma glomerularnom filtracijom pa je tubulana sekrecija, proces
aktivnog transporta lijekova iz podrucja nize u podruje viSe koncentracije, vazan nacin
izlu¢ivanja takvih lijekova iz organizma. Dospijevanjem lijeka u distalnu tubulu, neionizirani

oblik lijeka moze difundirati kroz tubularnu membranu i ponovno uéi u plazmu. Kako se voda



reapsorbira duz bubreznog tubula, povecava se koncentracija tubularnog lijeka, §to osigurava
gradijent koncentracije koji pogoduje reapsorpciji lijeka. Neionizirani, liposulubilni oblik lijeka
apsorbira se u plazmu, dok ionizirani i polarni oblik lijeka ostaje u glomerularnom filtratu i
izluuju se mokracom, pri cemu se treba uzeti u obzir vazan utjecaj pH i volumena mokrace. Kod
lijekova koji se ponasaju kao slabe kiseline, alkalizacija, odnosno povisenje pH vrijednosti urina
pogoduje stvaranju ioniziranog oblika lijeka i potiCe njegovo izlucivanje iz organizma, dok
snizenje pH vrijednosti mokraée potice izlucivanje lijekova koji se ponaSaju kao slabe baze.
IzIu¢ivanje putem zuci ukljucuje aktivni transport lijekova i njihovih metabolita iz podrucja nize
u podrucje viSe koncentracije iz hepatocita u Zu¢, koja zatim prenosi lijekove u crijeva, gdje se
lijekovi izlu€uju iz organizma. Lijekovi s molarnom masom vecom od 300 g/mol, u ¢ijoj se
strukturi nalazi viSe polarnih i lipofilnih skupina, lakse se izlucuju ovim putem, dok se lijekovi
manje molarne mase u vrlo malenoj mjeri izlucuju putem zuci. Reakcije konjugacije, posebice s
glukuronskom kiselinom, olakSavaju proces izluCivanja lijekova putem Zzu¢i. Uclinkovitost
izlu€ivanja putem Zu¢i prilicno je varijabilna buduci da prisutnost odredenih enzima u crijevima,
kao 1 pH crijeva, mogu uzorkovati poprimanje nepolarnih lipofilnih oblika kod mnogih lijekova
pa se zbog toga takvi lijekovi odmah reabsorbiraju difuzijom u plazmu. Taj se postupak naziva
enterohepatickom cirkulacijom pa zbog toga takvi lijekovi opcenito pokazuju dugotrajno
djelovanje. Izlu¢ivanje putem pluca vazno je za plinovite lipofilne tvari. Lijek difundira iz plazme
u alveolarni prostor i izluCuje se prilikom ekspirija. Izlu¢ivanje putem maj¢inog mlijeka
kvantitativno je manje vazan naCin izluCivanja lijekova te se primarno odnosi na dojilje i
dojencad. Majc¢ino mlijeko ima nizi pH od plazme pa ¢e se zbog toga bazi¢ni lijekovi nakupljati u

majéinom mlijeku i na taj na¢in utjecati na dojencad.!*>!

1.1.5. Predikcija ADME svojstava potencijalnih lijekova

Istrazivanje 1 razvoj novih lijekova dugotrajan je, skup 1 slozen proces. U procesu
istrazivanja 1 razvoja lijekova od velike su vaznosti in vitro 1 in vivo procjena ADME svojstava
potencijalnih bioloski aktivnih molekula jer povoljna ADME svojstva takvih molekula uvjetuju

tijek kasnijih predklini¢kih i klini¢kih ispitivanja.[l-14
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Slika 2. Tijek istrazivanja ADME svojstava potencijalnih lijekova.l'*!

Kljuénu ulogu u istrazivanju i razvoju lijekova takoder Cini in silico predikcija ADME
svojstava potencijalnih lijekova. In silico analiza fizikalno-kemijskih svojstava potencijalnih
bioloski aktivnih molekula korisna je u procjeni vrijednosti logaritma particijskog koeficijenta
(logP) 1 vrijednosti logaritma koeficijenta raspodjele (logD), koje su vazne u odredivanju
lipofilnosti potencijalne bioloski aktivne molekule. In silico analiza nije se pokazala korisnom u
procjeni topljivosti lijeka u vodi jer je teSko predvidjeti hoce li promatrana komponenta koja se
nalazi u ¢vrstom agregatnom stanju zauzeti kristalinicnu ili amorfnu formu. /n vitro procjena
ADME svojstava ukljucuje ispitivanje topljivosti lijeka u vodi, stabilnosti lijeka u mikrosomima
(engl. microsomal stability), stabilnosti lijeka u plazmi (engl. plasma stability), stupanj vezanja
lijeka na proteine plazme, ispitivanje toksi¢nosti komponente te ispitivanje apsorpcije lijeka u
gastrointestinalnom sustavu. Topljivost lijeka u vodi ili fizioloSkoj otopini puferiranom fosfatnim
puferom (engl. phosphate buffered saline), ¢ija je pH vrijednost jednaka 7,4, mjeri se u stanju
termodinamicke ravnoteZe u zasi¢enoj otopini, pri ¢emu se koncentracija promatrane komponente
najcesce odreduje metodom tekucinske kromatografije s ultraljubi¢astim detektorom (engl. liquid

chromatography-ultraviolet, LC-UV). Obi¢no se topljivost lijeka u vodi procjenjuje pomocu
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pregleda velike propusnosti (engl. high-throughput screening — HTS) tako da se komponenta
otopljena u dimetilsulfoksidu (DMSO) doda u pufer ili vodu u Sirkom rasponu koncentracija te se
promatra zamuéenje otopine. U slu¢aju zamuéene otopine pretpostavlja se da lijek nije dobro
topljiv u vodi. U ispitivanju stabilnosti lijeka u mikrosomima koriste se mikrosomi dobiveni iz
stanica jetre, koji se sastoje uglavnom od endoplazmatskog retikuluma i sadrze mnoge enzime
koji kataliziraju reakcije faze I i faze II metabolizma lijekova, uklju¢ujuéi skupinu enzima
citokrom P450 (P450; CYP) i skupinu enzima flavin-monooksigenaze (FMO). Potencijalni lijek
inkubira se u otopini koja sadrzi mikrosome 1 fosfatni pufer pH vrijednosti 7,4 pri temperaturi od
37°C na 30 min. Za ispitivanje stabilnosti potencijalnog lijeka primjenjuje se metoda tekucinske
kromatografije s detektorom masene spektrometrije (engl. liquid chromatography—-mass
spectrometry, LC/MS) ili metoda tekuéinske kromatografije s ultraljubicastim detektorom (engl.
liquid chromatography-ultraviolet, LC-UV), a rezultat se izrazava u obliku postotka tvari koja se
raspala tijekom reakcija faze I i faze II metabolizma lijeka. Kako bi potencijalni lijek bio valjan
kandidat za daljnja pretklinicka i klinicka istrazivanja, potrebno je ispitati njegovu stabilnost u
plazmi. Lijekovi moraju biti dovoljno stabilni u plazmi kako bi izvrSili svoju funkciju u
organizmu. Kako bi se ispitala stabilnost potencijalnog lijeka u plazmi, odredena koncentracija
potencijalnog lijeka se inkubira u plazmi pri temperaturi od 37°C u vremenu od 30-60 minuta. Za
odredivanje stabilnosti lijeka primjenjuje se metoda tekucinske kromatografije s detektorom
masene spektrometrije (engl. liquid chromatography—mass spectrometry, LC/MS) ili metoda
tekucinske kromatografije s ultraljubicastim detektorom (LC-UV), a rezultat se izrazava kao
postotak pocetne, roditeljske molekule lijeka preostale u plazmi. Djelotvornost lijeka najesce se
odreduje koncentracijom slobodnog, nevezanog dijela lijeka, a ne ukupnom koncentracijom
lijeka u plazmi. Lijekovi manje vezani za proteine plazme uglavnom pokazuju visok volumen
distribucije, dakle uc¢inkovitije ¢e prolaziti kroz stani¢ne membrane i difundirati u stanice drugih
organa 1 tkiva. Stoga su informacije o koncentraciji slobodnog, nevezanog dijela lijeka kljucne u
procesu razvoja lijekova 1 mogu biti korisne u korelaciji s in vivo djelotvorno$éu. Ravnotezna
dijaliza (engl. rapid equilibrium dialysis, RED) to¢na je 1 pouzdana metoda koja se primjenjuje
za odredivanje stupnja vezanja lijeka za proteine plazme, dok se koncentracije slobodnog,
nevezanog dijela lijeka odreduje primjenom metode visokouc¢inkovite tekucinske kromatografije
s dva detektora masene spektrometrije (engl. liquid chromatography-mass spectrometry,

LC/MS/MS). In vitro test citotoksi¢nosti koristi se za ispitivanje toksi¢nosti potencijalnog lijeka.
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Stanice jetre se inkubiraju 24 sata s poznatim toksi¢nim i netoksi¢nim spojevima u razliCitom
rasponu koncentracija. Na kraju razdoblja inkubacije stanicama se dodaje ATP-lite Istep
Cytotoxicity Assay (PerkinElmer), spoj koji sluzi za pracenje aktivnih stanica metodom
luminiscencije. Za ispitivanje apsorpcije lijeka u gastrointestinalnom sustavu najcesc¢e se koristi
paralelni test propusnosti umjetne membrane (engl. parallel artificial membrane permeability
assay, PAMPA), koji sluzi za procjenu permeabilnosti stanicne membrane uzimajuéi u obzir
samo pasivnu difuziju. Uredaj se sastoji od donorskog i akceptorskog odjeljka. Potencijalni lijek
se unosi u donorski odjeljak te se mjeri njegov prolaz u akceptorski odjeljak kroz umjetnu

membranu koja sadrzi lipide metodom ultraljubi¢aste spektrofotometrije.!-!4!]

Akceptor

L
“
°
\
K2
’

Umjetna membrana

ov g1

Slika 3. Shematski prikaz paralelnog testa propusnosti umjetne membrane PAMPA.[1¢]

Caco-2 stanice, stani¢na linija kolorektalnog karcinoma, takoder se koristi kao model
apsorpcije lijekova u gastrointestinalnom sustavu. Kultivacijom, Caco-2 stanice spontano
diferenciraju u crijevne stanice izmedu kojih se nalaze uski prolazi. Medutim, Caco-2 stanice
zahtijevaju dugotrajnu kultivaciju te je za ispitivanje apsorpcije lijeka u gastrointestinalnom
sustavu potrebna veca koli¢ina potencijalnog lijeka pa se zbog toga metoda s Caco-2 stanicama

manje koristi u ranoj fazi razvoja lijekova.l':!*)

1.2. Lipofilnost

Lipofilnost je mjera afiniteta lijeka prema lipidnom okruzenju. Vazan je parametar u
dizajnu lijekova jer opisuje odnos lijekova i njihovih bioloskih, farmakokinetickih i metaboli¢kih
svojstava. Slaba topljivost lijekova, njihova loSa bioraspoloZzivost, visok stupanj vezanja lijekova
za plazmatske proteine te visok afinitet lijekova prema mikrosomima i stanicama jetre Cesto se

povezuju s lipofilnosti. Vazni parametri kojima se opisuje lipofilnost lijekova su particijski
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koeficijenta, P i koeficijent distribucije, D. Particijski koeficijent (P) definira se kao omjer
ravnoteznih koncentracija neioniziranog oblika molekule lijeka u dvofaznom sustavu koji se
sastoji od dva medusobno nemjesljiva otapala; vrlo Cesto taj sustav ¢ine oktanol i voda.
Particijski koeficijent pokazuje raspodjelu neioniziranog oblika molekule lijeka izmedu organske
i vodene faze. Koeficijent distribucije, D definira se kao omjer koncentracija ioniziranih i
neioniziranih oblika molekule u organskoj i vodenoj fazi pri odredenoj pH vrijednosti, najcesce
pri pH vrijednosti od 7,4. jer je najslicnija pH vrijednosti u ljudskom organizmu. Particijski
koeficijent 1 koeficijent distribucije su bezdimenzijske veliCine pa se stoga Cesto prikazuju u

obliku svojih logaritamskih vrijednosti.[!:!7:18:19]

Logaritamska vrijednost particijskog koeficijenta, logP rauna se prema jednadzbi:!!!

logP

-1 ([neionizirani oblik molekule u oktanolu] ) (6)
(oktanol/voda) [neionizirani oblik molekule u vodi]

Logaritamska vrijednost koeficijenta raspodjele, logD racuna se prema jednadzbi:!!

[neionizirani oblik molekule u oktanolu] ) (7)
[neionizirani oblik molekule u vodi]+ [ionizirani oblik molekule u vodi]

lOgD(oktanol/voda) :log (

1.2.1. Metode odredivanja particijskog koeficijenta

Particijski koeficijent moze se eksperimentalno odrediti razli¢itim metodama koje se
mogu svrstati u kategorije direktnih, indirektnih 1 ostalih metoda te metoda koje koriste teorijske
izracune. Najpoznatija direktna metoda je metoda protresanja tikvicom (engl. shake-flask).
Smjesi oktanol/voda dodaje se ispitivana tvar te se tako pripravljena smjesa mucka dok se ne
uspostavi ravnotezno stanje. Organska se faza zatim odvoji od vodene 1 odreduje se koncentracija
ispitivane tvari u jednoj ili obje faze. Nedostatci ,,shake-flask® metode su dugotrajan postupak
muckanja i nepouzdanost metode za tvari visoke lipofilnosti zbog javljanja emulzije oktanola u
vodi. Stoga se umjesto ,,shake-flask metode moZe koristiti metoda sporog mijeSanja gdje se
dvije faze, voda i oktanol, sporo mijeSaju kako bi se izbjeglo stvaranje emulzije oktanola u vodi.
Medutim, nedostatak i ove metode je dugotrajnost procesa mijeSanja i visoka cijena u vidu
koli¢ine tvari potrebne za provodenje eksperimenta. Neke od indirektnih metoda za odredivanje

particijskog koeficijenta su kromatografske metode, medu kojima se moZe istaknuti tekucinska
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kromatografija visoke djelotvornosti obrnutih faza (engl. reverse phase—high-performance liquid
cromatography, RP-HPLC). Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti obrnutih faza
temelji se na razdvajanju tvari izmedu nepolarne tekuce organske faze i polarne vodene faze u
koloni. Najbrza je i cjenovno najprihvatljivija od svih eksperimentalnih metoda jer ne zahtijeva
nikakvu kvantifikaciju koncentracija. Medutim, ova metoda sluzi za procjenu, a ne za direktno
odredivanje particijskog koeficijenta i po tome se bitno razlikuje se od direktnih metoda. Procesi
odgovorni za zadrzavanje na koloni nisu sli¢ni onima koji se javljaju u direktnom odredivanju,

stoga se preporuca koristiti RP-HPLC metodu za one tvari ¢iji se kemijski sastav pretjerano ne

razlikuje od referentnih tvari.!*"!

Potenciometrijska metoda pripada kategoriji ostalih metoda kojima se moze odrediti
particijski koeficijent, a zasniva se dvije povezane potenciometrijske titracije. pK, vrijednost
ispitivane tvari odreduje se kiselo-baznom titracijom vodene otopine ispitivane tvari upotrebom
potenciometrijskog mjerenja pH vrijednosti titrirane otopine. Kako bi se odredila vrijednost logP,
vrsi se jedna ili viSe dodatnih titracija pri ¢emu se oktanol dodaje vodenoj otopini ispitivane tvari
te se mjeri pK, vrijednost ispitivane tvari u dvofaznom sustavu, koja se oznacava kao p,K, i ¢ija
se vrijednost razlikuje od vrijednosti pKa izvedene iz titracijske krivulje vodene otopine
ispitivane tvari. Razlika tih vrijednosti povezana je s vrijednosti logP, koja se moze izraCunati
primjenom utvrdenih jednadzbi. Primjerice, logP vrijednost monoprotonskih komponenti racuna

se prema jednadzbi:

10‘poKaipKa\—1 (8)

gdje su:
|poKa-pKa| — apsolutna vrijednost razlike poK. 1 pKy

r — volumni omjer Vn-octanol /Vvoda.l*

Postoji nekoliko nacina za teorijski proracun particijskog koeficijenta, medutim, rezultati
proracuna ovise o odabiru najprikladnije jednadZbe. Postoji mnogo softverskih paketa koji
procjenjuju lipofilnost tvari na temelju teorijskog proracuna particijskog koeficijenta. Struktura
ispitivane tvari uglavnom je podijeljena na atome ili ve¢e funkcionalne skupine te se vrijednosti

za svaku skupinu zbrajaju kako bi se procijenila ukupna vrijednost particijskog koeficijenta. Ova

14



metoda je primjenjiva na Sirok spektar tvari i moze se uvelike poboljsati ukoliko su poznate
eksperimentalne vrijednosti particijskih koeficijenata tvari slicnih ispitivanoj tvari. Iako su
rezultati dobiveni teorijskim prorac¢unom vecinom u dobroj korelaciji s rezultatima dobivenim
direktnom metodom, metoda moze pokazati neto¢ne rezultate za spojeve koji imaju interaktivne
funkcionalne skupine ili za kompleksne spojeve s fragmentima koji nisu dostupni u bazi podataka
primijenjenog softvera. Takoder, veéina programa dizajnirana je za odredivanje particijskog
koeficijenta neioniziranog oblika ispitivane tvari, stoga ova metoda nije primjenjiva za spojeve
koji disociraju na ione. Brojne metode mogu se primijeniti za mjerenje ili procjenu particijskog
koeficijenta tvari izmedu oktanola i vodene faze, ali samo neke od njih primjerene su za spojeve
koji disociraju na ione. Pri radu s takvim spojevima mora se pazljivo kontrolirati pH 1 dosti¢i pH
vrijednost na kojoj postoji samo jedna ionska vrsta. Do sada se potenciometrijska metoda
pokazala najprihvatljivijom za odredivanje particijskog koeficijenta spojeva koji disociraju na
ione, ali njen nedostatak je potreba za skupom opremom i stru¢nim osobljem.??!

Tablica 1. Prikaz razli¢itih metoda odredivanja lipofilnosti, njihovih prednosti i nedostataka te

uvjeta u kojima se ne mogu primjenjivati:'??!

Metoda Prednost Nedostatak Nije primjenljiva ako Reference
Direktna
Metoda potresanjem tikvice Najrealnija metoda, pouzdana Viijeme, koliéina upotreblienog LogP > 6; testirana OECD (1995)

produkta, nastajanje emulzije oktanola  supstanca disocira (KoW
ovisi o koncentraciii)

Metoda polaganog mjesanja Izbjegava se nastajanje emulzija,  Vrijeme, koli¢ina upotreblineog Testirana supstanca Brooke et al. (1986) and de
pouzdana produkta disocira (KoW ovisi o Bruijn et al. (1989)
koncentraciii)
Kromatografska metoda
Klasi¢an HPLC pristup Brza i jeftina.ne zahtijevakemijsku Drugagiji retencijski mehanizam: slaba Vrlo niske Kow vrijednosti Sicbaldi and Finizio (1993).
kvantifikaciju reproducibilnost; pH podruéje Finizio et al. (1997), and OECD
ograni¢eno na 2-7.5 (2004)
Micelarna i mikroemulzijska Brza i jeftina. Zahtjeva utvrdivanje solvatacijskih Ionska supstanca Poole and Poole (2003)
elektrokineticka parametara modela
kromatografija
Metanol-voda gradijenti ~ Dobro slaganje sa metodom Ionska supstanca Donovan and Pescatore (2002)
kratka oktadecil-poli(vinil ~ potresanjem tikvice
alkohol) kolona
Druge
Metoda filter probe Brza; dobro prilagodena za Potrebna skupocjena oprema. LogP<0,2; nema izosbestickeTakacs-Novak et al. (1995) and
konstrukciju logD/pH profila vremenski zahtjevno za postaviti tocke Leo (2000)
pH metri¢na metoda (ili Brza; dobro prilagodena za Potreban skupocjena operma Netopljivi spoj Chamberlain et al. (1996).
potenciometrijska metoda) konstrukeiju logD/pH profila OECD (2000), and Avdeef
Racunske (2001)
Regeresija sa drugim Biza i jeftina. Rezultati ovise o raspolozivom Xing and Glen (2002) and Lu
svojstvima skupu podataka et al. (2007)
* Teorijski racun Sirok raspon kemikalija: Nije pouzdana za zwitterione. Fragment nije dostupanu  Leo (2000). Mannhold and van
(fragmentalni pristup) pouzdana za neutralne spojeve;  tautomere. nabijene spojeve i spojeve  softverskom skupu deWaterbeemd (2001). and
jedina pouzdana metoda za Kow>5povezan jakim vodikovim vezama Machatha and Yalkowsky
(2005)
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2. REZULTATI I RASPRAVA
2.1. Uvod

Benzotiazini su skupina bioloski aktivnih spojeva koji pokazuju antikancerogenu,
diureticku 1 antihipertenzijsku aktivnost. Derivati 1,2-benzoatiazina i 1,3-benzotiazina pokazuju
protuupalni, antitumorski i antiproliferativni ucinak, dok derivati 1,4-benzotiazina pokazaju
antifungalno djelovanje u infekcijama uzrokovanim gljivicama Aspergillus fumigatus i Candida
albicans (Slika 4). Pretpostavlja se da bioloSka aktivnost benzotiazina proizlazi iz njihove
strukture, u kojoj se nalaze heteroatomi, atomi duSika 1 sumpora, koji se mogu ponasati kao
akceptori vodikove veze, koja ima vazan utjecaj na fizikalno-kemijska svojstva lijeka kao $to su

topljivost, lipofilnost i vezanje liganda na proteine.[>*242°]

COr OO O

1,2-benzotiazin 1,3-benzotiazin 1,4-benzotiazin

Slika 4. Strukture benzotiazina.!**]

U ovom radu ispitivala se bioloska aktivnost odabranih pocetnih 1,3-benzotiazina (1-3,
Tablica 2) 1 amino-1,3-benzotiazina (4-18, Tablica 3) in silico analizom upotrebom softverskg
paketa PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances), direktnom metodom, metodom
protresanja tikvicom (,,shakle-flask* metoda) te na temelju teorijskog proracuna koriStenjem

programa HyperChem 5.0.1.
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Tablica 2. Prikaz struktura odabranih pocetnih 1,3-benzotiazina (1-3) s pripadaju¢im imenima i
oznakama spojeva.!

Struktura spoja Ime spoja Oznaka spoja

Cl

2-(4-klorfenil)-6,7-
_0O S dimetoksi-4H- (1)
benzo[1,3]tiazin

6,7-dimetoksi-2-
~ O S fenil-4 H-benzo- (2)
|N 1 3-tiazin
~N
O

6,7-dimetoksi-2-

O S (p-tolil)-4H-benzo- 3)
|N 1,3-tiazin
~o

Pocetni 1,3-benzotiazini (1-3) snimljeni su 'H NMR spektroskopijom u cilju potvrde njihove

strukture (Slika 5-7).

1Zahvala prof. dr. sc. M. Sindler-Kulyk na poklonjenim uzorcima spojeva 1-3.
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Iz '"H NMR spektra spoja 1 (Slika 5) moze se uoéiti da protoni metoksi-skupina s oznakama 1 i 2

pokazuju singlete s integralima od po 3H na priblizno 3,8 ppm. Protoni s oznakama 5 su

ekvivalentni 1 pokazuju singlet s integralom od po 2H na priblizno 4,7 ppm. Za proton s oznakom

3 vidljiv je singlet s integralom od 1H u podruc¢ju nesto nizem od 7 ppm. Proton s oznakom 4

pokazuje singlet s integralom od 1H u podrucju nesto viSem od 7 ppm. Protoni s oznakama 7 su u

ovoj strukturi ekvivalentni te se za njih moZe uociti dublet s integralom od po 2H na priblizno 7,6

ppm. Protoni s oznakama 6 su ekvivalentni i pokazuju dublet s integralom od po 2H na priblizno

7,9 ppm.
6
7
° H | Cl
1 H
O S
H-C H 6
23 © 7
H HH 1_2
i3 A 5 5
Nl N, [
5
6 7 ;
d a4
S
N ng
A A m "2H 3H WH

Slika 5. "H NMR spektar spoja 1.
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Iz '"H NMR spektra spoja 2 (Slika 6) mogu se uoditi singleti s integralom od po 3H za protone
metoksi-skupina s oznakama 1 i 2 na priblizno 3,8 ppm. Na priblizno 4,7 ppm protoni s
oznakama 5, koji su ekvivalentni, pokazuju singlet s integralom od po 2H. Za proton s oznakom 3
vidljiv je singlet s integralom od 1H u podrué¢ju nesto nizem od 7 ppm. U podrucju nesto visem
od 7 ppm proton s oznakom 4 pokazuje singlet s integralom od po 1H. Za protone s oznakom 6
moze se uociti multiplet s integralom od 3H na priblizno 7,5 ppm, dok se za protone 7, koji su

ekvivalentni, moze uociti dublet s integralom od 2H na priblizno 7,9 ppm.

6
7 6
3
| ¥ H H
o S
HaC™ | H
HaC. N H 6 1
, O ; s 2
4 M |1 H H H 1S
g 57
5
S
3
S

(=}

m IS

Slika 6. "H NMR spektar spoja 2.
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Iz '"H NMR spektra spoja 3 (Slika 7) mogu se uociti dva singleta s integralima od po 3H za
protone metoksi-skupina s oznakama 1 i 2 na priblizno 3,7 ppm. Proton oznake 3 pokazuje
singlet s integralom od 1H na priblizno 6,9 ppm. Za proton oznake 4 moze se uociti singlet s
integralom od 1H u podrucju nesto nizem od 7,2 ppm. Ekvivalentni protoni oznake 5 pokazuju
singlet s integralom od 2H u podru¢ju nesto nizem od 4,8 ppm. Protoni oznake 6, koji su
ekvivalentni, pokazuju dublet s integralom od 2H na priblizno 7,3 ppm. Protoni oznake 7 su
takoder ekvivalentni te pokazuju dublet s integralom od 2H na priblizno 7,7 ppm. Protoni metilne
skupine s oznakom 8 pokazuju singlet s integralom od 3H na priblizno 2,3 ppm. U podrucju nesto
nizem od 2,8 ppm moze se uociti signal za otapalo, dimetilsulfoksid (DSMO), a na priblizno 3,5

ppm mozZe se uociti signal za vodu u dimetilsulfoksidu (H,O/DMSO).

6
7 8
3
y H CH;
1
Hye © S | H
R N H
HaC- :
2 H HH
455
H,0DMs0  DMSO
S S
3
S
5
3 S
7 S
4 64 j
[ i
A Y Y J “‘J v

Slika 7. "H NMR spektar spoja 3.
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Tablica 3. Prikaz struktura odabranih amino-1,3-benzotiazina (4-18) s pripadaju¢im imenima i

oznakama spojeva.

Struktura spoja

Ime spoja

Oznaka
spoja

N-(2-klorbenzil)-4-

(6,7-dimetoksi-4 H-

benzo[1,3]tiazin-2-
il)anilin

(4)

4-(6,7-dimetoksi-
4H-
benzo[1,3]tiazin-2-
il)-N-(2-
fluorbenzil)anilin

()

4-(6,7-dimetoksi-
4H-
benzo[1,3]tiazin-2-
il)-N-(furan-2-
ilmetil)anilin

(6)

ZT

4-(6,7-dimetoksi-
4H-
benzo[ 1,3]tiazin-2-
il)-N-(2-
metilbenzil)anilina

(7)

4-(6,7-dimetoksi-
4H-
benzo|[ 1,3 ]tiazin-
2il)-N-(2-
metoksibenzil)anilin

(8)
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4-(6,7-dimetoksi-
4H-
benzo[1,3]tiazin-2-
il)-N-(tiofen-2-
ilmetil)anilin

€

pdun
@)

N-(3-klorbenzil)-4-

(6,7-dimetoksi-4 H-

benzo[1,3]tiazin-2-
il)anilin

(10)

ZT

4-(6,7-dimetoksi-
4H-
benzo[1,3]tiazin-2-
il)-N-(3-
fluorbenzil)anilin

(11)

NP

4-(6,7-dimetoksi-
4H-
benzo[ 1,3]tiazin-2-
il)-N-(3-
metilbenzil)anilin

(12)

H\Q\
OCH,

4-(6,7-dimetoksi-
4H-
benzo[ 1,3]tiazin-2-
il)-N-(3-
metoksibenzil)
anilin

(13)

Cl
H
T

N-(4-klorbenzil)-4-

(6,7-dimetoksi-4 H-

benzo[ 1,3]tiazin-2-
il)anilin

(14)
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4-(6,7-dimetoksi-
4H-benzo[1,3]tiazin-
2-il)-N-
(4-flourbenzil)anilin

F
H
T
H . .
N ﬁ 4-(6,7-dimetoksi-

4H-benzo[1,3]tiazin-

o s 2-il)-N-(4-
| metilbenzil)anilin
~0 N

OCH,4
H 4-(6,7-dimetoksi-
N ﬁ 4H-benzo[1,3]tiazin-
2-il)-N-(4- (17)
0 m | metoksibenzil)

(15)

(16)

N anilin

H
N Q N-benzil-4-(6,7-

dimetoksi-4H-

_0O S benzo[1,3]tiazin-2-
:I:::I:v/| ihanilina
N
o

(18)

Od gore navedenih amina u Tablici 3, sintetizirani su spojevi 4-(6,7-dimetoksi-4H-
benzo[ 1,3]tiazin-2-il)-N-(tiofen-2-il-metil)anilin  (9) 1 N-(2-klorbenzil)-4-(6,7-dimetoksi-4H-
benzo[1,3]tiazin-2-il)anilin (4). Za sintezu oba spoja kao polazni spoj upotrijebio se spoj 1 te su
se reakcije provodile uz prisutnost BrettPhosa, koji ima ulogu liganda, paladijeva (Il)acetata,
Pd(OAc)2, koji ima ulogu katalizatora 1 kalijevog tert-butoksida, KO7Bu, koji ima ulogu baze
(Sheme 1 i 2). Spoj 9 sintetiziran je iz spoja 1 i1 2-tiofenmetilamina (Shema 1), dok je spoj 4
sintetiziran je iz klorovog derivata 1 i 2-klorbenzilamina (Shema 2). Tako pripravljene reakcijske

smjese zagrijavale su se preko no¢i na temperaturi od 120 °C.
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Cl

1
0 S | (1)
I I N
~o
+
7 S
= NH» 2-tiofenmetilamin
HsCO i-Pr

f‘ Pr
H3;CO P_ i-Pr BrettPhos

Pd(OAc),

KO7Bu

Shema 1. Sinteze 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-il)-N-(tiofen-2-ilmetil)anilina (9).
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Cl
(1)

Cl
@/ NH,  2-klorbenzilamin

HsCO iPr

.‘.—Pr

H,CO P iPr BrettPhos

CO

Pd(OAc),

KOrBu
H
Y N 4)

N
~o

Shema 2. Sinteza N-(2-klorbenzil)-4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo|[1,3]tiazin-2-il)anilina (4).
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Iz '"H NMR spektra spoja 4 (Slika 8) mogu se uociti dva singleta s integralom od po 3H za
protone metoksi skupina s oznakama 1 1 2 na priblizno 3,8 ppm. Proton oznake 3 pokazuju dublet
s integralom od 2H na priblizno 6,6 ppm. Proton s oznakom 4 pokazuje singlet s integralom od
1H na priblizno 6,8 ppm. Ekvivalentni protoni s oznakom 5 pokazuju singlet s integralom od 2H
na priblizno 4,6 ppm. Protoni s oznakom 6, koji su ekvivalentni, pokazuju dublet s integralom od
2H na priblizno 6,9 ppm. Za ekvivalentne protone s oznakom 7 moze se uociti dublet s
integralom od 2H na podruju nesto nizem od 7,8 ppm. Siroki singlet s integralom od 3H moZe se
uociti za protone -CHz skupine s oznakom 9 te NH skupine na priblizno 4,3 ppm. Protoni s
oznakom 10 pokazuju multiplet s integralom od 2H na priblizno 7,1 ppm. Protoni s oznakom 11
pokazuju multiplet s integralom od 2H na priblizno 7,2 ppm. U podrucju nesto visSem od 7,2 ppm

moze se uociti signal za otapalo, deuterirani kloroform (CDCls).

10
6 10 H 11
H g H H
R
| H
. H H cI
Hye© S | H9 H
6
H HH
4 5 5
S R R | S
}1}10 o 2 : S
7 CDCL|[m d 9
d S

S A A

-

— T y T 1
PPM T.IB 76 T4 T2 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38

Slika 8. "H NMR spektar spoja 4.
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2.2. In silico analiza odabranih amino-1,3-benzotiazina

U svrhu ispitivanja bioloSke aktivnosti odabranih amino-1,3-benzotiazina, primijenjen je

in silico pristup, koriSten je softverski paket PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances)

te su dobiveni sljedeci rezultati:

Cl

C

Slika 9. Struktura 2-(4-klorfenil)-4H-benzol[1,3]tiazina (19).

Tablica 4. In silico predvidanje bioloSke aktivnosti modelnog spoja 2-(4-klorfenil)-4H-
benzo[ 1,3]tiazina (19).

0,873 0,004 Inhibitor glikozil-fosfatidilinozitol fosfolipaze D

0,821 0,005 Inhibitor faktora D (komplement)

0,792 0,037 U tretmanu fobi¢nih poremecaja

0,717 0,012 Inhibitor IgA-specificne serinske endopeptidaze

Cl

~ N
O
Slika 10. Struktura 2-(4-klorfenil)-6,7-dimetoksi-4 H-benzo[ 1,3]tiazina (1),

Tablica 5. In silico predvidanje bioloSke aktivnosti 2-(4-klorfenil)-6,7-dimetoksi-4H-
benzo[1,3]tiazina (1).
0,716 0,047 Inhibitor glukonat 2-dehidrogenaze (akceptor)
0,652 0,027 Inhibitor faktora D (komplement)
0,651 0,049 Inhibitor glikozil-fosfatidilinozitol fosfolipaze D
0,641 0,052 Inhibitor klordekon reduktaze
0,589 0,034 Inhibitor ekspresije JAK2 gena
0,642 0,103 U tretmanu fobi¢nih poremecaja
0,573 0,037 Inhibitor aldehid oksidaze
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L

ZT

0 S |
~0 N

Slika 11. Struktura N-benzil-4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-il)anilina (18).

Tablica 6. In silico predvidanje bioloSke aktivnosti N-benzil-4-(6,7-dimetoksi-4H-
benzo[1,3]tiazin-2-1l)anilina (18).

0,552
0,480
0,434
0,380

0,035
0,036
0,043
0,022

Inhibitor inzulizina

Inhibitor faktora rasta receptora kinaze izvedenog iz trombocita
Pojacivac ekspresije HMGCS2 gena

Tretman prionskih bolesti

Slika 12 . Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo| 1,3 Jtiazin-2-1l)-N-(4-metilbenzil)anilina (16).

Tablica 7. In silico predvidanje bioloSke aktivnosti 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo|[ 1,3 Jtiazin-2-il)-N-
(4-metilbenzil)anilina (16).

0,600
0,493
0,410
0,367
0,358
0,370
0,335

0,025
0,033
0,050
0,041
0,034
0,054
0,056

Inhibitor inzulizina

Inhibitor faktora rasta receptora kinaze izvedenog iz trombocita
Pojacivac ekspresije HMGCS2 gena

Inhibitor transkripcijskog faktora STAT3

Tretman prionskih bolesti

Inhibitor transkripcijskog faktora STAT

Inhibitor kinaze fokalne adhezije
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2.3. Odredivanje logaritamske vrijednosti particijskog koeficijenta odabranih
amino-1,3-benzotiazina teorijskim prora¢unom

U svrhu ispitivanja particijskog koeficijenta, koji daje uvid u lipofilnost 1,3-benzotiazina

(1-3) i amino-1,3-benzotiazina (4-18), koristen je program HyperChem 5.0.1 (Slika 13-19).

Primjenom programa HyperChem 5.0.1 dobiveni su sljedeci rezultati logaritamskih vrijednosti

particijskih koeficijenata 1,3-benzotiazina (1-3):

¢ ¢«

Slika 13. Struktura 6,7-dimetoksi-2-fenil-4 H-benzo-1,3-tiazina (2)
s pripadaju¢om vrijednosti logP= -0,30.
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¢

Slika 14. Struktura 6,7-dimetoksi-2-(p-tolil)-4H-benzo-1,3-tiazina (3) s pripadaju¢om vrijednosti
logP=-0,15.
Cl

«

Slika 15. Struktura 2-(4-klorfenil)-6,7-dimetoksi-4 H-benzo-1,3-tiazina (1) s pripadaju¢om
vrijednosti logP= -0,53.
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Primjenom programa HyperChem 5.0.1 dobiveni su sljede¢i rezultati logaritamskih vrijednosti

particijskih koeficijenata amino-1,3-benzotiazina (4-18):

Slika 16. Struktura N-(2-klorbenzil)-4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-1l)anilina (4) s
pripadaju¢om vrijednosti logP= -0,82.

¢

Slika 17. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-11)-N-(2-fluorbenzil)anilina (5)
s pripadaju¢om vrijednosti logP=-1,20.
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Slika 18. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-1l)-N-(furan-2-ilmetil)anilina (6)
s pripadaju¢om vrijednosti logP=-2,33.

Slika 19. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-11)-N-(2-metilbenzil)anilina (7)
s pripadaju¢om vrijednosti logP= -0,45.
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Iz prikazanih podataka moze se uociti da su logaritamske vrijednosti particijskog
koeficijenta odabranih 1,3-benzotiazina (1-3) 1 amino-1,3-benzotiazina (4-18) dobivene
koriStenjem programa HyperChem 5.0.1 negativne i da odabrani spojevi amino-1,3-benzotiazina
pokazuju negativniju logaritamsku vrijednost particijskog koeficijenta nego odabrani spojevi 1,3-

benzotiazina.

2.4. Odredivanje logaritamske vrijednosti particijskog koeficijenta odabranih
1,3-benzotiazina 1-3 metodom protresanja tikvicom

Metoda protresanja tikvicom koristila se u svrhu ispitivanja logaritamske vrijednosti
particijskog koeficijenta 2-(4-klorfenil)-6,7-dimetoksi-4H-benzo-1,3-tiazina (1), 6,7-dimetoksi-2-
fenil-4H-benzo-1,3-tiazina (2) 1 6,7-dimetoksi-2-(p-tolil)-4H-benzo-1,3-tiazina (3).

oo
N
~o

Cl

Slika 22. 6,7-dimetoksi-2-(p-tolil)-4H-benzo-1,3-tiazin (3).
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Za raunanije particijskog koeficijenta spojeva (2), (3) i (1) primijenio se sljede¢i izraz:?"!

p=ﬂx_vp_uier_

gdje su:

P — particijski koeficijent

y — ukupna koncentracija ispitivanog spoja

x — koncentracija ispitivanog spoja nakon raspodjele izmedu pufera i n-oktanola

Voufer — volumen fosfatnog pufera

Vp-oktanol — Volumen n-oktanola.

n—oktanol

)

Masena koncentracija (x) ispitivanog spoja nakon raspodjele izmedu pufera 1 n-oktanola

izracunala se pomocu jednadzbe pravca kojim se prikazuje ovisnost apsorbancije ispitivane tvari

u ultraljubi¢astom podrucju o masenoj koncentraciji ispitivane tvari u uzorku.

Tablica 8. Asporbancija spoja (2) u ovisnosti o masenoj koncentraciji navedenog spoja u uzorku.

A y / mg ml!
2,05 0,5
2,88 0,8
3,61 1,4
3,67 1,7
3,59 2

Apsorbancija uzorka spoja (2) nakon raspodjele izmedu n-oktanola i pufera iznosila je 3,22.
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Slika 23. Graficki prikaz ovisnosti apsorbancije spoja (2) o masenoj koncentraciji navedenog

spoja u uzorku.
_ 10mg __
T

2 mg/ml
A=1,0169y+ 1,8594
y=x=1,3379 mg/ml

_ 2mg/ml-1,3379 mg/ml % 700 ul

P
1,3379 mg/ml 20ul

P=17,3208

logP=log(17,3208)= 1,2386

Tablica 9. Asporbancija spoja (3) u ovisnosti 0 masenoj koncentraciji navedenog spoja u uzorku.

A y / mg ml"!
7,42 0,5
7,61 0,8
9,73 1,4
10,00 1,7
9,99 2

Apsorbancija uzorka spoja (3) nakon raspodjele izmedu n-oktanola i pufera iznosila je 1,73.
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Slika 24. Graficki prikaz ovisnosti apsorbancije spoja (3) o masenoj koncentraciji navedenog
spoja u uzorku.

__11,0mg __
== 2,2 mg/ml
A=2,0114y+ 6,3774

Yy =x=—2,3105 mg/ml

__2,2mg/ml-(-2,3105) mg/ml _ 700 pl

P
(-2,3105) mg/ml 20ul

P=-68,3261
logP=1og(—68,3261)=@

Tablica 10. Asporbancija spoja (1) u ovisnosti 0 masenoj koncentraciji navedenog spoja u uzorku.

A y / mg ml!
4,1 0,5
9,99 1,7
10,00 2

Apsorbancija uzorka spoja (1) nakon raspodjele izmedu n-oktanola i1 pufera iznosila je 3,56.
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Slika 25. Graficki prikaz ovisnosti apsorbancije spoja (1) o masenoj koncentraciji navedenog

spoja u uzorku.

Pri kreiranju jednadzbe pravca izbacene su tocke (0,8 , 9,91) i (1,4 , 10,01) radi smanjenja

eksperimentalne pogreske.

_11,1mg _

- 2,22 mg/ml

A=42119y+ 2,1333

y =x=0,3387 mg/ml

__2,22mg/ml-0,3387 mg/ml _ 700 ul

P

0,3387 mg/ml 20pul
P=194,4066

log P=log(194,4066)= 2,2887
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Kada je logaritamska vrijednost particijskog koeficijenta ispitivanog spoja jednaka nuli,
spoj je jednako raspodijeljen izmedu organske i vodene faze. Pozitivna vrijednost logaritamske
vrijednosti particijskog koeficijenta ispitivanog spoja oznacava vecu koncentraciju ispitivanog
spoja u organskoj fazi, odnosno moze se zakljuciti da je ispitivani spoj lipofilan. Negativna
vrijednost logaritamske vrijednosti particijskog koeficijenta ispitivanog spoja upucuje na veci
afinitet ispitivanog spoja prema vodenoj fazi, odnosno upucuje na ¢injenicu da je spoj hidrofilan.
Ako je logaritamska vrijednost particijskog koeficijenta ispitivnog spoja jedan, moze se zakljuciti
da je ispitivani spoj raspodijeljen izmedu organske i vodene faze u omjeru 10: 1. Prema
Lipinskijevom pravilu 5, logP vrijednost lijeka namijenjenog peroralnom unosu trebala bi iznositi
manje od 5. Ako je lijek viSe lipofilan, bit ¢e manje topljiv u vodi, ¢ime se ugrozava njegova
bioraspolozivost. Ako se ne moze posti¢i ili odrzati odgovaraju¢a koncentracija lijeka, ¢ak i
najmocnija in vitro tvar ne moze biti u¢inkovit lijek. U slucaju kada je logP vrijednost lijeka veca
od 5, moze do¢i do akumulacije lijeka u masnom tkivu, ¢ime se otezava proces ekskrecije
lijekova, Sto moZe dovesti do toksiCnosti lijeka za organizam. Takoder, lijekovi koji ciljaju
srediS$nji ziv€ani sustav trebali bi imati logP vrijednost oko 2; za peroralnu 1 crijevnu apsorpciju,
idealna logP wvrijednost lijekova iznosi 1,35-1,8, dok lijekovi namijenjeni sublingvalnoj

apsorpciji trebaju imati logP vrijednost ve¢u od 5.2%

Tablica 11. Prikaz logaritamskih vrijednosti particijskog koeficijenta dobivenih teorijskim

proracunom upotrebom programa HyperChem 5.0.1 i direktnom metodom, metodom protresanja

tikvicom.
Oznaka spoja HyperChem 5.0.1 Metoda protresanja
tikvicom
(1) logP=-0,53 logP=2,2887
(2) logP=-0,30 logP=1,2386
3) logP=-0,15 logP=0

Iz tablicno prikazanih rezultata moZze se zakljuciti da metoda teorijskog proracuna
logaritamske vrijednosti particijskog koeficijenta spojeva (1), (2) 1 (3) nije u korelaciji s
direktnom metodom, metodom protresanja tikvicom. 1z rezultata dobivenih metodom protresanja
tikvicom moze se zakljuciti da su spojevi (1) 1 (2) lipofilni te su pogodni kandidati za daljnja

pretklinicka i klinicka istrazivanja kojima se moZe ispitati njihova bioloSka aktivnost.

38



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Odredivanje particijskog koeficijenta 6,7-dimetoksi-2-fenil-4H-benzo-1,3-
tiazina (2) primjenom metode protresanja tikvicom

10,0 mg uzorka spoja (2) otopljeno je u 5 ml etanola te je uzorak ostavljen preko noc¢i da

se u potpunosti otopi.

Odvagalo se redom 2,0 mg, 3,2 mg, 5,6 mg, 6,8 mg i 8,0 mg spoja (2) te se svakom uzorku
dodalo 4 ml 96%-tne otopine etanola. Time su se pripravile otopine uzorka spoja (2) masenih
koncentracija 0,5 mg/ml, 0,8 mg/ml, 1,4 mg/ml, 1,7 mg/ml i 2,0 mg/ml. Uzorci su se nakon
otapanja prebacili u kivete 1 snimili na UV-spektofotometru CARY 300 BIO UV-Visible
Spectophotometer. 1z dobivenih apsorpcijskih spektara ocitale su se vrijednosti apsorbancije pri
valnoj duljini maksimuma apsorpcije za sve navedene otopine uzorka spoja (2) te se uz pomo¢
ocitanith vrijednosti apsorbancija i masenih koncentracija otopina uzorka spoja (2) izradio

bazdarni dijagram prikazan na slici 23.

Fosfatni pufer pH vrijednosti 7,5 prireden je otapanjem prethodno kupljene tabletice pufera
proizvodaca Sigma Aldridge u 400 ml vode. 700 ul tako pripravljenog fosfatnog pufera
preneseno je u bocicu u koju se zatim doda 700 pl prethodno otopljenog uzorka spoja (2).
Naposlijetku je u bocicu dodano 20 pul n-oktanola te se tako pripravljena smjesa rucno protresala
30 min., a zatim na uredaju Stuart-vortex mixer SA8 60 min. brzinom od 600 rpm. Slojevi su se
odvojili te se gornji sloj, sloj n-oktanola, izvadio kapaljkom. Donji sloj snimio se na UV-
spektofotometru CARY 300 BIO UV-Visible Spectophotometer te se iz dobivenog apsorpcijskog
spektra ocitala vrijednost apsorbancije pri valnoj duljini maksimuma apsorpcije spoja (2). Na
temelju te vrijednosti, te uz pomo¢ jednadzbe pravca prikazanog na slici 23., odredila se masena

koncentracija (x) ispitivanog spoja nakon raspodjele izmedu pufera i n-oktanola.

3.2. Odredivanje particijskog koeficijenta 6,7-dimetoksi-2-(p-tolil)-4H-benzo-
1,3-tiazina (3) primjenom metode protresanja tikvicom

11,0 mg uzorka spoja (3) otopljeno je u 5 ml etanola te je uzorak ostavljen preko noci da

se u potpunosti otopi.

Odvagalo se redom 2,0 mg, 3,2 mg, 5,6 mg, 6,8 mg 1 8,0 mg spoja (3) te se svakom uzorku

dodalo 4 ml 96%-tne otopine etanola. Time su se pripravile otopine uzorka spoja (3) masenih
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koncentracija 0,5 mg/ml, 0,8 mg/ml, 1,4 mg/ml, 1,7 mg/ml i 2,0 mg/ml. Uzorci su se nakon
otapanja prebacili u kivete i snimili na UV-spektofotometru CARY 300 BIO UV-Visible
Spectophotometer. 1z dobivenih apsorpcijskih spektara ocitale su se vrijednosti apsorbancije pri
valnoj duljini maksimuma apsorpcije za sve navedene otopine uzorka spoja (3) te se uz pomoé
oc¢itanih vrijednosti apsorbancija i masenih koncentracija otopina uzorka spoja (3) izradio

bazdarni dijagram prikazan na slici 24.

Fosfatni pufer pH vrijednosti 7,5 prireden je otapanjem prethodno pripravljene tabletice pufera
proizvodaca Sigma Aldridge u 400 ml vode. 700 pl tako pripravljenog fosfatnog pufera
preneseno je u bocicu u koju se zatim doda 700 pl prethodno otopljenog uzorka spoja (3).
Naposlijetku je u bocicu dodano 20 pl n-oktanola te se tako pripravljena smjesa rucno protresala
30 min., a zatim na uredaju Stuart-vortex mixer SA8 60 min. brzinom od 600 rpm. Slojevi su se
odvojili te se gornji sloj, sloj n-oktanola, izvadio kapaljkom. Donji sloj snimio se na UV-
spektofotometru CARY 300 BIO UV-Visible Spectophotometer te se iz dobivenog apsorpcijskog
spektra ocitala vrijednost apsorbancije pri valnoj duljini maksimuma apsorpcije spoja (3). Na
temelju te vrijednosti, te uz pomo¢ jednadzbe pravca prikazanog na slici 24., odredila se masena

koncentracija (x) ispitivanog spoja nakon raspodjele izmedu pufera i n-oktanola.

3.3. Odredivanje particijskog koeficijenta 2-(4-klorfenil)-6,7-dimetoksi-4H-
benzo-1,3-tiazina (1) primjenom metode protresanja tikvicom

11,1 mg uzorka spoja (1) otopljeno je u 5 ml etanola te je uzorak ostavljen preko noci da

se u potpunosti otopi.

Odvagalo se redom 2,0 mg, 3,2 mg, 5,6 mg, 6,8 mg i 8,0 mg spoja (1) te se svakom uzorku
dodalo 4 ml 96%-tne otopine etanola. Time su se pripravile otopine uzorka spoja (1) masenih
koncentracija 0,5 mg/ml, 0,8 mg/ml, 1,4 mg/ml, 1,7 mg/ml i 2,0 mg/ml. Uzorci su se nakon
otapanja prebacili u kivete 1 snimili na UV-spektofotometru CARY 300 BIO UV-Visible
Spectophotometer. 1z dobivenih apsorpcijskih spektara ocitale su se vrijednosti apsorbancije pri
valnoj duljini maksimuma apsorpcije za sve navedene otopine spoja (1) te se uz pomo¢ ocitanih
vrijednosti apsorbancija i masenih koncentracija otopina uzorka spoja (1) izradio baZzdarni

dijagram prikazan na slici 25.
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Fosfatni pufer pH vrijednosti 7,5 prireden je otapanjem prethodno pripravljene tabletice pufera
proizvodaca Sigma Aldridge u 400 ml vode. 700 pl tako pripravljenog fosfatnog pufera
preneseno je u bocicu u koju se zatim doda 700 pl prethodno otopljenog uzorka spoja (1).
Naposlijetku je u bo¢icu dodano 20 pl n-oktanola te se tako pripravljena smjesa ruc¢no protresala
30 min., a zatim na uredaju Stuart-vortex mixer SA8 60 min. brzinom od 600 rpm. Slojevi su se
odvojili te se gornji sloj, sloj n-oktanola, izvadio kapaljkom. Donji sloj snimio se na UV-
spektofotometru CARY 300 BIO UV-Visible Spectophotometer te se iz dobivenog apsorpcijskog
spektra ocitala vrijednost apsorbancije pri valnoj duljini maksimuma apsorpcije spoja (1). Na
temelju te vrijednosti, te uz pomo¢ jednadzbe pravca prikazanog na slici 25., odredila se masena

koncentracija (x) ispitivanog spoja nakon raspodjele izmedu pufera 1 n-oktanola.

3.4. Sinteza 4-(6,7-dimetoksi-4 H-benzo|[1,3]tiazin-2-il)-/V-(tiofen-2-il-
metil)anilina (9)

4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-il)-N-(tiofen-2-il-metil)anilin (9) pripravljen je iz
spoja (1) 1 2-tiofenmetilamina. Upotrijebilo se 100 mg spoja (1) 1 35,2 pul (1,1 molarni ekvivalent)
2-tiofenmetilamina (p-(2-tiofenmetilamina)=1,103 g/ml). Reakcijskoj smjesi dodano je 17,3 mg
(0,1 molarni ekvivalent) BrettPhos, koji ima ulogu liganda, 3,6 mg (0,05 molarni ekvivalent)
paladijeva (II) acetata, Pd(OAc)., koji ima ulogu katalizatora, 1 50 mg (1,4 molarni ekvivalent)
kalijevog tert-butoksida, KO7Bu, koji ima ulogu baze, otopljenog u 4 ml dioksana. Tako

pripravljena reakcijska smjesa zagrijavala se preko no¢i na temperaturi od 120 °C.

3.5. Sinteza N-(2-klorbenzil)-4-(6,7-dimetoksi-4 H-benzo|[1,3]tiazin-2-il)anilina
“4)

N-(2-klorbenzil)-4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-il)anilin (4) pripravljen je iz
spoja (1) 1 2-klorbenzilamina. Upotrijebilo se 100 mg spoja (1) 121,2 pl (1,1 molarni ekvivalent)
2-klorbenzilamina (p(2-klorbenzilamin)=1,173 g/ml). Reakcijskoj smjesi dodano je 17,3 mg (0,1
molarni ekvivalent) BrettPhos, koji ima ulogu liganda, 3,6 mg (0,05 molarni ekvivalent)
paladijeva (II) acetata, Pd(OAc)2, koji ima ulogu katalizatora, i 50 mg (1,4 molarni ekvivalent)
kalijevog tert-butoksida, KOtBu, koji ima ulogu baze, otopljenog u 4 ml dioksana. Tako

pripravljena reakcijska smjesa zagrijavala se preko no¢i na temperaturi od 120 °C.
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4. ZAKLJUCAK

Metoda protresanja tikvicom upotrijebila se u svrhu ispitivanja logaritamske vrijednosti

particijskog koeficijenta za 1,3-benzotiazine 1-3.

Logaritamske vrijednost particijskog koeficijenta za spoj (2) i za spoj (1) iznose
logP=1,2386, odnosno logP= 2,2887. Dobivene vrijednosti logaritamskih vrijednosti particijskih
koeficijenata su pozitivne, iz ¢ega se moze zakljuciti da su ispitivani spojevi lipofilni te su stoga
pogodni kandidati za daljnja predklinicka 1 klini¢ka ispitivanja kojima se moze ispitati njithova

potencijalna bioloSka aktivnost.

Logaritamska vrijednost particijskog keoficijenta spoja 3 nije se mogla izracunati buduci

da je particijski koeficijent negativan.

Primjenom programa HyperChem 5.0.1, logaritamske vrijednost particijskog koeficijenta
za spojeve 1-3 su negativne, iz ¢ega se moze zakljuciti da primijenjena teorijska metoda
proratuna logaritamske vrijednosti particijskog koeficijenta nije u korelaciji s direktnom

metodom, metodom protresanja tikvicom.
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7. PRILOZI

7.1. In silico analiza odabranih amino-1,3-benzotiazina

OCHs
H \/©/
N
@se
N
o)

Slika 26. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-11)-N-(4-metoksibenzil)anilina (17).

Tablica 12. In silico predvidanje bioloske aktivnosti 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-il)-

N-(4-metoksibenzil)anilina (17).

0,530 0,041 Inhibitor inzulizina

0,569 0,145 Inhibitor glukonat 2-dehidrogenaze (akceptor)

0,455 0,045 Inhibitor faktora rasta receptora kinaze izvedenog iz trombocita
0,414 0,049 Pojacivac ekspresije HMGCS?2 gena

0,375 0,024 Tretman prionskih bolesti

0,351 0,047 Inhibitor kinaze fokalne adhezije

0,386 0,084 Antiartriticki
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Slika 27. Struktura N-(4-klorbenzil)-4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[1,3]tiazin-2-il)anilina (14).

Tablica 13. In silico predvidanje bioloske aktivnosti N-(4-klorbenzill)-4-(6,7-dimetoksi-4 H-
benzo[ 1,3]tiazin-2-il )anilina (14).

0,507 0,048 Inhibitor inzulizina

0,469 0,035 Pojacivac ekspresije HMGCS2 gena

0,571 0,143 Inhibitor glukonat 2-dehidrogenaze (akceptor)

0,462 0,043 Inhibitor faktora rasta receptora kinaze izvedenog iz trombocita
0,381 0,021 Tretman prionskih bolesti

0,459 0,113 Aktivator kalcijskih kanala (osjetljivih na napon)

0,352 0,051 Agonist Vaniloida 1

47



Slika 28. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-11)-N-(4-flourbenzil) anilina (15).

Tablica 14. In silico predvidanje bioloske aktivnosti 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-il)-

N-(4-flourbenzil) anilina (15).

0,513 0,028 Inhibitor faktora rasta receptora kinaze izvedenog iz trombocita

0,458 0,059 Antiartriticki

0,367 0,067 Pojacivac ekspresije HMGCS2 gena

0,303 0,020 Agonist aril ugljikovodi¢nih receptoraAgonist aril ugljikovodi¢nih receptora
0,329 0,063 Tretman aterskleroze

0,314 0,049 Inhibitor kinaze fokalne adhezije

0,321 0,065 Inhibitor kinaze fokalne adhezije 2

Slika 29. Struktura N-(3-klorbenzil)-4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-1l)anilina (10).

Tablica 15. In silico predvidanje bioloske aktivnosti N-(3-klorbenzil)-4-(6,7-dimetoksi-4 H-

0,502
0,574
0,445
0,456
0,366
0,331

0,029
0,142
0,049
0,065
0,029
0,015

benzo[ 1,3]tiazin-2-il)anilina (10).

Pojacivac ekspresije HMGCS2 gena

Inhibitor glukonat 2-dehidrogenaze (akceptor)

Inhibitor faktora rasta receptora kinaze izvedenog iz trombocita
Inhibitor inzulizina

Tretman prionskih bolesti

Agonist aril ugljikovodi¢nih receptora
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Slika 30. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-il)-N-(3-fluorbenzil)anilina (11).

Tablica 16. In silico predvidanje bioloske aktivnosti 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-il)-
N-(3-fluorbenzil)anilina (11).

0,495 0,032 Inhibitor faktora rasta receptora kinaze izvedenog iz trombocita
0,460 0,058 Antiartriticki

0,354 0,060 Inhibitor transkripcijskog faktora STAT

0,355 0,073 Pojacivac ekspresije HMGCS2 gena

0,334 0,061 Tretman ateroskleroze

0,325 0,062 Inhibitor kinaze fokalne adhezije

Slika 31. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-il)-N-(3-metilbenzil)anilina (12).

Tablica 17. In silico predvidanje bioloske aktivnosti 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-il)-
N-(3-metilbenzil)anilina (12).

0,593 0,026 Inhibitor inzulizina

0,475 0,038 Inhibitor faktora rasta receptora kinaze izvedenog iz trombocita
0,397 0,055 Pojacivac ekspresije HMGCS2 gena

0,360 0,033 Tretman prionskih bolesti

0,348 0,046 Inhibitor transkripcijskog faktora STAT3

0,343 0,064 Inhibitor transkripcijskog faktora STAT

0,305 0,029 Tretman makularne degeneracije vezane uz dob

0,333 0,057 Inhibitor kinaze fokalne adhezije
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Slika 32. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-il)-N-(3-metoksibenzil) anilina (13).

Tablica 18. In silico predvidanje bioloske aktivnosti 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-il)-

0,539
0,571
0,438
0,381
0,399
0,352
0,349

0,038
0,143
0,052
0,021
0,054
0,047
0,046

N-(3-metoksibenzil) anilina (13).

Inhibitor inzulizina

Inhibitor glukonat 2-dehidrogenaze (akceptor)

Inhibitor faktora rasta receptora kinaze izvedenog iz trombocita
Tretman prionskih bolesti

Pojacivac ekspresije HMGCS2 gena

Inhibitor kinaze fokalne adhezije

Inhibitor transkripcijskog faktora STAT3
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Slika 33. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2il)-N-(2-metoksibenzil)anilina (8).

Tablica 19. In silico predvidanje bioloske aktivnosti 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-21l)-

0,466
0,429
0,415
0,525
0,372
0,361
0,360
0,369

0,062
0,056
0,049
0,180
0,039
0,032
0,042
0,054

N-(2-metoksibenzil)anilina (8).

Inhibitor inzulizina

Inhibitor faktora rasta receptora kinaze izvedenog iz trombocita
Pojacivac ekspresije HMGCS2 gena

Inhibitor glukonat 2-dehidrogenaze (akceptor)

Inhibitor transkripcijskog faktora STAT3

Tretman prionskih bolesti

Inhibitor kinaze fokalne adhezije

Inhibitor transkripcijskog faktora STAT
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Slika 34. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-il)-N-(2-fluorbenzil)anilina (5).

Tablica 20. In silico predvidanje bioloske aktivnosti 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-il)-
N-(2-fluorbenzil)anilina (5).

0,471 0,039 Inhibitor faktora rasta receptora kinaze izvedenog iz trombocita
0,471 0,055 Antiartriticki

0,370 0,066 Pojacivac ekspresije HMGCS2 gena

0,346 0,075 Analgetik, ne-opoidni

0,329 0,063 Tretman ateroskleroze
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Slika 35. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-il)-N-(2-metilbenzil)anilina (7).

Tablica 21. In silico predvidanje bioloske aktivnosti 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-il)-
N-(2-metilbenzil)anilina (7).

0,575 0,030 Inhibitor inzulizina

0,444 0,050 Inhibitor faktora rasta receptora kinaze izvedenog iz trombocita
0,412 0,050 Pojacivac ekspresije HMGCS2 gena

0,380 0,026 Inhibitor CYP2C9 gena

0,336 0,055 Tretman prionskih bolesti
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Slika 36. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-il)-N-(furan-2-ilmetil)anilina (6).

Tablica 22. In silico predvidanje bioloske aktivnosti 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-il)-
N-(furan-2-ilmetil)anilina (6).

0,806 0,005 Pojacivac ekspresije HMGCS2 gena

0,640 0,018 Inhibitor inzulizina

0,491 0,019 Inhibitor transkripcijskog faktora STAT3
0,450 0,007 Antagonist prekursora proteina amiloid-beta
0,429 0,008 Agonist aril ugljikovodi¢nih receptora

0,448 0,033 Inhibitor transkripcijskog faktora STAT
0,416 0,012 Mcl-1 antagonist

0,415 0,021 Diuretik Henleove petlje

0,379 0,006 Antagonist oreksinskog receptora 1

0,399 0,028 Inhibitor kinaze fokalne adhezije
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Slika 37. Struktura N-(2-klorbenzil)-4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-1l)anilina (4).

Tablica 23. In silico predvidanje bioloske aktivnosti N-(2-klorbenzil)-4-(6,7-dimetoksi-4 H-
benzo[ 1,3]tiazin-2-il)anilina (4).

0,592 0,026 Inhibitor inzulizina
0,497 0,030 Pojacivac ekspresije HMGCS2 gena
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Slika 38. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-il)-N-(tiofen-2-ilmetil)anilina (9).

Tablica 24. In silico predvidanje bioloske aktivnosti 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-il)-

0,526
0,389
0,440
0,395

0,061
0,006
0,065
0,034

N-(tiofen-2-ilmetil)anilina (9).

Inhibitor komplementnog faktora D
Antagonist oreksinskog receptora 1
Antiartriti¢ki

Inhibitor transkripcijskog faktora STAT3
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7.2. Odredivanje logaritamske vrijednosti particijskog koeficijenta odabranih
amino-1,3-benzotiazina teorijskim prora¢unom

Slika 39. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-il)-N-(4-metoksibenzil)anilina (17)
s pripadaju¢om vrijednosti logP= -1,59.

Slika 40. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[e][1,3]tiazin-2-il)-N-(tiofen-2-ilmetil )anilina (9)
s pripadaju¢om vrijednosti logP= -1,99.
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Slika 41. Struktura N-(3-klorbenzil)-4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-1l)anilina (10)
s pripadaju¢om vrijednosti logP= -0,82.

Slika 42. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-1l)-N-(3-fluorbenzil)anilina (11)
s pripadaju¢om vrijednosti logP= -1,20.
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Slika 43. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-il)-N-(3-metilbenzil)anilina (12)
s pripadaju¢om vrijednosti logP= -0,45.

«

Slika 44. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-il)-N-(3-metoksibenzil)anilina (13)
s pripadaju¢om vrijednosti logP= -1,59.
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Slika 45. Struktura N-(4-klorbenzil)-4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[1,3]tiazin-2-il)anilina (14)
s pripadaju¢om vrijednosti logP=-0,82.

Slika 46. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-1l)-N-(4-fluorbenzil)anilina (15)
s pripadaju¢om vrijednosti logP= -1,20.
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Slika 47. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-1l)-N-(4-metilbenzil)anilina (16)s
pripadaju¢om vrijednosti logP=-0,45.

Slika 48. Struktura 4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3]tiazin-2-il)-N-(4-metoksibenzil)anilina (17)
s pripadaju¢om vrijednosti logP= -1,59.
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«

Slika 49. Struktura N-benzil-4-(6,7-dimetoksi-4H-benzo[ 1,3 ]tiazin-2-il)anilina (18) s
pripadaju¢om vrijednosti logP= -0,60.
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