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SAZETAK

U ovom radu opisana je sinteza novih benztiazolnih derivata supstituiranih 1,2,3-triazolnim
prstenom. Pristupom molekulske hibridizacije povezane su alifatske i aromatske strukturne
komponente s benztiazolnom jezgrom premostene 1,2,3-triazolnom poveznicom.
Reakcijom 2-supstituiranih 6-aminobenztiazola s tert-butilnitritom i trimetilsilil-azidom u
acetonitrilu pripravljeni su 6-azido derivati benztiazola 1-5, koji su nadalje mikrovalovima
potpomognutom klik-reakcijom kataliziranom bakrom s terminalnim alkinima prevedeni u
1,2,3-triazolne derivate benztiazola 6, 7 i 9. Strukture svih sintetiziranih spojeva potvrdene
su 'H-NMR spektroskopijom. Derivati benztiazola 1, 2 i 7 su spektroskopski
okarakterizirani UV/Vis spektroskopijom, te su im odredeni maksimumi apsorbancije i

valne duljine emisije.

Klju¢ne rijeci: benztiazol, 1,2,3-triazol, klik kemija, molekulska hibridizacija



SUMMARY

This paper describes the synthesis of novel benzothiazole derivatives substituted with a
1,2,3-triazole ring. Aliphatic and aromatic structural components are linked to the
benzothiazole core through 1,2,3-triazole linker by molecular hybridization approach. 6-
azido derivatives of benzothiazole 1-5 were synthethized by a reaction of 2-substituted 6-
aminobenzothiazoles with tert-butylnitrite and trimethylsilyl-azide in acetonitrile. The 6-
azido derivatives were then transformed to novel 1,2,3-triazole derivatives 6, 7 and 9 using
terminal alkynes by the microwave supported click reaction catalyzed with copper.
Structures of all synthetized compounds were confirmed with H-NMR spectroscopy.
Derivatives of benzothiazole 1, 2 and 7 were spectroscopically characterized by UV/Vis
spectroscopy and their maximums of absorbance and wavelengths of emmision were

determined.

Key words: benzothiazole, 1,2,3-triazole, click chemistry, molecular hybridization
approach
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1. UvVOD

Najzastupljenija klasa spojeva u prirodi su heterociklicki spojevi, a heterociklicke
strukturne komponente nalaze se u nizu prirodnih aktivnih spojeva te u velikom broju
komercijalno dostupnih lijekova s raznim bioloskim djelovanjima.

Trenutna potreba u svijetu za otkrivanjem novih bioloski aktivnih spojeva sve je vec¢a
zbog svakodnevnog razvoja novih bolesti, ali i nedovoljno uc¢inkovitih nacina lijeenja, pa
je stoga medicinska kemija koja se bavi istrazivanjem i razvojem novih lijekova, od otkri¢a
bioloski aktivne supstance do dolaska lijeka na trziste nezaobilazna u istrazivanjima.
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) definira medicinsku kemiju
kao znanost koja se bavi pronalazenjem, identifikacijom i djelovanjem bioloski aktivnih
tvari na molekularnoj razini. Osnovni predmet istrazivanja jesu lijekovi 1 njihovi
metaboli¢ki produkti. Medicinska je kemija interdisciplinarna znanost koja povezuje
organsku kemiju s bioznanostima (biokemija, farmakologija, molekularna biologija,
imunologija, farmakokinetika, toksikologija) i kemijskim disciplinama (fizikalna kemija,
kristalografija, spektroskopija, informacijske tehnologije).! Dva pristupa medicinske
kemije izuzetno su bitna u razvoju novih bioloski aktivnih spojeva. To su bioizosterija i
molekulska hibridizacija. Bioizosterija je princip zamjene jedne ili vise aktivnih
komponenata molekule komponentom sli¢nom onoj koja se mijenja, u svrhu stvaranja
bioizostera sa poboljsanim terapijskim u¢inkom. Molekulskom hibridizacijom specifi¢énim
se linkerima povezuje jedna ili vise bioloski aktivnih tvari, u svrhu stvaranja hibridnih,
visenamjenskih terapeutika koji imaju poboljsana svojstva u odnosu na farmakofore koji se
povezuju.

Otkrice novih predvodnih spojeva vazno je za sintezu novih, jednostavnijih,
ucinkovitijih i manje toksi¢nih lijekova za lije¢enje sveprisutnih bolesti poput raka, AIDS-
a i drugih. Naravno, vazno je poznavati mehanizam djelovanja takvih spojeva, a pozeljno
je i da djeluju novim mehanizmima, jer se tako pove¢ava moguénost ucinkovitog lijecenja
bolesti, pogotovo onih koje u svom tijeku mutiraju, poput raka.

Otkricem Riluzola, neuroprotektivnog lijeka koji se koristi u lije¢enju ALS-a
(amiotroficna lateralna skleroza), bolesti koja uzrokuje propadanje neurona koji upravljaju
vitalnim funkcijama organizma, porastao je interes za istrazivanjem benztiazolnih derivata.
Benztiazolni derivati pokazuju antitumorsku, antibakterijsku, protuvirusnu, antimalarijsku

aktivnost, anti-HIV djelovanje i mnoga druga djelovanja.?



1,2,3-triazoli su farmakofori koji pokazuju slicnost s amidnom vezom, uz poveéanu
stabilnost i inertnost te su stoga atraktivna komponenta u dizajnu i sintezi lijekova, ali je
njihova uporaba takoder proSirena i na druga podru¢ja istrazivanja i industrije zbog
ucinkovite sinteze i velike dostupnosti polaznih supstrata. S obzirom na njihov Sirok
spektar bioloskih aktivnosti (anti-HIV, antitumorska, antibiotska, antifungalna)® u
danasnje vrijeme sve je cCeS¢a sinteza serija analoga nekih bioloski aktivnih tvari
uvodenjem triazolne komponente u takve molekule.

Osnovni cilj ovog rada bio je pristupom molekulske hibridizacije povezati alifatske i
aromatske strukturne komponente s benztiazolnom jezgrom premostene 1,2,3-triazolnom

poveznicom.
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2. OPCIDIO

2.1. Benztiazol

Benztiazol je heterociklicki aromatski spoj graden od fuzionirane benzenske i
tiazolne jezgre. Tiazol je peteroclani heterocikli¢ki spoj koji sadrzi jedan atom sumpora i
jedan atom dusika u polozajima 1 i 3. Postoje dva izomera benztiazola, 1,3-benztiazol i

1,2-benztiazol koji se naziva jos i benzizotiazol (slika 1).

4 3 4

5 N 5 \3
L O
& S 6 s’
7 1 7 1
1,3-benztiazol 1,2-benztiazol

Slika 1. Struktura benztiazola i benzizotiazola

Benztiazolni prsten stabilan je zbog svoje aromati¢nosti koja potje¢e od atoma
sumpora ¢iji slobodni elektronski par sudjeluje u elektronskom sekstetu tiazolne jezgre
benztiazola. Dusik na polozaju 3 ima induktivni odnosno elektron-odvlaceéi efekt, ¢ime je
smanjena reaktivnost prstena prema reakcijama elektrofilne aromatske supstitucije.*

Tiazolni prstenovi sastavni su dio mnogih prirodnih produkata i prirodnih aktivnih
spojeva, dok se benztiazoli rijede nalaze u prirodi. Benztiazolna jezgra nalazi se u svega
nekoliko do sad izoliranih prirodnih produkata, medu kojima je vjerojatno
najrasprostranjeniji luciferin, alkaloid koji sluzi kao supstrat za enzim luciferazu koja je
odgovorna za karakteristi¢nu emisiju svijetla krijesnica. Luciferin je prvi put izoliran 1957.
iz obi¢ne americ¢ke krijesnice Photinus pyralis. Ostali alkaloidi koji sadrze benztiazolnu
strukturnu komponentu su rifampicini koji su prirodno sintetizirani antibiotici koje
sintetizira bakterija Amycolatopsis mediterranei te tiazinotrienomicini F i G (slika 2) koji,

osim antibioti¢kih, pokazuju antitumorska svojstva, i brojni drugi.’



N N CO,H
— T

luciferin

H O\“ NN X OMe
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, .. R \ﬂ/ \‘/KO tiazinotrienomicin
rifampicin O Me

Slika 2. Strukture luciferina, rifampicina i tiazinotrienomicina

Derivati benztiazola pokazuju Sirok spektar farmakoloskih aktivnosti, koje
ukljuc¢uju antituberkulozno, antimalarijsko, analgetsko, protuupalno, antimikrobno i
antitumorsko djelovanje. Uz to se i relativno jednostavno sintetiziraju, te su zbog tih
svojstava privukli pozornost medicinskih kemicara.® Neki od prvih sintetiziranih derivata
su 2-aminobenztiazoli (slika 3) koji su se koristili kao misi¢ni relaksanti centralnog

ziv€anog sustava.

Slika 3. 2-aminobenztiazoli



2.2. Kemija benztiazola

S obzirom na svoju strukturu, u kojoj se odrazava elektron-odvlac¢eci utjecaj dusika
I utjecaj kondenzacije s benzenskom jezgrom, benztiazoli su nereaktivni prema
elektrofilnim supstitucijama na heterociklickom prstenu. Elektrofilne aromatske
supstitucije odvijaju se na benzenskoj jezgri u polozajima 5, 6 i 7. Jedna od tri poznate
elektrofilne supstitucije na heterociklickom prstenu je bromiranje 2-supstituiranih
benztiazola. Reagiraju takoder 1 s nukleofilima reakcijom nukleofilne aromatske

supstitucije (shema 1).”

Br,

S - S
SH ¢ HBr Br
@,\%— 450 °C N’>_

Shema 1. Nukleofilna aromatska supstitucija benztiazola

Benzo-1,3-azoli, a tako i benztiazol se lako alkiliraju s alkil-halogenidima na
dusikovom atomu, pri ¢emu nastaju kvaterne amonijeve soli (shema 2). Takve soli

podlozne su reakcijama s litijevim enolatima.’

S R-X S
Y e QX
N X=Cl, Br, | N* X

R
Shema 2. Alkiliranje benztiazola

S nukleofilima reagiraju u polozaju 2 pri ¢emu se odvija reakcija nukleofilne supstitucije.
Dobro izlaze¢e skupine su u ovom slucaju kisikovi i/ili sumporovi supstituenti, a najcesci
reagensi za ove reakcije su amini i organolitijevi spojevi.’

lako heterociklicka jezgra nije podlozna reakcijama s elektrofilima, lako se litira u
poloZaju 2 s organolitijevim reagensima poput litijevog diizopropilamida (LDA) i butil-
litija (n-BuLi). Budud¢i da je litij manje elektronegativan od ugljika, lako se izmjenjuje s
elektrofilnim reagensima pa je time omoguceno supstituiranje benztiazola sa elektrofilima

(shema 3).”

S S . S
(L= L ==X

Shema 3. Uvodenje elektrofilnog supstituenta na benztiazolnu jezgru



2.3. Sinteza benztiazolnog prstena i derivata benztiazola

Jedna od najjednostavnijih sinteza benztiazolnog prstena je kondenzacija 2-
merkaptoanilina s karboksilnim kiselinama ili derivatima karboksilnih kiselina (shema 4).
Merkapto skupina je donor atoma sumpora u novom prstenu, dusik amino skupine
ciklizacijom postaje dusik tiazolnog prstena, dok karboksilna kiselina daje C atom koji je

poveznica izmedu heteroatoma.’

HC(OE),, KFS glina

@NHZ toluen, refluks @N\>
SH S

Shema 4. Sinteza benztiazolnog prstena

Koristenjem supstituiranih derivata karboksilnih kiselina mogucée je dobiti 2-supstituirane
derivate benztiazola. lako je reakcija u teoriji jednostavna, nekada su potrebni jaki
reakcijski uvjeti, dugo provodenje reakcija i moguénost nastajanja nusprodukata, zbog
ega su intenzivno istrazivane druge metode sinteze.®

Raghavendra i suradnici 2011. publicirali su metodu kojom su sintetizirani 2-
supstituirani derivati benzimidazola i benztiazola iz odgovarajucih alkohola. Ova “one-
pot” reakcija ukljucuje oksidaciju alkohola do aldehida uz T3P-DMSO medijator koju prati
ciklokondenzacija 1,2-fenilendiamina i 2-merkaptoanilina (za benztiazol). T3P je
propilfosfonski anhidrid koji se primarno koristi za konjugaciju u sintezi peptida. Reagens
je kemoselektivan, tolerantan prema funkcionalnim skupinama i ovom metodom sinteze
postizu se visoka iskoristenja.®

Joyce i suradnici sintetizirali su 2-amino supstituirane benztiazole iz 2-
halobenzotiourea (shema 5). Reakcija se provodi u dimetilformamidu (DMF) uz kataliticke
koli¢ine bakra ili paladija. Benzotiouree sintetizirane su iz 2-halobenzotiocijanata ili 2-
haloanilina. Reakcije s bakrom pokazale su veca iskoristenja. Razli¢ita supstituiranost 2-

amino skupine postize se koristenjem unaprijed supstituiranih derivata tiouree.°

X
| R,NCS,DMF , A JL Ry IPdiliCukatalizator] | 7N
S N” N /TN R
R NH, R3 N R 2

3 R, 3

Shema 5. Sinteza 2-amino supstituiranih benztiazola



Od devedesetih godina proslog stoljeca javlja se koncept zelene ili odrzive kemije,
&iji je cilj $to manji stetni utjecaj kemijske industrije na okolis.!* U duhu zelene kemije, tim
kineskih istrazivaca 2012. godine publicirao je ekoloski i ekonomski vrijednu metodu
sinteze benztiazolnih derivata u glicerolu kao inertnom mediju potpognutu mikrovalovima.
Kao reaktanti koriste se 2-merkaptoanilin i arilni ili heterocikli¢ki aldehidi, a pronadeno je
da su optimalni uvjeti 100°C i 180W. Pri tim uvjetima iskoristenja ovih reakcija veéa su od
80%, a vremena reakcija nisu duza od 10 minuta. Ova metoda sinteze tolerantna je prema
hidroksilnim skupinama, a uz to pokazuje i visoka iskoriStenja (>90%) uz KkoriStenje
aldehida s elektron-odvlace¢im supstituentima. Vrijednost metode lezi u jednostavnosti i

primjenjivosti iste, dostupnosti reaktanata, kao i u ¢injenici da je ekologki neskodljiva.'?

NH, CHO - N
O O e OO
oH M.W. s

Shema 6. Sinteza 2-fenil supstituiranih benztiazola u glicerolu



2.4. Biolosko djelovanje benztiazola i njegovih derivata

Benztiazolna jezgra vazan je farmakofor u medicinskoj kemiji s obzirom na razne
bioloske aktivnosti koje njeni derivati, ovisno o polozaju i tipu supstituenta, pokazuju.
Neki od komercijalno dostupnih lijekova, koji sluze kao antivirusni i imunosupresivni
agenti (Frentizol), antidijabetici (Zopolrestat), antagonisti glutamata (Riluzol), protuupalni

agensi (Tiaramid) i antiseptici (Haletazol) prikazani su na slici 4.3

s
m@ s QD I

HOOC
Frentizol ‘
Zopolrestat Riluzol
[N OH Me
Cl ,\i S /_/
/ (@)
\C[ >:O Cl N

S
Tiaramid

Haletazol

Slika 4. Strukture komercijalno dostupnih lijekova s benztiazolnom jezgrom

2.4.1. Antitumorsko djelovanje

Karcinom je rasirena i smrtonosna bolest, karakterizirana nekontroliranim rastom
abnormalnih stanica koje mogu biti agresivne, invazivne i metastatske. Uzrokovan je
eksternim i internim faktorima te je bolest koja zahvaca sve dobne skupine. lako postoje
nacini lijeCenja poput kemoterapije, radijacije, imunoterapije i drugih, takvi tretmani nisu
uvijek selektivni i odabiru se prema vrsti i lokalitetu karcinoma, stupnju bolesti i drugim
faktorima. S obzirom na predvidanja da bi rak mogao uzrokovati novih 17,5 milijuna smrti
do 2050. godine, potraga za lijekovima koji uzrokuju smrt kancerogenih stanica, a koji su
pritom najmanje citotoksi¢ni prema normalnim stanicama, vazna je u medicinskoj kemiji.

Benztiazolna jezgra, a posebice 2-amino derivati benztiazola, farmakofori su koji pokazuju
10



antitumorsko djelovanje te su stoga iznimno atraktivni medicinskim kemicarima.
Istrazivanja odnosa strukture i djelovanja (eng. structure activity relationship, SAR)
pokazuju da je benztiazolna jezgra nuzna za snaznu aktivnost ovih spojeva, da vrsta
supstituenta u polozaju 2 utjeGe na bioloSko djelovanje, te da je prisutnost lipofilnih
skupina (primjerice amino, hidroksilna, atom klora) nuzna za citotoksi¢nost prema
kancerogenim stanicama.4

M. Stevens i suradnici sintetizirali su seriju 2-(4-aminofenil)benztiazola
supstituiranih na benztiazolnom i fenilnom prstenu, na temelju prethodno otkrivenog 2-(4-
aminofenil)benztiazola koji pokazuje snazno djelovanje na dvije linije stanica raka dojke
(MCF-7 i MDA-468) u nanomolarnim koncentracijama, ali je neaktivan prema ostalim
tipovima tumora. Sintetizirani derivati koji su pokazali najjace djelovanje i najveéu
selektivnost su 2-(4-amino-3-metilfenil)benztiazol i 2-(4-amino-3-jodfenil)benztiazol koji
pokazuju vrijednosti ICsp u nanomolarnim koncentracijama prema prethodno navedenim
linijama stanica raka dojke, ali i aktivnost prema linijama BO, MT-1 i MT-3 u in vitro
ispitivanjima. Prema odnosu relativnog volumena tkiva zahvaé¢enog rakom (koji iskazuje
ucinkovitost lijeka), kao najefikasniji spoj odabran je 2-(4-amino-3-metilfenil)benztiazol
(DF-203, slika 5).'° Daljni razvoj ove grupe spojeva temelji se na metabolizmu DF-203
koji se in vivo hidroksilira u polozaju 6, pri ¢emu hidroksilni derivat DF-203 blokira daljni
metabolizam molekule. Stoga su sintetizirani fluorirani derivati, od kojih 5-fluor-2-(4-
amino-3-metilfenil)benztiazol (5F-203, slika 5) pokazuje najuéinkovitiji odnos doze i
odgovora organizma na tu dozu lijeka. Zbog slabe lipofilnosti koja uzrokuje losu
biodostupnost lijeka, sintetizirani su aminokiselinski derivati odnosno amino skupina
supstituirana je L-lizinskim i r-alaninskim skupinama. Tako je dobiven lijek Phortress
(slika 5), koji se u svoj aktivni oblik razgraduje in vivo.'® Lijek se nalazi u fazi 1 klini¢kih

ispitivanja, u koju je usao 2004. godine.
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Slika 5. Strukture spojeva u fazama razvoja Phortressa 11



Lijek Phortress je selektivan prema stanicama raka i efikasan prema vise vrsta karcinoma
(karcinom dojke, bubrega i crijeva), a u organizam se unosi intravenozno te u fizioloskim
uvjetima hidrolizira u svoj aktivni oblik 5F-203, koji lako ulazi u stanice, u kojima se veze
za arilni ugljikovodiéni receptor (ArH). Ovaj kompleks aktivira sintezu enzima p450
CYP1A1 koji metabolizira 5F-203 u visoko reaktivni intermedijer koji preko stvaranja
DNA adukta uzrokuje jednostruko i dvostruko pucanje DNA lanaca ¢ime je uzrokovana
smrt stanice raka. Selektivnost prema tumorskim stanicama ostvaruje se stvaranjem
reaktivne vrste u samoj tumorskoj stanici, jer je ekspresija gena CYP ve¢inom limitirana na
tumorske stanice.!’

M. N. Noolvi i suradnici sintetizirali su benztiazolne derivate na temelju prethodno
otkrivenih ili predlozenih antitumorskih derivata benztiazola, uzimaju¢i, kao primarni
mehanizam djelovanja spojeva, kompeticiju spoja s ATP-om za vezanje na aktivno mjesto
tirozin-kinaze, koji su EGFR inhibitori (inhibitori receptora epidermalnog faktora rasta). In
vitro istrazivanja pokazala su da je najefikasniji spoj 1 (slika 6), N-(2,6-diklorfenil)-7-
klorbenztiazol, koji pokazuje ICso vrijednosti od 7,18x10% M prema HOP-92 stani¢noj

liniji raka pluca.

Cl Cl
1

Slika 6. Struktura N-(2,6.diklorfenil)-7-klorbentziazola

Noolvi je takoder istrazio utjecaj supstituiranosti fenilnog prstena vezanog na
amino skupinu te ponovo pokazao da elektron-odvlaceé¢i supstituenti, poput Klora,
pozitivno utje¢u na antitumorsku aktivnost spoja.®

Sinteza malih molekula s inhibiraju¢im svojstvima specifi¢nih signalnih puteva
tumorskih stanica jedan je od pristupa u dizajnu antitumorskih lijekova. Tako je
sintetiziran SKLB-163, 2-tiolni derivat benztiazola (slika 7), koji pokazuje antitumorsku
aktivnost u niskim mikromolarnim koncentracijama u in vitro i in vivo ispitivanjima. Spoj
je najaktivniji prema linijama A375 i SPC-A1l, stanicama humanog melanoma i humanog
plu¢nog adenokarcinoma, te je stoga ispitana aktivnost spoja in vivo za navedene linije

tumorskih stanica. Ispitivanjem je dokazno da SKLB-163 smanjuje rast tumorskih stanica i
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inducira njihovu apoptozu, a toksi¢nost mu je sli¢éna kontrolnim uzorcima (cisplatin), te
nisu zamijecene toksi¢ne patoloske promjene u srcu, jetri, bubrezima, slezeni niti plué¢ima.
Predlozeni mehanizam djelovanja SKLB-163 je regulacija RhoGDI (Rho GDP-
disocijacijski inhibitor 1), koji zatim inducira JNK-1 signalni put, $to doprinosi smanjenju
razine fosforiliranih proteina koji sudjeluju u rastu tumorskih stanica ili aktiviranju

kaspazu-3 koja sudjeluje u apoptozi stanica.'®

Q
Qﬁkﬂr{} ;

W

SKLB-163 0

Slika 7. Struktura antitumorskog derivata benztiazola, SKLB-163

2.4.2. Antimikrobno djelovanje

Mikrobi su mikroskopski organizmi koji mogu biti bezopasni ili uzrokovati bolesti,
a nalaze se unutar organizma ili na kozi. Mikrobima se smatraju virusi, bakterije i gljivice.
Jedna od najopasnijih bolesti koje uzrokuju mikrobi, to¢nije virusi, zasigurno je AIDS
(Acquired immune deficiency sindrom, sindrom stec¢ene imunodeficijencije) ¢iji je uzrok
HIV (virus humane imunodeficijencije), za koji jo§ uvijek ne postoji ucinkovita terapija.
Lijekovi koji se koriste u tretmanu ove bolesti naj¢es¢e imaju veéi broj nuspojava te se
postavlja i pitanje virusnih linija otpornih na lijek, a uz to, koriste se kombinirane terapije
pri ¢emu moze doc¢i do smanjene aktivnosti jedne terapije zbog paralelne upotrebe druge
terapije. S obzirom na povecanje rezistentnosti bakterija na postojece antibiotike,
antibakterijska bioloska aktivnost kemijskih spojeva bitna je tema danasnje medicinske
kemije.

S. R. Nagarajan i suradnici, na temelju prethodno otkriveninh HIV-proteaza koje
sadrze hidroksi-etilurea izostere, sintetizirali su sulfonamidne derivate benztiazola, koji
pokazuju ICsg vrijednosti u nanomolarnim koncentracijama. Polozaj 7 pokazao se kao
najbolji za supstituciju sulfonamidom, a sintetizirani su i karbamatni derivati. Takoder je

dokazano da amino skupina na benztiazolnoj jezgri blago povecava antimikrobnu aktivnost
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spoja. Sintetizirani amidi 1 karbamati pokazuju snazna antimikrobna djelovanja, s ICso
vrijednostima u nanomolarnim koncentracijama. Posto je ispitana i oralna biodostupnost
svih sintetiziranih spojeva, zaklju¢eno je da su karbamati 2 (slika 8) najdjelotvorniji

sintetizirani spojevi zbog niskih vrijednosti ICso i dobre oralne biodostupnosti.?

OPh
o, .0
H OH H/ N/

R= 3-piridilmetiloksi
R= 5-tiazolilimetiloksi
R= 3-tetrahidrofuraniloksi

Slika 8. Karbamati s antimikrobnom aktivno$éu

M. K. Singh i suradnici sintetizirali su seriju 1,2,3-triazolnih derivata bentiazola
povezanih atomom sumpora kao poveznicom, te je ispitanja njihovo antibakterijsko |
antifungalno djelovanje. Pokazalo se da na antimikrobnu aktivnost spoja utjece polozaj i
vrsta supstitucije na fenilnom prstenu vezanom za triazolni prsten. Tako, primjerice,
elektron-donorski supstituenti na benzenskom prstenu poput halogena povecavaju
antibakterijsku aktivnost, dok supstituenti poput metilne ili metoksi skupine povecavaju
antifungalnu aktivnost. Spojevi koji su pokazali aktivnost vecu od aktivnosti kontrolnog
lijeka (ciprofloksacina za ispitivanje na bakterijama i flukonazola za ispitivanje na
gljivicama) prikazani su na slici 9. Spoj 3 pokazao je MIC 3,12 pg/mL protiv 6 od
mogucih 7 vrsta bakterija koje ukljucuju gram-pozitivne bakterije (S.aureus i E. faecalis) i
gram-negativne bakterije (E.coli, S.Typhi, K.pneumoniae i P.aeruginosa), uz ekstremno
nisku toksi¢nost. Spoj 4 pokazao je dobru antifungalnu aktivnost prema svim ispitanim

vrstama, iako ima veéu MIC od kontrolnog lijeka.?:
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Slika 9. Strukture benztiazola s antibakterijskim i antifungalnim djelovanjem

2.4.3. Protuupalno djelovanje

S. Shafi i suradnici sintetizirali su seriju bis-heterocikla temeljenu na 1,2,3-triazolu i 2-
merkaptobenztiazolu. Protuupalna aktivnost ispitana je testom inhibicije biokemijske
ciklooksigenaze (COX-1 i COX-2) i in vivo na induciranom edemu straznje Sape miseva.
PredloZene su i odredene poveznice aktivnosti i strukture: elektron-odvlacece skupine na
fenilnom supstituentu vezanom za triazolni prsten povecavaju protuupalnu aktivnost, dok
ju elektron-donorske smanjuju te je uz to najpovoljnija para-supstitucija. In silico analize
pokazuju da spojevi s 2-merkaptobenztiazolnom jezgrom i 1,2,3-triazolnom jezgrom imaju
visok potencijal za vezanje na COX. In vivo analiza pokazala je da dva sintetizirana spoja
pokazuju aktivnost vecu od kontrolnog lijeka Ibuprofena. Spoj 5 i 6 (slika 10) pokazuju
preko 80 %-tnu inhibiciju edema, bez stetnih utjecaja na zeludac, koji su jedna od mogucih

nuspojava lbuprofena.??
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Slika 10. Strukture derivata benztiazola s protuupalnim djelovanjem

15



2.5. 1,2,3-Triazol i njegovi derivati
2.5.1. 1,2,3-Triazol kao farmakofor

Triazoli su heterociklicki peteroclani prstenovi koji sadrze dva ugljikova i tri
dusikova atoma. Poznati su 1,2,3- i 1,2,4-izomeri triazolnog prstena (slika 11). Spojevi s

triazolnom jezgrom ili triazolnom poveznicom pokazuju $irok spektar bioloskih aktivnosti.

4 N3 4N 3
Iy b
5L N2 5 ( N2
N4 N4
H H
1H-1,2,3-triazol 1H-1,2,4-triazol

Slika 11. 1zomeri triazolnog prstena

1,2,3-triazolni prsten djeluje kao bioizoster amidne veze. Zbog svog velikog dipolnog
momenta ponasa se kao donor i akceptor vodikovih veza i sudjeluje u dipol-dipol
interakcijama, a uz to je stabilan prema kiseloj i baznoj hidrolizi, oksidacijskim i
redukcijskim uvjetima S$to odrazava visoku aromatsku stabilnost triazolnog prstena.
Takoder, triazoli su relativno stabilni prema metaboli¢koj razgradnji. Ovisno o vrsti
supstitucije, triazoli oponasaju E- ili Z-amidnu vezu u peptidima. 1,5-supstituriani triazoli
bioizosteri su E-amidne veze, a 1,4-supstituirani 1,2,3-triazoli sli¢ni su Z-amidnoj vezi s
nekim karakteristikama: slobodni elektroni N3 dusikovog atoma imaju ulogu karbonilnog
kisika amidne veze odnosno oni su akceptori vodikovih veza, C-H veza u polozaju 5 je
zbog velike polarizacije uzrokovane induktivnim utjecajem dusikovih atoma donor
vodikovih veza kao $to je to N-H veza u amidima, a polarizirani elektrofilni C4 atom je

elektronski sli¢an karbonilnom ugljiku amida (slika 12).
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Slika 12. Usporedba Z-amidne veze i njenog bioizostera, 1,4-disupstituiranog triazola

Glavna razlika amidne veze i triazolnog prstena lezi u ¢injenici da je elektrofilni C1
karbonilni ugljik amida u triazolu zamijenjen negativno polariziranim dusikovim atomom,
a uz to zbog veceg dipolnog momenta triazol je podlozniji stvaranju vodikovih veza od
amida, sto mu povecava topljivost i afinitet prema bioloskim metama. Takoder, udaljenost
izmedu supstituenata veca je u triazolu nego $to je u amidnoj vezi.? Osim amidnih veza,
triazol i derivati mogu posluziti kao bioizosteri esterskih veza, drugih peteroclanih

heterociki¢kih spojeva i trans-dvostrukih veza.?*

2.5.2. Biolosko djelovanje triazola i njegovih derivata

Triazolni prsten u bioloski aktivnim spojevima moze sluziti kao disupstituiran
bioizoster, poveznica izmedu dvije bioloski aktivne molekule ili kao jedna od bioloski
aktivnih jezgri u policiklickim spojevima. Opsezno je istrazivan u medicinskoj kemiji zbog
svoje stabilnosti u fizioloskim uvjetima. 1,2,3-triazolni derivati pokazuju antitumorsku,
anti-HIV, antituberkulostatsku, antifungalnu i antiparazitsku aktivnost.?

Jedan od najpoznatijih lijekova s triazolnom komponentom u strukturi je tazobaktam,
antibiotik koji sluzi kao inhibitor p-laktamaze, enzima koji sluzi za razgradnju p-
laktamskog prstena® koji svojim vezanjem na aktivno mjesto enzima sprije¢ava razgradnju
stani¢ne stijenke bakterije. Komercijalno je dostupan i Rufinamid, antiepileptik koji sadrzi
triazolnu komponentu. Ovaj lijek sluzi lije¢enju Sirokog spektra bolesti koje uzrokuju

napade, izmedu ostalih i Lennox-Gaustatova sindroma, specificnog poremecaja
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epilepti¢nog tipa koji uzrokuje usporeni intelektualni rast bolesnika, ali i nekoliko tipova
napadaja koji ne prestaju uzimanjem lijekova za smanjenje intenziteta napada (slika 13).2’
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Slika 13. Komercijalno dostupni derivati triazola

Poznat je i velik broj spojeva s triazolnom kompontentom, bilo da 1,2,3-triazol sluzi kao
poveznica izmedu farmakofora, bilo da je aktivna supstanca. Terapija HIV-proteaza
inhibitorima ¢esto zavrSava S porastom rezistentnosti virusa. Zato je vazno otkrivati ne
samo inhibitore HIV-proteaza, ve¢ i spojeve koji ¢e biti efikasni prema mutiranim vrstama
ovog virusa. Tako je 2008. sintetiziran spoj 7 koji pokazuje 1Cso vrijednosti u niskim
nanomolarnim koncentracijama prema mutiranom tipu proteaze koji je inace otporan na

razne lijekove (slika 14).%

OH

I~

Slika 14. Struktura spoja 7 s anti-HIV aktivnoscu

1,2,3-triazolni nukleozidi zanimljiva su klasa sintetskih spojeva zbog svoje snazne
antimikrobne, antivirusne i antitumorske aktivnosti. U takvim spojevima 1,2,3-triazolni
prsten moze se koristiti za supstituciju nukleobaze, secera ili mimetika Secera. Takoder,

uvodenjem triazolnog prstena u nukleozid moguce je zadrzati konformaciju alifatskih
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supstituenata zbog c¢ega ovakvi primjeri molekulske hibridizacije privlace veliku
pozornost. Tako je primjerice sintetizirana je serija 4-supstituiranih triazolnih nukleozida, s
ciljem ispitivanja antitumorskog djelovanja, mikrovalovima potpomognutom reakcijom 1-
azido-riboze i terminalnih alkina uz bakar(l) kao katalizator.?® U pripravljenim 1,2,3-
triazolnim nukleozidima triazolnim prstenom je modificirana Secerna komponenta. SAR
studijom je pokazano da supstitucija triazolnog prstena ima vazan utjecaj na aktivnost
spoja, primjerice spoj sa C-8 alkilnim lancem u polozaju 4 triazolnog prstena (8) jedan je
od najaktivnijih spojeva u seriji, dok njegov strukturni analog sa C-6 oktilnim
supstituentom (9) ne pokazuje takvu aktivnost (slika 15). Spojevi su pokazali aktivnost u
niskim mikromolarnim koncentracijama protiv stani¢nih linija leukemije (L1210) i

humanih stanica T-limfocita.
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Slika 15. 1,2,3-triazolni derivati s antitumorskim djelovanjem

Chang i suradnici sintetizirali su seriju C-4 supstituiranih-2-deoksi-nukleozida s
antivirusnim djelovanjem, koji pokazuju posebice snaznu anti-HIV-1 aktivnost bez

citotoksi¢nosti.?
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Slika 16. C-4 supstituirani-2-deoksi-nukleozidi s antivirusnim djelovanjem
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Derivati 1-tiazolil-1,2,3-triazola sintetizirani “one-pot” kaskadnim reakcijama pokazali su
dobru aktivnost na tumorske stanice rezistentne prema vise lijekova. Spojevi pokazuju
aktivnost u niskim mikromolarnim koncentracijama, dok neki pokazuju i selektivnost
prema tumorskim stanicama u odnosu na normalne stanice, a prikazani su na slici 17.%

R

R, = 2-furanil, 2-tiofenil, Ph, 4-C1-Ph, 4-F-Ph
R, = Ph, 2-piridinil, 3-piridinil, 2-tiofenil

Slika 17. Derivati 1-tiazolil-1,2,3-triazola s antitumorskim djelovanjem

2.6. Klik kemija

Koncept klik kemije i sam naziv uveo je Sharpless 2001. godine. Pocetna ideja
takvog pristupa organskoj sintezi je lakse prevodenje jednostavnih i reaktivnih supstrata u
Sto funkcionalnije kompleksnije spojeve. Fokus je stavljen na funkcionalnost i §to laksi
scale-up, a da bi se takav tip sinteze mogao provoditi bilo je potrebno precizno odabrati
reakcije koje odgovaraju uvjetima klik kemije koje su postavili Sharpless i suradnici.
Reakcija koja spada u klik kemiju mora biti modularna, sa Sirokom primjenom,
stereospecificna i davati visoka iskoristenja i nusprodukte koji su ekoloski prihvatljivi. Uz
to, reakcijski uvjeti moraju biti jednostavni, a supstrati za reakciju trebaju biti lako
dostupni te se reakcije trebaju provoditi sa sto manjom koli¢inom zelenih otapala koja se
mogu lako ukloniti. Konaé¢no, produkt se treba mo¢i jednostavno izolirati.>
Na temelju navedenih uvjeta odabrana je nekolicina reakcija od kojih su neke cikloadicije
nezasi¢enih spojeva, posebice 1,3-dipolarne cikloadicijske reakcije, reakcije nukleofilne
supstitucije 1 druge. Jedna od najidealnijih reakcija klik kemije je 1,3-dipolarna
cikloadicija®? (Huisgenova cikloadicija), reakcija u kojoj 1,3-dipol reagira s dipolarofilom
pri ¢emu nastaje peteroclani ciklicki spoj. U slucaju azida i alkina kao reaktanata
cikloadicije, dobiva se triazol (shema 7). Predlozeni mehanizam reakcije®® je simultano

nastajanje obje nove o-veze, uz pucanje jedne m-veze.
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Shema 7. Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija azida i alkina

lako Huisgenova reakcija zadovoljava uvjete klik kemije, ona nije regioselektivna te se
odvija pri visokim temperaturama. Modificirana Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija
katalizirana bakrom(l) koju su nezavisno i istovremeno otkrili Sharpless, Fokin i suradnici
te Meldal i suradnici jedna je od najkorisnijih, ako ne i najkorisnija reakcija u organskoj
sintezi. Sharpless je optimirao reakciju cikloadicije prema principima klik kemije, sto
ukljucuje koristenje bakra kao katalizatora ¢ime se poboljsava regioselektivnost odnosno
dobivaju se samo 1,4-supstituriani regioizomeri te se skracuje vrijeme reakcije. S obzirom
na koriStenje bakra kao katalizatora, reakcija je nazvana CUAAC - bakrom katalizirana
azid-alkin cikloadicija®** (shema 8).
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Shema 8. CUAAC reakcija

Inacica slicna CUAAC reakciji, rutenijem katalizirana azid-alkin cikloadicija, RUAAC, daje
1,5-disupstituirane 1,2,3-triazole. Za razliku od CuUAAC reakcije, kod ove reakcije moguce
je i koristenje internalnih alkina, ¢ime se dobivaju potpuno supstituirani triazoli (shema 8).
lako je selektivna kao i CUAAC, za uspjesnost ove reakcije bitno je koristiti specifi¢ne
rutenijeve(l1) komplekse, odnosno komplekse tipa [Cp x RuCI]%®, sto je jedan od razloga
zaSto reakcija nema veliku primjenu kao CuAAC, uz Ccinjenicu da nije jednako

sveobuhvatna kao reakcija katalizirana bakrom.
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Shema 9. RUAAC reakcija s terminalnim i internalnim alkinima

2.6.1. CUAAC i mehanizam reakcije

CuAAC reakcija se savrseno uklapa u koncept klik kemije zbog svoje
regioselektivnosti i kemoselektivnosti, stabilnosti u sirokom rasponu pH (od 4 do 12) te
jednostavnih reakcijskih uvjeta u kojima se moze provoditi - pri sobnoj temperaturi, u
smjesi organskog otapala i vode (primjerice tert-butanol:voda=1:1) ili u &istoj vodi.>* Zbog
svoje kemoselektivnosti, reakcija ima razne primjene, te se tako koristi u dizajnu lijekova,
sintezi biokonjugata, proizvodnji biosenzora na &vrstim podlogama i biomaterijala.>
Kataliticki proces odvija se u prisutnosti bakra(l), pri ¢emu su supstrati terminalni alkin i
azid. Sam Kkatalizator najées¢e se generira in situ redukcijom bakrovih (11) soli koje su
Cesto jeftinije i ¢is¢e od bakrovih (1) soli, uz redukcijsko sredstvo poput natrijevog
askorbata koji je lako dostupan. Ovakav pristup uvodenja katalizatora u reakciju najcesci je
kod koriStenja polarnih supstrata. Uz in situ pripremu Katalizatora osigurana je stalna
dovoljna koli¢ina katalizatora da bi reakcija dosla do kraja. Ako se u reakciju izravno
uvodi bakar (ne priprema se in situ) najcesce se koriste Cu(l) soli ili kompleksi. Kod
primjene bakrovih soli kao izvora katalizatora moguca je njegova oksidacija u neaktivan
Cu(Il) oblik zbog kojeg zatim mogu nastati nepozeljni nusprodukti, stoga se takve reakcije
provode u strogo suhim reakcijskim uvjetima. Kod primjene Cu (I) kompleksa, ligandi stite
bakar od oksidacije stoga se reakcija ne mora provoditi u strogo suhim uvjetima, a takoder,
ligandi mogu i poboljsati katalitiCka svojstva. Osim Cu(l) i Cu(ll) izvora, poznate su i
primjene Cu(0) (bakrena Zzica ili bakreni prah).®” Sama CUuAAC reakcija (slika 18)
nedvojebeno zapocinje stvaranjem bakrovog (I) acetilida (korak 1) gdje dolazi do =-
koordinacije alkina na bakar. Time terminalni metinski vodik postaje dovoljno kiseo za
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deprotoniranje u vodenom mediju koje rezultira nastajanjem oc-acetilida. Zatim se azid
koordinira na bakar (korak 2) ¢ime nastaje reaktivni intermedijer 10. Zamjena liganada na
bakru uzrokuje povecanje elektrofilnosti terminalnog N3 dusikovog atoma. U idu¢em
koraku dolazi do stvaranja prve C-N veze ¢ime nastaje napeti metalacikliki intermedijer
11. S obzirom na nestabilnost intermedijera brzo nastaje bakrov triazolid 12, ¢ije je
nastajanje energetski vrlo povoljno. U posljednjem koraku se iz bakrovog triazolida

oslobada triazol, a bakar se vraca u kataliti¢ki ciklus.3®

N
N’J ‘NfRz
>:( R—=—H
R1 H ICULx l
H-!-
H* Korak 5 Korak 1
R————CuL,
12 N-Re N .
— ENVN\
R4 CuL, R;
Korak 2
Korak 4
N+
N\
N / | Korak 3 R — C L
CulL, 1 — uby
R; A 10
v
11

Slika 18. Mehanizam CuAAC reakcije
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2.7. Molekulska hibridizacija

Molekulska hibridizacija strategija je racionalnog dizajna novih spojeva
povezivanjem farmakofornih podjedinica u molekulskoj strukturi dva ili vise poznatih
bioloski aktivnih derivata. Takve podjedinice, povezivanjem na adekvatan nac¢in odnosno
adekvatnim poveznicama, vode do dizajna novih hibridnih struktura koje zadrzavaju
osnovne karakteristike originalnih farmakofora (slika 19).%°
Ovim pristupom omogucen je dizajn i sinteza viSenamjenskih lijekova, koji djeluju na vise
meta simultano, ¢ime je olakSano kombinirano lijecenje bolesti koje bi se inace lijecile
pomocu nekoliko razli¢itih lijekova.*?

Jedna od cesto koriStenih poveznica je 1,2,3-triazolni prsten, zbog svoje rigidnosti i

jednostavne sinteze.

@
)
Rt

lijek A lijek B
povezano

poveznica
povezano linkerom

s

fuzionirano

Slika 19. Shematski prikaz molekulske hibridizacije
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2.8. UV/Vis spektroskopija

UV/Vis spektroskopija je analiticka metoda koja se u organskoj kemiji koristi za
dobivanje odredenih informacije o strukturi promatranog spoja. Princip rada metode je
apsorpcija svjetlosti koja prolazi kroz otopinu uzorka. Apsorbirana svjetlost u molekulama
uzorka uzrokuje prijelaz elektrona iz najvise okupirane molekulske orbitale (highest
occupied molecular orbital, HOMO) u najnizu neokupiranu molekulsku orbitalu (lowest
unoccupied molecular orbital, LUMO), a promjena u energiji ulazne i izlazne svjetlosti
direktno odgovara prijelazu elektrona. Energetska razlika ova dva nivoa posebna je za
svaku molekulu, ali se najéesée nalazi izmedu 125 i 650 kJ/mol.** Najcesé¢i prijelazi
elektrona su iz neveznih (n) orbitala u = -protuvezne orbitale (n*) i iz n-veznih orbitala u -
protuvezne orbitale. Moguc¢i su i prijelazi iz sigma orbitala, medutim oni su najcesce

prevelike energije da bi bili vidljivi u UV spektru (190-800 nm).

Hiperkromni pomak

Hipsokromni pomak Batokromni pomak

Hipokromni
pomak

m‘—-—-o:mc-*ow-czp

|
1 >

Amax Valna duljina

Slika 20. UV spektar

UV spektri (slika 20) prikazuju ovisnost apsorbancije o valnoj duljini te se iz njih
moze ocitati valna duljina maksimuma apsorpcije (Amax) koja moze biti indikator
prisutnosti odredene skupine u spoju. Kromofori su molekule koje daju signal u UV
spektru. Ako je za kromofor vezan supstituent koji utjece na polozaj valne duljine

maksimuma apsorpcije, tada se taj supstituent naziva auksokrom. Pomaci u spektru mogu
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biti batokromni (crveni pomak), hipsokromni (plavi pomak), hiperkromni odnosno
hipokromni  (pomaci maksimuma apsorbancije prema veéim 0dnosno manjim
vrijednostima). Na temelju pomaka moguce je zakljuciti kakav je supstituent vezan na
pocetni kromofor. Ova metoda u organskoj se kemiji najcesce koristi za snimanje spektara
karbonilnih i konjugiranih spojeva te heterociklickih spojeva s obzirom na prisutnost

neveznih i delokaliziranih rn-elektrona.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Opce napomene

Sva otapala su susena/prociS¢avana prema preporu¢enom postupku susenja agensima i/ili

destiliranjem preko molekulskih sita veli¢ine 3 A.

Tijek reakcija pracen je tankoslojnom kromatografijom (TLC), za koju su koristene ploce
60F-254 prevucene slojem silikagela Merck u odgovaraju¢em sustavu otapala. Za detekciju

izoliranih komponenata koristena je UV svjetlost valne duljine 254 nm.

Kromatografija na koloni provedena je na silikagelu (Fluka, 0,063-0,2 mm). Staklene
kolone su punjene pod utjecajem gravitacije, a kao eluens je koristena odgovarajuca smjesa

otapala diklormetan : metanol i petrol-eter : etil-acetat.

Reakcije potpomognute mikrovalnim zracenjem provedene su u Milestone Start S

mikrovalnom reaktoru u kvarcnim posudama.

Spektri H-NMR snimljeni su na spektrometru Bruker Avance 300 i 600 MHz. Svi su
uzorci otopljeni u DMSO-ds i mjereni pri 298K u NMR cjev¢ici promjera 5 mm. Kemijski
pomaci u *H-NMR spektrima izrazeni su u ppm jedinicama u odnosu na tetrametilsilan
(TMS, 6=0,0 ppm). Konstante sprege (J) izrazene su u hercima (Hz). Pojedinacne
rezonancije asignirane su na temelju njihovih kemijskih pomaka, intenziteta i multipliciteta

signala te konstatni sprega H-H.

UV/Vis spektri snimljeni su na Varian Cary 50 spektrofotometru. Koristene su kvarcne

kivete promjera 0,5cm i volumena 3cm?,

TaliSta spojeva odredena su na instrumentu Kofler micro hot-stage (Reichert, Wien) i nisu

korigirana.
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3.2 Pregled sintetiziranih spojeva
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3.3. Priprava spojeva

3.3.1. 6-azido-2-fenilbenztiazol (1)

6-amino-2-fenilbenztiazol (50 mg; 0,221 mmol) otopljen je u acetonitrilu (CH3CN) (12
mL) uz mijesanje. U ledenoj kupelji otopini je dodan tert-butilnitrit (tert-BuONO) (0,034
mL; 0,314 mmol) i trimetilsilil-azid (TMS-N3) (0,036 mL; 0,265 mmol). Reakcijska
smjesa je mijesana na sobnoj temperaturi 24h, zatim je otapalo upareno pri snizenom tlaku
i ostatak procis¢en kolonskom kromatografijom u sustavu diklormetan (DCM):metanol
(MeOH)=100:1. Spoj 1 je izoliran u obliku narancaste krutine (24,9 mg; 49,8%, T.t.=149-
151°C)

3.3.2. 6-azido-2-(3-fluorfenil)benztiazol (2)

6-amino-2-(3-fluorfenil)benztiazol (50 mg; 0,204 mmol) otopljen je u CH3CN (12 mL) uz
mijesanje. U ledenoj kupelji otopini je dodan tert-BuONO (0,040 mL; 0,306 mmol) i
TMS-Nz3 (0,034 mL; 0,244 mmol). Reakcijska smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi
24h, zatim je otapalo upareno pri snizenom tlaku pri ¢emu je spoj 2 izoliran u obliku
narancaste krutine (45,8 mg; 91,6%; T.t.=162-164°C)

3.3.3. 6-azido-2-(4-cijanofenil)benzotiazol (3)

6-amino-2-(4-cijanofenil)benztiazol (50 mg; 0,198 mmol) otopljen je u CH3CN (12 mL) uz
mijesanje. U ledenoj kupelji otopini je dodan tert-BuONO (0,039 mL; 0,297 mmol) i
TMS-N3z (0,033 mL; 0,238 mmol). Reakcijska smjesa je mijesana na sobnoj temperaturi
24h, zatim je sirovi produkt izoliran uparavanjem i pro¢is¢en kolonskom kromatografijom
u sustavu DCM:MeOH=100:1. Spoj 3 je izoliran u obliku smede-narancaste krutine (27,2
mg; 54,4%; T.t.=205-207°C)

3.3.4. 6-azido-2-(4-fluorfenil)benztiazol (4)

6-amino-2-(4-fluorfenil)benztiazol (50 mg; 0,205 mmol) otopljen je u CH3CN (15 mL) uz
mijesanje. U ledenoj kupelji otopini je dodan tert-BuONO (0,041 mL; 0,308 mmol) i
TMS-N3 (0,034 mL; 0,264 mmol). Reakcijska smjesa je mijesana na sobnoj temperaturi
24h, zatim je sirovi produkt izoliran uparavanjem i pro¢is¢en kolonskom kromatografijom
u sustavu DCM:MeOH=200:1. Spoj 4 je izoliran u obliku svijetlosmede krutine (6,2 mg;
12,4%; T.t.=154-156°C)
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3.3.5. 6-azido-2-[4-(N,N-dietilamino)fenil]benztiazol (5)

6-amino-2-[4-(N,N-dietilamino)fenil]benztiazol (50 mg; 0,168 mmol) otopljen je u CH3CN
(12 mL) uz mijesanje. U ledenoj kupelji otopini je dodan tert-BuONO (0,033 mL; 0,252
mmol) i TMS-Nz (0,028 mL; 0,202 mmol). Reakcijska smjesa je mijeSana na sobnoj
temperaturi 24h, zatim je sirovi produkt izoliran uparavanjem i pro¢is¢en kolonskom
kromatografijom u sustavu DCM:MeOH=100:1, nakon cega je ponovo prociscen
kolonskom kromatografijom u sustavu petroleter:etil-acetat=10:3. Spoj 5 je izoliran u

obliku smede-narancaste smole (27,8 mg; 55,6%).

3.3.6. 2-fenil-6-(1H-1,2,3-triazol-1-il)benztiazol (6)

Spoj 1 (22 mg; 0,085 mmol) otopljen je u dimetilformamidu (DMF) (0,86 mL). Otopini je
dodan bakrov(ll) sulfat pentahidrat (1 moldm=; 0,026 mL; 0,026 mmol) i strugotine
elementarnog bakra (4,33 mg; 0,068 mmol). Reakcijskoj smjesi je dokapan fenilacetilen
(0,008 mL; 0,068 mmol) te je reakcija provodena u mikrovalnom reaktoru na 80 °C
tijekom 60 minuta (uz 5 minuta prethodnog grijanja i 10 minuta hladenja nakon reakcije)
pri 300W. Otapalo je iz reakcijske smjese upareno pri snizenom tlaku pri ¢emu je dobiven
sirovi produkt koji je procis¢en kolonskom kromatografijom u sustavu petroleter:etil-

acetat=10:3 te je spoj 6 izoliran u obliku narancaste smole (2,1 mg; 9,5%)

3.3.7. 2-(3-fluorfenil)-6-[4-(p-tolil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]benztiazol (7)

Spoj 2 (43 mg; 0,016 mmol) otopljen je u DMF-u (2,5 mL) i smjesi tert-butanol:voda=1:1
(1,72 mL). Otopini je dodan bakrov(ll) sulfat pentahidrat (1 moldm3; 0,052 mL; 0,052
mmol) i dodane su strugotine elementarnog bakra (8,06 mg; 0,127 mmol). Reakcijskoj
smjesi je dokapan 4-eteniltoluen (0,017 mL; 0,127 mmol) te je reakcija provodena u
mikrovalnom reaktoru na 80 °C tijekom 60 minuta (uz 5 minuta prethodnog grijanja i 10
minuta hladenja nakon reakcije) pri 300W. Otapalo je iz smjese upareno pri snizenom
tlaku. Sirovi produkt je proc¢iséen kolonskom kromatografijom u sustavu petroleter:etil-

acetat=10:3 te je spoj 7 izoliran kao narancasti prah. (41,2 mg; 96%, T.t.>270°C)

3.3.8. 2-cijano-6-[4-(4-metoksifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]benztiazol (8)

Spoj 3 (27,2 mg; 0,010 mmol) otopljen je u DMF-u (1,5 mL) i smjesi tert-
butanol:voda=1:1 (1,09 mL). Otopini je dodan bakrov(Il) sulfat pentahidrat (1 moldm;
0,033 mL; 0,033 mmol) i dodane su strugotine elementarnog bakra (4,97 mg; 0,078 mmol).
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Reakcijskoj smjesi je dokapan 4-metoksifenilacetilen (0,010 mL; 0,078 mmol) te je
reakcija provodena u mikrovalnom reaktoru na 80 °C tijekom 60 minuta (uz 5 minuta
prethodnog grijanja i 10 minuta hladenja nakon reakcije) pri 300W. Sirovi produkt dobiven
je uklanjanjem otapala iz reakcijske smjese uparavanjem pri snizenom tlaku. Sirovi
produkt je procis¢en kolonskom kromatografijom u sustavu petroleter:etil-acetat=10:3.

Zeljeni spoj spoj 8 nije izoliran.

3.3.9. 2-(4-N,N-dietilamino)-4-[6-(4-oktil-1H-1,2,3-triazol-1-il)benztiazol (9)

Spoj 5 (26 mg; 0,009 mmol) otopljen je u DMF-u (1 mL) i smjesi tert-butanol:voda=1:1
(1,04 mL). Otopini je dodan bakrov(ll) sulfat pentahidrat (1 moldm=; 0,031 mL; 0,031
mmol) i dodane su strugotine elementarnog bakra (4,44 mg; 0,087 mmol). Reakcijskoj
smjesi je dodan dekin (0,013 mL; 0,087 mmol) te je u mikrovalnom reaktoru zagrijavana
na 80 °C tijekom 60 minuta (uz 5 minuta prethodnog grijanja i 10 minuta hladenja nakon
reakcije) pri 300W. Reakcijska smjesa je zatim uparena in vacuo. Sirovi produkt je
procis¢en kolonskom kromatografijom u sustavu petroleter:etil-acetat=10:3 te je spoj 9
izoliran u obliku smede smole (8,3 mg; 31,9%).
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Sinteza spojeva

Reakcijom 2-supstituiranih 6-aminobenztiazola s tert-butilnitritom i trimetilsilil-
azidom u acetonitrilu pripravljeni su odgovarajuci 6-azido derivati benztiazola 1-5 (shema
1). Pri reakciji amino derivata benztiazola s nitriraju¢im agensima (donorima azidne
skupine) dolazi do transfera dva terminalna dusikova atoma azidne skupine reagensa na
aminski dio supstrata ¢ime se amino grupa transformira u azidnu.** Huisgenovom 1,3-
dipolarnom cikloadicijom potpomognutom mikrovalnim zra¢enjem i kataliziranom bakrom
6-azidobenztiazola 1-5 s razli¢itim terminalnim alkinima uveden je u polozaj 6
benztiazolne jezgre 1,2,3-triazolni prsten supstituiran u polozaju 1 i 4, pri ¢emu Ssu

sintetizirani spojevi 6-9.

Ry N
N S—R
t+-BUONO, TMSN N Cu(0), CuSO, X 5H,0 Q >Ry
H,N S CH4CN R S DMF, t-BuOH:H,0=1:1 Nﬂﬁ)
1-5 Ry 6-9

Shema 1. Sinteza 1,2,3-triazolnih derivata benztiazola

6-azido-2-fenilbenztiazol (1) prireden je reakcijom 6-amino-2-fenilbenztiazola s TMS-N3 i
t-BuONO pri sobnoj temperaturi (shema 2). Reakcijom 1,3-dipolarne cikloadicije,
bakrom(l) katalizirane azid-alkin cikloadicije 6-azido-2-fenilbenztiazola (1) s

fenilacetilenom sintetiziran je 1,2,3-triazolni derivat benztiazola 6.

N o, N _ Gy /@’\) < >
HZN/©E5\>—® 1 Ns/@i\ @n_

Shema 2. Reakcijski uvjeti: (i) TMS-N3, t-BuONO, CH3CN, mijeSanje na sobnoj
temperaturi preko no¢i; (ii) DMF, t-butanol:H.0=1:1, Cu, CuSOs, MW(300W, 60 min,
80°C)
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6-azido derivati benztiazola s 3-fluorfenilnim odnosno 4-fluorfenilnim supstituentom u
polozaju 2 benztiazolne jezgre (2 i 4) pripravljeni su reakcijom odgovarajuc¢ih 6-
aminobenztiazola s TMS-Nzi t-BuONO (shema 3).

F F
0 O
N \
H,N S N S
2 3 2
N
OG- IO
N F
Ny S
H,N s 4

Shema 3. Reakcijski uvjeti: (i) TMS-N3, t-BUONO, CH3CN, mijesanje na sobnoj

temperaturi preko noci

Klik reakcijom potpomognutom mikrovalnim zrac¢enjem uz bakar kao katalizator spoj 2 je

preveden u 1,2,3-triazolni derivat benztiazola 7 (shema 4).

F

F IOsS®
-0 wowill's B
N3 s = CHy
2
7
CH

3

Shema 4. Reakcijski uvjeti: (i) DMF, t-butanol:H>0=1:1, Cu, CuSOs, MW/(300W, 60 min,
80°C)
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Pri istim reakcijskim uvjetima klik reakcijom spoja 3 s terminalnim alkinom ciljani spoj 8

nije izoliran (shema 5).

N
_ N\
N () N =% /@s "
ey Lo Ty
H,N 8 Ny 8 () Nz
3

OCH;

Shema 5. Reakcijski uvjeti: (i) TMS-N3, t-BuONO, CH3CN, mijeSanje na sobnoj
temperaturi preko no¢i; (ii) DMF, t-butanol:H20=1:1, Cu, CuSOs, MW (300W, 60 min,
80°C)

6-Azido derivat benztiazola 5 i njegov triazolni analog 9 sintetizirani su pri istim

reakcijskim uvjetima kao i spojevi 6 i 7, a kao terminalni alkin je koristen dekin (shema 1).
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4.2. Spektroskopska karakterizacija novosintetiziranih spojeva

4.2.1. Strukturna karakterizacija spojeva spektroskopijom *H-NMR

Asigniranje spektara 'H NMR provedeno je na osnovu kemijskih pomaka, intenziteta

signala, multipliciteta rezonancija te H-H konstanti sprega.

Spektri 'H NMR spojeva 1-5 pokazuju signale protona benztiazolnog prstena u

aromatskom dijelu spektra, uz izostanak protona amino skupine u polozaju 6, ¢ime je

potvrdeno uvodenje azido supstituenta u polozaj 6 benztiazolne jezgre.
'H NMR spektar spoja 1 (slika 1) pokazuje sljedece signale: & 8,11 — 8,05 (m, 3H), 8,02 (d,
J=2,2Hz, 1H), 7,62 — 7,56 (m, 3H), 7,28 (dd, J = 8,7; 2,3 Hz, 1H).
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Slika 1. *H-NMR spektar spoja 1
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U H NMR spektru spoja 2 (slika 2) prisutni su signali: § 8,09 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 8,03 (s,
1H), 7,91 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,88 (d, J = 9,7 Hz, 1H), 7,66 — 7,60 (m, 1H), 7,44 (t, J = 8,4
Hz, 1H), 7,30 (dd, J = 8,7; 2,1 Hz, 1H).
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Slika 2. *H-NMR spektar spoja 2

U H-NMR spektru spoja 4 (slika 3) prisutni su sljede¢i signali: & 8,09 (d, J = 8,7 Hz, 1H),
8,04 (s, 1H), 7,90 (t, J = 9,4 Hz, 2H), 7,68 — 7,58 (m, 1H), 7,45 (t, J = 8,7 Hz, 1H), 7,30 (d,
J=8,8 Hz, 1H).
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Slika 3. 'H-NMR spektar spoja 4
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'H NMR spektar spoja 5 (slika 4) sadrzi sljedece signale: § 8,18 — 8,11 (m, 2H), 8,06 (d, J
= 8,7 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,42 (t, J = 8.8 Hz, 2H), 7,28 (dd, J = 8,7; 2,3 Hz,
1H). U alifatskom dijelu spektra prisutni su signali za protone metilne skupine intenziteta

6H i protoni metilenske skupine intenziteta 4H za etilne supstituente vezane za dusik.
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Slika 4. *H NMR spektar spoja 5

U *H NMR spektrima spojeva 6, 7 i 9 (slike 5-7) pored signala za protone pocetnih 6-azido

derivata benztiazola prisutan je i signal za proton triazolnog prstena na ~8,2 ppm.
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Slika 5. *H-NMR spektar spoja 6
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Slika 6. 'H-NMR spektar spoja 7

HEEG 25 258 o=2% A& $583% B ¥ EEEE] ]
W LY RVARRNG N T N& W
:“
|
e s / / /

2

’ b Iv‘,‘ | i
JU‘M&-"IJ WJJM\LIJ MW J MJMM i IU ‘"\nwﬂ‘f ?Wf “va,

100
104

T T T T T T
79 79 77 76 75 24 0 18 1.6 14 12 1.0 0.8 0.6
fl(ppm)

Slika 7. 'TH-NMR spektar spoja 9

40



4.2.2. Analiza UV/Vis spektara

UV/Vis spektri spojeva 1, 2 i 7 snimljeni su u metanolu pri koncentraciji 2 x 10° moldm.
Spojevima su odredeni maksimumi apsorbancije i valne duljine (A) te molarni ekstinkcijski

koeficijenti (¢).

1
— 2
— 7
04
0.3
§ 0.2 -
0.1
0.0
T T I
300 400
anm
Slika 8. UV/Vis spektar spojeva 1,217
Tablica 1. UV/Vis podatci za spojeve 1, 2i 7
Spoj A/nm Abs g/moltdm
1 227 0,33987 18052,2654
324 0,34057 18089,4460
2 226 0,26634 17997,7700
327 0,26720 18055,8840
7 326 0,08912 6885,3092

Spojevi 1 i 2 pokazuju dva apsorpcijska maksimuma, pri valnim duljinama ~230 nm i 325
nm. Spoj 1 pokazuje najvisi apsorpcijski maksimum dok spojevi 2 i 7 pokazuju
hipokromni pomak u odnosu na spoj 1. Spoj 2 koji je supstituiran fluorom u polozaju 3
fenilnog prstena pokazuje i blagi batokromni pomak apsorpcijskog maksimuma u odnosu
na spoj 1. U spektru spoja 7, triazolnog derivata spoja 2 vidljiv je samo jedan apsorpcijski
maksimum, s izrazenim hipokromnim pomakom u odnosu na spoj 2. Uz hipokromni, spoj

pokazuje i hipsokromni pomak u odnosu na spoj 2.
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» Reakcijom 2-supstituiranih 6-aminobenztiazola s tert-butilnitritom i trimetilsilil-

azidom u acetonitrilu pripravljeni su 6-azido derivati benztiazola 1-5.

» Mikrovalovima potpomognutom  klik-reakcijom kataliziranom bakrom 6-
azidobenztiazola s odgovaraju¢im terminalnim alkinima sintetizirani su 1,2,3-

triazolni derivati benztiazola 6, 7i 9.

> Strukture svih sintetiziranih spojeva potvrdene su 'H-NMR spektroskopijom.
Uvodenje triazolnog prstena potvrdeno je prisustvom protona triazolnog prstena

na ~8,5 ppm.

» Derivati benztiazola 1, 2 i 7 su spektroskopski okarakterizirani UV/Vis
spektroskopijom, te su im odredeni maksimumi apsorbancije i valne duljine

emisije.
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