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POPIS KRATICA KORISTENIH U RADU

Ap — amiloid S-peptid

AC — adenilat-ciklaza

ACh — eng. Acetylcholine - acetilkolin

AChE — eng. Acetylcholinesterase - acetilkolinesteraza

ACTH - adrenokortikotropni hormon

AD — eng. Alzheimer's disease - Alzheimerova bolest

Al — eng. acceptable daily intake - prihvatljiv dnevni unos

AMPAR - receptor a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionske kiseline
API — eng. active pharmaceutical ingredient - aktivni farmaceutski sastojak
APOE - apolipoprotein E

APP — amiloidni prekursorski protein

ATP — adenozin-trifosfat

B3LYP —eng. Becke Three Parameter Hybrid Functionals - Beckeovi troparametarski hibridni
funkcionali

BChE — eng. Butyrylcholinesterase - butirilkolinesteraza
CDCl; — deuterirani kloroform

ChAT — eng. Choline Acetyltransferase - kolin-acetiltransferaza
CI — skupina metoda konfiguracijske interakcije

CNS — eng. central nervous system - centralni Ziv€ani sustav
CRF — kortikotropin-oslobadaju¢i faktor

CSF — eng. cerebrospinal fluid - cerebrospinalna tekucina

DCM - diklormetan



DFT — eng. Density Functional Theory - teorija funkcionala (elektronske) gustoce
E — dietileter

ER — endoplazmatski retikulum

ETC —eng. electron transport chain - elektron-transportni lanac

EtOAc — etil-acetat

GSH-Px — glutation-peroksidaza

H>0, — vodikov peroksid

HF — Hartree-Fock

HPA — hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlijezda

HRMS — eng. high resolution mass spectrometry - masena spektrometrija visoke rezolucije
1GluR — ionotropni receptori

IL — interleukin

InP3R — inozitol-1,4,5-trifostatni receptori

MAO — monoamin-oksidaza

MAPs — eng. microtubule-associated proteins - skupina proteina povezanih s mikrotubulima
MDD - eng. maximum daily dose - maksimalna dnevna doza

mGIluR — metabotropni receptori

MMP — matri¢ne metaloproteinaze

MP — Moller-Plessetova skupina metoda

MPTP — 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin

MRI — eng. magnetic resonance imaging - magnetska rezonancija

MWCNT — eng. multi-walled carbon nanotubes - viseslojne ugljikove nanocjevcice
NaOEt — natrijev etoksid

NH; — amonijak



NMDAR — N-metil-D-aspartatni receptori

NMR — eng. Nuclear Magnetic Resonance - nuklearna magnetska rezonancija
OXPHOS - eng. oxidative phosphorylation - oksidativna fosforilacija
PCM — model polarizabilnog kontinuuma

PE — petroleter

PEA — 2-feniletilamin

PES — eng. Potential Energy Surface - ploha potencijalne energije

PET — pozitronska emisijska topografija

PLC — fosfolipaza C

PSEN — presenilin

ROS — eng. reactive oxygen species - reaktivne kisikove vrste

RyR — Rijanodinski receptori

SAR — eng. structure activity relationship - odnos strukture i aktivnosti
SERCA — sarko/endoplazmatski retikulum-kalcij- ATPaza

SPECT - eng. Single-photon emission computed tomography - jednofotonska emisijska

racunalna topografija
STM — eng. Scanning tunneling microscope - pretrazni tuneliraju¢i mikroskop

TMS — tetrametilsilan
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1.1. Uloga kolinesteraza u Alzheimerovoj bolesti

Alzheimerova bolest (AD) je neurodegenerativni poremecaj karakteriziran progresivnom
degeneracijom i gubitkom neurona u mozgu. Glavni je uzrok demencije i utjeCe na kvalitetu
zivota pojedinca. Smatra se da su pojava i progresija bolesti povezani s oSteCenjem
mitohondrija, oksidativnim stresom, angiogenim promjenama i smanjenim kolinergickim

prijenosom [1].

Enzimi kolinesteraze rasprostranjeni su u biljnom i Zivotinjskom svijetu, a klasificirani su
kao hidrolaze a/f-strukture jer su gradene od a-uzvojnica i f-nabranih ploca. Postoje dvije vrste
kolinesteraza: acetilkolinesteraza (AChE, EC 3.1.1.7) 1 butirilkolinesteraza (BChE, EC 3.1.1.8)
[2]. AChE (Slika 1) ima vaznu ulogu jer kontrolira prijenos zZiv€anih impulsa u kolinergickim
sinapsama srediS$njeg i perifernog ziv€anog sustava hidrolizom neurotransmitera acetilkolina

[3].

Slika 1. Kristalna struktura enzima AChE s donepezilom u aktivnom mjestu.

BChE (Slika 2) sluzi kao koregulator kolinergicke neurotransmisije i sposoban je katalizirati
hidrolizu acetilkolina. Visoke razine BChE povezane su s mozdanim plakovima i
neurofibrilarnim ¢vorovima, glavnim neuropatoloskim obiljezjima u AD [4]. AChE i BChE

dijele oko 54 % svoje aminokiselinske sekvence, a njihova je glavna razlika u strukturi
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aktivnog mjesta. Aktivno mjesto AChE sadrzi 14 aromatskih aminokiselinskih ostataka, dok se

u aktivnom mjestu BChE nalazi osam aromatskih i Sest alifatskih ostataka [5].

Slika 2. Kristalna struktura enzima BChE (monomer bez liganda).

Ciljani fotociklizacijski produkti u ovome radu bit ¢e ukljuceni u ispitivanja inhibicije

kolinesteraza i analizu molekulskog pristajanja (dockinga).
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2.1. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (eng. Alzheimer's disease, AD) je progresivna, neurodegenerativna
bolest koja se obi¢no povezuje s nedostatkom paméenja i smanjenom kognitivnom funkcijom
[6]. Alois Alzheimer prvi je opisao ovu bolest 1906. godine kao 'neobi¢nu bolest mozdane
kore'. Osim gubitka pamdenja, bolest je uzrokovala dezorijentaciju i halucinacije te dovela ¢ak
i do smrti [7]. Alzheimerova bolest najces¢i je uzrok demencije na globalnoj razini, a za
patolosku dijagnozu potrebni su amiloidni plakovi i neurofibrilarni ¢vorovi. Spomenute lezije
nakupljaju se u malim koli¢inama u mozgu tijekom normalnog starenja, dok se kod
Alzheimerove bolesti stvaraju u ve¢im koli¢inama [6]. Nasslici 3 vidljivo je kako izgleda mozak
zdrave osobe 1 osobe oboljele od Alzheimerove bolesti. U sluc¢aju bolesti dolazi do nakupljanja

amiloidnih plakova koji blokiraju normalnu funkciju neurona.

mozak zdrave osobe mozak oboljele osobe

amiloidni
plakovi

normalni
neuron

Slika 3. Prikaz mozga zdrave 1 oboljele osobe [8].

Mehanizam bolesti iznimno je sloZen te za istu jo§ uvijek nema lijeka. Predvida se da ¢e
broj oboljelih od Alzheimerove bolesti do 2050. godine dose¢i 153 milijuna. Upravo iz tog
razloga mnogi su znanstvenici poceli razvijati nove spojeve koji mogu djelovati na razliite
molekularne mete povezane s patologijom ove bolesti [9]. Trenutno dostupni lijekovi za
lijeenje Alzheimerove bolesti pruzaju samo simptomatsko olakSanje 1 usporavaju

napredovanje bolesti [10].
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2.2. Razvoj bolesti

Za bolje razumijevanje Alzheimerove bolesti, postoje dvije vrste klasifikacije. Prva
klasifikacija temelji se na dobnoj kategorizaciji pri ¢emu se Alzheimerova bolesti dijeli u dvije
skupine, obiteljsku i1 sporadi¢nu. Obiteljska Alzheimerova bolest razvija se prije 65. godine
zivota te je Cesto povezana sa starenjem i genetskim mutacijama [11]. Suprotno tome,
sporadi¢na Alzheimerova bolest javlja se nakon 65. godine Zivota, a povezana je s medicinskim
¢imbenicima (kardiovaskularne bolesti i dijabetes) i nacinom Zzivota (pusenje, nezdrava

prehrana, los san) [12].

Druga klasifikacija Alzheimerove bolesti temelji se na napredovanju bolesti 1 u¢incima na
pacijenta, a podijeljena je u Cetiri kategorije: pretklinicka faza, faza blagog kognitivnog
oStecenja, faza umjerenog kognitivnog oStecenja i teSka faza. U pretklini¢koj fazi pacijent ne
razvija nikakve simptome povezane s Alzheimerovom boles¢u, ali se mogu zapaziti
preliminarne myjerljive promjene u krvi, mozgu i cerebrospinalnoj tekucini zajedno s
mutacijama u genima za amiloidni prekursorski protein, presenilin 1 i 2 [13]. Fazu blagog
kognitivnog oStecenja, koja je joS poznata kao rana faza Alzheimerove bolesti, karakteriziraju
blagi simptomi poput zaboravljanja rijeci 1 polozaja svakodnevnih predmeta, no ona nema
utjecaja na svakodnevne aktivnosti i drusStveni Zivot [14]. U fazi umjerenog kognitivnog
oStecenja (srednja faza) pacijent se suocava s poteskocama u svakodnevnim zadacima i
komunikaciji te se javljaju uznemirenost i promjene u ponasanju. UnatoC tome, pacijent i dalje
moze sudjelovati u svakodnevnim aktivnostima uz odgovaraju¢u pomo¢ [15]. Teska faza
(kasna faza) Alzheimerove bolesti pracena je ozbiljnim nedostatkom komunikacije,
nekontroliranim pokretima i1 gubitkom pamcdenja. Pacijent postaje vezan za krevet Sto

posljedi¢no dovodi do krvnih ugruSaka, infekcija koze, sepse, upale i zatajenja organa [ 16].

2.3. Patogeneza — mehanizam bolesti

Mnogo je ¢imbenika, puteva i hipoteza povezano s Alzheimerovom boleS¢u pa se nove mete
djelovanja brzo pojavljuju (,,multitargeting disease®). Dobro utvrdena hipoteza za

Alzheimerovu bolest ukljuuje genetske faktore, kolinergicki put, amiloidni put, tau-
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hiperfosforilaciju, monoamin-oksidaze, kalcijevu disregulaciju, ekscitotoksi¢nost glutamata,

disfunkciju mitohondrija i reaktivne kisikove vrste [17].

2.3.1. Genetski faktori

Vrlo mali postotak slucajeva (0,1 %) Alzheimerove bolesti potjee od genetskog
nasljedivanja §to je poznato pod nazivom obiteljska Alzheimerova bolest koja je prethodno
spomenuta. Ovaj tip bolesti povezan je s autosomnom dominacijom jednog od tri gena koji
kodiraju amiloidni prekursorski protein (APP), presenilin 1 i presenilin 2. Mutacija u bilo
kojem od ova tri gena uzrokuje nepravilno cijepanje APP-a §to dovodi do stvaranja Apf4
(amiloidni S-peptid koji sadrzi 42 ostatka) umjesto Af4o. Agregacija Af4> dovodi do stvaranja
senilnih plakova koji se smatraju istaknutim uzrokom Alzheimerove bolesti. ABCA7 1 SORL1
su takoder autosomno dominantni geni odgovorni za nasljednu Alzheimerovu bolest. Za
TREM2 gen smatra se da povecava rizik od Alzheimerove bolesti. Poznato je da prisutnost ¢4
alela apolipoproteina E (APOE &4) povecava rizik od Alzheimerove bolesti za 3 % u
heterozigotima te za 15 % u homozigotima. Osim spomenutih, postoje jos§ neki geni uvrsteni

na popis od 19 gena koji utjecu na rizik od Alzheimerove bolesti [18].

2.3.2. Kolinergicka hipoteza

Kolinergi¢ki neuroni imaju Siroku distribuciju u ljudskom mozgu i igraju veliku ulogu u
procesima spoznaje i stjecanja znanja. Kolinergicki prijenos signala povezan s pamcéenjem i
ucenjem ovisi o acetilkolinu (ACh) [19]. Osim §to je ucinkovit neurotransmiter, ACh je nuzan
uvjet za potpuno izrazavanje neurovaskularnih odgovora izazvanih osje¢ajima [20]. Sintetizira
ga enzim kolin-acetiltransferaza (ChAT), a za njegovu kataliticku aktivnost potrebni su kolin,

acetil-koenzim A (acetil-CoA) i1 adenozin-trifosfat (ATP) [21].

Davies i Maloney otkrili su 1976. godine da kod bolesnika s Alzheimerovom boles¢u dolazi
do selektivnog gubitka komponenti kolinergickog sustava [22]. Kolinergicka hipoteza sugerira
nedostatak neurotransmitera ACh u mozgu koji je povezan s povisenom razinom aktivnosti

acetilkolinesteraze [23]. Enzim acetilkolinesteraza (AChE) odgovoran je za brzu hidrolizu
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acetilkolina u sinapsi te sluzi kao neuromuskularni spoj koji rezultira zavrSetkom ziv€anog
impulsa. Druga vrsta enzima kolinesteraze je butirilkolinesteraza (BChE) koja takoder
hidrolizira acetilkolin, ali se od AChE razlikuje po specificnostima supstrata i osjetljivosti

prema inhibitorima [24].

Kolinergicka neurotransmisija temelji se na proteinima uklju¢enim u sintezu, skladiStenje,
transport i razgradnju ACh [23]. U citoplazmi kolinergickih neurona prvo dolazi do
esterifikacije kolina i acetil-CoA pri ¢emu nastaje ACh [25]. Oslobadanje ACh posljedica je
priljeva kalcijevih iona do kojeg dolazi otvaranjem kanala u presinaptickoj membrani uslijed
depolarizacije (korak 1 na slici 4). Zatim dolazi do egzocitoze (,,izbacivanja®) ACh pomocu
sinaptickih mjehurica koji se stapaju s presinaptiCkom membranom i eliminiraju sadrzaj
neurotransmitera u sinapticku pukotinu [26]. Eliminirani ACh veze se na postsinapticke
receptore koji pokrecu stupnjevitu depolarizaciju u postsinaptiCkom prostoru (korak 2 na slici
4). AChE katalizira razgradnju ACh te dolazi do reapsorpcije molekula kolina u presinapticki
neuron (korak 3 na slici 4) [27].

presinapticki
prostor

o °
° w’:aptifka
@ pukotin,

postsinapticki
receptor
postsinapticki prostor

Slika 4. Shematski prikaz kolinergicke neurotransmisije [27].

Smanjena kolinergi¢ka neurotransmisija izravno je povezana s gubitkom intelektualnih
sposobnosti. Stoga, hipoteza naglaSava da ¢e povecanje kolinergi¢kog prijenosa poboljsati
kognitivnu funkciju kod Alzheimerove bolesti. Inhibicija AChE postala je vazna meta u razvoju
lijekova za Alzheimerovu bolest $to je dovelo do otkri¢a inhibitora kolinesteraze kao $to su

takrin, donepezil i rivastigmin [28].



2. OPCI DIO

2.3.3. Amiloidna hipoteza

Amiloidna hipoteza (hipoteza amiloidne kaskade ili AS-hipoteza) glavno je objasnjenje
patogeneze Alzheimerove bolesti ve¢ vise od 25 godina. U normalnim uvjetima amiloidni /-
peptid (Ap) nastaje kao produkt metabolizma APP-a djelovanjem enzima f- i y-sekretaze te se
oslobada izvan stanice gdje se brzo razgraduje ili uklanja. Medutim, kod starijih osoba ili u
patoloskim uvjetima smanjuje se sposobnost razgradnje amiloidnog S-peptida i dolazi do
njegove akumulacije [29]. Mutacija gena za APP na kromosomu 21 rezultira nastajanjem Afs>
umjesto Afso [30]. Topljivi oligomeri Af40 nastaju kada na APP djeluju a- i1 y-sekretaza, dok
Aps nastaju kada se APP cijepa djelovanjem pf- i y-sekretaze [31]. Pogresno presavijeni
oligomer Af4 tvori netopljive proteinske agregate koji dalje stvaraju senilne (amiloidne)
plakove (Slika 5) Sto dovodi do toksi¢nosti i1 prekida prijenosa ziv€anog impulsa [32].
Opcenito, APOE razgraduje formirani Af, ali njegov izoformni oblik APOE ¢4 ne razgraduje
te se agregacija nastavlja [33]. S obzirom da ometaju sposobnost komunikacije izmedu
neurona, amiloidni plakovi uzrokuju smrt neuronskih stanica i pad kognitivnih sposobnosti

[34].

fibrili g s
p-list amiloidni

monomer oligomeri plakovi

o a —
a-heliks —Y o
y-sekretaza mononer

\
\
\
\
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00oooooooocA‘cooooao:ooooooooacoaooooocooouoo
\ v ) { !
g ?{ [ §$ $ b ¢S 3} 2
.) ) r \¢ :( / ('
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Slika 5. Shematski prikaz stvaranja amiloidnih plakova [35].
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2.3.4. Tau-hipoteza

Tau-protein pripada skupini proteina povezanih s mikrotubulima (microtubule-associated
proteins, MAPs), a potreban je za sastavljanje i stabilizaciju mikrotubula [36]. Uslijed
hiperfosforilacije tau-protein gubi sposobnost vezivanja s mikrotubulima $to dovodi do njihove
destabilizacije. Posljedicno dolazi do agregiranja tau-proteina u oligomere, udruzene spiralne
filamente i na kraju nastaju neurofibrilarni ¢vorovi (Slika 6) [37]. Tau-hipoteza pretpostavlja
da patologija tau-cvorova prethodi stvaranju amiloidnih plakova te da su tau-fosforilacija i

agregacija primarni uzrok neurodegeneracije u Alzheimerovoj bolesti [38].

agregacija
Va
” 4
” /’/ >
{ 14
dimer oligomer
stabilizirani
mikrotubul detabilizirani neurofibrilarmi
mikrotubul udruZeni spiralni &vorovi

filamenti

Slika 6. Shematski prikaz stvaranja neurofibrilarnih ¢vorova [38].

2.3.5. Hipoteza 0 monoamin-oksidazama

Monoamin-oksidaza (MAO) vrsta je flavoenzima vezana za mitohondrije, a najvise je
rasprostranjena u neuronskim i gastrointestinalnim tkivima. Nalazi se u dvije izoforme, MAO
A1 MAO B [39], koje se razlikuju prema distribuciji u tkivima te mjestima za prepoznavanje
supstrata 1 inhibitora [40]. MAO A se u mozgu uglavnom javlja u kateholaminergickim
neuronskim stanicama, dok je MAO B smjesten u gliji 1 serotonergickim neuronima. MAO
inducira oksidativnho deaminiranje analoga monoamina uz neurotransmitere, kao S§to su
adrenalin, noradrenalin, dopamin, 2-feniletilamin (PEA), tiramin te egzogeni amini, 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) 1 serotonin (5-HT). Oni procesom oksidativnog
deaminiranja stvaraju neurotoksi¢ne metabolicke proizvode poput H>O2, NHj3 i aldehida [41].
Spomenuti metaboliti uzrokuju oksidativni stres, koji je povezan s disfunkcijom

neurotransmitera u kolinergickom sustavu, kao i noradrenalina, hormona izravno ukljuc¢enog u

10
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nastanak kognitivnih oste¢enja [42]. Promjena mozdane razine neurotransmitera uzrokuje
stanje kognitivne disfunkcije i dovodi do razvoja neuroloskih poremecaja [41]. Takoder,
oksidativni stres povecava aktivnost izoenzima MAO B, koji uzrokuje agregaciju Apf i

stvaranje plakova [43] te je glavni pokazatelj napredovanja AD-a [44].

2.3.6. Hipoteza o kalciju

Kalcijevi ioni, Ca?’, sudjeluju u regulaciji funkcija raznih proteina i enzima, a poznati su
kao sekundarni glasnici u signalnim putevima, poput prezivljavanja stanica, proliferacije,
diferencijacije 1 apoptoze. Isto tako, ukljuceni su u regulaciju viSestrukih neuronskih 1
astrocitnih funkcija, kao §to su oslobadanje neurotransmitera, ekscitabilnost membrane i
transkripcija gena. U stanju mirovanja, koncentracija Ca*" u citoplazmi iznosi oko 100 nM, u
endoplazmatskom retikulumu (ER) od 100 do 800 uM, a u izvanstani¢nom mediju od 1 do 2
mM. Za regulaciju navedenih koncentracija zasluzni su razni receptori te kalijevi 1 kalcijevi
kanali [45]. Kalcijevi se kanali nalaze u razli¢itim stanicnim organelama, ukljucuju¢i ER,
mitohondrij, plazmatsku membranu i lizosom [46]. NepoZeljne promjene u koncentraciji Ca>*
iona uodene su kod pacijenata koji boluju od AD-a. Naime, disregulacija koncentracije Ca>"
iona povezana je s razvojem Af-plakova i neurofibrilarnih ¢vorova [40]. Poveéane razine Ca>*
u citosolu poticu proizvodnju AS 1 njegovo neurotoksicno djelovanje, a nakupljanje ApS
rezultira stimulacijom neuronske kalcijeve signalizacije [47]. U otprilike 90 % slucajeva

obiteljskog tipa AD-a uocava se poremecaj kalcijeve homeostaze [40].

Hipotezu o kalciju postavio je Khachaturian 1989. godine. Istrazivao je na koji nacin
aktivacija amiloidogenog puta moZe preoblikovati signalne puteve Ca®>" odgovorne za
spoznaju. IstraZivanja su pokazala da, osim Sto disfukcija kalcijeve homeostaze utjece na
proizvodnju Ap, utjeCe 1 na hiperfosforilaciju Tau-proteina (Slika 7). Af-oligomeri, nastali u
izvanstanicnom prostoru, stvaraju interakciju s plazmatskom membranom, uzrokujuci
hiperaktivaciju kalcijevih kanala (NMDAR, AMPAR 1 VGCC). S druge strane, unutarstani¢ni
hiperfosforilirani Tau-protein uzorkuje disfunkciju homeostaze Ca?*, §to dovodi do
mitohodrijske disfunkcije 1 ER stresa [45]. Takoder, sarko/endoplazmatski retikulum kalcij
ATPaza (SERCA), koja se nalazi na membrani ER, odrzava razliku u koncentraciji Ca?" izmedu

ER i citoplazme pomocu kalretinina i kalsekvestrina, proteina koji vezu kalcij. Za mobilnost
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Ca?" izmedu ER i citoplazme odgovorni su Rijanodinski receptori (RyR) te inozitol 1,4,5-

trifosfatni receptori (InP3R), unutarstani¢ni oslobadaju¢i kalcijevi kanali [40].

Agregacija )
/ Amiloidni plakovi
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NMDA-R
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Slika 7. U¢inci Ap i hiperfosforiliraju¢eg Tau-proteina na disregulaciju Ca>" i neuronsku

disfunkciju u patogenezi AD [45].

2.3.7. Ekscitotoksi¢nost glutamata

Glutamat predstavlja glavni ekscitacijski neurotransmiter, koji je osnova mnogih
neuroloskih funkcija u mozgu, primjerice spoznaje i paméenja. U procesima neurotransmisije,
unutar glutamatergi¢ke sinapse, ima ulogu posrednika, i to kroz tri dijela: presinapticke
neurone, postsinapticke neurone 1 astrocite. Glutamatna sinapsa sastoji se od nekoliko vrsta
sinaptickih komponenti, ukljucujuéi dva tipa glutamatnih receptora, ionotropni i metabotropni
receptori. U ionotropne receptore (iGluR) spadaju N-metil-D-aspartatni receptori (NMDAR),
receptor a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionske kiseline (AMPAR) i skupine
kainatnih receptora. S druge strane, metabotropni receptori (mGluR) podijeljeni su u tri
funkcijske skupine; skupina I povezana je s fosfolipazom C (PLC), a ¢ine ju mGluR1 i
mGluRS5, dok su skupina IT (mGluR2 i mGluR3) te skupina III (mGluR4, mGluR6, mGluR7 i
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mGIluR8) povezane s adenilat-ciklazom (AC) [48]. Jedna iGluR podskupina selektivno je
zatvorena NMDAR antagonistom, koji djeluje pomocéu naponske aktivacije uklanjanjem
blokade Mg?" iona. NMDAR sadrzi veliku propusnost Ca®" iona te igra klju¢nu ulogu u
sinaptiCkom prijenosu i plasticnosti. Pretjerana stimulacija glutamatergicke signalizacije
uzorkuje ekscitotoksi¢nost. Ekscitotoksi¢nost se nalazi u osnovi nekoliko neurodegenerativnih
poremecaja, uklju¢ujuéi AD [40], a zbiva se kada sinapticko otpustanje glutamata premasi
astrocitni mehanizam ciS¢enja, §to uzrokuje preveliku koli¢inu glutamata u izvanstani¢noj
domeni 1 prekomjernu aktivaciju ekstrasinaptickih NMDA receptora. Prekomjerne koli¢ine
glutamata poveéavaju nakupljanje unutarstani¢nog Ca** kroz NMDAR. Takoder, poznato je da
Ap-oligomeri mogu ostetiti glutamatergicki sustav izravnim poveéanjem rekombinantne Ca>*
struje (P/Q tip) [48], tako Sto stupaju u interakciju s NMDA receptorima izravno ili putem
sinaptickih proteina (PSD95) [40]. Smatra se da glutamat/Ca”* signalizacija, u patogenezi AD-
a, kontrolira nepravilne molekularne puteve u neuronima hipokampusa, poput sastavljanja
citoskeleta, vezikularnog prijenosa, stvaranja ekscitabilnosti membrane, oslobadanja

neurotransmitera 1 izazivanja apoptotskih signala [48].

2.3.8. Mitohondrijska disfunkcija i reaktivne Kkisikove vrste (ROS)

Mitohondriji su organele koje proizvode stanicnu energiju u obliku adenozin-trifosfata
(ATP), ukljuceni su u mnoge procese koji su vazni za zivot i smrt stanice [49] te su glavni izvor
za stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS), bitnog ¢imbenika u patogenezi AD-a [50]. Stoga,
mitohondrijska disfunkcija doprinosi smanjenoj prozvodnji ATP-a, dishomeostazi Ca*" iona i
generaciji ROS-a [51]. Nekoliko funkcija mitohondrija, poput morfologije, proizvodnje ROS-
a, oksidativne fosforilacije, ER kao kontaktnog mjesta i puferiranja Ca**, utjeu na razvoj AD-
a [40]. Osim toga, agregacija AS u dvosloju poti¢e razvoj ROS-a, §to dovodi do lipidne
peroksidacije membrana, uz oksidaciju unutarstani¢nog proteina i nukleinske kiseline. Vazno
je napomenuti da je oksidativni stres povezan s funkcijom mitohondrija, ne samo zbog
stvaranja ROS-a, ve¢ 1 zbog c¢injenice da ROS moZe dovesti do pogorSanja funkcije

mitohondrija (Slika 8) [51].
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Slika 8. Prikaz ROS-induciranih mitohondrijskih abnormalnosti kod AD-a [51].

Mitohondrijski ATP proizvodi se procesom oksidativne fosforilacije (OXPHOS). Njihov se
elektron transportni lanac (ETC) sastoji od pet enzimskih kompleksa, koji se nalaze u
unutarnjoj membrani mitohondrija, gdje dolazi do stvaranja naboja, Sto uzrokuje sintezu ATP-
a iz ADP-a i1 anorganskog fosfata pomocu ATP sintaze. Budu¢i da u srediSnjem ziv€anom
sustavu (CNS) ne postoji rezerva energije, mozdane stanice kontinuirano stvaraju ATP kako bi
se odrzala neuronska funkcija. Mitohondrijska disfunkcija u AD-u o€ituje se u smanjenoj razini
neuronskog ATP-a, prekomjernoj proizvodnji ROS-a i pove¢anom oksidativnom stresu, §to na

kraju dovodi do stani¢ne smrti [51].

2.4. Etiologija-uzroci bolesti

Mehanizam nastanka Alzheimerove bolesti vrlo je slozen proces, a uklju¢uje mnogo
okolis$nih 1 genetskih ¢imbenika koji su ukljuceni u razvoj bolesti. Vjerojatnost da osoba u dobi
od 65 godina boluje od AD-a je svega 3 %, dok se u dobi od 85 godina ta vjerojatnost povecava
na 30 % [52]. Prvi gen za koji se pokazalo da uzrokuje AD je Af-prekursorski protein (APP)
[53], o kojemu je bilo viSe rijeci u poglavlju o mehanizmu bolesti. Uz APP, vrlo znacajan
genetski uzro¢nik ranog oblika AD-a je presenilin, koji dolazi u dva oblika, presenilin 1
(PSENT) i presenilin 2 (PSEN2). Ti su proteini kljuéne komponente y-sekretaza, koje APP
cijepaju u Ap-fragmente. Mutacija u PSENI1 1 PSEN2 smanjuje proteoliticku aktivnost y-
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sekretaza, Sto dovodi do disbalansa Afao 1 Af4> fragmenata [54]. Takoder, potrebno je istaknuti
APOE 1 TREM2. Apolipoprotein E (APOE) ukljucen je u metabolizam masti, a njegov ¢4 alel
predstavlja najces¢i genetski Cimbenik rizika za AD. S druge strane, receptor TREM2 nalazi se

na vise vrsta imunoloskih stanica i povezan je s upalom koja se javlja kod AD-a [53].

U novije se vrijeme doslo do spoznaje o ulozi matriksnih metaloproteinaza u razvoju AD-
a. Matriksne metaloproteinaze (MMP) multigenska su obitelj proteinaza, koja se moze
podijeliti u pet kategorija: zelatinaze (MMP-2 i -9), stromelizini (MMP-3 i -10), kolagenaze
(MMP-1, -8 i -13), MMP membranskog tipa (MMP-14, -15, -16, -17, -24 i -25) i ostale MMP
[55]. Unutarstanicne MMP nalaze se u razli¢itim dijelovima stanice ukljucujuéi citosol,
sarkomeru, mitohondrije i jezgru te pridonose patogenezi razliCitih bolesti, kao $to su
kardiovaskularne bolesti, respiracijske bolesti i maligni tumori [56]. MMP reguliraju funkcije
velikog broja signalnih molekula ukljuc¢enih u neurolosku upalu, sinapticku disfunciju 1 smrt
neurona [57]. Kad je rije¢ o AD-u, MMP sudjeluju u razgradnji izvanstani¢nih proteina, $to
znacCi da mogu izravno razgraditi Af, a to rezultira smanjenjem naslaga Ap. Isto tako, ukljuceni
su u regulaciju upalnih procesa i regulaciju propusnosti krvno-mozdane barijere te u

amiloidogeni put APP-a [55].

U danasSnje vrijeme, jedan od glavnih okolisnih ¢imbenika koji je uklju¢en u razvoj i
napredovanje mnogih bolesti je stres. On uzrokuje pogorsanje bolesti, velikim dijelom kroz
aktivaciju osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda (HPA), koja podize razine
cirkuliraju¢ih kortikosteroida. Taj se oblik stresa naziva ,,op¢i adaptacijski sindrom®. Odnos

izmedu stresa 1 bolesti naziva se ,,Zacarani krug stresa“, prikazan na slici 9 [58].

Stres

Alzheimerova bolest
remeti cikluse stresa

|
Kaortizol
Kora =
nadbubreZne

Zlijezde

Stres potice

ACTH Alzheimerovu bolest

Bolest

Slika 9. Zacarani krug stresa [58].
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Desni luk kruga prikazuje kako poviSena razina stresa pogorSava stanje AD-a, uzrokujuci
brzi razvoj bolesti i gubitak kognitivnih funkcija. Lijevi luk kruga prikazuje kako AD utjece na
zivéane sklopove koji reagiraju na stres, Sto dovodi do razvoja depresije, anksioznosti i
agresivnog ponasanja. HPA osovina ima sredi$nju ulogu u oba egzacerbacija AD-a, na nac¢in
da  kortikotropin-oslobadaju¢i  faktor (CRF) hipotalamusa aktivira oslobadanje
adrenokortikotropnog hormona (ACTH) iz hipofize i naknadno otpustanje kortizola iz

nadbubrezne Zlijezde [58].

2.5. Detekcija bolesti

U posljednjih je nekoliko desetljeCa doSlo do znacajnog dijagnostickog napretka u
otkrivanju Alzheimerove bolesti, iako medicina i dalje nema dovoljno precizne metode 1 alate
za ranu detekciju AD-a. Najpoznatije tehnike na kojima se zasnivaju uredaji u nuklearnoj
medicini su pozitronska emisijska topografija (PET), jednofotonska emisijska
kompjutorizirana topografija (SPECT) i magnetska rezonancija (MRI) [59]. Isto tako,
dijagnosticiranje AD-a moguce je 1 mjerenjem razine biomarkera koji se nalaze u
cerebrospinalnoj tekucini (CSF). Potrebno je istaknuti AS- 1 Tau-biomarkere [60], a osim njih

vrlo su vazni 1 APOE4, APP, ADDLs, AAT, BACE1 te AD7c-NTP [61].

U ovom ¢e radu biti istaknuta dva primjera detekcije Alzheimerove bolesti.

2.5.1. Amiloid-PET

Amiloid-PET tehnika je neuroimaginga koja koristi standardizirane postupke vizualnog
ocitavanja pomocu specificnih traga¢a. Omogucuje neinvazivnu, in vivo detekciju amiloidnih
plakova, glavnih neuropatoloskih obiljeZja Alzheimerove bolesti. Metoda ima visoku
osjetljivost (96 %, 95 % CI 80—-100) i specificnost (100 %, 78—100) kod bolesnika s dijagnozom
AD-a. Ono §to se smatra nedostatkom ove metode je neselektivnost, odnosno nemoguénost

razlikovanja razli¢itih vrsta poremecaja kod kojih je karakteristicno taloZenje amiloida.

Tijekom godina razvijeno je nekoliko specificnih obiljezivaca, koji su klinicki odobreni 1

komercijalno dostupni. Istaknuli su se sljedeci obiljezivaci: '*F-fluorbetapir, '*F-fluorbetaben i
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BE-flutemetamol. U klinickoj su se praksi pokazali ekvivalentnima pa je omogucena njihova

izravna kvantitativna usporedba [62].

Osim toga, amiloid-PET moZe se protumaciti kao pozitivan ili negativan, odnosno kao
poviSen ili nepoviSen amiloid (Slika 10). Na negativnoj je snimci vidljivo da je vezanje
ogranic¢eno na bijelu tvar, isticu¢i ouvan kontrast sive tvari u odnosu na bijelu tvar. S druge
strane, u pozitivnoj je snimci vidljivo vezanje kortikalne sive tvari, u jednakoj ili ve¢oj mjeri u
odnosu na vezanje bijele tvari. Takoder, isti¢e se naknadni gubitak kontrasta sive tvari u odnosu

na bijelu tvar [63].

Negativni AB-PET Pozitivni AB-PET
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Slika 10. Primjeri negativnih i pozitivnih amiloid-PET nalaza koristenjem razli¢itih

obiljezivaca [63].

Amiloid-PET pokazao se kao vrlo koristan dijagnostic¢ki alat. U buduénosti, njegova bi
glavna svrha trebala biti rana diferencijalna dijagnoza u klinickim uvjetima, ali i moguénost

odabira pacijenata prikladnih za specifi¢nu terapiju [63].

2.5.2. Kolorimetrijski imunosenzor za Af1.4

Imunosenzori predstavljaju biosenzorske alate temeljene na afinitetnom ligandu, u kojima
je imunokemijska reakcija povezana s pretvaratem. Najpoznatije vrste imunosenzora su
elektrokemijski i opticki senzori. Princip rada temelji se na interakciji receptora i liganda [ 64],

a pravilna imobilizacija receptora na povrSinu sonde igra kljuénu ulogu u osjetljivosti samog
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biosenzora. Vrlo je vazno razviti dobre strategije pojatavanja signala kako bi granica detekcije
bila §to niza. U tu se svrhu najcesce koriste nanomaterijali, redoks-medijatori i enzimi.
Nanocestice, zbog svoje veli¢ine (od 1 do 100 nm) i jedinstvenih svojstava, mogu se koristiti
za detekciju raznih kemijskih markera i biomarkera. Kao primjer treba istaknuti AuNP
nanocestice, o kojima ¢e biti viSe rijeci u nastavku, a uz njih isti¢u se i viseslojne ugljikove

nanocjevéice (MWCNT) te grafen [61].

Hu i sur. konstruirali su imunosenzor za detekciju Api142. Koristili su kolorimetrijski
sandwich imunosenzor, koji se temelji na nanocesticama zlata modificiranim dvostrukim
antitijelima (Slika 11). U eksperimentu su koriStena C-terminalna i N-terminalna antitijela, koja
pokazuju izvrsnu specificnost za Af142. Konjugacijom C-terminalnih i N-terminalnih antitijela
na povrSinu AuNP nanocestice dolazi do agregacije nanocestica zlata, prilikom ¢ega dolazi do
promjene boje nanocestica iz crvene u plavu. Rezultati su pokazali dobru linearnost u rasponu

od 7,5 nM do 350 nM 1 izvrsnu granicu detekcije od 2,3 nM [65].

Razvoj tehnologije imunotestova znacajan je u podrucju medicine 1 klini¢koj primjeni [64],
jer se preciznijim i pouzdanijim otkrivanjem biomarkera u tjelesnim teku¢inama omogucuje

to¢nija dijagnoza te prognoza bolesti [61].
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Slika 11. Prikaz kolorimetrijskog sandwich imunosenzora za Af1.42 [64].
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2.6. 1,2,3-triazolni derivati kao potencijalni lijekovi

Triazol je svestrana jezgra u medicinskoj kemiji i sastavni dio brojnih lijekova koji se koriste
u klinickoj praksi. Op¢enito, 1,2,3-triazol je heterocikli¢ki spoj koji sadrzi pet atoma u prstenu
od cega su dva ugljikova atoma i tri dusikova atoma kao dio aromatskog prstena. Intenzivno je
razvijen pristupom klik-kemije te je ¢esto prvi izbor za razvoj multifunkcionalnih hibrida
putem molekulske hibridizacije. Posjeduje veliku bioraspolozivost, nisku toksi¢nost i veliku
stabilnost u kiselim i baznim uvjetima [66]. Jezgra 1,2,3-triazola zapravo je bioizoster amida i
izvrstan primjer mimikrije peptida. 1,4-disupstituirani triazol oponaSa peptidnu vezu ili
funkciju amida u trans-konfiguraciji §to ga Cini vaznom jezgrom u strategijama razvoja

lijekova [67].

Slobodan elektronski par na duSikovom atomu triazola oponasa karbonilni kisik amidne
skupine (akceptor H-veze), dok karbonilni ugljik amidne skupine pokazuje slicnost s C4
atomom triazola (elektrofilni centar). Osim toga, C5-H veza triazola oponaSa N-H vezu amida
pri ¢emu obje imaju sposobnost donirati H-vezu (Slika 12). Treba napomenuti da je
akceptorska/donorska snaga H-veze triazola ve¢a nego kod amidne skupine jer triazol ima veci

dipolni moment [68].

akceptor H-veze akceptor H-veze

o elektrofilni
elektrofilni centar
centar O .
\}L NaN
|
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donor H-veze donor H-veze

Slika 12. Jezgra 1,2,3-triazola kao bioizoster amida.

Molekule koje u svojoj strukturi sadrze 1,2,3-triazol imaju Siroki raspon farmakoloskih
svojstava, ukljucujuéi inhibiciju enzima kolinesteraza, protuupalno djelovanje i antidepresivno
djelovanje [66]. Triazolna jezgra moze stvarati vodikove veze s katalitickim mjestima ostataka

acetilkolinesteraze $to je €ini vaznom u razvoju lijekova za Alzheimerovu bolest [69]. Brojni
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sintetizirani derivati koji sadrze 1,2,3-triazolnu jezgru pokazali su se kao potencijalna sredstva

protiv Alzheimerove bolesti u pretklinickim studijama.

2.6.1. 1,2,3-triazolni derivati temeljeni na postoje¢im lijekovima

Takrin (Slika 13), kao derivat tetrahidroakridina, prvi je odobreni inhibitor AChE koji je

posluzio za razvoj drugih derivata s boljom ucinkovito$¢u i manje nuspojava.

N
| A
=

NH,

Slika 13. Struktura takrina.

Akridoni su prirodni derivati koji posjeduju AChE inhibicijska svojstva. Inspirirani
takrinom 1 akridonima, Mohammadi-Khanaposhtani 1 sur. dizajnirali su i sintetizirali niz
derivata akridona povezanih s triazolima te procijenili inhibicijsku aktivnost prema AChE. Od
sintetiziranih spojeva najaktivniji je bio spoj prikazan na slici 14 s ICso vrijednoS¢u od 7,31
uM. Odnos strukture 1 aktivnosti (eng. structure activity relationship, SAR) pokazao je da
zamjenom vodika klorom u para-polozaju benzilnog prstena dolazi do poboljSanja inhibicijske

aktivnosti prema AChE [70].
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Slika 14. Derivat akridona povezan s triazolom.

Inspirirani raznolikim bioloskim potencijalom 1,2,4-oksadiazola 1 1,2,3-triazola,

Mohammadi-Khanaposhtani i sur. sintetizirali su i niz derivata akridon-1,2,4-oksadiazol-1,2,3-
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triazola. Medu njima je najbolji bio spoj prikazan na slici 15 s ICso vrijednos¢éu od 11,5 uM.
Odnos strukture i aktivnosti pokazao je da metoksi-skupina u para-polozaju fenila ima najbolju
inhibicijsku aktivnost prema AChE, dok klor, brom i metilna skupina smanjuju aktivnost spoja

[71].

OCH;

Slika 15. Derivat akridon-1,2,4-oksadiazol-1,2,3-triazola.

Sli¢no tome, Najafi i sur. sintetizirali su niz takrin-1,2,3-triazolnih hibrida i odredili njihovu
inhibiciju enzima kolinesteraza. Medu sintetiziranim hibridima najbolji je bio spoj prikazan na
slici 16 s ICso vrijednostima od 0,0521 uM za AChE i 1,853 uM za BChE. Odnos strukture i
aktivnosti pokazao je da metoksi skupina u para-polozaju benzilnog prstena ima najbolju
inhibitornu aktivnost, a klor, fluor, metil 1 nesupstituirani benzilni prsten smanjuju aktivnost.
Ovaj spoj pokazao je i mogucnost obnove pamcenja kod Stakora s amnezijom izazvanom

skopolaminom [72].
Cl
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Slika 16. Takrin-1,2,3-triazolni hibrid.

Donepezil je AChE inhibitor i koristi se za lijeCenje Alzheimerove bolesti. Struktura

donepezila prikazana je na slici 17 [73].

21



2. OPCI DIO

@)

HsCO

Slika 17. Struktura donepezila.

Lan i sur. na temelju donepezila dizajnirali su niz derivata indolin-2-ona s 1-benzil-1H-
1,2,3-triazolima. Spoj prikazan na slici 18 pokazao se kao snazni inhibitor AChE (51 %

inhibicije pri koncentraciji od 100 uM) [74].

Slika 18. Derivat indolin-2-ona s 1-benzil-1H-1,2,3-triazolom.

S obzirom da posjeduje veliki dipolni moment i moZe stvarati vodikove veze s aktivnim
stranama, benzil-1,2,3-triazol koriSten je 1 za molekulsku hibridizaciju s metilindolinonom.
Sintetizirani spoj (Slika 19) pokazao je dobru do umjerenu aktivnosti prema BChE, ali slabu
inhibiciju AChE. Vrijednost ICso za BChE iznosila je 4,78 uM §to je bolje nego u slucaju
donepezila (5,19 uM) [75].

N/
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o

Slika 19. Hibrid metilindolinona i benzil-1,2,3-triazola.
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2.6.2. Prirodni spojevi

Odavno je poznato da su biljke nepresusan izvor ljekovitih sastojaka, koji se koriste u
lijecenju raznih bolesti i infekcija. Dokazano je da boravak u prirodi, posebice u Sumskom
krajoliku, znacajno smanjuje interleukin-6 (IL-6), podize razinu glutation-peroksidaze (GSH-
Px) [76] i smanjuje razine malondialdehida [77], faktora koji sudjeluju u obrani od patogena i
smanjuju oksidativni stres [ 78]. Mnoga su klini¢ka ispitivanja, u kojima su sudjelovali pacijenti
koji boluju od Alzheimerove bolesti, pokazala da etericna ulja pomazu u lijeCenju
neurodegenerativnih bolesti [79]. Eteri¢na ulja sadrze terpenoide, hlapljive, niskomolekularne,
lipofilne spojeve, koji mogu prolaziti kroz razne bioloske membrane, ukljucujuéi krvno-
mozdanu barijeru [80]. Osim toga, terpenoidi djeluju kao antioksidansi 1 inhibitori
acetilkolinesteraze [81]. Njihova se antioksidativna aktivnost ocituje u nekoliko mehanizama
djelovanja, ukljucujuc¢i uklanjanje Sirokog spektra ROS-a i keliranje metalnih iona [82].

Takoder, mogu smanjiti kataliti¢ku aktivnost enzima koji omogucuju nastanak ROS-a [83].

Provedena su in vitro 1 in vivo istrazivanja koja su pokazala antioksidativno djelovanje
brojnih terpena 1 terpenoida. Jedan od znacajnijih koji se istaknuo je limonen. U opisanom su
in vitro 1istrazivanju kao model koriSteni primarni kortikalni neuroni izlozeni Afi4>
oligomerima (Slika 20) [84]. Limonen je monoterpen i glavna je komponenta aktivnog
kompleksa iz roda Citrus [85]. Smatra se da limonen djeluje na sredi$nji ziv€ani sustav, na
nacin da utjecCe na ekspresiju adenilat-ciklaze 1 (AC1), koja regulira razine cAMP-a. S druge
strane, antioksidativno i protuupalno djelovanje limonena pokazalo se klju¢nim u zastiti od
oStec¢enja stanica izazvanim oligomerima Af1-42, koji omogucéuju prizvodnju ROS-a [86].
Studije su pokazale da je neuravnoteZena koncentracija K' iona povezana s nepravilnom
funkcijom kalijevih kanala, koji se nalaze u ziv€anim i glijalnim stanicama uklju¢enima u
razvoj Alzheimerove bolesti. Smanjenje citoplazmatske koncentracije K™ iona aktivira kaspaze
1 nukleaze, enzime ukljucene u apoptozu ziv€anih stanica [87]. Takoder, brze, inaktivirajuce
struje K" iona prolaze kroz naponom reguliran kalijev kanal Kv3.4, koji utjee na neuronsku i
astrocitnu ekscitabilnost. Upravo Af1.42 peptidi igraju klju¢nu ulogu u regulaciji Kv3.4 kanala,
odnosno dovode do selektivnog poboljSanja Kv3.4. struja, na na¢in da aktiviraju transkripcijski

faktor NF-«B [84].
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Slika 20. Pretpostavljeni mehanizam djelovanja limonena u kortikalnim neuronima pod

utjecajem Af14> oligomera [84].

Limonen je pokazao specifi¢nu aktivnost protiv acetilkolinesteraze. Isto tako, pokazao se
vrlo uspjeSnim u sprjeCavanju smanjenja aktivnosti mitohondrijske dehidrogenaze izazvane
Api142 oligomerom 1 sprjeCavanju povecane proizvodnje ROS-a. Time je dokazan

neuroprotektivni u¢inak limonena na primarne kortikalne neurone [84].

2.7. Racunalno modeliranje

Racunalna kemija je grana kemije koja koristi raCunalno modeliranje i simulacije, §to
ukljucuje ab initio pristupe temeljene na kvantnoj mehanici, kao i metode zasnovane na
klasi¢noj mehanici. Medutim, u svrhu prou€avanja struktura i svojstava molekula i materijala,
u racunalnu kemiju ulaze i metode metode koje su razvijene upotrebom empirijskih podataka

[88]. Zbog tehnoloSkog napretka i razvoja novih programskih paketa, u danaSnje vrijeme sve
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viSe znanstvenika koristi raunalno modeliranje [89]. Prednost racunalnih kemijskih programa
je to §to, pri istrazivanju tijeka kemijskih reakcija i odredivanju svojstava molekula, omogucuju
proucavanje i simulaciju kemijskih fenomena bez provedbe laboratorijskih istrazivanja. Treba
napomenuti da rezultati dobiveni metodama racunalne kemije nisu uvijek egzaktna rjeSenja za

realne molekulske sustave, ali su obi¢no dovoljno to¢ni i primjenjivi.

Primjena racunalnih metoda zaista je Siroka. One mogu posluziti za provedbu vrlo
kompleksnih racuna pri optimizaciji geometrije molekula, za analizu konformacijskog prostora
molekulskih sustava te kao potvrda eksperimentalno dobivenih opisa molekula odredenih
svojstava i strukturnih obiljezja. Takoder mogu posluziti i za predvidanje svojstava molekula
koje jo$ nisu eksperimentalno priredene. Osim navedenog, racunalne metode mogu se koristi i
za modeliranje kratkozivucih, nestabilnih intermedijera i prijelaznih stanja, ¢ije se strukture ne
mogu opaziti eksperimentalno [90]. Vrlo bitna veli¢ina u rac¢unalnoj kemiji je energija sustava
koja se definira kao opis stabilnosti sustava. Najstabilniji sustav je onaj koji ima najmanji
sadrzaj energije. Energijskom analizom molekula (reaktanata, prijelaznih stanja,
meduprodukata 1 produkata) moze se predvidjeti koji ¢e se kemijski procesi odvijati i s kojom
vjerojatnos¢u. S obzirom da termodinamika dobro definira entropiju i slobodnu energiju,
raCunalna kemija oslanja se na termodinamicke opise stanja kemijskog sustava. Za ubrzavanje
izraCuna uvedene su atomske jedinice te su na taj nafin pojednostavljene kompleksne

matematicke jednadzbe.

Kvantna mehanika predstavlja temelj za opisivanje i utvrdivanje tocne elektronske strukture
molekula. Zasniva se na osnovnim zakonima fizike ili njthovim aproksimacijama kao Sto su
Schrodingerova jednadzba, varijacijski teorem, Born-Oppenheimerova aproksimacija i sl.
Osnovni koncept kvantne mehanike, koja se koristi za opisivanje subatomske strukture,
razvijen je zahvaljujuéi dvojici znanstvenika, Erwinu Schrodingeru i Werneru Heisenbergu.
Sva svojstva izvedena iz energije mogu se izracunati rjeSavanjem Schrodingerove jednadzbe.
Budu¢i da se ona egzaktno moZe rije$iti samo za jednoelektronske sustave, za detaljniji uvid u

mehanicka svojstva i strukturu molekula potrebno je uzeti u obzir dodatne parametre.

Ab initio (“od pocetka®) metode zasnovane na rjeSavanju vremenski neovisne
Schrodingerove jednadzbe su Hartree-Fock (HF) metoda, Meller-Plesset (MP) skupina metoda
1 skupina metoda konfiguracijske interakcije (CI). Spomenuti pristupi ne Kkoriste
eksperimentalne podatke u svojim izraCunima, oslanjaju se iskljuivo na zakone kvantne

mehanike 1 koriste osnovne fizikalne konstante (Planckova konstanta, brzina svjetlosti, masa,
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naboj). Hartree-Fock metoda rastavlja viSeelektronsku Schrodingerovu jednadzbu na
jednostavnije jednoelektronske jednadzbe. One se potom rjesavaju kako bi se dobila valna
funkcija jednog elektrona. Metoda je ograniena jer u radunu, umjesto pojedinac¢nih
medusobnih odbijanja elektrona, uzima u obzir prosje¢no odbijanje svih elektrona istovrsnog
naboja. Na temelju udaljenosti elektrona i jezgre odnosno njihovog privlac¢enja, odreduje se
vjerojatnost pronalaska elektrona na nekom polozaju u prostoru. Meduelektronska odbijanja
procjenjuju se kao interakcija svakog pojedinog elektrona i prosje¢nog naboja koji ¢ine svi
ostali elektroni u sustavu. To znaci da se ne uzima u obzir medusobna korelacija elektrona.
Upravo iz tog razloga veliki broj metoda zapocinje HF izra¢unom nakon ¢ega slijede odredene
korekcije jer je, zbog tocnijih predvidanja molekulske strukture i energije, vazno uracunati i
koreliranje elektrona. Za to se koriste post Hartree-Fock metode (Moller-Plesset skupina
metoda 1 skupina metoda konfiguracijske interakcije) [89]. Ab initio pristup za kvantno-
kemijski opis viSeelektronskih sustava racunalno je zahtjevan, pa su razvijene metode
zasnovane na teoriji funkcionala gustoce koje su manje zahtjevne 1 omogucavaju priblizno

jednako to¢ne karakterizacije proucavanih sustava [91].

2.7.1. Teorija funkcionala (elektronske) gustoce

Sredisnja veli¢ina u teoriji funkcionala (elektronske) gustoée (eng. Density Functional
Theory, DFT) je elektronska gustoca. Navedena teorija temelji se na pretpostavci da je za
odredivanje energije molekule, umjesto racunanja valnih funkcija, dovoljna elektronska
gustoca. Glavna prednost DFT-a (u odnosu na metode temeljene na valnoj funkciji) je to $to je
elektronska gustoca funkcija samo triju prostornih varijabli. Valna funkcija ovisi o poloZaju
svih elektrona u sustavu te je zato puno zahtjevnija u izracunu. Elektronska gusto¢a manje je
apstraktan pojam od valne funkcije elektrona jer ju je moguce eksperimentalno vidjeti (npr.

pretraznim tuneliraju¢im mikroskopom, STM).

Po svojoj preciznosti i tocnosti, DFT metode mogu se usporediti s ab initio metodama [92].
Temelje se na Kohn-Sham teoriji prema kojoj energija osnovnog stanja kemijskog sustava
izravno ovisi o elektronskoj gusto¢i u molekulskom sustavu. U usporedbi s HF metodama, DFT
metode ukljucuju efekt elektronske korelacije. Dakle, one uzimaju u obzir Cinjenicu da
elektroni u molekulskom sustavu reagiraju na kretanje drugih elektrona pri ¢emu omogucavaju

ravnotezu izmedu privla¢nih i odbojnih sila unutar molekule [91].
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Godine 1927. Thomas i Fermi razvili su prvu teoriju funkcionala gustoce, a svoj izvod
zasnivali su na modelu homogenog elektronskog plina. Na temelju provedenih istrazivanja
zakljucili su da je energiju osnovnog stanja elektronskog plina moguce odrediti poznajuci samo
njegovu elektronsku gustoéu (uz odredena ogranic¢enja i aproksimacije). U pocetku se Thomas-
Femijev model nije Cesto primjenjivao u praksi, ali danas predstavlja osnovu za teoriju
funkcionala gustoce. Za razliku od valne funkcije koja predstavlja matematicki konstrukt, DFT

pristup temelji se na stvarnoj elektronskoj gusto¢i odnosno svojstvu koje postoji u molekulama.

Najpoznatiji i najéesce koristen funkcional B3LYP (eng. Becke Three Parameter Hybrid
Functionals). Sastoji se od Becke funkcionala izmjene (B), korekcijskog funkcionala (LYP)
kojeg su razvili Lee, Yang i Paar te odredenog udjela HF funkcionala u elektronskoj izmjeni.
Spomenuti funkcional je, stoga, kombinacija triju parametara. Osim B3LYP, ¢esto se koriste 1
sljede¢i funkcionali: BP86, PW91, PBE1PBE, M06-2X, wB97XD, OLYP i BMK. DFT metoda
postala je najCeS¢e koriStena kvantno-kemijska metoda upravo zbog svoje popularnosti,
prednosti u brzini nad ab initio metodama 1 usporedive preciznosti s naprednim ab initio

metodama [92] [93].

2.7.2. Opis otapala - model polarizabilnog kontinuuma

Kada se proucavaju reakcije koje se odvijaju u otopini, u proracun se mora ukljuciti i utjecaj
otapala na elektronsku strukturu molekula koje sudjeluju u reakciji. Relativno jednostavan
model koji se primjenjuje je model polarizabilnog kontinuuma (PCM). U tom je modelu
otapalo modelirano kao dielektri¢ni, kontinuirani medij u kojemu je otopljena tvar polarizirana.
Ujedno je 1 on sam polarizabilan te uslijed promjena u elektronskoj strukturi otopljenih
molekula dinamicki uskladuje svoj odziv. Reakcijsko polje otapala kao homogen polarizabilan
kontinuum ima svojstva sadrzana u skalarnoj veli¢ini dielektricne konstante (¢) koja se jo§
naziva i relativna permitivnost. Uz aproksimaciju da su orijentacija i raspodjela molekula
otapala oko otopljenih tvari konstantno u ravnotezi s njihovom geometrijom i elektronskom
gustocom, u obzir se uzima samo staticki iznos dielektri¢ne konstante. Model pretpostavlja da
je molekula smjestena u Supljinu unutar homogenog, kontinuiranog medija otapala pri cemu je
Supljina ispunjena vakuumom. Unutar Supljine ¢ iznosi 1 u vakuumu, a izvan je jednak

dielektri¢noj konstanti otapala.
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Problem PCM-a je to §to su dva otapala istih ¢ opisana na identican na¢in, neovisno o tome
Sto postoje razlike fizikalnih/kemijskih svojstava poput viskoznosti, polarnosti ili sposobnosti
stvaranja vodikovih veza. Ipak, podeSavanjem odredenih faktora u izracunu (prvenstveno
svojstava Supljine), u vecini slucajeva dobiveni su valjani rezultati za slobodne energije
solvatacije. Postoje 1 napredniji modeli koji su prosireni eksplicitnim molekulama otapala.

Takvi modeli daju znatno bolje rezultate, ali povecava se kompleksnost danog sustava [93].

2.7.3. Optimizacija geometrije molekula

Geometrijska optimizacija definira se kao iterativni proces izracunavanja strukturnih
parametara molekula u odredenom koordinatom sustavu, koji opisuje polozaj jezgara. Metoda
kvantne kemije omogucuje optimizaciju predvidene strukture molekule do oblika s najnizom
energijom, odnosno do termodinamicki najstabilnijeg oblika. Energijski najpovoljnije
konformacije odredene su na M06-2X/6-31+G(d) razini teorije. Drugim rije¢ima, koriSten je
Truhlarov funkcional M06-2X [94] uz Popleov skup osnovnih funkcija 6-31G(d) za
matematicki opis molekulskih orbitala. Izracuni su provedeni u programskom paketu Gaussian

16 [95].

Pri malim strukturnim promjenama dolazi do promjene u energiji molekule, a povezanost
tih dviju promjena prikazana je plohom potencijalne energije (eng. Potential Energy Surface,
PES). Tocke minimuma nazivaju se jame potencijala 1 odgovaraju strukturama s najniZzom
energijom. S druge strane, tocke maksimuma odgovaraju prijelaznim stanjima koji su smjesteni
izmedu dva minimuma na plohi. Proces geometrijske optimizacije zapocinje pocetnim
razmjeStajem atoma u molekuli u koordinatnom sustavu. Najprije se izraCunava energija i
gradijent energije u toj tocki, a zatim se, s obzirom na promjenu sile i energije u razli¢itim
smjerovima, odreduje promjena geometrije za sljede¢i korak optimizacije u smjeru tocke
minimuma PES-a [89] [93]. U trenutku kada odredena geometrija molekule u dva uzastopna
koraka rezultira jednakom vrijednoS¢u energije, ostvarena je samouskladenost (eng. self-

consistency). Upravo se ta geometrija molekule smatra rjeSenjem za koriStenu razinu teorije.

Molekule koje sadrze veci broj jednostrukih i dvostrukih veza u strukturi imaju moguénost
zauzimanja veéeg broja konformacija, od kojih se svaka razlikuje u termodinamickoj

stabilnosti. Razli¢ite pocetne konformacije odredene molekule zavrSavaju u vlastitim

28



2. OPCI DIO

minimumima energije pa je svaki konformer potrebno zasebno optimizirati. Na taj se nacin
dobiva moguénost procjene najstabilnijeg konformera, tj. konformera koji je najzastupljeniji u

realnom sustavu.

2.7.4. Molekulsko pristajanje

Molekulsko pristajanje (eng. Molecular docking) znanstvena je disciplina koja opisuje
interakcije dviju ili vise molekula [96]. Njegova je primjena zapocela ranih 80-ih godina 20.
stolje¢a kao metoda za ra¢unalno modeliranje lijekova. Glavni je cilj molekulskog pristajanja
predvidjeti interakcije izmedu makromolekule (proteina) i ciljane male molekule (liganda), t;.
predvidjeti vrstu 1 afinitet vezanja. U posljednjem se desetljeCu javlja sve veci interes za
predvidanje interakcija protein-protein, nukleinska kiselina-ligand 1 nukleinska kiselina-
protein-ligand [97]. Od spomenutih metoda najjednostavnija je metoda molekulskog

pristajanja izmedu proteina i liganda, koja je koriStena u ovom radu.

Molekulsko pristajanje izvodi se postavljanjem rigidnih molekula ili njihovih fragmenata u
aktivno mjesto proteina, za Sto se koriste razliCiti pristupi, poput pretrazivanja klika,
geometrijskog rasprsivanja ili grupiranja poza. Samo izvodenje ovisi o algoritmu pretrazivanja
[98]. Molekulsko pristajanje ukljuCuje dva osnovna koraka. U prvom se koraku predvida
konformacija liganda te njegov poloZzaj i orijentacija unutar aktivnog mjesta proteina, a u

drugom se koraku funkcijom bodovanja procjenjuje kvaliteta orijentacije liganda [97].

Za provodenje metode molekulskog pristajanja potrebno je poznavati strukturu proteina, tj.
molekule koje se nalaze u aktivnom mjestu. Strukturu je moguce odrediti raznim
eksperimentalnim tehnikama, poput kristalografije rendgenskim zrakama ili nuklearne
magnetske rezonancije. Takoder, za odredivanje kvalitete strukture proteina vrlo je vazno
poznavati Debye-Wallerov faktor ili B-faktor, koji opisuje slabljenje rasprSenja rendgenskih
zraka ili rasprSenje koherentnog neutrona uslijed toplinskog gibanja. B-faktor pruza uvid u
vibracije razli¢itih dijelova proteinske strukture. Mali iznos B-faktora ukazuje na kompaktnu 1
uredeno slozenu proteinsku strukturu, a veliki iznos ukazuje na fleksibilnu strukturu proteina.
Mjesta u proteinskoj strukturi s malim iznosom B-faktora predstavljaju optimalna mjesta za

smjestanje liganda [90].
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Postoji nekoliko vrsta molekulskog pristajanja izmedu proteina i liganda, a to su pristajanje
rigidnih struktura, gdje se i protein i ligand tretiraju kao rigidne molekule, slijedi fleksibilno
pristajanje liganda, gdje se protein drzi rigidnim, a ligand se tretira kao fleksibilan te fleksibilno
pristajanje kao treca vrsta, gdje se i protein i ligand tretiraju kao fleksibilne molekule. Najc¢esce
se koristi fleksibilno pristajanje liganda [99]. Za odredivanje preciznosti molekulskog
pristajanja izmedu proteina i liganda koristi se funkcija bodovanja (ocjenjivanja), ¢iji su glavni
parametri brzina i preciznost pristajanja. Jo$ uvijek ne postoji idealna funkcija bodovanja, ali
ono $to se zahtjeva od takve funkcije je da istovremeno bude racunalno efikasna i dosljedna

[100].

Veliki izazov kod metode molekulskog pristajanja predstavljaju molekule vode u
proteinima, koje igraju klju€nu ulogu u interakcijama izmedu proteina 1 liganda. Ukoliko se
tijekom provodenja molekulskog pristajanja zanemare reakcije posredovane vodom, moze do¢i
do odstupanja od predvidenih energija interakcije odredene konformacije liganda. Pored toga,
aktivno mjesto proteina Cesto sadrzi polarne aminokiselinske ogranke, s kojima se mogu vezati
molekule vode. Stoga, navedene interakcije onemogucavaju vezanje odredenog liganda u
aktivno mjesto proteina. Takoder, znanstvenicima Cesto stvaraju problem razna tautomerna i
protomerna stanja koja mogu zauzeti molekule liganda [101]. Ipak, najve¢i problem
predstavljaju proteini s fleksibilnom strukturom, koji imaju mogucénost zauzimanja nekoliko

razli¢itih konformacija, ovisno o ligandu [102].

Zaklju¢no, poznavanje strukture proteina i njegovih interakcija s razlic¢itim ligandima na
molekulskoj razini omogucuje primjenu metode molekulskog pristajanja u racionalnom
dizajniranju lijekova [103]. Osim toga, moze posluziti kao strategija za pronalazak

potencijalnih meta u svrhu identifikacije razlicitih bolesti [ 104].
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Uvod

U naSem laboratoriju Zavoda za organsku kemiju Fakulteta kemijskog inzenjerstva i
tehnologije SveuciliSta u Zagrebu sintetizirani su brojni triazolni derivati, tienobenzo-triazoli,
koji su pokazali protuupalno djelovanje i inhibiciju kolinesteraza. ViSegodiSnja istrazivanja
dovela su do zakljucka da prisutnost tiofenske jezgre doprinosi boljoj inhibiciji kolinesteraza
u odnosu na metiliranu tiofensku jezgru. Derivati koji su se istaknuli prikazani su na slici 21.
Derivat A pokazao je inhibicijsko djelovanje prema obje kolinesteraze, s ve¢im afinitetom
prema BChE (ICso 3,8 uM). U usporedbi s ICso vrijednosc¢u standarda galantamina (ICso 7,9
uM), derivat A istiCe se boljom inhibicijom prema BChE. S druge strane, za derivat B

karakteristicna je isklju¢ivo inhibicija prema BChE (ICso 48,8 uM).

Slika 21. Sintetizirani triazolni derivati (A 1 B) s istaknutim inhibicijskim djelovanjem.

Nastavno na to, u ovome znanstvenom radu cilj je bio sintetizirati nove tienobenzo/nafto-
triazole te utvrditi pokazuju li oni bolju inhibicijsku aktivnost od prijasnjih. Takoder, za one
ciljane produkte koji su pokazali potencijal inhibicije enzima kolinesteraza predvidene su
racunalne analize 1 ispitivanja molekulskog pristajanja. Dodatno, ispitivanja mutagenog
potencijala sintetiziranih tienobenzo/naftotriazola takoder su uzeta u obzir kod evaluacije

ukupnih rezultata rada.
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3.1. Pregled sintetiziranih spojeva

Ciljani produkti ovog rada su 1,2,3-triazolostilbeni koji su sintetizirani Wittigovom
reakcijom trifenilfosfonijeve soli s razli¢itim 1-supstituiranim 1,2,3-triazol-4-karbaldehidima
1-6 (Slika 22) Navedeni spojevi dobiveni su kao smjese izomera. Opcenito, u Wittigovoj
reakciji aldehidi ili ketoni reagiraju s fosforovim ilidima dajuci alkene. Prije same sinteze 1,2,3-
triazolostilbena 7-14 (Slika 23), bilo je potrebno pripraviti odgovarajuce triazolne aldehide 1-
6. Potrebni aldehidi dobiveni su reakcijom 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida
(priredenog ranije u naSem laboratoriju) i odgovaraju¢eg amina. S obzirom da im struktura
predstavlja konjugirani heterostilbenski skelet, sintetizirani 1,2,3-triazolostilbeni 7-14
podvrgnuti su fotokemijskim reakcijama. Osvjetljavanjem smjese izomera ovih spojeva doslo
je do ciklizacije odnosno zatvaranja SesteroClanog prstena. Tako dobiveni spojevi su
tienobenzo/naftotriazoli 15-22 (Slika 24) 1 oni su ti koji pokazuju potencijalnu inhibiciju

enzima kolinesteraza i potencijalno protuupalno djelovanje.

OHC

A OHC
N\\ rN >
N N\ rN
1 2
OHC OHC
>=\ OCH >=\
Ns N ’ Ns _N -
N
3 4
\
N—
OHC OHC
)—\ )—\ Y%
Ns N Na ,N\/\/
N
5 6

Slika 22. Strukture triazolnih aldehida 1-6 sintetiziranih u ovom radu.
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7 8

OCH,

Slika 23. Strukture triazolostilbena 7-14 sintetiziranih u ovom radu.
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Slika 24. Strukture tienobenzo/naftotriazola 15-22 sintetiziranih u ovom radu.
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3.1.1. Sinteza i karakterizacija triazolnih aldehida 1-6

Triazolni aldehidi 1-6 sintetizirani su reakcijom 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
karbaldehida i odgovaraju¢eg amina (Shema 1). Dobiveni produkti proc¢is¢eni su kolonskom
kromatografijom s odredenim sustavom otapala. Kao nepokretna faza koristen je silika-gel.
Reakcijom nastaje i meduprodukt p-nitroanilin koji prvi eluira. Isti sustav otapala koriSten je i

za tankoslojnu kromatografiju.

O,N
R\
RNH,, 1,4-dioksan N—N,
- \N
N=N Ar, 24 h, 120 °C i
'N
H™ O -

1:61%,R = 4:71%,R =

2:76 %, R = \/©\. 5:73%,R=
3:42%,R= \/©\OCH3 6:58%, R= X

Shema 1. Sinteza triazolnih aldehida 1-6.

Q.
ok

Posebno se zanimljivim pokazao spoj 5 (Slika 25). Naime, tijekom uklanjanja otapala
koristenih u kolonskoj kromatografiji, pomocu rotacijskog vakuumskog upariva¢a uocen je
karakteristi¢an izgled samog produkta. Na pocetku postupka uparavanja spoj 5 bio je zuto ulje,
a postepenim uklanjanjem otapala dolazi do promjene izgleda produkta, to¢nije produkt postaje

blijedoZuti prasak koji se istaloZio na stijenku okrugle tikvice.
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Slika 25. Spoj 5 u formi a) zutog ulja 1 b) blijedozutog praska.

Tablica 1. Dobivene ¢istoée sintetiziranih aldehida 1-6 prema 'H NMR analizi.

OZNAKA TRIAZOLNOG
ALDEHIDA

CISTOCA

¢isti aldehid

10 % p-nitroanilina 1 malo pocetnog nitroaldehida

aldehid s tragovima p-nitroanilina

10 % pocetnog nitroaldehida i malo p-nitroanilina

¢isti aldehid

QN | A W N =

aldehid s tragovima p-nitroanilina i amina

Na slici 26 prikazani su '"H NMR spektri spojeva 3 (Slika 26 a) i 5 (Slika 26 b) u podrucju
kemijskog pomaka 5,2 — 10,6 ppm. Najodsjenjeniji signali karakteristi¢ni su singleti aldehidnih
protona intenziteta 1H inalaze se na pribliZzno jednakim kemijskim pomacima. U aromatskom
podrucju spoj 3 sadrzi dva dubleta, triplet i1 singlet (svi intenziteta 1H), $to upucuje na meta-
supstituciju benzenskog prstena. S druge strane, u spektru spoja 5 uocavaju se signali para-

supstitucije benzenskog prstena na 6,70 1 7,19 ppm (dva dubleta intenziteta po 2H).
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a)

OHC \Q\
)_\ OCH
Ns N 3
N

| Ll |

b)

T T T T T T T T T T T T T T T T T
PPM 10.4 10.0 9.6 9.2 8.8 8.4 8.0 7.6

\
N—
OHC
= JQ
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N L U”L JQL
‘ 7.‘2 ‘ 6.‘8 ‘ 6.‘4

6.0 5.6 5.2

Slika 26. Dijelovi '"H NMR spektara spojeva 3 (a)i5 (b).

3.1.2. Sinteza i karakterizacija triazolostilbena 7-14 dobivenih Wittigovom

reakcijom

Triazolostilbeni 7-14 sintetizirani su Wittigovom reakcijom prethodno opisanih triazolnih
aldehida 1-6 1 odgovarajuce trifenilfosfonijeve soli (Sheme 2-4, Slika 27). U svakoj reakciji
nastaju dva konfiguracijska izomera razliCitih spektroskopskih karakteristika. Dobivena

izolirana iskoriStenja nalaze se u rasponu 21-126 %.

R\ N —
N=% NaOEt — —
/ \ + o N - S N N + trifenilfosfin-oksid
. N, 72 h, 25 °C X NOR
§” “CH,P*Ph,Br 2, 72h,

H
7-12

O
N
7: 68 %, cis-: trans-=1,5:1,R =
11: 21 %, cis-: trans-=2:1,R =

8: 50 %, cis-: trans-=3:1,R = \/©\’
12: 73 %, cis-: trans-=2:1,R = N
9: 77 %, cis-: trans-=2:1,R = \/@\
OCHj3

10: 126 %, cis-: trans-=2:1,R = \/@\
Cl

Shema 2. Sinteza triazolostilbena 7-12 Wittigovom reakcijom.
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R —
NaOEt —
ﬂ\ ' ~° R '
H3C s CH,P*Ph,Br No, 72 h, 25 °C
H™ O CHs

13

|
NQ
13: 33 %, cis-: trans-=2:1,R =

Shema 3. Sinteza triazolostilbena 13 Wittigovom reakcijom.

e _ NaOEt
+
’ R
CH,P*PhsBr Nz' 72h,25°C

H;CO
14

I
N
14: 53 %, cis- : trans-=8 : 1,R =

Shema 4. Sinteza triazolostilbena 14 Wittigovom reakcijom.

trifenilfosfin-oksid

trifenilfosfin-oksid

Slika 27. Aparatura za Wittigove reakcije.
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Dobiveni produkti procis¢eni su postupkom ekstrakcije i kolonske kromatografije. Kao
pokretna faza koriSten je sustav otapala petroleter/eter promjenjiva omjera, dok nepokretnu
fazu predstavlja silika-gel. U nastaloj smjesi izomera cis-izomer eluira prvi, a trans-izomer
putuje gotovo jednakom brzinom kao pocetni aldehid. Zaostali p-nitroanilin uspje$no je

odvojen. Isti sustav otapala koristen je i kod tankoslojne kromatografije.

Na slici 28 prikazani su 'H NMR spektri spojeva 12 (Slika 28 a), 11 (Slika 28 b) i 13 (Slika
28 ¢) u podruc¢ju kemijskog pomaka 6,3 — 7,6 ppm. U sva tri spektra uocavaju se signali za
etenske protone cis- i trans-izomera, Sto znaci da se radi o izomernoj smjesi. Karakteristi¢ni
signali za etenske protone dubleti su intenziteta po 1H. Spektar spoja 12 sadrzi Cetiri
karakteristicna dubleta intenziteta po 1H. Dva dubleta u podruc¢ju 6,5 — 6,8 ppm odgovaraju
cis-konfiguraciji 1 njihova konstanta sprege iznosi 12,4 Hz. Dva dubleta trans-konfiguracije
nalaze se na ve¢im kemijskim pomacima 1 imaju vec¢e vrijednosti konstanti sprega (J = 16,2
Hz), ali su medusobno vrlo udaljeni. Razlog tomu zasigurno proizlazi iz sterickih smetnji a
time 1 vece razlike u kemijskoj okolini izmedu etenskog protona i butirilnog supstituenta na
triazolnoj jezgri. Spektri spojeva 11 i 13 takoder sadrze dublete cis-izomera na manjem
kemijskom pomaku u odnosu na dublete frans-izomera sa svojstvenim vrijednostima konstanti
sprega.

_ a) —

:s N;,N\/\/

JLMA B i M |
s

M \
k MMM L

T T T T
PPM 7.60 7.50 7.40 7.30 7.20 7.10 7.00 6.90 6.80 6.70 6.60 6.50 6.40 6.30

Slika 28. Dijelovi 'H NMR spektara spojeva 12 (a), 11 (b) i 13 (c).
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3.1.3. Fotokemijska sinteza i karakterizacija tienobenzo/naftotriazola 15-22

Tienobenzo/naftotriazoli 15-22 sintetizirani su fotokemijskim reakcijama triazolostilbena
7-14 (Sheme 5-7). Odgovarajuéi triazolostilbeni 7-14 otopljeni su u toluenu te preneseni u
kvarcnu kivetu. Smjesi je dodan jod koji sluzi kao oksidacijsko sredstvo. Reakcijske smjese su
se zatim osvjetljavale svjetlos¢u valne duljine od 313 nm. Tijek reakcije pratio se pomocu
tankoslojne kromatografije u sustavu otapala PE/E. Dobivena izolirana iskoriStenja nalaze se

u rasponu 20-73 %.

S \ s
N\ 7 = hv \I
N : > N
/N\N 2 Ny
R toluen ,N=N
313 nm R
15-20

|
15: 31 %, R = K
19: 33 %, R =

16: 64 %, R =
\/©\. 20: 73 %,R= /\/\
17:30 %, R = \/@\
OCHj

18: 59 %, R = \/©\
cl

Shema 5. Fotokemijska sinteza tienobenzo-triazola 15-20.
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S \ s
H3C \ / hv H3C \ |
—_—
2
R R
21

toluen
I
N\
21:36 %, R =

313 nm
Shema 6. Fotokemijska sinteza tienobenzo-triazola 21.

hv
Z - ‘
H;CO
R toluen R

313 nm
I
N\
22: 20 %, R =

Shema 7. Fotokemijska sinteza naftotriazola 22.

HsCO

22

Nasslici 29 prikazan je fotokemijski reaktor Rayonet opremljen UV lampama koji je koriSten

za provodenje fotokemijskih reakcija.

Slika 29. Fotokemijski reaktor Rayonet koriSten za sintezu tienobenzo/naftotriazola 15-22.
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Strukture tienobenzo/naftotriazola 15-22 potvrdene su 'H i *C NMR spektroskopijom te
masenom spektrometrijom visoke rezolucije (HRMS). Neki od spektara izdvojeni su u

nastavku.

Na slici 30 prikazani su 'H NMR spektri spojeva 15 (Slika 30 a) i 1 (Slika 30 b) u podrucju
kemijskog pomaka 5,6 — 10,2 ppm. Spoj 1 polazni je aldehid za sintezu spoja 15, pa je tako u
spektru spoja 1 vidljiv signal za aldehidni proton na 10,13 ppm. Suprotno tome, spektar spoja
15 ne sadrzi spomenuti signal §to znaci da je polazni aldehid u potpunosti izreagirao te je nastao
ciljani produkt. U oba spektra jasno se uocavaju signali furanske jezgre u podrucju 6,3 — 7,5
ppm (dublet-dubleta i dva dubleta od kojih je svaki intenziteta 1H). Kona¢no dobiveni

naftotriazol 15 ima veci broj signala u aromatskom dijelu spektra.

a) s
U P
,,N
N=N
& | M
b)
OHC
= I
N¢N,N o l

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
PPM 100 98 96 94 92 90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56

Slika 30. Dijelovi 'H NMR spektara spojeva 15 (a) i 1 (b).

Na slici 31 usporedno su prikazani *C NMR spektri spojeva 17 (Slika 31 a) i 18 (Slika 31

b). Ukupan broj signala u spektrima odgovara strukturi spojeva.

43



3. REZULTATI I RASPRAVA

a) s

L
b) @N

|
T T T T T T T T
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Slika 31. '3C NMR spektri spojeva 17 (a) i 18 (b).

Vidljivo je da spoj 17 ima jedan ugljikov atom viSe u strukturi od spoja 18, pa tako
uocavamo dodatni signal u alifatskom podrucju spektra koji se odnosi na ugljik metoksi-
skupine. Nadalje, u alifatskom podrucju spektara oba spoja vidljiv je signal za metilenske
ugljike koji su okruzeni triazolnom 1 benzenskom jezgrom. Kod spoja 17 prisutan je signal na
oko 160 ppm, a odnosi se na ugljik benzenske jezgre koji je vezan uz kisik. Preostali signali

nalaze se u aromatskom podrucju spektra.

Na slici 32 prikazani su paralelno 'H NMR spektri spojeva 19 (Slika 32 a) i 5 (Slika 32 b)
u podrucju kemijskog pomaka 5,4 — 10,2 ppm. Spoj S polazni je aldehid za sintezu spoja 19,
pa je tako u spektru spoja 5 vidljiv signal za aldehidni proton na 10,10 ppm. Za razliku od toga,
spektar spoja 19 ne sadrzi spomenuti signal §to znaci da je polazni aldehid u potpunosti
izreagirao te je nastao ciljani produkt. U oba spektra jasno se uoc¢avaju signali para-supstitucije
benzenskog prstena u podrucju 6,6 — 7,2 ppm (dva dubleta od kojih je svaki intenziteta 2H).

Konac¢no dobiveni tienobenzo-triazol 19 ima veci broj signala u aromatskom dijelu spektra.
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Slika 32. Dijelovi 'H NMR spektara spojeva 19 (a) i 5 (b).

3.2. BioloSka aktivnost sintetiziranih tienobenzo/naftotriazola 15-

22

Kao S§to je u teorijskom dijelu spomenuto, triazolni derivati posjeduju Siroki spektar
bioloskih aktivnosti ukljucujuéi protuupalno djelovanje, inhibiciju enzima kolinesteraza,
antimikrobno djelovanje, 1 sl. Sintetizirani tienobenzo/naftrotriazoli 15-22 pripravljeni su u
svrhu ispitivanja njihove potencijalne bioloSke aktivnosti. U ovom radu provedena su
ispitivanja inhibicije enzima kolinesteraza u suradnji sa suradnicima s vanjskih ustanova s
kojima postoji dugogodiSnja kontinuirana suradnja. Ispitani su svi sintetizirani spojevi, a
ovisno o strukturnim karakteristikama pokazali su razli¢ite bioloske aktivnosti. Na odnos
strukture 1 aktivnosti utjecu vrsta heterocikla, geometrija molekula te vrsta, broj i poloZaj

supstituenata.

3.2.1. Inhibicija enzima kolinesteraza

U okviru ovog rada provedena su ispitivanja inhibicije AChE i BChE s naglaskom na
inhibiciji BChE zbog prijasnjih rezultata koji su pokazali da ovakvi spojevi imaju vecu sklonost
inhibicijskoj aktivnosti prema BChE. U tablici 2 prikazani su rezultati ispitivanja za svaki

sintetizirani tienobenzo/naftotriazol 15-22. Kao standard za usporedbu aktivnosti posluzio je
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galantamin, poznati reverzibilni inhibitor (ICso 7.9 uM za BChE 10.15 uM za AChE). Rezultati
su izrazeni u obliku potrebne koncentracije spoja za postizanje inhibicije 50 % djelovanja
BChE (ICsp). Vrlo dobra inhibicijska aktivnost prema BChE uocena je za spojeve 16, 17, 18 i
19. Vrijednost ICso za AChE zabiljezena je jedino kod derivata 16 koji sadrzi fluor u meta-
polozaju benzilnog supstituenta. Derivat 17 s metoksi-skupinom u meta-polozaju pokazao je
podjednaku inhibiciju prema BChE kao i derivat s istom skupinom u para-polozaju §to je
poznato od ranije. Iz toga se moze zakljuciti da polozaj supstituenta na aromatskom prstenu ne
mijenja znacajno inhibicijsku aktivnost. Isto vrijedi i za derivat 18. Uvodenje 4-
dimetilaminobenzilnog supstituenta kod derivata 19, dovelo je do vrlo dobre inhibicije BChE.
U usporedbi s derivatom 21 koji sadrzi metilnu skupinu na tiofenskom prstenu, utvrdeno je da

bolju aktivnost pokazuje analog bez metilne skupine.

Tablica 2. Rezultati ispitivanja inhibicijske aktivnosti sintetiziranih spojeva 15-22 prema

BChE.

BChE
OZNAKA SPOJA STRUKTURA SPOJA
ICso / pM
S
N
=z
15 N—N 69,5
/ (@)
—
s
|
72

16 N=N 37,4
@F
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18 N-N 20,6
Cl
S
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19 S 32,1
N—
/
S
N
72
20 N—N 78,9
s
H3C \ I
//,N
N=N
21 S 91,6
N —
/
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N— Nl

22 -

S obzirom da su pokazali najbolju inhibicijsku aktivnost prema BChE, derivati 16, 17, 18 i
19 proucavani su metodom molekulskog pristajanja kako bi se utvrdilo koji od navedenih

spojeva najbolje pristaje u aktivno mjesto enzima BChE.

U meduvremenu su iz nenabijenih analoga pripravljeni nabijeni tienobenzo/naftotriazoli
reakcijom metiliranja s metil-jodidom. Takvi spojevi pokazali su puno bolju inhibiciju prema
AChE 1 BChE u odnosu na nenabijene analoge. Treba naglasiti da oni nisu selektivni samo

prema BChE, ve¢ jako dobro inhibiraju obje kolinesteraze.

3.3. Rac¢unalni rezultati

Konformacije novih tienobenzo/naftotriazola 15-22 ispitane su na razini teorije B3LYP/6-
31G(d). Metodom geometrijske optimizacije dobiveni su najstabilniji konformeri izomera

prikazani na slici 33.
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Slika 33. Najstabilniji konformeri tienobenzo/naftotriazola 15-22.

Molekulsko pristajanje provedeno je pomocu programskog paketa Autodock [105], a

kristalnoj strukturi BChE pristupilo se iz Banke podataka o proteinima.

Molekula 16 kao ligand stvara stabilan nekovalentni kompleks s aktivnim mjestom BChE.
Stabiliziraju¢a medudjelovanja izmedu liganda 1 aminokiselina koje ¢ine aktivho mjesto
enzima prikazana su na slici 34 Aminokiselina triptofan (Trp82) stupa u z-x slaganje (eng. -7
stacking) s tiofenom (4,5 A) i fenilom koji je dio tricikli¢ke jezgre (4,8 A). Takoder, prisutno
je m-m slaganje izmedu aminokiseline histidina (His438) i triazola (4,4 A). Dolazi i do
formiranja vodikove veze izmedu aminokiseline serina (Ser198) i atoma dusika u triazolnom
prstenu (2,0 A). Nadalje, u strukturi kompleksa prisutno je nekoliko alkil-z interakcija.
Aminokiseline valin (Val288) i leucin (Leu286) stupaju u interakciju s fenilnim prstenom koji
je dio supstituenta na dusikovom atomu triazola (3,7 A). Izmedu CH> skupine supstituenta na
duSikovom atomu triazola i aminokiseline fenilalanina (Phe329) prisutna je jo$ jedna alkil-z

interakcija (4,7 A).
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Slika 34. Struktura aktivnog mjesta BChE u kompleksu s molekulom 1-(3-fluorbenzil)-1H-
tieno[2',3":3,4]benzo[ 1,2-d][1,2,3]triazola (16), dobivena metodom molekulskog pristajanja.
Atomi vodika aminokiselina nisu prikazani radi preglednosti. Udaljenosti su izrazene u

angstromima, A (1 A = 10"'° m, odnosno 100 pm).

Molekula 17 kao ligand stvara stabilan nekovalentni kompleks s aktivnim mjestom BChE.
Stabilizirajuéa medudjelovanja izmedu liganda 1 aminokiselina koje ¢ine aktivno mjesto
enzima prikazana su na slici 35. Aminokiselina triptofan (Trp82) stupa u 7-r slaganje s fenilom
koji je dio triciklicke jezgre (3,7 A) i triazolom (4,1 A). Takoder, prisutna su jo§ dva z-m
slaganja kod aminokiseline histidin (His438), jedno s triazolom (4,6 A), a drugo s fenilom (4,9
A) koji je dio supstituenta na dusikovom atomu triazola. Aminokiselina glicin (Gly116) sa
spomenutim fenilom stvara alkil-z interakciju (4,4 A), dok se izmedu aminokiseline glicin

(Gly117) i kisika metoksidne skupine formira vodikova veza (1,8 A).
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Slika 35. Struktura aktivnog mjesta BChE u kompleksu s molekulom 1-(3-metoksibenzil)-
1H-tieno[2',3":3,4]benzo[ 1,2-d][1,2,3]triazol (17), dobivena metodom molekulskog
pristajanja. Atomi vodika aminokiselina nisu prikazani radi preglednosti. Udaljenosti su

izrazene u angstromima, A (1 A =107 m, odnosno 100 pm).

Molekula 18 kao ligand stvara stabilan nekovalentni kompleks s aktivnim mjestom BChE.
Stabilizirajuéa medudjelovanja izmedu liganda 1 aminokiselina koje ¢ine aktivho mjesto
enzima prikazana su na slici 36. Aminokiselina triptofan (Trp82) stupa u z-m slaganje s
triazolom (4,3 A) i fenilom (4,2 A) koji je dio supstituenta na dusikovom atomu triazola.
Izmedu aminokiseline tirozina (Tyr332) i tiofenskog prstena prisutno je z-w slaganje (5,2 A).
Aminokiselina fenilalanin (Phe329) takoder stupa u 7-7 slaganje s tiofenskim prstenom (5,0
A). Osim toga, 7-7 slaganje prisutno je izmedu aminokiseline histidina (His438) i triazola (4,3
A). Prethodno spomenuta aminokiselina His438 stupa u jo$ jednu interakciju, a to je z-alkil
interakcija s CHz skupinom supstituenta na duSikovom atomu triazola. U ovom slucaju

vodikove veze nisu zapaZene.
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r

Phe329

Slika 36. Struktura aktivnog mjesta BChE u kompleksu s molekulom 1-(3-klorbenzil)-1H-
tieno[2',3":3,4]benzo[ 1,2-d][1,2,3]triazola (18), dobivena metodom molekulskog pristajanja.
Atomi vodika aminokiselina nisu prikazani radi preglednosti. Udaljenosti su izrazene u

angstromima, A (1 A = 10"'° m, odnosno 100 pm).

Molekula 19 kao ligand stvara stabilan nekovalentni kompleks s aktivnim mjestom BChE.
Stabilizirajuéa medudjelovanja izmedu liganda 1 aminokiselina koje ¢ine aktivho mjesto
enzima prikazana su na slici 37. Aminokiselina fenilalanin (Phe329) stupa u z-7 interakciju s
tiofenom (4,8 A). Aminokiselina tirozin (Tyr332) takoder stupa u n-m interakciju s tiofenom
(5,4 A). Zanimljivo je da aminokiselina triptofan (Trp82) stvara &ak tri z-7 interakcije, jednu s
fenilom (4,8 A) koji je dio triciklicke jezgre, drugu s triazolom (4,2 A), a treéu s fenilom (4,1
A) koji je dio supstituenta na dusikovom atomu triazola. Izmedu CH, skupine supstituenta na
duSikovom atomu triazola i aminokiseline histidin (His438) prisutna je alkil-z interakcija (4,2
A). Osim toga, spomenuta aminokiselina His438 stvara i z-7 interakciju s triazolom (5,4 A).
Aminokiselina tirozin (Tyr126) stupa u alkil-z interakciju (5,2 A) s metilnom skupinom koja

je dio dimetilamino skupine supstituenta na dusikovom atomu triazola.
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Slika 37. Struktura aktivnog mjesta BChE u kompleksu s molekulom 4-((1H-
tieno[2',3":3,4]benzo[1,2-d][ 1,2,3]triazol-1-il)metil)-N,N-dimetilanilin (19), dobivena
metodom molekulskog pristajanja. Atomi vodika aminokiselina nisu prikazani radi

preglednosti. Udaljenosti su izraZzene u angstromima, A (1 A = 1071 m, odnosno 100 pm).

3.4. Genotoksi¢nost

Necisto¢e koje mogu biti prisutne u aktivnom farmaceutskom sastojku (eng. Active
Pharmaceutical Ingredient, API) ili u gotovom lijeku ne mogu se u potpunosti izbjeci pa je
daljnje istraZivanje takvih spojeva kljucan dio razvoja lijeka i od velike je vaZnosti za sigurnost
istih. Osim u aktivnoj tvari, necisto¢e mogu biti zastupljene i u svakom intermedijeru tijekom
proizvodnog procesa te je potrebno procijeniti ih s obzirom na genotoksi¢na svojstva. Spojevi
s dokazanim ili potencijalnim genotoksiénim svojstvima stroZe su regulirani i moraju se
kontrolirati na vrlo niskim razinama, znatno nizim od ostalih necisto¢a (ICH M7 smjernica).
Razine koje smiju biti prisutne u lijeku izracunaju se na temelju eksperimentalno prihvatljivog
dnevnog unosa (Al) i maksimalne dnevne doze (MDD) lijeka. Kod novih spojeva Al obi¢no

jo$ nije odreden toksikoloskim studijama na zivotinjama. Procjene se prvenstveno provode
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upotrebom in silico Q(SAR) alata. Prilikom razvoja novih aktivnih tvari i gotovih oblika
lijekova, necisto¢e ¢e biti novi spojevi za koje obi¢no nema dostupnih eksperimentalnih
podataka. U takvim je slucajevima Q(SAR) pristup od velike vaznosti jer Q(SAR) modeli
predvidaju biolosku aktivnost na temelju strukturnih komponenti. Spomenuti pristup znac¢ajan
je tijekom ranih faza trazenja potencijalno aktivnih tvari, a uklanjanje spojeva koji su
potencijalno mutageni $tedi mnogo novca i vremena. Softverski paket Lhasa (Nexus v.2.5.2,
Derek Nexus v.6.2.1. i Sarah Nexus v.3.2.1) najces¢e je koriSteni softver jer ima dva
komplementarna modela pri cemu se jedan temelji na pravilima, a drugi na statistici. Vrlo je

vazno da sva predvidanja prouci i pregleda stru¢njak za toksikologiju.

U tablici 3 prikazani su rezultati ispitivanja mutagenog potencijala sintetiziranih
tienobenzo/naftotriazola 15-22. Za spojeve 16-19, 21 1 22 Sara test predvida mutagenost, dok
Derek test pretpostavlja da isti spojevi nisu mutageni. Predvidanja za spoj 15 su neuvjerljiva,

a za spoj 20 Sara i1 Derek testovi daju negativne rezultate.

Tablica 3. Mutageni potencijal sintetiziranih tienobenzo/naftotriazola 15-22 prema procjeni

Lhasa M7

b ICH M7 Derek Sarah Similarity Overall
Class Prediction Prediction to API In Silico

15 Inconclusive ] 0000 No Derek Alerts found Negative

16 Class 3 888l 8000 No Derek Alerts found Positive

17 Class 3 essn 8000 No Derek Alerts found Positive

18 Class 3 ess0 8000 No Derek Alerts found Positive

19 Class 3 ess0 e8] No Derek Alerts found Positive

20 Class 5 ) 8000 No Derek Alerts found Negative

21 Class 3 essn e No Derek Alerts found Positive

22 Class 3 es|n e 0 No Derek Alerts found Positive
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4.1. Opce napomene

Sva otapala koriStena u ovom radu procis¢ena su destilacijom i lako su dostupna na trzistu.
Koristene fosfonijeve soli sintetizirane su prethodno u nasem laboratoriju. Nakon svake
Wittigove reakcije provedena je ekstrakcija tri puta, pri ¢emu su razdvojeni organski i vodeni
sloj. Organski sloj susio se iznad bezvodnog magnezijevog sulfata. Tankoslojna kromatografija
provedena je na plo¢icama presvucenim silika-gelom (0,2 mm, 60/Kieselguhr F2s54) uronjenim
u 10 mL sustava otapala. Kolonska kromatografija provedena je u staklenim kolonama
razli¢itih promjera. Kolone su punjene stupcima silika-gela (60 A, tehni¢ka ¢istoéa) razligitih
visina. Za snimanje 'H i '*C NMR spektara koristen je spektrometar Bruker Avance 600 i 300
MHz. Spojevi analizirani NMR tehnikama otopljeni su u deuteriranom kloroformu, CDCl;.
Kao standard koriSten je tetrametilsilan (TMS) koji je pogodan za navedene tehnike jer
pokazuje samo jedan signal. Kemijski pomaci izraZeni su u ppm jedinicama (engl. parts per
million). Sljede¢i signali u 'H NMR spektrima su specifi¢ni i ne odgovaraju spojevima: signal
za vodu u kloroformu na 1,50 ppm, signal za nedeuterirani kloroform na 7,24 ppm, signal za
diklormetan u kloroformu na 5,26 ppm i signal za aceton u kloroformu na 2,17 ppm. Svaki '*C
NMR spektar sadrzi jedan specifican signal (grupa od tri linije pikova) na 77 ppm koji odgovara
koristenom otapalu — deuteriranom kloroformu. Fotokemijske reakcije provodile su se u 50,0
mL otopine u kvarcnim kivetama koje propusaju svjetlost. U tu svrhu koristen je fotokemijski

reaktor Rayonet opremljen UV lampama (10) valne duljine od 313 nm.

Kratice koriStene u eksperimentalnom dijelu rada su: ACN — acetonitri, DCM —
diklormetan, E — dietileter, EtOAc — etil acetat, PE — petroleter, NMR — nuklearna magnetska
rezonancija, UV — ultraljubiCasta spektroskopija, , NaOEt — natrijev etoksid, s — singlet, d —

dublet, t — triplet, m — multiplet, dd — dublet dubleta, q — kvartet.
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4.2. Sinteza triazolnih aldehida 1-6

Opéeniti postupak

Triazolni aldehidi sintetizirani su u malim staklenim boc¢icama iz 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-
triazol-4-karbaldehida (prethodno sintetiziranog u nasem laboratoriju) otopljenog u suhom 1,4-
dioksanu. Reakcijskoj smjesi se zatim dodao odgovarajuéi amin te se smjesa kratko propuhala
argonom (inertni plin). Ovisno o primijenjenom aminu, reakcija se odvijala odredeno vrijeme
(najcesce oko 24 sata). Treba paziti na vrijeme reakcije kako ne bi doslo do polimerizacije
amina. Tijek reakcije pratio se tankoslojnom kromatografijom. Po zavrSetku reakcije otapalo
se uklonilo uparavanjem na rotacijskom vakuumskom uparivacu. Kruti produkt prociséen je

kolonskom kromatografijom uz odgovarajuci sustav otapala.

(a) (d) (e) (a) (e)

OHC (b) A OHC (b) (d) f
= o -
N. _N o) F
~ 4 N\ N
N' (0 N (@ @
1 2

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

Spoj 1 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 2-furfurilamina (106,2 mg odnosno 97,2
pl, 1,10 mmol) i 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (200,0 mg, 0,92 mmol)
otopljenog u 2 mL 1,4-dioksana. Dobiveni produkt prociS¢en je kolonskom kromatografijom

(¢ =3 cm; h =13 cm; sustav PE/DCM 1 DCM/EtOAc (2 %)).

99,6 mg, 61 % izoliranog spoja; zuto ulje; R¢ (DCM (100 %)) = 0,23; 'H NMR (CDCl3, 600
MHz) é/ppm: 10,13 (s, 1H) (a), 8,10 (s, 1H) (b), 7,46 (d, /= 1,9 Hz, 1H) (), 6,53 (d, J=3.3
Hz, 1H) (d), 6,42 (dd, J = 3,3, 1,9 Hz, 1H) (e), 5,61 (s, 2H) (c).
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1-(3-fluorbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (2)

Spoj 2 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 3-fluorbenzilamina (137,8 mg odnosno
125,3 pL, 1,10 mmol) i 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (200,0 mg, 0,92
mmol) otopljenog u 2 mL 1,4-dioksana. Dobiveni produkt prociséen je kolonskom

kromatografijom (¢ = 1,5 cm; & = 20 cm; sustav PE/DCM i ¢isti DCM).

143,6 mg, 76 % izoliranog spoja; zuto ulje; Rf (DCM (100 %)) = 0,22; 'H NMR (CDCls,
600 MHz) J/ppm: 10,14 (s, 1H) (a), 8,03 (s, 1H) (b), 7,41 — 7,34 (m, 1H) (e), 7,11 — 7,07 (m,
2H) (d)/(f), 7,00 (d, J=9,1 Hz, 1H) (g), 5,59 (s, 2H) (c).

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

Spoj 3 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 3-metoksibenzilamina (151,0 mg
odnosno 141,1 pL, 1,10 mmol) i 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (200,0 mg,
0,92 mmol) otopljenog u 2 mL 1,4-dioksana. Dobiveni produkt procis¢en je kolonskom

kromatografijom (¢ = 1,5 cm; 2 = 16,5 cm; sustav PE/DCM 1 DCM/EtOAc (2 %)).

83,0 mg, 42 % izoliranog spoja; zuto ulje; Rr (DCM (100 %)) = 0,19; '"H NMR (CDCls, 600
MHz) J/ppm: 10,13 (s, 1H) (a), 8,00 (s, 1H) (b), 7,32 (t, /= 8,1 Hz, 1H) (e), 6,92 (d, J= 8,5
Hz, 1H) (d)/(), 6,88 (d, J = 7,8 Hz, 1H) (d)/(f), 6,82 (s, 1H) (g), 5,55 (s, 2H) (c), 3,80 (s, 1H)
(h).

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

Spoj 4 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 3-klorbenzilamina (155,9 mg odnosno
129,9 pL, 1,10 mmol) i 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (200,0 mg, 0,92
mmol) otopljenog u 2 mL 1,4-dioksana. Dobiveni produkt procis¢en je kolonskom

kromatografijom (¢ =2 cm; & = 14 cm; sustav PE/DCM i Cisti DCM).
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145,1 mg, 71 % izoliranog spoja; zuto ulje; Rf (DCM (100 %)) = 0,16; 'H NMR (CDCls,
600 MHz) é/ppm: 10,14 (s, 1H) (a), 8,04 (s, 1H) (b), 7,38 (d, J= 8,2 Hz, 1H) (d)/(f), 7,35 (t,J
=7,9 Hz, 1H) (e), 7,30 (s, 1H) (g), 7,19 (d, J = 7,3 Hz, 1H) (d)/(f), 5,57 (s, 2H) (c).

@ © ) @
OHC (b) (d) OHC (b)

— (d)

(©) © ©

1-(4-(dimetilamino)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (5)

Spoj S sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 4-(aminometil)-N,N-dimetilanilina
(148,8 mg odnosno 114,0 puL, 0,99 mmol) i1 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida
(180, mg, 0,83 mmol) otopljenog u 2 mL 1,4-dioksana. Dobiveni produkt procCis€en je
kolonskom kromatografijom (¢ = 3 cm; 4 = 13 cm; sustav PE/DCM 1 DCM/EtOAc (2 %)).

139,4 mg, 73 % izoliranog spoja; blijedozuti prasak; R (DCM (100 %)) = 0,11; '"H NMR
(CDCl3, 600 MHz) ¢/ppm: 10,10 (s, 1H) (a), 7,91 (s, 1H) (b), 7,19 (d, J= 7,2 Hz, 2H) (d)/(e),
6,70 (d, J= 6,7 Hz, 2H) (d)/(e), 5,46 (s, 2H) (c), 2,97 (s, 6H) ().

1-(but-3-en-1-il)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehid (6)

Spoj 6 sintetiziran je prema opéenitom postupku iz 3-buten-1-amina (70,5 mg odnosno 90,7
pl, 0,99 mmol) i1 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (180, mg, 0,83 mmol)
otopljenog u 2 mL 1,4-dioksana. Dobiveni produkt prociS¢en je kolonskom kromatografijom

(¢ =2 cm; h =17 cm; sustav PE/DCM 1 DCM/EtOAc (2 %)).

72,5 mg, 58 % izoliranog spoja; zuto ulje; R (DCM (100 %)) = 0,35; '"H NMR (CDCls, 600
MHz) ¢/ppm: 10,15 (s, 1H) (a), 8,07 (s, 1H) (b), 5,76 — 5,73 (m, 1H) (e), 5,11 — 5,07 (m, 2H)
(f), 4,52 (t, J= 6,8 Hz, 2H) (¢), 2,73 — 2,71 (m, 2H) (d).
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4.3. Sinteza triazolostilbena 7-14 Wittigovom reakcijom

Opéeniti postupak

Aparatura, koju Cini trogrla tikvica, lijevak za dokapavanje, klor-kalcijska cijev 1 balon
napunjen dusikom, propuhana je dusikom 15 minuta. U tikvicu se stavio magnet, a lijevak za
dokapavanje je zatvoren i uliveno je 30 ili 40 mL apsolutnog etanola (ovisno o koli¢ini polaznih
reaktanata). Dio apsolutnog etanola (10 ili 20 mL) ispusten je u tikvicu, te je dodana potrebna
koli¢ina trifenilfosfonijeve soli. U preostalu koli¢inu apsolutnog etanola dodan je natrij
prethodno izvagan u PE na analitickoj vagi s preciznosé¢u 0,0001 g. Nakon $to je sav natrij
izreagirao u etanolu uz razvijanje vodika, dokapano je malo NaOEt u tikvicu. Aldehid se otopio
u etanolu 1 prenio u tikvicu, a zatim se, kap po kap, dodao ostatak NaOEt iz lijevka. Tikvica je
zatvorena staklenim ¢epom, a reakcijska se smjesa ostavila mijesati na magnetskoj mjesalici

sljedecih 72 sata na sobnoj temperaturi.

1 1-stalak
2-klema s mufom

3-magnetska mjesalica

4-trogrla tikvica
5-lijevak za dokapavanje
6-klor-kalcijska cijev

7-nastavak za dovod dusika

Slika 38. Aparatura za provodenje Wittigove reakcije.
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7 8

1-(furan-2-ilmetil)-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazol (7)

Spoj 7 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(furan-2-ilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-
karbaldehida (1) (99,6 mg, 0,56 mmol) i trifenilfosfonijeve soli (246,8 mg, 0,56 mmol) uz
natrij u 10 %-tnom suviSku (14,2 mg) 1 40 mL NaOEt. Dobiveni produkt procis¢en je
kolonskom kromatografijom (¢ = 3 cm; 2 = 17 cm; sustav PE/E (50 %)). 67,4 mg, 68 %

izolirane smjese izomera; Zuto ulje; R¢(PE/E (20 %)) = 0,51.
1-(3-fluorbenzil)-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazol (8)

Spoj 8 sintetiziran je prema opc¢enitom postupku iz 1-(3-fluorbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
karbaldehida (2) (143,6 mg, 0,62 mmol) i trifenilfosfonijeve soli (270,4 mg, 0,62 mmol) uz
natrij u 10 %-tnom suviSku (15,6 mg) 1 40 mL NaOEt. Dobiveni produkt prociséen je
kolonskom kromatografijom (¢ = 3 cm; 4 = 18,5 cm; sustav PE/E (50 %)). 88,3 mg, 50%

izolirane smjese izomera; zuto ulje; R¢ (PE/E (20 %)) = 0,53.

(d) (e) @ (d) (e) M
- — OCH, S N. N cl
S Ns N N S
b) X “N° k b N (k)
O N W Olnd ©
9 10

1-(3-metoksibenzil)-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazol (9)

Spoj 9 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(3-metoksibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
karbaldehida (3) (83,0 mg, 0,28 mmol) i trifenilfosfonijeve soli (122,5 mg, 0,28 mmol) uz
natrij u 10 %-tnom suvisku (7,1 mg) 1 30 mL NaOEt. Dobiveni produkt prociséen je kolonskom
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kromatografijom (¢ = 1,5 cm; 4 = 14 cm; sustav PE/E (50 %)). 63,6 mg, 77% izolirane smjese
izomera; zuto ulje; R¢ (PE/E (20 %)) = 0,45.

1-(3-klorbenzil)-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazol (10)

Spoj 10 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(3-klorbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
karbaldehida (4) (72,6 mg, 0,29 mmol) i trifenilfosfonijeve soli (127,3 mg, 0,29 mmol) uz
natrij u 10 %-tnom suvisku (7,3 mg) i 30 mL NaOEt. Dobiveni produkt proc¢iséen je kolonskom
kromatografijom (¢ = 3 cm; & = 18,5 cm; sustav PE/E (50 %)). 109,8 mg, 126 % izolirane
smjese izomera; zuto ulje; R¢ (PE/E (20 %)) = 0,49.

)
(d) (e) ) () \N\ (d) (e)
@ s\ 0 O © S\ 0 .
— — — — h) ()
) S N\\N,N N S N\\N,N\/\(i)/
@) (9) @) (9)
1 12

N,N-dimetil-4-((4-(2-(tiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)anilin (11)

Spoj 11 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(4-(dimetilamino)benzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-karbaldehida (5) (69,7 mg, 0,30 mmol) i trifenilfosfonijeve soli (132,9 mg, 0,30
mmol) uz natrij u 10 %-tnom suvisku (7,6 mg) 1 40 mL NaOEt. Dobiveni produkt prociscen je
kolonskom kromatografijom (¢ = 1,5 cm; 2 = 10 cm; sustav PE/E ( %)). 19,7 mg, 21 %
izolirane smjese izomera; zuto ulje; R¢ (PE/E (90 %)) = 0,49.

1-(but-3-en-1-il)-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazol (12)

Spoj 12 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(but-3-en-1-il)-1H-1,2,3-triazol-4-
karbaldehida (6) (72,5mg, 0,48 mmol) i trifenilfosfonijeve soli (210,5 mg, 0,48 mmol) uz natrij
u 10 %-tnom suviSku (12,1 mg) 1 40 mL NaOEt. Dobiveni produkt procis¢en je kolonskom
kromatografijom (¢ = 2 cm; 4 = 10 cm; sustav PE/E (80 %)). 80,7 mg, 73 % izolirane smjese
izomera; zuto ulje; Rf (PE/E (90 %)) = 0,25.
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N,N-dimetil-4-((4-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)anilin (13)

Spoj 13 sintetiziran je prema opc¢enitom postupku iz 1-(4-(dimetilamino)benzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-karbaldehida (5) (69,7 mg, 0,30 mmol) 1 trifenilfosfonijeve soli (140,2 mg, 0,30
mmol) uz natrij u 10 %-tnom suvisku (7,6 mg) 1 40 mL NaOEt. Dobiveni produkt prociscen je
kolonskom kromatografijom (¢ = 1,5 cm; 2 = 10 cm; sustav PE/E ( %)). 46,0 mg, 33 % izolirane
smjese izomera; zuto ulje; Ry (PE/E (70 %)) = 0,12.

4-((4-(3-metoksistiril)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)-V,N-dimetilanilin (14)

Spoj 14 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(4-(dimetilamino)benzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-karbaldehida (5) (69,7 mg, 0,30 mmol) 1 trifenilfosfonijeve soli (140,2 mg, 0,30
mmol) uz natrij u 10 %-tnom suvisku (7,6 mg) 1 40 mL NaOEt. Dobiveni produkt procis¢en je
kolonskom kromatografijom (¢ = 2 cm; 2 = 10 cm; sustav PE/E (80 %)). 53,6 mg, 53 %

izolirane smjese izomera; zuto ulje; R¢ (PE/E (90 %)) = 0.,40.

4.4. Fotokemijska sinteza tienobenzo/naftotriazola 15-22

Opceniti postupak

Odredena koli¢ina odgovaraju¢ih 1,2,3-triazolostilbena 7-14 otopljena je u 1 do 3 mL
toluena. Smjese su potom prebacene u epruvete od kvarca (propustaju svjetlost), dodan je
ostatak toluena i malo joda na vrhu Spatule (kataliticka koli¢ina, oksidacijsko sredstvo).
Reakcije su se osvjetljavale 2 sata pomocu 10 lampi valne duljine 313 nm u fotokemijskom

reaktoru Rayonet.
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1-(furan-2-ilmetil)-1H-tieno[2',3':3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol (15)

Spoj 15 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(furan-2-ilmetil)-4-(2-(tiofen-2-
il)vinil)-1H-1,2,3-triazola (7) (33,7 mg, 0,13 mmol) otopljenog u 50 mL toluena. Dobiveni
produkt procis¢en je kolonskom kromatografijom (¢ = 3 cm; 2 = 12 cm; sustav PE/E (40 %)).

10,3 mg, 31% izoliranog spoja; zuto ulje; R¢ (PE/E (30 %)) = 0,54; 'H NMR (CDCls, 600
MHz) é/ppm: 7,97 (d, J = 8,9 Hz, 1H) (c¢)/(d), 7,82 — 7.80 (m, 2H), 7,66 (d, J = 5,5 Hz, 1H)
(a)/(b), 7,36 (d, J = 1,8 Hz, 1H) (f)/(h), 6,34 (d, J= 3,3 Hz, 1H) (f)/(h), 6,32 (dd, J; = 3,3 Hz,
J>=1,8 Hz, 1H) (g), 6,08 (s, 2H) (e); *C NMR (CDCls, 150 MHz) §/ppm: 148,2, 144,6, 143,2,
140,2, 128,7, 127,8, 122,8, 120,5, 119,4, 116,1, 111,0, 109,3, 46,5. HRMS (m/z) za
C13H1oN30S: [M + H] "rac = 255.0466, i [M + H]"eksp = 255.0463.

1-(3-fluorbenzil)-1H-tieno[2',3':3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol (16)

Spoj 16 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(3-fluorbenzil)-4-(2-(tiofen-2-
il)vinil)-1H-1,2,3-triazola (8) (44,2 mg, 0,16 mmol) otopljenog u 50 mL toluena. Dobiveni
produkt prociséen je kolonskom kromatografijom (¢ =2 cm; & = 16 cm; sustav PE/E (30 %)).

28,2 mg, 64 % izoliranog spoja; zuto ulje; R¢ (PE/E (30 %)) = 0,51; '"H NMR (CDCls, 600
MHz) é/ppm: 8,00 (d, J=9,0 Hz, 1H) (c)/(d), 7,82 (d, J = 8,9 Hz, 1H) (¢)/(d), 7,56 (d, J= 5,5
Hz, 1H) (a)/(b), 7,46 (d, J = 5,5 Hz, 1H) (a)/(b), 7,33-7,27 (m, 1H) (f)/(h), 7,02-6,93 (m, 2H)
(2)/(i), 6,86 (d, J = 9,3 Hz, 1H) (f)/(h), 6,10 (s, 2H) (e); *C NMR (CDCl;, 150 MHz) 6/ppm:
144,7,140,3, 137,7,130,8, 128,0, 122,5, 122,1,119,9, 119,4, 116,1, 115,6, 115,3, 113,9, 113,6,
52,5. HRMS (m/z) za CisH11FN3S: [M + H] "rac = 283.0579, i [M + H]"eksp = 283.0581.
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1-(3-metoksibenzil)-1H-tieno|[2',3':3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol (17)

Spoj 17 sintetiziran je prema opcéenitom postupku iz 1-(3-metoksibenzil)-4-(2-(tiofen-2-
il)vinil)-1H-1,2,3-triazola (9) (31,8 mg, 0,11 mmol) otopljenog u 50 mL toluena. Dobiveni
produkt procis¢en je kolonskom kromatografijom (¢ = 1,5 cm; £ = 12,5 cm; sustav PE/E (40
%)).

9,5 mg, 30% izoliranog spoja; zuto ulje; R¢ (PE/E (30 %)) = 0,45; 'H NMR (CDCls, 600
MHz) é/ppm: 7,99 (d, J = 9,0 Hz, 1H) (c)/(d), 7,80 (d, J = 8,8 Hz, 1H) (¢)/(d), 7,54 (d, J=5,5
Hz, 1H) (a)/(b), 7,50 (d, J=5,5 Hz, 1H) (a)/(b), 7,23 (t, IH) (g), 6,81 (d, J= 8,3 Hz, 1H) (f)/(h),
6,78 (d, J = 7,7 Hz, 1H) (H/(h), 6,71 (s, 1H) (j), 6,08 (s, 2H) (e), 3,70 (s, 3H) (i); *C NMR
(CDCIs, 150 MHz) o/ppm: 160,2, 144,7, 140,1, 136,7, 130,2, 128,7, 127,8, 122,8, 120,3, 119,3,
118,8, 116,1, 113,4, 112,4, 55,2, 53,0.

1-(3-klorbenzil)-1H-tieno[2',3':3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol (18)

Spoj 18 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(3-klorbenzil)-4-(2-(tiofen-2-
il)vinil)-1H-1,2,3-triazola (10) (36,6 mg, 0,12 mmol) otopljenog u 50 mL toluena. Dobiveni
produkt pro¢is¢en je kolonskom kromatografijom (¢ =2 cm; 4 = 15,5 cm; sustav PE/E (40 %)).

21,7 mg, 59 % izoliranog spoja; zuto ulje; R¢ (PE/E (30 %)) = 0,42; '"H NMR (CDCls, 600
MHz) é/ppm: 8,00 (d, J=9,0 Hz, 1H) (¢)/(d), 7,82 (d, J = 8,9 Hz, 1H) (¢)/(d), 7,58 (d, /= 5,5
Hz, 1H) (a)/(b), 7,47 (d, J=5,5 Hz, 1H) (a)/(b), 7,26-7,25 (m, 1H) (f)/(h), 7,24 (t, 1H) (g), 7,21
(s, 1H) (i), 7,03 (d, J = 7,4 Hz, 1H) (H/(h), 6,08 (s, 2H) (e); *C NMR (CDCls;, 150 MHz)
o/ppm: 1447, 140,3, 137,1, 135,2, 130,5, 128,7, 128,6, 128,1, 126,7, 124,7, 122,5, 119,8,
119.,4, 116,1, 52,4. HRMS (m/z) za CisHi1CIN3S: [M + H] e = 299.0284, i [M + H] ecksp =
299.0288.
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4-((1H-tieno[2',3':3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol-1-il)metil)-V,N-dimetilanilin (19)

Spoj 19 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz N,N-dimetil-4-((4-(2-(tiofen-2-
il)vinil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)anilina (11) ( mg, mmol) otopljenog u 50 mL toluena.
Dobiveni produkt procis¢en je kolonskom kromatografijom (¢ = 1,5 cm; 2 = 10 cm; sustav

E/PE (70 %)).

6,4 mg, 33 % izoliranog spoja; zuto ulje; R¢ (PE/E ( %)) = 0,24; '"H NMR (CDCls, 600 MHz)
o/ppm: 7,97 (d, J = 8,8 Hz, 1H) (¢)/(d), 7,78 (d, J = 8,8 Hz, 1H) (c)/(d), 7,60 (d, J = 5,5 Hz,
1H) (a)/(b), 7,56 (d, J = 5,5 Hz, 1H) (a)/(b), 7,11 (d, J = 8,8 Hz, 2H) (f)/(g), 6,64 (d, J = 8,7
Hz, 2H) (f)/(g), 6,01 (s, 2H) (e), 2,88 (s, 3H) (h); *C NMR (CDCls, 150 MHz) 6/ppm: 150,4,
144,7, 139,9, 129,4, 128,6, 127,8, 127,5, 126,6, 122,9, 122,5, 120,6, 119,0, 116,0, 112,6, 52,9,
40,4. HRMS (m/z) za Ci17H17N4S: [M + H] "tz = 308.1096, i [M + H] " eksp = 308.1100.

1-(but-3-en-1-il)-1H-tieno[2',3':3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol (20)

Spoj 20 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 1-(but-3-en-1-il)-4-(2-(tiofen-2-
il)vinil)-1H-1,2,3-triazola (12) ( mg, mmol) otopljenog u 50 mL toluena. Dobiveni produkt
procis¢en je kolonskom kromatografijom (¢ = 1,5 cm; 4 = 10 cm; sustav E/PE (70 %)).

mg, % izoliranog spoja; zuto ulje; R¢ (PE/E ( %)) = 0,48; '"H NMR (CDCls, 600 MHz)
o/ppm: 7,96 (d, J = 8,9 Hz, 1H) (¢)/(d), 7,80 (d, J= 8,9 Hz, 1H) (¢)/(d), 7,74 (d, J = 5,5 Hz,
1H) (a)/(b), 7,70 (d, J = 5,5 Hz, 1H) (a)/(b), 5,90-5,83 (m, 1H) (g), 5,15-5,08 (m, 2H) (h), 4,96
(t,J=17,4 Hz, 2H) (e), 2,85-2,80 (q, J; =14,5 Hz, J> = 7,2 Hz, 2H) (f); 1*C NMR (CDCl, 150
MHz) é/ppm: 144.,4, 139,9, 133,1, 128,5, 128,0, 122,6, 119,6, 119,0, 118,4, 116,2, 49,0, 34,3.
HRMS (m/z) za C12Hi2N3S: [M + H]rac = 229.0674, i [M + H] eksp = 229.0676.
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N,N-dimetil-4-((7-metil-1H-tieno[2',3':3,4]benzo[1,2-d][1,2,3]triazol-1-il)metil)anilin (21)

Spoj 21 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz N,N-dimetil-4-((4-(2-(5-metiltiofen-2-
il)vinil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)anilina (13) ( mg, mmol) otopljenog u 50 mL toluena.
Dobiveni produkt procis¢en je kolonskom kromatografijom (¢ = 1,5 cm; 2 = 10 cm; sustav

E/PE (70 %)).

12,6 mg, 36 % izoliranog spoja; zuto ulje; Rf (PE/E ( %)) = 0,29; 'H NMR (CDCl3, 600
MHz) é/ppm: 7,88 (d, J = 8,8 Hz, 1H) (c)/(d), 7,64 (d, J= 8,8 Hz, 1H) (¢)/(d), 7,27 (s, 1H) (b),
7,11 (d, J = 8,8 Hz, 2H) (H)/(g), 6,64 (d, J = 8,6 Hz, 2H) (Y)/(g), 5,96 (s, 2H) (e), 2,88 (s, 3H)
(h), 2,61 (s, 3H) (a); 3*C NMR (CDCl, 150 MHz) é/ppm: 150,4, 144,7, 142,4, 139,1, 129,4,
128,2, 127,8, 123,2, 118,7, 118,4, 115,0, 112,6, 52,7, 40,4, 16,3.

4-((8-metoksi-1H-nafto[1,2-d][1,2,3]triazol-1-il)metil)-V,N-dimetilanilin (22)

Spoj 22 sintetiziran je prema opcenitom postupku iz 4-((4-(3-metoksistiril)-1/-1,2,3-
triazol-1-il)metil)-N,N-dimetilanilina (14) ( mg, mmol) otopljenog u 50 mL toluena. Dobiveni
produkt procis¢en je kolonskom kromatografijom (¢ = 1,5 cm; 4 = 10 cm; sustav E/PE (70 %)).

7,2 mg, 20 % izoliranog spoja; zuto ulje; Rf (PE/E ( %)) = 0,35; '"H NMR (CDCl, 600
MHz) o/ppm: 7,88-7,82 (m, 2H) (e)/(f), 7,62 (d, /= 9,0 Hz, 1H) (b)/(c), 7,50 (s, 1H) (d), 7,17
(d, J=8,9 Hz, 1H) (b)/(¢c), 7,06 (d, J=38,7 Hz, 2H) (h)/(1), 6,64 (d, J = 8,3 Hz, 2H) (h)/(1), 6,16
(s, 2H) (g), 3,79 (s, 3H) (a), 2,89 (s, 3H) (j); *C NMR (CDCls, 150 MHz) é/ppm: 158,5, 150.4,
145,3, 130,5, 129,2, 128,9, 127,7, 127,3, 126,0, 121,0, 117,7, 115,5, 112,8, 103,7, 55,6, 53,9,
40,5. HRMS (m/z) za C20H21N4O: [M + H]"rac = 332.1637, i [M + H] " eksp = 332.1635.
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Cilj rada bila je sinteza novih 1,2,3-triazolnih stilbena i njihovih fotokemijskih produkata
kao potencijalnih bioloski aktivnih spojeva. Triazoli su heterociklicki spojevi koji u svojoj
strukturi sadrze tri atoma duSika i kao takvi posjeduju Siroki spektar bioloskih aktivnosti,
ukljucujuéi protuupalno djelovanje, antitumorsko djelovanje, inhibiciju enzima kolinesteraza i

sL. Istrazivanje je bilo usmjereno ka 1,2,3-triazolima, jednim od dvaju izomera triazola.

Fotokemijskoj sintezi prethodila su dva vazna koraka. U prvom je koraku bilo potrebno
pripraviti triazolne aldehide 1-6. U tu su svrhu koriSteni 1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
karbaldehid i odgovaraju¢i amini. Dobiveni triazolni aldehidi 1-6 sadrze 1,2,3-triazolnu jezgru
koja na polozaju 1 sadrzi supstituent, koji se mijenja u ovisnosti o aminu koji je koriSten u
reakciji. U drugom su koraku triazolni aldehidi 1-6 s odgovaraju¢im trifenilfosfonijevim solima
Wittigovom reakcijom prevedeni u smjese cis- 1 trans-izomera novih triazolostilbena 7-14.
Sintetizirani triazolostilbeni 7-14 u svojoj strukturi sadrze 1-supstituiranu 1,2,3-triazolnu
jezgru koja je na polozaju 4 povezana dvostrukom ugljik-ugljik vezom s arilnom skupinom,
poput tiofenske 1 5-metil-tiofenske skupine. Zanimljivo je kako u svim izomernim smjesama
prevladava cis-izomer. Ta Cinjenica nije predstavljala znacCajan podatak budu¢i da se u
fotokemijskoj sintezi koristila smjesa izomera. Smjese triazolostilbena 7-14 podvrgnute su
fotokemijskim reakcijama, prilikom kojih dolazi do elektrociklizacije 1 aromatizacije u
tienobenzo/naftotriazole 15-22. Novi tienobenzo/naftotriazoli 15-22 uspjesno su pripravljeni
uz visoka izolirana iskoristenja. Svi su spojevi spektroskopski okarakterizirani 'H i *C NMR

tehnikama te HRMS analizom, ¢ime je potvrdena njihova struktura i Cistoca.

Sintetizirani tienobenzo/naftotriazoli 15-22 ukljuceni su u bioloska ispitivanja u cilju
ispitivanja potencijalne inhibicije enzima acetilkolinesteraze i butirilkolinesteraze. Derivati 16,
17, 18 1 19 postigli su zadovoljavajuce ICso vrijednosti, odnosno vrlo dobru inhibicijsku
aktivnost. Od spomenutih spojeva, najbolji je rezultat ostvario derivat 18 koji na meta-polozaju

sadrzi klor. Stoga se istaknuti tienobenzo/naftotriazoli mogu ukljuciti u daljnja istraZivanja.

Osim bioloskih ispitivanja, provedene su racunalne analize 1 ispitivanja molekulskog
pristajanja. Metodom geometrijske optimizacije dobiveni su najstabilniji konformeri novih
tienobenzo/naftotriazola 15-22. Na taj se nacin pruza uvid u prostorni raspored jezgara, zbog
cega se omogucuje predvidanje termodinamicki najstabilnijeg oblika molekule. Rezultati
racunalnog modeliranja su zatim posluZili za simulaciju potencijalnog inhibicijskog djelovanja
sintetiziranih spojeva. Provedeno je raCunalno istrazivanje molekulskog pristajanja

sintetiziranog spoja u aktivno mjesto butirilkolinesteraze. Tienobenzo/naftotriazoli koji su
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ukljuceni u spomenuta racunalna istrazivanja pokazali su u bioloskim ispitivanjima zavidne

ICso vrijednosti, a to su, ve¢ ranije spomenuti, derivati 16, 17, 18 1 19.

Pripravljeni tienobenzo/naftotriazoli 15-22 wukljueni su 1 u ispitivanja mutagenog
potencijala. U tu se svrhu koristio softver Lhasa M7. Sara test predividio je mutagenost spojeva
16-19, 21 i 22, dok Derek test ne pretpostavlja mutagenost navedenih spojeva, tako da su

ukupni rezultati u prihvatljivim granicama.
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SAZETAK

Inhibicija enzima kolinesteraza tienobenzo/nafto-triazolima - Fotokemijska

sinteza, genotoksic¢nost i molekulsko modeliranje

Cilj ovog rada bila je sinteza novih 1,2,3-triazolnih stilbena i1 njihovih fotokemijskih
produkata kao potencijalnih bioloski aktivnih spojeva. Prvi stupanj priprave bila je sinteza
triazolnih aldehida 1-6, koji su zatim s odgovaraju¢im trifenilfosfonijevim solima Wittigovom
reakcijom prevedeni u smjese cis- 1 trans-izomera novih triazolostilbena 7-14. Tako dobivene
smjese izomera novih triazolostilbena 7-14 podvrgnute su fotokemijskim reakcijama, prilikom
kojih dolazi do elektrociklickog zatvaranja SesteroClanog prstena te aromatizacije u
tienobenzo/naftotriazole 15-22. Dobiveni su spojevi spektroskopski okarakterizirani 'H i *C
NMR tehnikama te MS 1 HRMS analizom. Ispitivanja bioloSke aktivnosti novih
tienobenzo/naftotriazola 15-22 provedena su u smislu istrazivanja mogucnosti inhibicije
enzima acetilkolinesteraze (AChE) i butirilkolinesteraze (BChE). S obzirom na dobivene ICso
vrijednosti, vrlo dobru inhibicijsku aktivnost prema BChE pokazali su spojevi 16-19, za koje
su provedene racunalne analize 1 ispitivanja molekulskog pristajanja. Dodatno, ispitivanja
mutagenog potencijala sintetiziranih tienobenzo/naftotriazola 15-22 pokazala su prihvatljive

vrijednosti.

Kljuéne rijeci: Alzheimerova bolest, elektrociklizacija, kolinesteraze, molekulsko pristajanje,

tienobenzo/naftotriazoli
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SUMMARY

Inhibition of cholinesterase enzymes by thienobenzo/naphtho-triazoles -

Photochemical synthesis, genotoxicity and molecular modeling

The aim of this study was the synthesis of new 1,2,3-triazole stilbenes and their
photochemical products as potential biologically active compounds. The first stage of
preparation involved the synthesis of triazole aldehydes 1-6, which were then converted into
mixtures of cis- and trans-isomers of new triazole stilbenes 7-14 using the Wittig reaction with
the corresponding triphenylphosphonium salts. The obtained mixtures of isomers of new
triazole stilbenes 7-14 were subjected to photochemical reactions, leading to the electrocyclic
closure of a six-membered ring and aromatization into thienobenzo/naphthotriazoles 15-22.
The resulting compounds were characterized spectroscopically using 'H and '*C NMR
techniques and MS/HRMS analyses. The Dbiological activity of the new
thienobenzo/naphthotriazoles 15-22 was examined in terms of their potential to inhibit
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) enzymes. Based on the
obtained ICso values, compounds 16-19 showed very good inhibitory activity against BChE,
for which computational analyses and molecular docking studies were conducted. Additionally,
tests of the mutagenic potential of the synthesized thienobenzo/naphthotriazoles 15-22 showed

acceptable values.

Keywords: Alzheimer’s disease, cholinesterases, electrocyclization, molecular docking,

thienobenzo/naphthotriazoles
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PRILOZI

Maseni spektri i HRMS analize tienobenzo/naftotriazola 15-22
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Formula Calculator Results

Formula

Best

Mass

Tgt Mass

Diff (ppm)

Ion Species

Score

CI3HIN3OS

True

255.04633

255.04663

1.2
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Slika P1. Maseni spektar i HRMS analiza spoja 15.
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Formula Calculator Results

Formula Best |Mass Tgt Mass |Diff (ppm) |Ion Species Score
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Slika P2. Maseni spektar i HRMS analiza spoja 16.
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Slika P3. Maseni spektar i HRMS analiza spoja 18.
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Slika P4. Maseni spektar i HRMS analiza spoja 19.
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Slika P5. Maseni spektar i HRMS analiza spoja 20.
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Slika P6. Maseni spektar i HRMS analiza spoja 22.
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