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SAZETAK

Nove soli tienobenzo-triazola — sinteza i bioloSka aktivnost

Cilj ovog rada bila je sinteza novih soli tienobenzo-triazola s potencijalnom
bioloSkom aktivnoS¢u. Tijek sinteze pracen je nizom od Cetiri uzastopne reakcije.
Prvim stupnjem dobivaju se razliCiti derivati triazolnih aldehida reakcijom 1-(4-
nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida, prethodno pripremljenog u nasem
laboratoriju, i odgovarajuéeg amina. Nadalje slijedi Wittigova reakcija, opcéenito
poznata kao reakcija dobivanja alkena. Takvom reakcijom aldehidi reagiraju s
fosforovim ilidom c¢ime se dobivaju smjese izomera triazolnih tienostilbena.
Spomenuti produkti su zbog nastanka konjugiranog sustava uspjeSno podvrgnuti
fotokemijskim reakcijama ¢ime dolazi do ciklizacije odnosno zatvaranja prstena i
sinteze tienobenzo-triazola. Posljednjim stupnjem dodatkom alkil-halogenida dobivaju
se triazolne soli koje su testirane na bioloSku aktivnost, prvenstveno kao potencijalni
inhibitori enzima kolinesteraza. Na temelju rezultata bioloSkih mjerenja, spoj 6
pokazuje inhibiciju enzima butirilkolinesteraze s vrijednosti ICso od 24,3 uM dok
njegova sol 10 €ak ICso od 1,83 uM, Sto je nekoliko puta bolja inhibicijska aktivnost

od one koju pokazuje standardni reverzibilni inhibitor galantamin.

Kljuéne rijeéi: alkeni, enzimi kolinesteraze, fotokemijska ciklizacija, metateza soli,

triazoli, triazolostilbeni, Wittigova reakcija



ABSTRACT

New thienobenzo-triazole salts — synthesis and biological activity

The aim of this work was the synthesis of new thienobenzotriazole salts with
potential biological activity. The course of the synthesis is followed by a series of four
consecutive reactions. In the first stage, various derivates of triazole aldehydes are
obtained by the reaction of 1-(4-(nitrophenyl)-1H-1,2,3-triazole-4-carbaldehyde,
previously prepared in out laboratory, and the corresponding amine. Further follows
the Wittig reaction, generally known as the alkene formation reaction. The aldehydes
react with phosphorus ylide, resulting in mixtures of triazole-thienostilbene isomers.
Due to the formation of a conjugated system, the mentioned products are succesfully
subjected to photochemical reactions, which leads to cyclization, i.e. ring closure and
synthesis of thienobenzo-triazoles. The last step is the addition of alkyl halide to
obtain triazole salts that have been tested for biological activity, as potential
cholinesterase enzyme inhibitor. Based on the results of biological measurements,
compound 6 shows inhibition of the butyrylcholinesterase enzyme with an ICso value
of 24,3 uM, while its salt 10 even has an ICso of 1,83 uM, which is several times
better inhibitory activity than that shown by the standard reversible inhibitor

galantamine.

Keywords: alkenes, cholinesterase enzymes, photochemical cyclization, salt

metathesis, triazoles, triazole stilbenes, Witting reaction
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1. UvOD

Organska kemija jedna je od najvaznijih grana kemije nazvana jo$ i kemijom
ugljikovih spojeva. Takvi spojevi kljuéni su za strukturu Zivih organizama, a samim
time i za postojanje Zivota na Zemlji.! U usporedbi s ostalim elementima periodnog
sustava, ugljikov atom stvara jake veze s istoimenim atomima, kao i s brojnim drugim
elementima pritom stvarajuc¢i beskonaCan broj lanaca i prstenova od kojih vaznu
ulogu imaju heterociklicki spojevi.2 To su spojevi prstenaste strukture ugljikovih
atoma i najmanje jednog heteroatoma, od kojih su naj¢es¢i kisik, sumpor i dusik.
Svojom strukturom prevladavaju u viSe od 50% organskih spojeva kljuénih za
odvijanje raznih Zzivotnih funkcija u biljnom i Zivotinjskom svijetu. Primjer takvih
spojeva su vitamini, ugljikohidrati, aminokiseline, nukleinske kiseline i dr. Takoder,
osnova su za proizvodnju razlicitih lijekova i herbicida. Zbog velike raznolikosti mogu
se klasificirati u nekoliko podgrupa: prema broju atoma u prstenu, prema vrsti i broju
heteroatoma te prema sli€nosti s aromatskim spojevima. Od posebne vaznosti su
peteroclani dusikovi spojevi vazni kao bioloSki aktivni spojevi, inhibitori korozije, te
kao pesticidi i bojila.® U tu skupinu spojeva spadaju triazoli, peteroclani dusSikovi
prstenovi nacinjeni od tri atoma duSika i dva atoma ugljika. lako su sintetizirani
krajem 19. stoljeca, joS uvijek privlaCe veliku paznju kemicCara i biologa zbog Sirokog
spektra bioloSke aktivnosti.* Naime, jezgra triazola prisutna je kao temeljna
strukturna komponenta u nizu kategorija lijekova kao $to su antimikrobni, protuupalni,
analgetski, antiepilepticki, antivirusni, antituberkulozni, antikancerogeni i dr. Jedni od
glavnih derivata triazola prisutnih u razli¢itim lijekovima su 1,2,3-triazol i 1,2,4-triazol
koji pokazuju razli¢ita svojstva i raznoliku primjenu.® Takvi spojevi Wittigovom
reakcijom mogu stvoriti stilbene, aromatsko-alifatske ugljikovodike koji se pojavljuju u
dva stereoizomerna oblika: cis- i trans- stilben. Nastaju povezivanjem dvaju aromata
pomocu dvostruke veze. Njihovim prouCavanjem zakljuCeno je kako bi bili sjajna
polazna toCka za daljnji razvoj protuupalnih i antitumorskih sredstava.® Zbog
prisustva konjugiranog sustava mogu sudjelovati u fotokemijskim reakcijama u kojima
dolazi do ciklizacije, odnosno zatvaranja prstena i nastajanja nove skupine spojeva.
Daljnjim tijekom reakcija, moguce je prevesti ih u odgovarajuce triazolne soli, skupinu
spojeva koja se dobiva dodatkom alkil-halogenida, a koje su kao takve pokazale

potencijalnu bioloSku aktivnost i ciljane su molekule u ovom zavrSnom radu.



2. OPCIDIO

2.1. Triazoli

Triazoli se mogu Klasificirati kao posebna vrsta heterociklickih spojeva sa
Sirokim spektrom bioloSkih aktivnosti kao $to su antimikrobno, citotoksi¢no,
analgetsko, protuupalno, insekticidno, antibakterijsko, antikancerogeno,
antimalariCno i dr. 1z tog razloga, velik broj istrazivaCa sintetizira te spojeve kao ciljne
strukture kako bi procijenili o kojoj se bioloSkoj aktivnosti za pojedini derivat zapravo
radi.’

Triazol, takoder poznat i kao pirodiazol, spada u klasu peteroc¢lanih organskih
spojeva koji sadrzi dinezasicenu prstenastu strukturu sastavljenu od tri atoma dusSika
i dva atoma ugljika. Triazol je bijela do bijelozuta kristalna krutina slabog
karakteristicnog mirisa, topiva u vodi i alkoholu. Temperatura taliSta mu je kod 120°C,
a temperatura vrelista na 260°C. Pojavljuje se kao par izomernih kemijskih spojeva
1,2,3-triazol i 1,2,4-triazol s molekularnom formulom C2H3sNs i molekularnom masom
od 69,06 g mol?! (Slika 1). Navedeni izomeri strukturno se razlikuju samo prema

polozaju dusikovih atoma u prstenu.

Slika 1. Strukture 1,2,3-triazola i 1,2,4-triazola.

2.1.1.1,2,3-triazoli

Nazvani joS i 1H-1,2,3-triazoli zbog uzastopnog nizanja dusikovih atoma na
prva tri polozaja peteroClanog prstena, dok oznaka 1H- govori o pojavi indiciranog
vodika na dusikovom atomu u polozaju jedan. Ova vrsta spoja uglavhom pokazuje tri
tautomera ovisno o vezanom vodiku za dusik u strukturi prstena (Shema 1). Struktura

4H-1,2,3-triazola nije aromatska i stoga se odbacuje. Svi atomi prikazanog izomera



su sp? hibridizirani i planarni, a Sest n elektrona delokalizirana oko prstena daju
aromatski karakter spoju. StoviSe, zbog prisutnosti tri dusikova atoma, triazoli se

smatraju energijski bogatim heterociklima.?

H
4 N3 4 _N3 ’ 4 N3
/ \\N —_— \ \NH _— \\N
5 2 5 2 5 \ 2
:m/ N/ N/
1

1
1

1H-1,2,3-triazole 2H-1,2,3-triazole 4H-1,2,3-triazole
(nije aromati¢an)

Shema 1. Tautomeri 1,2,3-triazola.

NajceS¢i put do sinteze ove vrste spojeva je Huisgenova dipolarna
cikloadicija® alkina s organskim azidima (Shema 2). Ovaj postupak ukljucuje 1,3-
dipolarnu cikloadicijul® azida s organskim alkinima koji posjeduju supstituent Koji
priviadi elektrone.'* Ova reakcija je slabe regioselektivnosti pri ¢emu nastaju 1,4- i
1,5-disupstituirani 1,2,3-triazoli zbog €ega je Huisgenova reakcija alkina i azida

modificirana upotrebom bakra kao katalizatora.?

R'—N; + =——r?

smijesa 1,4-i 1,5-disupstituiranih 1,2,3-triazola

Shema 2. Reakcija cikloadicije azida i terminalnog alkina.

Azid-alkin cikloadicija katalizirana bakrom (CuAAC) spada u skupinu Klik-

reakcija. Ova reakcija postala je prva moderna reakcija 21. stolje¢a. lako ve¢ prije

izu€avana, no nedovoljno istrazivana, ponovno je privukla paznju 2002. godine kada



su znanstvenici Sharpless'® i Meldal** izvijestili da sudjelovanje razlicitih vrsta
bakra(l) u cikloadiciji azida i alikina dovodi do 1,4-disupstituiranog 1,2,3-triazola kao

pojedina¢nog produkta (Shema 3).%°

R R
Ne=NRT < Ne=—=NE—=NT
R1
\ N
/
1
. R Klik kemija N \\N
N—/— N + —— R2 -
Cu () S

Shema 3. Rezonancija azida (gore) i reakcija klik kemije — cikloadiacija katalizirana

barkom (dolje).

Reakcija CuAAC atomski je ucinkovita reakcija kojom je postignut visoki
stupanj regioselektivnosti s visokim stupnjem iskoriStenja (Cesto > 95%) u uvjetima
okoline, sobne temperature, kod koje se nusprodukti rijetko opazaju. SpecifiCnost
reakcije jest da moze podrzati Sirok raspon pH vrijednosti (4-12) i razli¢ita otapala
(organska i voda), a gotovo bilo koja vrsta funkcijske skupine tolerira se na azidu i na
alkinu. Katalizator za ovu reakciju obi¢no je mala koli¢ina jeftine Cu" soli (npr.
CuSO0a4) u prisutnosti natrijevog askorbata* pri ¢emu nastaju aktivne vrste Cu' soli.
Sve ove karakteristike Cine CuAAC reakciju vrlo ucinkovitim, jeftinim i robusnim

sintetskim pristupom za dobivanje 1,4-triazola.1®

* Natrijev askorbat je nekiseli oblik vitamina C koji je vezan za natrij, umanjuje kiselost ¢ime

se lakSe probavlja i apsorbira vise nego Cisti vitamin C.



2.2. Od triazola do triazolne soli

U skupinu derivata triazola, osim ve¢ spomenutih, spadaju i 1,2,3-
triazolostilbeni koji se mogu pripraviti Wittigovom reakcijom koju je 1954. godine
otkrio Georg Wittig, a za koju je i dobio Nobelovu nagradu (Shema 4). Ova reakcija
Siroko se Koristi u organskoj sintezi za pripravu alkena, a temelji se na reakciji adicije

fosforovog ilida** na aldehide i ketone.

R' R Ph R R
_ 4/
>C:O + \:C—E\—Ph B \C:C/ +  PhgP=0
R Ph R / H
alehid ili keton fosforov ilid alken trifenilfosfin-oksid

Shema 4. Opci prikaz Wittigove reakcije.

Ovom reakcijom dolazi do pretvaranja karbonilne skupine aldehida ili ketona u
novu dvostruku vezu, C=C, na mjestu gdje veza prije nije postojala i ¢esto nastaju
izomeri, smjese cis- i trans-izomera. Mehanizam reakcije zapoc€inje nukleofilnim
napadom ugljikova atoma ilida na karbonilnu skupinu, pri ¢emu nastaje betain***
(Shema 5). Zbog jake veze izmedu fosforova i kisikova atoma, dolazi do brzog
nastajanja CetveroClanog oksafosfetanskog prstena. Novonastali prsten brzo se
raspada u alken i stabilni trifenilfosfin-oksid €ije nastajanje je zapravo pokretacka sila

Wittigove reakcije.t’

** |lid je neutralna molekula s pozitivnim i negativnim nabojem.
*** Betain je meduprodukt s razdvojenim nabojem, ima negativno nabijen kisikov i pozitivho

nabijen fosforov atom na susjednim ugljikovim atomima.



1. stupan;j:
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trifenilfosfin-oksid

Shema 5. Mehanizam Wittigove reakcije.

Daljnja moguca reakcija triazolostilbena (kao i ostalih stilbena) je reakcija
oksidativne fotociklizacije (Shema 6). Ova reakcije pozeljna je metoda za sintezu
mnogih razliitih polinuklearnih aromatskih sustava. Otkrivena je ranije tijekom studija
fotokemijske izomerizacije stilbena, ali nije postala izvediva sve dok Mallory 1964.

nije otkrio da jod moZe katalizirati reakciju, $to je omogucilo koncentriranije otopine i

manje sporednih produkata.!®

Fotokemijska izomerizacija dvostruke veze stilbena temelji se na brzoj cis-
[trans-izomerizaciji u takvim uvjetima da razliCite smjese cis- i trans-stilbenskih

derivata i dalje daju isti produkt. Iz tog razloga stilbeni se mogu koristiti kao izomerne

smjese, iako je samo cis-izomer sposoban za daljnju fotociklizaciju.*®



%
C RT C T
O~ O~
dihidrofenantren _| L dihidrofenantren _]
oksidacija eliminacija

Shema 6. Reakcijski put Malloryeve reakcije fotociklizacije.

Nastali dihidrofenantren je nestabilan i, osim ako nije zarobljen, otpusta se
natrag u stilben. 1z tog razloga se provodi oksidacija kojom bi se formirao fenantren ili
eliminacija koja bi dala odgovarajuéi supstituent u ortho-polozaju na jednom od

aromata.?°

Poznato je da dobiveni produkti oksidativne fotociklizacije stupaju u reakciju u
kojoj kao krajnji produkt nastaju triazolne soli. Naime, nastale soli iz odgovarajucih
pocCetnih neutralnih fotoprodukata pokazale su zna€ajan potencijal u poljima medicine

i poljoprivrede, ¢ime sve viSe privlace paznju istrazivaca (Slika 2).%%
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antibakterijsko antikancerogeno

Slika 2. Strukturne formule primjera triazolnih soli i njihova bioloska aktivnost.

1,2,3-triazolne soli posjeduju jedinstvena kemijska svojstva, poput visoke
stabilnosti, podesive reaktivnosti i razli€itih elektroni¢kih karakteristika. Jedni su od
bitnijih spojeva u organskoj sintezi, a takoder su koriSteni i u razvoju novih
katalizatora, antimikrobnih sredstava, fluorescentnih boja i bioaktivnih molekula.
Mogu se sintetizirati izravno u tri koraka, ukljuCujuci ve¢ spomenutu CuAAC reakciju,
N-alkiliranje (Shema 7) i metatezu soli (Shema 8).%?

Nastankom selektivnog produkta klik-reakcijom 1,4-disupstituiranog 1,2,3-
triazola, lako se mogu pripraviti strukturno slozene 1,2,3-triazolne soli upotrebom
alkil-halogenida, tosilata, trifluormetana i dr. Proces alkiliranja tipicno ukljuCuje
uporabu baze kojom se 1,2,3-triazol deprotonira, nakon Cega slijedi reakcija sa

sredstvom za alkiliranje.?®

N=—N X— N=—N N—N/

<
N =N SR
Nz N-alkilacija ~N A N A

Shema 7. N-alkiliranje 1,2,3-triazola.

Dobiveni alkilirani produkt mozZe se dalje pretvarati u razliite 1,2,3-triazolne

soli protoniranjem ili odgovarajuéim transformacijama.



Shema 8. Metateza* soli.

Kako triazolne soli imaju tri aktivna mjesta, uklju€ujuéi N-1, N-3 i C-4, prema
dosadasnjim istrazivanjima?* vjeruje se da supstituenti na N-1 i N-3 poloZajima igraju
klju¢nu ulogu u bioloSkoj aktivnosti i selektivnosti. U usporedbi s mati¢nim triazolom,
istoimene soli imaju bolju bioloSku aktivnost i topljivost u vodi te su obecavajuce u
razvoju novih lijekova za patogene otporne na lijekove, kao i na podrucju

poljoprivrede, medicine i u industrijskoj proizvodniji.

2.3 Bioloska aktivnost triazola i njihovih derivata

1,2,3-triazoli vrlo su stabilni spojevi koji stupanjem u interakciju s bioloSkim
metama stvaraju vodikove veze na temelju kojih se izu€avaju i otkrivaju novi lijekovi
(Slika 3). Zabiljezeno je da derivati 1,2,3-triazola imaju razlicita farmakoloSka svojstva
kao Sto su antikancerogena, antimikrobna, protuupalna, antituberkulozna, anti-HIV i
antivirusna, dok je od posebne vaznosti i njihovo inhibicijsko djelovanje prema

enzimima kolinesteraze.?®

£ Metateza je kemijska reakcija u kojoj dvije molekule medusobno razmijenjuju svoje
dijelove, npr. AB + CD - AC + BD;
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Slika 3. BioloSki aktivni lijekovi koji sadrze strukturu 1,2,3-triazola.

Molekule 1,2,3-triazola sve se viSe primjenjuju i kao kemoterapijski agensi za
razne bolesti od kojih su najznacajnije strukture cefatrizin i karbokisamidotriazol
(Slika 4). No, zbog sve vece otpornosti karcinoma na postojece lijekove i velik broj
nuspojava vezanih uz iste, velik broj znanstvenika trazi alternative u njihovoj sintezi.
U tu svrhu sve se viSe proucava hibridizacija 1,2,3-triazola kojima bi struktura novog
lijeka imala viSe mehanizama djelovanja €¢ime bi se ostvarila niska toksi¢nost i visoka
uCinkovitost. Naime, hibridne molekule imaju veliki potencijal smanjiti nuspojave i
previadati otpornost na lijekove buduc¢i da u svojoj strukturi imaju dva ili viSe
farmakoforatt koji takoder mogu imati viSe mehanizama djelovanja. Otkriveno je da
famakofori poput azola, indola, piridina, pirimidina, kinona, kinolina i dr. posjeduju
potencijalno antikancerogeno djelovanje, a posebno se strukturno i s najnizim

vrijednostima Glso* isti¢u hibridi 1,2,3-triazol-indola i 1,2,3-triazol-kinolina.?®

££ Farmakofor je dio biolo3ki aktivne molekule koji je bitan za djelovanje same molekule

*Glso = growth inhibition 50%/inhibicija rasta 50%, koristi se za mjerenje koncentracije lijeka
ili spoja potrebne za inhibiciju rasta stanica raka in vitro za 50%

10



NH, cl o
N S H,N  N=
0 / N=N O)—%/N cl cl
HO d

H,N

Cefatrizin Karboksiamidotriazol (CIA)

Slika 4. Strukturne formule cefatrizina i CIA s antikancerogenim djelovanjem.

2.3.1. Protuupalno djelovanje

Upala je lokaliziran i visoko reguliran odgovor domacina na infekciju i ozljedu
koji je usmjeren prema neutralizaciji napadajuceg patogena i zacjeljivanju rana. TNF,
odnosno faktor nekroze tumora i drugi protuupalni citokini** vazni su medijatori upale,
a njihova prekomjerna proizvodnja i otpustanje u krvotok dovodi do vecih ozljeda
tkiva.?’

Nesteroidni protuupalni lijekovi (NSAID) istiCu se kao dobri protuupalni agensi
sa Sirokim spektrom terapijske primjene u lijeCenju raznih vrsta upalnih stanja kao sto
su bol, vruc€ica, artritis i dr. Jedni od najucinkovitijih lijekova koji spadaju u tu skupinu
su diklofenak, koji se upotrebljava veé dugi niz godina, ibuprofen i naproksen (Slike 5
i 6).28

Cl

OH
NH |OO o
O

Cl OH |

Slika 5. Strukturne formule diklofenaka (lijevo) i naproksena (desno).

*+ Citokini su glikoproteini koji posreduju pri djelovanju jedne stanice na drugu.
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Dugotrajna primjena ove vrste lijekova ima Stetne ucinke na gastrointestinalni
trakt i posljedicno dovodi do problema kao Sto su oStecenje bubrega, Cir na zelucu i
hepatotoksi¢nost.?° Iz tog razloga nastoje se sintetizirati nove vrste ovih spojeva
kojima bi se dobila visoka ucinkovitost i poboljSala sigurnost kako bi se upale suzbile
sa Sto manje nezeljenih ucCinaka. Alternative se traze u hibiridizaciji dviju vrsta
spojeva obzirom na biolosku i medicinsku vaznost, pri Cemu se velik broj istrazivanja

posvecuje spojevima s ibruprofenskom i triazolnom jezgrom.

Me

OH

Slika 6. Strukturna formula ibuprofena.

U sklopu tih istrazivanja sintetizirani su i ispitani spojevi na bazi ibuprofena koji
sadrze 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazol. Svi spojevi sintetizirani su na in vivo
protuupalno djelovanje, pri €emu je jedan od spojeva (Slika 7.) pokazao ucinak kao

referentni protuupalni lijek ibuprofen u istoj koncentraciji (10 mg/kg tjelesne tezine).

Slika 7. Strukturna formula derivata ibuprofena s 1,4-disupsituiranom 1,2,3-

triazol jezgrom.

Osim znacajnog protuupalnog djelovanje spojeva sa Slike 8. ispitivani su i
njihovi baktericidni profili pri ¢emu su svi spojevi pokazali zna€ajno baktericidno

djelovanje protiv gram-pozitivnih i gram-negativnih sojeva bakterija.
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Slika 8. Derivati ibuprofena s 1,4-disupstituiranim 1,2,3-triazolom sa

znacCajnom protuupalnom aktivnoScu.

Zanimljivo jest da prisutnost atoma ili grupe atoma koji priviaCe elektrone,
poput NO:2 ili klora, u meta- ili para-polozaju (Cs ili C4) benzilnog ili fenilnog prstena
na triazolu dovodi do znacCajnog povecanja protuupalnog i baktericidnog
djelovanja.303!

Potencijalnu protuupalnu aktivnost takoder su pokazali i spojevi koji u svojoj
strukturi sadrze i triazolne i tetrazolne prstenove. Triazolni prsten najCescée je u obliku
derivata benzo-triazola (BTA) sa Sirokim spektrom bioloSke aktivnosti, cija
specificnost jest da se lako uvode u molekule raznim reakcijama kondenzacije,
adicije i supstitucije.®? Protuupalni ucinak takvih spojeva procijenjen je testom s
karagenanom (polisaharid dobiven iz crvenih morskih algi) na temelju kojeg je
pokazano da imaju superiorno protuupalno djelovanje u usporedbi s drugim
sintetiziranim spojevima. Primjer takve skupine spojeva je 1-[2-(1H-tetrazol-5-il)etil]-
1H-benzo[d][1,2,3]triazol*® koji je sintetiziran kao prete¢a derivata u svrhu dobivanja
novih spojeva s potencijalnim protuupalnim djelovanjem. Primjeri takvih derivata

prikazanih su na Slici 9.3
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Slika 9. Strukturna formula 1-[2-(1-tosil -1H-tetrazol-5-il)etil]-1H-
benzo[d][1,2,3]triazola (lijevo) i 4,5-[2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-1H-tetrazol-1-il

sulfonillbenzenamina (desno).

Osim 1,2,3-triazola i njegovih derivata, znaCajnu bioloSku aktivnost

ponajviSe protuupalnu pokazuju i 1,2,4-triazoli i njihovi derivati (Slika 10).

Cl Cl

N—N N—N
e S U S+ ¥
= e
Re! ;
OCHs

Slika 10. Primjeri strukturnih formula derivata 1,2,4-triazola, 3-((2,4-
diklorofenoksi)metil)-6-(4-metoksifenil)-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazin (lijevo) i 3-
((2,4-diklorofenoksi)metil)-6-fenil-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazin (desno).3°

2.3.2. Enzimi kolinesteraze

Kolinesteraza je skup enzima prisutnih u srediSnjem Zziv€anom sustavu,
neurotransmitera acetilkolina u kolin i octenu kiselinu. Vrlo su vazni u funkcioniranju
Ziv€anog sustava kod ljudi, a od posebne vaznosti su dva srodna enzima
acetilkolinesteraza (AChE) i butirilkolinesteraza (BChE).3¢

AChE je pronaden prvenstveno u krvi na membranama crvenih krvnih stanica,
a proizvodi se u jetri i nalazi primarno u plazmi. Brze hidrolizira acetilkolin i prekida
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neurotransmisiju, dok se s druge strane BChE nalazi u serumu i brze hidrolizira
butirilkolin, $to ujedno &ini i glavnu razliku izmedu ova dva enzima.®’ Klju¢na razlika u
njihovom aktivnom mjestu je prisutnost 14 aromatskih aminokiselinskih ostataka u
AChE, u odnosu na osam aromatskih i Sest alifatskih ostataka u BChE, $to
omogucuje BChE da hidrolizira znatno vise molekula nego AChE. Obje kolinesteraze
farmakoloski su relevantne mete u neurogenerativnim poremecajima.3®

AChE ima bitnu fizioloSku ulogu u tijelu jer kontrolira prijenos ziv€anih impulsa
u kolinergickim sinapsama srediSnjeg i perifernog ziv€anog sustava hidrolizom
neurotransmiter acetilkolina. Podruéje njegova djelovanja odnosi se i na stani¢nu
adheziju, medustanicne interakcije, dopaminsku neuronsku aktivaciju, stvaranje
amiloidnih vlakana karakteristi¢nih za Alzheimerovu bolest (AD)3? i dr.4°

Uloga BChE nije fizioloSki bitna, ali bi se mogla prepisati detoksikaciji
ksenobiotika (organofosfatni i karbamatni pesticidi, kokain, aspirin, itd.) i bioaktivaciji
lijekova (heroin). Takoder, sluzi kao koregulator kolinergiCke neurotransmisije i
sposoban je katalizirati hidrolizu acetilkolina.*! Trenutna terapija AD su selektivni
inhibitori AChE, dok se kod Parkinsonove bolesti i svih stadija AD preferiraju
neselektivni inhibitori ChE.

2.4. Novi triazolstilbeni sintetizirani u nasem laboratoriju i njihova bioloska
aktivnost

Do sada je u nasSem laboratoriju sintetiziran velik broj spojeva na bazi
tienobenzo/nafto-triazola s razliCitim funkcionalnostima u strukturi. Ispitivana su
njihova bioloSka svojstva pri ¢emu je vecina pripremljenih molekula pokazala
zadovoljavaju¢e djelovanje prema enzimima kolinesteraze, posebice BChE (Slika
11).

Testiranja na ucinkovitost inhibicije acetil- i butirilkolinesteraze provodila su se
u Sirokom spektru raspona koncentracija, pri Cemu je kao referentni standard koriSten

komercijalno dostupan galantamin, ICso= 7,9 uM.
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Slika 11. Prethodno ispitani tienobenzo/nafto-triazoli (A—D) s inhibicijskim

djelovanjem kolinesteraze.*?43

Osim inhibicijskog djelovanja prema BChE i dobivenih vrijednosti ICs0* za
strukture C i D, ispitivanja su pokazala kako je nafto-triazol (struktura A) pokazao
mnogo jaci protuupalni u€inak u usporedbi s tienobenzotriazolima (struktura B), no da
su tienobenzotriazoli snazniji i selektivniji inhibitori BChE od nafto-triazola.

Novi nafto-triazoli, koje je proucavala prva studija*?> dovela je do zakljucka da
naftalenska jezgra triazola bitno povecava veC postoje¢u inhibicijsku aktivnost
triazola. Slika 12. prikazuje sintetizirane derivate od kojih spojevi 1, 2 i 3 pokazuju
najbolje inhibicijsko djelovanje Sto bi se moglo pripisati njihovoj strukturi u kojoj

sadrzZe slabe elektron donorske skupine poput izopropila, propila i metilstirila.

*1Cso je koncentracija lijeka ili inhibitora potrebna za inhibiciju bioloSkog procesa za 50%
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Slika 12. Strukture koje su pokazale najbolje inhibicijsko djelovanje.

Svi prikazani spojevi (Slika 12.) inhibirali su oba enzima vise od 50% s
koncentracijama u rasponu uM, pri ¢emu je najvisu vrijednost ICso prema oba enzima
(AChE, ICso = 881,3 uM; BChE, ICso = 284,8 yM) imao spoj 1, a najmanju spoj 2
(AChE, ICs0 = 671,3 Mm; BChE, ICs0 = 197,8 pM).

Uzevsi u obzir vrijednosti ICso ovih i prethodno spomenutih spojeva, spojeva s
tiofenskom jezgrom, moze se zakljuciti kako zamjena benzenskog prstena tiofenom
povecCava aktivhost prema inhibiciji kolinesteraze. Na temelju tog zakljuCka

provedena su nova istrazivanja pri ¢emu su sintetizirani novi tienobenzo-triazoli.*

) y QO
NN NN NN
N N N
so s
S S S
6 7 8

Slika 13. Novi sintetizirani derivati tienobenzo-triazola.

Medu prikazanim (Slika 13), kao najjaci inhibitor oba enzima pokazao se je
derivat 7, koji ima izvrsnu vrijednost ICso od oko 3,8 yM za BChE i 56,2 uM za AChE,

Sto ga Cini dvostruko jaCim inhibitorom od galantamina. Za derivat 6 takoder je
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postignuta dobra inhibicijska aktivnost za oba enzima, dok je derivat 8 inhibirao samo
BChE.

Osnovni dio strukture svakog od prikazanih derivata je naftotriazolna jezgra, a
derivati se medusobno razlikuju prema supstituentima na 1,2,3-triazolnom prstenu.
Kao sto je vec i prije primije¢eno kod stilbena, prisutnost nepolarnijeg supstituenta
rezultira jaCom inbibicijskom aktivnoScu.

Daljnjim istrazivanjima** sintetizirani su tienenobenzo-triazolni spojevi s novim
supstituentima (Slika 14) pri ¢emu je najbolju inhibiciju prema oba enzima pokazao
spoj 10 koji u para- polozaju ima F-benzilni supstituent. Nadalje, analozi 9, 11 i 12
istiCu se kao najucinkovitiji inhibitori BChE, pri ¢emu je spoj 12 pokazao
najintenzivniju inhibiciju medu svim novim derivatima. Bitnu ulogu u njihovom
inhibicijskom djelovanju ima njihova struktura, od kojih dva spoja u para-poloZaju

imaju -OCHs skupinu, dok analog 11 ima dodatnu tiofensku jezgru.

S
S S |
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Slika 14. Novi derivati tienobenzo-triazola.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Pregled sintetiziranih spojeva 1-10

Ovim radom sintetizirani su razliCiti triazolni derivati u cilju istrazivanja njihovih
potencijalnih bioloskih aktivnosti. Za potrebe dobivanja istih proveden je niz od Cetiri
uzastopne reakcije. Prvu skupinu produkata &ine triazolni aldehidi 1-4 (Slika 15)
pripremljeni reakcijom 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (prethodno
pripremlienog u nasSem laboratoriju) i odgovarajuteg amina. Dobiveni 1,4-
disupstituirani triazoli stupaju u Wittigovu reakciju gdje reagiraju s odgovarajucim
fosforovim ilidom koji sadrzi (ne)supstituiranu tiofensku jezgru €ime se dobivaju
triazolni tienostilbeni 5a-8a (Slika 16). Zbog prisustva nastale dvostruke veze i time i
konjugiranog sustava, ovakva vrsta spojeva podloZna je reakcijama fotokemijske
ciklizacije ¢ime dolazi do zatvaranja benzenskog prstena i sinteze tienobenzo-triazola
5-8 (Slika 17) koji ve¢ kao takvi imaju bolju aktivhost od pocetnih dihetero-stilbena
5a-8a. Produkti dobiveni fotokemijskom reakcijom nadalje stupaju u reakciju u kojoj
kao krajnji produkti nastaju triazolne soli 9 i 10 (Slika 18). Takva reakcija provodi se u
odgovarajucem otapalu upotrebom alkil-halogenida. Upravo tako pripremljene soli
pokazale su u prethodnim istrazivanjima u nasem laboratoriju potencijalno dualno
inhibicijsko djelovanje prema kolinesterazama, a poznato je da se kod Parkinsonove

bolesti i svih stadija AD preferiraju neselektivni inhibitiori ChE.

CH,
OHC OHC
>—\ >=\ \/©/CH3
N N N N
X A
\N/ N/
1 2
CH;
OHC OHC
=\ =\ ﬁ
N N N N
R A
N N
3 4

Slika 15. Strukture triazolnih aldehida 1-4 sintetiziranih u ovom radu.

19



s s TN

CHj3

5a 6a CHs;
S
Isl s ISR
HyC AN N HyC AN N
CH,

7a 8a CH3

Slika 16. Strukture triazolnih tienostilbena 5a-8a sintetiziranih u ovom radu.

CHj

CH,

Slika 17. Strukture tienobenzo-triazola 5-8 sintetiziranih u ovom radu.
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CHs,

CH,

Slika 18. Strukture trazolnih soli 9 i 10 sintetiziranih u ovom radu.

3.1.1. Sinteza triazolnih aldehida 1-4

Triazolni aldehidi 1-4 sintetizirani su reakcijom 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-
4-karbaldehida i odgovaraju¢ceg amina (Shema 9). Dobiveni produkti su triazolni
karbaldehidi koji u polozaju 4 imaju formilnu skupinu, a u polozaju 1 odgovarajudi
supstituent ovisno o upotrijebljenom aminu. Pripadajuci supstituent odgovoran je za
razliCite spektroskopske karakteristike pojedinog aldehida. Nakon provedene sinteze,
dobiveni produkti pro€isc¢eni su kolonskom kromatografijom odredenim sustavom
otapala, gdje je kao nepokretna faza posluzio silika-gel. Isti sustav otapala posluzio je
i kod razvijanja ploCica tankoslojnom kormatografijom pri pracenju reakcija, a osim
samog triazolnog aldehida nastaje i para-nitroanilin kao sporedni produkt koji

kolonskom kromatografijom eluira prvi.
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Shema 9. Sinteza triazolnih aldehida 1-4.

Triazolni aldehid 1 sintetiziran je otapanjem 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
karbaldehida u 1,4-dioksanu i dodatkom 3-metilbenzilamina. Produkt reakcije
proc€iscen je kolonskom kromatografijom sa sustavom otapala PE/DCM, DCM i DCM
/EtOAc. IskoriStenje reakcije iznosi 64%, a u izoliranom uzorku, prema 'H NMR

spektru, nalazi se ciljani aldehid s malo necistoca.

Triazolni aldehid 2 sintetiziran je otapanjem 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
karbaldehida u 1,4-dioksanu i dodatkom 4-metilbenzilamina. Produkt reakcije
procCiScen je kolonskom kromatografijom sa sustavom otapala PE/DCM, DCM i DCM
/EtOAc. Iskoristenje reakcije iznosi 25%, a u izoliranom uzorku, prema NMR

spektroskopiji, vecinski je prisutan ciljani aldehid i nesto necistoca.

Triazolni aldehid 3 sintetiziran je otapanjem 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
karbaldehida u 1,4-dioksanu i dodatkom 3-metilbenzilamina. Produkt reakcije
procCiScen je kolonskom kromatografijom sa sustavom otapala PE/DCM, DCM i DCM
/EtOAC. IskoriStenje reakcije iznosi 69%, a u izoliranom uzorku prisutan je ciljani

aldehid i malo nedistoéa.
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Triazolni aldehid 4 sintetiziran je otapanjem 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
karbaldehida u 1,4-dioksanu i dodatkom 4-metilbenzilamina. Produkt reakcije
prociscen je kolonskom kromatografijom sa sustavom otapala PE/DCM, DCM i DCM
/EtOAc. IskoriStenje reakcije iznosi 56%, a izolirani uzorak sadrzi vecinski udio

ciljanog aldehida i nesto necistoca.

Slika 19. Proci$¢avanije triazolnih aldehida kolonskom kromatografijom.

3.1.2. Sinteza triazolnih tienostilbena 5a-8a Wittigovom reakcijom

Triazolni tienostilbeni 5a-8a sintetizirani su Wittigovom reakcijom iz 2-tiofenske
ili 5-metil-2-tiofenske soli i odgovarajucih prethodno dobivenih triazolnih aldehida 1-4
(Shema 10). Osnovu strukture sintetiziranih stilbena &ini 1,2,3-triazolni prsten koji u
polozaju 1 ima odgovarajuci supstituent, a u polozaju 4 novonastalu dvostruku vezu
ugljik-ugljik povezanu s tiofenskom jezgrom. Obzirom na formiranu dvostruku vezu,
dobivaju se smjese cis- i trans-izomera koji se razlikuju prema spektroskopskim
karakteristikama. Kako se izomerna smjesa tesko razdvaja zbog prisutnosti velike
koli¢ine trifenilfosfin-oksida kao nezeljenog drugog produkta, u ovom radu izomeri
nisu razdvajani, $to i nije bilo potrebno jer se u slijednoj reakciji, fotokemijskoj

ciklizaciji, kao reaktant moze koristiti smjesa izomera.
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Nakon provedene sinteze, dobiveni produkti prociséeni su kolonskom
kromatografijom odredenim sustavom otapala, gdje je kao nepokretna faza posluzio
silika-gel. Isti sustav otapala posluzio je i kod razvijanja plo€ica tankoslojnom
kromatografijom, a osim ve¢ spomenute izomerne smjese, uz stilbenske produkte
nastaje i trifenilfosfin-oksid kao drugi produkt koji kolonskom kromatografijom eluira
nakon produkta.

s CH,P* PhsBr~

o NaOEY/EtOH P N
Ny Neg * @ e . \ / \, * tifeniffosfin-oksid
SN N P

N,, 108 h, 45°C N
|
R

5a i 6a, smjesa izomera

CHs

5a: 65%, cis-: trans-=1,3:1,R =

CH,3
6a: 57%, cis-: trans-=1,1:1,R =

)

’ —
_ S<__CHyP" PhsBr_ S N
~/$_\ + HSC@ NaOEVY/EtOH \\ /N

+ trifenilfosfin-oksid
N VR Nz 1200, 25°C .0\ N

7a i 8a, smjesa izomera

CHj3

7a: 6%, cis-: trans-=1,4: 1R =

CHj
8a: 5%, cis-:trans-=12:1R =

Shema 10. Sinteza triazolnih tienostilbena 5a-8a Wittigovom reakcijom.
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Za sintezu triazolnog tienostilbena 5a koriStena je 2-tiofenska sol i 1-(3-
metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (1) uz dodatak natrijevog etoksida kao
baze, koji je pripremljen reakcijom elementarnog natrija i apsolutnog etanola suSenog
na sitima. Produkt reakcije proc€iSc¢en je kolonskom kromatografijom sa sustavom
otapala PE/E. Iskori$tenje reakcije iznosi 65%, a iz omjera izomera, temeljem H
NMR spektra, uvida se kako je cis-izomer prisutan u nesto vecoj koli€ini od trans-

izomera (cis- : trans- =1,3 : 1).

Za sintezu triazolnog tienostilbena 6a koriStena je 2-tiofenska sol i 1-(4-
metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (2) uz dodatak natrijevog etoksida.
Produkt reakcije procCiséen je kolonskom kromatografijom sa sustavom otapala PE/E.
IskoriStenje reakcije iznosi 57%, a iz omjera izomera uvida se kako je cis-izomer

prisutan u nesto vecoj koli€ini od trans-izomera (cis- : trans- = 1,1: 1).

Za sintezu triazolnog tienostilbena 7a koriStena je 5-metil-2-tiofenska sol i 1-
(3-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (3) uz dodatak natrijevog etoksida.
Produkt reakcije prociséen je kolonskom kromatografijom sa sustavom otapala PE/E.
IskoriStenje reakcije iznosi svega 6%, a iz omjera izomera, temeljem *H NMR sektra,
uvida se kako je cis-izomer prisutan u nesto vecéoj koli€ini od trans-izomera (cis- :
trans-=1,4:1).

Za sintezu triazolnog tienostilbena 8a koristena je 5-metil-2-tiofenska sol i 1-(4-
metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (4) uz dodatak natrijevog etoksida koiji je
pripremljen reakcijom elementarnog natrija i apsolutnog etanola. Produkt reakcije
proCiSc¢en je kolonskom kromatografijom sa sustavom otapala PE/E. IskoriStenje
reakcije iznosi samo 5%, a iz omjera izomera uvida se kako cis-izomer malo

prevladava nad trans-izomerom (cis- : trans- = 1,2 : 1).
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Slika 20. Odvijanje Wittigove reakcije i proCiS¢avanje dobivenog produkta.

3.1.3. Fotokemijska sinteza tienobenzo-triazola 5-8

Tienobenzo-triazoli 5-8 sintetizirani su reakcijom fotokemijske ciklizacije iz
odgovarajucih triazolnih tienostilbena 5a-8a (Shema 11). Odredena koliina
triazolnog tienostilbena otopljena je u toluenu, nakon Cega se tako pripremljena
reakcijska smjesa prebacila u kivetu od kvarca koja propusta svjetlost. Smjesi se
zatim dodala mala koli¢ina joda koja sluzi kao oksidacijsko sredstvo. Pripremljene
kivete stavljene su u fotokemijski reaktor Rayonet gdje su osvjetljavane lampama
valne duljine od 313 nm nekoliko sati ovisno o izreagiranom reaktantu Sto se pratilo
tankoslojnom kromatografijom koriStenjem sustava PE/E. Nakon provedene sinteze,
dobiveni produkti pro€iS¢eni su kolonskom kromatografijom odredenim sustavom

otapala, gdje je kao nepokretna faza koristen silika-gel.
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Shema 11. Fotokemijska sinteza tienobenzo-triazola 5-8.

Tienobenzo-triazol 5 sintetiziran je otapanjem 1-(3-metilbenzil)-4-(2-(tiofen-2-
ilvinil)-1H-1,2,3-triazola (5a) u toluenu, nakon Cega se reakcijskoj smjesi dodao jod,
te je otopina izloZzena osvjetljavanju u trajanju od 3 sata. Tijek reakcije pracen je
tankoslojnom kromatografijom. Produkt reakcije prociséen je kolonskom
kromatografijom sa sustavom otapala PE/E. IskoriStenje reakcije iznosi 52%, a u

izoliranom uzorku, temeljem *H NMR analize, prisutan je Cisti fotokemijski produkt.

Tienobenzo-triazol 6 sintetiziran je otapanjem 1-(4-metilbenzil)-4-(2-(tiofen-2-
ivinil)-1H-1,2,3-triazola (6a) u toluenu, nakon Cega se reakcijskoj smjesi dodao jod,
te je otopina izloZzena osvjetljavanju u trajanju od 3 sata. Tijek reakcije pracen je
tankoslojnom  kromatografijom. Produkt reakcije procis¢en je kolonskom
kromatografijom sa sustavom otapala PE/E. IskoriStenje reakcije iznosi 52%, a
izolirani uzorak predstavlja Cisti ciljani fotokemijski produkt.

Tienobenzo-triazol 7 sintetiziran je otapanjem 1-(3-metilbenzil)-4-(2-(5-
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metiltiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazola (7a) u toluenu, nakon Cega se reakcijskoj
smjesi dodao jod, te je otopina izloZzena osvjetljavanju u trajanju od 4 sata. Tijek
reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom. Produkt reakcije prociScen je
kolonskom kromatografijom sa sustavom otapala PE/E. Iskoridtenje reakcije iznosi
34%, a u izoliranom uzorku, temeliem *H NMR spektra, prisutan je Cisti fotokemijski

produkt.

Tienobenzo-triazol 8 sintetiziran je otapanjem 1-(4-metilbenzil)-4-(2-(5-
metiltiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazola (8a) u toluenu, nakon Cega se reakcijskoj
smjesi dodao jod, te je otopina izloZzena osvjetljavanju u trajanju od 4 sata. Tijek
reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom. Produkt reakcije prociScen je
kolonskom kromatografijom sa sustavom otapala PE/E. IskoriStenje reakcije iznosi

34%, a izolirani uzorak predstavlja Cisti ciljani fotokemijski produkt.

Slika 21. Fotokemijska reakcija i proCiS¢avanje produkta kolonskom kromatografijom.

3.1.4. Sinteza triazolnih soli 9i 10

Triazolne soli 9 i 10 sintetizirane su reakcijom tienobenzo-triazola 5 i 6
otopljenih u diklormetanu uz dodatak sredstva za alkiliranje, u naSem slucaju metil-
jodida (Shema 12). Nakon zavrSetka reakcije smjesa je ohladena, dodan je dietileter i

proveden je postupak centrifugiranja pri ¢emu je triazolna sol istalozila na dnu
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epruvete.

S \ N CHsl (10 ekv.), 60°C, Ar
I\ >

AN N/N DCM, 24 h

I

R

CHj3
CHj
9:19%,R = 10: 34%, R =

Shema 12. Sinteza triazolnih soli 9 10.

Triazolna sol 9 sintetizirana je otapanjem  1-(3-metilbenzil)-1H-
tieno3[3',2":3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazola (5) u diklormetanu, nakon d¢ega se
reakcijskoj smjesi dodao metil-jodid u suviSku. Produkt reakcije ohladen je na 0°C
nakon Cega je proveden postupak centrifugiranja uz eter kao otapalo. Iskoristenje

reakcije iznosi 19%, a izolirani uzorak sadrzi ¢isti produkt, temeljem *H NMR analize.

Triazolna sol 10 sintetizirana je otapanjem 1-(3-metilbenzil)-1H-
tieno3[3',2":3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazola (6) u diklormetanu, nakon d&ega se
reakcijskoj smjesi dodao metil-jodid u suviSku. Produkt reakcije ohladen je na 0°C
nakon Cega je proveden postupak centrifugiranja uz eter kao otapalo. Iskoristenje
reakcije iznosi 34%, a izolirani uzorak sadrzi veliku koliinu neizreagiranog reaktanta,
odnosno odgovarajuceg tienobenzo-triazola, te je postupak sinteze ponovljen, kako

bi se dobilo viSe iskoristenje na ciljanom produktu.
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3.2. Spektroskopska karakterizacija sintetiziranih derivata

Sintetizirani derivati dobiveni su u dovolijnim koli¢inama za analizu
spektroskopskih karakteristika nuklearnom magnetskom rezonancijom (NMR).
Integral povrsine signala u protonskom, 'H, spektru proporcionalan je broju protona
§to daje vrlo vaznu informaciju pri odredivanju strukture spoja, dok 3C spektri daju
ostre i to¢ne pikove jezgara, bez integriranja. Za razliku od *H NMR koja detektira
vodikove jezgre, 1*C NMR specifi¢no cilja jezgre ugljika unutar molekule. Oba spektra
daju karakteristicne kemijske pomake na temelju kemijskog okruzenja pojedinog
protona, odnosno ugljika, ovisno o susjednom atomu i funkcijskoj skupini. Protonski
spektri snimljeni su za sve dobivene derivate, dok 3C spektri samo za Cdiste
fotoprodukte i triazolne soli. Spomenuti spektri snimaju se u otapalima bez vodika ili u
otapalima gdje je vodik u obliku koji se ne registrira, pri Cemu je u ovom radu koriSten

deuterirani kloroform (CDClIs), a kao standard tetrametilsilan (TMS).
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3.2.1. NMR spektroskopija sintetiziranih triazolnih aldehida 1-4

Za triazolni aldehid 1 snimljen je *H NMR spektar u kojemu je vidljivo osam
signala za osam razliCitih protona koji su kemijski neekvivalentni. Singlet na 10,12
ppm signal je za formilni proton $to je dokaz da je dobiveni spoj aldehid, jer se
upravo taj signal o¢ekuje u podrucju od 9,5 do 12 ppm. Nadalje imamo 5 signala u
podrucju aromata, opcenito u rasponu od 6 do 9 ppm. Singlet na 7,98 ppm pripada
protonu triazolnog prstena vezanog dvostrukom vezom za susjedni ugljik na kojem
se nalazi formilna skupina. Ocekivano podrucje dvostruke veze je u rasponu od 4 do
7 ppm, no zbog utjecaja elektronegativnosti dusikova atoma (induktivni efekt) ovaj
signal je pomaknut. Preostala Cetiri signala pripadaju signalima karakteristicnim za
meta-supstituirani aromatski prsten. To su dublet-dubleta s konstantom sprege od
7,719,5Hz na 7,29 ppm, dublet s konstantom sprege od 7,6 Hz na 7,21 ppm, singlet
na 7,11 ppm te dublet s konstantom sprege od 7,3 Hz na 7,10 ppm. Nadalje imamo
singlet na 5,54 ppm $to je signal za metilenske protone koji su vezani za dusikov
atom triazolnog prstena u polozZaju 1, Ciji signal se inacCe, bez prisutnosti induktivnog
efekta, oCekuje u rasponu 1 — 2 ppm. Naposljetku, singlet na 2,36 ppm, signal je koji
karakterizira metilne protone koji se nalaze u strukturi vezanog supstituenta, a koji su
pomaknuti na viSe vrijednosti kemijskih pomaka zbog direktnog vezanja na benzenski

prsten.

Za triazolni aldehid 2 snimljen je 'H NMR spektar u kojemu je vidljivo Sest
signala za Sest razliCitih protona koji su kemijski neekvivalentni. Singlet na 10,12 ppm
signal je za formilni proton $to potvrduje da je dobiveni produkt aldehid. U podrucju
aromata imamo dva signala, singlet na 7,95 ppm koji odgovara protonu dvostrukve
veze ugljik-ugljik triazolnog prstena i karakteristiCan AB quartet s konstantom sprege
8,9 Hz na 7,21 ppm §to odgovara signalima para-supstituiranog aromatskog prstena.
Najnizi kemijski pomaci odgovaraju singletima, jedan na 5,54 ppm $to je signal za
metilenske protone vezane za duSikov atom triazolnog prstena u polozaju 1 i drugi

koji odgovara metilnim protonima supstituenta na 2,36 ppm.
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Slika 22. *H NMR spektri 1-(3-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (1) i 1-(4-

metilbenzil)-1H-1,2,3-

triazol-4-karbaldehida (2).
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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 signal je za formilni proton $to je dokaz da je dobiveni spoj aldehid. Nadalje
imamo 5 signala u podru€ju aromata. Singlet na 7,98 ppm koji odgovara protonu
dvostruke veze ugljik-ugljik triazolnog prstena i Cetiri signala koja pripadaju signalima
karakteristicnim za meta-supstituirani aromatski prsten. To su dublet-dubleta s
konstantom sprege od 7,8 Hz na 7,29 ppm, dublet s konstantom sprege od 7,8 Hz
na 7,21 ppm, singlet na 7,11 ppm te dublet s konstantom sprege 7,0 Hz, na 7,10
ppm. Nadalje se uoCavaju singlet na 5,54 ppm $&to je signal za metilenske protone
koji su vezani za dusikov atom triazolnog prstena u polozaju 1 i singlet na 2,36 ppm,

signal za metilne protone koji se nalaze u strukturi vezanog supstituenta.

Za triazolni aldehid 4 snimljen je 'H NMR spektar u kojemu je vidljivo Sest
signala za Sest razli€itih protona koji su kemijski neekvivalentni. Singlet na 10,12 ppm
signal je za formilni proton $to potvrduje da je dobiveni produkt aldehid. U podrucju
aromata imamo dva signala, singlet na 7,95 ppm koji odgovara protonu dvostrukve
veze ugljik-ugljik triazolnog prstena i karakteristiCan AB quartet s konstantom sprege
8,9 Hz na 7,21 ppm §to odgovara signalima para-supstituiranog aromatskog prstena.
Najmanji kemijski pomaci odgovaraju singletima, jedan na 5,54 ppm §$to je signal za
metilenske protone vezane za duSikov atom triazolnog prstena u polozZaju 1 i drugi

koji odgovara metilnim protonima supstituenta na 2,37 ppm.

3.2.2. NMR spektroskopija sintetiziranih triazolnih tienostilbena 5a-8a

Kod produkata 5a-8a dobivenih Wittigovom reakcijom *H NMR spektroskopija
posluZila je za odredivanje omjera cis- i trans-izomera u dobivenoj smjesi produkata.
Zbog slozenosti signala i djelomi€nog preklapanja istih, signale nije bilo potrebno
detaljno analizirati. Opcenito cis-izomer ima konstantu sprege od 12 Hz izmedu
protona dvostruke veze, dok trans-izomer u rasponu od 15 do 16 Hz. Dobivenim
spektrima utvrdili smo da su kod svih sintetiziranih triazolnih tienostilbena 5a-8a
prisutne smjese izomera koje su zatim podvrgnute reakciji fotokemijske ciklizacije.
Dobiveni omijeri cis- i trans-izomera temeljem *H NMR spektara smjesa izomera za

svaki od sintetiziranih stilbena prikazani su u tablici 1.
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Tablica 1. Dobiveni omijeri cis- i trans-izomera sintetiziranih triazolnih tienostilbena

5a-8a.
OZNAKA _
STRUKTURA TRIAZOLNIH OMJER cis-:
TRIAZOLNIH
TIENOSTILBENA trans-IZOMERA

TIENOSTILBENA

X N
5a N 1,3:1
|\©/CH3
S N
AN AR
X N/N
6a | 11:1
CHs
S N
(AR
X v
7a HyC N 141
\\O/CHS
S N
AR
H3C \ N
8a

Ve
12:1
: “CH,
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Slika 23. 'H NMR spektri smjese izomera 1-(3-metilbenzil)-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)-1H-
1,2,3-triazola (5a) i 1-(4-metilbenzil)-4-(2-tiofen-2-il)vinil-1H-1,2,3-triazola (6a).
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3.2.3. Spektroskopska karakterizacija tienobenzo-triazola 5-8

Struktura tienobenzo-triazola 5 potvrdena je 'H i 3C NMR spektroskopijom. H
NMR spektar pokazuje deset karakteristicnih signala za deset razli€itih protona koji
su kemijski neekvivalentni. Signali najviSih kemijskih pomaka odgovaraju signalima
aromatskih protona, a ima ih ukupno osam. Konstante sprege aromatskih protona
najéeS¢e se nalaze u rasponu od 6 do 9 Hz, dok su karakteristiChe konstante
tiofenske jezgre u rasponu od 3 — 5 Hz. U signale aromatskih protona spadaju: dva
dubleta s konstantama sprege 8,8 Hz na 8,00 i 7,81 ppm, dva dubleta s konstantom
sprege 5,7 Hz na 7,55 i 7,52 ppm, dublet-dubleta s konstantom sprege od 7,3 Hz na
7,20 ppm, dublet s konstantom sprege od 7,6 Hz na 7,09 ppm, singlet na 7,01 ppm
te dublet s konstantom sprege od 8,4 Hz na 7,00 ppm. Singlet na 6,09 ppm signal je
za metilenske protone vezane za dusSikov atom triazolnog prstena u polozaju 1, dok
onaj na 2,27 ppm odgovara metilnim protonima benzenskog prstena odgovarajuceg
supstituenta. U 3C NMR spektru vidljivo je Sesnaest signala za Sesnaest ugljikovih
atoma koji imaju razliCitu kemijsku okolinu od kojih je Sest kvaternih. Svi kvaterni
ugljici nalaze se pri vec¢im kemijskim pomacima u nezasjenjenom dijelu spektra.
Signali u podrudju 150-110 ppm odgovaraju aromatskim ugljicima, dok oni nesto

manjeg kemijskog pomaka, 60-20 ppm, odgovaraju metilnim i metilenskim ugljicima.
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Slika 24. *H NMR spektri po¢etnog produkta 1-(3-metilbenzil)-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)-
1H-1,2,3-triazol (5a) i fotoprodukta 1-(3-metilbenzil)-1H-tieno3[3',2":3,4]benzo[1,2-
d][1,2,3]triazol (5).

Struktura tienobenzo-triazola 6 potvrdena je 'H i 13C NMR spektroskopijom. H
NMR spektar pokazuje osam karakteristiCnih signala za osam razliCitih protona koji
su kemijski neekvivalentni. Signali najviSih kemijskih pomaka odgovaraju signalima
aromatskih protona, a ima ih ukupno Sest. Tu spadaju dva dubleta s konstantama
sprege 8,8 Hz na 7,99 i 7,80 ppm, dva dubleta s konstantom sprege 5,6 Hz na 7,55 i
7,51 ppm, te karakteristiCan AB quartet konstante sprege 8,1 Hz na 7,10 ppm
karakteristiCan za para-supstituent. Dva signala najnizih kemijskih pomaka su
singleti. Jedan na 6,08 ppm je signal za metilenske protone vezane za dusikov atom
triazolnog prstena u poloZaju 1 i drugi koji odgovara metilnim protonima supstituenta
na 2,29 ppm. U 13C spektru vidljivo je Cetrnaest signala za ¢etrnaest ugljikovih atoma
koji imaju razliCitu kemijsku okolinu. Od ukupnog broja ugljika, Sest ih je kvaternih i
nalaze se u pravilu pri visim kemijskim pomacima od 150 — 110 ppm, dok oni nizeg

kemijskog pomaka, 60-20 ppm, odgovaraju metilnim i metilenskim skupinama.
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Slika 25. *H NMR spektri poc¢etnog produkta 1-(4-metilbenzil)-4-(2-tiofen-2-il)vinil-1H-

1,2,3-triazol (6a) i fotoprodukta 1-(4-metilbenzil)-1H-tieno[3',2":3,4]benzo[1,2-
d][1,2,3]triazol (6).

38



vvvvv

5 38 NRRHRH RIQ 8 Toa o o
I 2% N28RE S8% ¢ N b 2

I 88  A%88K 882 = ININIY g S

| I VSSYO PNy N

CH;
| |
| | |
|

‘ ‘ l l ‘ | 1 ‘

| ! " ] ] a

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 f85( 6)30 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20

1 (ppm

Slika 26. 1*C NMR spektar fotoprodukta 1-(4-metilbenzil)-1H-tieno[3',2":3,4]benzo[1,2-

d][1,2,3]triazol (6).
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Struktura tienobenzo-triazola 7 potvrdena je 'H i 3C NMR spektroskopijom. H
NMR spektar pokazuje deset karakteristiCnih signala za deset razliCitih protona koji
su kemijski neekvivalentni. Signali najviSih kemijskih pomaka odgovaraju signalima
aromatskih protona, a ima ih ukupno sedam. Tu spadaju dva dubleta s konstantama
sprege 7,91 9,0 Hz na 7,91 i1 7,68 ppm, dublet-dubleta s konstantom sprege 7,6 Hz
na 7,22 ppm, singlet na 7,18 ppm §to odgovara singletu tiofenske jezgre, dublet s
konstantom sprege od 8,0 Hz na 7,09 ppm, singlet na 7,00 ppm te dublet s
konstantom sprege od 5,4 Hz na 6,99 ppm. Preostaju jo$ tri signala protona na
zasi¢enim ugljikovim atomima. Singlet na 6,04 ppm pripada metilenskim protonima,
singlet na 2,60 ppm metilnim protonima vezanim na tiofensku jezgru, Ciji signal se
oCekuje u podru¢ju 1 — 2 ppm i singlet na 2,28 ppm koji pripada signalu metilnih
protona. U 13C spektru vidljivo je sedamnaest signala za sedamnaest ugljikovih
atoma koji imaju razliitu kemijsku okolinu. Od ukupnog broja ugljika, sedam ih je
kvaternih i nalaze se pri viSim kemijskim pomacima od 150 — 110 ppm, dok oni nesto

manjeg kemijskog pomaka, 60-10 ppm, odgovaraju metilnim i metilenskim

skupinama.
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Slika 27. *H NMR spektri po¢etnog produkta 1-(3-metilbenzil)-4-(2-(5-metiltiofen-2-
ivinil)-1H-1,2,3-triazol (7a) i fotoprodukta 7-metil-1-(3-metilbenzil)-1H-
tieno[3',2":3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol (7).

Struktura tienobenzo-triazola 8 potvrdena je 'H i 13C NMR spektroskopijom. H
NMR spektar pokazuje osam karakteristiCnih signala za osam razliCitih protona koji
su kemijski neekvivalentni. Signali najviSih kemijskih pomaka odgovaraju signalima
aromatskih protona, a ima ih ukupno Sest. Tu spadaju dva dubleta s konstantama
sprege 9,218,5Hzna 7,92 i7,67 ppm, singlet na 7,18 koji odgovara signalu protona
tiofenske jezgre, karakteristiCan AB quartet protona para-supstituiranog aromatskog
prstena s konstante sprege od 8,2 Hz na 7,10 ppm. Nadalje, tri signala najnizih
kemijskih pomaka odgovaraju singletima. Jedan na 6,04 ppm je signal metilenskih
protona vezanih na dusikov atom triazolnog prstena u poloZaju 1, te dva u nesto
nizem podrucju, na 2,60 i 2,30 ppm. U 13C NMR spektru vidljivo je petnaest signala
za petnaest ugljikovih atoma koji imaju razli€itu kemijsku okolinu. Od ukupnog broja
ugljika, sedam ih je kvaternih i nalaze se u rasponu od 150 — 110 ppm, dok oni nesto

nizeg kemijskog pomaka, 60-10 ppm, odgovaraju metilnim i metilenskim ugljicima.
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Slika 28. *H NMR spektar fotoprodukta 7-metil-1-(4-metilbenzil)-1H-
tieno[3',2":3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazola (8).

3.2.4. NMR spektroskopija sintetiziranih triazolnih soli 9i 10

Struktura triazolne soli 9 potvrdena je 'H i 13C NMR spektroskopijom. *H NMR
spektar pokazuje jedanaest karakteristiCnih signala za jedanaest razli€itih protona
koji su kemijski neekvivalentni. Signali najviSih kemijskih pomaka odgovaraju
signalima aromata, a ima ih ukupno osam. Tu spadaju: dva dubleta s konstantama
sprege 9,01 9,1 Hz na 8,34 i 8,25 ppm, dva dubleta s konstantom sprege 5,6 Hz na
7,94 1 7,78 ppm, dublet-dubleta s konstantom sprege 7,6 Hz na 7,31 ppm, dublet s
konstantom sprege 7,6 Hz na 7,22 ppm, singlet na 7,18 ppm te dublet s konstantom
sprege od 8,0 Hz na 7,17 ppm. Slijedno tome, na 6,34 ppm nalazi se singlet koji
odgovara metilnoj skupini vezanoj za dusik triazolnog prstena na polozaju 3, Ciji
signal se oCekuje u podrucju 4 — 5 ppm. Ovaj signal opcenito se nalazi u nesto nizem

podrucju, no zbog direktnog vezanja na elektronegativniji duSikov atom, signal
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poprima vece vrijednosti kemijskog pomaka. Singlet na 4,92 ppm pripada
metilenskoj, a onaj na 2,35 ppm metilnoj skupini ove soli. U X3C NMR spektru vidljivo
je sedamnaest signala za sedamnaest ugljikovih atoma koji imaju razli€itu kemijsku
okolinu. Signali pri ve¢im kemijskim pomacima odgovaraju signalima aromatskih
ugljikovih atoma u podrucju 135 — 105 ppm, dok oni u podrucju 60 — 20 pripadaju
metilnim i metilenskim ugljicima. Neki od signala kvaternih ugljika u spektru nisu

vidljivi zbog nedovoljno dobivene mase spoja potrebne za analizu.
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Slika 29. 1H NMR spektri poetnog spoja 1-(3-metilbenzil)-1H-
tieno3[3',2":3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol (5) i soli 3-metil-1-(3-metilbenzil)-1H-
tieno[3',2":3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazolni-iodid (9).



Struktura triazolne soli 10 potvrdena je *H NMR spektroskopijom. H NMR
spektar pokazuje osam karakteristicnih signala za osam razliCitih protona koji su
kemijski neekvivalentni. Signal metilne skupine nakon alkiliranja nije detektiran, a
Citav spektar je zbog nedovoljno proreagiranog reaktanta slican spektru spoja 6.
Signali najviSih kemijskih pomaka odgovaraju signalima aromata, a ima ih ukupno
Sest. Tu spadaju: dva dubleta s konstantama sprege 8,91 9,1 Hzna 7,99 i 7,80 ppm,
dva dubleta s konstantom sprege 5,6 i 5,5 Hz na 7,55 i 7,51 ppm, te karakteristiCan
AB quartet s konstantom sprege 8,4 Hz na 7,10 ppm. Najmanji kemijski pomaci
odgovaraju singletima, jedan na 6,08 ppm $to je signal za metilenske protone vezane
za dusSikov atom triazolnog prstena u polozaju 1 i drugi koji odgovara metilnim

protonima supstituenta na 2,29 ppm.

Svi izolirani Cisti spojevi dati su i na snimanje masenih spektara te HRMS

analizu, kako bi se potvrdile strukture te njihova Cistoca.

3.3 Inhibicija enzima kolinesteraza

Fotoproduktu 6 i njegovoj soli 10 izmjerena je inhibicijska aktivhost prema
enzimu butirilkolinesterazi. Na temelju rezultata bioloSkih mjerenja, spoj 6 pokazuje
inhibiciju enzima butirilkolinesteraze s vrijednosti ICso od 24,3 yM dok njegova sol
ima vrijednost ICso od 1,83 uM, &to je nekoliko puta bolja inhibicijska aktivhost od one
koju pokazuje standardni reverzibilni inhibitor galantamin. Iz tog razloga upravo je
spoj 10 odabran za molekulsko pristajanje (Slika 30). Time se vizualizirala struktura
kompleksa liganda (molekula spoja 10) i aktivnog mjesta enzima BChE, te su
identificirane nekovalentne interakcije odgovorne za stabilnost kompleksa, koje

utjeCu na potencijal inhibicije.
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Slika 30. Struktura aktivnog mjesta BChE u kompleksu s molekulom spoja 10.

Molekularno pristajanje spoja 10 u aktivno mjesto BChE rezultiralo je
strukturom prikazanom na slici 30. Detektirane su n-n interakcije izmedu Trp i
tienobenzenskog dijela molekule, His i triazolnog prstena i izmedu Phe329 kao i
Tyr332 i fenilnog prstena. Iste aminokiseline pokazuju alkil-n interakciju s metilnim
supstituentom na benzilnom ostatku. Dodatno, Glul97 pokazuje elektrostatsku

interakciju s kvaternim dusikom koji je pozitivho nabijen.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO

4.1. Opée napomene

Otapala koriStena u ovom radu bila su komercijalno dostupna i proc€is¢ena uz
pomoc destilacije. Nakon ekstrakcije razdvojeni su organski i vodeni sloj nakon ¢ega
se organski sloj susSio iznad bezvodnog magnezijevog sulfata. Tankoslojna
kromatografija provedena je s ploCicama prevucenim silika-gelom (0,2 mm, Kiselgel
F2s4) 1 uronjenim u 10 mL pripremljenog sustava za eluiranje. Za kolonsku
kromatografiju na stupcu koriStene su staklene kolone raznih promjera napunjene
silika-gelom (60 A, tehnicka &isto¢a) razli¢itih visina. Spektroskopski podaci nuklearne
magnetske rezonancije (NMR) 'H i 3C snimljeni su pri sobnoj temperaturi na
spektrometru Bruker Avance 600 MHz, a svi spojevi analizirani ovom tehnikom
otopljeni su u deuteriranom kloroformu, CDCls. Kao standard koristi se TMS
(tetrametilsilan) jer nije toksi¢an, jeftin je i inertan, a u 'H NMR spektru daje samo
jedan signal. 'H NMR spektri pokazuju neke specificne signale koji ne pripadaju
signalima spoja, a to su: signal za vodu u kloroformu na 1,5 ppm, signal za kloroform
na 7,24 ppm i signal za diklometan u kloroformu na 5,26 ppm. *C NMR spektar
takoder pokazuje specifian signal koji podrazumijeva grupu od tri linije pikova na 77
ppm $to odgovara signalu kloroforma. Sva otapala uklonjena su iz otopina pomocu
rotacijskog uparivaca pod reduciranim tlakom.

Kratice koriStene u eksperimentalnom dijelu su: DCM - diklometan, E —
dietileter, PE — petroleter, EtOAc - etil-acetat, NMR — nuklearna magnetska

rezonancija, s — singlet, d — dublet, dd — dublet-dubleta.

4.2. Sinteza triazolnih aldehida

Op¢i postupak

Svi triazolni aldehidi sintetizirani su u malim staklenim boc€icama zatvorenim
Cepom i parafilmom. Postupak je zapoCeo otapanjem 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-
4-karbaldehida (sintetiziranog ranije u naSem labosu) u propisanom volumenu suhog

1,4-dioksana. Reakcijskoj smjesi se potom dodao izraCunati volumen odgovarajuceg
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amina, nakon €ega je uslijedilo propuhivanjem argonom (inertan plin) jednu do dvije
minute. Pripremljena reakcijska smjesa ostavljena je na mijeSalici 48 do 60 sati na
temperaturi uljne kupelji od 120°C. Tijek reakcije pracen je tankoslojnom
kromatografijom, a po zavrSetku reakcije otapalo je uklonjeno uparavanjem na
rotacijskom vakuumskom uparivacu. Dobiveni kruti produkt zatim je prociséen

kolonskom kromatografijom uz odgovarajuci sustav otapala.

(a) CHs (@)
OHC OHC (f)
>:\(b’ (©) (f) H)\/@cm
N
N%N N (c) ) %N AN (c) )
(d) (d)
1 2

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

Spoj 1 sintetiziran je prema opcéenitom postupku iz 3-metilbenzilamina (133,4
mg odnosno 139,0 uL, 1,10 mmol) i 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida
(201 mg, 0,92 mmol) otopljenog u 2 mL 1,4-dioksana. Dobiveni produkt procCiS¢en je
kolonskom kromatografijom (® = 3 cm; h = 14 cm; sustav PE/DCM, a zatim DCM i
DCM/EtOAC (10%)).

119 mg, 64% izoliranog spoja; zuto ulje; Rt (DCM (100%)) = 0,67; *H NMR (CDCls,
600MHz) &/ppm: 10,12 (s, 1H) (a), 7,98 (s, 1H) (b), 7,29 (dd, 7,7, 9,5 Hz, 1H) (e),
7,21 (d, 7,9 Hz, 1H) (d)/(f), 7,11 (s, 1H) (g), 7,10 (d, 7,3 Hz, 1H) (d)/(f), 5,54 (s, 2H)
(c), 2,36 (s, 3H) (h).

1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (2)
Spoj 2 sintetiziran je prema opc¢enitom postupku iz 4-metilbenzilamina (133,4
mg odnosno 139,0 uL, 1,10 mmol) i 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida
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(207 mg, 0,92 mmol) otopljenog u 2 mL 1,4-dioksana. Dobiveni produkt procCiScen je
kolonskom kromatografijom (@ = 2 cm; h = 19 cm; sustav PE/DCM, te DCM i
DCM/EtOAC (2%)).

46 mg, 25% izoliranog spoja; zuto ulje; Rt (DCM (100%)) = 0,64; 'H NMR (CDCls,
600MHz) 6/ppm: 10,12 (s, 1H) (a), 7,95 (s, 1H) (b), 7,21 (ABq, J = 8,9 Hz, 4H) (d)/(e),
5,54 (s, 2H) (c), 2,36 (s, 3H) ().

(a) CH, (a) 0
OHC OHC
b_(b) AN 0 >=(\b) CHs
(d) (d)
3 4

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

Spoj 3 sintetiziran je prema opcéenitom postupku iz 3-metilbenzilamina (133,4
mg odnosno 139,0 uL, 1,10 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 (@ = 3 cm; h = 10 cm; sustav PE/DCM, a zatim DCM i
DCM/EtOAC (10%)).

128 mg, 69% izoliranog spoja; Zuto ulje; Rt (DCM (100%)) = 0,57; *H NMR (CDCls,
600MHz) 6/ppm: 10,13 (s, 1H) (a), 7,98 (s, 1H) (b), 7,29 (dd, 7,8 Hz, 1H) (e), 7,21 (d,
7,8 Hz, 1H) (d)/(f), 7,11 (s, 1H) (g), 7,10 (d, 7,0 Hz, 1H) (d)/(f), 5,54 (s, 2H) (c), 2,36
(s, 3H) (h).

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

Spoj 4 sintetiziran je prema opcéenitom postupku iz 4-metilbenzilamina (133,4
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mg odnosno 139,0 uL, 1,101 mmol) i 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida
(204 mg, 0,92 mmol) otopljenog u 2 mL 1,4-dioksana. Dobiveni produkt prociséen je
kolonskom kromatografijom (® = 2 cm; h = 14 cm; koridteni sustavi su bili PE/DCM,
DCM i DCM/EtOAC (10%)).

104 mg, 56% izoliranog spoja; Zuto ulje; Rf (DCM (100%)) = 0,63; *H NMR (CDCls,
600MHz) 6/ppm: 10,12 (s, 1H) (a), 7,95 (s, 1H) (b), 7,21 (ABq, J = 8,9 Hz 4H) (d)/(e),
5,54 (s, 2H) (c), 2,37 (s, 3H) (f).

4.3. Sinteza triazolnih tienostilbena Wittigovom reakcijom

Opcéeniti postupak

Aparatura, koja se sastoji od dvogrle/trogrle tikvice, lijevka za dokapavanije i
balona s dusSikom/argonom (inertan plin) propuhuje se 5 minuta spomenutim plinom.
U tikvicu se zatim stavi magnet, a na jedan otvor tikvice klor-kalcijska cijev. Nakon
propuhivanja, lijevak za dokapavanje se zatvara i u njega se ulijeva 30 do 40 mL
(ovisno o koligini polaznih reaktanata) apsolutnog etanola (suhi, na 3 A sitima).
Odreden volumen etanola ispusti se u tikvicu tako da u lijevku ostane oko 10 mL. U
tikvicu se zatim stavlja izvagana 2-tiofenska ili 5-metil-2-tiofenska sol i pusta se da se
smjesa dobro promijeSa. U meduvremenu se u preostalih 10 mL apsolutnog etanola
stavlja koliCina natrija prethodno izvagana u petroleteru, a nakon $to je sav natri
izreagirao u lijevku za dokapavanje uz razvijanje vodika, u tikvicu se dokapa nekoliko
kapi tako pripremljene baze. Aldehid, koji se prethodno otopio u etanolu, dodaje se u
tikvicu, nakon Cega se otvara lijevak za dokapavanje na nacin da preostala baza
kaplie kap po kap. Kada je sva koli¢ina NaOEt dodana u tikvicu, lijevak za
dokapavanje zamjenjuje se Cepom, a cijela reakcijska smjesa pusSta se na
magnetskoj mijeSalici odredeno vrijeme na sobnoj temperaturi ili na temperaturi ploce
mijeSalice od 45°C ovisno o koliini neizreagiranog aldehida, koja se prati

tankoslojnom kromatografijom tijekom odvijanja reakcije.
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5a ) 6a ) CH3

1-(3-metilbenzil)-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazol (5a)

Spoj 5a sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(3-metilbenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-karbaldehida (1) (119 mg, 0,59 mmol) i tienilne soli (260 mg, 0,59 mmol) uz
natrij u 10%-tnom suviSku (15 mg) i 40 mL ukupne reakcijske otopine. Dobiveni
produkt prociscen je kolonskom kromatografijom (® = 2 cm; h = 14 cm; sustav PE/E
(50%)). 108 mg, 65% izolirane smjese izomera (*H NMR, cis- : trans- = 1,3 : 1); Ry
(PE/E (20%)) = 0,64.

1-(4-metilbenzil)-4-(2-tiofen-2-il)vinil-1H-1,2,3-triazol (6a)

Spoj 6a sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-karbaldehida (2) (46 mg, 0,23 mmol) i tienilne soli (108 mg, 0,23 mmol) uz
natrij u 10%-tnom suviSku (10 mg) i 40 mL ukupne reakcijske otopine. Dobiveni
produkt proc€iscen je kolonskom kromatografijom (@ = 3 cm; h = 10 cm; sustav PE/E
(50%)). 37 mg, 57% izolirane smjese izomera (*H NMR, cis- : trans- = 1,1 : 1); Ry
(PE/E (20%)) = 0,70.
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1-(3-metilbenzil)-4-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazol (7a)

Spoj 7a sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(3-metilbenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-karbaldehida (3) (128 mg, 0,64 mmol) i 5-metil-2-tiofenske soli (289 mg,
0,64 mmol) uz natrij u 10%-tnom suvisku (22 mg) i 40 mL ukupne reakcijske otopine.
Dobiveni produkt prociséen je kolonskom kromatografijom (® = 2 cm; h = 10 cm;
sustav PE/E (30%)). 12 mg, 6% izolirane smjese izomera (*H NMR, cis- : trans- = 1,4
: 1); Rt (PE/E (50%)) = 0,56.

1-(4-metilbenzil)-4-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazol (8a)

Spoj 8a sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(3-metilbenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-karbaldehida (4) (104 mg, 0,52 mmol) i 5-metil-2-tiofenske soli (235 mg,
0,52 mmol) uz natrij u 10%-tnom suvisku (15 mg) i 40 mL ukupne reakcijske smjese.
Dobiveni produkt proCiScen je kolonskom kromatografijom (@ = 1,5 cm; h = 10 cm;
sustav PE/E (30%)). 7 mg, 5% izolirane smjese izomera (*H NMR, cis- : trans- = 1,2 :
1); Rt (PE/E (50%)) = 0,42.
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4.4. Fotokemijska sinteza tienobenzo-triazola

Opceniti postupak

Odredena masa odgovarajuceg triazol tienostilbena (5a-8a) otopi se u toluenu
tako da koncentracija bude 1-3 x 10 M i zatim se cijela reakcijska smjesa prenese u
kivetu od kvarca (propusta svjetlost). U kivetu se nadalje dodaje malo joda na vrhu
Spahtle (oksidacijsko sredstvo) nakon Cega se cijela reakcijska smjesa dobro
promijeSa. Prve dvije reakcije osvjetljavale su se 3 h pomoc¢u 10 lampi (8W) na 313
nm, a druge dvije 4 h pomoc¢u 14 lampi (8W) na 313 nm. Duljina trajanja reakcija

odredena je pracenjem reakcije tankoslojnom kromatografijom.

1-(3-metilbenzil)-1H-tieno3[3',2":3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol (5)

Spoj 5 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(3-metilbenzil)-4-(2-
(tiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazola (5a) (108 mg, 0,39 mmol) otoplienog u 100 mL
toluena. Za potrebe jedne reakcije utroSeno je 50 mL otopine (zapravo se u reakciju
iSlo s oko 50 mg). Dobiveni produkt proCiséen je kolonskom kromatografijom (@ = 2
cm; h = 17 cm; sustav PE/E (40%)).
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26 mg, 52% izoliranog spoja; Rt (PE/E (30%)) = 0,57; 'H NMR (CDCls, 600 MHz)
6/ppm: 8,00 (d, J = 8,8 Hz, 1H) (c)/(d)/(f)/(h), 7,81 (d, J = 8,8 Hz, 1H) (c)/(d)/(f)/(h),
7,55 (d, J = 5,7 Hz, 1H) (a)/(b), 7,52(d, J = 5,7 Hz, 1H) (a)/(b), 7,20 (dd, 7,3 Hz, 1H)
(9), 7,09 (d, J = 7,6 Hz, 1H) (c)/(d)/(f)/(h), 7,01 (s, 1H) (i), 7,00 (d, 8,4 Hz, 1H)
©)/(@)/(fI(h), 6,09 (s, 2H) (e), 2,27 (s, 3H) (j); *C NMR (CDClz, 150 MHz) &/ppm:
144,7, 140,0 139,0, 135,1, 129,1, 129,0, 128,7, 127,7, 127,2, 123,6, 122,8, 120,3
119,2, 116,1 53,0, 21,3.

1-(4-metilbenzil)-1H-tieno[3',2":3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol (6)

Spoj 6 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(4-metilbenzil)-4-(2-
(tiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazola (6a) (37 mg, 0,13 mmol) otoplienog u 50 mL
toluena. Dobiveni produkt prociScen je kolonskom kromatografijom (® =2 cm; h = 15
cm; sustav PE/E (30%)).

27 mg, 73% izoliranog spoja; Rr (PE/E (30%)) = 0,58; 'H NMR (CDCls, 600 MHz)
&/ppm: 7,99 (d, J = 8,8 Hz, 1H) (c)/(d), 7,80 (d, J = 8,8 Hz, 1H) (c)/(d), 7,55 (d, J = 5,6
Hz, 1H) (a)/(b), 7,51 (d, J = 5,6 Hz, 1H) (a)/(b), 7,10 (ABq, J = 8, 1 Hz, 4H) (f)/(q9),
6,08 (s, 2H) (e), 2,29 (s, 3H) (h); 3C NMR (CDCls, 150 MHz) &/ppm: 144,7, 140,0,
138,2,132,1, 129,8, 118,7, 127,7, 126,5, 122,8, 120,3, 119,2, 116,1 52,9, 21,1.

f f
(f) h) (f) C(:3)
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7-metil-1-(3-metilbenzil)-1H-tieno[3',2":3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol (7)

Spoj 7 sintetiziran je prema opcéenitom postupku iz 1-(3-metilbenzil)-4-(2-(5-
metiltiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazol (7a) (16 mg, 0,05 mmol) otopljenog u 16 mL
toluena. Dobiveni produkt prociscen je kolonskom kromatografijom (® =2 cm; h =9
cm; sustav PE/E (30% )).

5 mg, 34% izoliranog spoja; Rt (PE/E (30%)) = 0,50; 'H NMR (CDCIlz, 600 MHz)
S/ppm: 7,91 (d, J = 7,9 Hz, 1H) (c)/(d)/(f)/(h), 7,68 (d, J = 9,0 Hz, 1H) (c)/(d)/(f)/(h),
7,22 (dd, J = 7,6 Hz, 1H) (g), 7,18 (s, 1H) (b), 7,09 (d, J = 8,0 Hz, 1H) (c)/(d)/(f)/(h),
7,00 (s, 1H) (i), 6,99 (d, J = 5,4 Hz, 1H) (c)/(d)/(f)/(h), 6,04 (s, 2H) (e), 2,60 (s, 3H) (a),
2,28 (s, 3H) (j); **C NMR (CDCls, 150 MHz) é/ppm: 142,6, 159,3, 139,6, 138,9,
135,3, 134,6, 129,0, 128,9, 127,3, 123,7, 123,1, 118,9, 118,1, 115,0, 52,9, 21,4, 16,2.

7-metil-1-(4-metilbenzil)-1H-tieno[3',2":3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol (8)

Spoj 8 sintetiziran je prema opcéenitom postupku iz 1-(4-metilbenzil)-4-(2-(5-
metiltiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazola (8a) (13 mg, 0,04 mmol) otopljenog u 13 mL
toluena. Dobiveni produkt procis¢en je kolonskom kromatografijom (® =2 cm; h =9
cm; sustav PE/E (30%)).

4 mg, 34% izoliranog spoja; Rt (PE/E (30%)) = 0,44; 'H NMR (CDClz, 600 MHz)
Slppm: 7,92 (d, J = 9,2 Hz, 1H) (c)/(d), 7,67 (d, J = 8,5 Hz, 1H) (c)/(d), 7,18 (s, 1H)
(b), 7,10 (ABq, J = 8, 2 Hz, 4H) (f)/(g), 6,04 (s, 2H) (e), 2,60 (s, 3H) (a), 2,30 (s, 3H)
(h); 3C NMR (CDCls, 150 MHz) &/ppm: 141,6, 139,3, 138,0, 135,2, 132,3, 129,7,
126,5, 123,0, 122,4, 118,9, 118,1, 115,0, 52,8, 21,1, 16,1.
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4.5. Sinteza triazolne soli

Opceniti postupak

Odredena masa tienobenzo-triazola 5 i 6 otopi se u DCM. Tako pripremljena
otopina prebaci se u malu boCicu s mjeSaCem nakon Cega se doda izraCunati
volumen metil-jodida. BocCica se zatim propuhuje argonom jednu do dvije minute,

zatvori ¢epom i parafilmom i pusta se na mijeSalici 24 h na temperaturi od 60°C.

CHj

3-metil-1-(3-metilbenzil)-1H-tieno[3',2":3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazolni-iodid (9)
Spoj 9 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(3-metilbenzil)-1H-
tieno3[3',2":3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazola (5) (20 mg, 0,07 mmol) otopljenog u 400 L
DCM-a uz metil-jodid u 10%-tnom suviSku (44,64 pL). Nakon zavrSetka reakcije
smijesa je ohladena na 0°C i dodano je nekoliko mL etera. Jedan dio soli je istalozio
dok se je ostatak smjese zamutio. Uzorak smo zatim stavili na centrifugu na 10
minuta nakon Cega smo viSak etera dekantirali i dodali novih 2 mL. Postupak

centrifugiranja provodili smo 8 puta.

4 mg, 19% izoliranog spoja; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &/ppm: 8,34 (d, J = 9,0 Hz,
1H) (c)/(d)/(f)/(h), 8,25 (d, J = 9,1 Hz, 1H) (c)/(d)/(F/(h), 7,94 (d, J = 5,6 Hz, 1H)
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(@)/(b), 7,78 (d, J =5,6 Hz, 1H) (a)/(b), 7,31 (dd, J = 7,6 Hz, 1H) (9), 7,22 (d, J = 7,6
Hz, 1H) (c)/(d)/(f)/(h), 7,18 (s, 1H) (i), 7,17 (d, J = 8,0 Hz, 1H) (c)/(d)/(H/(h), 6,34 (s,
3H) (e), 4,92 (s, 3H) (k), 2,35 (s, 3H) (j); **C NMR (CDCls, 150 MHz) &/ppm: 132,8,
130,7,129,6, 129,1, 127,9, 127,1, 125,6, 124,5, 120,5, 116,4, 109,1, 53,5, 31,0, 21,3,
ostali signali se ne vide (jedna od moguc¢nosti je nedovoljno dobivena masa za

analizu).

3-metil-1-(4-metilbenzil)-1H-tieno[3',2":3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazolni-iodid (10)
Spoj 10 sintetiziran je prema opcéenitom postupku iz 1-(4-metilbenzil)-1H-
tieno3[3',2":3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazola (6) (20 mg, 0,07 mmol) otopljenog u 400 uL
DCM-a uz metil-jodid u 10%-tnom suvisSku (44,64 pL). Nakon zavrSetka reakcije
smjesa je ohladena na 0°C i dodano je nekoliko mL etera. Jedan dio soli je istaloZio,
no zbog visoke temperature laboratorija, ista se otopila, nakon ¢ega smo dobili dva
sloja koja smo dekantirali i dodali 2 mL etera te proveli centrifugiranje. Nakon 10
minuta viSak etera smo ponovno dekantirali i dodali novih 2 mL etera. Postupak

centrifugiranja proveli smo tek 3 puta zbog nedovoljnog taloZenja soli.

8 mg, 34% izoliranog spoja; *H NMR (CDCls, 600 MHz) é6/ppm: 7,99 (d, J = 8,9 Hz,
1H) (c)/(d), 7,80 (d, J = 9,1 Hz, 1H) (c)/(d), 7,55 (d, J = 5,6 Hz, 1H) (a)/(b), 7,51 (d, J
= 5,5 Hz, 1H) (a)/(b), 7,10 (ABq, J = 8,20 Hz, 4H) (f)/(g), 6,08 (s, 2H) (e), 2,29 (s, 3H)
(h).
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5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog rada bila je sinteza i bioloSka aktivnost novih soli tienobenzo-triazola.
Triazoli se op¢enito mogu klasificirati kao skupina peteroclanih prstenova koji u svojoj
strukturi osim ugljikovih atoma sadrze i tri atoma duSika Cime se mogu smatrati
energijski bogatim heterociklima. Osim specificne nezasi¢ene prstenaste strukture
posebna vaznost pridaje se njihovom Sirokom spektru bioloSke aktivnosti. Pokazuju
antimikrobno, citotoksi¢no, antikancerogeno, protuupalno, insekticidno i antimalari¢no
djelovanje i dr., a posebno se isti¢e njihovo inhibicijsko djelovanje prema enzimima
kolinesterazama koji su vrlo vazni u funkcioniranju zZiv€anog sustava kod ljudi.
Triazoli se pojavljuju kao par izomernih kemijskih spojeva 1,2,3-triazol i 1,2,4-triazol,
pri ¢emu su u sklopu ovog rada proucavani derivati 1,2,3-triazola s atomima dusika
na prva tri polozaja prstena. Povezivanjem dvaju aromatskih sustava dvostrukom
vezom nastaju stilbeni. Takvi spojevi zbog prisustva konjugiranog sustava podlijezu
fotokemijskim reakcijama, kod kojih dolazi do ciklizacije odnosno zatvaranja prstena i
nastajanja nove skupine spojeva. Jedna od slijednih mogucih reakcijama je metateza

soli kojom se dobivaju ciljne strukture ovoga rada.

Prva u nizu reakcija za dobivanje triazolnih soli 9 i 10, ukljucivala je pripravu
triazolnih aldehida 1-4. Oni si dobiveni reakcijom 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
karbaldehida (prethodno pripremljenog u nasem laboratoriju) i odgovaraju¢eg amina.
Struktura takvih produkata u polozaju jedan sadrzi odgovarajuci supstituent, a u
polozaju 4 formilnu skupinu. Tako pripremljeni aldehidi podvrgnuti su Wittigovoj
reakciji, opcenito poznatoj kao reakciji za pripravu alkena, pri c¢emu aldehidi reagiraju
s odgovarajuc¢im fosforovim ilidom. U ovom radu koriStene su dvije razli€ite soli, sa
supstituiranom i nesupstituiranom tiofenskom jezgrom, ¢ime su dobivene dvije
skupine triazolnih tienostilbena 5a-8a. Daljnja reakcija podrazumijevala je oksidativnu
fotociklizaciju koja je zbog nastalog konjugiranog sustava smjese izomera podloZzna
ciklizaciji. Naime, osvjetljavanjem dolazi do izomerizacije i nastanka kratkozivuceg
produkta, dihidrofenantrena, koji se uz pomo¢ joda zatvara odnosno aromatizira u
benzenski prsten, pri ¢emu nastaju tienobenzo-triazoli 5-8. Produkti 5 i 6 stupaju u
reakciju kod koje kao krajnji produkt nastaju triazolne soli 9 i 10. Reakcija njihovog
dobivanja svodi se na dodavanje alkil-halogenida u odgovaraju¢e otapalo i na

reakciju metateze soli.
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Fotoproduktu 6 i njegovoj soli 10 izmjerena je inhibicijska aktivnost prema
enzimu butirilkolinesterazi. Na temelju rezultata bioloskih mjerenja, spoj 6 pokazuje
inhibiciju enzima butirilkolinesteraze s vrijednosti ICsp od 24,3 uM dok njegova sol ima
vrijednost ICso od 1,83 pM, Sto je nekoliko puta bolja inhibicijska aktivnost od one koju

pokazuje standardni reverzibilni inhibitor galantamin.
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