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SAZETAK

Inhibitori enzima kolinesteraza prepoznaju se kao jedan od glavnih izbora za smanjenje
simptoma Alzheimerove bolesti, Cetvrte bolesti po redu koja uzrokuje smrt u razvijenim
zemljama, zbog toga $to uzrokuje da se razina neurotransmitera acetilkolina u kolinergi¢nim
sinapsama povecava. U svrhu pronalaska jos u¢inkovitijih inhibitora kolinesteraza, sintetizirani
su u ovom radu novi derivati 1,3-tiazolo-tienostilbena 1-9 i njihovi fotoprodukti 10-16. Spojevi
1-5, 7 1 8 sintetizirani su Wittigovom reakcijom s tiofenskom fosfonijevom soli. Sinteza 1,3-
tiazolo-tienostilbena 6 provela se amidacijom spoja 5 uz acetanhidrid, dok se spoj 9 sintetizirao
Biichwald-Hartwigovim aminiranjem. Svi derivati 1-9 dobiveni su kao smjese cis- i trans-
izomera. Na dobivenim spojevima 1-4 i 6-9 provedene su reakcije elektrociklizacije u
fotokemijskom reaktoru Rayonet s 10 UV lampi na 300 nm, ¢ime su se dobili novi derivati
tienobenzo-tiazola 10-16. Sintetizirani su i novi derivati tienobenzo-triazola 23-25 nizom od tri

reakcije. Svi dobiveni spojevi procis¢eni su kolonskom kromatografijom na silika-gelu.

Cisti spojevi okarakterizirani su spektroskopskim metodama i poslani su na ispitivanje biologke
aktivnosti. Koristile su se H i *C NMR tehnike, UV-Vis spektroskopija, masena
spektrometrija i HRMS analiza. Provelo se i racunalno istraZivanje kojim su proucavane
geometrije i elektronske strukture dobivenih tiazola, te molekulski docking kojim su se
identificirale interakcije izmedu enzima i potencijalnog inhibitora s ciljem predvidanja jacine
inhibicije.

Kljuéne rijeci: Alzheimerova bolest, elektrociklizacija, inhibicija kolinesteraze, molekulski
docking, 1,3-tiazolo-tienostilbeni, Wittigova reakcija



SUMMARY

Synthesis, computational modeling and photochemistry of new 1,3-thiazolo-

thienostilbenes

Inhibitors of enzymes cholinesterases are recognized as one of the main choices for reducing
symptoms of Alzheimer's disease, the fourth leading cause of death in developed countries,
because they cause an increase in the level of acetylcholine neurotransmitter in cholinergic
synapses. In order to discover even more effective cholinesterase inhibitors, new derivatives of
1,3-thiazole-thienostilbenes 1-9 and their photoproducts 10-16 were synthesized in this study.
Compounds 1-5, 7, and 8 were synthesized through the Wittig reaction with thiophene
phosphonium salt. The synthesis of 1,3-thiazole-thienostilbene 6 was carried out by amidation
of compound 5 with acetic anhydride, while compound 9 was synthesized by Biichwald-
Hartwig amination. All derivatives 1-9 were gained as mixtures of cis- and trans-isomers. The
obtained compounds 1-4 and 6-9 underwent electrocyclic reactions in a Rayonet photoreactor
equipped with 10 UV lamps at 300 nm, resulting in new derivatives of thienobenzo-thiazoles
10-16. New derivatives of thienobenzo-triazoles 23-25 were also synthesized, through a series
of three reactions. All obtained compounds were purified using column chromatography on

silica gel.

Pure compounds were characterized by spectroscopic methods and sent for biological activity
testing. *H and 3C NMR techniques, UV-Vis spectroscopy, mass spectrometry, and HRMS
analyses were used. Computational research was also conducted to study the geometries and
electronic structures of the obtained thiazoles, and molecular docking was performed to identify
interactions between the enzyme and the potential inhibitor in order to predict the strength of
the inhibition.

Key words: Alzheimer's disease, electrocyclization, inhibition of cholinesterases, molecular
docking, 1,3-thaizolo-thienostilbenes, Wittig reaction
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1. UVOD

Alzheimerova bolest je progresivna nepovratna neurodegenerativna bolest mozga pri kojoj je
kolinergicki sustav mozga stalno u neravnotezi, a pri ¢emu se javljaju posljedice kao Sto su
dezorijentiranost, poteSko¢e u razmisljanju 1 rjeSavanju problema, gubitak pamcenja,
anksioznost i depresija. Kod pojave bolesti, izmedu ostalog, dolazi do gubitka kolinergi¢nih
neurona u mozgu i do smanjivanja aktivnosti kolin-acetil-transferaze, koja je odgovorna za
stvaranje neurotransmitera acetilkolina. Enzimi kolinesteraze hidroliziraju acetilkolin ¢ime
takoder dolazi do smanjenja razine acetilkolina. Zbog ucinka hidrolize, dolazi do nedostatka
acetilkolina u hipokampusu i korteksu mozga §to je povezano s razli¢itim psiholoskim

funkcijama.

S obzirom nato da je Alzheimerova bolest ¢etvrta glavna bolest koja uzrokuje smrt u razvijenim
zemljama, veliki su napori ulozeni u potragu za ucinkovitim lijekovima koji bi se mogli
primjenjivati u borbi protiv ove bolesti. Danas je u medicinskoj primjeni samo nekoliko lijekova
koji mogu ublaziti simptome bolesti, ali ne i u potpunosti zaustaviti njezino napredovanje.
Lijekovi koji se koriste djeluju kao inhibitori enzima kolinesteraza, pri ¢emu se sprjecava
hidroliza acetilkolina i poveéava njegova razina u kolinergi¢nim sinapsama. Veliki potencijal

u inhibiciji kolinesteraza imaju bioloski aktivni spojevi koji posjeduju tiazolnu jezgru.

U ovom radu opisani su simptomi i neuroloske posljedice pojave Alzheimerove bolesti,
strategije prilikom lijeCenja simptoma bolesti i mehanizam inhibicije enzima kolinesteraza,
acetil- i butirilkolinesteraze. Nadalje, opisani su heterociklicki spojevi 1,3-tiazoli, njihova
bioloska aktivnost i uloga u tretiranju Alzheimerove bolesti. Pojasnjeno je farmakolosko i
biolosko djelovanje do sada poznatih prirodnih stilbena, sintetskih tiazolnih analoga stilbena te
benzotiazola i njihovih derivata. Kako bi se otkrili novi u¢inkovitiji inhibitori kolinesteraza,
sintetizirani su derivati 1,3-tiazolo-tienostilbena i njihovi fotoprodukti tienobenzo-tiazoli.
Pripravljeni su i neki novi derivati tienobenzo-triazola. Svi produkti koji su dobiveni Cisti i u
dovoljnim koli¢inama okarakterizirani su spektroskopskim metodama i ispitivani su u svrhu
njihove aktivnosti kao antikolinesterazni agensi. Na dobivenim spojevima provelo se i
racunalno ispitivanje kako bi se karakterizirala njihova geometrija, elektronska struktura i
termodinamicka stabilnost te je napravljen studij molekulskog dockinga, tj. smjeStanja
potencijalnih inhibitora u aktivno mjesto enzima. Na taj nacin identificirane su stabilizirajuce
interakcije izmedu liganda 1 enzima koje, blokiranjem aktivnhog mjesta, omogucavaju

inhibitorno djelovanje ispitivanih molekula na kolinesteraze.



2. OPCI DIO

2.1. TIAZOLI

Heterociklicki spojevi su organske molekule koje se pojavljuju u gotovo svim prirodnim i
sintetiCkim spojevima, a karakterizira ih peteroClana ili Sesteroclana prstenasta struktura,
sastavljena od atoma ugljika 1 vodika te heteroatoma kao Sto su dusik, kisik i sumpor.
Heterociklicki spojevi su sve ¢eS¢i predmet istrazivanja znanstvenika jer ih se obi¢no povezuje
uz njihov Sirok spektar bioloskih aktivnosti. U skupini heterocikli¢kih spojeva zna¢ajno mjesto
zauzimaju tiazoli,! a smatraju se i najvaznijim heterociklima upravo zbog njihove uloge u
dizajnu bioloskih molekula, sintetske raznolikosti i terapeutskog znacaja. Tiazolna jezgra

uvelike je prou¢avana u podruéju organske i medicinske kemije.?

Struktura tiazola sastavljena je od petero¢lanog prstena koji sadrzi atom sumpora u polozaju 1
i dusikov atom, donor elektronskog para, u polozaju 3 (slika 1). Numeriranje tiazolnog prstena
zapocinje od atoma sumpora. Tiazolni prsten prvi put su spomenuli, opisali i sintetizirali
njemacki kemicari Hantzsch i Waber 1887. godine, a strukturu tiazola potvrdio je takoder

njemacki znanstvenik Popp 1889. godine.®
4 N 3
5 [S» 2
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Slika 1: Struktura molekule tiazola.

Hantzsch je sintetizirao jednostavnu jezgru tiazola, a put sinteze ukljucivao je ciklizaciju i
kondenzaciju haloketona s tioamidom. U to vrijeme, takva sinteza bila je najpopularniji nacin
priprave tiazola.* Godine 1910. znanstvenik Gabriel predlaze novi sintetski put za pripravu
tiazola, gdje se tiazolni prsten dobiva ciklizacijom acilaminoacetona pomocu difosfornog
pentasulfida na poviSenim temperaturama. Navedenom metodom mogu se dobiti i supstituirani
tiazoli u polozaju C2 ili C5.56 Danas, derivati tiazola sintetiziraju se u prisustvu razli¢itih

katalizatora i uz koriStenje tehnike mikrovalnog zracenja.*



Tiazolni prsten je aromati¢an, na temelju delokalizacije slobodnog elektronskog para iz atoma
sumpora koji nadopunjuje Zeljenih 6m elektrona, ¢ime je ispunjeno Hiickelovo pravilo.’
Takoder, tiazolni prsten je planaran i kemijski vrlo sli¢an peteroclanim ili $estero¢lanim
aromatskim sustavima, posebice piridinu i tiofenu. Reaktivnost tiazola povezana je s donorskim
i akceptorskim mjestima na prstenastoj strukturi. S obzirom na to, reakcije elektrofilne
supstitucije odvijaju se na atomima koji otpustaju elektrone (polozaj C4 i C5 na slici 1).
Nukleofilni napad je pak favoriziran na ugljikovom atomu u polozaju 2, jer je vodikov atom u
tom poloZaju vrlo reaktivan i lako se izmjenjuje s drugim skupinama.® Tiazol se smatra visoko
reaktivnom molekulom zbog kiselosti protona u polozaju C2 1 stoga je postao vazna

komponenta prilikom stvaranja novih kemijskih entiteta.

2.1.1. BioloSka aktivnost tiazola

Tiazolni prsten i njegovi derivati jedni su od najistaknutijih spojeva u literaturi zbog svojeg
Sirokog spektra bioloskog djelovanja, ukljucuju¢i protuupalno, antikancerogeno,
antibakterijsko, antivirusno, antigljivi¢no, antidijabeti¢ko, anti-Parkinsonovo, antitromboti¢no,
analgetsko djelovanje, te djelovanje u borbi protiv Alzheimerove bolesti, izmedu ostalog. Zbog
svoje Siroke primjene u podrudju dizajna i otkrivanja lijekova, tiazoli zauzimaju vazno mjesto
u medicinskoj kemiji. Takoder, u usporedbi s drugim peteroclanim heterociklima s dva
heteroatoma, kao Sto su oksazol, izoksazol i izotiazol, tiazol je najces¢i esencijalni
heterocikli¢ki spoj u raznim lijekovima. Trenutno je dostupno nekoliko lijekova koji u svojoj
strukturi sadrze tiazol, a oni koji se mogu istaknuti su amifenazol, koji se upotrebljava prilikom
predoziranja opijatima, talipeksol, koji se koristi u terapiji Parkinsonove bolesti, fanetizol,
protuupalni lijek, tiabendazol, antihelmetik, te niridazol, Sistosomicid i antihelmetik. Strukture

navedenih lijekova s istaknutim tiazolnim prstenom prikazane su na slici 2.5
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Slika 2: Strukture lijekova na bazi tiazola koji se koriste u terapiji razlicitih bolesti —

a)amifenazol, b)talipeksol, c)fanetizol, d)tiabendazol, e)niridazol.

Jedno od vaznijih bioloskih djelovanja tiazola i njihovih derivata je antikancerogeno. Buduci
da je oboljenje od karcinoma jedno od najées¢ih uzroka smrti u svijetu, veliki napori ulozZeni su
u pronalazak novih lijekova u borbi protiv te bolesti.®'% Najveéi postotak raka koji uzrokuju
smrt zauzima rak pluca, zatim rak prostate i debelog crijeva kod muskaraca te rak dojke i jajnika
kod Zena.!! S obzirom na to da do sada poznati lijekovi u terapiji raka pokazuju toksi¢nost,
manjak selektivnosti prema tkivu zahva¢enim rakom i nezeljene interakcije s drugim
lijekovima, o¢ito je da postoji velika potreba za pronalaskom novih rjesenja.>'° Na tu temu
provedena su razliCita istrazivanja, a jedno od otkri¢a bili su bis-tiazolni derivati. Ispitivala se
njihova bioloska aktivnost u lijeCenju najces¢ih vrsta raka (rak prostate i jetre). Lijekovi
prikazani na slici 3a pokazali su znaajnu antikancerogenu aktivnost.'? Nadalje, osmisljeni su i
sintetizirani derivati tiazola koji u svojoj strukturi sadrze ferocen i triazolni prsten. Takvi
spojevi pokazali su znacajnu biolosku aktivnost protiv kancerogenih tumora i pokazalo se da
su dobri inhibitori ljudskih stani¢nih linija raka. Struktura jednog od navedenih derivata

prikazana je na slici 3b.2
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Slika 3: Derivati tiazola koji su pokazali antikancerogenu biolosku aktivnost.

Medu brojnim bioloSkim aktivnostima tiazola i njegovih derivata, posebice treba istaknuti
aktivnost u lijeGenju Alzheimerove bolesti. Standardni tretman za pacijente oboljele od
Alzheimerove bolesti je inhibicija acetilkolinesteraze,’* enzima koji katalizira hidrolizu
neurotransmitera acetilkolina.”® Ranije je dokazano da spojevi koji sadrze tiazolni prsten
pokazuju dobru ucinkovitost protiv neurodegenerativnih poremecaja uzrokovanih niskom
razinom neurotransmitera.'® Ispitana inhibicijska aktivnost tiazola i njegovih derivata prema
acetilkolinesterazi, kao i srodnom enzimu butirilkolinesterazi, bit ¢e detaljnije izloZena u

sljede¢em poglavlju.

2.2. TIAZOLI I INHIBITORI KOLINESTERAZA

2.2.1. Inhibicija enzima kolinesteraza

Enzimi kolinesteraze Siroko su rasprostranjeni u biljnom i zivotinjskom svijetu, a zanimanje za
tu skupinu enzima javilo se otkriéem njihovih vaznih biologkih aktivnosti.!” Biologka uloga
kolinesteraza u hidrolizi neurotransmitera acetilkolina otkrivena je 1930-ih godina.® lako se na
pocetku smatralo da postoji samo jedan enzim koji sudjeluje u hidrolizi, ubrzo se otkrilo da
postoje dva razli¢ita enzima kolinesteraza (slika 4), acetilkolinesteraza (AChE) i
butirilkolinesteraza (BChE). Enzimi se razlikuju u afinitetu prema supstratima i mjestu gdje se
nalaze.’® Acetilkolinesteraza ili prava, specifi¢na kolinesteraza stvara se u mozgu, migi¢ima i
kosStanoj srzi, a nalazi se i u krvi vezana na membrane eritrocita. Butirilkolinesteraza ili

nespecifi¢na kolinesteraza hidrolizira i druge spojeve kao Sto su butirilkolin, benzoilkolin 1



sukcinilkolin, a sintetizira se u crijevnoj sluznici, gusteradi i serumu.?’ Takoder,

butirilkolinesteraza ima glavnu ulogu u metabolizmu spojeva koji sadrze estere.?!

AChE BChE

Slika 4: Prikaz strukture acetilkolinesteraze (lijevo) i butirilkolinesteraze (desno).

Oblik aktivnog mjesta kolinesteraza prikazan je na slici 5. Aktivho mjesto ima oblik Zdrijela
dubine 20 A i &irine 5 A. U aktivnom mjestu razlikuje se pet strukturnih domena, a to su
periferno alostericko mjesto, smjeSteno uz rub aktivnog mjesta, katalitiCka trijada (serin,

glutamat, histidin), domena gdje se veze kolin, oksianionska $upljina te acilni dzep.??
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Slika 5: Prikaz aktivhog mjesta kolinesteraza s istaknutim strukturnim jedinicama; strelica

oznacava smjer ulaska acetilkolina.??

Kolinesteraze su skupina enzima koji prvenstveno kataliziraju hidrolizu acetilkolina, odnosno
razgraduju ga na kolin i acetil-coA.*® Acetilkolin je neurotransmiter koji se nalazi na sinapsi
zivéanog tkiva 1 djeluje preko muskarinskih i nikotinskih receptora neurotransmitera.
Acetilkolin nastaje iz kolina i acetil-coA u kolinergi¢nim neuronima uz kataliti¢ko djelovanje
enzima Kolin-acetil-transferaze.?® Prilikom Zivéanog podraZaja, Zivéani impuls utje¢e na
prijenos acetilkolina iz predsinapse u postsinapsu, odnosno acetilkolin se prenosi do receptora
neurotransmitera koji se tamo nalaze. Receptori dalje prenose ziv€ani impuls do zivéanih
stanica. Gore navedenom reakcijom hidrolize, kolinesteraze upravljaju prijenosom Ziv€anih
impulsa prilikom Zivéanog podraZaja u sinapsama sredisnjeg i perifernog Zivéanog sustava.??

Na taj na¢in, kolinergi¢ni neuron se nakon aktivacije vraéa u stanje mirovanja.?

Inhibicija aktivnosti kolinesteraza uzrokuje nakupljanje acetilkolina, odnosno acetilkolin se ne
moze razgraditi na acetil-COA i Kkolin te dolazi do prekomjerne stimulacije muskarinskih i
nikotinskih receptora.’® Inhibicija kolinesteraza moZe se postié¢i stvaranjem nekovalentnih
(reverzibilna inhibicija) ili kovalentnih (ireverzibilna inhibicija) interakcija izmedu razli¢itih
inhibitora i serina kataliticke trijade kolinesteraze. Inhibitori koji djeluju reverzibilno su
uglavnom prirodnog podrijetla i izoliraju se iz biljaka. S obzirom na to da su enzimi
kolinesteraze povezani s razliitim bolestima kao Sto su Alzheimerova i Parkinsonova bolest,
javila se potreba za razvojem sintetskih reverzibilnih inhibitora. Najpoznatiji sintetski inhibitor

koji je u klini¢koj upotrebi za kontrolu simptoma navedenih bolesti je donepezil.? U klini¢koj
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upotrebi koriStenje inhibitora podrazumijeva usporavanje pada razine acetilkolina. Ireverzibilni
inhibitori Kkolinesteraza su karbamati i organofosforni spojevi, a koriste se kao lijekovi i
pesticidi. Svojstva organofosfata su Cesto i zloupotrebljavana, pa je poznata i njihova uloga kao
neurotoksi¢nih bojnih otrova. Poznati karbamat je fizostigmin koji se upotrebljava u terapiji

Alzheimerove bolesti i glaukoma.?

2.2.2. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (AB, engl. Alzheimer's disease, AD) je progresivni ireverzibilni
neurodegenerativni poremeéaj mozga i najéeséi je oblik demencije.?® Bolest ima destruktivni
ucinak na razmisljanje 1 pamcenje, a najceS¢i simptomi bolesti su poremecaji u formiranju
kratkorocnog pamcenja, problemi s jezi¢nim vjeStinama i poremecaji paznje. Ono Sto dodatno
prati bolest je promjena osobnosti, pogorSanje vizualno-prostornih vjestina, anksioznost i
depresija.?” Pojava bolesti ukljuéuje interakciju genetskog rizika i okolisnih ¢imbenika.?
Alzheimerovu bolest prvenstveno karakterizira oSteCenje i propadanje ziv€anih stanica,
propadanje kognitivnih funkcija koje se odvija progresivno, pojava depozita f-amiloida u

izvanstani¢nim senilnim plakovima te pojava neurofibrilarnih petlji u mozdanoj kori (slika 6).%°
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Slika 6: Prikaz fizioloske strukture mozga i neurona u a)zdravom mozgu i b)mozgu oboljelom

od Alzheimerove bolesti.?°



Alzheimerova bolest je ¢etvrta glavna bolest koja uzrokuje smrt u razvijenim zemljama, nakon
karcinoma, cerebralnih bolesti i kardiovaskularnih bolesti. S obzirom na to, veliki su napori

uloZeni u potragu za uc¢inkovitim lijekovima koji bi se mogli koristiti u terapiji ove bolesti.*

lako postoje brojne hipoteze o patofiziologiji Alzheimerove bolesti, njezina patogeneza nije jos
u potpunosti objasnjena.®! Kolinergicki sustav, odnosno niska razina acetilkolina, beta-
amiloidni (Ap) protein, tau-(t)protein, oksidativni stres, upala i toksi¢ni metalni ioni glavne su
hipoteze koje objaSnjavaju uzroke i napredovanje bolesti. U skladu s ovim hipotezama,
povecanje kolinergiCke aktivnosti sa spojevima koji inhibiraju kolinesterazu, inhibicija
stvaranja Af agregata i smanjenje hiperfosforilacije z proteina poznati su pristupi tretiranja
bolesti.® Inhibitori kolinesteraze prepoznaju se kao jedan od glavnih izbora prilikom lijecenja
Alzheimerove bolesti, a sve ¢e$ca strategija je sintetizirati nove i snazne lijekove sa znacajnim
inhibicijskim potencijalom za acetilkolinesterazu i butirilkolinesterazu.®? Pretpostavlja se da se
prilikom bolesti gube kolinergi¢ni neuroni u mozgu i da dolazi do smanjivanja aktivnosti kolin-
acetil-transferaze, koja je odgovorna za stvaranje acetilkolina. U skladu s tim, dolazi do pojave
niske razine acetilkolina. Acetilkolin je klju¢an za kognitivne procese i sposobnosti, ukljucujuéi
memoriju i pamcenje. Niskom razinom acetilkolina dolazi do smanjenja kolinergicke
neurotransmisije u mozgu te do disfunkcije kognitivnog sustava. Osim §to potic¢e hidrolizu
acetilkolina, acetilkolinesteraza upravlja i otpustanjem prekursora amiloidnog-# proteina, a
butirilkolinesteraza stvara amiloidni-Af protein te potice da se protein skuplja u amiloidne-f8

plakove.

Inhibicija AChE sprije¢ila bi hidrolizu acetilkolina, tako da bi se razina acetilkolina u
kolinergi¢kim sinapsama povecavala.’®3 lako je AChE primarna meta za inhibiciju, u
posljednje vrijeme BChE i potraga za njezinim inhibitorima privlaci sve ve¢u pozornost. BChE
sluzi kao pomoc¢ni enzim AChE i povezan je s njom, a sprjecava da enzim interferira s
prijenosom neurotransmitera, $§to rezultira nuspojavama za pacijente kao Sto su mucnina,
povraéanje, groznica, pa ¢ak i smrt.3**® Takoder, BChE moZe hidrolizirati acetilkolin tako da
se njegove razine ne smanjuju, vec¢ ¢ak i povecavaju. Istrazivanja koja su provedena in vivo na
miSevima pokazala su da miSevi koji boluju od Alzheimerove bolesti i1 kod kojih je izolirana
BChE, imaju znac¢ajno manju koli¢inu amiloidnog plaka, kad ih se usporedilo s miSevima koji
imaju Alzheimerovu bolest s uobi¢ajeno prisutnom BChE.* U mozgu zdrave osobe prevladava
AChE, ali u mozgu pacijenata sa Alzheimerovom bolesti aktivnost BChE raste, dok aktivnost
AChE ostaje nepromijenjena ili se smanjuje.3* Isto tako, inhibicija BChe nije povezana sa

Stetnim djelovanjem i pokazuje u¢inkovitost bez zna¢ajnih nuspojava. Stoga, i inhibicija BChE



moze Se smatrati zna¢ajnom za sintezu novih lijekova 1 koristiti kao meta za lijeCenje
Alzheimerove bolesti. Osim toga, jo§ ucinkovitije bi bilo pronaci lijek koji inhibira i AChE i
BChE i koji bi mogao pokazati jo$ bolje rezultate od selektivnih inhibitora AChE ili BChE.*’

Donepezil, galantimin, takrin i rivastigmin®® (slika 7) poznati su inhibitori kolinesteraza. Danas
se koriste kao lijekovi za Alzheimerovu bolest svi osim takrina, koji je prvi otkriven, ali je
naknadno pokazao da izaziva hepatotoksi¢nost.?* Ostale lijekove je odobrila Ameri¢ka agencija
za hranu i lijekove (FDA). Medutim, lijekovi koji se danas koriste sluze samo za ublazavanje
simptoma bolesti, dok lijek koji zaustavlja napredovanje bolesti jos nije uspjesno razvijen. Osim
toga, trenutno koriSteni lijekovi imaju i razliite nuspojave, kao §to su gastrointestinalni
poremecaji i hepatotoksi¢nost, koje ograni¢avaju njihovu klini¢ku primjenu. 1z tog razloga,
znanstvena istrazivanja za pronalazak jacih lijekova s manje nuspojava se i1 dalje intenzivno

nastavljaju.*®
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Slika 7: Prikaz struktura poznatih inhibitora kolinesteraza koji se koriste u lijecenju

Alzheimerove bolesti.38

2.2.3. Derivati tiazola kao antikolinesterazni agensi

Tiazolni derivati zbog svojeg farmakoloSkog znacaja pokazuju obecavaju¢u medicinsku

primjenu, a ve¢ SU i danas ukljuceni u strukture brojnih lijekova. Strukturne modifikacije
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inhibitora AChE koji se trenutno koriste u klinickoj primjeni, dovele su do istrazivanja vaznosti
inkorporiranja tiazolnih dijelova kao gradevnih jedinica prilikom optimizacije inhibicijske
aktivnosti prema AChE.* Prvi derivati tiazola, koji su pokazali aktivnost prilikom inhibicije
AChE, u svojoj su strukturi sadrzavali akridinsku jezgru. Akridinski derivati tiazola pokazali
su uvjerljivu AChE inhibiciju uz ICso oko 6 nM, §to je upucivalo da bi akridinski dio trebao biti
ukljucen u strukture lijekova.*! No, otkriveno je da akridinska jezgra izaziva hepatotoksi¢nost,
$to je dovelo i do uklanjanja lijeka takrina s trzista.*? U daljnjoj potrazi za inhibitorima
kolinesteraza sintetizirani su i benzofuranilni derivati tiazola koji su pokazali umjerenu dualnu
aktivnost prema AChE i BChE (slika 8a i 8b).*® Pored toga, poznat je jos i benzilpiperidinski

derivat diariltiazola (slika 8c), koji je pokazao inhibiciju aktivnost uz 1Csood 0.30 uM.*
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Slika 8: Tiazolni derivati koji pokazuju inhibitorsku aktivnost prema AChE i BChE.

Daljnjim istraZivanjima utvrdena je 1 vaznost inkorporiranja hidroksilnih 1 halogenih skupina u
inhibitore kolinesteraza. Slika 9a prikazuje poznati analog tiazola koji je pokazao dobru
inhibitorsku aktivnost prema AChE i BChE (ICsp za AChE = 21 uM i ICso za BChE = 1.6
uM).* Sintetizirani su i derivati tiazola koji sadrze benzimidazolnu jezgru s razli¢itim

supstituentima. Primjeri takvih inhibitora prikazani su na slici 9b, 9c i 9d.

11



H cl
9a N O c| 9b H
ol wg‘fv“c
HO NH
OH
CHs

H

N S X - H
NH

Slika 9: Prikaz poznatih inhibitora kolinesteraza koji u svojoj strukturi sadrze tiazolni

prsten.

2.3. STILBENI

2.3.1. Prirodni stilbeni

Prirodni spojevi vazan su izvor spojeva za medicinsku kemiju i razvoj lijekova.*® Prirodni
stilbeni nastaju u biljkama, a kategorizirani su i kao fitoaleksini jer su uklju¢eni u obrambeni
mehanizam biljaka. Prirodne stilbene biljke sintetiziraju kao odgovor na ultraljubicasto
zradenje, ozljede te bakterijske i gljivi¢ne toksine.*” U posljednjih nekoliko godina, istraZivanja
su pokazala da stilbenski analozi sadrze razlicite bioloske aktivnosti koje mogu biti korisne za
ljudsko zdravlje, ali i za upotrebu u poljoprivredi. lako su istrazivanja vezana uz upotrebu
stilbena kao pesticida rijetka, stilbeni su pokazali dobro antigljivi¢no, insekticidno,
nematocidno 1 algicidno djelovanje. Nasuprot tomu, postoji mnogo istrazivanja vezanih uz
farmakoloSka svojstva stilbena, kao §to su antikancerogeno, antioksidativno, antileukemic¢no 1
protuupalno djelovanje.*® Najpoznatiji prirodni stilben je rezveratrol, fitoaleksin pronaden u
grozdu (slika 10). Rezveratrol je pokazao znacajnu kemopreventivnu aktivnost raka u
istrazivanjima koja su povezana uz tri glavne faze karcinogeneze.* Takoder, rezveratrol djeluje
I kao antioksidans. S obzirom na navedena otkri¢a, namece se Cinjenica da stilbenski dio treba

biti uklju¢en u strukture biologki aktivnih molekula.*®
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Slika 10: Prikaz strukture prirodnog stilbena rezveratrola.*

2.3.2. Tiazolni analozi stilbena

Ve¢ je ranije spomenuto da su tiazoli vazne molekule zbog njihovih razli¢itih bioloskih
djelovanja. U svrhu pronalaska novih bioloski aktivnih heterocikli¢kih spojeva, a u konacnici i
novih lijekova, pripremljeni su novi analozi stilbena u kojima se jedan fenilni prsten iz
stilbenske strukture zamijenio s 4-(2,6-difluorfenil)tiazolom te s 4-(4-halofenil)tiazolom.>%48
Prikaz strategije za stvaranje novih stilbenskih analoga koji sadrze tiazolni prsten dan je na

shemi 1.

MODIFIKACIJA
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Shema 1: Strategija dizajna novih stilbenskih analoga.>®

Prikazani spojevi ispitivani su u svrhu njihove aktivnosti kao inhibitori enzima topoizomeraze
|. DNA topoizomeraza IB (Topl) je nuklearni enzim koji se istice medu stani¢nim linijama raka
1 kljucan je u regulaciji topoloske strukture DNA u nekoliko znacajnih stani¢nih metabolickih
procesa, ukljudujuéi transkripciju i replikaciju.% Stoga, Topl se moze iskoristiti kao stani¢na
meta u otkrivanju novih lijekova protiv raka. Testovi relaksacije posredovani s Topl enzimom
pokazali su da su gore navedeni spojevi pokazali promjenjivu inhibicijsku aktivnost prema
Top1.%% Osim inhibicijske aktivnosti, stilbenski analozi koji sadrZe tiazolnu jezgru ispitivani su
i u svrhu njihove antigljivicne aktivnosti. Provedena su in vitro antigljivicna ispitivanja, a
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dobiveni rezultati pokazali su da stilbenski analozi pokazuju umjerenu antigljivicnu aktivnost.

Ispitivanja su se uglavnom odnosila na gljiviéne biljne patogene.*8

2.4. BENZOTIAZOL | NJEGOVI DERIVATI

2.4.1. Struktura i svojstva benzotiazola

Benzotiazoli su bicikli¢ki heterocikli i ksenobiotici koji u svojoj strukturi sadrze tiazolni prsten.
Osnovna struktura benzotiazola sastoji se od benzenskog prstena fuzioniranog u polozajima 4
I 5 s tiazolnim prstenom koji sadrzi sumpor i dusik, heteroatome bogate elektronima (slika 11).
Navedena dva prstena &ine osnovnu jezgru 1,3-benzotiazola.!* Benzotiazoli privlage veliku
pozornost prilikom istrazivanja sinteze i dizajna novih lijekova zbog svoje znacajne bioloske i
farmakoloske aktivnosti.>® Benzotiazoli sadrze prosireni n delokalizirani sustav koji ima
sposobnost vezanja na molekule DNK.>* Sto se ti¢e fizikalnih svojstava, benzotiazoli su
bezbojne i blago viskozne tekuéine, molekulske formule C7HsNS. Po prirodi, benzotiazoli su
slabo bazi¢ni spojevi C¢ija je temperatura taljenja 2°C, a temperatura vreliSta 227-228°C.
Gustoca benzotiazola je 1.24 g/mol, a molekulska masa 135.19 g/mol. U prirodi, benzotiazoli
se nalaze u moru i na kopnu, u brojnim prirodnim tvarima s nizom biologkih aktivnosti.>® Tako
su benzotiazoli nadeni u strukturi luciferina kod krijesnica, a takoder su sastavni dio arome

borovnica te li§éa ¢aja.>
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Slika 11: Tautomeri benzotiazola.>

Benzotiazole prvi put je sintetizirao Hoffmann 1887. godine, tako $to je proveo reakciju
kondenzacije 2-aminofenola s derivatima karboksilne kiseline, odnosno nitrilima, esterima,
ortoesterima, amidima i aldehidima.®® Postoji jo$ nekoliko puteva sinteze benzotiazola, od kojih
su najpoznatiji oksidacijska kondenzacija uz barijev manganat, ciklizacija 2-aminofenola s

anilinima katalizirana Bronstedovom kiselinom te intramolekulska ciklizacija tioformanilida.®
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2.4.2. Farmakolosko djelovanje

Benzotiazoli i njihovi derivati pripadaju vaznoj skupini heterocikli¢kih sintetskih spojeva.®’

Derivati benzotiazola imaju zna¢ajnu ulogu u podrudju istrazivanja, posebice u sintetskoj,
medicinskoj i farmaceutskoj kemiji zbog svojih bioloskih i farmakoloskih aktivnosti.** Otkri¢e
i farmakoloski profil riluzola bio je pocetak zanimanja biologa za benzotiazole. Riluzol, 6-
trifluormetoksi-2-benzotiazolamin, je blokator procesa povezanih s neurotransmiterom
glutamatom®*, odnosno ometa neurotransmisiju glutamata u biokemijskim, elektrofiziologkim
i bihevioralnim eksperimentima.>® Nakon otkriéa riluzola, benzotiazoli su uvelike prou¢avani
te se otkrilo da posjeduju raznovrstan profil kemijske reaktivnosti.!! Iako je bioloska aktivnost
benzotiazola poznata dugi niz godina, njihove bioloske znacajke su i dalje od velikog
znanstvenog interesa.®® Dokazano je da jezgra benzotiazola pokazuje Sirok spektar
farmakologkih aktivnosti i stoga je vrlo znafajna za razvoj novih lijekova.'! Neka od
farmakoloskih djelovanja koja posjeduju benzotiazoli su antidijabeti¢ko, antikancerogeno,
protuupalno, imunomodulatorno i neuroprotektivno, antiglutamatno/antiParkinsonovo,
antiparazitsko, te analgetsko djelovanje.!! Posebice je znadajna medicinska aktivnost
benzotiazola prilikom tretiranja razli¢itth neurodegenerativnih bolesti, ukljucujuci
Alzheimerovu bolest, lokalnu ishemiju mozga, Huntingtonovu bolest i rak. VazZnost
ukljucivanja benzotiazola u dizajn novih lijekova potvrduje i Cinjenica da je velik broj patenata
ve¢ objavljen na tu temu, a takoder i to da su mnogi derivati benzotiazola trenutno u razli¢itim

fazama klini¢kih ispitivanja.®

2.4.3. Antikancerogeno djelovanje benzotiazola

Ve¢ je ranije spomenuto da, iako je tijekom posljednjih godina ostvaren znacajan napredak u
istrazivanju 1 razvoju razliCitih antikancerogenih lijekova, i1 dalje postoje nedostatci trenutno
dostupnih lijekova u borbi protiv raka. Prvi znafajni nedostatak je nedostatak selektivnosti
prema tumorskom tkivu, §to uzrokuje neZeljene nuspojave, a drugi je otpornost stanica raka na
koristene lijekove.>® Utvrdeno je da je potrebno sintetizirani nove spojeve, jednostavne
strukture s novim mehanizmom djelovanja i koji pokazuju in vivo antitumorski potencijal.
Benzotiazol i njegovi derivati pokazuju antitumorsku aktivnost i stoga je sintetiziran niz
selektivnih antitumorskih lijekova koji sadrze benzotiazolnu jezgru. Supstituirani 2-

fenilbenzotiazoli (slika 12) predstavljaju nove, moéne i visoko selektivne agense koji su, u in
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Vvitro istrazivanjima, pokazali antitumorsku aktivnost prema ljudskim stanicama raka pluca,

bubrega i jajnika.®
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Slika 12: Prikaz struktura 2-(supstituiranih-fenil)benzotiazolnih derivata.5!

Benzotiazolni analozi ostvaruju svoju antikancerogenu aktivnost tako da djeluju na razlicite
nacine, odnosno ciljaju¢i razli¢ite molekularne procese. Tako primjerice benzotiazoli mogu
djelovati kao inhibitori enzima Topoizomeraze Il. Istrazivanja koja proucavaju povezanost
strukture i bioloske aktivnosti pokazala su da je jezgra benzotiazola nuZzna za ucinkovitu
citotoksi¢nost, te da alkilna ili halogena skupina u polozaju 3 fenilnog prstena povecava

citotoksi¢nost antitumorskih benzotiazola.®!

2.4.4. Protuupalno djelovanje benzotiazola

Upalne bolesti su Siroko rasprostranjene u svijetu i ¢esto se javljaju, a u vecini sluc¢ajeva su lose
tretirane $to moze dovesti do razli¢itih komplikacija posebice kod jakih alergija, autoimunih
bolesti te odbijanja transplantiranog organa. Nadalje, otkriveno je i da kroni¢ne upale posreduju
pojavi drugih bolesti kao §to su sr¢ane bolesti, rak, dijabetes, artritis, Alzheimerova bolest i
autoimune bolesti. Dosadasnja terapija upalnih bolesti se sastoji u koriStenju nesteroidnih
protuupalnih lijekova koji ublazavaju bol i povisenu temperaturu. Medutim, glavno ogranicenje
tih lijekova je Sto se prilikom koristenja javljaju razlic¢ite nuspojave te se stoga javlja potreba za
sintezom novih, sigurnijih za koriStenje protuupalnih lijjekova. U tu svrhu sintetizirani su

razli¢iti derivati benzotiazola koji su pokazali dobru protuupalnu aktivnost (slika 13).6%6364

O
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Slika 13: Prikaz struktura derivata benzotiazola koji pokazuju protuupalnu aktivnost.5%4
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2.4.5. Uloga benzotiazola u tretiranju Alzheimerove bolesti

Uslijed Sirokog bioloSkog djelovanja benzotiazola, sve ¢e$c¢a strategija prilikom dizajniranja
lijekova je inkorporiranje benzotiazolne jezgre u strukture aktivnih molekula. S obzirom na to
da trenutno dostupni lijekovi u borbi protiv Alzheimerove bolesti i dalje imaju jake nuspojave
te ne mogu u potpunosti izlijeciti bolest, ve¢ samo ublaziti simptome, potraga za novim
ucinkovitim agensima i dalje traje. Znanstvenici su sintetizirali razliCite derivate benzotiazola i
ispitivali njihovu ulogu u Alzheimerovoj bolesti, odnosno njihovu inhibicijsku aktivnost,
povezanost s depozitima S-amiloida u izvanstani¢nim senilnim plakovima i s neurofibrilarnim
petljama u mozdanoj kori. Provela se paladijem katalizirana Suzuki reakcija u kiselim uvjetima,
a produkt reakcije je 2-arilbenzotiazol (slika 14a). Sinteticka korisnost ovog postupka
potvrdena je i sintezom 2-(4-aminofenil)-6-metoksibenzotiazola, a pozitronska emisijska
topografija dokazuje da navedeni spoj moze sluziti za in vivo prepoznavanje Alzheimerove
bolesti.% Nadalje, otkrilo se da benzotiazolni dimeri (slika 14b) imaju velike specifi¢ne afinitete
vezanja prema A fibrilima. To upuéuje na ¢injenicu da bi se dimeri benzotiazola mogli koristiti
kao sredstvo za prepoznavanje agregiranih Ag fibrila i dijagnosticiranje Alzheimerove bolesti

prije nego dode do znacajnog klini¢kog osteéenja.®

14a O
O NHBoc

Slika 14: Prikaz struktura nekih od do sada poznatih derivata benzotiazola koji imaju ulogu u

terapiji Alzheimerove bolesti.
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2.5. RACUNALNO MODELIRANJE

Racunalna kemija je podrucje kemije koje se zasniva na raunalnom modeliranju i simulacijama
molekula i kemijskih procesa, pri ¢emu se koriste pristupi temeljeni na kvantnoj mehanici, kao
1 druge metode racunanja zasnovane na klasi¢noj mehanici te kombiniranjem ovih pristupa uz
upotrebu empirijskih podataka. Temelji se na zakonima kvantne i klasi¢ne mehanike, pri cemu
se za izvedbu racuna koriste odredene aproksimacije, kao Sto su Born-Oppenheimerova
aproksimacija i varijacijski teorem.®® Opéenito, izraz racunalna kemija koristi se kad je
matematicka metoda dovoljno dobro razvijena da se moze automatizirati i implementirati za
rad na ra¢unalu.%® Racunalni programi omoguéuju da se kemijski fenomeni proucavaju bez
eksperimentalnog provodenja i pracenja kemijskih reakcija, a daju uvid u strukturu te svojstva
kemijskih spojeva samo upotrebom racunala. Za razliku od eksperimentalnog istrazivanja, gdje
se mogu uociti samo strukture stabilnih molekula, racunalnim metodama mogu se proucavati i
modelirati 1 nestabilne molekule, kratko-zivuéi i nestabilni intermedijeri te prijelazna stanja.
Racunalno modeliranje je postalo neovisno podrucje istrazivanja, ali i vazna potpora
eksperimentalnom istrazivanju. Uz pomo¢ ra¢unalnog modeliranja, moguce je provesti slozene
racune u svrhu optimiranja geometrije molekula kao i analize molekulskih sustava i njihovih
konformacijskih prostora. Iako navedene simulacije nisu uvijek savrSene i nemaju potpunu
toc¢nost, one daju dovoljno dobra predvidanja i tocne rezultate, ovisno o procesu ili svojstvu

koji se simulira.®

Postupci koji se koriste za odredivanje elektronske strukture temelje se na zakonima kvantne
mehanike. Kvantna mehanika je temelj za objasnjavanje 1 opisivanje subatomske strukture, a
razvila se na temelju otkri¢a Erwina Schrodingera 1 Wernera Heisenberga. Osnovni koncept
kvantne mehanike je da se uz pomo¢ Schrodingerove jednadzbe mogu izracunati valne funkcije
elektrona, sva svojstva sustava koji sadrzi elektrone, kao i energija iz koje su svojstva izvedena.
Medutim, navedena Schrédingerova jednadZba moZe se izracunati i egzaktno rijesiti samo za
sustave koji imaju jedan elektron, odnosno jednoelektronske sustave. Takvi sustavi su
primjerice atom vodika, kation helija i H,".7® S obzirom na to, za obja$njavanje kvantno-
mehanickih svojstava i dobivanja uvida u strukturu odredenih molekula, potrebno je koristiti

druge metode.

Za opisivanje strukture i energije molekula koriste se i tzv. semiempirijske metode, kao §to su
AM1, PM3 i MINDO, koje se sluze parametrima izvedenim iz eksperimentalno dobivenih

podataka u kombinaciji s kvantno-mehanickim ra¢unima. Nadalje, za detaljan opis elektronske
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strukture 1 svojstava koja iz nje proizlaza pogodne su ab-initio metode, kao Sto su Hartree-Fock
metoda (HF), Mpgller-Plesset skupina metoda (MP) te skupina metoda konfiguracijske
interakcije (CI). One se oslanjaju se na zakone kvantne mehanike i1 za izracune ne koriste
eksperimentalne podatke. Ab-initio (,,pocetni principi‘) metode koriste prva nacela, a od
podataka koji su unaprijed uklju¢eni u modele tu su samo najosnovnije konstante iz fizike i
kvantne mehanike, kao Sto su Planckova konstanta, masa, naboj elektrona i jezgre te brzina
svjetlosti.”? U metodama se provodi priblizan kvantno-mehanicki izradun, a napravljene
aproksimacije su obi¢no matematicke, npr. koriStenje jednostavnijeg funkcionalnog oblika za
funkciju ili pronalaZenje pribliznog rjesenja diferencijalne jednadzbe.®® Energija sustava koja
se dobije kao rjesenje Schrodingerove jednadzbe ab initio metodama izrazava se u jedinicama
koje se zovu Hartree (1 Hartree = 27.2116 eV). Najjednostavniji tip ab initio izratuna
elektronske strukture je Hartree-Fock metoda, u kojoj se trenuta¢no kulonsko elektron —
elektron odbijanje ne uzima posebno u obzir, ve¢ samo njegov prosjecni ucinak (srednje
polje).”! Metoda se temelji na ideji koja podsje¢a na odvajanje varijabli koje su koristili Born i
Oppenheimer, a prema kojoj se elektronska funkcija moze rastaviti na funkcije koje ovise samo
0 jednom elektronu.”> Ova metoda je varijacijska te su dobivene vrijednosti energije, izraZene
valnom funkcijom sustava, uvijek jednake ili ve¢e od tocne energije i teze granicnoj vrijednosti
koja se naziva Hartree-Fockova granica.”! S obzirom na navedeno, metoda je ograni¢ena na
odredene primjene jer ne uzima u obzir Cinjenicu da je gibanje elektrona unutar sustava
medusobno korelirano, $to rezultira precjenjivanjem meduelektronskih odbijanja i previsokim
vrijednostima ukupne energije koja je dobivena kao rjeSenje. Ipak, mnoge druge metode
izraCuna zapoc¢inju s Hartree-Fock metodom, a onda naknadno ispravljaju metodu tako da
ukljuce elektron-elektron odbijanje, odnosno korelaciju elektrona. Na taj nacin se dobivaju
vjernija predvidanja molekulske strukture i energije.’” Moller-Plesset skupina metoda i teorija
spregnutih klastera primjeri su post-Hartree-Fock metoda. U nekim slu€ajevima, posebice
prilikom procesa gdje dolazi do pucanja kemijskih veza te stvaranja novih, Hartree-Fock
metoda nije prikladna pa ne moZe sluZiti ni kao osnova za post-Hartree-Fock metode. S obzirom
na zahtjevnost 1 sporost ab initio pristupa prilikom kvantno-kemijskog opisivanja
viSeelektronskih sustava, razvile su se metode koje se zasnivaju na teoriji funkcionala gustoce.
Takve metode su jednostavnije u smislu racunanja, a osiguravaju priblizno to¢nu

karakterizaciju odredenog sustava.”®
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2.5.1. Teorija funkcionala (elektronske) gustoce

Teorija funkcionala gustoée (eng. Density Functional Theory, DFT) temelji se na teoremu koji
za izraGunavanje energije ne uzima u obzir valnu funkciju, veé¢ elektronsku gustoéu.”> Metode
koje se temelje na DFT posljednjih godina su stekle veliku popularnost, upravo zbog
jednostavnijeg raCunalnog koristenja. Metode koje se baziraju na valnoj funkciji ovise o svim
elektronima u sustavu i njihovom broju, a glavna prednost DFT metode u odnosu na metodu
valne funkcije je Sto je elektronska gustoc¢a funkcija samo tri prostorne varijable. Osim toga,
DFT metoda se, za razliku od valne funkcije, u nacelu opaza putem eksperimenta, kao $to su
npr. tehnike skenirajuce tunelirajuce spektroskopije ili u kristalografskim mapama elektronske
gustoée.”* DFT metode, za razliku od Hartree-Fock metoda, u raunima uzimaju u obzir

korelirano gibanje elektrona.

Za DFT metode vrlo je znacajna Kohn-Sham teorija, prema kojoj energija osnovnog stanja
odredenog sustava ovisi o gusto¢i elektrona u molekuli. Elektronska gustoca izrazava se kao
kombinacija osnovnih funkcija, a matematicka formulacija je slicna kao i za Hartree-Fock
orbitale. Iz navedenih funkcija definira se Kohn-Sham orbitala, a elektronska gustoca se iz te
determinante upotrebljava prilikom racunanja energije. DFT funkcional se tada koristi za
dobivanje zavrSne energije iz gustoce elektrona. lako teorija funkcionala, odnosno poveznica
izmedu elektronske gustoce 1 energije nije u cijelosti razjaSnjena, postoje razli¢iti funkcionali
koji u vec¢oj ili manjoj mjeri daju dobre rezultate izracuna energije. Neki od funkcionala su
izvedeni iz kvantno-mehanickih postavki, a neki iz usporedbe sa eksperimentalnim rezultatima.
Prema navedenom, DFT metode se u Sirem smislu mogu svrstati 1 medu ab initio kao 1

semiempirijske metode.”®

Thomas 1 Fermi razvili su prvu teoriju funkcionala gustoce 1927. godine, a izvod za teoriju
temeljio se na modelu homogenog elektronskog plina. Thomas-Fermijeva teorija odvojena je
od teorije valne funkcije jer je izraZena samo u terminima elektronske gustoce 1 kao takva
smatra se pretecom moderne teorije funkcionala gustoce. KoriStenje aproksimacije za
realistiCne sustave daje loSa kvantitativna predvidanja, a model ¢ak ne uspijeva reproducirati
opcenite znaCajke gustoce. Ipak, model je pronaSao suvremenu primjenu u mnogim podrucjima
kroz sposobnosti analitickog izdvajanja kvalitativnih nizova te zbog lakoce rjesivosti modela.
Vrijednost ovog modela je $to je u njemu prvi puta izveden izraz u kojemu se kineti¢ka energija

iskazuje kao funkcional elektronske gustoce.”
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Najpoznatiji 1 najceS¢e upotrebljavani funkcional gustoce je B3LYP (eng. Becke Three
Parameter Hybrid Functionals). Navedeni funkcional sadrzava Becke funkcional izmjene (B)
i korekcijski funkcional (LYP), razvijen iz istraZivanja znanstvenika Leea, Yanga i Paara. Osim
navedena dva funkcionala, u B3LYP-u se nalazi i odredeni udio HF funkcionala u elektronskoj
izmjeni, te je stoga ovaj funkcional kombinacija tri parametra. Uz B3LYP najcesc¢e koristeni
funkcionali su i BP86, PW91, PBE1PBE, M06-2X, wB97XD, OLYP i BMK,”° koji najéesée

predstavljaju akronim imena autora i nekih drugih podataka karakteristi¢nih za dani funkcional.

2.5.2. Geometrijska optimizacija molekula

Optimizacija geometrije klju¢na je komponenta vecine studija u racunalnoj kemiji koje se bave
strukturom 1ili reaktivno$¢u molekula.”” Geometrijska optimizacija je metoda za predvidanje
trodimenzionalnog rasporeda atoma u molekuli pomoéu modela minimalizacije energije.
Fenomen vezanja, odnosno sklonost atoma i molekula da se udruzuju u vece, stabilnije
strukture, kao i nastanak specificnih struktura, ovisno o sastavnim elementima, moze se
objasniti uz pomo¢ rezultata geometrijske optimizacije.”® Glavni cilj koristenja metoda koje
ukljucuju kvantnu kemiju je da se predvidena struktura molekule optimizira do oblika koji ima

minimalnu energiju.®’

Do promjene energije molekula dolazi ve¢ prilikom malih promjena u strukturi, a odnos izmedu
promjena energije 1 strukturnih promjena neke molekule (tj. promjene prostornih koordinata
atomskih jezgara u proucavanom sustavu) moze se prikazati uz pomo¢ plohe potencijalne
energije (eng. Potential Energy Surface, PES). Na plohi potencijalne energije, tocke minimuma
nazivaju se potencijalne jame koje odgovaraju strukturama s najniZzom energijom. Tocke s
maksimalnim vrijednostima oznafavaju prijelazna stanja koja se javljaju izmedu dvije
potencijalne jame (dva minimuma) na plohi potencijalne energije.”> Postupak optimizacije koji

se primjenjuje u mnogim ra¢unalnim kemijskim programima ukljucuje nekoliko koraka:
1. Napravi se pocetna pretpostavka o geometriji molekule.

2. Program izracunava geometriju i gradijente energije navedene strukture. Zatim se dobiva
Hessianova matrica (matrica sa konstantama sila) pretpostavkom ili proracunom. Konstante sile

odreduju zakrivljenost povrsine u toj tocki.

3. Program odlucuje jesu li kriteriji optimizacije zadovoljeni.
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4. Ako kriteriji optimizacije nisu zadovoljeni, koriste se gradijenti energije 1 Hessianova matrica

kako bi se predlozila nova molekularna geometrija. Postupak se tada ponavlja.”?

Drugim rije¢ima, optimiranje geometrije provodi se tako da se u koordinatnom sustavu
razmjeste atomi u molekuli. Sljedec¢i korak je izracun energije i gradijenta energije pri danoj
geometriji, a zatim se odreduje promjena geometrije za sljedeéi korak optimizacije. Promjena
geometrije ovisi 0 promjenama sile i energije u razli¢itim smjerovima. Ako geometrija neke
molekule u uzastopna dva koraka pokazuje jednaku vrijednost, tad se postize samouskladenost
(eng. self-consistency) i stoga se ta geometrija smatra rjeSenjem za odredenu razinu teorije.
Brojne molekule imaju slozene strukture koje imaju moguénost veéeg broja konformacija.
Konformacije se razlikuju po termodinamickoj stabilnosti. Stoga, svaki konformer je potrebno
zasebno optimizirati da bi se procijenilo koji je najstabilniji i najzastupljeniji u realnom

sustavu.58

2.5.3. Molekulski docking

Odredivanje najboljeg polozaja dvije molekule, jedne u odnosu na drugu, vazan je primjer
problema optimizacije. Obi¢no se pokuSava uklopiti malu molekulu u veliku proteinsku
strukturu, a taj proces naziva se docking.®” Molekulski docking (pristajanje) je racunalna
metoda koja omogucava opis slaganja ili uklapanja dva ili viSe sustava ili struktura. Najces¢i
primjer je pristajanje neke male molekule terapeutskog djelovanja u aktivno mjesto enzima.
Enzimi su makromolekule proteinske strukture, a neke bolesti mogu se lijeciti ciljanim
mijenjanjem enzimske aktivnosti. Cesto se to postize uzimanjem lijekova koji imaju inhibitorno
djelovanje na enzim. Molekulski docking uglavnom se upotrebljava kao tehnika molekulskog
modeliranja i za predvidanje interakcija izmedu malih molekula, liganda, i proteina (enzima).”’
Docking opisuje nacin na koji se ligand ponasa 1 orijentira u proteinskim veznim mjestima, a
tako se moze predvidjeti i Zeljena orijentacija liganda, kao i afinitet vezanja liganda i proteina.’®
Cilj ligand-protein dockinga je i predvidanje prevladavajueg nacina vezanja liganda s
proteinom kojemu je poznata trodimenzionalna struktura. Osim ligand-protein dockinga,
postoji joS i protein-protein docking, koji u posljednje vrijeme postaje sve popularniji u
istrazivanjima u farmaceutskoj kemiji. Podru¢je molekularnog dockinga pojavilo se tijekom

posljednja tri desetlje¢a zbog potreba molekularne biologije te otkrivanja novih lijekova na
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temelju struktura. Razvoj dockinga uvelike je olakSan porastom dostupnosti i snage racunala

kao i laksim pristupom bazama podataka malih molekula i proteina.’

Racunalne metode koje se temelje na strukturnim znacCajkama i koje su usmjerene na
predvidanje nacina vezanja liganda na vezno mjesto proteina ili bilo kojeg drugog
molekularnog cilja (receptora) ukljucuju dva ra¢unska koraka. Prvi korak je docking, gdje se
stvaraju ,,poze“, odnosno viSestruke konformacije kompleksa protein-ligand. To se obi¢no
provodi izvodenjem niza pokuSaja te zadrzavanjem onih polozaja koje su energetski
najpovoljnije. Naj¢es¢i nadin za procjenu ispravnosti geometrije dockinga je mjerenje srednje
kvadratne devijacije (eng. Root Mean Square Deviation, RMSD) liganda. Obi¢no se prihvaca
RMSD < 2 A. U drugom koraku, koristi se funkcija bodovanja za izraunavanje afiniteta

izmedu receptora i liganda za svaki polozaj.2

Za izvedbu molekulskog dockinga, potrebno je definirati strukture receptorskih molekula, koje
se mogu dobiti kristalografijom X-zrakama ili koristenjem NMR. Receptori su najéesce proteini
koji prepoznaju i specifi¢no vezu ligande. Kakav ¢e biti rezultat molekulskog dockinga, to ovisi
o kvaliteti strukture receptora. Sto je veca rezolucija kristalne strukture receptora, to ¢e biti i
bolji ishod dockinga. Jo$ jedan vazan faktor koji odreduje kvalitetu strukture receptorskih

molekula je Debye-Waller ili B-faktor, koji opisuje rasprienje X-zraka.%®

lako je molekulski docking u posljednje vrijeme dosta popularan i ¢esto koriSten, jo$ uvijek
postoji prostor za poboljSanje. Jedan od najizazovnijih problema u dockingu su receptori s
fleksibilnom strukturom. Poznati su brojni primjeri gdje isti protein zauzima razliite
konformacije ovisno o tome koji se ligand veze na njegovo vezno mjesto. Kao posljedica
neuzimanja u obzir fleksibilnosti receptora javljaju se losi rezultati dockinga. Nadalje, molekule
vode imaju znacajnu ulogu u protein-ligand prepoznavanju. Ako se zanemare interakcije s
vodom, moze se dogoditi da izraunata energija interakcije danog liganda bude nedovoljno
tocna. Isto tako, moZze do¢i i do vezanja vode u vezno mjesto proteina, ako je aktivno mjesto
obogaceno polarnim aminokiselinama.®! Ipak, molekulski docking vazan je alat u dizajnu novih

lijekova i uspjesno pomaze u procesima otkrivanja novih aktivnih molekula.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. UvOD

Prethodnim istrazivanjima u nasem laboratoriju, utvrdeno je da su neki od novih 1,2,3-
triazolostilbenskih analoga i njihovih elektrociklizacijskih produkata, koji posjeduju
tienobenzo-triazolnu jezgru, pokazali dobru inhibicijsku aktivnost prema acetilkolinesterazi i
butirilkolinesterazi te dobru protuupalnu aktivnost.®? Inhibicijska aktivnost prema enzimu
butirilkolinesterazi posebice je znacajna, s obzirom na ulogu enzima u manifestaciji
Alzheimerove bolesti, §to je opisano u prethodnom poglavlju. Ve¢ je spomenuto da spojevi s
karakteristi¢nom 1,3-tiazolnom jezgrom pokazuju brojne bioloske aktivnosti, medu kojima je i
inhibicijska aktivnost prema kolinesterazama. Stoga, kao nastavak na navedena istrazivanja,
provela se sinteza i fotokemija novih 1,3-tiazolo-tienostilbena (slika 1), gdje se triazolna jezgra
zamijenila tiazolnom, te nekih novih derivata 1,2,3-triazolostilbena, u svrhu pronalaska jos
uc¢inkovitijih inhibitora kolinesteraza. Novi 1,3-tiazolostilbeni (slika 1a i 1b) sintetizirani su
Wittigovom reakcijom ili Biichwald-Hartwigovim aminiranjem, a zatim su podvrgnuti
reakcijama elektrociklizacije ¢ime su dobiveni spojevi prikazani na slici 1c¢ i 1d. Osim sinteze,

provela se i spektroskopska karakterizacija te ratunalno modeliranje dobivenih spojeva.

1

a) b)
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Slika 1: Prikaz struktura novih derivata 1,3-tiazola kao potencijalnih inhibitora kolinesteraza.

24



3.2. SINTEZA NOVIH DERIVATA 1,3-TIAZOLO-TIENOSTILBENA 1-9

Tiazolo-stilbeni 1-9 dobiveni su kao smjese cis- i trans-izomera. Sinteza derivata 1,3-tiazolo-
tienostilbena 1-5, 7 i 8 (Shema 1) provela se Wittigovom reakcijom s tiofenskom-fosfonijevom
soli, odgovaraju¢im aldehidom, natrijevim etoksidom kao bazom i apsolutnim etanolom kao
otapalom. Wittigova reakcija provodila se 24 sata u struji dusika pri sobnoj temperaturi. U
reakciji dolazi do stvaranja alkena, odnosno nastaje dvostruka veza. Dobivena smjesa izomera
obraduje se ekstrakcijom i proc¢is¢ava kolonskom kromatografijom na silika-gelu. Kao eluens
prilikom izvodenja kolonske kromatografije koristila se smjesa otapala petroleter/dietileter

promjenjiva omjera.

N N R
&S } 2 3 N \ f I\S
=24h
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R: 1.-CH, (70 %)
~CH(CH,),(73 %)
-Cl (76 %)

-CF, (46 %)

~NH,

-NHCOO-tBu (10%)

w@ (61 %)

Shema 1: Sinteza 1,3-tiazolo-tienostilbena Wittigovom reakcijom.
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Kod metilnog (1) i izopropilnog (2) derivata 1,3-tiazolo-tienostilbena kolonskom
kromatografijom uspjesno su izolirani i cis- i trans-izomeri, dok su kod klorovog (3) i
pirolidinskog (8) derivata uspjesno izolirani samo &isti trans-izomeri. Snimljeni *H NMR
spektri smjesa izomera nekih derivata pokazuju da je trans-izomer onaj koji nastaje u ve¢em
udjelu. Kod metilnog derivata (1) vecinski izolirani produkt bio je cis-izomer, koji je izlazio u
posljednjim frakcijama, dok je kod izopropilnog derivata (2) trans-izomer izoliran u vecem

iskoriStenju i izlazio je u frakcijama nakon cis-izomera.

Sinteza derivata 1,3-tiazolo-tienostilbena 6 provela se amidacijom amino-derivata tiazolo-
tienostilbena 5 uz acetanhidrid, dok se derivat 9 sintetizirao Biichwald-Hartwigovim

aminiranjem iz klorovog derivata (3) 1,3-tiazolo-tienostilbena (shema 2). Biichwald-
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Hartwigovo aminiranje provodilo se uz reaktante Cs>COs, sec-butilamin, XPhos kao ligand,
Pd(OAc). kao katalizator i 1,4-dioksan kao otapalo. Reakcija se provodila 24 sata u struji
argona. Kod derivata 9 uspjesno je izoliran Cisti trans-izomer. Izolirano iskoristenje Biichwald-

Hartwigove reakcije iznosilo je 10%.

° \/I( >/ R=CI (3) 8/<

R S ——
S N
\ / XPhos, Cs,CO;, \/j\/
sec-butilamin, S AN S

Pd(OAc),
12((30 C) \ /

acetanhidrid R=NH, (5) Argon 9
24h

Shema 2: Priprava derivata 1,3-tiazolo-tienostilbena 9 Biichwald-Hartwigovim aminiranjem

te derivata 6 prevodenjem amina u amid (amidacija).

3.3. SINTEZA ELEKTROCIKLIZACIJSKIH PRODUKATA
TIAZOLNIH DERIVATA 10-16

Na derivatima 1,3-tiazolo-tienostilbena 1-4 i 6-9 provedene su preparativne fotokemijske
reakcije elektrociklizacije, ¢ime su se dobili novi derivati tienobenzo-tiazola 10-16 (Shema 3).
S obzirom na to da i cis- i trans-izomeri daju iz fotostacionarnog pobudenog stanja jedan
konaéni produkt, radi dobivanja veée mase i iskoristenja kao pocetni reaktanti u fotokemijskim
reakcijama koristile su se smjese izomera 1-4 i 6-9. Prije reakcija elektrociklizacije, bilo je
potrebno snimiti UV-spektre reaktanata kako bi se detektirali maksimumi apsorpcije koji su

potrebni za odredivanje valne duljine osvjetljavanja. Nakon toga, smjese izomera 1-4 i 6-9
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otopljene su u toluenu (~2,5 x 10° M) i izlozene UV zradenju u fotokemijskom reaktoru
Rayonet s ukupno 10 lampi na 313 nm u kvarcnim kivetama uz dodatak kataliticke koli¢ine
joda l,. Reakcije su se provodile u aerobnim uvjetima 1-5 sati kako bi se postigla potpuna
konverzija. Tijek reakcije pratio se uz pomo¢ tankoslojne kromatografije. Poc¢etni reaktanti 1-
4, 6-7 i 9 uspjes$no su prevedeni u fotoprodukte 10-16, dok pocetni reaktant 8 nije pokazao
reaktivnost prilikom stvaranja elektrociklizacijskog produkta.

S

R hv, Q, 313 nm \ \

N
S \ ||/ N
/ \/II\ ) l,, toluen N
) S
\ S 2 \< A /
e
1-4.6-9 .
R: 10.-CH,
12.-cl 1
13.-CF,
14.-NHCOCH,4

15.-NHCOO-tBu

16. - HN

Shema 3: Elektrociklizacijski reakcijski put sinteze tienobenzo-tiazola 10-16.

Dobiveni fotoprodukti prociséeni su kolonskom kromatografijom na silika-gelu. Kao eluens
prilikom izvodenja kolonske kromatografije koristila se smjesa otapala petroleter/dietileter
promjenjiva omjera. Izolirana iskoristenja dobivenih produkata nalaze se u rasponu od 27-70
%. Dobiveni fotoprodukti 10-14 su kao Cisti Spojevi uspjesno okarakterizirani spektroskopskim
metodama, dok fotoprodukti 15 i 16 nisu izolirani u ¢istom obliku niti su dobiveni u dovoljnim

koli¢inama za daljnje proc¢iS¢avanje i karakterizaciju.

Za Ciste i izolirane izomere 1,3-tiazolo-tienostilbena, kao i za njihove fotoprodukte snimljeni
su UV spektri u otapalu acetonitrilu. Na slici 2a prikazani su UV spektri trans-izomera
izopropilnog (trans-2), klorovog (trans-3) i pirolidinskog derivata (trans-8) 1,3-tiazolo-
tienostilbena. Na slici 1a mogu se vidjeti jaki apsorpcijski maksimumi na valnim duljinama 318
I 373 nm koji su karakteristi¢ni za trans-izomere diariletena. Takoder se moze vidjeti i kako

promjenom supstituenta od izopropilnog (trans-2) prema klorovom (trans-3) derivatu, kao i
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promjenom od klorovog (trans-3) do pirolidinskog (trans-8) derivata dolazi do batokromnog i

hiperkromnog pomaka.

4x10* 4 trans-2 N===
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trans-2
trans-3 s N =~
. 3x1 04 i trans-8 \ /
(g cl
S
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O T T T T T T T 1 \N
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\_ !
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Slika 2: Prikaz UV spektara (ACN): a) 1,3-tiazolo-tienostilbena trans-2, trans-3 i trans-8; b)

1,3-tiazolo-tienostilbena trans-1, cis-1 te njihovog elektrociklizacijskog produkta 10.
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Na slici 2b prikazani su UV spektri 1,3-tiazolo-tienostilbena trans-1 i cis-1 te njihovog
elektrociklizacijskog produkta 10. Maksimumi apsorpcije dobivenih fotoprodukata iznose oko
250 nm. Na slici 2b moze se vidjeti razlika u maksimumima izmedu fotoprodukta i tiazolo-
tienostilbena, a takoder i to da se kod trans-izomera, u odnosu na cis-izomer istog derivata,

javlja hiperkromni pomak.

3.4. SPEKTROSKOPSKA KARAKTERIZACIJA NOVIH 1,3-TIAZOLO-
TIENOSTILBENA 1-9 | NJIHOVIH FOTOPRODUKATA 10-16

3.4.1. Identifikacija 1,3-tiazolo-tienostilbena spektroskopskim metodama

Strukture derivata 1,3-tiazolo-tienostilbena 1-9 potvrdene su i okarakterizirane
spektroskopskim metodama. Strukture derivata kod kojih su izolirani ¢isti cis- i/ili trans-
izomeri spektroskopski su okarakterizirane uz pomo¢ H i 3C NMR spektara te su ti spojevi
poslani na daljnja bioloska istrazivanja. Kod derivata gdje su dobivene samo smjese izomera, a
nisu izolirani ¢isti izomeri, nije se provodila detaljna karakterizacija NMR spektroskopijom, ali
su u spektrima utvrdeni zeljeni produkti kao smjese izomera s karakteristicnim konstantama
sprega. Za derivate tiazolo-tienostilbena 1 i 2 snimljeni su *H i 3C NMR spektri ¢istih Cis- i
trans-izomera, dok su kod derivata 3, 8 i 9 snimljeni spektri samo uspjes$no izoliranog, Cistog
trans-izomera. U *H NMR spektrima dobivenih 1,3-tiazolo-tienostilbena identificirani su

etenski protoni koji su dokaz nastanka dvostruke veze (Slika 3).
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trans-1

Hy/Hg
Hp/He
a) | ~
b) Jw
I ; I . I I I | I I I | I : I
PPM 7.50 7.40 7.30 7.20 7.10 7.00 6.90 6.80 6.70 6.60 6.50 6.40

Slika 3: Prikaz *H NMR spektara cis-1 (a) i trans-1 (b) izomera.

Na slici 3 dan je paralelan prikaz *H NMR spektara cis-1 (a) i trans-1 (b) izomera metilnog
derivata 1,3-tiazolo-tienostilbena. Na spektru a) prikazan je cis-izomer, gdje se vide dva
karakteristi¢éna dubleta na 6,72 i 6,43 ppm koji odgovaraju protonima Hp i He, od nastale
dvostruke veze. Dubleti imaju jednaku konstantu sprege od J = 12,4 Hz, koja je karakteristi¢na
za cis-izomere i potvrda je da se dva protona medusobno sprezu. Izgled dva dubleta dodatna je
potvrda medusobne sprege protona Hp i He jer dubleti pokazuju tzv. efekt ukoSenih multipleta
ili krovni efekt. Na *H NMR spektru od cis-izomera izopropilnog derivata (2), signali koji
odgovaraju protonima dvostruke veze stilbena nalaze se na slicnim kemijskim pomacima (6,71
i 6,42 ppm) kao i kod metilnog derivata (1). Karakteristi¢ni dubleti protona dvostruke veze vide
se i na spektru b), koji prikazuje trans-1 izomer. Dublet jednog protona nalazi se na 7,56 ppm,
a dublet drugog na 6,85 ppm. Signali za protone dvostruke veze kod trans-1 izomera nalaze se
na visim kemijskim pomacima u odnosu na cis-1 izomer, a isti je slucaj i sa protonima dvostruke
veze cis-2 i trans-2 izomera. Dubleti dvostruke veze trans-1 izomera takoder imaju jednaku
konstantu sprege, koja iznosi J=15,8 Hz. Ova vrijednost konstante sprege karakteristi¢na je za
trans-izomere. Signali za protone tiofenske jezgre Ha, Hg i Hc su karakteristi¢na dva dubleta i
jedan dublet-dubleta. Kod oba spektra a) i b) signali za protone tiofenske jezgre nalaze se na

slicnim kemijskim pomacima, u podru¢ju aromatskih protona. Konstante sprege dubleta od
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protona Ha iznose J = 5-6 Hz, dok je konstanta sprege dubleta od protona Hc uvijek manja i
iznosi J = 3-4 Hz. S obzirom na to da je signal za proton Hg dublet-dubleta, signal ima dvije
konstante sprege, od kojih manja uvijek iznosi J = 3-4 Hz, a ve¢a J = 5-5,5 Hz. Signal za proton
tiazolne jezgre He je singlet i takoder se nalazi u podruc¢ju aromatskih protona, i to na pomacima
6,94 — 7,45 ppm. Kod oba izomera metilnog derivata (1) 1,3-tiazolo-tienostilbena, na pomacima
2,73 — 2,76 ppm nalazi se signal protona metilne skupine koji je singlet i ne spreze se s drugim

protonima.

Karakteristi¢ni signali za protone dvostruke veze, tiofenske i tiazolne jezgre vide se i na
spektrima izoliranih trans-izomera derivata 3, 8 i 9. Na *H NMR spektru pirolidinskog derivata
(8) se na pomacima izmedu 3,47 i 2,03 ppm, u alifatskom podrucju spektra, nalaze signali za
protone pirolidinskog prstena. Kod derivata tiazolo-tienostilbena 9 vidi se signal protona

vezanog uz dusik, na 5,55 ppm, te signali protona od sec-butilnog supstituenta.

Na 3C NMR spektru vide se tri, odnosno &etiri kod pirolidinskog derivata 8, signala niskog
intenziteta, koji predstavljaju signale za kvaterne ugljike, odnosno one ugljike koji na sebe
nemaju vezane protone (Slika 4). Signali kvaternih ugljika su singleti. Signali za ugljike
dvostruke veze, tiofenske i tiazolne jezgre nalaze se na pomacima izmedu 112,81 177,2 ppm i
oni su dubleti. Ostali signali nalaze se u alifatskom podru¢ju i to su signali ugljika od

supstituenata pojedinih derivata.

trans-2

kvaterni ugljici

0 @@“

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
PPM 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

Slika 4: 13C NMR spektar 1,3-tiazolo-tienostilbena trans-2.
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Osim NMR spektroskopskih metoda, za Ciste smjese izomera i neke izolirane izomere snimljeni
su maseni spektri te je provedena i HRMS analiza, kako bi se potvrdila to¢na struktura i ¢istoca
dobivenih produkata. Na slici 5 prikazan je maseni spektar izopropilnog derivata trans-2 1,3-
tiazolo-tienostilbena. Na spektru se moze vidjeti osnovni signal koji je ujedno i molekulski ion

i koji predstavlja masu izopropilnog derivata 2.

x10 6 | *ESI Scan (rt: 9.09467, 9.29312 min, 2 scans) Frag=175.0V 33_ED-30-1-4-4.d
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1.2 4
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0.6 1

0.4
02 - 121.05087 306.29014

! 1 368.42414
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 5: Maseni spektar smjese izomera derivata 1,3-tiazolo-tienostilbena 2.

3.4.2. Potvrda struktura elektrociklizacijskih fotoprodukata 1,3-tiazolo-
tienostilbena

Strukture  dobivenih  fotoprodukata 1,3-tiazolo-tienostilbena 10-16 potvrdene su
spektroskopskim metodama, a spojevi koji su dobiveni Cisti poslani su na ispitivanje bioloske
aktivnosti. Potvrda uspjesne elektrociklizacijske reakcije je nestanak dubleta dvostruke veze u
'H NMR spektrima, koji su odgovarali po¢etnim reaktantima 1,3-tiazolo-tienostilbenima 1-4 i
6-9. Za nove elektrociklizacijske derivate 10-14 snimljeni su *H i 3C NMR spektri. Dobiveni
fotoprodukti 15 i 16 nisu nastali u dovoljnim koli¢inama niti su izolirani u ¢istom obliku da bi
se mogli uspjesno spektroskopski okarakterizirati, ali na snimljenim *H NMR spektrima moze
se vidjeti kako dolazi do nestanka signala za protone dvostruke veze i do nastanka

elektrociklizacijskog produkta.
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Slika 6: *H NMR spektri i strukture tienobenzo-tiazola 13 (a) i smjese izomera 1,3-tiazolo-
tienostilbena 4 (b).

Na slici 6 prikazani su *H NMR spektri smjese cis- i trans-izomera trifluormetilnog derivata
1,3-tiazolo-tienostilbena 4 i njegovog fotoprodukta 13. Spektar b) prikazuje smjesu izomera
tiazolo-tienostilbena 4 gdje se mogu vidjeti karakteristi¢ni signali za protone dvostruke veze.
Signali su dubleti i imaju karakteristiéne konstante sprege, J = 15,6 Hz za trans-izomer i J =
11,2 Hz za cis-izomer. Spektar a) je spektar fotoprodukta 1,3-tiazolo-tienostilbena 13 na
kojemu se vidi kako dolazi do gubitka signala za protone dvostruke veze, te je to potvrda da je
fotokemijska reakcija uspjeSno provedena i da je doslo do zatvaranja prstena. Na spektru a)
zbog zatvaranja prstena viSe nema ni signala za tre¢i proton tiofenske jezgre, kao ni signala
protona tiazolne jezgre. Signali aromatskih protona Hc i Hp novonastale benzenske jezgre na
spektru a) nalaze se na 8,04 i 7,90 ppm i imaju jednaku konstantu sprege koja iznosi J = 8,6 Hz.
Kod ostalih derivata konstante sprege za protone Hc i Hp se nalaze u rasponu J = 8-9 Hz. Na
spektru a) vide se i protoni tiofenske jezgre Ha i Hg Kkoji se nalaze na 8,08 i 7,69 ppm. Ovi
signali su dubleti i medusobno se sprezu s jednakom konstantom sprege od J = 5,5 Hz. Kod
ostalih derivata signali za protone tiofenske jezgre nalaze se na sli¢cnim kemijskim pomacima,
u podrucju izmedu 8,08 i 7,44 ppm. Osim navedenih signala u podru¢ju aromatskih protona, u

alifatskom podrucju nalaze se i ostali signali, ovisno o supstituentu na fotoproduktima.
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Na slici 7 paralelno su prikazani **C NMR spektri trans-izomera 1,3-tiazolo-tienostilbena 3 i
elektrociklizacijskog fotoprodukta 12 nastalog iz smjese cis- i trans-izomera istog klorovog
derivata 3. Na spektru a) koji prikazuje trans-3 spoj mogu se vidjeti tri signala niskog intenziteta
koja odgovaraju kvaternim ugljicima, odnosno onim ugljicima koji na sebi nemaju vezane
protone. Na spektru a) vide se i signali veceg intenziteta koji oznacavaju ugljike tiofenske i
tiazole jezgre te ugljike dvostruke veze i oni su zapravo dubleti, jer imaju za sebe vezan jedan
proton. Nasuprot tomu, na spektru b) koji pokazuje elektrociklizacijski produkt 12 nalaze se pet
signala niskog intenziteta koji oznacCavaju pet kvaternih ugljika. Tih pet signala karakteristi¢ni

su za tienobenzo-tiazolnu jezgru, $to je dodatna potvrda da je fotokemijska reakcija uspjesno

provedena.
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Slika 7: Prikaz *C NMR spektara klorovog derivata Wittigovog produkta trans-3 i
fotoprodukta od smjese izomera istog klorovog derivata 12.

Kod ostalih derivata 10, 11, 12 i 14, signali za ugljike tienobenzo-tiazolne jezgre nalaze se u
podrucju izmedu 176,7 i 116,5 ppm. Kod amidnog derivata tienobenzo-tiazola 14 nije jasno

vidljiv signal za ugljik amidne skupine, koji bi se trebao nalaziti u podrucju 170-220 ppm. Isto
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tako, kod trifluormetilnog derivata 13 izostaju signali za kvaterne ugljike. Signali za ugljike

supstituenata pojedinih derivata nalaze se u podruc¢ju od 8 do 60 ppm.

Za sve ciste izolirane elektrociklizacijske fotoprodukte 10-14 provedena je HRMS analiza i
snimljeni su maseni spektri. Na slici 8 prikazan je maseni spektar spoja 12. Na spektru se moze

vidjeti pik molekulskog iona koji je ujedno i masa spoja 12 i iznosi 225,95.

x10 4 |*ESIScan (rt: 9.30732-9.39002 min, 6 scans) Frag=175.0V 07_ED-37-1-1-4.d
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Slika 8: Prikaz masenog spektra klorovog derivata tienobenzo-tiazola 12.

3.5. RACUNALNO ISTRAZIVANJE ELEKTRONSKIH STRUKTURA
NOVIH TIAZOLO-TIENOSTILBENA | TIENOBENZO-TIAZOLA

Racunalna kemija koriStena je za ispitivanje stabilnosti konformacija pripravljenih derivata
tiazola, koji su Cisti izolirani. Konformacije izoliranih cis- i trans- izomera tiazolo-tienostilbena
(cis-1, cis-2, trans: 1, 2, 3, 819) i tienobenzo-tiazola 10-14 prouc¢avane su modelom M06-2X/6-

31G(d). Optimizirane geometrije najstabilnijih konformera prikazane su na slikama 9 i 10.
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cis-1 trans-1

cis-2 trans-2

trans-3 trans-9

trans-8

Slika 9: Najstabilnije konformacije izoliranih cis- i trans- izomera tiazolo-tienostilbena,
optimiranima M062X/6-31G(d) razinom teorije.

5o, op
For Fo,

Slika 10: Prikaz geometrija izoliranih tienobenzo-tiazola 10-14, optimiranima M062X/6-

31G(d) razinom teorije.
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Svi ispitivani 1,3-tiazolo-tienostilbeni imaju zajednic¢ki osnovni dio molekule koji se sastoji od
tiazolnog prstena, sredi$njeg etilenskog dijela i tiofenskog prstena. Spoj 2 ima zamijenjen
polozaj sumporovog i dusikovog atoma u tiazolnom prstenu u odnosu na spojeve 1, 3, 81 9,
odnosno spoj 2 je supstituiran s 2-tiofen-2-il-vinilom u poloZaju 4 tiazolnog prstena, dok spojevi
1, 3, 819 imaju 2-tiofen-2-il-vinilnu skupinu u polozaju 5 tiazolnog prstena (slika 10). Od svih
trans- izomera tiazolo-tienostilbena, najstabilnija konformacija je ona gdje su sve tri
podjedinice (tiazolni prsten, etilenski dio i tiofenski prsten) spojeva koplanarne, §to omogucuje
ucinkovitu konjugaciju 7 elektrona. Za razliku od trans- izomera, struktura cis- izomera nije
planarna zbog sterickih odbijanja uzrokovanih blizinom tiofenskog i tiazolnog prstena. Kod
najstabilnijeg cis-1 konformera, gdje je jedan od vodika tiofenskog prstena orijentiran prema
atomu sumpora iz tiazolnog prstena, takoder nije ostvarena planarnost zbog vodikove veze koja

nije dovoljno jaka da nadvlada steri¢ka odbijanja.

Optimizirane geometrije uspjesno pripremljenih i izoliranih elektrociklizacijskih fotoprodukata
10-14 prikazane su naslici 10. Orijentacija tiazolne podjedinice u spoju 11 je razli¢ita od ostalih
izoliranih tienobenzo-tiazola 10 i 12-14 zbog razli¢itog polozaja 2-tiofen-2-il-vinilne skupine u
poCetnom stilbenu 2. Strukture dobivenih spojeva 10-14 koriStene su za racunalno
izraCunavanje UV-Vis spektara. UV-Vis spektri sintetiziranih i izoliranih spojeva snimani su u
otapalu acetonitrilu. Kako bi se utvrdilo koje orbitale sudjeluju u prijelazima koji se javljaju u
snimljenim spektrima, napravljeni su racuni temeljeni na vremenski ovisnoj teoriji funkcionala
gusto¢e, TD-DFT (eng. Time-dependent Density Functional Theory) mjerenja. Racuni su
izvedeni za molekule ¢iji su UV- spektri prikazani na slici 2 (trans: 2, 3, 8, 1; cis-1; 10) i ostale
elektrociklizacijske produkte 11-14. Vremenski ovisna perturbacijska jednadzba, temeljena na
Runge-Gross teoremu®?, rijesena je za 20 pobudenih singletnih stanja za svaku od ispitivanih
molekula, koriste¢i implicitni CPCM model (eng. Conductor-like polarisable continuum

model) za opis otapala acetonitrila. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 1.
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Tablica 1: Eksperimentalne i raunske vrijednosti maksimuma valnih duljina 1,3-tiazolo-
tienostilbena trans: 2, 3, 8, 1 i cis-1 te tienobenzo-tiazola 10-14, uz naznaceni glavni asignirani

prijelaz. H oznacava najvisu okupiranu (HOMO), a L najnizu neokupiranu molekulsku orbitalu
(LUMO).

Spoj Amax/nm Jmax/nm (racunski)  Asignirani prijelaz
(eksperimentalni)
cis-1 315 323 H—L
trans-1 320 349 H—-L
trans-2 318 328 H—-L
trans-3 342 357 H—-L
trans-8 373 384 H—-L
10 249 245 H-1-L
H—L +1
11 251 242 H-1-L
H-1-L+1
12 214 203 H-1-L+4
13 213 204 H-1-L+3
14 221 211 H-1-L+2

Generirani su prikazi svih molekulskih orbitala kod kojih se javlja prijelaz elektrona zbog
pobudivanja zraenjem. Prijelaz izmedu najviSe okupirane molekulske orbitale (HOMO) 1
najniZe neokupirane molekulske orbitale (LUMO) je prijelaz od najveceg znacaja, i taj prijelaz
je odgovoran za maksimume apsorpcije u spektrima 1,3-tiazolo-tienostilbena. Prema podatcima
iz tablice 1, kod 1,3-tiazolo-tienostilbena izracunati prijelazi imaju ve¢e maksimume valnih
duljina Amax za 8 do 15 nm, uz nesto vece odstupanje od 29 nm kod trans-1 spoja. Kod derivata
tienobenzo-tiazola 10-14, razlika u izracunatim i eksperimentalno dobivenim rezultatima je
minimalna, odnosno vrijednosti Amax za racunske prijelaze je veca za oko 10 nm. S obzirom na
to da je smjer odstupanja dosljedan, moze se zakljuciti da su racunski dobiveni rezultati
pouzdani. Kod tienobenzo-tiazola 10 i 11 postoje viSe pikova koji odgovaraju nekoliko vrsta
elektronskih prijelaza, dok se kod ostalih spojeva javlja iskljucivo jedan elektronski prijelaz s
maksimalnim doprinosom. Kod spoja 10 najznacajniji prijelaz je prijelaz iz HOMO u LUMO

+ 1 orbitalu, s doprinosom maksimumu apsorpcije od 73 %, a drugi prijelaz s doprinosom od
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27 % je prijelaz izmedu HOMO — 1 i LUMO orbitale. Slika 11 prikazuje orbitale koje sudjeluju

u prijelazima u izracunatim spektrima spoja 10.

P !
%%.— 9%,

HOMO -1 LUMO

HOMO LUMO +1

Slika 11: Prikaz orbitala koje sudjeluju u najznacajnijim elektronskim prijelazima u spektru

spoja 10.

Spoj 11 takoder ima vise elektronskih prijelaza, od kojih su najznacajniji prijelazi s doprinosima
od 3349 %. Kod spoja 11 postoje jos$ i dva prijelaza, koja nisu navedena u tablici 1, iz HOMO
uLUMO iiz HOMO u LUMO + 1, s doprinosima od 10 i 8 %. Kod spoja 12 i 13, prijelaz koji
je u najvecoj mjeri odgovoran za polozaj maksimuma apsorpcije ukljucuje virtualne orbitale
visoke energije, LUMO + 4 i LUMO + 3, i prikazan je na slici 12. Kod spektra spoja 14, glavni
prijelaz odgovoran za maksimum apsorpcije pokazuje da je amidna skupina na tiazolnom

prstenu ukljucena u prijelaz.
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HOMO -1 LUMO +4

b)

HOMO — 1 LUMO +3

Slika 12: Prikaz orbitala koje sudjeluju u najznacajnijim elektronskim prijelazima u spektru

spoja 12 a) i spoja 13 b).

3.6. INHIBICIJSKA AKTIVNOST 1,3-TIAZOLO-TIENOSTILBENA 1
TIENOBENZO-TIAZOLA PREMA KOLINESTERAZAMA

Svi ranije opisani Cisti produkti, koji su sintetizirani u dovoljnim koli¢inama, istrazivani su u
svrhu njihove inhibicijske aktivnosti prema enzimima kolinesterazama, acetilkolinesterazi i
butirilkolinesterazi. Ispitivanje inhibicijske aktivnosti provelo se prema Ellmanovoj metodi.®
Ispitivani spojevi podijeljeni su u dvije skupine, tiazolo-tienostilbeni i njihovi fotoprodukti,
tienobenzo-tiazoli. Prilikom odredivanja povezanosti izmedu strukture i aktivnosti kljucni
parametri su vrsta heterociklickog prstena, geometrija molekule i, gdje je to moguce, vrsta i

polozaj supstituenta.

Ispitivani spojevi pokazali su inhibicijsku aktivnost samo prema butirilkolinesterazi (BChE).

Svi dobiveni rezultati prikazani su u tablici 2.
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Tablica 2: Izracunate ICso vrijednosti i postotci inhibicije za nove derivate 1,3-tiazolo-

tienostilbena i njihovih fotoprodukata.

Spoj  Struktura ICsy  Imhibicija | Spoj Struktura ICsc  Imhibicija
(uM) (%) (uM) (%)
BChe BChe
cis-1 NPT - 364 (500) | 10 S 1073 79.1 (300)
[f || ]
|
n “ ; {
CH,y \
CHy
trans- 1814 64.0(300) | 11 e - 46.8(200)
1 ik | ]
)| |
‘ N
‘l‘ N=
cis-2 N s G = 455(230) | 12 W 31,1 754 (250)
| ( [ |
J | f
N ool A
/ | 5
4 |
- N= ~
: Cl
trans- - - 45.8(250) | 13 “-»».,r 419 70,8 (200)
2 / ; [ ;
N= — '
r’ S '|-V S
: \
: l'm‘
trans- a - 10,0 (250) | 14 e~ - 249 (250)
3 3 ‘ll |‘
N i
~y S 0
(f N I
- |
6 w__~ -  306(250) | Huperzin 534
A
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trans- ™~ -k 25.3(100)

trans- =¥ 47,7 (100)

Medu stilbenskim derivatima, najbolju inhibicijsku aktivnost pokazao je trans-izomer metilnog
derivata trans-1 (Tablica 2, slika 13). Usporedba aktivnosti novih stilbenskih derivata s
prethodno ispitivanim tienostilbenima®, pokazuje kako zamjenom tiofenske s tiazolnom
jezgrom dolazi do potpunog gubitka inhibicijske aktivnosti prema acetilkolinesterazi (AChE),
te do samo neznatnog povecanja aktivnosti prema BChE. Zamjenom metilne skupine iz trans-
1 spoja s izopropilnom skupinom u trans-2 spoju, uz zamjenu polozaja dusika i sumpora, dolazi
do smanjenja inhibicijske aktivnosti. Ve¢ je ranije dokazano da zamjenom geometrije spojeva
takoder dolazi do smanjenja aktivnosti®’, pa tako i u ovom sluéaju ispitivani cis-1 izomer ne
pokazuje inhibicijsku aktivnost u odnosu na trans-1 izomer istog metilnog derivata. Ostali
tiazolo-tienostilbenski derivati, cis-1, trans-3 i 6, pokazali su se kao neucinkoviti inhibitori
kolinesteraza. Zbog obojanosti spojeva (*, tablica 2), za spojeve trans-8 i trans-9 nije bilo

moguce provesti mjerenja pri ve¢im koncentracijama.

Kod elektrociklizacijskih produkata, metilni derivat 10, klorov derivat 12 i trifluormetilni
derivat tienobenzo-tiazola 13 ostvarili su ICsp vrijednosti (Tablica 2, slika 14). Spojevi 12 i 13
posjeduju vrlo dobru inhibicijsku aktivnost s 1Cso vrijedno$éu u rangu ICsg vrijednosti poznatog
inhibitora kolinesteraza, huperzina A (ICso = 53,6 uM). Spoj 10 pokazuje duplo manju aktivnost
u odnosu na spojeve 12 i 13. Na primjeru 1,3-tiazolo-tienostilbena trans-3 i njegovog
elektrociklizacijskog produkta 12, vidi se kako spojevi s planarnom geometrijom, nalik
naftalenu, pokazuju puno vecu aktivnost nego stilbenski derivati. Usporedbom tiofenskih
tiazola opisanih u ovom radu s prethodno istrazivanim tiofenskim triazolima, moze se vidjeti
kako su elektrociklicki tiofenski triazoli puno ucinkovitiji inhibitori kolinesteraza. Iz
navedenog, moze Se zakljuCiti kako vrsta heterociklickog prstena ima veliku ulogu u

inhibicijskoj aktivnosti spojeva.
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Slika 13: Krivulja inhibicije BChE u ovisnosti 0 koncentraciji za spoj trans-1.
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Slika 14: Krivulja inhibicije BChE u ovisnosti o koncentraciji za spojeve 10, 12 i 13.
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Istrazivanja dobivenih produkata s obzirom na njihovu inhibicijsku aktivnost pokazala su da su
spojevi neaktivni prema AChE, a inhibicijska aktivnost prema BChE ovisi o0 supstituentu na

tiazolnom prstenu. Najbolji rezultati postignuti su u istom rangu koncentracija.

3.7. MOLEKULSKI DOCKING

Iz dobivenih podataka o inhibicijskoj aktivnosti sintetiziranih spojeva, prikazanima u tablici 2,
moze se vidjeti kako nekoliko spojeva pokazuje snazan inhibicijski potencijal prema BChE. Za
te spojeve proveo se molekulski docking, kako bi se identificirale stabilizirajuée interakcije
izmedu aktivnog mjesta u enzimu i ispitivanih molekula. Molekuski docking proveo se
upotrebom AutoDock programa. Ocekuje se da ¢e se javiti reverzibilna inhibicija za koju je
karakteristi¢na brza disocijacija enzim-inhibitor kompleksa, odnosno inhibicija koja se zashiva
na stvaranju nekovalentnih veza izmedu aktivnog mjesta enzima i inhibitora. Kako bi se ispitali
rezultati predlozeni molekulskim dockingom, provele su se dodatne geometrijske optimizacije
aktivnog myjesta i inhibitora koriste¢i kvantno-mehanicki klaster-kontinuum pristup. Za svaki
ispitivani sustav, izabrala se struktura s najniZom procijenjenom slobodnom energijom vezanja
dobivena molekulskim dockingom. Tijekom optimizacije, a-ugljikovi atomi u aktivnom mjestu
ostali su nepomicni, $to je omogucilo ocuvanje koncepcije aktivnog mjesta. Strukture su
optimizirane M06-2X/6-31G(d) razinom teorije, uz dielektricnu konstantu &=4. Minimumi
plohe potencijalne energije za sve strukture dobiveni su vibracijskom analizom. Kristalna
struktura enzima BChE naziva 7AlY .pdb preuzeta je iz proteinske baze podataka (eng. Protein
Data Bank).

Medu tienobenzo-tiazolima, spoj 13 pokazuje najbolju inhibicijsku aktivnost prema BChE.
Optimizirana struktura kompleksa aktivnog mjesta enzima i molekule 13 prikazana je na slici
15.
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Slika 15: Prikaz rezultata molekulskog dockinga spoja 13 u aktivno mjesto enzima BChE.
Udaljenosti su izrazene u mjernoj jedinici angstrom, A (1 A = 1071% m, odnosno 100 pm).

Zbog jasnijeg prikaza, vodikovi atomi aminokiselinskih ostataka su skriveni.

Esterski dio, odnosno kataliticka trijada koju ¢ine aminokiseline Ser198, Glu325 i His438, je
najznacajniji dio aktivnog mjesta enzima i izravno je ukljucen u katalizu. Aktivho mjesto se
sastoji 1 od: anionske podjedinice, odnosno domene gdje se veze kolin, koju ¢ine aminokiseline
Trp82, Phe329 i Glul97, acilnog dzepa (Leu286 i Val288), perifernog anionskog mjesta
(Tyrl28, Tyrll4, Tyr332 i Asp70) te oksianionske supljine (Gly116, Glyl117 i Alal99).
Kompleks tienobenzo-tiazola 13 i aktivnog mjesta BChE stabiliziran je uz pomo¢ nekoliko
interakcija koja omogucuju da njegov polozaj blokira esterski dio aktivnog mjesta enzima. Na
taj nacin sprjeava Se vezanje supstrata na aktivno mjesto enzima. Prisutnost trifluormetilne
skupine, omogucava da spoj 13 stvara hidrofobne interakcije s Phe329. Nadalje, s obzirom na
sposobnost fluora da sudjeluje u polarnim interakcijama i orijentaciju trifluormetilne skupine
(slika 15), stvara se vodikova veza izmedu drugog fluorovog atoma -CF3 skupine i vodikovog
atoma peptidne veze izmedu aminokiselina Gly116 i Gly117. Zbog ovakve orijentacije liganda
javlja se i z-7 slaganje (eng. z-x stacking) izmedu tiofena i His438 (5,0 A) te izmedu fenilnog

prstena i aminokiseline Trp82 (5,5 A) na aninonskoj podjedinici aktivnog mjesta enzima.

Na slici 16 prikazan je rezultat molekulskog dockinga spoja tienobenzo-tiazola 10 u aktivno

mjesto enzima BChE. Na slici se moze vidjeti nekoliko stabilizirajucih interakcija. Prisutno je
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m-7 slaganje izmedu tiofenskog prstena i aminokiseline Trp82 anionske podjedinice aktivnog
mjesta enzima (3,9 A). Nadalje, prisutno je i 7-7 slaganje izmedu iste aminokiseline Trp82 i
benzenskog prstena unutar tienobenzo-tiazola (4,1 A). Javljaju se i hidrofobne interakcije
izmedu atoma sumpora na tiofenskom prstenu i aminokiseline na perifernom aninonskom
mjestu, Tyr128, na udaljenosti od 4,3 A te izmedu atoma sumpora na tiazolnom prstenu i
His438 na udaljenosti od 3,9 A. Na slici se uocava i hidrofobna interakcija izmedu metilne
skupine spoja 10 i aminokiseline Leu286 koja se nalazi na acilnom dZepu aktivnog mjesta

enzima.

His438

44
Leu286

Slika 16: Prikaz rezultata molekulskog dockinga spoja 10 u aktivho mjesto enzima BChE.
Udaljenosti su izraZene u mjernoj jedinici angstrém, A. Zbog jasnijeg prikaza, vodikovi atomi

aminokiselinskih ostataka su skriveni.

3.8. SINTEZA | KARAKTERIZACIJA NOVIH DERIVATA 1,2,3-
TRIAZOLO-TIENOSTILBENA | NJIHOVIH FOTOPRODUKATA

3.8.1. Sinteza i fotokemija novih derivata 1,2,3-triazolo-tienostilbena

Sinteza novih fotoprodukata 1,2,3-triazolo-tienostilbena 23-25 provedena je u tri koraka
(Shema 4). Prva reakcija koja se provodila je reakcija supstitucije gdje su sintetizirani pocetni
1,2,3-triazol-karbaldehidi 17-19. Reakcija ide uz pocetni reaktant nitrobenzil-triazolni aldehid,

1,4-dioksan kao otapalo i odgovarajuc¢i amin, ovisno o supstituentu koji se zeli dobiti. Nastali
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aldehidi dobiveni su u iskoriStenjima od 53 do 86 %. Sljedeca reakcija koja se provodila na
dobivenim aldehidima 17-19 je Wittigova reakcija ¢ime su dobivene smjese Cis- i trans-izomera
20-22. Wittigove reakcija provodile su se 24 sata na sobnoj temperaturi u struji dusika, uz
tiofensku fosfonijevu sol, apsolutni etanol kao otapalo i natrijev etoksid. Aldehidi 17-19, kao i
smjese izomera 20-22 nastale Wittigovom reakcijom proc¢is¢ene su kolonskom
kromatografijom. Dobivene smjese izomera otopljene su u toluenu (~2,5 x 103 M) te su se
osvjetljavale u fotokemijskom reaktoru s 10 UV lampi na 300 nm, uz dodatak kataliticke
koli¢ine joda, ¢ime su dobiveni produkti elektrociklizacijske reakcije 23-25. Svi Wittigovi
produkti pokazali su reaktivnost prilikom stvaranja fotoprodukata uz relativno kratko vrijeme
osvjetljavanja (3h). Fotoprodukti su dobiveni u izoliranim iskoristenjima od 50 do 59 % te su

prociséeni kolonskom kromatografijom na silika-gelu.

R
NO;
1,4-dioksan D\\C/E// R: 11;; ?CH3 NaOEVEtOH VE
y ey » H > \ R: 20.-OCH,
I \ BA-2-tiofen /_,O r—’-lh o F/’O
O\C A BAOCH;

N 129°C
H
/E //”
o] S
S // 19 AN N
H \ ! )
hv. Q. 313 nm
I,. toluen

Shema 4: Sinteza novih fotoprodukata 1,2,3-triazolo-tienostilbena nizom od tri reakcije:

supstitucija, Wittigova reakcija i elektrociklizacija.



3.8.2. Identifikacija novih fotoprodukata 1,2,3-triazolo-tienostilbena

Cisti dobiveni produkti 17-19, 20-22 i 23-25 okarakterizirani su spektroskopskim metodama.
Za dobivene 1,2,3-triazol-karbaaldehide 17-19 snimljeni su *H NMR spektri, dok je za
Wittigove produkte 20-22 provedena samo HRMS analiza. Za fotoprodukte 23-25 snimljeni su
'H i 8C NMR spektri, UV-spektri u acetonitrilu te je provedena HRMS analiza. Dokaz
nastajanja novih produkata elektrociklizacijskih reakcija, tienobenzo-triazola 23-25, je
nestanak signala za protone dvostruke veze iz *H NMR spektara pocetnih tienostilbena. Novi
derivati tienobenzo-triazola 23-25 dobiveni su Cisti i poslani su na ispitivanje bioloske

aktivnosti.

N—-__N

i L

PPM 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0

Slika 17: *'H NMR spektar novog derivata tienobenzo-triazola 24.

Slika 17 prikazuje *H NMR spektar spoja 24, elektrociklizacijskog fotoprodukta 1,2,3-triazolo-
tienostilbena. Na spektru se vidi kako kod fotoprodukta izostaju dubleti s karakteristiénim
konstantama sprege (J=15-16 Hz za trans-izomere i J=12-13 Hz za cis-izomere) za protone
dvostruke veze od pocetnih stilbena, Sto je dokaz da je doSlo do zatvaranja Sesteroclanog
prstena, odnosno formiranja nove ¢ veze izmedu krajeva konjugiranog m sustava. Signali za
protone tiofenske jezgre Ha i Hg nalaze se na 7,58 i 7,49 ppm i to su dubleti s konstantom

sprege od J=5.6 Hz. Signali za dva protona Hc i Hp novonastalog prstena nalaze se na najve¢im
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kemijskim pomacima, 8,011 7,82 ppm, a isti trend pokazuju i ostali elektrociklizacijski produkti
23 i 25. To su takoder dubleti koji imaju konstantu sprege J=8,8 Hz. Signali za protone
benzenskog prstena Hr i Hg su dubleti s integralom 2H koji se nalaze na 7,21-7,151 7,01 ppm.
Signal za proton He nalazi se na 6,10 ppm jer je vezan na ugljik koji je uz triazolni s jedne i
benzenski prsten s druge strane, pa je signal pomaknut prema manje zasjenjenom podrucju

spektra. Signal za proton He je singlet jer ne osjeca spregu s drugim protonima.

Slika 18 prikazuje *C NMR spektar elektrociklizacijskog fotoprodukta 25. Na spektru su
istaknuta pet signala niskog intenziteta koja odgovaraju kvaternim ugljicima. Signali kvaternih
ugljika su singleti, a karakteristi¢ni su za nove sintetizirane elektrociklizacijske produkte i
dokaz su njihovog nastanka. Ostali signali veeg intenziteta nalaze se izmedu 144,6 i 116,1
ppm i pripadaju ugljicima benzenske i dvije tiofenske jezgre. Signal na najnizim kemijskim

pomacima (48,4 ppm) odgovara ugljiku Ck.

kvaterni ugljici

A0 QM 0 I
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Slika 18: 13C NMR spektar triazolnog elektrociklizacijskog fotoprodukta 25 s istaknutim

kvaternim ugljicima.

3.8.3. Ispitivanje aktivnosti novih derivata tienobenzo-triazola 23-25 kao
inhibitora kolinesteraza

S obzirom na to da su tienobenzo-triazoli veé prije pokazali dobru inhibicijsku aktivnost®’,

sintetizirani su novi derivati tienobenzo-triazola 23-25 na kojima se ispitivala inhibicijska
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aktivnost prema acetilkolinesterazi i butirilkolinesterazi. Uvodenjem novih supstituenata na
triazolnoj jezgri pokusalo se utvrditi javlja li se poboljSanje u bioloskoj aktivnosti novih
derivata te kakva je veza izmedu strukture i bioloske aktivnosti. Najbolju inhibicijsku aktivnost
prema AChE i BChE medu sintetiziranim tienobenzo-triazolima pokazuje spoj 24, koji sadrzi
p-fluor-benzilni supstituent na triazolnom prstenu (Tablica 3). ICso vrijednosti za BChE od
spojeva 23, 24 i 25 su vrlo sli¢ne ICsp vrijednosti poznatog inhibitora kolinesteraza, huperzina
A (ICs50=53,6 uM), te su nesto slabije od inhibitora galantamina (IC50=7,9 uM). Spoj 25 moze
se istaknuti kao najbolji inhibitor BChE medu sintetiziranim spojevima, s IC50=23,4. Spojevi
23 1 25 su bolji inhibitori BChE nego 24, medutim za inhibiciju AChE pokazuju nesto slabije

vrijednosti.®

Tablica 3: ICsg vrijednosti za nove derivate tienobenzo-triazola 23-25.

Spoj  Struktura ICso (uM) AChE 1Cso (uM) BChE
23 116,0 25,5

118,6 23,4

a
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L
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7
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3.8.4. Racunalno istraZivanje struktura novih derivata tienobenzo-triazola
23-25

Medu novim tienobenzo-triazolima 23-25, koji su ispitivani u svrhu njihove inhibicijske
aktivnosti prema enzimima AChE i BChE, najbolje rezultate ostvario je tienobenzo-triazol 24.
Prilikom rac¢unalnog istrazivanja novih tienobeno-triazola, proveo se molekulski docking kako
bi se identificirala struktura i stabiliziraju¢a medudjelovanja u kompleksima izmedu aktivnog
mjesta kolinesteraza i spojeva koji daju najbolje rezultate inhibicijske aktivnosti. Na taj nacin
zele se objasniti podatci o inhibicijskoj aktivnosti dobiveni eksperimentom. Struktura
najstabilnijeg kompleksa molekule 24 s aktivnom mjestom AChE, dobivena molekulskim
dockingom, prikazana je na slici 19. Koristena kristalna struktura enzima dobivena je iz
elektri¢ne jegulje, pdb koda 1EEA, zbog toga Sto je i za eksperimentalna mjerenja koriSten
upravo enzim izoliran iz elektri¢ne jegulje. Medutim, treba uzeti u obzir da struktura 1IEEA ne
reproducira tocan redoslijed aminokiselina u enzimu kao u elektri¢noj jegulji. Zbog niske
rezolucije, u kristalnoj strukturi redoslijed aminokiselina preuzet je iz tercijarne strukture AChE

elektri¢ne raze (Torpedo californica).

Phe290

Tyrl21

His440

Slika 19: Prikaz rezultata molekulskog dockinga spoja 24 u aktivno mjesto enzima AChE.

Udaljenosti su izraZene u mjernoj jedinici angstrom, A.
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Na slici 19 moze se vidjeti kako dolazi do stvaranja vodikove veze izmedu dusikovog atoma
triazolnog prstena i -OH skupine aminokiseline Tyr121 na udaljenosti od 2,1 A. Nadalje, fenilna
jezgra liganda ukljudena je u okomito z-7 slaganje s His330 na udaljenosti od 5,2 A, dok
tiofenski prsten postize sli¢ne interakcije s Phe330 na udaljenosti od 4,5 A. Jo§ jedno z-7
slaganje javlja se kod fluorovog atoma iz p-fluor-benzilnog supstituenta, s aminokiselinom
Tyr334 (5,2 A).

S obzirom da je tienobenzo-triazol 24 od ispitivanih triazola pokazao najbolji inhibicijski
potencijal prema obje vrste kolinesteraza, proveo se molekulski docking spoja 24 s aktivnim
mjestom BChE. U ovom slucaju koristio se humani enzim BChE. Struktura dobivenog
kompleksa prikazana je na slici 20. Molekulskim dockingom molekule 24 u aktivno mjesto
enzima BChE, nisu uoéene vodikove veze izmedu triazolnih sp? dusika i proton-donorskih
aminokiselinskih ostataka. Do interakcije dolazi izmedu sumporovog atoma tiofenskog prstena
i aminokiseline Tyr332 na udaljenosti od 5,3 A. Kod preostala dva benzenska prstena liganda

dolazi do 7-r slaganja s Trp82 i His440.88

L N

Slika 20: Prikaz rezultata molekulskog dockinga spoja 24 u aktivno mjesto enzima BChE.

Udaljenosti su izraZene u mjernoj jedinici angstrom, A.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO

Opce napomene

Sva koristena otapala dostupna su na trziStu i procis¢ena su destilacijom. Bezvodni MgSO4
koristen je za suSenje organskih slojeva nakon ekstrakcije. Kolonske kromatografije provodile
su se na kolonama punjenima silika-gelom (60 A, tehnicki) uz odgovarajuéi sustav otapala.
Nuklearna magnetska rezonancija ("H NMR i '3C NMR) koristena je za identifikaciju i
odredivanje Cistoce sintetiziranih spojeva. NMR spektri snimani su pri sobnoj temperaturi na
spektrometrima Bruker Avance 300 i 600 MHz. Pri snimanju spektara kao otapalo koristio se
deuterirani kloroform (CDCIl;), uz tetrametilsilan (TMS) kao unutarnji standard. Kemijski
pomaci u NMR spektrima izrazeni su mjernom jedinicom ppm (eng/. parts per million). Za
uklanjanje otapala iz otopina koristio se rotiraju¢i upariva¢ pri snizenom tlaku. UV spektri
snimljeni su na Varian CARY 300 BIO UV/Vis spektrofotometru. Preparativne fotokemijske
reakcije provodile su se u kvarcnim kivetama u fotokemijskom reaktoru Rayonet s 10 UV lampi
pri 313 nm. U reakcijsku otopinu, prije ozracivanja, dodavala se i kataliticka koli¢ina joda, I>.
HRMS analize provodile su se na masenom spektrometru MALDI TOF/TOF opremljenom s
Nd:YAG laserom pri 355 nm. Kratice koriStene u eksperimentalnom dijelu rada su: PE —
petroleter, E — dietileter, EtOH — etanol, ACN — acetonitril, DCM — diklormetan, EtOAc —
etilacetat, NMR — nuklearna magnetska rezonancija, UV — ultraljubicasta spektrofotometrija,
HRMS — ,High resolution* masena spektrometrija, s — singlet, d — dublet, t — triplet, q — kvartet,

m — multiplet.

4.1. Sinteza tiofenske fosfonijeve soli

Sinteza 2-tiofen-fosfonijeve soli zapocinje tako da se u trogrloj tikvici od 250 mL sintetizira 2-
tiofenski bromid. U trogrlu tikvicu dodaje se 7,9 g (0,063 mol) 2-tiofenskog metanola
otopljenog u 72,3 mL suhog E. U tikvicu se zatim dodaje 5,71 g (0,022 mol) fosforovog
tribromida, otopljenog u 7,23 mL E, kap po kap kroz 40 minuta. Reakcijska smjesa mijesa se 1
sat na sobnoj temperaturi na magnetskoj mijesalici. Nakon toga, u reakcijsku smjesu dodaje se
15 mL metanola i 100 mL destilirane vode, te se provodi ekstrakcija s ukupno 300 mL E. Eterski
sloj susi se iznad bezvodnog MgSOs do sljedeceg dana i filtrira, a zatim se uparava na
rotiraju¢em uparivacu do suha. Nakon uparavanja u tikvici zaostaje 2-tiofen bromid kao Zuto

ulje.
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Zuto ulje otapa se u 20 mL toluena i dodaje mu se 16,52 g (0,037 mol) tifenil fosfin, PPhs
otopljenog u 50 mL toluena. Reakcijska smjesa mijesa se na magnetskoj mijesalici tri dana te
se zatim filtrira kroz Biichnerov lijevak pri snizenom tlaku. Dobivena svijetlo Zuta sol susi se u

eksikatoru 12 sati. Suha tiofenska fosfonijeva sol koristi se u svim narednim eksperimentima.

4.2. Organska sinteza 1,3-tiazolo-tienostilbena
4.2.1. Sinteza tienostilbena Wittigovom reakcijom

Spojevi 1-9 1 20-22 dobiveni su kao smjesa cis- i trans-izomera. Sinteza spojeva 1-5, 7-8, 20-
22 provela se Wittigovom reakcijom. Trogrla tikvica spaja se na aparaturu za propuhivanje
dusikom. Na srednji otvor tikvice stavlja se lijevak za dokapavanje, a na desni otvor lula s klor-
kalcijskom soli. Tako pripremljena aparatura propuhuje se duSikom 15 minuta. Nakon
propuhivanja, lijevi otvor tikvice zatvara se uz pomo¢ septuma i balona s duSikom. U tikvicu
se zatim dodaje 70 mL apsolutnog EtOH su$enog na sitima 3A te izra¢unata koli¢ina tiofenske
soli. Smjesa se mijeSa na magnetskoj mijesalici dok se sol potpuno ne otopi. U lijevak za
dokapavanje dodaje se 20 mL apsolutnog EtOH 1 natrij. Natrij se dodaje u 10 % - tnom suvisku
1 potrebno ga je dodavati postupno jer se prilikom otapanja natrija otopina zagrijava, razvija se
plinoviti vodik, te moze do¢i do burne reakcije. Kad se natrij u potpunosti otopio u EtOH,
dobivena otopina natrijevog etoksida ispusta se u trogrlu tikvicu kap po kap. U reakcijsku
smjesu dodaje se odgovarajuci aldehid 1 ostavlja se mijeSati na magnetskoj mijesalici 24 sata

pri sobnoj temperaturi. Tijek reakcije prati se tankoslojnom kromatografijom.

Nakon reakcije, iz reakcijske smjese uklanja se apsolutni EtOH uparavanjem do suha na
rotiraju¢em uparivacu. Suhi produkt otapa se u toluenu i provodi se ekstrakcija toluenom (3x30
mL). Prilikom ekstrakcije, gornji sloj je organski, a donji sloj u ekstrakcijskom lijevku je vodeni
(s anorganskim komponentama). Ekstrahirani organski sloj susi se iznad bezvodnog MgSOs,
filtrira se i ponovno uparava do suha na rotiraju¢em uparivacu. Dobivena suha smjesa produkata
procisc¢ava se kolonskom kromatografijom, koriste¢i odgovarajuci sustav otapala kao eluens.
Sustavi otapala koji su se koristili za izvodenje kolonske kromatografije su: PE/E, PE/DCM,
EtOAc/DCM, E/EtOAc
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(Z)-2-metil-5-(2-tiofen-2-il)vinil)tiazol (cis-1) i (E)-2-metil-5-(2-(tiofen-2-il)vinil)tiazol

(trans-1
D G
S CH
\ E 3
"\
\_,
B F Ng
—{
CH,
G
cis-1

trans-1

33 mg, 62,3 % izoliranog spoja; (£)-2-metil-5-(2-tiofen-2-il)vinil)tiazol (cis-1): Zuto ulje; Ry
(PE/E (10 %)) = 0,62; UV (ACN) Amax/nm (¢/dm’mol'em™) 315 (15948); 'H NMR (CDCls,
600 MHz) é/ppm: 7,24 (d, J=3,9 Hz, 1H, Hc), 7,23 (d, J=5,6 Hz, 1H, Ha), 7,13 (s, 1H, HF),
6,97 (dd, J=5,1, 3,5 Hz, 1H, Hg), 6,72 (d, J=12,4 Hz, 1H, Hp/HE), 6,43 (d, /=12,4 Hz, 1H,
Hp/HE), 2,76; 3C NMR (CDCls, 75MHz) 6/ppm: 165,1 (s), 151,6 (s), 139,6 (s), 129,9 (d), 126,7
(d), 126,5 (d), 124,0 (d), 120,7 (d), 117,1 (d), 19,1 (q); MS (ESI) m/z (%, fragment): 208 (100).

20 mg, 37,7 % izoliranog spoja; (E)-2-metil-5-(2-(tiofen-2-il)vinil)tiazol (trans-1): zuto ulje;
R/(PE/E (5 %)) = 0,71; UV (ACN) Amax/nm (¢/dm>*mol'cm™) 318 (26303); 'H NMR (CDCls,
600 MHz) d/ppm: 7,56 (d, J=15,8 Hz, 1H, Hp/Hg), 7,19 (d, J=5,15 Hz, 1H, Ha), 7,08 (3,6 Hz,
1H, He), 6,99 (dd, J=5,1, 3,6 Hz, 1H, Hp), 6,94 (s, 1H, H), 6,85 (d, J=15,8 Hz, 1H, Hp/HE),
2,73 (s, H, Hg); 3*C NMR (CDCls, 75MHz) é/ppm: 166,2 (s), 150,9 (s), 142,5 (s), 127,7 (d),
126,6 (d), 124,6 (d), 124.,2 (d), 120,9 (d), 114,7 (d), 19,4 (q).

HRMS (m/z) za smjesu konfiguracijskih izomera CioHoNS2: [M+H]"izracunaii=207,0176,
[M+H]+izmjereni:207,0 180.
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(Z)-2-izopropil-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)tiazol (cis-2) i (E)-2-izopropil-4-(2-(tiofen-2-

il)vinil)tiazol (trans-2)

cis-2

H trans-2

27,2 mg, 38 % izoliranog spoja; (Z)-2-izopropil-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)tiazol (cis-2a): zuto
ulje; R/ (PE/E (10 %)) = 0,53; UV (ACN) Amax/nm (e/dm*mol'em™) 316 (13832); 'H NMR
(CDCls, 600 MHz) 6/ppm: 7,29 (d, J= 3,5 Hz, 1H, Hc¢), 7,24 (d, J/=5,2 Hz, 1H, Ha), 7,13 (s, 1H,
Hr), 6,97 (dd, J= 5,0, 3,6 Hz, 1H, Hs), 6,71 (d, J/=12,5 Hz, 1H, Hpo/HE), 6,42 (d, J/=13,5 Hz, 1H,
Hp/HE), 3,41-3,34 (m, 1H, Hg), 1,46 (d, 6H, Hy); *C NMR (CDCls, 75MHz) §/ppm: 177,1 (s),
151,5 (s), 139,7 (s), 130,0 (d), 126,8 (d), 126,5 (d), 123,7 (d), 120,5 (d), 116,5 (d), 33,4 (d), 23,2
(Q)-

44,3 mg, 62 % izoliranog spoja; (E)-2-izopropil-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)tiazol (trans-2b): Zuto
ulje; Ry (PE/E (10 %)) = 0,56; UV (ACN) Amax/nm (e/dm*mol'em™) 251 (33704); '"H NMR
(CDCl3, 600 MHz) é/ppm: 7,49 (d, J=15,7 Hz, 1H, Hp/HE), 7,11 (d, J=5,1 Hz, 1H, Ha), 7,01
(d, J/=3,2 Hz, 1H, Hc), 6,93-6,90 (m, 2H, Hs, Hr), 6,81 (d, J/=15,7 Hz, 1H, Hp/HE), 3,31-3,22
(m, 1H, Hg), 1,35 (d, 6H, Hy); *C NMR (CDCls, 75MHz) 6/ppm: 177,2 (s), 152,1 (s), 141,6
(s), 126,6 (d), 125,5 (d), 123.,4 (d), 123,0 (d), 120,0 (d), 112,8 (d), 32,5 (d), 22,2 (q).

HRMS (m/z) za smjesu konfiguracijskih izomera Ci2Hi3sNS2: [M+H] izracunati=235,0489,
[M+H]+izmjereni:235,0490.
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(E)-2-kloro-5-(2-(tiofen-2-il)vinil)tiazol (3)

trans-3

20 mg, 40 % izoliranog spoja; (E)-2-kloro-5-(2-(tiofen-2-il)vinil)tiazol (trans-3): zuto ulje; Ry
(PE/E (10 %)) = 0,59; UV (ACN) Amax/nm (e/dm*mol'cm™) 342 (27961); 'H NMR (CDCls,
600 MHz) ¢/ppm: 7,45 (s, 1H, Hr), 7,25 (d, J= 5,2, 1H, Ha), 7,07 (d, J=3,6 Hz, 1H, Hc), 7,01
(dd, J=5,0, 3,5 Hz, 1H, HB), 6,92 (d, J/=16,2 Hz, 1H, Hp/HE), 6,89 (d, J/=16,2 Hz, 1H, Hp/HE);
13C NMR (CDCl3, 75MHz) §/ppm: 149,6 (s), 141,2 (s), 139,8 (s), 139,1 (d), 127,8 (d), 127,3
(d), 125,6 (d), 125,3 (d), 117,0 (d); HRMS (m/z) za CoH7CINS,: [M+H] izracunati=226,9630,
[M+H] " izmjereni=226,9633.

5-(2-(tiofen-2-il)vinil)-2-trifluorometil)tiazol (4)

66 mg; HRMS (m/z) =za smjesu konfiguracijskih izomera  CioHeF3NS2:
[M+H]+izraéunaﬁ:260,9894, [M+H]+izmjereni:260,9896.
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5-(2-(tiofen-2-il)vinil)tiazol-2-amin (5)

30 mg; HRMS (m/z) za smjesu konfiguracijskih izomera CoHsN2S2: [M+H] izracunai=208,0129,
[M+H]+izmjereni:208,0 133.

tert-butil(4-bromo-5-(2-(tiofen-2-il)vinil)tiazol-2-il)karbamat (7)

F 0
NH
5/< O-tBu
D \ N G
S \ \
A l E
\ Br
C
B
7

30 mg; HRMS (m/z) za smjesu konfiguracijskih izomera C14HisBrN202S2: [M+H] izracunati=
386597583 [M+H]+izmjereni:385,975 1.

(E)-4-kloro-2-(pirolidin-1-il)-5-(2-tiofen-2-il)vinil)tiazol (8)

<3
~

AN

Cl

trans-8
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8 mg; 32% izoliranog spoja; (E)-4-kloro-2-(pirolidin-1-il)-5-(2-tiofen-2-il)vinil)tiazol (8):
zuto ulje; Rr(PE/E (20 %)) = 0,83; UV (ACN) Amax/nm (¢/dm>mol'em™) 373 (33945); 'H NMR
(CDCls, 600 MHz) é/ppm: 7,14 (m, 1H, Hs), 6,96 (d, J/=4,5 Hz, 2H, Ha, Hc), 6,94 (d, J=15,7
Hz, 1H, Hp/HE), 6,57 (d, J/=15,7 Hz, 1H, Hp/HE), 3,47 (t, J/=6,5 Hz, 4H, Hf), 2,08-2,03 (m, 4H,
Hg); *C NMR (CDCls, 75MHz) §/ppm: 163,0 (s), 142,8 (s), 135,0 (s), 127,6 (d), 125,0 (d),
123,8 (d), 119,5 (d), 118,0 (d), 116,5 (s), 42,3 (), 25,7 (t); HRMS (m/z) za Ci13H13CIN2S2:
[M+H] " izracunati=296,0209, [M+H] izmjereni=296,0206.

4.2.2. Prevodenje amina u amid

Spoj 6 dobiven je kao smjesa cis- 1 trans- izomera 1 sintetiziran je prevodenjem tiazolo-
tienostilbenskog amina (5) u tiazolo-tienostilbenski amid. U tikvici od 25 mL stavlja se 30 mg
amina i izracunati volumen acetanhidrida (1,5 mL). Dodavanjem acetanhidrida primjeéuje se
promjena boje i talozenje. Reakcijska smjesa mijesa se 24 sata na sobnoj temperaturi na
magnetskoj mijesalici. Nakon reakcije, u otopinu se dodaje 0,75 mL destilirane vode te se sve
skupa filtrira kroz Biichnerov lijevak pri sniZzenom tlaku. Nakon toga slijedi ispiranje dobivenog
produkta s oko 1500 mL destilirane vode kako bi se uklonio acetanhidrid 1 potaknuo u vodeni

dio. Dobivena Zuta krutina ostavlja se suSiti u eksikatoru pod tlakom 2 sata.

N-(5-(2-(tiofen-2-il)vinil)tiazol-2-il)acetamid (6)

7 mg; HRMS (m/z) za smjesu konfiguracijskih izomera  Ci1H10N20S;:
[M+H]+izraéunati:25 0,0234, [M+H]+izmjereni:250,023 5.
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4.2.3. Biichwald — Hartwigova aminacija

Spoj 9 sintetizira se Biichwald — Hartwigovim aminiranjem i dobiva se smjesa cis- 1 trans-
izomera. Kao pocetni reaktanti koristeni su klorov derivat tiazolo-tienostilbena (3) (0,00046
mol, 1 eq), XPhos (0,000093 mol, 0,2 eq) kao ligand, Pd(OAc)> (0,000023 mol, 0,05 eq) kao
katalizator, Cs>CO3 (0,00069 mol, 1,5 eq) kao baza, otopljen u 2 mL 1,4-dioksana i sek-
butilamin (0,00093, 2 eq). Svi reaktanti dodaju se u seal tube te se reakcijska smjesa propuhuje
argonom. Smjesa se zagrijava uz pomo¢ uljne kupelji na 120 °C i mijesa iznad magnetne
mijeSalice 24 sata. Nakon reakcije, dobiveni produkt uparava se do suha na rotacijskom
uparivacu. Dobivena smjesa procis¢ava se kolonskom kromatografijom na silika-gelu uz sustav

otapala E/EtOAc (0-60 %).

(E)-N-(sek-butil-(5-(2-(tiofen-2-il)vinil)tiazol-1-amin (9)

trans-9

10 mg; 10% izoliranog spoja; (E)-N-(sek-butil-(5-(2-(tiofen-2-il)vinil)tiazol-1-amin (9): Zuto
ulje; R/ (DCM/E (40 %)) = 0,24; UV (ACN) Jmax/nm (¢/dm*mol'cm™) 362 (10237); 'H NMR
(CDCl3, 600 MHz) o/ppm: 7,12 (d, J=4,9 Hz, 1H, Ha), 7,05 (s, 1H, HF), 6,98-6,93 (m, 2H, Hc,
Ha), 6,89 (d, /=15,7 Hz, 1H, Ho/Hg), 6,60 (d, J=15,7 Hz, 1H, Hp/Hg), 5,55 (s, 1H, Ho), 3,55-
3,45 (m, 1H, Hn), 1,70-1,52 (m, 2H, Hy), 1,27 (d, J/=6,3 Hz, 3H, Hi), 0,98 (t, J/=7,4 Hz, 3H, Hk);
13C NMR (CDCls, 75MHz) §/ppm: 168,3 (s), 142,9 (s), 139,0 (d), 127,6 (d), 125,4 (s), 124,8
(d), 123,5 (d), 119,5 (d), 119,2 (d), 53,9 (d), 29,7 (t), 20,3 (q), 10,4 (q); HRMS (m/z) za
C13H16N2S2: [M+H] izracunati=264,0755, [M+H] izmjereni=264,0753.

60



4.3. Sinteza elektrociklizacijskih produkata 1,3-tiazolo-tienostilbena

Smjese izomera prethodno sintetiziranih spojeva 1-9 i 20-22 otopljene su u toluenu (~2,5x10
M) i1 automatskom pipetom prebatene u dvije kvarcne kivete (od 50 mL) u jednakim
koli¢inama. U svaku kivetu dodaje se i kataliticka koli¢ina joda, I>. Kivete se zatvaraju i
stavljaju u fotokemijski reaktor Rayonet s 10 UV lampi na 313 nm. Fotokemijska reakcija
provodi se 1-5 sati, ovisno o vremenu potrebnom za postizanje potpune konverzije. Tijek
fotokemijske reakcije prati se svakih 30 min ili 1 sat uz pomo¢ tankoslojne kromatografije.
Nakon reakecije, otapalo se uklanja uparavanjem na rotacijskom uparivacu pri snizenom tlaku.

Dobiveni produkti 10-16 i 23-25 izolirani su i proc¢is¢eni kolonskom kromatografijom.

2-metiltieno[2',3':5,6]benzo[1,2-d]|tiazol (10)

15 mg; 61,5 % izoliranog spoja; 2-metiltieno[2',3':5,6]benzo[1,2-d]tiazol (10): zuto ulje; Ry
(PE/E (5 %)) = 0,35; UV (ACN) Amax/nm (¢/dm>mol'em™) 250 (40955); 'H NMR (CDCls, 600
MHz) ¢/ppm: 7,91 (dd, J=10,9, 8,8 Hz, 2H, Hc, Hp), 7,60 (d, J=5,4 Hz, 1H, Ha/Hg), 7,44 (d,
J=5,4 Hz, 1H, Ha/Hg), 2,90 (s, 3H, Hg); *C NMR (CDCls, 75MHz) é/ppm: 1649 (s), 151,3
(s), 136,5 (s), 132,7 (s), 129,8 (s), 128,2 (s), 122,3 (d), 120,3 (d), 118,9 (d), 20,2 (q); HRMS
(m/z) za C1oH7NS2: [M+H] izracunati=205,0020, [M+H]"izmjereni=205,0023.
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2-izopropiltieno[2',3':5,6]benzo|[1,2-d]|tiazol (11)

11

14 mg; 47 % izoliranog spoja; 2-izopropiltieno[2',3':5,6]benzo[1,2-d]tiazol (11): Zuto ulje; Ry
(PE/E (10 %)) = 0,40; UV (ACN) Amax/nm (¢/dm’mol'em™) 251 (33704); 'H NMR (CDCls,
600 MHz) ¢/ppm: 7,95 (d, J=8,7 Hz, 1H, Hc/Hp), 7,90 (d, J/=8,7 Hz, 1H, Hc/Hp), 7,59 (d, J=5,5
Hz, 1H, Ha/Hs), 7,45 (d, J=5,5 Hz, 1H, Ha/HB), 3,52-3,45 (m, 1H, Hg), 1,52 (d, J/=7,1 Hz, 6H,
Hr); '*C NMR (CDCls, 75MHz) d/ppm: 176,7 (s), 151,0 (s), 136,4 (s), 132,9 (s), 129,0 (s),
128,0 (d), 122,3 (d), 120,2 (d), 119,2 (d), 34,0 (d), 23,1 (q); HRMS (m/z) za Ci2H11NS2:
[M+H]"izracunati=233,0333, [M+H]"izmjereni=233,0335.

2-klorotieno[2',3":5,6]benzo[1,2-d]tiazol (12)

12

5 mg; 70 % izoliranog spoja; 2-klorotieno[2',3':5,6]benzo|[1,2-d]tiazol (12): Zuto ulje; R/(PE/E
(10 %)) =0,45; UV (ACN) Amax/nm (¢/dm’*mol'ecm™) 214 (25256); '"H NMR (CDCls, 600 MHz)
o/ppm: 7,94 (d, J=5,5 Hz, 1H, Ha/Hs), 7,90 (d, J= 8,4 Hz, 1H, Hc/Hp), 7,71 (d, J= 8,4 Hz, 1H,
Hc/Hp), 7,62 (d, J=5,5 Hz, 1H, Ha/Hg); *C NMR (CDCls, 7SMHz) 6/ppm: 152,6 (s), 146,0
(s), 138,9 (d), 133,8 (s), 132,1 (s), 127,9 (s), 127,8 (d), 121,7 (d), 120,4 (d), 116,5 (d); HRMS
(m/z) za CoH4CINS:: [M+H] izracunati=224,9474, [M+H] " izmjereni=224,9475.
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2-(trifluorometil)tieno[2',3':5,6]benzo[1,2-d|tiazol (13)

12

4 mg; 27 % izoliranog spoja; 2-(trifluorometil)tieno[2',3':5,6]benzo[1,2-d]tiazol (13): zuto
ulje; Ry (PE/E (10 %)) = 0,58; UV (ACN) Amax/nm (¢/dm’mol'em™) 213 (25252); 'TH NMR
(CDCls, 600 MHz) 6/ppm: 8,08 (d, J/=5,5 Hz, 1H, Ha/Hg), 8,04 (d, J/=8,6 Hz, 1H, Hc/Hp), 7,90
(d, J=8,6 Hz, 1H, Hc/Hp), 7,69 (d, J=5,5 Hz, 1H, Ha/Hg); 1*C NMR (CDCls, 75MHz) é/ppm:
1284 (d), 1223 (d), 122,0 (d), 117,0 (d), 29,7 (q); HRMS (m/z) za CioH4F3NSy:
[M+H]"izracunati=258,9737, [M+H] izmjereni=258,9740.

N-(tieno[2',3':5,6]benzo|[1,2-d]|tiazol-2-il)acetamid (14)

S
o)
N§< )K
NH F
E
14

2 mg; 43 % izoliranog spoja; N-(tieno[2',3':5,6]benzo[1,2-d]|tiazol-2-il)acetamid (14): zuto
ulje; R/ (E/EtOAc (60 %)) = 0,65; UV (ACN) Amax/nm (e/dm*mol'em™) 221 (17611); 'H NMR
(CDCls, 600 MHz) 6/ppm: 9,36 (s, 1H, Hg), 7,82-7,81 (m, 2H, Ha/Hp, Hc/Hp), 7,76 (d, J=8,4
Hz, 1H, He/Hp), 7,57 (d, J=5,3 Hz, 1H, Ha/Hg), 2,32 (s, 1H, Hr); *C NMR (CDCls;, 7SMHz)
S/ppm: 126,9 (d), 121,2 (d), 118,5 (d), 117,3 (d), 29,7 (q); HRMS (m/z) za C1iHsN20S::
[M+H]" izracunati=248,0078, [M+H]"izmjereni=248,0079.
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tert-butil tieno[2',3":5,6]benzo[1,2-d]tiazol-2-ilkarbamat (15)

Nastanak tienobenzo-triazola 15 potvrden je 'H NMR spektrom, s obzirom na nestanak etenskih

protona dvostruke veze stilbena s karakteristicnim cis- i trans-spregama.

N-(sec-butil)tieno[2',3':5,6]benzo[1,2-d|tiazol-2-amin (16)

Nastanak tienobenzo-triazola 16 potvrden je 'H NMR spektrom, s obzirom na nestanak etenskih

protona dvostruke veze stilbena s karakteristiénim cis- 1 trans-spregama.

4.5. Organska sinteza 1,2,3-triazolo-tienostilbena

Sinteza novih fotoprodukata 1,2,3-triazolo-tienostilbena provela se nizom od tri reakcije. Prva
reakcija je reakcija supstitucije u kojoj su dobiveni novi 1,2,3-triazol-karbaaldehidi 17-19, na
kojima se zatim provodila Wittigova reakcija, pri ¢emu su dobiveni novi derivati 1,2,3-triazolo-
tienostilbena 20-22. Tre¢a reakcija koja se provodila je fotokemijska reakcija elektrociklizacije

kojom su dobiveni fotoprodukti tienobenzo-triazoli 23-25.
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4.5.1. Sinteza 1,2,3-triazol-4-karbaldehida

Sinteza pocetnih 1,2,3-triazol-4-karbaldehida provodila se reakcijom supstitucije. Pocetni
produkt 4-nitrobenzil-1,2,3-triazol stavlja se u reakcijsku tikvicu i otapa se u izracunatom
volumenu otapala 1,4-dioksana. Tako pripremljena smjesa mijesa se iznad magnetske
mijeSalice. U reakcijsku smjesu dodaje se odgovaraju¢i amin, ovisno o supstituentu koji se zeli
dobiti na konacnom produktu. Reakcija se provodi dva dana na temperaturi od 129 °C uz
neprestano mijeSanje. Nastali produkt se nakon reakcije uparava do suha na rotacijskom

uparivacu i procis¢ava kolonskom kromatografijom.
1-(4-metoksibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (17)

D E

c OCH;

17

37,2 mg; 53,3 % izoliranog spoja; 1-(4-metoksibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (17):
zuto ulje; R/(PE/E (10 %)) = 0,68; "H NMR (CDCl3, 600 MHz) 6/ppm: 10,11 (s, 1H, Ha), 7,95
(s, 1H, Hp), 7,27-7,25 (m, 2H, Hp/HE), 6,94-6,91 (m, 2H, Hp/HE), 5,52 (s, 2H, Hc), 3,82 (s, 3H,
Hp).

1-(4-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (18)

18
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65 mg; 75,6 % izoliranog spoja; 1-(4-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (18): Zuto
ulje; R/(PE/E (10 %)) = 0,53; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) 6/ppm: 10,13 (s, 1H, Ha), 8,00 (s,
1H, Hg), 7,33-7,30 (m, 2H, Hp/HE), 7,12-7,08 (m, 2H, Hpo/HE), 5,57 (s, 2H, Hc).

1-(tiofen-2-ilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (19)

S F
c \
B \ :
N
o\ N//

19

63.8 mg; 86,4 % izoliranog spoja; 1-(tiofen-2-ilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (19):
zuto ulje; R/(PE/E (10 %)) = 0,52; '"H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 10,13 (s, 1H, Ha), 8,05
(s, 1H, Hp), 7,39 (dd, J= 5,2, 1,2 Hz, 1H, HF), 7,17 (d, J=3,5 Hz, 1H, Hp) 7,05 (dd, J=5,1, 3,6
Hz, 1H, HE), 5,78 (s, 2H, Hc).

4.6. Organska sinteza triazolo-tienostilbena Wittigovom reakcijom

Postupak sinteze novih derivata 20-22 1,2,3-triazolo-tienostilbena Wittigovom reakcijom
opisan je u poglavlju 4.2.1.
1-(4-metoksibenzil)-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazol (20)

H |

G OCHj

20
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Nastanak dvostruke veze u triazolostilbenu potvrden je '"H NMR spektrom smjese izomera 20,

s obzirom na prisutnost etenskih protona s karakteristinim cis- i trans-spregama na oko 12 i
16 Hz.

1-(4-fluorobenzil)-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazol (21)

21

Nastanak dvostruke veze u triazolostilbenu potvrden je 'H NMR spektrom smjese izomera 21,

s obzirom na prisutnost etenskih protona s karakteristicnim cis- i trans-spregama na oko 12 i
16 Hz.

4-(2-(tiofen-2-il)vinil)-1-(tiofen-2-ilmetil)-1H-1,2,3-triazol (22)

22
Nastanak dvostruke veze u triazolostilbenu potvrden je 'H NMR spektrom smjese izomera 22,

s obzirom na prisutnost etenskih protona s karakteristicnim cis- 1 trans-spregama na oko 12 1
16 Hz.
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4.7. Sinteza tienobenzo-triazola elektrociklizacijom

Postupak sinteze novih fotoprodukata 1,2,3-triazolo-tienostilbena 23-25 fotokemijskom

reakcijom elektrociklizacije opisan je u poglavlju 4.3.

1-(4-metoksibenzil)-1H-tieno[3',2':3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol (23)

HyCO

23

7 mg; 55 % izoliranog spoja; 1-(4-metoksibenzil)-1H-tieno[3',2':3,4]benzo|[1,2-
d][1,2,3]triazol (23): zuto ulje; R (PE/E (10 %)) = 0,53; UV (ACN) Amax/nm (¢/dm>mol'cm™)
228 (28017); 'H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 7,99 (d, J/=8,9 Hz, 1H, Hc/Hp), 7,80 (d, J=8.9
Hz, 1H, Hc/Hp), 7,57-7,51 (m, 2H, Ha, Hg), 7,15 (d, /=8,6 Hz, 2H, H¥/Hg), 6,83 (d, J/=8,6 Hz,
2H, H¥/Hg), 6,06 (s, 2H, Hg), 3,74 (s, 3H, Hn); *C NMR (CDCls, 75MHz) 6/ppm: 159,5 (s),
144,7 (s), 140,0 (s), 128,6 (s), 128,0 (d), 127,7 (d), 127,2 (s), 122,7 (s), 120,3 (d), 119,2 (d),
116,1 (d), 114,5 (d), 5527 (t), 52,65 (q); HRMS (m/z) za CicHi3N30S:
[M+H]"izraeunati=295,0779, [M+H] izmjereni=295,0774.

1-(4-fluorobenzil)-1H-tieno[3',2':3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol (24)

24

68



30 mg; 59 % izoliranog spoja; 1-(4-fluorobenzil)-1H-tieno[3',2':3,4]benzo[1,2-
d][1,2,3]triazol (24): zuto ulje; Rr(PE/E (10 %)) = 0,27; UV (ACN) Amax/nm (¢/dm>mol'cm™)
229 (24972); '"H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 8,01 (d, J/=8,8 Hz, 1H, Hc/Hp), 7,82 (d, J/=8,8
Hz, 1H, Hc/Hp), 7,58 (d, J=5,6 Hz, 1H, Ha/Hg), 7,49 (d, J=5,6 Hz, 1H, Ha/Hg), 7,21-7,15 (m,
2H, H¥/Hg), 7,01 (t,J=8,9 Hz, 2H, Hr/Hg), 6,10 (s, 2H, Hg); *C NMR (CDCls, 75MHz) 6/ppm:
163.4 (s), 144,7 (s), 140,2 (s), 130,9 (s), 128,6 (s), 128,4 (d), 127,9 (d), 122,6 (s), 119,9 (d),
119,3 (d), 116,2 (d), 116,1 (d), 52,4 (t); HRMS (m/z) za C1sH10FN3S: [M+H]"izrazunati=283,0580,
[M+H] " izmjereni=283,0575.

1-(tiofen-2-ilmetil)-1H-tieno[3',2':3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol (25)

25

23 mg; 50 % izoliranog spoja; 1-(tiofen-2-ilmetil)-1H-tieno[3',2':3,4]benzo|1,2-
d][1,2,3]triazol (25): zuto ulje; Ry (PE/E (10 %)) = 0,32; UV (ACN) Amax/nm (¢/dm>mol'cm™)
229 (28402); 'H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 7,99 (d, J/=9,0 Hz, 1H, Hc/Hp), 7,82 (d, J=9,0
Hz, 1H, Hc/Hp), 7,69 (d, J=5,6 Hz, 1H, Ha/Hs), 7,64 (d, J=5,6 Hz, 1H, Ha/Hg), 7,24 (dd, J=4,9,
1,2 Hz, 1H, Hg/Hn), 7,02-7,01 (m, 1H, He/Hn), 6,96 (dd, J=5,1, 3,9 Hz, 1H, Hg), 6,27 (s, 2H,
Hg); *C NMR (CDCls, 75MHz) §/ppm: 144,6 (s), 140,0 (s), 137,3 (s), 128,3 (s), 127,8 (d),
127,3 (d), 126,5 (d), 126,1 (d), 122,6 (s), 120,1 (d), 119,3 (d), 116,1 (d), 48,4 (t); HRMS (m/z)
za C13HoN3S2: [M+H] izracunati=271,0238, [M+H]  izmjereni=271,0236.
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5. ZAKLJUCAK

U svrhu pronalaska novih potencijalnih lijekova za smanjivanje simptoma Alzheimerove
bolesti, sintetizirani su novi derivati 1,3-tiazolo-tienostilbena i njihovi fotoprodukti,
tienobenzo-tiazoli te novi derivati tienobenzo-triazola. Tiazolo-tienostilbeni 1-9 dobiveni su
kao smjese cis- i trans-izomera. Spojevi 1-5, 7 i 8 sintetizirani su Wittigovom reakcijom iz
odgovarajuceg aldehida i tiofenske fosfonijeve soli, uz natrijev etoksid kao bazu 1 apsolutni
etanol kao otapalo. Spoj 9 sintetiziran je Biichwald-Hartwigovim aminiranjem, dok se za
sintezu spoja 6 koristila reakcija amidacije uz acetanhidrid. Novi 1,3-tiazolo-tienostilbeni 1-9
sintetizirani su u iskori$tenjima od 10 do 76 %. Smjese izomera 1-4 i 6-9 podvrgnute su
fotokemijskim reakcijama elektrociklizacije, ¢ime su dobiveni novi derivati tienobenzo-tiazola
10-16. Pocetni reaktant 8 nije pokazao reaktivnost prilikom stvaranja elektrociklizacijskog
produkta, dok su ostali reaktanti uspje$no prevedeni u fotoprodukte u izoliranim iskoriStenjima
od 27 do 70 %. Novi derivati tienobenzo-triazola 23-25 sintetizirani su nizom od tri reakcije:

supstitucija, Wittigova reakcija i fotokemijska reakcija elektrociklizacije.

Svi Cisti dobiveni spojevi procis¢eni su kolonskom kromatografijom, okarakterizirani
spektroskopskim metodama i ispitivani u svrhu njihove inhibicijske aktivnosti prema enzimima
kolinesterazama. Osnovni parametri prilikom ispitivanja povezanosti izmedu strukture
dobivenih spojeva i inhibicijske aktivnosti bili su vrsta heterociklickog prstena, geometrija
molekula te polozaj supstituenta. Medu stilbenskim derivatima tiazolo-tienostilbena, najbolje
rezultate inhibicijske aktivnosti ostvario je spoj trans-1, izomer metilnog derivata. Sto se ti¢e
elektrociklizacijskih fotoprodukata, najbolje 1Cso vrijednosti ostvarili su metilni derivat (10),
klorov derivat (12) i trifluorometilni derivat (13) tienobenzo-tiazola. Postignuta inhibicijska
aktivnost navedenih spojeva je vrlo znacajna s obzirom da su ICsgo vrijednosti u rangu s
vrijednostima standarda Huperzina A, poznatog inhibitora kolinesteraza. Ispitivani spojevi
pokazali su puno bolju inhibicijsku aktivnost prema butirilkolinesterazi (BChE), nego prema
acetilkolinesterazi (AChE), §to je posebno zna¢ajno zbog uloge enzima BChE u manifestaciji
Alzheimerove bolesti u odmakloj fazi. Rac¢unalno ispitivanje pokazalo je da tienobenzo-tiazoli
koji su ostvarili najbolje rezultate inhibicijske aktivnosti prema BChE, imaju rigidni osnovni
dio molekule koji moze blokirati esterski dio aktivnog mjesta enzima. Nadalje, javljaju se i z-
minterakcije izmedu liganda i aminokiselinskih ostataka aktivnog mjesta, Sto dodatno stabilizira

stvoreni kompleks. Tienobenzo-triazolni derivati 23-25 pokazuju inhibicijsku aktivnost prema
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obje kolinesteraze, AChE i BChE. Najbolje rezultate inhibicijske aktivnosti prema AChE i
BChE ostvario je spoj 24, a spoj 25 moze se istaknuti kao najbolji inhibitor BChE.
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PRILOZI
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Slika 1: Prikaz geometrija trans-izomera 1,3-tiazolo-tienostilbena 4-7, optimiranima

MO062X/6-31G(d) razinom teorije.
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Slika 2: Prikaz geometrija cis-izomera 1,3-tiazolo-tienostilbena 4-7, optimiranima M062X/6-

31G(d) razinom teorije.
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Slika 3: Prikaz rezultata molekulskog dockinga spoja 12 u aktivno mjesto enzima BChE.
Oznacene su aminokiseline s kojima molekula 12 kao ligand ostvaruje stabilizirajuce

kontakte.





