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Sazetak

U cilju daljnjeg napredovanja na podrucju sinteze spojeva koji ¢e imati inhibicijsko djelovanje
prema enzimima kolinesterazama i antioksidacijsko djelovanje, sintetizirani su novi 1,3-
tiazolo-stilbeni 1 tieno-stilbeni. Razlicito supstituirani produkti (2 — 8) dobiveni su Wittigovom
reakcijom iz trifenilfosfonijeve soli i odgovaraju¢ih aldehida. U sintezi su nastali cis- i trans-
izomeri 1,3-tiazolo-stilbena i tieno-stilbena koji su razdvajani na Ciste konfiguracijske izomere
kolonskom 1 tankoslojnom kromatografijom. Svi sintetizirani spojevi u potpunosti su
spektroskopski okarakterizirani u svrhu potvrde njihove strukture. Novim 1,3-tiazolo-
stilbenima odreden je potencijal inhibicije acetil- i butirilkolinesteraze te je jednom kandidatu
napravljeno i molekulsko pristajanje, kako bi se utvrdile nekovalentne interakcije koje
stabiliziraju kompleks enzim-supstrat. Novim spojevima ispitivana je 1 potencijalna

antioksidacijska aktivnost.

Klju¢ne rijeci: antioksidansi, 1,3-tiazolo-stilbeni, kolinesteraze, tieno-stilbeni, Wittigova

reakcija



Summary

Synthesis of new 1,3-thiazolo-stilbenes as potential cholinesterase inhibitors
and antioxidants

With the goal of advancement in the field of synthesizing compounds that will have inhibitory
effects on cholinesterase enzymes and antioxidant activities, new 1,3-thiazole-stilbenes and
thieno-stilbenes have been synthesized. Various substituted products (2 — 8) were obtained
through the Wittig reaction from triphenylphosphonium salts and corresponding aldehydes.
During the synthesis, cis- and trans-isomers of 1,3-thiazole-stilbenes and thieno-stilbenes were
formed and separated into pure configurational isomers using column and thin-layer
chromatography. All synthesized compounds were fully spectroscopically characterized to
confirm their structures. The new 1,3-thiazolo-stilbenes were determined for their potential to
inhibit acetyl- and butyrylcholinesterase, and one of the candidate was subjected to a molecular
fit in order to determine the non-covalent interactions that stabilize the enzyme-substrate

complex. Potential antioxidant activity was also tested with the new compounds.

Key words: antioxidants, cholinesterase, 1,3-thiazolo-stilbenes, thieno-stilbenes, Wittig

reaction



Zahvala

Ovaj rad izraden je na Zavodu za organsku kemiju na Fakultetu kemijskog inzenjerstva i

tehnologije SveuciliSta u Zagrebu u akademskoj godini 2022./2023.

Zahvaljujem prof. dr. sc. Ireni Skori¢ na razumijevanju, potpori i ljubaznosti tijekom izrade

zavrsnog rada te na povjerenju znacajnom za osobno i profesionalno razvijanje.

Zahvaljujem se 1 asistentici mag. appl. chem. Mileni Mlakic¢ na strpljenju, korisnim savjetima

i svoj pruZzenoj pomoc¢i kao i na opustenoj atmosferi za vrijeme rada u laboratoriju.

Takoder Zelim zahvaliti obitelji i prijateljima na motivaciji pruzenoj tijekom studiranja i na

vjerovanju u mene u trenutcima kada je to bilo najpotrebnije.



Sadrzaj

Lo UVO ..ttt ettt h et b e et b et she et eae s 1
2. OPCH IO ... et e e e e et e e e araeeabeeeaaeeenaaas 2
P DR TG B i T/ ) TSP PUSPRRP 2
2.2.  Reaktivnost 1,3-t1aZ0INe JEZETE .....cc.ueeruiiriiiiiiiiieiee ettt 3
2.2.1. BIOMUTANJE ..ouutieniieiiiieiteeieete ettt ettt ettt ettt et esb e et e e st e esbeesaaeeaes 3

2.3. Sinteza i bioloSka aktivnost derivata tiazola ............ceceerierieeniiiiiieniceeeeeeeee 7
2.3.1.  Sinteza i biologija benzimidazolnih derivata tiazola ...........ccceeevveeriieenieeenieenns 7
2.3.2.  Sinteza i biologija stilbenskih derivata tiazola...........ccccccevvveiniiiiniieiniieiieee 9

2.4. Sinteza konjugiranih tiazolnih derivata i njihova optoelektronicka svojstva............ 10
2.5. Sinteza i bioloska aktivnost 1,3-tiazolo-stilbena...........ccooevvvmevveeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeennee 14
3. Rezultati i FASPIAVA .........coooiiiiiiiicieeceeeeee et ae e e ae e e aa e e eaaeeenaeeenes 16
Bile UVOM ettt ettt e 16
3.2, Sinteza tiazolne SO T......coiiiiiiiiiiiiiii e 17
3.3. Sinteza novih 1,3-tiazolo-stilbena (2 — 5) i tieno-stilbena (6 — 8).......cccovvvvvvveeerennn. 17
3.4. Spektroskopska karakterizacija novih 1,3-tiazolo-stilbena.............cccceevveeerveennnenn. 19
3.5. Spektroskopska karakterizacija sintetiziranih tieno-stilbena ............cccceeeveeerveeennenn. 22
3.6. BioloSka aktivnost sintetiziranih 1,3-t1azolo-Stilbena ..........uuuueeeeeeeeeeieeieeeeeeeeeeeeenn. 25
4. EKsperimentalni dio .............cccoooviiiiiiiiiiiiiiiiecie e e 28
4.1, OPCE NAPOIMEIIL ....eeeeuiriieeeiiieeeeeiiteeeeeitteeesstteeeseabteeeessteeeesnnsteeessssseeessssseeeessnsseeeenns 28
4.2, Sinteza tiazolne SOIT ©.......cooiiiiiiiiiiiiiiieete e 28
4.3. Wittigova reakcija sinteze tiazolo-stilbena (2 — 5)....cccceeviiiiiiiiiniiiiiiieceeeiee 29
4.4. Wittigova reakcija sinteze tieno — stilbena (6 — 8) .....cceeevvvieeriiiiniieeiiieeieeeeeeee, 33
5. ZAKIJUCAK.......c..ooiiiiiiiiiiii ettt 36
6. LIeIAtUIa ........ooooiiiiiiiiiiiiieee ettt ettt 37

T ZEVOROPES oot e e s e e et e e s saee e e e sesese e eeereeraens 40



1. Uvod

S ciljem suzbijanja rastu¢eg zdrastvenog problema, Alzheimerove bolesti, koja znacajno utjece
na Zivote mnogih ljudi diljem svijeta, istraZzuju se i razvijaju nove terapije koje ukljucuju
primjenu lijekova s potencijalom inhibicije enzima kolinesteraza. Do sada su istrazivani
benzimidazolni derivati tiazola koji su pokazali snaznu inhibicijsku djelotvornost
kolinesteraza. Opc¢enito su spojevi na bazi tiazola pokazali dobru ucinkovitost u borbi protiv
Alzheimerove bolesti. Kao bioaktivni spojevi, proucavani su 1 stilbenski derivati tiazola kao
inhibitori DNA topoizomeraza I koji su primijenjeni u klinickim ispitivanjima za lijeCenje raka.
Dokazana je znacajna citotoksicnost takvih spojeva protiv dvije stani¢ne linije ljudskog raka;
raka dojke i raka debelog crijeva. Do sada su spojevima na bazi stilbena utvrdena i antifungalna
svojstva koja se nastoje poboljSati uvodenjem halogena ili heterocikla u strukturu. Zbog
specificne strukture konjugiranih spojeva moguée su znacajne promjene u Svojstvima
molekule, a zbog svojih korisnih svojstava koriste se i u optoelektroni¢kim uredajima kao $to

su organski fotonaponski uredaji (OPV) ili organske svjetlosne diode (OLED).

Prethodno navedene prednosti analoga stilbena ili spojeva koji u strukturi sadrze tiazolni prsten
navele su na daljnja istraZivanja bioloski aktivnih heterocikli¢kih spojeva. U tu svrhu je u ovom
radu opisana sinteza analoga stilbena kojima je jedan fenilni prsten zamijenjen tiofenskim ili
tiazolnim prstenom, a drugi fenilni prsten je na razli¢itim poloZajima supstituiran hidroksilnom
skupinom. Kako bi se dobili ciljani derivati tiazolo-stilbena, prvo je sintetizirana odgovarajuca
tiazolna sol. Dobiveni produkti spektroskopski su okarakterizirani u svrhu potvrde njihove

strukture.

U ovome radu opisivana je sinteza novih 1,3-tiazolo-stilbena i tieno-stilbena, a za 1,3-tiazolo-
stilbene je dokazana dobra potencijalna bioloSka aktivnost; inhibicijska prema enzimu BChE

te antioksidacijska.



2. Opéi dio
2.1. 1,3-tiazoli

1,3-titazol, takoder poznat i kao tiazol je planaran, nezasiceni, peteroclani heterociklicki
aromatski spoj. Sastoji se od jednog atoma sumpora koji se u strukturi nalazi u polozaju 1 i
jednog atoma dusSika koji se nalazi u poloZaju 3. Velika aromati¢nost tiazola posljedica je
delokalizacije slobodnog elektronskog para sumpora.! Stvaranju stabilne heterociklicke
molekule doprinose elektron-donorske (-S-) 1 elektron-akceptorske (-C=N-) skupine
petero¢lane jezgre.? Opéenito, tiazol moZe postojati u dva izomerna oblika koja se razlikuju po
rasporedu heteroatoma. Jedan od njih je ve¢ spomenuti 1,3-tiazol, a drugi je 1,2-tiazol ili

izotiazol (slika 1).

4 N3 4/ \3
5 Z/ > 2 5 Z N,
S S/
1 1
1,3-tiazol 1,2-tiazol

Slika 1. Prikaz opce strukture 1,3-tiazola i 1,2-tiazola.

Tiazol kao bitan skelet molekula u heterociklickoj kemiji, prisutan je u mnogim sintetskim i

prirodnim farmakoloSki aktivnim spojevima, a jedan od takvih je i tiamin, poznatiji kao vitamin

B1 (slika 2).!
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Slika 2. Prikaz strukture tiamina (vitamina B1).

Spojevi na bazi tiazola imaju znacajnu ulogu u farmaceutskoj primjeni, sluze¢i kao
antikancerogena, protuupalna, antivirusna i antiparazitska sredstva.* Osim toga, ovi spojevi
pokazuju antidiureticke ucinke 1 pokazuju ucinkovitost u borbi protiv amiloidnih naslaga
povezanih s Alzheimerovom bole$¢u.? Na slici 3. prikazane su strukture kljuénih spojeva

unutar ove klase lijekova koji se trenutno koriste u klini¢koj praksi.!
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Slika 3. Prikaz struktura spojeva na bazi tiazola koji se koriste u klinickoj praksi.

2.2. Reaktivnost 1,3-tiazolne jezgre

2.2.1. Bromiranje

Kostur struktura raznih prirodnih proizvoda i lijekova ¢ine funkcionalizirani tiofeni €iji su
prekursori bromtiofeni.> U posljednje vrijeme, tiofenske jedinice nastoje se zamijeniti
tiazolnim, zbog ¢ega je potrebno omogudéiti jednostavniji pristup raznim bromtiazolima.®
Znacajne su razlike izmedu dva navedena heterocikla. Bromtiofeni se obi¢no sintetiziraju
nizom sekvencijskih koraka bromiranja i debromiranja uz Br» ili N-bromsukcinimid (NBS).?
Nasuprot tomu, izravno bromiranje tiazola zahtijeva agresivnije reakcijske uvjete jer je zbog
njegove manje aromati¢nosti i manjka elektrona (u usporedbi s tiofenom), bromiranje manje
povoljno.’ Prisutnost atoma dugika u strukturi tiazola uzrokuje asimetriju heterocikla zbog dega
su izraZena tri razli¢ita mjesta supstitucije, ¢ine¢i tako sintezu bromtiazola jo§ izazovnijom.’
Jedno od novijih istrazivanja odnosi se na dobivanje 2,5- i 2,4-dibromtiazola kao vaznih
intermedijera u sintezi tekucih kristala, ocekuju¢i tako Siroku primjenjivost u razlicitim

podrugjima sinteze.®

2-bromtiazol (1)

Zbog niske reaktivnosti tiazola prema izravnom bromiranju, 2-bromtiazol (1) obi¢no se
sintetizira iz jeftinog i lako dostupnog 2-aminotiazola (slika 4). Metoda je poznata joS od 1945.
godine kada se amino-skupina prvo pretvorila u diazonijev spoj koji se zatim transformirao u
bromid pomoéu smjese NaBr/CuSOs, dobivajuéi iskoristenje reakcije od 75%. Kasnije su
modificiranim postupcima dobivena veca iskoriStenja reakcije, a uvjeti koji su bili izmijenjeni

usmjereni su prvenstveno na strogu kontrolu temperature i dulje vrijeme reakcije.®



2,5-dibromtiazol (3)

Sintezu dibromtiazola proucavali su razli€iti znastvenici tijekom godina. U pocetku (1945.) je
sintetiziran dibromtiazol iz 2-aminotiazola pri ¢emu je nastao prvo intermedijer 2 koji je dalje
preveden u spoj 3 koristenjem smjese Cu/HBr. Stanetty i suradnici su iz spoja 1 dobili spoj 3
koriStenjem vodene smjese HBr i Br, uz iskoriStenje reakcije od 55%, no zbog niske
reaktivnosti monobrom-derivata 1, bila je potrebna velika koli¢ina Br,.° Daljnje poboljsanje
sinteze Sampsona i suradnika rezultiralo je iskoriStenjem reakcije od 79%, koriste¢i smjesu
CHCl3 i krutog NaHCO3 uz duZe vrijeme odvijanja reakcije.!” Unato¢ ovom poboljsanju i dalje
je bila potrebna znacajna koli¢ina Br; Sto nije poZeljno zbog njegovih toksic¢nih ucinaka, pa se
kao reagens uveo NBS (N-bromsukcinimid). PokuSaj zamjene bio je neuspjeSan, no
modificiranje reakcijskih uvjeta omogucilo je smanjenju upotrebu Br» i krace reakcijsko
vrijeme za dobivanje spoja 3 uz iskoristenje reakcije od 65% do 70%. Kako bi se potpuno
eliminiralo koriStenje Br, istrazeno je izravno bromiranje 2-aminotiazola. Utvrdeno je da se
on moZe ucinkovito bromirati NBS-om dajuci spoj 2 (uz iskoriStenje reakcije 56-57%) koji se
tada moZe prevesti u spoj 3 u roku od nekoliko sati (shema 1). Navedena alternativna metoda
omogucila je dobivanje spoja 3 bez upotrebe Br; iako je ukupno iskoriStenje reakcije bilo oko

20% manje u usporedbi s putem koji koristi spoj 1.

5-bromtiazol (4)

Stanetty 1 suradnici (2006.) su debromiranjem spoja 3 dobili spoj 4 koriStenjem
izopropilmagnezijevog klorida uz iskoriStenje reakcije od 20%. PokuSaji optimizacije
debromiranja spoja 3, koriStenjem butillitija, Grignardovih reagensa ili NaBH4 rezultirali su
isklju¢ivo dobivanjem spoja 1 umjesto ZzZeljenog izomera 4. Zbog poteskoca s
regioselektivnos¢u kod debromiranja spoja 3, razmotren je izvorni put do spoja 4 preko
meduprodukta 2 koji je preveden u odgovarajuci diazonijev spoj i nakon tretiranja s H3PO>

dobiven je produkt 4 s iskoriStenjem od 54% (shema 1).
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Shema 1. Sinteza bromtiazola 1, 3 i 4 polaze¢i iz 2-aminotiazola.

2,4-dibromtiazol (5)

Prvi put je spoj 5 dobiven obradom 2,4-dihidroksitiazola s POBr3 uz iskoriStenje reakcije od
60%. Kasnije je proces sinteze poboljSan istovremenom aromatizacijom i bromiranjem
pristupacnijeg 2,4-tiazolidindiona uz vece koli¢ine POBrs. Za najveca iskoriStenja reakcije od
95% zasluzni su Sampson 1 suradnici koji su zamijenili skupi POBr3 smjesom PsOipo 1

tetrabutilamonijevog bromida (shema 2).

4-bromtiazol (6)

Debromiranjem spoja 5 butillitijem ili Grignardovim reagensima dobiven je spoj 6 uz
iskoriStenje reakcije od 70%,’> no navedeni reagensi su piroforni'! i zahtijevaju kriogene
reakcijske uvjete Sto metodu €ini izazovnijom i skupljom. Jednostavniji pristup za dobivanje
spoja 6 podrazumijeva koriStenje NaBH4 u CH3CN, daju¢i tako iskoriStenje reakcije od 62-
66% (shema 2).

2,4,5-tribromtiazol (7)

Perbromirani spoj 7 prvi put je sintetiziran iscrpnim bromiranjem 2,4-dihidroksitiazola uz
iskoriStenje reakcije od 85%. Nesto vece iskoriStenje reakcije od 87% dobiveno je bromiranjem
spoja 3, no nedostatak navedenih metoda bila je upotreba toksicnog Br, stoga je istraZivano
bromiranje spoja 5 NBS-om. lako je bromiranje monobromtiazola 1 NBS-om bilo neuspjesno,

ocekivalo se da ¢e prisutnost drugog broma u spoju 5 olakSati bromiranje NBS-om, a rezultati



su to i potvrdili. Tretiranjem spoja 5 NBS-om u ledenoj octenoj kiselini, uspjesno je dobiven
spoj 7_uz iskoriStenje reakcije 68-76% (shema 2). Nedostatak bromiranja NBS-om je smanjeno

iskoriStenje reakcije, ali velika je prednost prestanak upotrebe toksicnog Br».

4,5-dibromtiazol (8)

U dosadasnjim istrazivanjima 4,5-dibromtiazol nije nikada u potpunosti identificiran kao
izolirani 1 Cisti materijal. PoCetni pokusSaj sinteze spoja 8 bio je 1962. godine, no dobivene
koli¢ine bile su u tragovima.’ Daljnji pokusaj uz tribromtiazol 7 i butillitij doveo je do nastanka
neodvojive smjese koja je sadrZavala spojeve 3, 6i 8.!% Ispitivana je i obrada spoja 7 butillitijem
u heksanima ¢ime je uspjeSno dobiven spoj 8 uz iskoriStenje reakcije 60-67% (shema 2).
Sporija reaktivnost butillitija u heksanima omoguc¢ila je u pocetku izmjenu metal-halogen na
poziciji 5, nakon ¢ega je uslijedio proces tzv. halogen dance reaction $to je rezultiralo Zeljenim

2-litijevim derivatom spoja 8.

Br.
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Br Br Br
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s

85-91% S 68-76%
7
NaBH4l CH;CN BuLij heksani
Br. Br
R R
p ALY
87 62-66% s7 60-67%
6 8

Shema 2. Sinteza bromtiazola 5 - 8 polazeci od 2,4-tiazolidindiona.

Ispostavilo se da je sinteza bromtiazola nesto zahtjevnija u odnosu na sintezu bromtiofena, ali
je moguca u odsutnosti toksicnog Br, uz dobivanje dovoljno dobrih iskoriStenja reakcije. U
opisanim metodama vidi se znaCajan napredak u sintezi ovih vaZnih sintetskih prekursora,

ukljucujuéi prvu potpunu NMR karakterizaciju svih sedam bromtiazola.’



2.3. Sinteza i bioloska aktivnost derivata tiazola

2.3.1. Sinteza i biologija benzimidazolnih derivata tiazola

Istrazivacki timovi Ullaha 1 Rahima proucavali su sintezu ukupno 24 derivata tiazola na bazi
benzimidazola (9-33) uz procjenjivanje njihove potencijalne inhibicije enzima
acetilkolinesteraze (AChE) i butirilkolinesteraze (BChE).!* Ti enzimi koji se nalaze u mozgu
sisavaca razlikuju se genetski i strukturno'®, a odgovorni su za razgradnju i metabolizam
acetilkolina (ACh) u mozgu.'® Acetilkolin je kljutan za kognitivne procese, ukljucujuéi i
pamcenje, a smanjuje kolinergicku neurotransmisiju u mozgu, faktor koji je znaCajan u
kognitivnom padu uzrokovanom Alzheimerovom boleséu.'* Alzheimerova bolest (AD)
prevladavajuci je oblik degenerativne demencije koja dovodi do postupnog pada kognitivnih
sposobnosti, a obi¢no se javlja u srednjoj do kasno srednjoj odrasloj dobi.!” U danasnje vrijeme
je to jedna od najskupljih, najsmrtonosnijih i najvise optereéujuéih bolesti'®, stoga je cilj otkriti
i sintetizirati nove lijekove protiv Alzheimerove bolesti sa znaajnim potencijalom inhibicije
enzima AChE i BChE. I benzimidazol i tiazol viSenamjenski su spojevi koji se nalaze u
strukturi brojnih lijekova, a imaju Siroki raspon bioloskih aktivnosti. Derivati tiazola, posebno
oni u kombinaciji s kromenom, pokazali su snaZnu inhibicijsku aktivnost prema

acetilkolinesterazi.

Kao $to je vec reCeno, istrazivacke grupe Ullaha i Rahima bavile su se istrazivanjem i sintezom
derivata tiazola na bazi benzimidazola (9-33) kao snaznih inhibitora AChE i BChE. Za sintezu
su koristili ve¢ utvrdenu metodu polaze¢i iz lako dostupnih pocetnih spojeva kao Sto su
tiosemikarbazid, razni fenacilni bromidi i 2-merkaptobenzimidazol. Proces sinteze ukljucuje
nekoliko koraka, a pocetni korak je reakcija 2-bromacetofenona (II) s 2-
merkaptobenzimidazolom (I) u etanolu (EtOH) 1 trietilaminu (EtsN) kao katalizatoru. Time se
dobiva prvi meduprodukt (III) koji tretiranjem tiosemikarbazidom u otopini etanola i ledene
octene kiseline daje drugi meduprodukt (IV). On je tada podvrgnut ciklizaciji mijeSanjem
preko no¢i s razliito supstituiranim 2-bromacetofenonima u EtOH 1 EtN. Ciklizacijom su
dobiveni analozi tiazola na bazi benzimidazola 9-33, a koraci opisane sinteze prikazani su na
shemi 3. Strukture sintetiziranih spojeva potvrdene su spektroskopskim metodama kao Sto su
'"H NMR, '3C NMR i elektronska ionizacijska masena spektrometrija visoke rezolucije (HR

EIMS).
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Shema 3. Sinteza benzimidazolnih derivata tiazola (9-33).

Utvrdeno je da su sintetizirani benzimidazolni derivati tiazola dobri potencijalni inhibitori
AChE i BChE, a odreden je i ICso ' koji predstavlja koncentraciju lijeka koja je potrebna za
50% inhibicije.'

Medu sintetiziranim derivatima, spoj 30 koji sadrzi po dva klorova supstituenta na meta- i para-
polozajima oba fenilna prstena (slika 4), pokazao je najvecu inhibicijsku uc¢inkovitost za
enzime AChE i BChE. Drugi najjaci inhibitor bio je spoj 25 sa hidroksi-skupinom na para-
poloZzaju fenilnog prstena C 1 nitro-skupinom na ortho-polozaju fenilnog prstena B (slika 4).
Ucinkovitost ovih inhibitora ovisi o razli¢itim Cimbenicima kao Sto su priroda (elektron-
odvlaceca ili elektron-donorska), te polozaj i broj supstituenata na fenilnim prstenovima B i C.

Ti ¢imbenici identificirani su kao kljuéni kod odnosa struktura-aktivnost.'*
Cl
Cl
@ O
H H OH N S X H N !
Ne S A\ _N__N @ N\I/ NN
N Z |
'N* YSJ/‘ 5 WA
25 30

Slika 4. Strukture benzimidazolnih derivata tiazola koji pokazuju najbolju inhibicijsku
ucinkovitost za enzime AChE i BChE.
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2.3.2. Sinteza i biologija stilbenskih derivata tiazola

Istrazivaci Weng i1 Yu te njihovi suradnici bavili su se dizajnom, sintezom i prou¢avanjem
citotoksi¢nosti stilbenskih derivata tiazola kao novih inhibitora DNA topoizomeraza IB.%
Enzimi DNA topoizomeraze I (Topl) klju¢ni su u raznim temeljnim molekulskim procesima,
ukljucujuéi replikaciju DNK, transkripciju, rekombinaciju i kondenzaciju kromosoma.’!
Inhibitori Topl nova su vrsta lijekova protiv raka djelujujuci tako da ometaju replikaciju DNA
u stanicama raka Sto dovodi do stani¢ne smrti. Ti inhibitori prvenstveno potjecu iz spoja koji
se nalazi u biljkama, kamptotecina (CPT).?? Neki inhibitori Topl CPT tipa, primijenjeni su u
klinickim ispitivanjima za lijeCenje raka, no utvrdeni su mnogi nedostatci poput loSe kemijske
stabilnosti, otpornosti na lijekove i gastrointestinalne toksi¢nosti. 1z tih razloga, novija

istrazivanja temelje se na otkrivanju i razvoju ne-CPT Topl1 inhibitora.

Prirodni stilbeni su fitoaleksini koje proizvode odredene biljke kao odgovor na stres i napade
patogena, a opsezno su proucavani zbog svojih razli¢itih bioloskih aktivnosti i potencijalne
terapeutske primjene. Razni derivati stilbena poput rezveratrola ili pterostilbena pokazali su
antikancerogena svojstva. Kao bioaktivni spojevi s razliitim u¢incima prepoznati su i tiazoli,
stoga su sintetizirani analozi stilbena s tiazolom koji pokazuju inhibicijsku aktivnost prema

Top1.%°

Znacajnu inhibiciju Topl u prethodnim istraZivanjima pokazao je spoj (E)-5-brom-4-
(2,6-difluorfenil)-2-(klorstiril)tiazol (shema 4).2 TeZilo se daljnjem razvoju potencijalnih
antikancerogenih sredstava zbog Cega su sintetizirani novi spojevi koji se sastoje od 4-(4-
halofenil)tiazola i supstituiranog fenilnog prstena (shema 4). Spojevi 34-65 sintetizirani su u
pet koraka ukljucujuci ciklizaciju, bromiranje, Arbuzovu reakciju i Wittig-Hornerovu reakciju,
a okarakterizirani su pomoéu 'H NMR, 3C NMR i elektrosprej-ionizacijske masene

spektrometrije visoke rezolucije (ESI-HRMS).

MO = 6,

(E)-5-brom-4-(2,6-difluorfenil)-2-(klorstiril )tiazol 34-65

Shema 4. Strukture stilbenskih derivata kao inhibitora Topl.



Inhibicijska aktivnost sintetiziranih spojeva (34-65) procijenjena je mjerenjem njihove
ucinkovitosti testom relaksacije DNA posredovanog s Topl, a rezultati su pokazali da su svi
sintetizirani spojevi pokazali odredenu razinu inhibicije Topl. Spoj 36 (slika 5) pokazao je i

snazniju inhibiciju od (E)-5-brom-4-(2,6-difluorfenil)-2-(klorstiril)tiazola.

U arilnom prstenu A, prisutnost halogena (X) znacajno je utjecala na inhibiciju Topl, a u
slucaju fluora kao halogena, inhibicijska aktivnost Top] bila je veca no Sto je bila kod klora ili
broma kao halogena. Razlog tome je vjerojatno visoka elektronegativnost fluora. U arilnom
prstenu B, uvodenje supstituenata (-CH3, -OCH3, -Br) u polozaj 3 islo je u korist inhibicije
Topl, a uvodenjem jake elektron-odvlacece skupine (-CF3 ili -F) u poloZzaj 4, povecala se
inhibicijska aktivnost prema Top1, dok je uvodenje slabe elektron-odvlacece (-Cl) ili elektron-
donorske skupine (-CHj3 ili -OCH3) rezultiralo smanjenjem inhibicijske aktivnosti Topl uz

iznimku fert-Bu.

CH;

36)

Slika 5. Struktura spoja koji se pokazao kao snazni inhibitor Top 1.

Za sintetizirane spojeve, MTT testom proucavano je i citotoksi¢no djelovanje te je vecina
spojeva pokazala znacajnu citotoksi¢nost protiv dvije stanicne linije ljudskog raka; raka dojke
(MCF-7) i raka debelog crijeva (HCT116). Opisanim istraZzivanjem potvrden je potencijal
sintetiziranih spojeva kao novih inhibitora DNA topoizomeraza IB §to je korisno za otkrivanje

novih lijekova protiv raka.?

2.4. Sinteza konjugiranih tiazolnih derivata i njihova optoelektronicka svojstva
Konjugirani oligomerni materijali koriste se u raznim optoelektroni¢kim uredajima kao Sto su
organski fotonaponski uredaji (OPV), organske svjetlosne diode (OLED), organski tankoslojni
tranzistori i organske solarne ¢elije. Taj Citav niz elektronickih svojstava oligomera odreden je
delokalizacijom 7-elektrona u aromatskim prstenovima.?* Organskim poluvodi¢ima cilj je

prilagoditi svojstva kako bi se podeSavale elektronicke 1 optoelektronicke karakteristike
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materijala, a da se to postigne, sintetiziraju se materijali koji sadrze i elektron-donorske i
elektron-akceptorske gradivne jedinice. Usporedujuéi organske i anorganske poluvodice,
organski imaju znaCajne prednosti kao Sto su mogucnost stvaranja laganih i fleksibilnih
uredaja, Sirok raspon optickih i elektronickih svojstava koja se mogu postici tijekom sinteze te

proizvodnja uredaja velikih povrsina koriStenjem jeftinijih tehnika. 2

Sinteza ciljanih monomera zapocela je stvaranjem intermedijera donorskog tipa (2) iz 2-
formiltiofena (/) McMurryjevom reakcijom (shema 5). Monomer 1 (M) je zatim sintetiziran
Vilsmeier-Haackovom reakcijom intermedijera 2 uz DMF i POCIs. Za akceptorsku skupinu u
pocetku je sintetiziran bromometiltiazol koji je preveden u monomere (M2 i1 M3) pomocu
trifenilfosfina (shema 5). Za sintezu oligomera oligo-4,5-bis-[2-[5-[2-tiofen-2-il-vinil]tiofen-
2-il]vinil]tiazola (OBTV-TZ) 1 oligo-2,4,5-tris-[2-[5-[2-tiofen-2-il-vinil Jtiofen-2-
il]vinil]tiazola (OTTV-TZ) korisStena je Wittigova kondenzacija, a pocetni reaktanti bili su
prethodno sintetizirani monomeri Mi, M> i Ms. Reakcije su provedene u suhom otapalu,
tetrahidrofuranu (THF) dok je natrijev hidrid koriSten kao baza za deprotoniranje fosfonijeve

soli (shema 6).

=0
J\ TiCl,/ Zn N S POCI, / DMF N S
QVOT’\S\\\T’O\\S\\\
/ 2

My)

Br “BrPhs*
IT NBS / BPO ) T PPh; /j&
S) cal, s ) CH,CN s
; B! ) BrPh,*P "
Br ‘BrPhs*P
IN\ NBS / BPO / N\ PPh, / l\\l
)\ el S)\\ CH;CN S)\\
S Br Br ‘BrPhs'P P*PhsBr
’ 6 M)

Shema 5. Shematski prikaz sinteze monomera M1, M2 i M3,
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Shema 6. Shematski prikaz sinteze oligomera OBTV-TZ i OTTV-TZ.

UV/Vis spektroskopijom proucavana su opticka i fotofizicka svojstva oligomera OBTV-TZ i
OTTV-TZ. Apsorpcijski spektri oba oligomera snimljeni su u otopini metanola i tankim
filmovima (slika 6). Za oba oligomera sli¢ni su apsorpcijski maksimumi $to je i karakteristicno
za donor-akceptorske oligomere, no ipak su uocene dvije vrste apsorpcijskih maksimuma. Prvi
je bio maksimum apsorpcije viSe energije na manjim valnim duljinama koji se pripisuje n-m*
elektronskom prijelazu konjugiranog sustava, a drugi je bio maksimum apsorpcije niZe energije
na ve¢im valnim duljinama koji odgovara unutarnjem prijenosu naboja izmedu donorskih
(tiofen) i akceptorskih (tiazol) dijelova. Kod apsorpcijskog spektra tankog filma uocen je
batokromni pomak (veéi apsorpcijski maksimumi) u odnosu na apsorpcijski spektar otopine.?*
Opcenito, tanki filmovi konjugiranih polimera pokazuju batokromni pomak uslijed
preraspodjele m-elektrona u konjugiranim okosnicama zbog velike medusobne blizine u

kondenziranom stanju.?%
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Nastoje se sintetizirati oligomeri s manjim razmakom izmedu slojeva (LBG) koji je odreden

interakcijom izmedu donorskih i akceptorskih jedinica.?* Razmak izmedu slojeva definira se

kao razlika najviSe popunjene molekulske orbitale i najniZe nepopunjene molekulske orbitale.

Komponente s manjim razmakom izmedu slojeva imaju mogucnost poboljSanja u¢inkovitosti

organskih fotonaponskih uredaja (OPV-a) koji pretvaraju solarnu energiju u elektri¢nu.?’

0.7+

0.6+

054

Absorbance (a.u)

Eagi T = — OBTV-TZ(solution)

Py ~. —— OTTV-TZ{soluticn)
" “ —-— OBTV-TZ(Thin film)
R QOTTV-TZ(Thin film)

00

T T T T
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Wavelength (nm)

Slika 6. Apsorpcijski spektar oba oligomera u metanolu i u ¢vrstom stanju.?*

Spektri fluorescencije oligomera OBTV-TZ i OTTV-TZ u metanolu prikazani su na slici 7.

Oba oligomera emitiraju svjetlost plave boje (slika 7, B) koja se pripisuje dobro definiranoj

konjugaciji i brzom intramolekulskom prijenosu naboja izmedu tiofenskih i tiazolnih jedinica

nakon foto-pobude.?* Danas su spojevi koji emitiraju svjetlost plave boje vrlo znacajni zbog

njihove §iroke upotrebe u OLED-ima.?8

Intensity {(a.u)

=-- OBTV-TZ

T T v
400 450 500 550 600
Wavelength (nm)

Slika 7. Spektri fluorescencije oba oligomera u otopini metanola te boja otopina OBTV-TZ i
OTTV-TZ pod A) vidljivim svjetlom i B) UV lampom (Amax=365 nm).**
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2.5. Sinteza i bioloSka aktivnost 1,3-tiazolo-stilbena

Spojevi na bazi stilbena se osim u terapeutske svrhe zbog svojih bioloskih aktivnosti, koriste i
u poljoprivredi.” Iako nisu opseZno proucavani §to se ti¢e njihove pesticidne aktivnosti,
utvrdeno je da posjeduju razliCita korisna svojstva od kojih je jedno i antifungalno svojstvo.
Kako bi se ono poboljsalo, sintetiziraju se hibridne molekule ili se u skelet stilbena uvode
razli¢iti supstituenti kao $to su halogeni ili heterocikli.*® Takoder je utvrdeno algicidno’'i
nematocidno®? djelovanje. Dokazano je da derivati 3,5-dimetoksistilbena pokazuju snaZno
larvicidno djelovanje na Aedes aegypti (egipatski komarac)’*?* i snaznu inhibiciju vrste
Colletotrichum.>* Osim spojeva na bazi stilbena, derivati tiazola su isto tako pokazali
antifungalna® i insekticidna® djelovanja. Kako bi se otkrili novi biologki aktivni heterociklicki
spojevi, analozi stilbena dizajnirani su zamjenom jednog fenilnog prstena stilbena tiazolnom

jezgrom (shema 7).

F S. CN

|
N/ Ny—O0R,

Rs
F
Q J 1 l S
R . . . . .o
1 § 4 bioaktivni derivati tlazola= N/>\\\©
|O 2
F

bioaktivni stilbeni analozi stilbena koji sadrZe tiazolni dio

Shema 7. Strategija dizajna analoga stilbena sa tiazolnim dijelom.

Sinteza novih aktivnih heterociklickih spojeva zapocinje reakcijom spoja 66 €iji je nacin
dobivanja opisan u literaturi’’i tioacetamida pri ¢emu nastaje meduprodukt 67 (shema 8).
Bromiranje poloZaja 5 i benzilnog poloZaja meduprodukta 67 provedeno je odvojeno zbog vece
reaktivnosti polozaja 5. Prvo se bromirao polozaj 5 koriStenjem NBS-a nakon ¢ega je uslijedilo
bromiranje slobodnih radikala rezultiraju¢eg spoja 68. Bromiranje je provedeno isto tako NBS-
om pod svjetlosnim zracenjem uz dobivanje spoja 69. Zatim je fosfonat (70) pripravljen
Arbuzovom reakcijom, a potom je Wittig-Hornerovom reakcijom uz razlicite benzaldehide dao
spojeve 71a-710. Zbog redukcije broma trietilfosfitom tijekom Arbuzove reakcije, dobiveni
spojevi nisu imali atom broma na poloZaju 5 tiazolnog prstena. Opisani koraci sinteze prikazani

su na shemi 8.
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Shema 8. Sinteza ciljanih komponenti (71a-710)

Za sintetizirane spojeve ispitivana je inhibicijska aktivnost prema Top1 i antifugalna aktivnost
protiv FusaHum graminearum (F.graminearum), Mycosphaerella melonis (M. melonis) i
Thanatephorus cucumeris u usporedbi s komercijalnim fungicidom Azoksistrobinom. Rezultati
su pokazali da je spoj 71n (R=-3-Br) pokazao jako dobru Top1 inhibicijsku aktivnost. Neki od
analoga stilbena pokazali su umjerenu antifungalnu aktivnost, dok je spoj 71i (R=-4-F)
pokazao 70,1%-tnu inhibiciju protiv F. graminearum, a 710 (R=-4-CF3) je pokazao 61,6% -
tnu inhibiciju protiv M. melonis. Ispostavilo se da je u slu¢aju F. graminearum i M. melonis,
antifungalna aktivnost ovisna o supstituciji benzenskog prstena, a opc¢enito spojevi s elektron-
odvla¢e¢om skupinom na benzenskom prstenu pokazat ¢e vecu antifungalnu aktivnost od onih

s elektron-donorskom skupinom.?’
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3. Rezultati i rasprava

3.1. Uvod

Sa svrhom dobivanja novih aktivnih heterociklickih spojeva, u naSem laboratoriju sintetizirani
su novi 1,3-tiazolo-stilbeni i tieno-stilbeni, analozi rezveratrola, kao potencijalni inhibitori
kolinesteraza i kao antioksidansi. Ispitivanje bioloSke aktivnosti provedeno je na dobivenim
razli¢ito supstituiranim produktima prikazanim na slici 5. Prilikom sinteze novih 1,3-tiazolo-
stilbena uoceno je da je kao produkt prevladava trans-izomer u odnosu na cis-izomer §to vrijedi
i za tieno-stilbene. Produkti 2 — 8 sintetizirani su Wittigovom reakcijom pri ¢emu je za produkte
2 — 5 polazna sol bila prethodno sintetizirana tiazolna sol 1, a za produkte 6 — 8 je to bila

tiofenska sol.

HO
N HO N OH
4 )\/\© [ \ N
H3C/<\ Z HaC 7
S S H?’C/(S‘ \__~

trans-2 trans-3 cis-3
HO
e e
HsC s)\/\©70H HsC S 7 OCH,
trans-4 P
HO
OH
[ M
H3C/<;\/\®70H S / \
trans-6 F
trans-7 S
cis-7

[y

S OH
trans-8

Slika 8. Strukture novosintetiziranih 1,3-tiazolo-stilbena 1 tieno-stilbena.
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3.2. Sinteza tiazolne soli 1

Tiazolna sol, kao jedan od reaktanata potrebnih za dobivanje spojeva 2 — S sintetizirana je
polaze¢i od 2,5-dimetil-1,3-tiazola. Bromiranjem 2,5-dimetil-1,3-tiazola NBS-om uz
katalizator AIBN i otapalo CCls dobiven je 2-(brom-metil)-5-metiltiazol. Dobiveni bromid je
zatim preveden u trifenilfosfonijevu 1 sol uz PPhs 1 toluen. Opisani postupak prikazan je na

shemi 9.

N
NBS, AIBN /[ \ _PPhy /( )\
HSC/()\CH3 CC14 HsC S)\CHQBI' toluen H3C CHZPPh3B@

Shema 9. Bromiranje 2,5-dimetil-1,3-tiazola i dobivanje trifenilfosfonijeve soli 1.

3.3. Sinteza novih 1,3-tiazolo-stilbena (2 — 5) i tieno-stilbena (6 — 8)

Iz prethodno sintetizirane trifenilfosfonijeve soli 11 odgovarajucih aldehida uz NaOEt kao bazu
i apsolutni etanol kao otapalo, Wittigovom reakcijom dobiveni su spojevi 2 — 5. Sinteza spojeva
2 — 4 prikazana je na shemi 10, a sinteza spoja 5 na shemi 11. Razlika derivata 2 — 4 1 derivata

5 je u prisutnosti metoksi-skupine na para-polozaju fenilnog prstena spoja S.

OH

o
HsC CH,PPhBr . ° S

S NaOEt / EtOH aps.
N,

Shema 10. Sinteza spojeva 2 — 4 Wittigovom reakcijom.
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NaOEt / EtOH aps.

5 OCHs

Shema 11. Sinteza spoja 5§ Wittigovom reakcijom.

Tieno-stilbeni (6 — 8) su sintetizirani iz odgovarajuce tiofenske soli (prethodno sintetizirane u
naSem laboratoriju) 1 aldehida Wittigovom reakcijom c¢iji je tijek prikazan na shemi 12 i na
shemi 13. Razlika derivata 6 i derivata 7 — 8 je u tome Sto spoj 6 ima metilnu skupinu na

tiofenskom prstenu, dok spojevi 7 i 8 nemaju.

/@\ ® /O\/v"\,
sC s CHPPhBY  NaOEL/ EtOH aps. @ OH

N,

Shema 12. Sinteza spoja 6 Wittigovom reakcijom.

NaOEt / EtOH aps.
N,

7,8

Shema 13. Sinteza spojeva 7 i 8 Wittigovom reakcijom.

Kao produkti sinteze dobivene su smjese cis- 1 trans-izomera, a kolonskom kromatografijom
uspjesno su izolirani vecinski trans-izomeri te cis-izomeri u manjim koli¢inama. Za dobivanje
Cistog trans-3 izomera bilo je potrebno dodatno razdvajanje preparativnom tankoslojnom

kromatografijom zbog velike sli¢nosti u polarnosti trans-3 izomera i trifenilfosfin-oksida. U
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kolonskoj kromatografiji je silika-gel, kojim se i punila kolona, sluZio kao nepokretna faza dok

su smjese otapala PE/E razlicitih polarnosti koristene kao pokretna faza.

Najveca izolirana iskoriStenja reakcije dobivena su za trans-7 (24.9 %) i cis-7 (44.4 %)
izomere, dok su za ostale derivate dobivena neSto manja iskoriStenja. Promatrajuci strukture
derivata i1 njihova iskoriStenja, moZe se uociti da meta-poloZaj hidroksilne skupine pogoduje
ovom tipu reakcije za dobivanje tieno-stilbena, $to ne vrijedi za dobivanje 1,3-tiazolo-stilbena.
Naime za tieno-stilbene s hidroksilnom skupinom na meta-polozaju (trans-7 i cis-7) dobivena
su znatno veca iskoriStenja nego za 1,3-tiazolo-stilbene s hidroksilnom skupinom na meta-
poloZaju (trans-3 i cis-3). To bi znacilo da je meta-polozaj hidroksilne skupine na benzenskoj
jezgri pogodan za dobivanje takvih tieno-stilbena, ali ne i 1,3-tiazolo-stilbena. Takoder se moZe
primijetiti da jedino u slucaju prisutnosti hidroksilne skupine na meta-polozaju benzenske
jezgre, nastaju obje vrste izomera, cis- i trans-izomeri. Nadalje, derivat § ukazuje na to kako
prisutnost metoksi-skupine u para-polozZaju uz hidroksilnu skupinu na ortho-polozaju 1,3-
tiazolo-stilbena, negativno utjeCe na iskoriStenje reakcije u odnosu na derivat 2 koji ima samo
hidroksilnu skupinu na ortho-polozaju 1,3-tiazolo-stilbena. Usporedujuéi strukture derivata 4 i
6, zajednicka im je prisutnost hidroksilne skupine na para-polozaju benzenske jezgre, no
derivat 4 je tiazolo-stilben, a derivat 6 je tieno-stilben. Oba derivata sadrze metilnu skupinu na
polozaju 5 tiazolnog tj. tiofenskog prstena. Dobivena iskoriStenja reakcije ne razlikuju se
znacajno, no ipak je vece iskoriStenje reakcije dobiveno za derivat 4 (4.8 %) u odnosu na derivat
6 (3.8 %). Kod tieno-stilbena 6 i 8, hidroksilna skupina je takoder na para-polozaju benzenske
jezgre, no derivat 8 nema metilnu skupinu na tiofenskom prstenu za razliku od derivata 6. U
ovom slu€aju, u odsutnosti metilne skupine kod tieno-stilbena dobivaju se neSto veca

iskoriStenja reakcije.

34. Spektroskopska karakterizacija novih 1,3-tiazolo-stilbena

Strukture dobivenih cis- i trans-izomera (2 — 8) potvrdene su UV/Vis spektroskopijom (Slika
9)i 'Hi '*C NMR spektroskopijom (Slike 10 — 15) , a u nastavku su priloZeni i komentirani
dobiveni spektri. Usporedivane su strukture spojeva sa supstituentima na razliitim polozajima

uz promatranje kemijskih pomaka signala.

Na slici 9 prikazani su kvantitativni UV spektri snimljenih u acetonitrilu sintetiziranih tiazolnih
i tiofenskih derivata 2 — 8. Vidljivo je kako najvecu vrijednost molarnog apsorpcijskog

koeficijenta ima derivat trans-7, a najvecu valnu duljinu maksimuma apsorpcije ima derivat
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trans-5. Usporedujuci krivulje koje odgovaraju izomerima spojeva 3 i 7 uoCavaju se
hipsokromni i hipokromni efekt za derivate cis-3 i cis-7 u odnosu na derivate trans-3 i trans-
7. 1z krivulja derivata trans-2 1 trans-S vidljiv je batokromni pomak za derivat trans-S. Do
navedenog pomaka dolazi zbog prisutnosti metoksi-skupine na para-poloZaju u strukturi

derivata trans-5.

3,0x10°
— trans-2
—— trans-3
— trans-4
—— trans-5
—— trans-6
— trans-7
—— trans-8
cis-3

2.5x10"
2,0x10" -

1,5x10"

e/ dm’mol'cm™

1,0x10*

5,0x10°

0,0

Slika 9. Kvantitativni UV spektri (acetonitril) sintetiziranih tiazolnih i tiofenskih
derivata 2-8.

Na slici 10 usporedno su prikazani 'H NMR spektri trans-2, trans-4 i trans-5 derivata u
podrucju od 5.1 do 7.6 ppm. Iz spektara se vidi da su za derivate 2 i 5 signali za etenske protone
C 1 D na sli¢nim kemijskim pomacima, a na neSto manjim kemijskim pomacima su signali za
etenske protone derivata 4. Konstanta sprege dubleta etenskih protona od ~16 Hz, potvrda je
da se radi o trans-izomerima. Za signale etenskih protona (zaokruZeni) uocen je i ,,krovni efekt*
koji potvrduje medusobno sprezanje C i D protona. Kemijski pomaci signala za protone
hidroksilne skupine razlikuju se za svaki derivat, no na spektru za derivat 5 taj signal nije
vidljiv. Signal za proton hidroksilne skupine derivata 2 nalazi se na ve¢em kemijskom pomaku

(5.83 ppm) u odnosu na derivat 4 (5.10 ppm). Dio spektra koji nije vidljiv na slici 10 odgovara
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alifatskom podrucju u kojem se nalazi signal za metilne protone A. Taj signal koji se nalazi na

oko 2.70 ppm za sva tri derivata, odgovara singletu integrala 3H.

PPM

74

Slika 10. '"H NMR spektri i strukture trans-2, trans-4 i trans-5 izomera.

Na slici 11 prikazani su '"H NMR spektri trans-3 i cis-3 derivata u podrucju od 6.60 do 7.70

ppm. Znacajna razlika u spektrima navedenih izomera je broj, oblik i kemijski pomak signala

etenskih protona. Naime, za trans-3 derivat vidljiva su dva dubleta integrala 1H koji

odgovaraju etenskim protonima C i D (zaokruzeno), a njihova konstanta sprege iznosi 15.8 Hz.

Za cis-3 derivat, signal etenskih protona odgovara singletu na 6.60 ppm integrala 2H.

trans-3

F G
HO H
EF j[
B N
Qc/[\ Z D
S C
3

cis-

PPM

76

7.4

72

70

6.8 6.6

Slika 11. "H NMR spektri i strukture trans-3 i cis-3 izomera.



3.5. Spektroskopska karakterizacija sintetiziranih tieno-stilbena

Na slici 12 prikazani su spektri 1 strukture trans-6 i trans-8 izomera u podrucju od 2.2 do 7.4
ppm. Znacajna razlika u signalima na spektrima je na 2.47 ppm gdje se na gornjem spektru
nalazi oStri singlet integrala 3H kojeg na donjem spektru nema. Taj signal odgovara protonima

metilne skupine (Ha) frans-6 izomera.

B ¢
F G
A E
HaC P H
OH
D
JL trans-6
” \“ o
B C
/N =
A / H
S 5 OH
Juj ’ trans-8
A ] )

Slika 12. "H NMR spektri i strukture trans-6 i trans-8 izomera.

Na slici 13 prikazani su isti spektri kao i na slici 10, no u podrucju od 4.8 do 7.4 ppm. Na
slicnim kemijskim pomacima vide se dubleti etenskih protona (D i E) za oba derivata
(zaokruzeno). Na gornjem spektru konstanta sprege dubleta iznosi 16.1 Hz, a na donjem
spektru ona iznosi 15.9 Hz $to je 1 karakteristi¢no za trans-izomere. Promatrajuci oblike tih
dubleta vidljiv je ,.krovni efekt* Sto potvrduje medusobno sprezanje protona D i E. Na oko 4.80
ppm na oba spektra vide se singleti integrala 1H koji odgovaraju protonima hidroksilne
skupine. Jedina je razlika u intenzitetima signala Sto ovisi o koncentraciji spoja. Singlet za
trans-8 izomer je malo oStriji dok je za trans-6 izomer signal §iri i manje oStar. Na oba spektra
vidi se dublet integrala 2H na ~7.30 ppm ¢ija konstanta sprege iznosi 7.33 Hz (gornji spektar)
ili 8.3 Hz (donji spektar). Navedeni podaci ukazuju da se radi o protonima F ili G derivata 6 i
8. Nadalje, na donjem spektru (trans-8) na 7.16 ppm nalazi se dublet integrala 1H konstante
sprege 5,0 Hz koja ukazuje da se radi o protonu tiofenske jezgre (Ha). Na 7.02 ppm vidi se jo$
jedan dublet integrala 1H, no njegova konstanta sprege iznosi 3.8 Hz. Upravo ta konstanta
sprege potvrduje da signal odgovara protonu C. Dublet-dubleta na 6.99 ppm (donji spektar) s
konstantama sprege od 5.2 Hz i 3.0 Hz odgovara protonu B. Konstanta sprege od 5.2 Hz
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ukazuje na sprezanje protona B s protonom A, a konstanta sprege od 3.0 Hz ukazuje na

sprezanje protona B s protonom C.

o2}
@]

HoC = H
S

D
4J\)t trans-6
L
Jb trans-8
J

PPM 68 6.4 6.0 56 52 438

T

-

Slika 13. "H NMR spektri i strukture trans-6 i trans-8 izomera.

Na slici 14 prikazani su spektri i strukture trans-7 i cis-7 izomera u podrucju od 4.7 do 7.3
ppm. Za trans-7 izomer lako se uoc€i jedan dublet integrala 1H na 6.86 ppm ¢ija konstanta
sprege iznosi 15.1 Hz, no drugi dublet koji odgovara etenskim protonima teze se uocava.
Naime, drugi dublet nalazi se u podrucju spektra od 7.18 do 7.22 ppm gdje se kao signal vidi
multiplet integrala 3H. Integral od 3H ukazuje na postojanje 3 protona od kojih je jedan proton
D ili proton E, a ostali su protoni A 1 C. Za cis-7 izomer lako se uocavaju 2 dubleta etenskih
protona sa izraZzenim ,.krovnim efektom* (zaokruzeno) koja se nalaze na manjim kemijskim
pomacima u odnosu na trans-izomer. Konstanta sprege dubleta od 12.2 Hz potvrduje da se radi
o cis-izomeru. Na spektrima oba izomera prepoznatljivi su singleti integrala 1H koji
oznacavaju protone hidroksilne skupine, a u slu€aju trans-7 izomera singlet se nalazi na
manjem kemijskom pomaku i manjeg je intenziteta u odnosu na cis-7 izomer. Na spektru koji
odgovara cis-7 izomeru na 7.09 i na 6.97 ppm nalaze se dubleti integrala 1H. Prema njihovim
konstantama sprege moze se razlikovati koji dublet odgovara kojemu protonu, pa tako dublet
konstante sprege od 3.7 Hz odgovara protonu C, a dublet konstante sprege 5.0 Hz protonu A.
Na sli¢nim kemijskim pomacima isto vrijedi i za trans-7 izomer na ¢ijem se spektru vidi dublet
integrala 1H, konstante sprege 3.5 Hz koji odgovara protonu C, no dublet koji odgovara
protonu A teZe se uocava jer se nalazi unutar multipleta integrala 3H. Na spektrima oba izomera

vide se dva dublet dubleta na sli¢nim kemijskim pomacima (7.00 i 6.72 ppm za trans-izomer
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te 6.89 1 6.77 ppm za cis-izomer) koji odgovaraju ili protonima B ili protonima I. Kako bi se
moglo sa sigurnoscu tvrditi koji je koji, promatrane su konstante sprege navedenih signala pa
se dublet-dubleta s konstantama sprege ~5.0 Hz 1 ~3.6 Hz pripisuje protonima B, a dublet
dubleta konstanta sprega ~8.0 Hz i1 ~2.2 Hz protonima .

G H
HO.
I
]
B cF
A/ \ / E
s D
cis-7 b,

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 72 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 58 56 54 52 5.0 48

Slika 14. "H NMR spektri i strukture trans-7 i cis-7 izomera.

Na slici 15 usporedno su prikazani '*C NMR spektri trans-6, trans-7 i cis-7 izomera. Vidljiva
razlika na spektrima uocava se na 15.6 ppm gdje se na spektru za trans-6 izomer nalazi signal
metilnog ugljika dok njega nema na preostala dva spektra. U podrucju od 110 do 150 ppm
nalaze se signali aromatskih i etenskih ugljika. Oni signali manjeg intenziteta oznaCavaju
kvaterne ugljike kojih ima 4 u strukturi trans-6 izomera i 3 u strukturi trans-7 i cis-7 izomera
(zaokruZeno). Kvaterni ugljici s hidroksilnom skupinom nalaze se na najvecem kemijskom
pomaku zbog induktivnog efekta kisika te je na spektrima vidljivo da se taj signal nalazi na

slicnom kemijskom pomaku za navedene derivate.
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Slika 15. '3C NMR spektri i strukture trans-6, trans-7 i cis-7 izomera.

3.6. Bioloska aktivnost sintetiziranih 1,3-tiazolo-stilbena

Sintetiziranim  1,3-tiazolo-stilbenima  odreden je  potencijal inhibicije = enzima
butirilkolinesteraze (BChE) c¢ije su vrijednosti prikazane u tablici 1 zajedno s ICso
vrijednostima. Prethodno je za spoj trans-2' (nije sintetiziran prilikom ovog rada) ispitivana
inhibicijska ucinkovitost za enzime AChE i BChE te je ustanovljeno da navedeni spoj nema
inhibicijsko djelovanje za enzim AChE dok za BChE ima. Iz navedenih razloga je za
sintetizirane 1,3-tiazole ispitivan potencijal inhibicije enzima BChE, ali ne i prema AChE. Iz
dobivenih rezultata prikazanih u tablici 1 vidljivo je da derivati trans-3 i trans-5 uopce nemaju
mogucnost inhibicije enzima BChE. Za derivate cis-3 i trans-4 dobivena je velika 1Cso
vrijednost Sto bi znacilo da navedeni spojevi imaju slabu sposobnost inhibicije enzima BChE.
Nasuprot toga, derivat trans-2 ima najmanju ICso vrijednost od svih ispitivanih spojeva Sto
ukazuje na visoku sposobnost inhibicije enzima BChE, vecu Cak od prethodno ispitivanog
spoja trans-2' [ICso(rans-2)=15,0 uM; ICso(trans-2y = 25,2 pM]. Sve ICso vrijednosti usporedivane
su s ICso vrijednosti standardnog reverzibilnog inhibitora galantamina (ICso= 7,9 uM) 1 od svih
ispitivanih spojeva je derivat trans-2 imao ICso vrijednost najbliZu toj vrijednosti galantamina.
Promatrajuc¢i strukture derivata trans-2 i trans-2' uocava se znatna slicnost, ali i razlika. Oba
spoja sadrZe hidroksilnu skupinu na ortho-poloZaju fenilnog prstena, no razlika je u poloZaju
metilne skupine na tiazolnom prstenu. U strukturi derivata frans-2, metilna skupina se na
tiazolnom prstenu nalazi bliZze atomu sumpora dok se u strukturi derivata trans-2' nalazi blize
atomu dusika. Iz toga se moZe zakljuciti da poloZaj metilne skupine na tiazolnom prstenu kao
1 poloZaj hidroksilne skupine na fenilnom prstenu utjeCu na sposobnost inhibicije enzima

BChE. Za sintetizirane 1,3-tiazolo-stilbene ispitivana su i antioksidacijska svojstva DPPH
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metodom, te je utvrdeno da su spojevi trans-2, trans-4 i trans-5 dobri antioksidansi, a derivati
cis-3 i trans-3 nisu. Prethodno je ustanovljeno da ni spoj trans-2' nije dobar antioksidans, a
zbog ve¢ spomenute razlike u strukturi derivata trans-2 i trans-2' moze se tvrditi da poloZaj
metilne skupine uvelike utjeCe 1 na antioksidativna svojstva. Nakon opisanih opaZanja i
usporedivanja, zakljuCuje se da je od svih sintetiziranih 1,3-tiazolo-stilbena od najvece
zanimljivosti derivat trans-2 upravo zbog dokazanog najveceg potencijala inhibicije enzima

BChE te zbog dobrih antioksidacijskih svojstava.

Tablica 1. Inhibicija BChE, ICsp vrijednosti i strukture 1,3-tiazolo-stilbena te standardnog

reverzibilnog inhibitora (galantamina).

Spoj % Inhibicije BChE ICso/ pM
(Cmax/ ],lMa)
\ HO
A3
HsC S OCH; 9,8 (500) -
trans-5
N
g
F
HaC 3)\/\©*OH 68,5 (500) 189:5
trans-4
HO
N 56,5 (1000) 700,4
AN
HsC s
cis-3
OH
L}
HsC S 7 10,0 (250) -
trans-3
HO
Ly
HC N~ 77,15 (250) 15,0
trans-2
HO
e
HC NP~ i 25,2
trans-2'
Galantamin (standardni inhibitor) - 7,9

# maksimalna testirana koncentracija
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Za jednu od sintetiziranih molekula koja je pokazala inhibiciju enzima BChE napravljeno je i

molekulsko pristajanje prikazano na slici 16.

Slika 16. Struktura aktivnog mjesta BChE u kompleksu s molekulom trans-4, dobivena
metodom molekulskog dockinga. Atomi vodika prikazanih aminokiselina nisu prikazani radi

preglednosti. Udaljenosti su izraZene u angstrdmima, A (1 A = 107" m, odnosno 100 pm).

Ulaskom u aktivno mjesto enzima BChE, molekula trans-4 stvara stabilan nekovalentni
kompleks s aminokiselinama koje je okruzuju, ¢ime se postiZe privremena inhibicija djelovanja
enzima. Na slici 16 je prikazana struktura kompleksa dobivenog metodom molekulskog
dockinga, $to omoguéava uvid u stabiliziraju¢a medudjelovanja. Hidroksilna skupina na fenilu
liganda stvara jaku vodikovu vezu s glutamatom (Glu197), a fenilna jezgra ostvaruje idealno
paralelno TeTtslaganje s triptofanom (Trp82) koji spada u anionsku domenu aktivnog mjesta.
S druge strane, fenilna jezgra je stupa u interakciju s histidinom (His438) koji Cini katalitiCku
trijadu (Ser, Glu, His), domenu aktivnog mjesta kolinesteraza u kojoj dolazi do kovalentnog
vezanja supstrata. Jo§ jedno paralelno Tt-Ttslaganje pojavljuje se izmedu tiazolskog prsten
liganda 1 fenilalanina (Phe329). PoloZaj liganda omogucava djelomi¢nu blokadu esterskog
podmyjesta (tj. kataliticke trijade) te istodobno zauzima i anionsko mjesto u kojemu se inace

smjesSta kationski dio supstrata acetilkolina.
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4. Eksperimentalni dio

4.1. Opcée napomene

U postupcima sinteze ciljanih spojeva, od otapala su koriSteni: petroleter (PE), dietileter (E),
apsolutni etanol (EtOH), diklormetan (DCM) i tetraklorugljik (CCls). Za ekstrakciju je koriSten
toluen, a bezvodni MgSOs posluzio je kao sredstvo za suSenje organskog sloja nakon
ekstrakcije. Sva otapala su komercijalno dostupna i prethodno prociS¢ena destilacijom.
Rotavapor pri snizenom tlaku koristio se za potrebe uklanjanja otapala iz otopina. Za kolonsku
kromatografiju koristila se kolona punjena silika-gelom (Fluka 60 A, tehni¢ki), a pri njezinom
izvodenju kao pokretna faza koristio se sustav PE/E u razli¢itim omjerima. Tankoslojna
kromatografija provedena je na plo€icama obloZenih silika-gelom (0,2 mm; Kiselgel 60 F2s4)
uz pokretnu fazu sustava PE/E razliitih omjera. Spojevi su na TLC plo¢icama detektirani UV
— lampom pri 254 nm i 365 nm. Kako bi se uzorci pripremili za nuklearnu magnetsku
rezonanciju (NMR), otopljeni su u deuteriranom kloroformu (CDCls), te su snimljeni s
tetrametilsilanom (TMS) kao unutarnjim standardom. Za potvrdu sintetiziranih spojeva
koristene su tehnike '"H NMR i '>*C NMR, a spektri su snimljeni pri sobnoj temperaturi na
instrumentu Bruker Avance na 600 MHz za '"H NMR i na 150 MHz za '>*C NMR. Snimljeni
spektri analizirani su u program SpinWorks 2.5.5. Kemijski pomaci (J) izraZeni su u ppm

vrijednostima (engl. parts per million), a konstante sprege (J) u Hz.

4.2. Sinteza tiazolne soli 1

U tikvicu s okruglim dnom od 500 mL dodano je 110 mL CCls, a nakon toga i 8,65 g N-
bromsukcinimida (NBS). Na magnetsku mijeSalicu stavljena je uljna kupelj u koju se potom
uronila tikvica s okruglim dnom. U tikvicu je dodano 5,5 g reaktanta 2,5-dimetil-1,3-tiazola,
nakon ¢ega se reakcijska smjesa mijesala do refluksa na oko 100 — 120 °C. U malim koli¢inama
dodan je azobisizobutironitril (AIBN) kao katalizator. Reakcijska smjesa nastavila se mijeSati
uz uspostavljanje refluksa, a pri tome je bila osvjetljena lampom ¢ija svjetlost potice reakciju
(slika 17). U pocetku je smjesa bila narancaste boje. Za otprilike 1 sat dodano je jo§ malo AIBN
i smjesa se nastavila mijeSati na refluksu pri temperaturi 100 — 150 °C. Tijekom mijeSanja
uocio se bijeli trag NBS na stjenkama tikvice, a boja reakcijske smjese promijenila se iz
narancaste u tamno smedu. Nakon ukupno 3 sata mijeSanja, reakcijska smjesa se profiltrirala u

okruglu tikvicu od 250 mL, te se iz tikvice uparilo otapalo.
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Nakon Sto se otapalo uparilo, u tikvicu s uljem narancaste boje dodalo se 40 mL toluena i 20
mL toluena s 12,75 g otopljenog trifenilfosfina (PPhs) koji sluZi za prevodenje dobivenog
tiazolnog bromida u tiazolnu sol. Smjesa se zatim zagrijala do refluksa, te se mijeSala joS 1 sat
na refluksu. Po potrebi je dodano jo§ malo toluena za lakSe mijeSanje reakcijske smjese. Smjesa

je zatim profiltrirana, a sol je ostavljena 6 dana u eksikatoru da se posusi.

Slika 17. Sinteza tiazolne soli.

4.3. Wittigova reakcija sinteze tiazolo-stilbena (2 — 5)

Sastavljena aparatura (slika 18) je prije pocetka reakcije propuhana duSikom 15 minuta. U
lijevak za dokapavanje dodano je 50 mL apsolutnog EtOH od kojih se 30 mL ispustilo u trogrlu
tikvicu. Zatim je u tikvicu dodana izraCunata masa tiazolne soli u omjeru 1:1 u odnosuna 1 g
aldehida u slucaju sinteze spojeva 2, 3 i 4, te 0,439 g aldehida u slucaju sinteze spoja 5.
Reakcijska smjesa se mijeSala na magnetskoj mijeSalici na sobnoj temperaturi. Nakon $to se
tiazolna sol otopila, u lijevak za dokapavanje s ve¢ prisutnim EtOH, polagano je dodana
izraCunata masa natrija kako bi nastala otopina natrijeva etoksida. Par kapi nastale otopine je
iz lijevka ispusteno u trogrlu tikvicu kako bi se otopina zaluzila, a zatim je u tikvicu dodana i
odredena masa aldehida. Preostala otopina natrijeva etoksida polagano je dokapavana iz lijevka
u reakcijsku smjesu. Nakon §to je sve iskapalo, smjesa se ostavila mijeSati 5 dana na sobnoj

temperaturi.
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LEGENDA:

A = stalak

B = klema s mufom

C = magnetska mijesalica

D = trogrla tikvica s okruglim dnom
E = lijevak za dokapavanje

F = klor-kalcijski adapter

G = balon ispunjen dusikom

Slika 18. Prikaz aparature za Wittigovu reakciju.

Tijek reakcije pracen je TLC plocicama u sustavu PE/E. Nakon zavrSetka reakcije, otapalo se
uparilo na rotavaporu pri snizenom tlaku. Preostali smolasti talog otopio se u 50 mL toluena i
malo destilirane vode, te se ulio u lijevak za odjeljivanje. Reakcijska smjesa ekstrahirala se
toluenom 3 puta, nakon Cega se organski sloj suSio iznad bezvodnog MgSOs4. Smjesa se
profiltrirala u okruglu tikvicu, a otapalo se uparilo na rotavaporu pri sniZzenom tlaku. Spojevi
2, 315 dobiveni su kao smjesa cis- i trans-izomera, a spoj 4 dao je samo trans-izomer. Produkti
2 — 5 izolirani su kolonskom i tankoslojnom kromatogafijom na silika-gelu uz sustav otapala
PE/E razli¢itih omjera; 2: PE/E (0 — 50 %), 3: PE/E (0 — 20 %), 4: PE/E (0 — 50 %), 5: PE/E (0
— 50 %). Za sve produkte struktura je potvrdena spektroskopskim metodama, a njihova

spektroskopska karakterizacija opisana je u nastavku.

2-(2-(5-metiltiazol-2-il)vinil)fenol (2)

Nakon kolonske kromatografije uz sustav PE/E (0 — 50 %), dobiveno je 74 mg vecinski trans-
izomera, te 10 mg smjese cis- i trans-izomera. Za frakciju od 74 mg ponovno je provedena
kolonska kromatografiju uz sustav PE/E (70 %) ¢ime je dobiveno 5 mg smjese dva trans-

izomera, te 11 mg smjese trans- 1 cis-izomera. U ovom slucaju nije dobiven Cisti cis-izomer.
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HsC

trans-2

(E)-2-(2-(5-metiltiazol-2-il)vinil)fenol (frans-2): 74 mg (izolirano 7.4 %), bijeli prasak; Ry
(PE/E = 50 %) = 0.18; UV (ACN) Anar/nm (e/dm>mol'em™): 327 (22333), 309 (20984), 298
(20114) ; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) 6/ppm: 7.55 (s, 1H, Hg), 7.45 (d, J = 6.6 Hz, 1H, H/Hp),
7.24 (d, J =16.8 Hz, 1H, Hc/Hp), 7.13 (t, J = 8.4 Hz, 1H, Hc/Hn), 7.05 (d, 1H, J = 16.8 Hz,
Hc/Hp), 6.94 — 6.92 (m, 1H, Hc/Hn), 6.79 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H/HE), 2.71 (s, 3H, Ha).

3-(2-(5-metiltiazol-2-il)vinil)fenol (3)

Nakon kolonske kromatografije uz sustav PE/E (0 — 20 %) dobiveno je 21 mg Cistog cis-
izomera, te su dobivene smjese dva izomera u razli¢itim omjerima: 164 mg (trans-3 : cis-3 =1
: 6), 336 mg (trans-3 : cis-3=1:1.3), 93 mg (trans-3 : cis-3 =1 : 2.5) uz malo fosfin oksida i
161 mg (trans-3 : cis-3 =5 : 1) takoder uz malo fosfin oksida. Za frakciju od 164 mg (trans-3
: cis-3 = 1 : 6) ponovljena je kolonska kromatografija uz sustav otapala PE/E (70 %) te je
dobiveno jo§ 10 mg cis-izomera uz malo necisto¢a. Za frakciju od 161 mg napravljena je
preparativna tankoslojna kromatogradija u sustavu PE/E (60 %). Uzorak je otopljen u DCM,

te je nanesen na TLC plocu. Iz opisanog postupka dobiveno je 2,5 mg Cistog trans-izomera.

F G
. HO -

B OH

/ N b E E I
A \ P B
HsC G / N

s C A \ ZD
HsC
I H S C
trans-3 cis-3

(E)-3-(2-(5-metiltiazol-2-il)vinil)fenol (trans-3): 2.5 mg (izolirano 2.5 %), bijeli prasak; Ry
(PE/E =50 %) = 0.50; UV (ACN) Jma/nm (e/dm?mol'cm™): 316 (20947); '"H NMR (CDCls,
600 MHz) é/ppm: 7.53 (s, 1H, Hg), 7.19 (t, 1H, J = 7.8 Hz, Hi/Hg), 7.10 (d, 1H, J = 15.8 Hz,
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Hc/Hp), 6.96 (d, 1H, J =7.9 Hz, H/Hc), 6.92 (t, 1H, J = 2.0 Hz, Hg), 6.76 (dd, 1H, J = 8.1 Hz,
J=2.5Hz, Hn), 6.73 (d, 1H, J =15.8 Hz, Hc/Hp), 2.69 (s, 3H, Ha).

(Z)-3-(2-(5-metiltiazol-2-ill)vinil)fenol (cis-3): 31 mg (izolirano 3,1 %), Zuto ulje; Ry (PE/E =
50 %) = 0.60; UV (ACN) Jma/nm (e/dm>*mol'cm™): 288 (15224); '"H NMR (CDCl3, 600 MHz)
o/ppm: 7.50 (s, 1H, Hg), 7.24 (t, 1H, Hc/H)), 6.83 (dd, 1H, J = 7.9 Hz, J = 2.6 Hz, Hu), 6.80
(d, 1H, He/Hy), 6.77 (s, 1H, Hg), 6.60 (s, 2H, Hc i Hp), 2.55 (s, 3H, Hx); 3C NMR (CDCl;,
150 MHz) é/ppm: 166.5, 156.6, 142.5, 137.9, 134.1, 130.7, 130.1, 120.5, 120.1, 115.5, 115.3,
18.7.

4-(2-(5-metiltiazol-2-il)vinil)fenol (4)

Kolonskom kromatografijom uz sustav PE/E (0 — 50 %) dobiveno je 48 mg cistog trans-
izomera. Takoder je dobivena i smjesa dva trans-izomera od 18 mg. U ovom slucaju Cisti cis-

izomer nije dobiven.

trans-4

(E)-4-(2-(5-metiltiazol-2-il)vinil)fenol (trans-4): 48 mg (izolirano 4.8 %), bijeli prasak; Ry
(PE/E = 50 %) = 0.29; UV (ACN) Ana/nm (e/dm*mol'cm™): 332 (23494); 'H NMR (CDCls,
600 MHz) o/ppm: 7.51 (s, 1H, Hg), 7.34 (d, 2H, J = 9.8 Hz, He/HF), 7.01 (d, 1H, J = 16.1
Hc/Hp), 6.82 (d, 2H, J = 9.9 Hz, He/HF), 6.73 (d, 1H, J = 16.1 Hc/Hp), 5.10 (s, 1H, Hg), 2.70
(s, 3H, Hx); 1*C NMR (CDCls, 150 MHz) é/ppm: 164.3, 155.6, 140.1, 130.5, 129.5, 128.6,
127.8, 116.5, 115.7, 29.8.

5-metoksi-2-(2-(5-metiltiazol-2-il)vinil)fenol (5)

Kolonskom kromatografijom uz sustav otapala PE/E (0 — 50 %) dobiveno je 2 mg trans-
izomera. Dobivene su i smjese cis- 1 trans-izomera razli¢itih omjera: 24 mg (trans-5 : cis-5 =
5:1),31 mg (trans-5 : cis-5=1.5: 1), 12 mg (trans-S : cis-5 =1 : 1). Frakcija od 24 mg (trans-

5:cis-5=5:1) ponovno je stavljena na kolonu uz sustav PE/E (70 %) nakon Cega je dobiveno
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19,5 mg trans-izomera uz malo necistoc¢a. Frakcije od 31 mg (trans-5 : cis-5=1,5:1)i0d 12
mg (trans-5 : cis-5 =1 : 1) zajedno su stavljene na kolonu uz sustav PE/E (70 %) te je dobiveno

8,4 mg trans-izomera s malo necistoca.

E
B HO
N b F
e :
H,C s C OCH;,4
I H
trans-5

(E)-5-metoksi-2-(2-(5-metiltiazol-2-il)vinil)fenol (rrans-5): 29.9 mg (izolirano 2.99 %), bijeli
prasak, R¢ (PE/E = 60 %) = 0.73; UV (ACN) Ana/nm (e/dm>*mol'ecm™): 338 (26408); 'H NMR
(CDCl3, 600 MHz) o/ppm: 7.47 (s, 1H, Hr), 7.34 (d, 1H, J =9.7 Hz, H/Hn), 7.13 (d, 1H, J =
16.4 Hz, Hc/Hp), 7.01 (d, 1H, J = 16.4 Hz, Hc/Hp), 6.46 (dd, 1H, J = 8.6 Hz, J = 2.5 Hz,
Hi/Hu), 6.39 (d, 1H, J = 2,4 Hz, Hp), 3.78 (s, 3H, Hc), 2.68 (s, 3H, Ha).

44. Wittigova reakcija sinteze tieno — stilbena (6 — 8)

Prije pocetka reakcije, aparatura (slika 18) je propuhana strujom dusika 15 minuta. U lijevak
za dokapavanje dodano je 50 mL apsolutnog EtOH od kojih se 30 mL ispustilo u trogrlu
tikvicu. Zatim je u tikvicu dodana izraCunata masa tieno-soli (prethodno sintetizirane u nasem
laboratoriju) u omjeru 1:1 u odnosu na odredenu masu aldehida. U slucaju sinteze spojeva 6 i
8 je to 0,500 g aldehida, a u slucaju sinteze spoja 7 je to 1,000 g aldehida. Reakcijska smjesa
se potom krenula mijeSati na magnetskoj mijesalici na sobnoj temperaturi. Nakon S$to se sol
otopila, u lijevak za dokapavanje s ve¢ prisutnim EtOH, dodana je izraCunata masa natrija kako
bi nastala otopina natrijeva etoksida. Par kapi nastale otopine je iz lijevka ispuSteno u trogrlu
tikvicu kako bi se otopina zaluzila, a zatim je u tikvicu dodana i odredena masa aldehida.
Preostala otopina natrijeva etoksida polagano je dokapavana iz lijevka u reakcijsku smjesu.
Nakon §to je sve iskapalo, smjesa se ostavila mijeSati 3 dana na sobnoj temperaturi. Tijek
reakcije pracen je TLC plocicama u sustavu PE/E. Nakon zavrSetka reakcije, otapalo se uparilo
na rotavaporu pri snizenom tlaku. Preostali smolasti talog otopio se u 50 mL toluena i malo
destilirane vode, te se ulio u lijevak za odjeljivanje. Reakcijska smjesa se ekstrahirala 3 puta,
nakon Cega se organski sloj suSio iznad bezvodnog MgSO4. Smjesa se profiltrirala u okruglu

tikvicu, a otapalo se uparilo na rotavaporu pri snizenom tlaku. Spojevi 6 i 7 dobiveni su kao
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smjesa cis- i trans-izomera, a spoj 8 dao je samo trans-izomer. Produkti 6-8 izolirani su
kolonskom i tankoslojnom kromatogafijom na silika-gelu uz sustav otapala PE/E razli¢itih

omjera; 6: PE/E (0 — 15 %), 7: PE/E (0 — 30 %), 8: PE/E (0 — 20 %).

Za sve produkte struktura je potvrdena spektroskopskim metodama, a njihova spektroskopska

karakterizacija opisana je u nastavku.

4-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil)fenol (6)

Nakon kolonske kromatografije uz sustav PE/E (0 — 15 %) dobiveno je 2 mg Cistog trans-
izomera, 17 mg trans-izomera uz malo necistoc€a, te 110 mg smjese cis- 1 trans-izomera. Zbog

malih koli¢ina, cis-izomer nije izoliran.

trans-6

(E)-4-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil)fenol (trans-6): 19 mg (izolirano 3.8 %), bijeli prasak, Ry
(PE/E = 15 %) = 0.6; UV (ACN) Anar/nm (¢/dm*mol'ecm™): 353 (sh, 15078), 337 (21567); 'H
NMR (CDCl3, 600 MHz) o/ppm: 7.33 (d, 2H, J = 7.2 Hz, Hv/Hg), 7.00 (d, 1H, J = 16.1 Hz,
He/Hp), 6.81 — 6.78 (m, 3H, He/Hc/Hr/Ho), 6.73 (d, 1H, J = 16.1 Hz, He/Hp), 6,63 (s, 1H,
Hg/Hc), 4.84 (s, 1H, Hu), 2.47 (s, 3H, Ha); '°C NMR (CDCls, 150 MHz) 6/ppm: 155.0, 141.1,
138.7, 130.3, 127.6, 126.6, 125.7, 120.3, 115.6, 15.6 (ne vidi se jedan signal).

3-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (7)

Nakon kolonske kromatografije uz sustav PE/E (0 — 30 %) dobiveno je 444 mg Cistog cis-

izomera, te 249 mg trans-izomera.

G H
HO
I
J
B cf
A/ \ /E
S D
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trans-7 cis-7

(E)-3-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (trans-7): 249 mg (izolirano 24.9 %), bijeli prasak, Ry (PE/E
=30 %) = 0.63; UV (ACN) Jma/nm (e/dm’mol'em™): 328 (27224); '"H NMR (CDCl3, 600
MHz) é/ppm: 7.22 —7.18 (m, 3H) 7.06 (d, 1H, J = 3.5 Hz, Hc), 7.04 (d, 1H, J = 7.9 Hz, H)/Hy),
7.00 (dd, 1H, J = 5.1 Hz, J = 3.7 Hz, H3), 6.94 (s, 1H, Hr), 6.86 (d, 1H, J = 15.1 Hz, Hp/H),
6.72 (dd, 1H, J = 8.2 Hz, J = 2.3 Hz, H)); 1*C NMR (CDCls, 150 MHz) 6/ppm: 155.8, 142.7,
138.8,129.9, 127.8, 127.6, 126.3, 124.5, 122.3, 119.3, 114.7, 112.7

(Z2)-3-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (cis-7): 444 mg (izolirano 44.4 %), Zuto ulje, Ry (PE/E = 30
%) = 0.75; UV (ACN) Anar/nm (e/dm>mol'cm™): 289 (11617); 'H NMR (CDCls, 600 MHz)
o/lppm: 7.21 (t, 1H, J =7.9 Hz, Hu/H)), 7.09 (d, 1H, J = 5.0 Hz, Ha), 6.97 (d, 1H, J = 3.7 Hz,
Hc), 6.92 (d, 1H, J = 7.1 Hz, Hu/H)), 6.89 (dd, 1H, J = 5.0 Hz, J = 3.6 Hz, Hg), 6.82 (s, 1H,
Hr), 6.77 (dd, 1H, J=7.9 Hz, J = 2.2 Hz, H)), 6.68 (d, 1H, J = 12.2 Hz, Hp/HE), 6.50 (d, 1H, J
=12.2 Hz, Ho/Hg), 4.88 (s, 1H, Hc); '*C NMR (CDCl3, 150 MHz) §/ppm: 155.6, 139.6, 138.9,
129.9, 128.4, 128.3, 126.5, 125.7, 123.6, 121.4, 115.5, 114.6.

4-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (8)

Nakon kolonske kromatografije uz sustav PE/E (0 — 20 %) dobiveno je 21 mg Cistog trans-

izomera. Cis-izomer u ovom slucaju nije izoliran zbog malih koli¢ina.

trans-8

(E)-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (trans-8): 21 mg (izolirano 4.2 %), bijeli prasak, Ry (PE/E =
30 %) = 0.4; UV (ACN) Amax/nm (e/dm®mol'em™) 352 (sh 13626), 333 (23297); 'H NMR
(CDCl3, 600 MHz) d/ppm: 7.34 (d, 2H, J = 8.3 Hz, H#/Hc), 7.16 (d, 1H, J = 5.0 Hz, Hx), 7.09
(d, 1H, J = 15.9 Hz, Hp/HE), 7.02 (d, 1H, J = 3.8 Hz, Hc), 6.99 (dd, 1H, J = 5.2 Hz, J = 3.0 Hz,
Hg), 6.87 (d, 1H, J = 15.9 Hz, Hp/Hg), 6.81 (d, 2H, J = 7.4 Hz, Hi/Hg), 4.80 (s, 1H, Hy); 13C
NMR (CDCls, 150 MHz) 6/ppm: 155.2, 143.1, 130.0, 127.8, 127.7, 127.6, 125.4, 123.8, 119.9,
115.7.
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5. Zakljucak

Sa svrhom proucavanja bioloske aktivnosti novih aktivnih heterociklickih spojeva, Wittigovom
reakcijom sintetizirani su novi 1,3-tiazolo-stilbeni i tieno-stilbeni (2 — 8). Prethodno je
sintetizirana i tiazolna sol 1 iz 2,5-dimetil-1,3-tiazola koja je potrebna za dobivanje novih 1,3-
tiazolo-stilbena. Reakcijom tiazolne ili tiofenske soli i odgovarajuceg aldehida uz natrijev
etoksid kao bazu i apsolutni etanol dobiveni su produkti 2 — 8 kao smjese cis- i trans-izomera.
Kolonskom kromatografijom uspjesno su razdvojeni trans-izomeri kao vecinski, no cis-
izomeri razdvojeni su u manjim koli¢inama. Dobiveni spojevi spektroskopski su

okarakterizirani UV/Vis i NMR tehnikama.

Sintetiziranim spojevima odredivan je potencijal inhibicije enzima butirilkolinesteraze (BChE)
pri ¢emu se zakljucilo da na sposobnost inhibicije utjecu polozaj metilne skupine na tiazolnom
prstenu kao i1 poloZaj hidroksilne skupine ne fenilnom prstenu. Najvecu sposobnost inhibicije
BChE pokazao je derivat trans-2 sa hidroksilnom skupinom u ortho-polozaju na fenilnom
prstenu te s metilnom skupinom blize atomu sumpora tiazolnog prstena. Ustanovljeno je da
poloZaj metilne skupine na tiazolnom prstenu utjeCe i na antioksidacijska svojstva koja su
takoder ispitivana pa je tako za derivat trans-2 dokazano najbolje antioksidacijsko djelovanje
od svih sintetiziranih 1,3-tiazolo-stilbena. Nakon razmatranja dobivenih rezultata uocljivo je

da je najzanimljiviji spoj ovoga istrazivanja derivat trans-2.
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