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SAZETAK

Sinteza i spektroskopska karakterizacija novih tienobenzo-triazola i njihovih soli

Cilj ovog rada bio je sintetizirati nove tienobenzo-triazole, odnosno njihove soli, s
potencijalnim inhibicijskim djelovanjem prema enzimima kolinesterazama. Kao metoda sinteze
za tieno-triazolne stilbene koristena je Wittigova reakcija, koja se obi¢no koristi za dobivanje
alkena reakcijom aldehida ili ketona s fosforovim ilidom. U ovom slucaju, razliciti 1-supstituirani
4-formil-1,2,3-triazoli reagirali su s odgovaraju¢im fosforovim ilidom kako bi nastali 1,2,3-
triazolni stilbeni. Zbog prisutnosti konjugiranog sustava u ovim produktima, oni su uspjesno bili
podvrgnuti fotokemijskim reakcijama. Prilikom osvjetljavanja stilbenskih derivata doslo je do
ciklizacije, odnosno formiranja prstena. Dobiveni produkti, tj. njihova struktura potvrdena je NMR
spektroskopijom i masenom spektrometrijom. Bioloska ispitivanja pokazala su da spoj 9 pokazuje
inhibiciju enzima butirilkolinesteraze s 1Cso vrijednosti od 34,6 uM dok njegova sol 13 ima ICso
od 0,6 uM, sto je ¢ak deset puta bolja inhibicijska aktivnost od one koju pokazuje standardni

reverzibilni inhibitor galantamin.

Kljucne rijeci: alkeni, fotokemijske reakcije, inhibicija kolinesteraza, NMR spektroskopija,

triazol, triazolna sol, Wittigova reakcija



ABSTRACT

Synthesis and spectroscopic characterization of new thienobenzo-triazoles and their salts

The aim of this study was to synthesize new thienobenzo-triazoles, specifically their salts, with
potential cholinesterase inhibition activity. The synthesis of thieno-triazole stilbenes was achieved
using the Wittig reaction, a method commonly employed for the preparation of alkenes, where
aldehydes or ketones react with phosphorus ylide. In this case, various 1-substituted 4-formyl-
1,2,3-triazoles reacted with the corresponding phosphorus ylide to yield 1,2,3-triazole stilbenes.
Due to the presence of a conjugated system in these products, they were successfully subjected to
photochemical reactions. Upon irradiation of stilbene derivatives, cyclization occurred, leading to
ring closure. The structure of the obtained products was confirmed by NMR spectroscopy and
mass spectrometry. Biological tests showed that compound 9 shows inhibition of the
butyrylcholinesterase enzyme with an ICso value of 34.6 uM, while its salt 13 has an ICso of 0.6
uM, which is even ten times better inhibitory activity than that shown by the standard reversible

inhibitor galantamine.

Keywords: alkenes, cholinesterase inhibition, NMR spectroscopy, photochemical reactions,

triazole, triazolium salt, Wittig reaction
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1.UVOD



1.1. Vaznost organske kemije

Organska kemija je grana kemije koja se bavi proucavanjem strukture, svojstava, sastava,
reakcija i sinteze organskih spojeva, koji se temelje na ugljiku. Ugljik je jedinstveni element zbog
svoje sposobnosti da stvara stabilne veze s drugim ugljikovim atomima i raznim drugim
elementima, kao §to su vodik, kisik, dusik, sumpor i halogeni.! Zbog te sposobnosti, ugljik moze
formirati ogroman broj razli¢itih spojeva, uklju¢ujuéi jednostavne molekule poput metana do
slozenih biomolekula kao §to su proteini, nukleinske kiseline, lipidi i ugljikohidrati, koji su kljucni
za zivot. Vaznost organske kemije i organskih spojeva za zivot ljudi je neizmjerna i proteze se na
mnoge aspekte svakodnevnog Zivota, zdravlja, tehnologije, industrije 1 okoliSa. Organski spojevi
igraju klju¢nu ulogu u zdravlju i medicini. Lijekovi, ukljucujué¢i antibiotike, analgetike,
protuupalne lijekove, antidepresive i mnoge druge terapijske tvari, temelje se na organskim
spojevima. Razvoj novih lijekova zahtijeva duboko razumijevanje organske kemije kako bi se
mogli sintetizirati spojevi koji su u€inkoviti u lijecenju bolesti, ali 1 sigurni za ljudsku upotrebu.
Organska kemija takoder igra klju¢nu ulogu u razumijevanju biologije ljudskog tijela, jer svi
bioloski procesi ukljucuju organske molekule poput enzima, hormona i neurotransmitera.
Heterociklicki spojevi su organski spojevi koji sadrze prstenastu strukturu u kojoj se, uz atome
ugljika, nalaze i drugi heteroatomi poput dusika, kisika ili sumpora.2 Ovi spojevi su izuzetno vazni
u kemiji, biologiji i farmaciji zbog svojih jedinstvenih kemijskih svojstava i Siroke primjene.
Heterociklicki spojevi su vrlo rasprostranjeni u prirodi, a mnogi od njih imaju klju¢ne uloge u
bioloskim sustavima, uklju¢uju¢i nukleinske kiseline, vitamine, alkaloide 1 hormone. Triazoli su
posebna skupina heterocikli¢kih spojeva koji sadrZe petoroclani prsten s tri dusikova atoma i dva
ugljikova atoma.! Ovi spojevi su izuzetno znacajni u medicinskoj kemiji zbog $irokog spektra
bioloske aktivnosti. Triazoli se Cesto koriste kao osnovne strukture u dizajnu i1 razvoju novih
lijekova. Triazoli postoje kao dva izomera: 1,2,3-triazol i 1,2,4-triazol. Svaki od njih pokazuje
odredena svojstva i ima raznoliku primjenu. Stilbeni su organski spojevi klasificirani kao
diariletileni jer sadrze dvostruku vezu ugljik-ugljik i na svakom tom ugljiku po jednu arilnu
skupinu. S obzirom da sadrze konjugirani sustav u strukturi, stilbeni podlijezu fotokemijskim
reakcijama kao i konjugirani alkeni. Ovi spojevi pokazuju potencijalno inhibiranje enzima
kolinesteraze, enzima koji katalizira hidrolizu neurotransmitera acetilkolina na kolin i octenu

kiselinu.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Triazoli - opcéenito

Triazoli su heterociklicki spojevi s peteroclanim prstenom koji ukljucuje dva ugljikova i tri
dusikova atoma, stvarajuéi aromatski prsten.? Formula triazolnog prstena je C2HsNs, a razlikujemo
dva izomera: 1,2,3-triazol i 1,2,4-triazol (Slika 1). 1,2,3-triazol se pojavljuje u obliku bezbojnih,
higroskopnih kristala koji se tale na 24 °C, a na 209 °C im je temperatura vrenja, te su topljivi u
vodi. Nasuprot tome, 1,2,4-triazol tvori bezbojne kristale s to¢kom taljenja od 121 °C i to¢kom
vrenja od 260 °C, takoder topljive u vodi. Glavna razlika izmedu ova dva izomera je polozaj
dusikovih atoma u prstenu. Zbog svojih strukturnih karakteristika, i 1,2,3- 1 1,2,4-triazoli mogu
primiti Sirok spektar supstituenata (elektrofila i nukleofila) oko osnovnih struktura i otvoriti put za
izgradnju raznolikih novih bioaktivnih molekula. Kada je benzenski prsten spojen na 4,5-pozicije
1,2,3-triazola, nazivamo ga benzotriazolom (Slika 1). Triazoli su poznati po svojoj otpornosti na
metaboli¢ku razgradnju i sposobnosti stvaranja vodikovih veza te samim time i dobroj topljivosti

u vodi.!

H
N N,

N
N N
\ /N \ /N N/N
/
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Slika 1. Strukture 1,2,3-triazola, 1,2,4-triazola i benzotriazola.

Jezgra triazolnog prstena s visokom energijom aromatske stabilizacije modificira se radi
poboljsanja topljivosti 1 selektivnosti s interaktivnim veznim mjestom enzima te djeluje kao
poveznica medu razli¢itim farmakoforima. Tako se pokazalo da igra klju¢nu ulogu u Sirokom
spektru bioloskih aktivnosti, ukljucuju¢i dizajn lijekova temeljen na fragmentima, biomolekularne
mimetike 1 bioortogonalne metodologije. Uz postojece triazolne lijekove, istrazivaci rade na
istrazivanju 1 razvoju novih struktura temeljenih na triazolnim jezgrama s velikim primjenama u

biomedicinskim i biotehnoloskim podru¢jima.



2.2. BioloSka aktivnost triazola

Soli 1,2,3-triazola mogu se izravno sintetizirati u tri koraka, ukljucuju¢i CuAAC, N-alkiliranje i
metatezu soli.®> Kroz ove metode moZe se postiéi §irok raspon derivata 1,2,3-triazola s razli¢itim
supstituentima i obrascima supstitucije. Osim svojih impresivnih primjena kao ionske tekucine,
katalizatori i metalni ligandi, soli 1,2,3-triazola pokazuju $irok raspon bioloskih aktivnosti, poput
antibakterijskih, antifungalnih, antikancerogenih i antiliSmenijskih svojstava.

One su vrijedne u razvoju pesticida i farmaceutskih proizvoda. Uklju¢ivanje 1,2,3-triazolnih
skupina u polimerne materijale putem jednostavnih sintetskih metoda moze generirati
antibakterijska svojstva. KoriStenje takvih materijala moZe rijeSiti problem mikrobne
kontaminacije u medicinskim uredajima ili specijaliziranim antibakterijskim okruzenjima. Osim
toga, 1,2,3-triazol se moze ukljuciti u nanomaterijale, daju¢i snaznu hidrofilnost za poboljsanje
duktilnosti nanomaterijala i antibakterijskih svojstava.® Uklju¢ivanje soli 1,2,3-triazola u nosace
antikancerogenih lijekova moze donijeti dodatne moguénosti. Modifikacija halloysite*
nanocjevcica s triazolnim solima mozZe rezultirati pozitivno nabijenim nosa¢ima antikancerogenih
lijekova s poboljsanom ucinkovitoséu inkapsulacije, kontroliranom sposobnoséu oslobadanja,
povecanom topljivoscu u vodi i tako poboljsanom antikancerogenom aktivnoséu. Ovi polimerni

derivati mogu se koristiti ne samo za stvaranje antibakterijskih filmova putem polimerizacije, veé

Na temelju odnosa strukture i aktivnosti derivata soli 1,2,3-triazola, vjeruje se da supstituenti na
pozicijama N-1 i N-3 igraju kljuéne uloge u bioloskim aktivnostima. Ravnoteza
lipofilnost/hidrofilnost soli 1,2,3-triazola klju¢na je za njihovu visoku biolosku aktivnost i
selektivnost. Osim toga, derivati 1,2,3-triazola mogu imati viSe nacina djelovanja, a elektrostatske
interakcije s anionskim komponentama na stanicnoj membrani su medu najvaznijima. U usporedbi
s neutralnim triazolom, soli 1,2,3-triazola imaju superiorne bioloske aktivnosti i topljivost u vodi

te su obecavajuce u razvoju novih lijekova za patogene otporne na lijekove.

* Halloysite je prirodni oblik vrlo bijelog kaolinita, aluminosilikat, no za razliku od strukture kaolinita, halloysite ima

tubularnu kristalnu strukturu.?!



Trenutno, bioloSke aktivnosti soli 1,2,3-triazola privlace sve vecu paznju istrazivaca. Potrebni su
precizniji i pouzdaniji podaci za razjasnjavanje moguceg mehanizma djelovanja triazolnih soli,
pruzajuci teoretsku osnovu za njihov dizajn i sintezu. Soli 1,2,3-triazola imaju obecéavajuce

razvojne perspektive u podruc¢jima poljoprivrede, medicine i industrijske proizvodnje.

1,2,3-triazolne soli posjeduju jedinstvena kemijska svojstva, kao §to su visoka stabilnost, podesiva
reaktivnost i razli¢ita elektronska svojstva.* Vrijedna su gradivna jedinica u organskoj sintezi, a
takoder su koristeni u razvoju novih katalizatora, antimikrobnih sredstava, fluorescentnih boje 1
bioaktivnih molekula.®

Ove soli imaju tri aktivna mjesta, ukljucuju¢i N-1, N-3 i C-4 polozaje, koji se mogu povezati s
razli¢itim funkcijskim skupinama i tako regulirati njihove bioloske aktivnosti i citotoksi¢nosti.*
Stoga je potrebno saZeti strukturu triazolnih soli s razli¢itim bioloskim aktivnostima i odnos

struktura-bioaktivnost.

2.2.1. Antibakterijska svojstva

Spojevi analogni 1,3.,4-trisupstituiranim-1,2,3-triazolnim bromidnim solima pokazuju izvrsna
antibiotska svojstva. Godine 2018. sintetizirana je serija ovih soli kroz azid-alkin cikloadiciju 1
benzilnu supstituciju.® Spojevi su pokazali dobre antibakterijske aktivnosti protiv gram-pozitivnih

1 gram-negativnih sojeva. Spoj 1 (Slika 2) pokazao je najbolju aktivnost.

Kasnije su sintetizirane dodatne 1,3,4-trisupstituirane-1,2,3-triazol-bromidne soli putem Klik-
reakcija. Spojevi s naftilnom, antracenilnom ili pirenilnom skupinom na N-1 poziciji pokazali su
dobra emisijska svojstva i antibakterijsku aktivnost. Nadalje su razvijeni derivati 1,2,3-triazol-
fenolnih ketona s dobrom topljivoséu u vodi. Spoj 3 (Slika 2) pokazao je otpornost na bakterije

bez svjetla, a njegova antibakterijska aktivnost povecala se pod svjetlosnim zra¢enjem.

CqoHas CgHq7 /
1 2 3

Slika 2. Strukture 1,3,4-trisupstituiranih 1,2,3-triazolnih soli s antibakterijskim djelovanjem.



Kao jos jedan od primjera moze se navesti antrakinon koji je osnovna struktura antraciklina i ima
Sirok raspon bioloskih aktivnosti, te je vazan za otkri¢e novih bioloskih i farmaceutskih lijekova
(Slika 3).> Analozi antrakinona, spojeni s 1,2,3-triazolnim jedinicama, nazivaju se kationski
antrakinonski analozi (CAA) i posjeduju dobra antibakterijska svojstva.> Ovi spojevi sadrze
nekoliko popularnih antibakterijskih struktura, ukljuujuc¢i antrakinon, triazol i1 Kkvarterne
amonijeve katione (QACs). Otkriveno je da derivati antrakinona s kationskim triazolnim
jedinicama imaju dobra antibakterijska svojstva. Na primjer, spoj 4 (Slika 3) je pokazao dobru
aktivnost protiv Zlatnog stafilokoka (Staphylococcus aureus), s MIC* vrijednostima od 0,032 do
0,064 pg/mL.

Kako bi pojasnili u¢inke duljine alkilnog lanca na antibakterijske aktivnosti, sintetizirani su
linearni alkilni lanci antrakinon-triazolne soli razli¢itih duljina na N-3 poziciji i testirali njihove
aktivnosti protiv bakterija otpornih na lijekove. Rezultati su pokazali da su spojevi 5a i 5b imali
siroku aktivnost protiv meticilin-rezistentnog S. aureus (MRSA) i vankomicin-rezistentnog
Enterococcus faecalis (VRE), s MIC vrijednostima manjim od 8 pg/mL.3

Kasnije se koristila ista metoda za dobivanje serije antrakinon-triazolnih soli s razli¢itim alkilnim
lancima povezanima na N-1 i N-3 pozicijama. Otkriveno je da je spoj 6 (Slika 3) imao najbolje
inhibicijske aktivnosti protiv S. aureus i Escherichia coli (E. coli), s MIC vrijednostima od 0,25

do 2 pg/mL.

* Minimalna inhibicijska koncentracija
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Slika 3. Strukture antrakinonskih triazolnih spojeva s antibakterijskim djelovanjem?®

Godine 1992. Yoshimura je sintetizirao niz antibakterijskih spojeva transformacijom cefalosporina
u heterocikle spojene s triazolijem.3 Spoj 10 (Slika 4), koji sadrzi 1,2,3-triazolne kationske
skupine, pokazao je ucinkovito antibakterijsko djelovanje protiv raznih bakterija, s MIC
vrijednostima manjim od 3,13 pg/mL (Slika 4). Nedavno je sintetiziran niz N,N -disupstituiranih
triazolnih soli, i testirane su njihove antibakterijske aktivnosti protiv nekoliko bakterija,
ukljucujué¢i Enterococcus faecium (E. faecium), S. aureus, Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae), Acinetobacter baumannii (A. bau mannii), Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) i E. faecium, koji su Gesti uzroénici bolnickih bolesti, tj. infekcija.® Ti su spojevi
pokazali snazno antibakterijsko djelovanje protiv svih sojeva bakterija. Specifi¢no, spoj 11 (Slika

4) je pokazao MIC vrijednost od <0,5 pg/mL.
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Slika 4. Strukture kondenziranih heterociklickih 1,2,3-triazolijevih soli s antibakterijskim

djelovanjem.®

Polimeri koji sadrze kvarterne amonijeve podjedinice (QACS) intenzivno se prouéavaju kao
antibakterijska i dezinfekcijska sredstva.® Njihova proizvodnja na velikoj skali moze biti
ekonomicnija u usporedbi s antimikrobnim peptidima i antibioticima. Antibakterijska aktivnost 1
toksicnost kopolimera u krvi znacajno ovise o njihovoj molekularnoj masi, kationskim svojstvima,
gustoéi i kemijskom sastavu.® 2015. godine pripremljeni su polimeri poli(metil-metakrilati)
koriste¢i alkilne alkohole i derivate tiazol-azida kao sirovine. N-alkiliranje azolnog prstena
omogucilo je pripremu unipolarnih i polarnih polielektrolita s razli¢itim amfifilnim svojstvima, §to
je rezultiralo njihovom antibakterijskom aktivno$¢u protiv raznih mikroorganizama.

Iste godine, pripremljena je serija spojeva s amfifilnim kvarternim amonijevim solima kroz
kontroliranu kvarternizaciju triazolnih bo¢nih lanaca pomoc¢u polimetakrilata. Jedan od spojeva je
pokazao da s 50% kvarternizacije moze ubiti 100% bakterija unutar 5 minuta. Zanimljivo je da su
ovi polimeri s niskim stupnjem kvarternizacije i dalje pokazivali snazno i brzo baktericidno
djelovanje, vjerojatno zbog sinergijskog ucinka izmedu nekvarterniziranih i kvarterniziranih
heterocikli¢kih jedinica.

2017. godine prireden je kationski kopolimer koji sadrzi tiazolne i triazolne skupine. Pomijesan je
s komercijalnim polistirenom jednostavhom metodom spin-premaza kako bi dobili seriju
kontaktnih antibakterijskih filmova. Ovi filmski spojevi pokazali su znafajnu mikrobicidnu
aktivnost protiv gram-pozitivnih (G+) i gram-negativnih (G-) bakterija, kao i gljivica. Kod
sadrzaja od 30% i 50% PS/kopolimera, u¢inkovitost ubijanja filma prelazila je 99,99%. Cak i sa



znatno manjim sadrzajem PS/kopolimera (3-9%) film je bio u stanju ubiti preko 90% stanica obje
bakterije putem kontakta s povr§inom.®

Godinu kasnije sintetizirane je serija kopolimera s kvarternim amonijevim solima koje su pokazale
kontaktne antibakterijske osobine. Ovi kopolimeri napravljeni su koriStenjem Kkvarternih
amonijevih soli i poliakrilonitrila kao sirovina.® Ti spojevi pokazali su izuzetno jaku
antibaktericidnu aktivnost protiv S. aureus i P. aeruginosa, s stopama ubijanja stanica ve¢im od
99,99%.

Spoj 12 sintetiziran je putem polimerizacije slobodnim radikalima i klik-reakcijom s hidantoinom
(Slika 5).® Spoj je prosao daljnja N-alkiliranja i kloriranja kako bi se formirala triazolna sol na
polilaktidna vlakna s antibakterijskom aktivnos¢u. Polilaktidna vlakna koja sadrze kationske
triazole i N-haloamino-skupine pokazala su dobru antibakterijsku aktivnost protiv gram-pozitivnih
(G+) i gram-negativnih (G-) bakterija.®

Kako bi se smanjio negativan ucinak ionskih baktericidnih spojeva na mehanicku cEvrstocu
dentalnih kompozita, baktericidni dentalni nanokompoziti koji sadrze 1,2,3-triazolne
funkcionalizirane poliedralne oligomerne silseskvioksanske (POSS) dodatke pripremljeni su
putem tiolne klik-polimerizacije.” Dodavanjem triazolijevog kationa povecana je baktericidna
aktivnost kompleksa 13 (Slika 6) u usporedbi sa sli¢nim sustavima koji sadrze dimetil-aminoetil-
metakrilatni monomer (DMAEMA-BC). Stopa inhibicije (IR) kompleksa 13 protiv Streptococcus
pyogenes (S. pyogenes) bila je iznad 60%. Spoj 14, antimikrobni poliuretanski film za obloge rana,
pripremljen je putem N-alkilalkiliranja izmedu 1,2,3-triazolom funkcionaliziranog sojinog ulja
(TSBO) i metil-jodida. Uvodenjem 1,2,3-triazolnih kationskih skupina u skelet obloge povecana

je njihova antibakterijska aktivnost protiv niza bakterija.®

10



: | 5
Cl ' '
‘N.i : OH = ;
0 i 1N !
O)\N R, _#O Mo+ ™~ :
SI—0—S5i"------- -
R, 07T |
N siio—-sm‘fn, C|J
I~ N~ R'vn,, ._\_ -
;H / O| O/SI /Og/ 13 19
HrSi’i()—Si/ " IR = 60%
Q R’ ﬂlLL protiv Streptococcus mutans

Y 0 R on OH
0 .\"0 Z .
HO, N N

Cl = =
N N
N’ ) N’ p
. -
12 14 I }N | ;N
IR = 80% protiv bakterija
HO HN

protiv bakterija izvrsna citokompatibilnost

Slika 5. Strukture kompleksa baziranih na 1,2,3-triazolu s antibakterijskim djelovanjem.®

Kationska svojstva triazolnih soli nuzna su za njihovu antibakterijsku u¢inkovitost. Spojevi 112
pokazuju dobru antibakterijsku aktivnost, dok njihovi neutralni 1,2,3-triazolni analozi nemaju
znacajnu antibakterijsku aktivnost s MIC vrijedno$éu > 250 uM.® Fenol-ketonska skupina u spoju
3 je nepolarna komponenta koja moze smanjiti hidrofilnost triazolne skupine. Postoji ravnoteza
izmedu lipofilnosti i hidrofilnosti spoja 3, $to podrzava dobru inhibicijsku aktivnost protiv G+
bakterija. Medutim, spoj 3 ima slabu aktivnost protiv G-bakterija. To je uzrokovano prisutnos¢u
vanjskog sloja lipopolisaharida koji ometa prodiranje hidrofobnih spojeva. Povezivanje
hidrofobne skupine na N-3 i C-4 pozicijama 1,2,3-triazolnih soli povoljno je za otpornost prema
G+ bakterijama. Medutim, pretjerano povecanje hidrofobnosti (lipofilnosti) otezat ¢e prolazak
spojeva kroz bakterijske stanicne membrane, S§to rezultira smanjenom antibakterijskom

aktivnoséu.®
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Stoga, maksimalna uéinkovitost 1,2,3-triazolnih soli protiv gram-negativnih bakterija zahtijeva
vezu s adekvatnom, ali ne pretjerano hidrofobnom skupinom. Nadalje, smanjenje hidrofobnosti na
jednoj poziciji supstituenta moze se kompenzirati povec¢anjem hidrofobnosti na drugim pozicijama
supstituenata. Na primjer, povezivanje alkilnih lanaca razli¢itih duljina ugljikovog lanca na
razli¢itim mjestima u spojevima 5 i 6 odrzava njihovu antibakterijsku u¢inkovitost odrzavanjem

ravnoteze u ukupnoj hidrofobnosti spojeva.®

: x_ i Nema znagajnog efekta

L R—

Antibakterijska aktivnost: CiaHzs Antibakterijska aktivnost: Ph(4-F)>
> CgHyy * CaHo > Ph - O-“//A\Nf — ph(4-CH5) > Benzil

|\i E
T

Antibakterijska jezqra

Antibakterijska aktivnost:
CH2Ph(4-1Bu) > Benazil

Slika 6. Sazetak odnosa strukture i aktivnosti antibakterijskih 1,2,3-triazola.

2.2.2. Antifungalna svojstva

Neka istrazivanja su otkrila da ukljucivanje triazolnih skupina u $krobne spojeve moze poboljsati
njihova antifungalna svojstva. Osim toga, Skrobni derivati koji sadrze 1,2,3-triazol mogu biti
pretvoreni u $krobne derivate koji sadrze 1,2,3-triazol kroz proces N-alkiliranja.® Istovremeno,
pripremljena je serija novih 1,2,3-triazolnih Skrobnih derivata putem bakrom katalizirane azid-
alkin cikloadicije (CUAAC) (Slika 7). Skrobni derivati koji sadrze nabijenu 1,2,3-triazolnu skupinu
pokazali su vecu inhibicijsku aktivnost protiv fitopatogenih gljiva od onih Skrobnih derivata koji
sadrze nenabijenu 1,2,3-triazolnu skupinu.

Ovo ukazuje na to da je nabijena triazolna skupina klju¢na aktivna skupina. Kationski triazoli
mogu stvarati elektrostaticke interakcije s anionskim komponentama na stani¢nim stijenkama
gljiva.® U usporedbi s derivatima Skroba koji sadrze 1,2,3-triazol, elektrostati¢ka interakcija
nabijenih 1,2,3-triazolnih derivata ima veci utjecaj na mikroorganizme od vodikove veze izmedu
nenabijenih 1,2,3-triazolnih analoga i ciljanih molekula. Duljina alkilnih lanaca je vazan ¢imbenik

odredivanja antifungalne aktivnosti nabijenih 1,2,3-triazolnih funkcionaliziranih $krobnih
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derivata, pri ¢emu antifungalna svojstva opadaju s povecanjem duljine bo¢nog lanca. Moguci
razlog za to je $to duzi alkilni lanci obi¢no pruzaju viSe elektrona nabijenom 1,2,3-triazolnom
dijelu, rezultiraju¢i smanjenjem gustoce pozitivnog naboja i dovode¢i do smanjenja antifungalne
ucinkovitosti. Nadalje, uvodenje piridinskih i alkilnih skupina moze pojacati antifungalnu

aktivnost.®

X —» Nema znaéajnog efekta
Antifungalna aktivhost: C;H,OH > C;H,OH

> C4HgOH > CcH,,OH P
4Mg sM10 v._h“'“'“»<)_,_\/,//’\N"_r T Funkcijska skupina
: N©N

T Antifungalna jezgra

Antifungalna aktivnost: CH; > benzil e

Slika 7. Sazeti odnos strukture i aktivnosti antifungalnih 1,2,3-triazola.

2.2.3. Antikancerogeno djelovanje

Kombiniranjem triazolnih kationskih jedinica s masnim lancima mozZe se dobiti niz spojeva s
antikancerogenim aktivnostima. Mnoge studije su pokazale da su 1,3,4-trisupstituirani kationski
1,2,3-triazoli obecavajuci okviri za razvoj novih lijekova za lijecenje oboljelih od raka (Slika 8).°
Aromatski supstituenti mogu regulirati citotoksi¢nost 1,2,3-triazolnih soli na tumorske stanice. 0
Spojevi s elektron-donorskom skupinom (npr. 4-metoksifenil) imaju bolju antikancerogenu
aktivnost u usporedbi sa spojevima koji imaju elektroneutralne skupine (npr. fenil) ili elektronski
privlatne skupine (npr. 4-(trifluormetil)fenil). Spojevi s decilnim supstituentima na N-1
polozajima pokazuju snaznu citotoksi¢nost protiv stanica raka. Zanimljivo je da nema znacajne
razlike u ucinku razli¢itih anionskih oblika istih triazolnih soli na antikancerogene aktivnosti.
Takoder, kationskal,2,3-triazolna skupina ucinkovita je za ciljanje mitohondrija.® Istrazivanja
sugeriraju da 1,2,3-triazolne soli induciraju apoptozu stanica raka putem mitohondrijske apoptoze
1 puteva zaustavljanja stanicnog ciklusa. To moze biti zbog jaceg mitohondrijskog elektronskog
efekta u stanicama raka nego u normalnim stanicama. U slozenim sustavima Zivih stanica, odnos

struktura-aktivnost 1,2,3-triazolnih soli rezultat je kombinacije stereo- i elektronskih efekata.”
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Slika 8. Sazeti odnos izmedu strukture i aktivnosti antikancerogenih 1,2,3-triazola.

2.2.4. Antilismenijska” djelovanja

Spojevi s bo¢nim lancima od 10 ugljikovih atoma na poziciji N-1 i metilnom grupom na poziciji
N-3 pokazuju dobra antilismenijska djelovanja.t! Dugi ugljikov lanac na poziciji N-1 ovih spojeva
povoljan je za njihovu antili$menijsku aktivnost. Spojevi koji sadrze 12, 14 ili 16 ugljikovih atoma
u alkilnom bo¢nom lancu pokazuju bolju antiliSmenijsku aktivnost, no dugi ugljikov lanac takoder
dovodi do jake toksi¢nosti prema makrofagima (Slika 9).1! Uz to, soli 1,2,3-triazola s propilnom
grupom na poziciji N-3 pokazuju snazan toksi¢ni ucinak na makrofage, bez obzira na duzinu
bocnog lanca. Vazno je napomenuti da je kationska 1,2,3-triazolna skupina klju¢na za poboljsanje
antilismenijske aktivnosti spojeva, buduci da spojevi s triazolijevom skupinom pokazuju vecu
antilismenijsku aktivnost od svojih analognih triazolnih spojeva. Razli¢ite vrste aniona spojeva
imaju odredene udinke na antilismenijske aktivnosti i selektivnost.** Na primjer, spoj koji sadrzi
anione octene kiseline bio je 5,5 puta aktivniji protiv promastigota L. amazonensis nego analog

koji sadrZi jodidne anione te pokazuje visoko selektivnu biolosku aktivnost (slika 9).

“ Visceralna lismenijaza ili kala-azar sustavna je infektivna bolest uzrokovana protozoama Leishmania donovani i

Leishmania infantum koje prenose zarazeni insekti poznati kao nevidi ili papataci.

14



. X~ | ——— Antilismenijska aktivnost: CH,C00" > Br", I

Antilismenijska aktivnost: etanol > 1,2-epoksi-3-
etoksipropan > etil-acetat - O

N'/ —* (,¢Hy = dobra antiliZmenijska aktivnost

7
H +_

 NEN |
b T Antilimenijska jezgra

CH; = dobra antilimenijska aktivnost
C;H; = jaka citotoksiénost prema makrofagima

Slika 9. Sazeti odnos izmedu strukture i aktivnosti antili$menijskih 1,2,3-triazola.

2.3. Sinteza triazola

U ranom 21. stolje¢u doslo je do proboja u kemiji triazola kada je Sharplessova grupa prvi put
predlozila novi koncept poznat kao klik-kemija. Klik-kemija je mo¢na sintetska strategija koja ima
za cilj uéinkovito i selektivno stvaranje kemijskih veza pod blagim reakcijskim uvjetima.'? Jedna
od najraznovrsnijih klik-reakcija je sinteza soli 1,2,3-triazola. Klik-kemija za sintezu soli 1,2,3-
triazola obi¢no ukljucuje tri koraka koristeci azid i alkin kao pocetne materijale: cikloadicijsku
reakciju 1,2,3-triazola, N-alkiliranje i metatezu soli. Koristenje i sinteza 1,2,3-triazola znac¢ajno su
porasli posljednjih desetljeca. Postojanje triazola prepoznato je od 1960-ih kada je Huisgen otkrio
termalnu cikloadicijsku reakciju koja ukljuuje azide i1 alkine (Shema 1). Pri visokim
temperaturama, Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija izmedu azida i terminalnih ili unutarnjih
alkina dovodi do stvaranja triazola.'®* Medutim, ova metoda je ograni¢ena zbog potrebe za
produzenim zagrijavanjem i proc¢i§¢avanjem smjese 1,4- 1 1,5-regioizomera. Godine 1974.,
Huisgen 1 suradnici otkrili su da Cu(I) kationi mogu katalizirati ciklizaciju reakcije izmedu azida
i alkina, $to dovodi do stvaranja 1,2,3-triazola.* Demonstrirali su da se pod kataliti¢ckim uvjetima
CuAAC reakcijom moze selektivno generirati 1,4-disupstituirani izomer kao glavni produkt.
Kljuéni korak u Huisgenovoj sintezi je stvaranje bakrovog(I) acetilidnog intermedijera iz alkina 1

bakrovog katalizatora.!* Taj intermedijer zatim reagira s azidom kako bi se generirao vrlo stabilan
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1,2,3-triazolni produkt. Reakcija pokazuje visoku regioselektivnost pod blagim reakcijskim
uvjetima, dajuéi 1,4-disupstituirani triazolni produkt kao glavni izomer. 2008. godine, Fokinova
grupa odabrala je rutenij(Il) kao katalizator za promicanje reakcije izmedu serije organskih azida
i terminalnih alkina koji sadrze razne funkcijske skupine.® 1,5-disupstituirani 1,2,3-triazolni

produkti selektivno su generirani na visokoj temperaturi.

o JN N N::N
gnjanje N\yi\o ! N,
o/ O/ 1.5-izomer

1. 4-izomer

v

Cull) — kataliza N=N
o0

N=N
o ”g

Shema 1. Toplinska i kataliticka [3+2] cikloadicija azida i alkina reakcijom s 1,2,3-triazolom.

:
T

Ru(ll) - kataliza

Strukturno slozene 1,2,3-triazolne soli mogu se lako pripremiti iz odgovarajucih 1,2,3-triazola
koriste¢i alkil-halide, tosilate, trifluorometansulfonate ili trialkiloksonije (Shema 2).1° Proces
alkiliranja obi¢no ukljucuje upotrebu baze za deprotoniranje 1,2,3-triazola, nakon ¢ega slijedi
reakcija s alkiliraju¢im sredstvom. Ova transformacija opéenito tolerira Sirok raspon funkcijskih
skupina na N-1 i C-4 pozicijama triazolnog prstena i ¢esto se dogada s opéom N-3
regioselektivnoscu.
X X
/

" " N0 T o
O/ \/\\O N-alkiliranje O/ \7\\0 O/ Z

/N:N X— /N:N/ N=

Shema 2. N-alkiliranje 1,2,3-triazola.
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Mi u ovom radu provodimo novu sintezu koje jo$ nema u literaturi te na taj nacin istrazujemo nova
potencijalna svojstva ovih soli, kao i mogucnost inhibiranja enzima kolinesteraza. Kolinesteraza
je enzim koji katalizira hidrolizu neurotransmitera acetilkolina na kolin i octenu kiselinu.'® Ovaj
proces je kljuCan za regulaciju acetilkolina, koji je neurotransmiter koji prenosi signale izmedu
neurona u zivéanom sustavu.l’ Postoji jedno podruéje gdje se ciljano Koristi ova strategija: u
lijeCenju odredenih neuroloskih bolesti poput Alzheimerove bolesti. U Alzheimerovoj bolesti
dolazi do progresivnog propadanja ziv€anih stanica i gubitka kognitivnih funkcija. Jedna od
karakteristika Alzheimerove bolesti je smanjenje razine acetilkolinergi¢ne neurotransmisije, §to
doprinosi simptomima poput gubitka paméenja i kognitivnog propadanja. Zato se u terapiji
Alzheimerove bolesti koriste lijekovi nazvani inhibitorima acetilkolinesteraze. Ovi lijekovi djeluju
inhibiraju¢e na enzim kolinesterazu, Sto povecava razinu acetilkolina u mozgu i pomaze u
poboljsanju kognitivnih funkcija kod nekih bolesnika s Alzheimerovom bolegéu.t’

Jo§ jedan primjer gdje se triazolne soli mogu pronaci te koristiti je za sintezu vodotopivih
BOPAHY fluorofora. Nedavno je otkriven bis(difluorbor)pirol-acilhidrazon (BOPAHY) (Shema
3) ¢ije su pretece fluorescentni kromofori koji se koriste u raznim primjenama kao $to su
bioimaging tehnike, optoelektroni¢ki uredaji i senzori. Fluorescentni kromofori s borovim
srediStem trenutno privlade veliku paznju.!® Medu njima, BODIPY (bor-dipirometan) boje su
najuspjesnije zbog svojih prilagodljivih fotofizickih svojstava. Uspjeh BODIPY boja doveo je do
sve vecéeg istrazivanja novih fluorofora s borovim sredistem. Tako je istrazen potencijal 1,2,3-
triazolnih soli za formiranje vodotopivih BOPAHY kromofora. 1,2,3-triazol-substituirani piroli
sintetizirani su bez koristenja metala i alkilirani kako bi se dobile vodotopive 1,2,3-triazolne
BOPAHY boje. Visoki kvantni prinosi fluorescencije primijeceni su za BOPAHY boje povezane
triazolom u diklormetanu, dok su umjereni kvantni prinosi fluorescencije zabiljezeni za BOPAHY
kromofore povezane s 1,2,3-triazolnom jedinicom u diklormetanu i vodi, dok je fluorescencija

slobodno rotirajuéih 1,2,3-triazola djelomi¢no ugasena u vodi.'®
Kako bi se dobili u vodi topljivi BOPAHY spojevi, provedene su reakcije metiliranja na pocetnim

BOPAHY-ima s jodometanom (Mel) ili metil-triflatom (MeOTf) kako bi se dobile triazolne soli
(Shema 3).18
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Shema 3. Sinteza triazolnih BOPAHY spojeva.®

Uz to, triazolne soli svoje mjesto pronalaze i kod sinteze novih niskoviskoznih bicikli¢kih 1,2,3-
triazolnih ionskih tekucina. Visoka viskoznost ionskih tekuéina usporava proces regeneracije boje
u solarnim ¢éelijama osjetljivim na boje, $to dovodi do manje uéinkovitih uredaja.?! Stoga je
osmisljena i pripremljena serija bicikli¢kih triazolnih soli (Shema 4) putem bakrom katalizirane
azido-alkinske klik-reakcije. Predvideno je da ¢e biciklicka struktura kationa poremetiti pakiranje
iona, smanjujudi tako elektrostatske interakcije 1 na kraju dovodec¢i do ionskih tekuc¢ina s niskom
viskoznoséu.?’ Stovise, tricijanometanidni anion, s tri elektronski privla¢ne nitrilne skupine, moze
rasprsiti negativni naboj i osigurati niskoviskozne ionske tekucine.

Pomnim odabirom kationa i aniona dobivene su niskoviskozne ionske tekuéine na sobnoj
temperaturi, koje su uspjesno primijenjene u visokoucinkovitim solarnim ¢éelijama osjetljivim na
boje.?® Pokazalo se da su uredaji vrlo stabilni, zadrzavaju¢i do oko 90% svoje pocetne izvedbe
nakon 1000 sati ubrzanog testa starenja.?’ Ove bicikli¢ke ionske tekuéine na bazi nabijenih 1,2,3-
triazola predstavljaju alternative imidazolijevim solima koje su bile nenadmasne posljednjih
desetak godina. Stoga se ocekuje da ¢e ovi rezultati, koji su vazni za industrijsku primjenu solarnih
¢elija osjetljivih na boje, potaknuti veéi interes za relativno neistrazene ionske tekucine, $to ¢e

dovesti do viSe prakti¢nih primjena u buduénosti.?
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Shema 4. Priprema bicikli¢kih 1,2,3-triazolnih ionskih tekucina.
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3. REZULTATI I RASPRAVA
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3.1. Pregled sintetiziranih spojeva

Ciljani produkti dobiveni u ovom radu su po strukturi tienobenzo-triazoli. Sintetizirani su
prethodno tieno-triazolni stilbeni kao smjese izomera Wittigovom reakcijom 2-tienilne, tj. 5-
metil-2-tienilne soli s razli¢itim 1-supstituiranim 1,2,3-triazol-4-karbaldehidima 1-4 (Slika 10).
Opcenito se ova vrsta reakcije koristi za pripravu alkena pri ¢emu aldehidi ili ketoni reagiraju s
fosforovim ilidima. No, da bi se uopée mogli sintetizirati tieno-triazolni stilbeni 5-8 (Slika 11),
najprije je bilo potrebno pripraviti odgovarajuce triazolne aldehide. Potrebni aldehidi dobiveni su
reakcijom 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida 1 odgovarajuéeg amina. S obzirom na
dvostruku vezu koju sadrze i koja je doprinjela stvaranju konjugiranog sustava, sintetizirani tieno-
triazolni stilbeni 5-8 podvrgnuti su fotokemijskim reakcijama. Prilikom osvjetljavanja smjesa
izomera ovih spojeva doslo je do fotokemijske 6m-ciklizacije. Spojevi koji su dobiveni
fotokemijskim zatvaranjem prstena su tienobenzo-triazoli 9-12 (Slika 12). Iz spoja 9 je
metiliranjem dobivena tienobenzo-triazolna sol 13 (Slika 13) 1 ona je ta koja je pokazala

potencijalno inhibicijsko djelovanje.

OHC, OHC F
N: _N Cl <
1 2
OHC OCH3; OHC

Slika 10. Strukture triazolnih aldehida 1-4 sintetiziranih u ovom radu.

21



T h

Slika 11. Strukture tieno-triazolnih stilbena 5-8 sintetiziranih u ovom radu.
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Slika 12. Strukture tienobenzo-triazola 9-12 sintetiziranih u ovom radu.
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Slika 13. Struktura tienobenzo-triazolne soli 13 sintetizirane u ovom radu.
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3.1.1. Sinteza triazolnih aldehida 1-4

Triazolni

aldehidi 1-4 sintetizirani

1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-

karbaldehida (prethodno sintetiziranog u naSem laboratoriju) i odgovaraju¢eg amina (Shema 5).

Tako pripravljeni spojevi kao osnovu strukture sadrze 1,2,3-triazolnu jezgru s formilnom

skupinom na polozaju 4. Dio strukture koji se mijenjao jesu supstituenti na polozaju 1. Ovisno o

supstituentu koji sadrze, svaki aldehid ima razli¢ite spektroskopske karakteristike. Dobiveni

produkti prociséeni su kolonskom kromatografijom s odredenim sustavom otapala. Kao

nepokretna faza koriSten je silika-gel. Reakcijom nastaje 1 sporedni produkt para-nitroanilin koji

prvi eluira.

Cl
1: 65 %, R =

2:37% R = \/@\

F

Shema 5. Sinteza triazolnih aldehida 1-4.

RNH,, 1,4-dioksan

24 h,120 °C

3:72%,R =

4:79%,R=

Cl

H
1-4
\/©\OCH3

Za sintezu triazolnog aldehida 1 koristeni su 1-(4-nitrofenil)-1/-1,2,3-triazol-4-karbaldehid

otopljen u 1,4-dioksanu 1 4-klorbenzilaminu. Produkt reakcije prociS¢en je kolonskom
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kromatografijom sa sustavom otapala PE/DCM (50%) i DCM/EtOAc (10%). Dobiveno izolirano
iskoriStenje iznosi 65%. Prema protonskom NMR spektru u izoliranom uzorku nalazi se Cisti

ciljani aldehid 1.

Za sintezu triazolnog aldehida 2 koriSteni su 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid
otopljen u 1,4-dioksanu i 3-flourbenzilaminu. Produkt reakcije procis¢en je kolonskom
kromatografijom sa sustavom otapala PE/DCM(50%) i DCM/EtOAc(2%). Dobiveno iskoristenje

iznosi 37%. U izoliranom uzorku ima malo para-nitroanilina, ciljanog aldehida i amina.

Za sintezu triazolnog aldehida 3 koristeni su 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid
otopljen u 1,4-dioksanu i 3-metoksibenzilaminu. Produkt reakcije procis¢en je kolonskom
kromatografijom sa sustavom otapala PE/DCM(50%) 1 DCM/EtOAc(20%). Dobiveno
iskoriStenje iznosi 72%. U izoliranom uzorku vecinski je prisutan ciljani aldehid s malo para-

nitroanilina.

Za sintezu triazolnog aldehida 4 koristeni su 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid
otopljen u 1,4-dioksanu 1 4-klorbenzilaminu. Produkt reakcije procis¢en je kolonskom
kromatografijom sa sustavom otapala PE/DCM(50%) i DCM/EtOAc(10%). Dobiveno
iskoriStenje iznosi 79%. Izolirani uzorak osim ciljanog aldehida sadrzi i malo etanola te tragove

para-nitroanilina.

Izolirani uzorci koji sadrZe ciljane triazolne aldehide 1-4 koriSteni su za sljedece stupnjeve

sinteze.

3.1.2. Sinteza tieno-triazolnih stilbena 5-8 Wittigovom reakcijom

Tieno-triazolni stilbeni 5-8 sintetizirani su Wittigovom reakcijom iz 2-tienilne (Shema 6), tj.
5-metil-2-tienilne soli i odgovarajuceg triazolnog aldehida 1-4 (Shema 7). To su spojevi koji u
svojoj strukturi sadrze 1-supstituirani 1,2,3-triazolni prsten povezan dvostrukom vezom ugljik-
ugljik na polozaju 4 s benzilnim supstituentom. S obzirom da se u strukturi ovih spojeva nalazi
dvostruka veza, reakcijom nastaju dva izomera s razliitim spektroskopskim karakteristikama.
Izomeri se jako teSko razdvajaju zbog vrlo sli¢nih Ry vrijednosti, no u ovom sluc¢aju to nije ni bilo

potrebno jer se dalje u fotokemijske reakcije moglo i¢i sa smjesom izomera.
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Dobiveni produkti Wittigove reakcije 5-8 procis¢eni su kolonskom kromatografijom s
odredenim sustavom otapala. Kao nepokretna faza koriSten je silika-gel. Reakcijom nastaje
smjesa izomera pri ¢emu cis-izomer i trans-izomer eluiraju sli¢nim brzinama, dok neizreagirani

aldehid eluira prvi. Nakon oba izomera eluira i trifenilfosfin-oksid.

OHC @
>=\ NaOEt S

N /\©7 s~ ~CHoP*PHaBr N, 72h, 40 °C _ trifenilfosfin-oksid

5: 82 %, cis-:trans-: = 1.6 : 1

Shema 6. Sinteza tieno-triazolnog stilbena § Wittigovom reakcijom s tienilom soli.

H3C =
N7 NaOEt
SN
H3C CH2P+PH3BI’_

_ + trifenilfosfin-oksid
S Ny, 168h, 25°C R

' N. N7
H N

6: 16 %, cis-trans-=14:1.R = \/@\
F

Cl
8:22 %, cis-itrans-=1.3:1,R =

7:17 %, cis-trans-=1.3:1,R = \/©\
OCHj

Shema 7. Sinteza tieno-triazolnih stilbena 6-8 Wittigovom reakcijom s 5-metil-2-tienilom soli.
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Za sintezu tieno-triazolnog stilbena 5 koriStena je 2-tienilna sol 1 1-(4-klorbenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-karbaldehid (1) uz dodatak natrijevog etoksida koji je dobiven reakcijom elementarnog
natrija 1 apsolutnog etanola. Produkt reakcije procis¢en je kolonskom kromatografijom sa
sustavom otapala PE/E. Dobiveno izolirano iskoriStenje iznosi 82 %. Cis-izomer prisutan je u

nesto ve¢em udjelu od trans-izomera (cis- : trans- = 1.6 : 1) prema protonskom NMR spektru.

Za sintezu tieno-triazolnog stilbena 6 koristena je 5-metil-2-tienilna sol i 1-(3-flourbenzil)-
1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (2) uz dodatak natrijevog etoksida koji je dobiven reakcijom
elementarnog natrija 1 apsolutnog etanola. Produkt reakcije procis¢en je kolonskom
kromatografijom sa sustavom otapala PE/E. Dobiveno iskoristenje iznosi 16 %. Cis-izomer
prisutan je u nesto ve¢em udjelu od trans-izomera (cis- : trans- = 1.4 : 1) prema protonskom

NMR spektru.

Za sintezu tieno-triazolnog stilbena 7 koristena je 5-metil-2-tienilna sol i 1-(3-metoksibenzil)-
1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (3) uz dodatak natrijevog etoksida koji je dobiven reakcijom
elementarnog natrija 1 apsolutnog etanola. Produkt reakcije proc¢is¢en je kolonskom
kromatografijom sa sustavom otapala PE/E. Dobiveno iskoriStenje iznosi 17 %. Cis-izomer
prisutan je u nesto ve¢em udjelu od trans-izomera (cis- : trans- = 1.3 : 1) prema protonskom

NMR spektru.

Za sintezu tieno-triazolnog stilbena 8 koriStena je 5-metil-2-tienilna sol i 1-(4-klorbenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-karbaldehida (4) uz dodatak natrijevog etoksida koji je dobiven reakcijom
elementarnog natrija 1 apsolutnog etanola. Produkt reakcije prociS¢en je kolonskom
kromatografijom sa sustavom otapala PE/E. Dobiveno iskoriStenje iznosi 22 %. Cis-izomer
prisutan je u nesto ve¢em udjelu od trans-izomera (cis- : trans- = 1.3 : 1) prema protonskom

NMR spektru.

3.1.3. Fotokemijska sinteza tienobenzo-triazola 9-12

Tienobenzo-triazoli 9-12 sintetizirani su fotokemijskim reakcijama tieno-triazolnih stilbena 5-
8 (Shema 8/9). Odgovarajudi tieno-triazolni stilbeni 5-8 otopljeni su u toluenu te preneseni u kivetu

od kvarca koja propusta svjetlost. Smjesi je dodan jod u kataliti¢koj koli¢ini koji sluzi kao
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oksidacijsko sredstvo. Reakcije su se zatim osvjetljavale svjetlos¢u valne duljine od 313 nm. Tijek

reakcije pratio se pomocu tankoslojne kromatografije.

_ hv - //N
_ I, N—-N

N. _N toluen
N 313 nm
I
c Cl
9:25%
Shema 8. Fotokemijska sinteza tienobenzo-triazola 9.
5/ S
hv H3C \
=\_ - N
- N—
N N-R toluen NN
N R
313 nm

11:32 %, R = \/©\OCH3
Cl
12:19 %, R = \/O/

Shema 9. Fotokemijska sinteza tienobenzo-triazola 10-12.

10: 21 %, R = \/©\
F
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Za sintezu tienobenzo-triazola 9 koristen je 1-(4-klorbenzil)-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-
triazol (5) otopljen u toluenu. Produkt reakcije procis¢en je kolonskom kromatografijom sa
sustavom otapala PE/E. Dobiveno izolirano iskoristenje iznosi 25 %. Prema protonskom NMR
spektru u izoliranom uzorku prisutan je Cisti produkt, koji je eluirao u prvim frakcijama, dok je u

zadnjim frakcijama eluirao neproreagirani pocetni spoj 5.

Za sintezu tienobenzo-triazola 10 koristen je 1-(3-flourbenzil)-4-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil-
1H-1,2,3-triazol (6) otopljen u benzenu. Produkt reakcije procisS¢en je kolonskom
kromatografijom sa sustavom otapala PE/E. Dobiveno izolirano iskoriStenje iznosi 21 %. Prema
protonskom NMR spektru u izoliranom uzorku prisutan je Cisti produkt, koji je eluirao u prvim

frakcijama, dok je u zadnjim frakcijama eluirao neproreagirani pocetni spoj 6.

Za sintezu tienobenzo-triazola 11 koriSten je 1-(3-metoksibenzil)-4-(2-(5-metiltiofen-2-
il)vinil-1H-1,2,3-triazol (7) otopljen u benzenu. Produkt reakcije procis¢en je kolonskom
kromatografijom sa sustavom otapala PE/E. Dobiveno izolirano iskoristenje iznosi 32 %. Prema
protonskom NMR spektru u izoliranom uzorku prisutan je ¢isti produkt, koji je eluirao u prvim

frakcijama, dok je u zadnjim frakcijama eluirao neproreagirani pocetni spoj 7.

Za sintezu tienobenzo-triazola 12 koriSten je 1-(4-klorbenzil)-4-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil-
1H-1,2,3-triazol (8) otopljen u benzenu. Produkt reakcije procis¢en je kolonskom
kromatografijom sa sustavom otapala PE/E. Dobiveno izolirano iskoriStenje iznosi 19 %. Prema
protonskom NMR spektru u izoliranom uzorku prisutan je €isti produkt, koji je eluirao u prvim

frakcijama, dok je u zadnjim frakcijama eluirao neproreagirani pocetni spoj 8.
3.1.4. Metiliranje tienobenzo-triazola 9

Tienobenzo-triazolna sol (13) sintetizirana je tako $to je otopljen 1-(4-klorbenzil)tienobenzo-
1H-[1,2,3]triazol (9) kao reprezentativna molekula u DCM-u te dodan metil-jodid u suvisku od
10 ekvivalenata, nakon cega je reakcijska aparatura propuhana argonom. Nakon mijeSanja
tijekom odredenog vremena uzorak se ohladi na 0 °C te se doda etera, pri ¢emu se slabije topljivija
sol istalozi, a u otopini ostaje neproreagirana neutralna molekula 9. Zatim se reakcijska smjesa
prebaci u kivetu pomocu etera te se centrifugira pa se eter dekantira. Postupak se ponovi osam

puta prema iskustvu iz laboratorija. Dobiveno izolirano iskoriStenje na soli 13 iznosi 25 %.
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3.2. Spektroskopska karakterizacija sintetiziranih derivata

Sintetizirani derivati dobiveni su u dovoljnim koli¢inama za analizu spektroskopskim
metodama te za bioloska ispitivanja. Za potvrdu strukture pripravljenih spojeva koristile su se 'H
i *C NMR spektroskopija, te HRMS analiza. '"H NMR spektroskopija daje informacije o broju
protona u strukturi pri ¢emu je integral povrSine signala proporcionalan broju protona. Iznimno
je vazna za odredivanje omjera izomera ¢emu doprinosi karakteristi¢na etenska konstanta sprege.
U '3C NMR spektrima jedan pik vidi se za svaki ugljikov atom koji se od ostalih razlikuje prema

kemijskoj okolini.

3.2.1. NMR spektroskopija sintetiziranih triazolnih aldehida 1-4

Za triazolni aldehid 1 snimljen je '"H NMR spektar (Slika 14) u kojemu je vidljivo pet signala
za pet razliCita protona koji su kemijski neekvivalentni. Singlet na 10.13 ppm je signal za formilni
proton koji se inace o€ekuje u podrucju izmedu 9.5 — 12 ppm. Upravo taj signal potvrduje da je
dobiveni produkt aldehid. Proton dvostruke veze ugljik-ugljik u triazolnom prstenu potvrduje
singlet na 8.01 ppm. Opcenito se signali za dvostruku vezu ugljik-ugljik nalaze u podrucju izmedu
4 —7 ppm, no ovaj signal je pomaknut zbog utjecaja elektronegativnosti atoma dusika (induktivni
efekt). Sto je veci broj elektronegativnijih atoma u susjedstvu, pomak u niZe polje se poveéava
(pojacava). Tako je singlet u alifatskom dijelu spektra na 5.57 ppm pomaknut zbog veze ugljik-
dusik. Preostala dva signala u spektru odgovaraju aromatskim protonima. To su multipleti u

podrucju 7.37 — 7.40 ppm i 7.24 — 7.26 ppm od kojih se i o¢ekuju pomaci u podrucju 7 — 9 ppm.
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Slika 14. 'TH NMR spektar 1-(4-klorbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (1).

Za triazolni aldehid 2 snimljen je '"H NMR spektar (Slika 15) u kojemu je vidljivo sedam
signala za sedam razliCitih protona koji su kemijski neekvivalentni. Singlet na 10.14 ppm signal
je za formilni proton §to je dokaz da je dobiveni spoj aldehid. Signal za proton dvostruke veze
ugljik-ugljik u triazolnom prstenu nalazi se na 8.03 ppm u obliku singleta. U aromatskom dijelu
spektra vidljiva su Cetiri signala karakteristi¢na za meta-supstituirani aromatski prsten. To su
dublet-dubleta s konstantama sprega od 13.8 1 7.9 Hz na 7.39 ppm, singlet na 7.09 ppm, dublet s
konstantom sprege od 8.1 Hz na 7.08 ppm 1 dublet s konstantom sprege od 9.0 Hz na 7.01 ppm.
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Preostao je jos$ jedan signal za metilenske protone okruzene triazolnom 1 aromatskom jezgrom na

5.59 ppm u obliku singleta.
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Slika 15. '"H NMR spektar 1-(3-flourbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (2).

Za triazolni aldehid 3 snimljen je "H NMR spektar u kojemu je vidljivo osam signala za osam
razli¢itih protona koji su kemijski neekvivalentni. Singlet na 10.13 ppm odgovara formilnom
protonu koji je potvrda za aldehid, a singlet na 8.00 ppm odnosi se na proton dvostruke veze

ugljik-ugljik u triazolnom prstenu. U aromatskom dijelu spektra nalaze se Cetiri signala
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karakteristi¢na za ve¢ spomenutu meta-supstituciju: dublet-dubleta s konstantama sprega od 15.9
17.9 Hz na 7.33 ppm, dublet s konstantom sprege od 8.3 Hz na 6.92 ppm, dublet s konstantom
sprege od 7.6 Hz na 6.88 ppm i singlet na 6.82 ppm. Preostala su dva singleta u alifatskom dijelu
spektra od kojih je jedan signal za metilenske protone okruzene triazolnom i aromatskom jezgrom
na 5.55 ppm i drugi na 3.80 ppm koji se odnosi na protone metoksi-skupine. U ovom slucaju
protoni metilne skupine nalaze se u blizini elektronegativnog atoma (kisika), pa se iz tog razloga

signal nalazi u podruc¢ju 3 — 4 ppm.

Za triazolni aldehid 4 snimljen je '"H NMR spektar u kojemu je vidljivo pet signala za pet
razli¢itih protona koji su kemijski neekvivalentn. Singlet na 10.13 ppm odgovara formilnom
protonu koji je potvrda za prisutnost aldehida, a singlet na 8.00 ppm odnosi se na proton dvostruke
veze ugljik-ugljik u triazolnom prstenu. U aromatskom dijelu spektra (7 — 9 ppm) vidljiva su dva
signala vezana uz aromatske protone. To su multiplet u podrucju 7.38 — 7.40 ppm 1 multiplet u
podrucju 7.24 — 7.26 ppm. Spektar sadrzi i1 jedan signal u manje zasjenjenom dijelu odnosno

singlet na 5.57 ppm za metilenske protone okruzene triazolnom i aromatskom jezgrom.

3.2.2. NMR spektroskopija sintetiziranih tieno-triazolnih stilbena 5-8

Kod tieno-triazolnih stilbena 5-8 sintetiziranih Wittigovom reakcijom 'H NMR spektroskopija
posluzila je za potvrdu nastanka dvostruke veze te za odredivanje omjera cis- 1 trans-izomera u
dobivenoj smjesi produkata. S obzirom da su u pitanju smjese, signale nije bilo potrebno detaljno
analizirati zbog njihove slozenosti odnosno djelomi¢nog preklapanja. Bitno je bilo utvrditi jesu li
zaista prisutne smjese izomera koje su potrebne za daljnje fotokemijske reakcije. Dobiveni omjeri
cis- 1 trans-izomera za svaki od sintetiziranih tieno-triazolnih stilbena prikazani su u tablici 1. U
fotokemijske reakcije polazilo se upravo s dobivenom smjesom produkata jer prilikom
osvjetljavanja dolazi do izomerizacije i uspostavljanja fotostacionarnog stanja u kojemu je prisutna
ravnoteza izmedu cis- 1 trans-izomera. To znaci da ¢e bez obzira na sastav polazne smjese, ishod

biti uvijek isti pri istoj valnoj duljini.
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Tablica 1. Dobiveni omjeri cis- 1 trans-izomera sintetiziranih tieno-triazolostilbena prema

protonskim NMR spektrima.

OZNAKA TIENO- STRUKTURA TIENO-
TRIAZOLOSTILBENA TRIAZOLOSTILBENA OMUJER cis-: trans-1ZOMERA
J
1
5 S %ﬁ 16:1
N\\N’N/\@*CI
6 S 14:1
ILE»:\ F
N. _N
NG
7 S 13:1
11&5:\ OCH3
N. _N
M)
8 S 13:1

N\ N

3.2.3. NMR spektroskopija sintetiziranih tienobenzo-triazola 9-12 i triazolne soli 13

Struktura tienobenzo-triazola 9 potvrdena je 'H i '*C NMR spektroskopijom. U '"H NMR

spektru vidljivo je sedam signala za sedam razliCitih protona koji su kemijski neekvivalentni.

Aromatski dio spektra ovdje sadrzi nesSto viSe signala zbog prisutnosti para-supstituiranog

benzena. Signali u tom podrucju jesu: dva dubleta s konstantom sprege od 5.5 Hz na pomacima
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od 7.58 1 7.46 ppm, dublet s konstantom sprege od 9.2 Hz na 7.83 ppm, dublet s konstantom

sprege od 8.9 Hz na 8.00 ppm te dva dubleta koja se odnose na navedenu para-supstituciju na

7.12 ppm i 7.29 ppm s konstantom sprege 8.5 Hz (Slika 16). Prisutan je i signal u zasjenjenijem

podrucju, a to je singlet na 6.1 ppm koji se odnosi na protone metilenske skupine okruzene

triazolnom i benzenskom jezgrom. U '*C NMR spektru vidljivo je trinaest signala za ugljikove

atome koji imaju razli¢itu kemijsku okolinu od kojih je Sest kvaternih ugljika. Veéina signala

nalazi se u nezasjenjenom dijelu spektra na ve¢im kemijskim pomacima, tj. u podrucju 100 — 160

== BEeE R G§%9 ARARE 949 g
(¥ Ry Yy N 1
L (c)
(d)
(b) N |
N-N
e
(e) 0
| e)
f)/g) (9)
Cl
al/b)/c)/d) a)/b)/c)/d) I f)/g)
I' a)/b)/c)/d) a)/b)/c)/d) .
. _‘ L sl \ JH[,JI\_._ e “u_h I
810 ?IQ 78 7.7 ?.IB ?IS ?I4 ?f3 I I I I 6.0

7.2 7.1 ?.)0 69 68 67 66 65 64 63 6.2 61

Slika 16. '"H NMR spektar 1-(4-klorbenzil)-1H-tienobenzo-[1,2,3]triazola (9).
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Struktura tienobenzo-triazola 10 potvrdena je 'H i 3*C NMR spektroskopijom. U '"H NMR
spektru vidljivo je devet signala za devet razliCitih protona koji su kemijski neekvivalentni. Ovaj
spektar sadrzi jo$ viSe signala u aromatskom dijelu u odnosu na prethodni zbog prisutnosti meta-
supstituiranog benzena. Signali koji se ovdje nalaze jesu: dva dubleta s konstantom sprege od 8.9
Hz na pomacima od 7.63 1 7.85 ppm, dublet s konstantom sprege od 7.8 Hz na 6.9 ppm, dublet-
dubleta s konstantama sprega od 15.9 1 8.0 Hz na 7.3 ppm, dublet s konstantama sprega od 9.4
Hz na 6.8 ppm te dva singleta na 7.19 ppm i 7.05 ppm. Od preostala dva singleta jedan se nalazi
na 6.05 ppm (metilenski protoni koji su okruzeni triazolnom i benzenskom jezgrom), a drugi pak
na 2.54 ppm (protoni metilne skupine). U 3C NMR spektru vidljivo je $esnaest signala za
ugljikove atome koji imaju razli¢itu kemijsku okolinu od kojih je sedam kvaternih ugljika.

Najveci dio signala nalazi se u podrucju 100 — 170 ppm i par drugih signala.

Struktura tienobenzo-triazola 11 takoder je potvrdena 'H i '*C NMR spektroskopijom. U 'H
NMR spektru vidljivo je deset signala za deset razli¢itih protona koji su kemijski neekvivalentni.
Kod ovog spoja takoder je prisutna meta-supstitucija benzena, pa se veéina signala nalazi upravo
u aromatskom dijelu spektra. To su sljedeéi signali: dva dubleta s konstantom sprege od 8.9 Hz
na pomacima od 7.68 1 7.90 ppm, dublet s konstantom sprege od 10.9 Hz na 6.84 ppm, dublet s
konstantom sprege od 8.2 Hz na 6.78 ppm, dublet-dubleta s konstantama sprega od 13.415.8 Hz
na 7.22 ppm, singlet na 7.26 ppm 1 singlet na 6.70 ppm (Slika 22). Singlet za metilenske protone
nalazi se na 6.05 ppm, a preostala dva singleta na 2.60 ppm odnosi se na metilnu skupinu i na
3.71 ppm odnosi se na protone metoksi-skupine. U *C NMR spektru vidljivo je sedamnaest
signala za ugljikove atome koji imaju razli¢itu kemijsku okolinu od kojih je sedam kvaternih

ugljika.

U 'H NMR spektru tienobenzo-triazola 12 vidljivo je sedam signala za sedam razli¢itih
protona koji su kemijski neekvivalentni. Aromatski dio spektra ovdje takoder sadrzi nesto vise
signala zbog prisutnosti para-supstituiranog benzena. Signali u tom podrucju su: dva dubleta s
konstantom sprege od 8.9 Hz na pomacima od 7.90 1 7.70 ppm, singlet na 7.26 ppm te dva dubleta
koja se odnose na para-supstituciju na 7.30 ppm s konstantom sprege 8.4 Hz i 7.12 ppm s
konstantom sprege 8.2 Hz (Slika 21). Prisutna su dva signala u zasjenjenijem podrucju, a to su

singlet na 6.1 ppm koji se odnosi na protone metilenske skupine okruzene triazolnom 1
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benzenskom jezgrom te singlet na 2.61 ppm za protone metilne skupine. U *C NMR spektru
vidljivo je trinaest signala za ugljikove atome koji imaju razli¢itu kemijsku okolinu od kojih je
sedam kvaternih ugljika. Ve¢ina signala nalazi se u nezasjenjenom dijelu spektra na ve¢im

kemijskim pomacima to¢nije u podruc¢ju 100 — 160 ppm, osim dva signala na manjim pomacima.

Struktura tienobenzo-triazolne soli 13 takoder potvrdena je 'H i 3C NMR spektroskopijom.
U 'H NMR spektru vidljivo je osam signala za osam razli¢itih protona koji su kemijski
neekvivalentni. Signali u aromatskom podrucju su: dublet s konstantom sprege od 5.6 Hz na 7.85
ppm, dublet s konstantom sprege od 5.2 Hz na 7.98 ppm, dublet s konstantom sprege od 9.04 Hz
na 8.10 ppm, dublet s konstantom sprege 8.0 na 8.34 ppm te dva dubleta koja se odnose na para-
supstituciju na 7.26 ppm s konstantom sprege 8.1 Hz i 7.42 ppm s konstantom sprege 8.4 Hz
(Slika 21). Prisutna su jo§ dva signala izvan ovog podrucja, a to je singlet na 6.45 ppm koji se
odnosi na protone metilenske skupine okruzene triazolnom i benzenskom jezgrom te singlet na
4.86 ppm koji se odnosi na protone metilne skupine, metilirane triazolne jezgre. U 3*C NMR
spektru vidljivo je Cetrnaest signala za ugljikove atome koji imaju razli¢itu kemijsku okolinu od

kojih je Sest kvaternih ugljika.

Svi izolirani €isti spojevi dati su 1 na snimanje masenih spektara te HRMS analizu, kako bi se

potvrdile strukture te njihova Cistoca.

3.3. Bioloska aktivnost sintetizirane tienobenzo-triazolne soli 13

Bioloska ispitivanja na SveuciliStu u Mostaru, Fakultetu za prirodoslovno-matematicke i odgojne
znanosti, pokazala su da spoj 9 pokazuje inhibiciju enzima butirilkolinesteraze s 1Cso vrijednosti
od 34,6 uM dok njegova sol 13 ima ICso od 0,6 uM, §to je Cak deset puta bolja inhibicijska
aktivnost od one koju pokazuje standardni reverzibilni inhibitor galantamin. Tako je upravo spoj
13 odabran za molekulsko pristajanje (Slika 17). Time se vizualizirala struktura kompleksa liganda
(molekula spoja 13) i1 aktivnog mjesta enzima BChE, te su identificirane nekovalentne interakcije

odgovorne za stabilnost kompleksa, koje utjeCu na potencijal inhibicije.
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Slika 17. Struktura aktivnog mjesta BChE u kompleksu s molekulom 1-(4-klorbenzil)-3-metil-
1H-tienobenzo-[1,2,3]triazola (13), dobivena metodom molekulskog dockinga. Atomi vodika
prikazanih aminokiselina nisu prikazani radi preglednosti. Udaljenosti su izrazene u

angstromima, A (1 A =107'" m, odnosno 100 pm)

Molekularno pristajanje spoja 13 u aktivno mjesto BChE rezultiralo je strukturom prikazanom na
slici 17. Detektirane su m-m interakcije izmedu Trp i triazolnog te fenilnog dijela molekule,
His438 i sredisnjeg fenilnog prstena i izmedu Phe329 i benzilnog ostatka. Dodatno, Phe329 kao

1 Tyr332 pokazuju halogen-n s klorom na benzilnoj podjedinici.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO
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4.1. Opée napomene

Za ovaj rad koriStena su otapala koja su procis¢ena destilacijom i lako su dostupna na trzistu.
Nakon svake ekstrakcije, vodeni i1 organski slojevi su razdvojeni, a organski sloj se susio iznad
bezvodnog magnezijevog sulfata. Tankoslojna kromatografija provedena je na ploCicama
presvucenim silika-gelom (0,2 mm, 60/Kieselguhr F254) koje su bile uronjene u 10 mL sustava
otapala. Staklene kolone razli¢itih promjera, napunjene silika-gelom (60 A, tehnicka &istoéa),

koristene su za kolonsku kromatografiju.

1H i 3C NMR spektri snimljeni su koristeéi spektrometar Bruker Avance od 600 i 300 MHz. Svi
spojevi analizirani NMR tehnikom otopljeni su u deuteriranom kloroformu (CDCls). Kao standard
koriSten je TMS (tetrametilsilan), koji nije toksi¢an, jeftin je, inertan, i daje samo jedan signal, §to
ga &ini izuzetno pogodnim za *H i *C NMR. Kemijski pomaci izraZeni su u ppm jedinicama (eng|.
parts per million). U 'H NMR spektrima vidljivi su specifi¢ni signali kao $to su signal za vodu u
kloroformu na 1.6 ppm, signal za kloroform na 7.24 ppm, signal za diklormetan u kloroformu na
5.26 ppm i signal za aceton u kloroformu na 2.17 ppm. U 3C NMR spektrima specifi¢an je signal

grupa od tri linije na 77 ppm, §to potjece od deuteriranog kloroforma kao otapala.

Fotokemijske reakcije provedene su u kvarcnim kivetama koje propustaju svjetlost, s otopinama
volumena 30 ili 50 mL. Reakcije su provodene u fotokemijskom reaktoru (Rayonet) opremljenom

UV lampama (10 komada) valne duljine od 313 nm, jacine po 8 W.

Kratice koriStene u eksperimentalnom dijelu su: DCM — diklormetan, E — dietileter, NMR —
nuklearna magnetska rezonancija, PE — petroleter, EtOAc — etil-acetat, NaOEt — natrijev etoksid,

s — singlet, d — dublet, t — triplet, m — multiplet, dd — dublet-dubleta.
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4.2. Sinteza triazolnih aldehida

Svi triazolni aldehidi sintetizirani su u malim staklenim bocicama s ¢epom i parafilmom (Slika
17). 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (prethodno sintetiziran u naSem laboratoriju)
otopio se u suhom 1,4-dioksanu, pa se reakcijskoj smjesi dodao odgovaraju¢i amin. Smjesa se
kratko propuhala argonom (inertni plin). Reakcija se odvijala odredeno vrijemo ovisno o
primijenjenom aminu, za spoj 1 reakcija se provodila 24 h, dok se za spojeve 2-4 reakcija provodila
65 h, sve u uljnoj kupelji pri 120°C. Na vrijeme reakcije trebalo je paziti kako ne bi doslo do
polimerizacije amina. Tijek reakcije pratio se tankoslojnom kromatografijom. Po zavrSetku
reakcije otapalo se uklonilo uparavanjem na rotacijskom vakuumskom uparivacu. Kruti produkt

prociscen je kolonskom kromatografijom uz odgovarajuéi sustav otapala (Slika 18).

Slika 17. Prikaz sinteze triazolnih aldehida 1 i 2.
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Slika 18. Prikaz izvodenja kolonske kromatografije aldehida 3 i 4.

(a) (a)

OHC_ (p OHC_ (p
>:(\) © @ (e) >:(\) ) @ F
1 9 @ ®

1-(4-klorbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (1)

Spoj 1 sintetiziran je prema op¢enitom postupku iz 4-klorbenzilamina (155.9 mg odnosno 134.4
uL, 1.1 mmol) i 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (200 mg, 0.92 mmol) otopljenog
u 2 mL 1,4-dioksana. Dobiveni produkt proci§éen je kolonskom kromatografijom (¢ = 1.5 cm; A

= 15 cm; sustav PE/DCM/EtOAc (10%)).
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131.1 mg, 65 % izoliranog spoja; Rt (DCM (100 %)) = 0.65; '"H NMR (CDCls, 600 MHz)
o/ppm: 10.13 (s, 1H) (a), 8.01 (s, 1H) (b), 7.37 — 7.40 (m, 2H) (d)/(e), 7.24 — 7.26 (m, 2H) (d)/(e),
5.57 (s, 2H) (¢),

1-(3-flourbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (2)

Spoj 2 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 3-flourbenzilamina (137.8 mg odnosno
125.2 pL, 1.1 mmol) 1 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (200 mg, 0.92 mmol)
otopljenog u 2 mL 1,4-dioksana. Dobiveni produkt proc¢iséen je kolonskom kromatografijom (¢ =

1 cm; & =15 cm; sustav PE/DCM/EtOAc (2%)).

70 mg, 37 % izoliranog spoja; R (DCM (100 %)) = 0.65; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) ¢/ppm:
10.14 (s, 1H) (a), 8.03 (s, 1H) (b), 7.09 (s, 1H) (d), 7.39 (dd, J=13.8, 7.9 Hz, 1H) (f), 7.08 (d, J =
8.1 Hz, 1H) (e)/(g), 7.01 (d, J=9.0 Hz, 1H) (e)/(g), 5.59 (s, 2H) (¢).

(a) h) (a)
OHC_  (p) OHC
Y= @ @ P TN D g @)
N*‘N/N/\C}(e) N\\N,N cl
3 @ () 4

1-(3-metoksibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (3)

Spoj 3 sintetiziran je prema opcéenitom postupku iz 3-metoksibenzilamin (151 mg odnosno
140.88 pL, 1.1 mmol) i 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (200 mg, 0.92 mmol)
otopljenog u 2 mL 1,4-dioksana. Dobiveni produkt procis¢en je kolonskom kromatografijom (¢ =

2 cm; & =10 cm; sustav PE/DCM/EtOAc (20%)).
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144 mg, 72 % izoliranog; Rf (DCM (100 %)) = 0.70; 'H NMR (CDCl3, 600 MHz) 6/ppm: 10.13
(s, 1H) (a), 8.00 (s, 1H) (b), 7.32 (dd, J = 15.9, 7.9 Hz, 1H) (f), 6.92 (d, J = 8.3 Hz, 1H) (e)/(g),
6.82 (s, 1H) (d), 6.88 (d, J=7.6 Hz, 1H) (e)/(g), 5.55 (s, 2H) (c), 3.80 (s, 3H) (h).

1-(4-klorbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (4)
Spoj 4 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 4-klorbenzilamina (155.9 mg odnosno
134.4 pL, 1.1 mmol) i 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (200 mg, 0.92 mmol)

otopljenog u 2 mL 1,4-dioksana. Dobiveni produkt prociséen je kolonskom kromatografijom (¢ =

1.5 cm; & = 13 cm; sustav PE/DCM/EtOAc (10 %)).

158 mg, 79 % izoliranog spoja; Ry (DCM (100 %)) = 0.90; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm:
10.13 (s, 1H) (a), 8.00 (s, 1H) (b), 7.38 — 7.40 (m, 2H) (d)/(e), 7.24 — 7.26 (m, 2H) (d)/(e), 5.57 (s,
2H) (c).

4.3. Sinteza tieno-triazolnih stilbena Wittigovom reakcijom

Aparatura, koja se sastoji od dvogrle/trogrle tikvice, lijevka za dokapavanje 1 balona s
dusikom/argonom, propuhala se 15 minuta duSikom (inertni plin). U tikvicu se zatim stavio magnet
1 klor-kalcijska cijev. Lijevak za dokapavanje se zatvorio, pa se ulilo oko 30 mL (ovisno o koli¢ini
polaznih reaktanata) apsolutnog etanola. Sljedece je bilo potrebno ispustiti apsolutni etanol do 10
mL 1 staviti 2-tienilnu sol (samo za sintezu spoja 5), tj. 5S-metil-2-tienilnu sol u tikvicu (za spojeve
6-8). U preostalih 10 mL apsolutnog etanola dodan je natrij koji je prethodno vagan u petroleteru.
Nakon $to je natrij izreagirao u etanolu uz razvijanje vodika, dokapalo se malo nastalog NaOEt u
reakcijsku tikvicu. Aldehid se otopio u etanolu, prenio u tikvicu i kap po kap dodavao ostatak
NaOFEt iz lijevka za dokapavanje. Kada je sva koli¢ina NaOEt dodana u tikvicu, lijevak za
dokapavanje zamijenio se ¢epom te se reakcija provodila odredeno vrijeme na sobnoj temperaturi
uz mijesanje na magnetskoj mijesalici (Slika 19). Reakcija se za spoj 5 provodila 72 h, a za spojeve

6-8 se provodila 168 h.
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Slika 19. Prikaz pocetka Wittigove reakcije (lijevo) te zavrSetka Wittigove reakcije (desno) za

(b)
o (c)
(a)@ .
WL}%” @™ 0

5

spojeve 61 7.

CS ()
Q (©)
@ N= @0 _F
N\\N/N/\@(k)
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1-(4-klorbenzil)-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazol (5)

Spoj 5 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(4-klorbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

karbaldehida (1) (131.1 mg, 0.59 mmol) i tienilne soli (260 mg, 0.59 mmol) uz natrij u 10 %-tnom
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suvisku (19 mg) u 40 mL etanola. Dobiveni produkt procis¢en je kolonskom kromatografijom (¢
=2.5 cm; A =10 cm; sustav PE/E (60 %)). 145 mg, 82 % izolirane smjese izomera (cis- : trans- =

1.6 : 1). ; zuto ulje; Rr (PE/E (50 %)) = 0.51.

1-(3-flourbenzil)-4-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil-1H-1,2,3-triazol (6)

Spoj 6 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(3-flourbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
karbaldehida (2) (70 mg, 0.34 mmol) i tienilne soli (155 mg, 0.34 mmol) uz natrij u 10 %-tnom
suvisku (9 mg) u 40 mL etanolne otopine. Dobiveni produkt procis¢en je kolonskom
kromatografijom (¢ =1.5 cm; h = 10 cm; sustav PE/E (40 %)). 16 mg, 16 % izolirane smjese
izomera (cis- : trans- = 1.4 : 1); zuto-narancasto ulje; Rr (PE/E (50 %)) = 0.53.

(a) (b)
HaC @ (b
\@(C) H3C\©(c)
_(e) 0 (1 S / @)
(d) _ hy OCHs —
I\ (9) (h) @ \_ o 0 0
N (k) N /N/\®70|
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7

1-(3-metoksibenzil)-4-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil-1H-1,2,3-triazol (7)

Spoj 7 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(3-metoksibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
karbaldehida (3) (144 mg, 0.66 mmol) i tienilne soli (301 mg, 0.66 mmol) uz natrij u 10 %-tnom
suviSku (17 mg) u 40 mL etanolne otopine. Dobiveni produkt prociSéen je kolonskom
kromatografijom (¢ = 1 cm; 4 =12 cm; sustav PE/E (30 %)). 35 mg, 17 % izolirane smjese izomera

(cis- : trans- = 1.3 : 1); zuto ulje; R (PE/E (50 %)) = 0.55.
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1-(4-klorbenzil)-4-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazol (8)

Spoj 8 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(4-klorbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
karbaldehida (4) (158 mg, 0.71 mmol) i tienilne soli (326 mg, 0.71 mmol) uz natrij u 10 %-tnom
suvisku (19 mg) u 40 mL etanola. Dobiveni produkt procis¢en je kolonskom kromatografijom (¢

=1 cm; h = 10 cm; sustav PE/E (30 %)). 50 mg, 22 % izolirane smjese izomera (cis- : trans- =

1.3 : 1); svijetlo-crveno ulje; Rr (PE/E (50 %)) = 0.70.

4.4. Fotokemijska sinteza tienobenzo-triazola
Odredena koli¢ina odgovaraju¢ih 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih diheterostilbena 5-8
otopila se u ekvivalentnom volumenu toluena. Smjese su se zatim prenijele u kvarcnu kivetu (koja

propusta svjetlost) te se dodalo malo joda na vrhu Spatule (oksidacijsko sredstvo). Reakcije su se

osvjetljavale 2-4 h pomoc¢u 10 lampi od 313 nm (8 W) (Slika 20).

Slika 20. Prikaz odvijanja fotokemijske reakcije.
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1-(4-klorbenzil)-1H-tienobenzo-[1,2,3]triazol (9)

Spoj 9 sintetiziran je prema opc¢enitom postupku iz 1-(4-klorbenzil)-4-(tienil)-1H-1,2,3-triazola
(5) (145 mg, 0.48 mmol) otopljenog u 150 mL toluena. Dobiveni produkt prociS¢en je kolonskom
kromatografijom (¢ = 1.5 cm; 2 = 16 cm; sustav PE/E (0-40 %)).

36 mg, 25 % izolirano iskoristenje; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 7.58 (d, J = 5.5 Hz,
1H) (a)/(b)/(c)/(d), 7.83 (d, J=9.2 Hz, 1H) (a)/(b)/(c)/(d), 8.00 (d, J= 8.9 Hz, 1H) (a)/(b)/(c)/(d),
7.46 (d, J = 5.5 Hz, 1H) (a)/(b)/(c)/(d), 6.1 (s, 2H) (e), 7.12 (d, J = 8.5 Hz, 2H) (f)/(g), 7.29 (d, J =
8.5 Hz, 2H) (f)/(g); *C NMR (CDCls, 150 MHz) 6/ppm: 144.7, 140.2, 134.4, 133.6, 129.8, 128.6,
128.0, 128.0, 122.5, 119.9, 119.4, 116.1, 52.4.

1-(3-fluorbenzil)-7-metil-1 H-tienobenzo-[1,2,3]| triazol (10)

Spoj 10 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(3-flourbenzil)-4-(2-metiltienil)-1H-
1,2,3-triazola (6) (16 mg, 0.06 mmol) otopljenog u 16 mL toluena. Dobiveni produkt proc¢iS¢en je
kolonskom kromatografijom (¢ = 1.5 cm; 4 = 14 cm; sustav PE/E (0-50 %)).

14 mg, 21 % izolirano iskoristenje; '"H NMR (CDCI3, 600 MHz) §/ppm: 2.54 (s, 3H) (a), 7.19
(s, 1H) (b), 7.63 (d, J=8.9 Hz, 1H) (c)/(d), 7.85 (d, J= 8.9 Hz, 1H) (¢)/(d), 6.05 (s, 2H) (e), 7.05
(s, 1H) (f), 7.3 (dd, J=15.9, 8.0 Hz ,1H) (h), 6.9 (d, J= 7.8 Hz, 1H) (1)/(g), 6.8 (d, J= 9.4 Hz,
1H) (i)/(g). '*C NMR (CDCls, 150 MHz) 6/ppm: 143.6, 141.9, 138.5, 129.8, 129.7, 121.8,

121.1, 118.1, 116.6, 114.6, 114.2, 114.1, 112.7, 112.53, 51.3, 15.2.
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1-(3-metoksibenzil)-7-metil-1 H-tienobenzo-[1,2,3]triazol (11)

Spoj 11 sintetiziran je prema opcéenitom postupku iz 1-(3-metoksibenzil)-4-(2-metiltienil)-1H-
1,2,3-triazola (7) (35 mg, 0.11 mmol) otopljenog u 35 mL toluena. Dobiveni produkt prociséen je
kolonskom kromatografijom (¢ = 2.0 cm; 2 =9 cm; sustav PE/E (0-40 %)).

33 mg, 32 % izoliranog spoja; 'H NMR (CDCI3, 600 MHz) §/ppm: 2.60 (s, 3H) (a), 7.26 (s,
1H) (b), 7.68 (d, /= 8.9 Hz, 1H) (c)/(d), 7.90 (d, J= 8.9 Hz, 1H) (c)/(d), 6.05 (s, 2H) (e), 6.70 (s,
1H) (), 7.22 (dd, J=13.4, 5.8 Hz ,1H) (h), 6.84 (d, J=10.9 Hz, 1H) (i)/(g), 6.78 (d, /= 8.2 Hz,
1H) (i)/(g), 3.71 (s, 3H) (j). 3*C NMR (CDCl;s, 150 MHz) é/ppm: 160.2, 142.7, 139.3, 136.9,
130.2, 123.0, 118.9, 118.8, 118.1, 115.0, 113.6, 112.3, 55.2, 52.8, 29.7, 16.2.

1-(4-klorbenzil)-7-metil-1H-tienobenzo-[1,2,3]| triazol (12)

Spoj 12 sintetiziran je prema opc¢enitom postupku iz 1-(4-klorbenzil)-4-(2-metiltienil)-1H-
1,2,3-triazola (8) (50 mg, 0.15 mmol) otopljenog u - mL toluena. Dobiveni produkt procis¢en je
kolonskom kromatografijom (¢ = 1.5 cm; 4 = 12 cm; sustav PE/E (0-50 %)).

11 mg, 19 % izoliranog spoja; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) ¢/ppm: 2.61 (s, 3H) (a), 7.90 (d, J
=8.9 Hz, 1H) (¢)/(d), 7.70 (d, J= 8.9 Hz, 1H) (c)/(d), 7.26 (s, 1H) (b), 6.1 (s, 2H) (e), 7.30 (d, J =
8.4 Hz, 2H) (H/(g), 7.12 (d, J = 8.2 Hz, 2H) (f)/(g); *C NMR (CDCls, 150 MHz) é/ppm: 144.7,
143.1, 139.3, 134.2, 133.8, 129.3, 127.9, 122.8, 119.1, 117.7, 115.1, 55.3, 16.2.
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4.5. Metiliranje tienobenzo-triazola 9

Otopili smo 1-(4-klorbenzil)-tienobenzo-1H-[1,2,3]triazol (9) (36 mg, 0.12 mmol) u DCM-u (600

uL) te dodali metil-jodida (170.5 mg, 1.2 mmol) i propuhivali argonom oko 1 minutu. Ostavili

smo da se mijeSa na magnetskoj mijesalici 24h na 60°C. Nakon 24h bocicu s uzorkom ohladili

smo na 0°C i dodali nekoliko mL etera. Prebacili smo uzorak u kivetu pomocu etera te

centrifugirali na 3000 okretaja, 10 minuta 6 puta. Nakon svakog puta dekantirali smo eter te dodali

novu koli¢inu etera na talog soli.

. (c)
d
(@) & @ (h)
(b) "N-CH
N-N
(e) (f)
(9)
13 Cl

1-(4-klorbenzil)-3-metil-1H-tienobenzo-[1,2,3]triazol (13)

Masa dobivenog spoja 13 iznosi 15 mg, 25 % izoliranog spoja; 'H NMR (CDCls, 600 MHz)
o/ppm: 7.85 (d, J= 5.6 Hz, 1H) (a)/(b)/(c)/(d), 7.98 (d, J= 5.2 Hz, 1H) (a)/(b)/(c)/(d), 8.10 (d, J =
9.04 Hz, 1H) (a)/(b)/(c)/(d), 8.34 (d, J = 8.0 Hz, 1H) (a)/(b)/(c)/(d), ), 6.45 (s, 2H) (e), 7.26 (d, J =
8.1 Hz, 2H) (H)/(g), 7.42 (d, J = 8.4 Hz, 2H) (f)/(g), 4.86 (s, 3H) (h); 3*C NMR (CDCls, 150 MHz)
o/ppm: 190.9, 130.9, 129.5, 128.9, 122.16, 121.3, 105.9, 34.6 (ne vide se kvaterni ugljici zbog

slabije topljivosti soli u deuteriranom kloroformu).
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5. ZAKLJUCAK
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Cilj ovog rada bila je sinteza i spektroskopska karakterizacija novih tienobenzo-triazola te
njihovih soli s potencijalnom inhibicijskom aktivnosti prema enzimima kolinesterazama. Triazoli
su peteroclani heterocikli¢ki spojevi koji u svojoj strukturi osim atoma ugljika sadrze i tri atoma
dusika kao dio aromatskog prstena. Ova vrsta spojeva Cesto je proucavana jer pokazuje
antibakterijska, antifungalna, antikancerogena, antiliSmenijske i druge aktivnosti zbog ¢ega ima
Siroku primjenu. Od dva moguca izomera koja postoje, u sklopu ovog rada proucavan je 1,2,3-
triazol (dusikovi atomi nalaze se na polozajima 1, 2 i 3). Stilbeni su organski spojevi klasificirani
kao diariletileni jer sadrze dvostruku vezu ugljik-ugljik i na svakom tom ugljiku po jednu arilnu
skupinu. S obzirom da sadrZe konjugirani sustav u strukturi, stilbeni podlijeZzu fotokemijskim

reakcijama kao 1 konjugirani alkeni.

Da bi se uop¢e mogli sintetizirati ciljani tieno-triazolni stilbeni 5-8, najprije je bilo potrebno
pripraviti odgovarajuce triazolne aldehide 1-4. Za to su koriSteni 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3triazol-
4-karbaldehid i razli¢iti amini. Dobiveni triazolni aldehidi 1-4 kao osnovu strukture sadrze 1,2,3-
triazol s formilnom skupinom na polozaju 4. Dio strukture koji se mijenjao jesu supstituenti na
polozaju 1, a koji ¢e se supstituent tu nalaziti ovisilo je o primijenjenom aminu. S obzirom na
supstituent koji sadrze, svaki aldehid ima razliCite spektroskopske karakteristike. Tieno-triazolni
stilbeni 5-8 u ovom su radu sintetizirani Wittigovom reakcijom 2-tienilne, tj. 5-metil-2-tienilne
soli 1 odgovarajuceg triazolnog aldehida 1-4. Opcenito se Wittigova reakcija koristi za pripravu
alkena pri ¢emu aldehidi ili ketoni reagiraju s fosforovim ilidima. Dobiveni tieno-triazolni stilbeni
5-8 u svojoj strukturi sadrze 1-supstituirani 1,2,3-triazol koji je s arilnim supstituentom povezan
dvostrukom vezom ugljik-ugljik na polozaju 4. Reakcijom nastaje smjesa cis- 1 trans izomera.
Zbog sli¢ne brzine eluiranja izomeri se jako teSko razdvajaju, no to u ovom sluc¢aju nije bilo niti
potrebno jer se u fotokemijske reakcije moglo i¢i sa smjesom izomera. Smjese tieno-triazolnih
stilbena 5-8 podvrgnute su fotokemijskim reakcijama elektrociklizacije. Prilikom osvjetljavanja
doslo je do izomerizacije i uspostavljanja fotostacionarnog stanja u kojemu vlada ravnoteza
izmedu cis- 1 trans-izomera. To¢no u toj ravnotezi dolazi 1 do prelaska cis-izomera u fotoprodukt
te se uz pomo¢ joda on zatvara/aromatizira u fotoprodukt odnosno tienobenzo-triazole 9-12.
Metiliranjem tienobenzo-triazola 9 dobiva se triazolna sol 13. Fotoprodukt 9 i njegova triazolna
sol 13 ispitani su kao potencijalni inhibitori enzima kolinesteraza. BioloSka ispitivanja su pokazala

da spoj 9 pokazuje inhibiciju enzima butirilkolinesteraze s ICso vrijednosti od 34,6 uM dok njegova
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sol 13 ima ICso od 0,6 uM, §to je ¢ak deset puta bolja inhibicijska aktivnost od one koju pokazuje

standardni reverzibilni inhibitor galantamin.
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