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1ZVOD

Proucavanje mesta vezivanja dopaminskog D2 receptora
novosintetisanim ligandima 2-metoksifenilpiperazinskog tipa

Poslednjih godina sve vise ljudi oboleva od Sizofrenije, depresije i drugih
neuroloskih poremecaja. Njihi izazivaju promene na nivou dopaminergickog i
serotonergickog sistema u mozgu. Dizajn i sinteza dopaminergickih i serotonergickih
liganada koji bi naSli primenu u leenju bolesti izazvanih disfunkcijom ovih
receptorskih sistema u CNS, a c¢ije koriS¢enje ne bi izazivalo negativne efekte je
primaran zadatak nau¢nika u oblasti medicinske hemije. Poznavanje strukture receptora,
odnosno mesta vezivanja liganada u receptoru, doprinelo bi brzem razvoju potencijalnih
lekova. U okviru ove doktorske disertacije uspesno je sintetisano i okarakterisano 46
novih liganada. Ligandi su razvrstani u dve serije: ligandi sa piperidinskim prstenom u
mostu izmedu glave (benzil, benzoil, fenetil, fenacetil grupe sa odgovaraju¢im
supstituentima) i repa (2-metoksifenilpiperazin) i ligandi sa razli¢itom duzinom alkil
mosta izmedu glave (supstituisani benzimidazoli) i repa (2-metoksifenilpiperazin). Za
sve novosintetisane ligande odreden je farmakoloski profil vezivanja za dopaminske
D2, serotoninske 5HT2a i adrenergicke al receptore u testovima kompetitivnog

vezivanja sa radioaktivno obelezenim ligandima.

U seriji liganada sa piperidinskim prstenom u mostu izmedu glave (benzil,
benzoil, fenetil, fenacetil grupe sa odgovarajuéim supstituentima) 1 repa
(2-metoksifenilpiperazin) uoceno je da supstituisani ligandi pokazuju veéi afinitet
prema dopaminskim D2 receptorima nego nesupstituisani ligandi. Pored toga, ligandi sa
ve¢im stepenom fleksibilnosti (metilenski most izmedu piperidinskog 1 piperazinskog
prstena) pokazali su veci afinitet od rigidnih liganada (piperazinski prsten je direktno
vezan za piperidinski prsten). Ova serija liganada pokazala je odsustvo ili slab afinitet

prema serotoninskim 5HT2a receptorima.

U seriji liganada sa razli¢itom duzinom alkil mosta izmedu benzimidazolskog
dela i 2-metoksifenilpiperazina utvrdeno je da najve¢i afinitet prema dopaminskim D2

redceptorima pokazuju ligandi sa pet i Sest ugljenikovih atoma u mostu. lzuzev dva



liganda, ostala jedinjenja iz ove serije poseduju umeren afinitet vezivanja za

serotoninske 5SHT?2a receptore.

U radu je putem doking analize, pored ortosternog mesta vezivanja ispitano i
mesto vezivanja dopaminskog D2 receptora koje ¢ini druga ekstracelularna petlja (ecl2).
Doking analiza predvida da ligandi pored toga Sto ostvaruju aromati¢ne interakcije sa
aminokiselinskim ostacima u hidrofobnom dzepu receptora Phe 386 (6.44), Trp 390
(6.48), Tyr 420 (7.43), formiraju i hidrofobne interakcije sa aminokiselinskim ostacima
Phe 393 1 His 397 koji se nalaze u ecl2. Takode, preliminarna doking analiza liganada
sa razli¢itom duzinom alkil mosta izmedu glave (supstituisani benzimidazoli) i repa
(2-metoksifenilpiperazin), ukazuje na postojanje hidrofobnih interakcija izmedu liganda
i lle 166, Leu 170, lle 184, Phe 189, Val 111, lle 398, His 397 iz regiona druge
ekstracelularne petlje.

Kljué¢ne reéi: dopaminski D2 receptor, 2-metoksifenilpiperazin, doking analiza
Naucna oblast: Hemija
UZa nau¢na oblast: Organska hemija

UDK broj: 547.8



ABSTRACT

Dopamine D2 receptor binding site study by newly synthesized
2-methoxyphenylpiperazine ligands

Schizophrenia, depression and related neurological disorders are modern day
diseases, caused by dopaminergic and serotonergic imbalances in the brain. Design and
synthesis of dopaminergic and serotonergic ligands without side effects, which could
find application in the treatment of these CNS disorders, is one of the main objectives of
medicinal chemistry. Improved understanding of dopamine D2 receptor binding site
would contribute to faster development of potential drugs. As a part of this thesis, 46
new ligands were synthesized and characterized. The ligands were grouped into two
sets: ligands with a piperidine ring in the bridge between the head (benzyl, benzoyl,
phenethyl, and phenylacetyl groups with different substituents) and the tail
(2-methoxyphenylpiperazine) and ligands with different lengths of the alkyl bridge
between the head (substituted benzimidazoles) and the tail
(2-methoxyphenylpiperazine). All newly synthesized ligands were evaluated for D2,
5HT2a and al affinity in an in vitro competitive displacement assay using radiolabeled
ligands.

Among ligands with the piperidine ring in the bridge between the head (benzyl,
benzoyl, phenethyl, phenylacetyl groups with different substituents) and the tail
(2-methoxyphenylpiperazine), substituted ligands exhibited a higher affinity for
dopamine D2 receptors. In addition, ligands with a greater degree of flexibility (a
methylene bridge between the piperidine and piperazine rings) demonstrated a higher
affinity compared to rigid ligands (the piperazine ring is bound directly to the piperidine
ring). This series of ligands displayed no or low affinity for the serotonin 5HT?2a
receptors.

Among ligands with different lengths of the alkyl bridge between the
benzimidazole and 2-methoxyphenylpiperazine part of the molecule, highest affinity for
the dopamine D2 receptor was demonstrated by ligands with five or six carbon atoms in
the bridge. Compounds in this series, with the exception of two ligands, had a moderate
binding affinity for the serotonin 5HT2a receptors.

The docking analysis was used to examine the D2 orthosteric binding site and
the alternative binding site formed by the second extracellular loop (ecl2).

Preliminary docking analysis predicts that ligands, in addition to the interactions
with Phe 386 (6.44), Trp 390 (6.48) and Tyr 420 (7.43) in the hydrophobic pocket of the
orthosteric binding site, form hydrophobic interactions with Phe 393 and His 397,
located in the ecl2. Likewise, the preliminary docking analysis of ligands with the
different lengths of the alkyl bridge between the head (substituted benzimidazoles) and



the tail (2-methoxyphenyl piperazine), indicated the existence of hydrophobic
interactions between the ligands and lle 166, Leu 170, lle 184, Phe 189, Val 111,
Ile 398 and His 397, located in the second extracellular loop (ecl2).

Keywords: dopamine D receptor, 2-methoxyphenylpiperazine, docking analysis
Scientific field: Chemistry
Scientific discipline: Organic chemistry

UDK number: 547.8



LISTA SKRACENICA:

60HDA- 6-hidroksi dopamin

A.K.- amino kiselina

Asn- asparagin

CAMP- cikli¢ni adenozin-monofosfat
CNS- centralni nervni sisitem

DCC- N,N'-dicikloheksilkarbodiimid
DNK- dezoksiribo nukleinska kiselina
ecl1- ekstracelularna petlja 1

ecl2- ekstracelularna petlja 2

EPS- ekstrapiramidalni sindrom

Glu- glutaminska kiselina

GPCR- receptori vezani za G proteine
His- histidin

Ile- izoleucin

LCAP- arilpiperazini dugog niza
Leu- leucin

MAO- monoamin oksidaza

MED- minimalna efektivna doza
OBS- ortosterno mesto vezivanja
PD- Parkinsonova bolest

PDB- proteinska baza podataka

Phe- fenilalanin

Ser- serin

TD- tardivna diskinezija

Thr- treonin

Trp- triptofan

Tyr- tirozin

Val- valin
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1. UVOD

Dopamin je esencijalni neurotransmiter u centralnom nervnom sistemu (CNS),
¢ija je uloga da aktivira dopaminske receptore koji pripadaju familiji G-kuplovanih
receptora (GPCR). Za njih je karakteristicno da je N terminalni kraj u ekstracelularnom
delu, C terminalni kraj u citosolu c¢elije, a da kroz membranu prolazi sedam
transmembranskih domena (TM). Sastoje se iz a, B i y podjedinica. Dopaminski
receptori su kuplovani sa Ga podjedinicom receptora u okviru koje postoji vise klasa
Gsa , Gia itd. Postoji pet tipova dopaminskog receptora (D1, D2, D3, D4 i D5) koji se,
po sli¢nosti, dele u dve grupe D1 (D1 i D5) i D2 (D2, D3 i D4) dopaminskih receptora.
D1 grupa receptora je kuplovana sa Gsa i njeno aktiviranje izaziva produkciju ciklicnog
adenozin monofosfata (CAMP), dok je grupa D2 receptora kuplovana sa Gia i njeno
aktiviranje inhibira produkciju cAMP.

Ovi receptori ucestvuju u velikom broju neuroloskih procesa poput motivacije,
zadovoljstva, kognicije, memorije, ucenja itd. Bilo kakav poremecaj na nivou
dopaminergickog sistema moZe da izazove niz patololoskih stanja (poput Sizofrenije,
Parkinsonove bolesti, Turetovog sindroma, itd), $to je razlog intenzivnih studija brojnih
istrazivackih grupa kako na proucavanju vezivnog mesta receptora kao na sintezi

jedinjenja sa poboljSanim farmakoloskim karakteristikama (takozvani ligandi).

Cilj ove doktorske disertacije je proucavanje uticaja veli¢ine, oblika i rigidnosti
novosintetisanih liganada na vezivanje za dopaminski D2 receptor. Sintetisan je niz
liganada aripiperazinskog tipa sa razli¢itim strukturnim motivima. Za novosintetisane
ligande ispitana je dopaminergicka aktivnost u in vitro testovima kompeticije. Dobijeni

rezultati su kasnije objasnjeni doking analizom na modelu D2 receptora.



2. OPSTI DEO

Heterociklicna jedinjenja predstavljaju vaznu klasu jedinjenja koja su nasla
primenu u farmaceutskoj industriji kao strukturni motiv velikog broja komercijalno
dostupnih lekova. Razlog tome je njihov uticaj na polarnost i lipofilnost lekova, kao i
mogucnost gradenja vodoni¢nih veza izmedu molekula leka i jedinjenja sa kojima moze
da stupi u interakciju. Sve nabrojane osobine mogu da uti¢u na poboljSanje
farmakoloskih, farmakokinetickih, toksikoloskih i fizikohemijskih osobina potencijalnih
i komercijalno dostupnih lekoval?®. Paznja istrazivada je posebno usmerena ka
heterociklima koji u svom sastavu sadrZe atom azota. U ovu grupu spadaju, izmedu

ostalih, piperazin i njegovi derivati.

N-arilpiperazini predstavljaju jedan od najceS¢ih strukturnih motiva u
medicinskoj hemiji. Razlog tome je §to su prepoznati kao potencijalni lekovi za razna
oboljenja poput neurologkih poremeéaja®, neurodegenerativnih oboljenja®, kancera®’,
malarije®, a takode ispoljavaju i antialergijsko® i antimikrobno dejstvo'®. Pojedini podaci
ukazuju na to da bisheterocikli¢na jedinjenja poseduju bolju antimikrobnu aktivnost od
heterocikli¢nih jedinjenja!. Prednost koridéenja piperazina kao strukturnog motiva u
sintezi lekova je 1 ta Sto se jednostavnim variranjem supstituenata na azotovim atomima
u piperazinu, moze poboljsati bioloska aktivnost ispitivanih jedinjenjal®. Ovo je jedan
od razloga zbog ¢ega se N-fenil piperazini i derivati, Cesto koriste u sintezi liganada za

dopaminske D2 receptore!?13 14

Ispitivanjem velikog broja dopaminskih liganada utvrdeno je da je neophodno
prisustvo tri farmakoforna elementa u njihovoj strukturi da bi posedovali afinitet prema

dopaminskim i/ili serotoninskim receptorima.

1. Bazni azotov atom

2. Aromati¢ni prsten



3. Most koji omogucava da se azotov atom nalazi na odredenom rastojanju od

prstena.

Strukturna  sliénost ~ N-arilpiperazinske = farmakofore sa  prirodnim

neurotransmiterima dopaminom i serotoninom prikazana je na Slici 1.

linker

HO NH,

)

HO o bazni azotov atom
//\ aromaticni deo
NH Dopamin

\ linker

N NH,

H
aromaticni deo
N-fenilpiperazin

bazni azotov atom

bazni azotov atom
aromaticni deo

Serotonin

Slika 1. Strukturna sli¢nost N-fenilpiperazinske farmakofore sa dopaminom i

serotoninom

U daljem tekstu dat je pregled komercijalno dostupnih arilpiperazina, koji
spadaju u grupu antipsihotika i antidepresiva, kao i onih koji spadaju u grupu
potencijalnih antipsihotika, antidepresiva i lekova koji se koriste u lecenju Parkinsonove

bolesti.



2.1. Antipsihotici, antidepresivi i lekovi za leCenje Parkinsonove

bolesti

Poremecaji na nivou dopaminergickog sistema, koji za posledicu imaju pojavu
bolesti kao §to su izofrenija®® Parkinsonova bolest'®, Turetov sindrom'’ pokrenuli su

veliko interesovanje za proucavanje ovih receptora.

2.1.1. Antipsihotici

Hiperaktivnost dopaminergi¢kog sistema ima za posledicu pojavu Sizofrenije i
bipolarnog poremecaja i njihovo leCenje podrazumeva upotrebu antipsihotika. Uloga
ovih lekova, na ¢elijskom nivou, je blokada dopaminskih D2 receptora (antagonisti), ali
se u terapiji Cesto koriste 1 blokatori noradrenergickih i serotonergickih SHT2 receptora.
Umerena blokada dopaminskih D2 receptora (65-70%) pozeljna je u leéenju psihoza,
dok preterana blokada istih izaziva pojavu sporednih efekata poput ekstra piramidalnog
sindroma (EPS) *.

Sizofrenija je kompleksna i teSka psihijatrijska bolest koja podrazumeva
oste¢enje emocionalnog sistema i sposobnost realnog rasudivanja. KarakteriSu je
pozitivni, negativni i kognitivni (spoznajni) simptomi'®, koji se u klini¢koj slici bolesti
Cesto preplicu. Pozitivni simptomi Sizofrenije vezuju se za pojacanu dopaminergi¢ku
aktivnost 1 pojavu halucinacija. Negativne simptome karakteriSe pojava apatije,
emotivna tupost i ne postoji dopaminergicka hiperaktivnost. Kognitivni ili spoznajni
simptomi se manifestuju kao smetnje u ucenju, pamcenju, apstraktnom misljenju 1
javljaju se ranije nego ostali simptomi. Antipsihotici koji su trenutno na trziStu su
efikasni u leCenju pozitivnih simptoma Sizofrenije, ali ispoljavaju slabije dejstvo na

negativne i kognitivne simptome ove bolesti.

Pedesetih godina proslog veka pojavila se prva generacija antipsihotika ¢iji je
glavni predstavnik hlorpromazin (tipicni antipsihotik) koji je uSao u klinicku upotrebu.
Strukture pojedinih tipi¢nih antipsihotika su prikazane na Slici 2. Medutim,
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antipsihotike karakteriSe pojava nezeljenog ekstrapiramidalnog (EPS) sindroma koji
ukljucuje parkinsonizam, distoniju (nekontrolisane miSiéne kontrakcije) i akataziju
(nevoljni pokreti ekstremiteta), a najtezi oblik EPS-a je tardivna diskinezija (TD)

(nekontrolisana mimika lica, nevoljni pokreti usana, jezika i ekstremiteta).

O

CH;

N cl
N
S
S
hlorpromazin flupenazin
Cl
0
OH
N
F .
haloperidol
F
0
»NH
N
promazin



Tz

(0]
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OCH;
N——CH,
H,C
sulpirid pimozid
o) NH,
(0}
N
N
F
pipamperon
Br
OH
O
/@J\/\/ N
F
bromperidol

Slika 2. Strukture pojedinih tipi¢nih antipsihotika

Tipi¢ni antipsihotici svoju efikasnost ka psihozama duguju cinjenici da su
sposobni da blokiraju dopaminske D2 receptore u mezolimbickom dopaminskom putu
koji je ukljucen u pojavu pozitivnih simptoma Sizofrenije (Slika 3). Na taj nacin se
umanjuje lokalna dopaminska hiperaktivnost koja je odgovorna za pojavu standardnih
(pozitivnih) simptoma ove bolesti. Tipi¢ni antipsihotici ne ispoljavaju nikakav u€inak
na negativne simptome Sizofrenije. Posto blokada D2 receptora ovim lekovima nije
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lokalizovana samo na mezolimbicki dopaminski put, ve¢ i na preostala tri dopaminska
puta u mozgu, dolazi do pojave sporednih Stetnih efekata. Tako blokada D2 receptora u
nigrostrijatalnom putu koji se nalazi u delu mozga koji je odgovoran za pokrete, dovodi
do pojave EPS, dok blokada D2 receptora u tiburoinfudibularnom dopaminskom putu
izaziva poremecaje u kontroli sekrecije prolaktina. Blokada D2 receptora u
mezokortikolarnom dopaminskm putu dovodi do pojave negativnih i kognitivnih

simptoma izofrenije?®°.

@ Nigrostriatalni put
@ Mezolimbicki i mezokortikolarni put

(3 Tiburoinfudibularni put

Slika 3. Dopaminski putevi u mozgu?!

U skladu sa tim, javlja se potreba za kreiranjem novih lekova. Sedamdesetih
godina dvadesetog veka na trziSte se izbacuje druga generacija antipsihotika tzv.
atipi¢nih antipsihotika. Glavni predstavnik ove grupe lekova je Kklozapin. Strukture
pojedinih atipi¢nih antipsihotika prikazane su na Slici 4, a u Tabeli 1 je dat njihov
farmakoloski profil. Klini¢ka istrazivanja pokazuju da ovi lekovi izazivaju manje
sporednih motornih efekata u odnosu na tipicne antipsihotike i da su efikasniji u

tretmanu negativnih 1 kognitivnih simptoma Sizofrenije. Zbog toga se atipicni
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Slika 4. Hemijske strukture pojedinih atipi¢nih antipsihotika



Tabela 1. Farmakoloski profil pojedinih atipi¢nih antipsihotika
D2 S5HT2a S5HT1a Biolotki
Ki (nM) odgovor

Antipsihotik

Antagonist D2
receptora
Antagonist
Risperidon 1,1 0,6 - D2i5HT2a
receptora
Antagonist D2

Olanzapin 69 4,0 >1000 i 5HT1a
receptora
Antagonist D2

Kvetiapin 155 135 >1000 i 5HT2a
receptora
Antagonist D2
Ziprasidon 2,7 3 8,4 i 5HT2a
receptora

Klozapin 276 9,32 770

Mehanizam dejstva atipi¢nih antipsihotika nije u potpunosti objaSnjen, ali
postoje dve hipoteze koje imaju najveéi broj pristalica u nau¢nim krugovima, a kojima
je moguce objasniti eksperimentalne podatke.

Serotoninsko-dopaminski model sugerise da se atipi¢ni antipsihotici mogu
definisati kao antagonisti serotoninskih i dopaminskih receptora posto blokiraju
serotoninske SHT2a receptore u ve¢oj meri nego dopaminske D2 receptore. Po ovoj
hipotezi atipi¢ni antipsihotici izazivaju manje sporednih efekata u odnosu na prvu
generaciju antipsihotika, upravo zbog toga §to su u stanju da blokiraju i 5HT2a
receptore. Serotonin preko SHT2a receptora, reguliSe oslobadanje dopamina.
Aktiviranjem S5HT2a receptora inhibira oslobadanje dopamina u mozgu i nivo ove
kontrole se razlikuje u sva cCetiri dopaminska puta. Posto, atipicni antipsihotici blokiraju
serotoninske SHT2a receptore u dopaminskim putevima, oni prouzrokuju oslobadanje
dopamina koji se veze za dopaminske D2 receptore. Kada je SHT2a receptor blokiran u
nigrostriatalnom putu, oslobada se dopamin Sto mozZe da prevazide blokadu D2
receptora atipi¢nim antipsihoticima, pa tada sporedni motorni efekti bivaju redukovani.
S obzirom da u mezolimbi¢kom putu ima malo SHT2a receptora, dominira blokada D2

receptora. U mezokortikolarnom putu, atipi¢ni antipsihotici se vezuju prevashodno, za
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brojne 5HT2a receptore i na taj nacin oslobadaju dopamin, dok je udeo blokiranih D2
receptora mali?>?, Oslobadanje dopamina u ovom putu doprinosi ublazavanju
kognitivnih simptoma Sizofrenije.

Dopaminska hipoteza polazi od toga da se svi antipsihotici vezu za D2 receptore,
samo Sto to vezivanje kod atipi¢nih traje taman toliko da ispolje antipsihoti¢ko dejstvo,
ali nedovoljno dugo da izazovu sporedne efekte. Kod konvencionalnih antipsihotika ovo
nije slucaj. Tipi¢ni antipsihotici se jae vezu za D2 receptor od atipi¢nih, pa je samim
tim 1 vreme njihove disocijacije duze, $to dovodi do pojave sporednih efekata poput
EPS i tardivne diskinezije. Zbog brze disocijacije liganda sa receptora, lek napusta
receptor pre uzimanja sledec¢e doze leka. Tada u organizmu prisutni dopamin zasi¢uje
receptore u nigrostriatalnom putu, ali ne i u mezolimbi¢kom dopaminskom putu, $to
dovodi do redukcije sporednih motornih efekata?.

Razlike izmedu prve i druge generacije antipsihotika su*:

1. tipi¢ni antipsihotici deluju kao antagonisti dopaminergickog sistema, dok
atipi¢ni antipsihotici pored dopaminskih blokiraju 1 serotoninske receptore
(antagonisti dopaminskog D2 receptora i serotoninskog 5HT2a receptora).
Takode, klozapin i ziprasidon koji spadaju u drugu generaciju antipsihotika
predstavljaju parcijalne agoniste za serotoninske 5HT1a receptore?®2®, sto
znaci da nije samo D2/5HT2a mehanizam ukljucen u le¢enje Sizofrenije.

2. Atipicni  antipsihotici  jace  blokiraju  dopaminske receptore u
mezokortikolimbi¢kom delu mozga, koji je odgovoran za nastajanje
Sizofrenije, a u manjoj meri blokiraju dopaminske receptore u striatumu, koji
su odgovorni za pojavu EPS-a.

3. Atipicni antipsihotici deluju na negativne i kognitivne simptome Sizofrenije

Sto povecava terapeutski efekat ovih lekova.

lako ispoljavaju niz prednosti u odnosu na tipicne antipsihotike, atipicni
antipsihotici izazivaju 1 neZeljene efekte kod pacijenata, poput endokrinoloskih,
hematoloskih, oftamoloskih, metabolickih i drugih poremeéaja®’. To je dovoljan razlog

da se i dalje traga za novim antipsihoticima kao §to je aripiprazol (1).

Ovaj lek klasifikuje se kao treca generacija antipsihotika. Deluje kao parcijalni agonist,
kako na dopaminske D2, tako i na serotoninske 5HT1a receptore®, a agonisticko
dejstvo ispoljava na 5HT2a receptore®®. Smatra se ligandom koji ima dvojne,
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agonisticke i antagonisticke osobine. Sa klinickog stanovista ovakvi lekovi mogu da
umanje stimulaciju receptora kada su prisutne velike koli¢ine endogenog liganda (u
ovom slucaju dopamina 1 serotonina), ili da izazovu Zeljenu stimulaciju receptora
ukoliko su prisutne male koli¢ine endogenog liganda. Zahvaljuju¢i ovoj osobini

aripiprazol deluje na pozitivne, negativne i kognitivne simptome $izofrenije?,

Novija istrazivanja vezana za bolesti CNS sistema ukazuju na to da su serotoninski
SHT7 receptori ukljueni u mehanizam leCenja negativnih i kognitivnih simptoma
Sizofrenije 1 pretpostavlja se da potencijalni antipsihotici nove generacije treba da deluju

kao agonisti na ovu klasu receptora®®3!

HN

o

1

Bifeprunoks (2) je po svojim farmakoloskim osobinama slian aripiprazolu, ali je
njegovo testiranje prekinuto 2009. godine u trecoj fazi klini¢kog ispitivanja zbog male
efikasnosti i nezeljenih propratnih efekata®*®3. Konstante vezivanja aripiprazola i

bifeprunoksa za dopaminske D2 i serotoninske SHT receptore su date u Tabeli 23234,

11



:
-0

2

Tabela 2. Konstante vezivanja (Ki) aripiprazola i bifeprunoksa za D2, 5HT1a i

S5HT?2a receptore
D2 5HT1la 5HT2a 5HT6 S5HT7
Antipsihotik
Ki (nM)
Aripiprazol 1,8 10,3 9,6 90 26,2
Bifeprunoks 2,2 9,3 - - -

Brekspiprazol [OPC 34712] (3) je novi atipi¢ni antipsihotik odobren od strane
FDA u julu 2015. godine®, za leGenje Sizofrenije. Kao potencijalni antidepresiv nalazi
se u treéoj fazi klinickog ispitivanja®®. Druga faza testiranja ovog liganda kao
potencijalnog leka za leCenje poremecaja paznje usled hiperaktivnosti (ADHD) je
zavrSena. Spada u grupu parcijalnih agonista dopaminskog D2 (0,35nM) i
serotoninskog 5HT1a (0,09 nM) receptora, dok je antagonist 5SHT2a receptora (3,8

nM)37’38.
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Mazapertin (4) je antipsihotik razvijen od strane kompanije Johnson & Johnson, ali je
njegovo Klinicko testiranje prekinuto. Ispoljava antagonisticko delovanje na D2

receptorima( Ki=2,2 nM) i agonisti¢ko na SHT1a receptorima (Ki=1,7 nM)*?,

PF-00217830 (5) je sintetisan po ugledu na aripiprazol, ali za razliku od njega,
PF-00217830 je nesto jaci parcijalni agonist za D2 (Ki=0.8 nM), SHT1a (Ki =3,7 nM) i
antagonist za SHT2a (0,14 nM) receptore. U preklinickim testovima je pokazao bolje

antipsihoticke osobine od aripiprazola, ne indukuje pojavu katalepsije, a u minimalnim
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efektivnim dozama (MED) ne izaziva pojavu EPS sindroma. U februaru 2008. godine je
uSao u drugu fazu klinickog ispitivanja, ali je u septembru 2010. godine istrazivanje

prekinuto®.

Iz

Kariprazim (6) spada u grupu antipsihotika koji deluju kao parcijalni agonisti na
dopaminske D2, D3 i serotoninske 5HT1a receptore *°. Razvijen je od strane madarske
farmaceutske kompanije Gideon Rihter*’. Jedan je od novijih lekova odobrenih za
upotrebu od strane FDA (17.09.2015)*, dok je kao potencijalni antidepresiv prosao

drugu fazu klini¢kog ispitivanja*?.

H3C\N4{O N —\ N

| Cl

Oksipertin (7) spada u grupu lekova koji se koriste u leCenju simptoma

Sizofrenije 1 depresije.
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2.1.1.1. Arilpiperazinski derivati kao potencijalni antipsihotici

Ligandi koji poseduju meSovitu dopaminergi¢ko/serotonergicku aktivnost su u
fokusu istrazivanja, kako zbog benefita koji imaju na sva tri simptoma Sizofrenije, tako i

zbog redukovanih nezeljenih efekata u odnosu na prve dve generacije antipsihotika.

Istrazivacka grupa iz Brazila je tragaju¢i za potencijalnim ligandom koji bi
posedovao svojstva sli¢na aripiprazolu (1) i bifeprunoksu (2) sintetisala jedinjenje
LASSBI0-579 8, koje predstavlja tzv. "lead" jedinjenje. Ovakva jedinjenja pokazuju
odgovarajucu biolosku aktivnost, ali je neophodna dalja modifikacija strukture u cilju
optimizacije aktivnosti, selektivnosti, fizickih 1 hemijskih osobina itd. U konkretnom
slucaju jedinjenje 8 je imalo ogranicenu bioraspoloZivost (procenat primenjene doze
leka koji u neizmenjenom obliku dospeva u krvotok). Modifikacijom biarilnog dela
liganda 8, ovaj problem je prevaziden, dobijeno je jedinjenje 9 koje poseduje visok
afinitet ka D2 (70 nM) i 5HT1a (60 nM) receptorima, a znatno nizi prema SHT2a
receptorima. Oba liganda su ukljuéena u in vivo ispitivanja na zivotinjama i pokazali su

se kao moguéi kandidati za leenje pozitivnih simptoma §izofrenije®.
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8: R=Cl
9: R=F

U pojedinim istrazivanjima su arilpiperazinski ligandi dugog niza (LCAP)
prepoznati kao strukturni motiv koji ima velikog udela u vezivanju za dopaminske i
serotoninske receptore**. Kod njih je arilpiperazinski deo, preko alkil niza vezan za
amid ili imid *°. Vodeni ovim rezultatima indijska istrazivacka grupa sintetisala je serije
arilpiperazina dugog niza koji su podvrgnuti preliminarnim in vivo testovima za
odredivanje antipsihotickih osobina liganda. Iz ove serije jedinjenja izdvojili su se
jedinjenje 10, koje je pokazalo veliku sli¢nost sa standardnim antipsihoticima, posebno

sa risperidonom?® i jedinjenje 11%.

H,CO

10
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11

Pawel Zajdel i saradnici su 2012. godine sintetisali jedinjenje 12. Ono poseduje
mesovitu dopaminergic¢ko-serotonergi¢ku aktivnost, a u in vivo testovima je ispoljilo

antipsihoti¢ka, antidepresivna i anksioliti¢ka svojstva®'.

_NC>1 / )

12
U nastavku ispitivanja veze izmedu strukture 1 bioloske aktivnosti liganda, Zajdel i
saradnici su sintetisali seriju hinolinskih i izohinolinskih analoga aripiprazola. 1z cele
serije, kao potencijalni antipsihotik i antidepresiv izdvojilo se jedinjenje 13 sa visokim

afinitetom za D2 receptore Ki=8 nM, dok je on neSto nizi za serotoninske receptore i

iznosi Ki=59 nM za 5HT1a, Ki=90 nM za 5HT?2a i Ki=21 nM za 5HT7%.
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13

Ista istraZivacka grupa sintetisala je seriju arilpiperazinskih derivata dugog niza
8-aminopurin-2,6-diona. Vecina jedinjenja je pokazala meSovitu dopaminergicko-
serotonergicku aktivnost. U in vivo testovima su se kao potencijalni antipsihotici
izdvojila dva jedinjenja 14 i 15. Jedinjenje 14 je agonist D2 (Ki=5+1 nM) i 5HT2a
(Ki=36x4 nM) receptora, dok je 15 parcijalni agonist D2 (Ki=3+1 nM) i 5HTla
(Ki=8+1 nM) receptora i antagonist 5HT2a (Ki=47+6 nM) receptora*,

P4

_°>\;N/ f v
EY{ZMJ 1
9

14: n=2, R,= H, R,=Cl, R;=Cl
15: n=3, R,=OCH,, R,=H, Ry=H
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Moller i saradnici su sintetisali seriju 1,4-disupstituisanih arilpiperazina sa
razli¢itom duzinom linkera izmedu heterocikli¢nog (glave) i arilpiperazinskog dela
molekula (repa). U svom radu su koristili CoMFA analizu koja im je pomogla da
predvide bioloske aktivnosti sintetisanih liganada. Jedinjenja 16, 17 i 18 pokazuju visok
afinitet vezivanja za humane D2 (hD2, i hD2s), 5HT?2a receptore i 5HT1a receptore
izolovane iz mozga svinje (pSHT1a), Sto ih svrstava u red potencijalnih antipsihotika.
Konstante vezivanja ovih liganada za pojedine klase dopaminskih i serotoninskih

receptora date su u Tabeli 3%°.

R4

16: n=2, R,=Cl, R,=Cl, Ry=H
17: n=3, R,=Cl, R,=Cl, R,=H
18: n=4, R1=C1, R2=C1, R3=H

Tabela 3. Konstante vezivanja (Ki) jedinjenja 16,17 i 18 za pojedine klase

receptora
hD2 hD2s p5SHT1a h5HT?2a
Ligand
Ki (nM)
16 22 10 0,99 7,1
17 130 54 20 53
18 23 7,3 3,3 0,64
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Poljski istrazivaci, na c¢elu sa Zajdel-om, su sintetisali seriju od 15
N-(arilpiperazinilalkil)acetamidnih derivata 1,3- i 3,7-dimetil-1H-purin-2,6(3H,7H)-
diona i ispitali njihov farmakolos8ki profil. 1z cele serije izdvojila su se jedinjenja 19 i
20. Pokazuju visok afinitet vezivanja za D2 i 5SHT6 receptore, poput aripiprazola (1),
Sto ih svrstava u grupu potencijalnih antipsihotika, ali su neophodna dalja in vivo

testiranja ovih liganada®,

Me
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2.1.2. Antidepresivi

Depresija, manija i anksioznost su poremecaji na nivou CNS, koji se javljaju

prilikom promena nastalih u neurotransmisiji serotonina, dopamina i norepinefrina®.

Depresija spada u tzv. unipolarne afektivne poremecaje, dok se pod bipolarnim
afektivnim oboljenjem podrazumeva oblik kod kojeg se ispoljavaju i depresija i manija.
Depresivno raspolozenje karakteriSe povlacenje bolesnika u sebe, nesanica, gubitak
apetita, pesimizam, usporeni misaoni tok, osecaj beznada i bespomocnosti. Svake
godine, nazalost, sve veci broj ljudi u svetu oboleva od ovog psihickog poremecaja, pa
se u skladu sa tim u velikim farmaceutskim kompanijama izdvajaju znatna novcana
sredstva za sintezu i testiranje jedinjenja koji bi se mogli pokazati kao potencijalni

lekovi u le¢enju simptoma depresije tzv. antidepresiva.

Prva generacija antidepresiva koja je bila primenjena u klinickoj praksi su bili
neselektivni inhibitori monoaminooksidaze (MAO), ali i antagonisti 5HT1a receptora.
MAO oksidaza je enzim koji zapocinje oksidativnu deaminaciju kateholamina
(serotonina, dopamina i noradrenalina). Lociran je na spoljasnjoj membrani
mitohondrija eukariotskih celija. Postoje dva tipa enzima, MAO A 1 MAO B, koji se
razlikuju, izmedu ostalog 1 prema afinitetu ka supstratu. MAO A razgraduje
norepinefrin i serotonin, dok MAO B ima ve¢i afinitet ka dopaminu®. Antidepresivi
koji pripadaju prvoj generaciji (imipramin, amitriptilin itd.) su ispoljavali niz nezeljenih
sporednih efekata, od kojih su neki bili 1 fatalni po pacijente, pa su kao takvi izbaceni iz

upotrebe. Na Slici 5 prikazane su hemijske strukture antidepresiva prve generacije.
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Slika 5. Hemijske strukture pojedinih antidepresiva prve generacije

Drugoj generaciji antidepresiva pripadaju lekovi iz grupe selektivnih inhibitora
preuzimanja serotonina i iz grupe selektivnih inhibitora MAO A. USli su u upotrebu
osamdesetih godina XX veka. Ispoljavali su niz nezeljenih sporednih efekata, ali u
manjoj meri nego prva generacija. Hemijske strukture pojedinih antidepresiva druge

generacije dat je na Slici 6.

22



OCH;

N NH,
N
F3;C
AN
CHs
. . fluvoksamin
mianserin
FsC
(6]
CHj;
N
H
fluoksetin
— N\ J
: N\_/N _\_/N
Cl
trazadon

Slika 6. Hemijska struktura antidepresiva druge generacije

Trazadon pripada drugoj generaciji antidepresiva, a po hemijskoj strukturi

pripada grupi arilpiperazina.
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Nefazodon (21) je odobren za lecenje depresije 1994, ali je devet godina kasnije

povuden sa trzista zbog ostecenja jetre koje je izazivao kod pacijenata®>4,

Cl

N/_\N
N/N

N

21

Flesinoksan (22) je potencijalni antidepresiv koji po hemijskoj strukturi spada u
grupu heteroaril-piperazina. Agonist je 5HT1a receptora ( Ki=1,7 nM)® i rezultati prvih
klinickih ispitivanja su pokazali da su sporedni efekti koje ispoljava prihvatljivi, ali su
ipak odlukom menadzmenta farmaceutske kuce klinicka istrazivanja ovog leka

prekinuta®®.

HN‘\;N /—\ N
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2.1.2.1. Arilpiperazinski derivati kao potencijalni antidepresivi

Jedinjenje 23 je na osnovu dobijenih rezultata u in vitro i in vivo testovima

prepoznato kao potencijalni antidepresiv od strane indijske istrazivacke grupe na ¢elu sa

Mahesh-om®’.

23

Ista istrazivacka grupa je sintetisala i ispitala antidepresivna svojstva jedinjenja

24 i ono se takode, pokazalo kao potencijalni antidepresiv®e.

COOH
\
= /ﬁ
N N
(A
24

Partyka je sa saradnicima sintetisala seriju derivata 7-fenilpiperazinilalkil-1,3-
dimetil-purin-2,6-diona iz koje su se kao potencijalni antidepresivi izdvojila jedinjenja
25 i 26%.
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25: n=4
26: n=5

Ista istrazivacka grupa je sintetisala jedinjenja HBK 14 (27) i HBK 15 (28), koje je na
osnovu in vitro i in vivo testova okarakterisala kao potencijalne antidepresive. In vitro testovima

je ustanovljeno da su oba jedinjenja antagonisti 5HT1a i 5SHT7 receptora®.

/\/O\/\
o N/ﬁ
R CH, k/N
H,CO
27:R=Cl
28: R=CH,

Kubacka je sa saradnicima odredila farmakoloski profil prethodno sintetisane
serije 1-[(fenoksi)alkil]-4-(2-metoksifenil)piperazinskih derivata i na osnovu dobijenih
rezultata odabrane su supstance koje su ispitane u in vivo testovima. Kao potencijalni

antidepresiv izdvojilo se jedinjenje 29. Okarakterisano je kao parcijalni agonist za
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5HT1a (Ki= 0,5 nM), antagonist za 5HT2a (138,5 nM) receptore, a pokazuje i visok
afinitet ka 5SHT7 (Ki=34 nM) receptorima .

OCH,

S

CHj;
29

2.1.3. Arilpiperazinski derivati kao potencijalni lekovi za leCenje Parkinsonove
bolesti

Parkinsonova bolest (PD) je dobila naziv po Londonskom Ilekaru Dzejmsu
Parkinsonu koji je prvi opisao njene simptome u svojoj monografiji, krajem 19. veka.
Bolest karakteriSu tremor (drhtanje), rigiditet (ukocenost) 1 bradikinezija
(nevoljni pokreti). Primarni uzrok njenog nastanka je progresivna degeneracija
dopaminergickih neurona u pars compacta supstantiae nigrae delu mozga. Obzirom da
etiologija bolesti nije dovoljno poznata, pretpostavlja se da na razvoj PD takode uticu
oksidativni stres i bolesti mitohondrija. Ovaj proces je spor i po¢inje godinama pre nego
Sto prvi simptomi bolesti budu vidljivi. L-dopa (30) je jedan od najzastupljenijih lekova
za leCenje PD, ali dugoro¢no koriS¢enje dovodi do progresivnog razvoja diskinezije

(nevoljni pokreti)®?.
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Slika 7. Hemijske strukture lekova koji se koriste u lecenju Parkinsonove bolesti.
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Pored kori$¢enja L-dope (30) kao prekursora dopamina u organizmu, trenutno se lecenje
PD sprovodi koris¢enjem agonista D2 receptora kao i inhibitora monoamin oksidaze B i
katehol-O metil transferaze. Hemijska struktura lekova koji se koriste u leCenju PD data
je na Slici 7. Ovakvom terapijom se leCe samo simptomi bolesti, ali ne i uzrok.
Neophodno je da pored agonistickog dejstva na D2 receptore ligandi koji su potencijalni
lekovi poseduju i neuroprotektivno dejstvo kako bi se sprecilo propadanje
dopaminergickih neurona. Novija istrazivanja ukazuju da stimulacija serotoninskih
SHT1a receptora pomaze u leCenju PD i da je kljucan faktor za razvoj nove generacije
lekova. Oc¢ekuje se da bi ovi lekovi smanjili pojavu sporednih efekata poput diskinezije,
a verovatno bi i smanjili pojavu depresije i anksioznosti, kojima su skloni oboleli od
PD?*,

Piribedil (31) je komercijalno dostupan lek koji se koristi u leCenju simptoma
Parkinsonove bolesti. Lek je parcijalni agonist dopaminskih D2 (pKi=6,9 nM) i D3
(pPKi= 6,6 nM ) receptora, a agonist 5HT1a receptora (pKi=6,4 nM)*%3,

31
Holding je sa saradnicima sintetisao i ispitao seriju piperazina, piperidina i

tetrahidropiridina kao potencijalnih lekova za PD iz koje se na osnovu rezultata

dobijenih u in vitro i in vivo testovima izdvaja jedinjenje 32%4.
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Jedinjenje 33 je agonist D2 (Ki=16,4+2,8 nM) i D3 (Ki=1,15+0,19 nM)
receptora i u in vitro testovima ispoljava neuroprotektivno dejstvo u slucaju tretiranja

¢elijske linije PC12 neurotoksinom 60HDA. U in vivo testovima se pokazao kao
potencijalni lek za PD®°.
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2.2. Modelovanje D2 receptora

2.2.1. Znacaj modelovanja i proces homologog modelovanja

Poznavanje trodimenzionalne strukture proteina je veoma bitan faktor u

proucavanju mehanizma dejstva receptora sa drugim molekulima. Trodimenzionalnu
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strukturu proteina je mogucée odrediti kristalografskom analizom. proteina Podaci o do
sada odredjenim 3D strukturama proteina dostupne su preko Protein Data Bank (PDB)
baze podataka. Do 29.08.2016. godine ova baza je sadrzavala 121.953 (krajem 2008.
godine ovaj broj je iznosio 54559) kristalnih struktura proteina i DNK,

Medjutim, nije uvek moguce odrediti 3D strukturu proteina kada je kristalna struktura

nedostupna, pa je tada neophodno pribec¢i modelovanju receptora.

Postoje dva pristupa modelovanju GPCR receptora: homologo i indirektno

modelovanje.

Za homologo modelovanje neophodno je da postoji visok stepen homologije
izmedu proteina koji se modeluje i proteina koji sluzi kao matrica (pripadaju istoj klasi
receptora), a ¢ija je 3D struktura odredena putem kristalografske analize. Ova metoda se
bazira na pretpostavci da ¢e homologi delovi primarne strukture formirati istovetne
motive sekundarne strukture, a u zavisnosti od stepena homologije izmedu matrice i

modela, zauzimace i sli¢ne polozaje u tercijarnoj strukturi

Proces homologog modelovanja proteina nepoznate strukture i proteina Ciju

primarnu strukturu imamo, se sastoji iz nekoliko koraka®®:

- Odreduje se homologija primarne strukture nepoznatog proteina i proteina Ciju
strukturu imamo (matrica): sekvenca proteina nepoznate trodimenzionalne strukture,
unosi se kao upit 1 vr$i se pretrazivanje baze podataka proteina €ija je trodimenzionalna
struktura poznata. Rezultat upita je stepen slicnosti u primarnoj strukturi ovih proteina.
U tu svrhu se koriste ratunarski programi poput FASTA® i BLAST®. Sto je stepen
slicnosti u primarnoj strukturi proteina veéi, to je modelovanje preciznije. Odabrani
homolog ili homolozi poznate trodimenzionalne strukture se koriste kao matrice za

razvoj nepoznate 3D strukture proteina.
Koraci u modelovanju nepoznate 3D strukture su slede¢i:

- Vrsi se poravnavanje primarne strukture nepoznatog proteina i matrice: ovaj korak
podrazumeva da se dve ili viSe sekvenci poravnaju trudeci se da Sto viSe amino kiselina
(A.K.) iz jedne sekvence poklapa po svom poloZzaju sa istim ili srodnim A.K. iz druge

sekvence. Za odredivanje kvaliteta poravnanja koriste se 20x20 matrice u kojima je
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brojem vrednovana mogucénost da se jedna A.K. u sekvenci nade na mestu gde se nalazi

druga A.K. u sekvencama koje se koriste kao matrice.

- Identifikovanje evoluciono ocuvanih (SCR, Structure Conserved Region) i strukturno
varijabilnih (SVR, Structure Variable Region) regiona: nakon $§to su poznate strukture
poravnate, one se ispituju kako bi se pronasli regioni sa evoluciono ocuvanim
domenima 1 modeluje se struktura proteina u tim zonama. SCR zone je teze
identifikovati uz pomo¢ samo jedne matrice. Ove zone se nalaze uglavnom na mestima
u proteinu gde je definisana sekundarna struktura oa-heliksa ili f-nabrana struktura.
a-Heliksi ili f-nabrana struktura teze da u celoj familiji proteina zauzimaju iste ili slicne
relativne pozicije. S druge strane SVR se obi¢no nalaze na povrSini proteina i grade
intracelularne 1 ekstracelularne petlje. Modelovanje SVR je veéi problem od
modelovanja SCR, jer se radi o petljama nedefinisane strukture u kojima dolazi do
brojnih umetanja ili brisanja A.K. ostataka koji dodatno komplikuju ve¢ slozen posao
modelovanja. Postoji nekoliko poznatih metoda za generisanje petlji®®. Svi SVR su
uglavnhom daleko od optimalne geometrije, pa se njihova struktura optimizuje
minimalizacijom energije, da bi se izbegle sterne smetnje i relaksirale konformacije

petlji.

- Generisanje koordinata za SCR proteina nepoznate prostorne strukture na osnovu
poznate 3D strukture: kada se utvrdi slicnost izmedu referentnog i modelovanog
proteina moguce je dodeliti koordinate za SCR. Za ovo dodeljivanje koordinata se kao
polazne tacke koriste koordinate proteina poznate strukture. U segmentima sa
identicnom strukturom prenose se sve koordinate aminokiselina, dok se u delovima koji

se razlikuju prenose samo koordinate osnovnog lanca.

- Generisanje konformacija bo¢nih ostataka: ovaj korak je sloZeniji od prethodnog koji
podrazumeva generisanje osnovnog lanca proteina, jer bo¢ni lanci imaju jedan ili vise
stepena slobode i u prostoru mogu zauzimati velik broj energetski dopustenih
konformacija. Pri generisanju konformacije bo¢nih ostataka, polazi se od pretpostavke
da u homologim modelima identi¢ni ostaci zauzimaju sliéne konformacije. Kada je
boc¢ni lanac aminokiseline u proteinu duzi od bo¢nog niza u matrici, neophodno ga je
postaviti u konformaciju koja onemogucuje nepovoljne interakcije sa susednim bocnim

ostacima. Postoji viSe metoda za predvidanje konformacije 1 koordinata bo¢nih ostataka
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u modelu, pri ¢emu je neophodno koordinate osnovnog lanca proteina drzati
nepromenjenim. Bez obzira na to koji metod modelovanja proteina primenimo,
potrebno je precistiti dobijenu strukturu, kako bi se uklonile sterne smetnje. Da bi se
uklonile sve sterne smetnje potrebno je na modelu identifikovati bocne ostatke sa
nepovoljnim Van Der Valsovim interakcijama. U ovoj fazi je neophodno model

ogranicenja koja ¢e saCuvati strukturu modela.

- Optimizacija modela: kod proteina dobijenih homologim modelovanjem, potrebno je
dodatno optimizovati geometriju molekula, da bi atomi postavljeni na kristalne
koordinate matrice podesili svoj polozaj na neke nove energetski povoljnije polozaje
koji su blizi njithovim nativnim stanjima. U tu svrhu se koriste algoritmi za
minimalizaciju energije. Kada je model proteina napravljen upotrebom homologog
modelovanja i njegova geometrija optimizovana, vazno je proveriti njegov kvalitet i
pouzdanost. Kvalitet 3D strukture modelovanog proteina najviSe zavisi od tacnosti
kristalne strukture matrice, ali na njega utiu i stereohemijska ta¢nost modela, kvalitet
pakovanja aminokiselinskih ostataka unutar proteina, kao i pouzdanost prostornog
savijanja. Svi ovi parametri se proveravaju odredenim racunarskim tehnikama, poput

Ramachadranovog dijagrama.

Indirektno modelovanje se koristi kada nema polazne matrice, pa se mesto
vezivanja receptora procenjuje na osnovu razli¢itog afiniteta liganada prema receptoru 1
ovaj nacin modelovanja koristi se kada u bazi podataka nemamo odgovarajucu

homologu stukturu.

2.2.2. Hronologija modelovanja D2 receptora

Jedan od prvih modela mesta vezivanja dopamina u dopaminskom D2 receptoru
predlozZili su Sheppard i Burghardt. Model su formirali proucavaju¢i vezu izmedu
strukture 1 aktivnosti raznih agonista D2 receptora. Prvi su ukazali na vaznost

udaljenosti m-OH grupe i azota kod dopaminskih agonista, kao i na prisustvo
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hidrofobnog dela receptora koji intereaguje sa 2-fenil i N-alkil derivatima kateholske

funkcije’.

Analizirajuéi strukture velikog broja analoga dopamina Grol je sa saradnicima
dao predlog topografije mesta vezivanja dopamiskih receptora (Slika 8)"*. Dosli su do
zakljucka da je pretpostavljeno mesto vezivanja OH grupe najbitniji faktor u vezivanju

aromati¢nog jezgra.

P hidrofobni -

Slika 8. Grolov model mesta vezivanja D2 receptora '

Phillip Seeman je pocetkom osamdesetih godina proslog veka, uporedio
strukture velikog broja agonista D2 receptora sa njihovom aktivno$¢u i na osnovu
dobijenih rezultata opisao osobine koje ligand mora da poseduje kako bi bio
potencijalni agonist za ovu klasu receptora:

1. U Seeman-ovom modelu D2 receptora, agonist mora da poseduje
hidroksilnu grupu (ili neku drugu grupu koja moze da nagradi vodoni¢nu

vezu) koja po poloZaju odgovara meta OH grupi u dopaminu.

2. Pozeljno je, ali nije neophodno, da poseduje i drugu hidroksilnu grupu, koja

po polozaju odgovara para OH grupi u dopaminu.
3. Neophodno je da protonovani atom azota bude udaljen oko 0,6 A od ravni
aromati¢nog prstena i oko 7,3 A od grupe koja gradi vodoni¢nu vezu.

4. Veli¢ina i oblik molekula uti¢u na vezivanje za D2 receptore 2.
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Neumeyer i saradnici su analizirali ve¢i broj apomorfinskih derivata i pretpostavili
su da je udaljenost od 6,5-7,3 A izmedu protonovanog azota i fenolne grupe znacajna
karakteristika D2 agonista. Zakljucili su i da u mestu vezivanja kateholska funkcija
reaguje sa boCnim ostacima amino Kkiselina, a protonovani azot sa negativno

naelektrisanim aminokiselinskim ostacima na povrsini receptora (Slika 9)3.

" “vezivanja
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o pa A M3 tercijarno mesto ::gz« &35

et : Vi %
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(-) N-n-propilnorapomorfin (+#) N-n-propilnorapomorfin

D receptor

Slika 9. Interakcija DA agonista sa dopaminskim receptorima po Neumeyer "

Novi pravac u modelovanju D2 receptora pojavio se 90-tih godina proslog veka,
kada je Henderson sa saradnicima publikovao prvu 3D strukturu bakteriorodopsina’™.
Ovo je prvi protein sa sedam transmembranskih domena (hidrofobni domeni sa oko
20-25 aminokiselinskih ostataka, koje grade transmembranske o-helikse, povezanih

preko intracelularnih i ekstracelularnih petlji) kojem je odredena kristalna struktura.

Nakon ovog otkri¢a Dahl 1 saradnici su konstruisali model dopaminskog D2

receptora postavljajuéi sledeée hipoteze’:

1. Transmembranski domeni dopaminskog D2 receptora su a-heliksi. Ova tvrdnja
oslanja se na rezultate ranijih istraZzivanja. Naime, izraCunavanje hidrofobnosti
polipeptida ukazuje na postojanje sedam transmembranskih heliksa (poznata
karakteristika GPCR)®. S obzirom da cela familija GPCR proteina, pa i D2
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receptor deli homoloske slicnosti sa bakteriorodopsinom, moze se pretpostaviti

da je 1 D2 receptor izgraden od sedam transmembranskih a-heliksa.
2. Svaki transmembranski a-heliks se sastoji od 27 amino kiselina.

3. Transmembranski segmenti GPCR familije su slicni po aminokiselinskom

sastavu.

4.Najpolarniji delovi polipeptidnog niza transmembranskog domena ¢ine aktivni

centar receptora.
5. Proteini koji pripadaju GPCR familiji imaju zajedni¢ko mesto vezivanja liganda.

Svi naredni modeli dopaminskog D2 receptora se baziraju na ovim pretpostavkama
koje su podlozne manjim ili veéim izmenama. Na Slici 10 je prikazano sedam
transmembranskih heliksa. Boc¢ni ostaci A.K. klju¢nih za vezivanje liganda u D2

receptoru su dati u unutra$njosti receptora.

Slika 10. 3D model D2 receptora po Dahlu i saradnicima "
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Grupa Marte Teeter je vecinu istrazivackog rada posvetila modelovanju
dopaminskih receptora. NajvisSe uspeha su imali u formiranju 3D strukture D2
receptora’’. Njihov model se bazirao na strukturi bakteriorodopsina. Trudili su se da
naprave idealne helikse, pa su pored mapiranja primarne sekvence A.K. dopaminskog
D2 receptora na kristalnu strukturu bakteriorodopsina, koristili i indeks hidrofobnosti
pojedinih A.K. kako bi ih orijentisali prema unutrasnjosti ili spoljasnjosti heliksa. U
procesu modelovanja koris¢eni su samo A.K. ostaci za koje se pretpostavilo da grade 7
transmembranskih heliksa. Kako tada nisu postojale informacije o ekstracelularnim i
intracelularnim petljama njih su uklonili iz modela. Zatim su koriste¢i indeks
hidrofobnosti i orijentaciju A.K. u heliksima dobili dijagram hidrofobnih i hidrofilnih
interakcija koje se javljaju medu heliksima. Dobijene rezultate su uporedili sa
interakcijama prisutnim na bakteriorodopsinu 1 na taj nacin odredili mogu¢ prostorni
raspored heliksa u D2 receptoru. Slede¢i korak u formiranju 3D modela je bio da se na
dobijeni raspored heliksa dopaminskog receptora mapiraju evolutivno ocuvane A.K.
prisutne u bakteriorodopsinu, polaze¢i od pretpostavke da njihovi bo¢ni ostaci moraju
zauzimati isto mesto u oba receptora. Dodavanjem i drugih A.K. oko evolutivno

ocuvanih ostataka formirali su pojedinacne helikse.

Prema autorima, agonisti se vezuju za ovaj model normalno u odnosu na ravan
membrane i formiraju vodoni¢ne veze sa bo¢nim ostacima Ser 141 (5.43) i Ser 144
(5.46). Istovremeno se formira i soni most sa Asp86 (3.32). Pored ovih A.K. mesto
vezivanja ligand-receptor definisano je i prisustvom slede¢ih amino kiselina: Phe 82
(3.28), Cys 90 (3.36), Trp 115 (4.50), Ser 118 (4.53), Ser 122 (4.57), Phe 145 (5.47),
Trp 182 (6.48), Phe 185 (6.51), Phe 186 (6.52).

Za razliku od agonista, antagonisti se u aktivhom mestu receptora vezuju
paralelno u odnosu na ravan membrane. Ovom prilikom pored vodoni¢nih veza sa Ser
194 (5.43) 1 Ser 197 (5.46) i sonog mosta sa Asp 86 (3.32), ligandi ostvaruju i

n-1 interakcije sa aromatiénim bo¢nim ostacima Phe 145 (5.47) i Phe 186 (6.52).

Ovaj model je nekoliko puta modifikovan u skladu sa dobijenim
eksperimentalnim podacima i drugim predlozenim modelima D2 receptora. Jednu od
modifikacija ovog modela uradila je i istrazivacka grupa na &elu sa Soskicem i

saradnicima’®, kada je sintetisala i uradila biolosku karakterizaciju dve serije jedinjenja:
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1-benzil-arilpiperazina i 1-(2-feniletil)-arilpiperazina. Doking analiza ovih jedinjenja
radena je na modelu receptora koji je predlozila grupa Marte Teeter. Rezultati doking
analize su pokazali da pored amino kiselinskih ostataka koje definiSu mesto vezivanja u
modelu Marte Teeter, ligandi mogu da nagrade i aromati¢ne edge-to face interakcije sa
aminokiselinskim ostacima Phe 178 (6.44), Trp 182 (6.48) i Tyr 216 (7.58). Prostor
ogranicen ovim aminokiselinskim ostacima je evoluciono ocuvan u nekim klasama G

kuplovanih proteina.

Javitch je sa saradnicima eksperimentalno potvrdio da se navedene A.K. nalaze
u aktivnom mestu vezivanja’ 881 Oni su dali jedan od najdetaljnijih modela mesta
vezivanja dopaminskih D2 receptora i u tu svrhu su koristili afinitetno obelezavanje,
mutaciju jedne amino Kkiseline (point mutation) i substituted-cysteine accessibility
method (SCAM) za odredivanje A.K. koje grade vezivno mesto receptora. Najveci
doprinos od gore pomenutih ima SCAM metoda. Sastoji se iz nekoliko koraka. U
prvom koraku, bo¢ni ostatak koji se ispituje se mutira u cistein. Drugi korak je provera
dobijene mutirane strukture. Ukoliko je afinitet vezivanja liganda za mutiranu strukturu
slican afinitetu vezivanja za nemutirani receptor, zna¢i da uvodenje mutacije nije
narusilo tercijarnu strukturu proteina. Tre¢i korak podrazumeva dodavanje specifi¢nog
reagensa, metantiosulfonata, koji je po svojoj veli€ini slican molekulu dopamina. Ovaj
molekul reaguje sa sulfidnim grupama cisteina u mestu vezivanja dopaminskog D2
receptora. Nece reagovati sa sulfidnim grupama koje se nalaze u lipidnom dvosloju
membrane, jer je za odigravanje reakcije neophodno prisustvo vode. Nakon Sto
metantiosulfonat izreaguje sa sulfidnim grupama u mestu vezivanja, odreduje se opet
afinitet vezivanja liganda za receptor. Smanjen afinitet vezivanja liganda za receptor
ukazuje na prisustvo mutiranog ostatka u vezivnom mestu, poSto je prisustvo

metantiosulfonata u vezivnhom mestu onemogucilo vezivanje liganda.

Prema Javitchev-om modelu aminokiselinski ostaci sa svih transmembranskih heliksa,
osim transmembranskog heliksa I, u¢estvuju u formiranju mesta vezivanja dopaminskog
D2 receptora. Vezivanje liganda pocinje formiranjem sonog mosta sa Asp 86 (3.32),
zatim od znacaja su i vodoni¢ne veze koje ligandi nagraduju sa Ser 141 (5.43) i Ser 144

(5.46). Hidrofobni dzep grade Phe 185 (6.51), Phe 186 (6.52) i Trp 182 (6.48).
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Sledeci znacajan korak u modelovanju GPCR dogodio se kada je Palczewski sa

saradnicima uspesno izolovao i odredio kristalnu strukturu govedeg rodopsina®,

Nakon S§to je Ballesteros sa saradnicima utvrdio da je slicnost izmedu
aminokiselinskih sekvenci i transmembranskih domena govedeg rodopsina i humanog
D2 veca nego izmedu bakteriorodopsina i humanog D2 receptora, njegova istrazivacka
grupa publikuje prvi model D2 receptora sa rodopsinom kao novom matricom za
homologo modelovanje D2 receptora®. Isto tako, A.K. koje ulaze u sastav aktivnog
mesta rodopsina su prepoznate i u humanom D2 receptoru, kao A.K. koje ¢ine aktivno
mesto receptora. Po ovom modelu Asp 114 (3.32) gradi soni most sa protonovanim
azotom, Ser 193 (5.42), Ser 194 (5.43), Ser 197 (5.46) reaguju sa m i p-OH grupom
kateholamina, dok aromati¢ni ostaci Phe 204 (5.47), Trp 386 (6.48), Phe 389 (6.51) 1
Phe 390 (6.52) formiraju klaster koji interaguje sa aromati¢cnim delom molekula.
Ballesteros je uocio i vaznu ulogu sekundarne ekstracelularne petlje u funkcionisanju

GPCR.

Nekoliko godina kasnije Hanson je sa saradnicima uspeo da odredi Kristalnu
strukturu p2-adrenergic¢kog receptora®, a neposredno nakon toga je ista grupa odredila

kristalnu strukturu adenozinskog A2A receptora®.

Wang je sa saradnicima iskoristio oba ova proteina kao template za homologo
modelovanje dopaminskih D2 receptora®. Kako bi validirali napravljeni model
receptora (Slika 11), Wang i saradnici su uradili doking za nekoliko derivata tetralina.
Rezultati dokinga su pokazali da je bo¢ni ostatak Asp 72 (3.32) zasluzan za formiranje
vodoni¢ne veze sa ligandima, a pored ove u formiranju aktivnog mesta vezivanja
ucestvuju jos§ Cetiri A.K.: Val 73 (3.33), Cys 76 (3.36), Leu 183 (7.34) i Phe 187 (7.38),

jer one ostvaruju nepolarne inerakcije sa ligandom.

Istrazivacka grupa na &elu sa Loza-om®, razvila je model dopaminskog D2
receptora koriste¢i kristalnu strukturu humanog 2-adrenergickog receptora kao matricu
za homologo modelovanje. Na predlozenom modelu je uraden doking derivata
butirofenona i pokazalo se da je neophodno da ligand ostvari interakciju sa Asp 114
(3.32) i sa najmanje jednim bo¢nim ostatkom Ser koji se nalaze u TM 5 [Ser 193 (5.42),
Ser 194 (5.43), Ser 197 (5.46)].
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Slika 11. Model D2 receptora prema Wang-u i saradnicima®® W-voda, L-lipidni dvosloj

Veoma bitan, ako ne i najbitniji momenat u modelovanju dopaminskog D2
receptora je publikovanje kristalne strukture dopaminskog D3 receptora od strane
Chien-a i saradnika®. Da bi uspesno dosli do kristalne strukture dopaminskog D3
receptora Chien i saradnici su modifikovali termalni kraj receptora i vec¢i deo trece
citoplazmaticne petlje (icl3), kako bi povecali njegovu termicku stabilnost. Receptor je
kristalisan u kompleksu sa dopaminskim antagonistom etiklopridom. Dopaminski D3
receptor se sastoji od sedam transmembranskih heliksa, §to je i pretpostavljeno
dotadasnjim modelima DA receptora. Deo Supljine dopaminskog D3 receptora je
blokiran zbog preplitanja heliksa V i VI, pa je prilaz aktivhom mestu vezivanja
kontrolisan od strane TM 1, II, lll, VII i druge ekstracelularne petlje (ecl2). Mesto
vezivanja ovog receptora sastoji se od ecl2/ecll kao i heliksa I, II, Ill, V i VII.

Etikloprid u mestu vezivanja ostvaruje ukupno 18 interakcija sa dopaminskim D3
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receptorom, $to je i prikazano na Slici 6. Atom azota u pirolidinskom prstenu formira
soni most sa Asn 114 (3.32). Pored ove interakcije aromati¢ni prsten u etiklopridu
ostvaruje interakcije sa hidrofobnim dzepom koji ¢ine Phe 345 (6.51), Phe 346 (6.52),
Val 189 (5.39), Ser 192 (5.42), Ser 193 (5.43), Val 111 (3.33) i lle 183 u
ekstracelularnoj petlji 2 (ecl2). Od ukupno 18 interakcija koje ligand ostvaruje sa D3
receptorom, njih sedamnaest je identicno interakcijama koje ostvaruje etikloprid sa D2
receptorom (Val 350 je lle u D2 receptoru). Na Slici 12 je takode prikazan soni most
(oznacen crvenom bojom), vodoni¢ne veze (oznacene plavom bojom) i hidrofobne
interakcije (oznacene sivom bojom). Rezultati doking analize duzih i voluminoznijih
molekula od etikloprida na D3 i D2 receptorima pokazali su da ovi molekuli ostvaruju i
dodatne interakcije sa aminokiselinskim ostacima u ekstracelularnim petljama 2 i 3 i da

se one razlikuju kod ova dva receptora, Sto dovodi do selektivnosti liganada.
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Slika 12. Hemijska struktura etikloprida i interakcije koje ostvaruje sa

dopaminskim D3 receptorom®

Uporedivanjem aminokiselinskih sekvenci dopaminskih D2 i D3 receptora

dobilo se preklapanje od 78%, §to je mnogo vise nego sa do tada koriS¢enim matricama.

S ciljem da identifikuju nove potencijalne antagoniste, Dash i saradnici su razvili
novi model D2 receptora koriste¢i dopaminski D3 receptor kao matricu®. Rezultati

doking analize ukazuju da je interakcija izmedu liganda 1 Asp 78 (3.32) klju¢na za
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vezivanje. Pored nje bitne su i hidrofobne interakcije koje ligand ostvaruje sa bocnim
ostacima Trp 350 (6.48), Tyr 372 (7.35) i Phe 375 (7.38). Dodatne interakcije ligand-
receptor ukljucuju sledeée A.K.: Val 79 (3.33), Val 154 (5.39), Phe 353 (6.51), Phe 354
(6.52) i Ile 358 (6.56) i lle 148 (ecl2).

Soriano-Ursua je sa svojom istrazivackom grupom uporedio nekoliko modela
dopaminskog D2 receptora koji su dobijeni koris¢enjem kristalnih struktura hp2AR
i A2A (publikovanih od strane Hansona i sar.88%) i dopaminskog D3 receptora
(publikovanog od strane Chien i sar®) kao matrica®, s ciljem da utvrdi sli¢nosti i
razlike medu njima. Rezultati doking analize testiranih liganada su pokazali da svi oni
ostvaruju interakcije sa Asp 114 (3.38). Ako ligand u svom sastavu sadrzi kateholsku
funkciju, OH grupe ¢e nagraditi vodoni¢ne veze sa Ser 193 (5.42), Ser 194 (5.43) i Ser
197 (5.46). Hidrofobni dZzep mogu da formiraju bo¢ni ostaci slede¢ih A.K.: Phe 110
(3.28), Leu 113 (3.31), Val 115 (3.33), Met 117 (3.35), Phe 189 (5.38), Val 190 (5.39),
Phe 382 (6.44), Trp 386 (6.48), Phe 389 (6.51), Phe 390 (6.52), His 393 (6.55), Thr 412
(7.39), Trp 413 (7.40), Tyr 416 (7.43), kao i lle 183 u drugoj ekstracelularnoj petlji
(ecl2). Koja ¢e od ovih A.K. uéi u sastav hidrofobnog dzepa zavisi od toga da li je
ligand agonist ili antagonist D2 receptora. Na Slici 13 levo je prikazan doking dopamina

(agonist), dok je doking klozapina (antagonist) prikazan na desnoj strani slike.

& Serl94
Thed12 w
Serl93
Asplld T ﬁ"{
valill {

Slika 13. Model dopamiskog D2 receptora po Soriano-Ursua®
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Autori su zakljucili da je dopaminski D3 receptor najbolja matrica za homologo
modelovanje D2 receptora i da je neophodno detaljnije istraziti uticaj ecl2 u vezivanju

liganada za ovu Kklasu receptora.

2.2.2.1. Modelovanje druge ekstracelularne petlje (ecl2)

Bez obzira na visok stepen sli¢nosti u strukturi dopaminskih D2 i D3 receptora,
u domenima ekstracelularnih petlji 2 i 3 (' ecl2 i ecl3) se javljaju znacajne razlike, koje

je neophodno ispitati jer ove dve petlje ulaze u sastav mesta vezivanja D2 receptora.

Javitch i sar.”! su medu prvima pretpostavili da je druga ekstracelularna petlja
(ecl2) deo aktivnog mesta dopaminskog D2 receptora. Koristili su SCAM metod® da bi
identifikovali bo¢ne ostatke A.K. u ecl2 (od Asn 176 do Asn 186) koji ucestvuju u
izgradnji vezivnog mesta®?. Dobijeni rezultati su pokazali da postoji odredeni broj A K.
koje ucestvuju u vezivanju liganda za receptor.

Od strane Sukalovi¢a sa saradnicima 2013. godine je predlozen model druge
ekstracelularne petlje®®. Autori su dosli do zakljucka da je ecl2 visoko fleksibilni deo

D2 receptora koji ima trostruku ulogu:
- obezbeduje hidrofobnu sredinu za vezivanje liganda,
- obezbeduje pravilnu orjentaciju liganda prilikom vezivanja za receptor,

- obezbeduje pravilnu orjentaciju bo¢nih aminokiselinskih ostataka koji imaju ulogu u

vezivanju liganda za receptor.

Autori su pretpostavili da se pri vezivanju liganda za receptor, ligand obavezno

smesta u tzv. ortosterno mesto vezivanja (OBS) pri ¢emu se formiraju:
-soni most izmedu protonovanog azota i Asp 114 (3.32),

-najmanje jedna vodoni¢na veza izmedu liganda i bo¢nih ostataka Ser 167 (4.57), Ser
194 (5.43) i Ser 197 (5.46),

- jake hidrofobne interakcije izmedu molekula i Phe 386 (6.44), Trp 390 (6.48), i Tyr
420 (7.43) ili Tyr 416 (7.39).
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Slika 14. Na levoj strani slike je prikazan klaster jedinjenja koji se vezuju za bo¢ne
aminokiselinske ostatke u ecl2, a na desnoj strani slike je prikazan polozaj liganada u

vezivnom mestu receptora®

Ukoliko je molekul koji se vezuje voluminozniji, onda se jedan njegov deo
smesta u alternativno mesto vezivanja koje se nalazi u regionu ecl2 petlje D2 receptora.

Po ovim autorima u njegov sastav ulaze bo¢ni ostaci Ile 166, Leu 170, Leu 171, Ile 184,

Phe 189, Val 190, His 397, lle 398 i Asn-186 (Slika 14).

Slika 15. Interakcije ligand-receptor uspostavljene na mestima vezivanja (OBS i

sekundarno mesto vezivanja) liganada za dopaminske a) D3 i b) D2 receptore®
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Po misljenju autora, dati model je neophodno dalje usavrSavati, kako bi se njime
mogli objasniti rezultati doking analize velikog broja liganada.

U dopaminskom D2 receptoru postoji, pored ve¢ objasnjenih, jo§ i sekundarno
mesto vezivanja koje ¢ine aminokiseline sa 2, 3, 5, 6 1 7 transmembranskog heliksa i iz
ekstracelularne petlje 2 (ecl2). Ligandi najée$ée ostvaruju vodoni¢ne veze sa Glu 95
(2.65), Ser 409 (7.36) i Thr 412 (7.39), mada ukoliko su u pitanju duzi ligandi oni mogu

da ostvare interakcije i sa aminokiselinskom ostacima iz ecl2. (Slika 15)°*%,

Pored homologog modelovanja dopaminskog D2 receptora postavlja se i pitanje
mehanizama ukljuéenih u njegovu aktivaciju. Kling je sa saradnicima®® publikovao
homologi model kompleksa aktivnog stanja dopaminskog D2 i Gai receptora. Kao

matricu je koristio kristalnu strukturu f2-adrenergickog i Gas kompleksa.

KONTAKT SA G alfa

PODJEDINICOM DOPAMIN ARTIPIPRAZOL FAUC 350

TM3 Arg (3.50) v v v

IL2(Met140) v v v

TMS-IL3 v v

\/ ostvaruju kontakt
TM6(Lys 6.28, Met 6.36) / / 4 W kontakt se ostvaruje nakon
konformacionih promena u
TM7/HS v v v rentor

-

OSLOBADANJE . OSLOBADANJE OSLOBADANJE
NUKLEOTIDA NUKLEOTIDA NUKLEOTIDA

Slika 16. D2 receptor u kompleksu sa Gai G-proteinom®’
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Sledece $to su uradili jeste vezivanje dopamina (agonist) i aripirazola i FAUC
350 (parcijalni agonisti) liganda za dobijeni kompleks D2 i Gai receptora® (Slika 16).
Model pokazuje da fenilpiperazinski delovi oba molekula okupiraju OBS vezivno mesto
koje formiraju TMIII, TMV, TMVI, TMVII i ecl2 (u zavisnosti od autora mogu da
postoje male razlike u definisanju A.K. koje ulaze u sastav ovog mesta). Vezivanje
agonista izaziva suzavanje OBS, pa su ecl2 i TM heliksi blize jedni drugima, dok

vezivanje parcijalnih agonista dovodi do otvaranja ortosternog mesta vezivanja.

U poslednje vreme velika se paZznja poklanja sintezi alosternih

modulatora®®®°, bitopik'® i bivalentnih liganada®®t192,

Agonist vezan u
ortosternom
__mestu vezivanja

| W aWaWa
1™
\

|

Pozitivni alosterni Negativni alosterni Neutralni
modulator modulator alosterni ligand

Jacina signala je

Signal Jacina signala Jalina signala nepromenjena
raste opada
O Agonist ~— Interakcije koje ostvaruje Regulacija afiniteta g) G protein

alosterni modulator

o Alosterni ligand @ Regulacija efikasnosti —

Slika 17. Slikovit prikaz uticaja alosternih liganada na ¢elijski odgovor izazvan

odredenim agonistom®

Kada se agonist D2 receptora veze u ortosterno mesto vezivanja (OBS) on aktivira G
protein 1 prouzrokuje ¢elijski odgovor. Alosterni modulator se ne veze u OBS, ve¢ samo
u sekundarno vezivno mesto (naziva se joS 1 alosterno mesto vezivanja) i na taj nacin

utice na promenu konformacije proteina. Ovim promenama u receptoru OBS mesto
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postaje dostupno za vezivanje agonista ¢ime se prouzrokuje Celijski odgovor. Signal
koji se signalnim putem prenosi kroz ¢eliju nakon aktiviranja receptora, moze da bude
jaci u prisustvu alosternog modulatora (pozitivni alosterni modulator), slabiji (negativni
alosterni modulator), ili nepromenjen (neutralni alosterni ligand) u odnosu na jacinu
éelijskog odgovora koji se javlja samo u prisustvu agonista (Slika 17)%,

Alosterni modulatori su visoko selektivni ligandi za svaku pojedinacnu klasu
receptora, jer okupiraju sekundarno mesto vezivanja koje nije evolutivno o¢uvano. Ova

¢injenica se moze iskoristiti u sintezi potencijalnih antipsihotika, antidepresiva itd.,

kako bi se smanjili sporedni efekti.

4
O
N—_
// N
N
=
OCHj;
HN
/ \ O
N N
./
34

Slika 18. Hemijska struktura homobivalentnog liganda 34
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Spajanjem dve farmakofore koje se vezuju u OBS i sekunarno mesto vezivanja u jedan
molekul preko odgovarajuceg linkera dobijaju se bitopik ligandi®®%, Oni ostvaruju
veéi broj kontakata sa D2 receptorima (poseduju ve¢i afinitet vezivanja za D2
receptore), nego ligandi koji se vezuju samo u OBS-u, §to je znacajno u leCenju bolesti
kod kojih je smanjena prirodna emisija dopamina (Parkinsonova bolest). Ako je linker
izmedu dve farmakofore dovoljno dugacak, postoji mogucnost da se ovi ligandi vezu na
aktivna mesta dva receptora (za dopaminski dimer, ili za aktivha mesta dve razlicite
klase receptora) i onda se klasifikuju kao bivalentni ligandi 1°1% Hemijska struktura
jednog homobivalentnog liganda 34 prikazana je Slici 18, a nacin vezivanja za
dopaminski D2 dimer dat je na Slici 19'%, a kao takvi su potencijalni lekovi za

poremecaje na nivou CNS.

Slika 19. Vezivanje liganda 34 za dopaminski D2 dimer®2

Ocekivano je da ¢e se u bliskoj buduénosti dobiti kristalna struktura
dopaminskog D2 receptora i da ¢e se detaljnije objasniti mehanizam njegovog
aktiviranja, S§to ¢e pomo¢i u sintezi novih liganada sa potencijalnim antipsihoti¢kim 1

antidepresivnim osobinama.
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3. REZULTATI I DISKUSIJA

Cilj ovog rada je sinteza 2-metoksifenilpiperazinskih derivata, odredivanje
afiniteta vezivanja za dopaminske D2 receptore i ispitivanje interakcija receptora i
liganda, kao i uticaj strukture liganda na jac¢inu formiranja kompleksa sa receptorom. Na
osnovu prethodno dobijenih rezultata’®®, ocekuje se da ¢e sintetisana jedinjenja
zahvaljujuéi razli¢itoj duzini, razli¢itom tipu supstitucije (orto, meta, para), rigidnosti,
kao i1 grupama sa razli¢itim elektronskim efektima u aromati¢nom delu molekula
ostvariti razlic¢ite interakcije U vezivnom mestu receptora. U skladu sa tim, sinteza

liganada je podeljena u vise faza:

1. Sintetisani su ligandi sa fenil jezgrom i sa elektron akceptorskom nitro grupom u

razli¢itim polozajima (orto, meta i para).

2. Sintetisani su ligandi sa razli¢itom duzinom i rigidno§¢u mosta izmedu fenil jezgra i

piperidinskog dela molekula.

3. Sintetisani su ligandi sa razli¢itom duZinom mosta izmedu piperidinskog 1

2-metoksifenilpiperazinskog dela molekula.

4. Sintetisamni su ligandi sa razli¢itom duZinom mosta izmedu benzimidazolskog i
2-metoksifenilpiperazinskog dela molekula i sa elektron akceptorskim grupama (-NO i
-Cl) i elektron donorskom grupom (-OCHs) kao supstituentima u polozaju 5

benzimidazolskog prstena.

Za ocekivati je, da ¢e ligandi koji u svojoj strukturi poseduju nitro grupu,
biti u mogucénosti da nagrade vodoni¢ne veze sa bocnim aminokiselinskim ostacima u
mestu vezivanja dopaminskog D2 receptora i da ¢e na taj nacin formirati jaci kompleks

sa receptorom u odnosu na nesupstituisane ligande.

Ligandi kod kojih je varirana duzina i rigidnost molekula, doprine¢e boljem
mapiranju interakcija u delu receptora koji ¢ini druga ekstracelularna petlja (alternativno

mesto vezivanja), s obzirom na to da ovaj deo receptora nije dovoljno ispitan, kako u
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pogledu prostornog rasporeda A.K., tako i1 po pitanju kljucnih interakcija sa ligandima.

Dobijeni rezultati ¢e posluziti za formiranje boljeg teorijskog 3D modela D2 receptora.

3.1. Sinteze liganada 1-(2-metoksifenil)piperazinskog tipa sa

piperidinom u mostu

3.1.1. Sinteza 1-(2-metoksifenil)-4-(piperidin-4-il)piperazina (38)

Kao polazno jedinjenje za sintezu 1-(2-metoksifenil)-4-(piperidin-4-il)piperazina
koris¢en je komercijalno dostupan N-karbetoksi-4-piperidon (35), a ceo sinteticki put

prikazan je na Shemi 1.

Reakcijom reduktivnog ~ aminovanja  N-karbetoksi-4-piperidona  sa
1-(2-metoksifenil)piperazinom dobijeno je jedinjenje 37. U ovom radu je kao
redukciono sredstvo koris¢en NaBH3CN sa kojim je moguce direktno reduktivno
aminovanje ketona 35 aminom 36 u metanolu, ali i prethodno gradenje enamina, pa
njegova redukcija. Ispitana su oba pristupa. Prvo je poku$ana sinteza enamina u ksilolu
kao rastvaracu i uz prisustvo p-TSOH-H>O, pa njegova redukcija sa NaBH3CN. Pored
toga, ispitano je i reduktivno aminovanje ketona u prisustvu ZnCl; u metanolu i
reduktivno aminovanje u metanolu u prisustvu siréetne kiseline. Od sva tri ispitana
sinteti¢ka puta, najbolje rezultate u prinosu je dalo reduktivno aminovanje sa NaBH3CN
u metanolu u prisustvu siréetne kiseline. Nakon preciS¢avanja proizvoda

hromatografijom na koloni (eluent: metilen hlorid/metanol) dobijen je prinos od 88%.

Sledeci korak u sintezi je hidroliza dobijenog karbamata 37. Ispitana je hidroliza
u baznoj i kiseloj sredini. Hidroliza u baznim uslovima izvedena je u sistemu dietilen-
glikol/voda, sa KOH kao bazom na povisenoj temperaturi u trajanju od 24 sata. Prinos
Ciste supstance 38 je bio 35%. U kiselim uslovima ispitana su dva pristupa: hidroliza
pomocu 33% rastvora HBr u sir¢etnoj kiselini 1 hidroliza pomoc¢u koncentrovane HCI
na temperaturi klju¢anja. Hidroliza sa bromovodonikom je suviSe spora. Kompletna
hidroliza je zavrSena posle pet dana. Reakcija sa cc HCI se zavrsava posle 24 sata. Posle

obrade prinos je 42%. Kako bi se pobolj$ao prinos reakcije uradena je i kisela hidroliza
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sa cc HCI u mikrotalasnom reaktoru na temperaturi od 130 °C, pri maksimalnoj snazi od
300W u trajanju od 90 min. Ovaj sinteti¢ki put je dao najbolje rezultate u prinosu od
50% nakon obrade 1 preciS€avanja reakcione smese, a pri tom je i1 najbrzi nacin da se

sintetiSe Zeljeni proizvod 38.
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Shema 1. Prikaz dobijanja 1-(2-metoksifenil)-4-(piperidin-4-il)piperazina (38)
Reakcioni uslovi: a) NaBH;CN, MeOH, pH 7, r.t; b) konc. HCI, MW, 130 °C, 300W

3.1.2. Sinteza 1-(2-metoksifenil)-4-(piperidin-4-ilmetil)piperazina (44)

Kao polazno jedinjenje za sintezu 1-(2-metoksifenil)-4-(piperidin-4-
ilmetil)piperazina (44) koristena je komercijalno dostupna piperidin-4-karboksilna

kiselina (39), a ceo sinteticki put prikazan je na Shemi 2.

U skladu sa propisom opisanim u patentu, amino grupa u piperidin-4-

karboksilnoj kiselini (39) je prevedena u karbamat 40 u reakciji sa etilhlorformijatom u
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dvofaznom sistemu (rastvor Na,CO3s/PhMe)'%. Nakon obrade reakcione smese i njenog
precis¢avanja dobijen je proizvod 40 u prinosu od 78%. Dobijeno jedinjenje je potom
prevedeno u odgovaraju¢i hlorid 41 u reakciji sa tionil hloridom. Hlorid nije
preciS¢avan, ve¢ je odmah po uparavanju viska tionil hlorida i hloroforma upotrebljen
za dobijanje jedinjenja 42. U rastvor 1-(2-metoksifenil)piperazina i trietil amina u
hloroformu na 5 °C, ukapavan je prethodno dobijeni hlorid 41, pri ¢emu nastaje
odgovaraju¢i amid (42). Proizvod nastaje u prinosu od 85%. Za redukciju amida postoji
dosta opisanih postupakal®107.108109 " okviru ovog rada ispitana su dva postupka
redukcije. Redukcija amida pomocu natrijum borhidrida u dimetilglikolu uz prisustvo
Lewis-ove kiseline TiCl4!!° nije dala Zeljeni proizvod. Drugi pristup u kojem se koriste
natrijum borhidrid i etarski rastvor bor trifluorid eterata u diglimu!!! je dao ocekivani
proizvod. U ohladenu suspenziju amida i natrijum borhidrida ukapavan je bor trifluorid
eterat u struji argona, pri ¢emu se in situ generiSe diboran koji redukuje amidnu
funkciju. Posle zavrsenog ukapavanja reakciona smesa se mesa na 5°C tokom 1 ¢asa, a
onda i na 80-90 °C dodatnih sat vremena. Nakon $to se reakciona smeSa ohladi na
sobnu temperaturu dodaje se pazljivo voda (za rastvaranje viska natrijum borhidrida), a
potom i koncentrovana hlorovodoni¢na kiselina kako bi se razgradio kompleks koji
amini grade sa borom. Smesa se zagreva tri sata na vodenom kupatilu ¢ija temperatura
iznosi 60-80 °C. Nakon isteka ovog vremena visak hlorovodoni¢ne kiseline i diglima se
upari pod snizenim pritiskom. Suvi ostatak se zaalkaliSe 10% rastvorom NaOH i
eksrahuje metilen hloridom. Kako je ostalo neizreagovalog amida, sirov proizvod je
precis¢en hromatografijom na koloni koristeci sistem metilen hlorid/metanol kao eluent.

Dobijeno je jedinjenje 43 u prinosu od 85%.

Hidroliza karbamatne funkcije radena je po ranije opisanom postupku za
dobijanje 1-(2-metoksifenil)-4-(piperidin-4-il)piperazina (38). Dobijena reakciona
smeSa je obradena i nakon preéiS¢avanja hromatografijom na koloni (metilen

hlorid/metanol kao eluent) dobijen je zeljeni amin 44 u prinosu od 54%.
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Shema 2. Sinteticki put za dobijanje 1-(2-metoksifenil)-4-
(piperidin-4-ilmetil)piperazina (44)

Reakcioni uslovi: a) Na,COs, CICOEt, toluol, sobna temperatura; b) SO,Cl, CHCl,, 0 °C; c) EtsN,
CHClIs, 5 °C; d) NaBH4, BF3-Et,0, diglim, -5 °C; €) cc HCI, MW, 130 °C, 300W

53



3.1.3. Sinteza 1-(1-benzilpiperidin-4-il)-4-(2-metoksifenil)piperazina i
1-(2-metoksifenill)-4-[1-(benzil)piperidin-4-metil]piperazina i njihovih nitro

derivata

Sledec¢i korak u sintezi 1-(2-metoksifenil)piperazinskih derivata je alkilovanje
dobijenih prekursora 38 i 44, odgovaraju¢im benzil i nitrobenzil hloridima. Sinteticki

put je prikazan na Shemi 3.

R X cl
N OCH, \| N OCH;
i 4> 45-48 : 4>
N - N
= a =
49: R=H, n=0

50: R=2-NO,, n=0
51: R=3-NO,, n=0

52: R=4-NO, n=0
NH y N

53: R=H, n=1
54: R=2-NO,, n=1 / \
38 n=0 55: R=3-NO,, n=1
44 n=1 56: R=4-NO,, n=1 _/_
49-56

Shema 3. Sintetic¢ki put za dobijanje liganada 49-56

Reakcioni uslovi: jedinjenje 45-48, K,COs, CH3CN, sobna temperatura

U ovoj fazi sinteze uradeno je alkilovanje odgovaraju¢ih prekursora pomocu
benzil i o, m i p-nitrobenzil hlorida. Alkilovanje amina se izvodi u baznoj sredini u
polarnim rastvara¢ima poput acetonitrila, dimetilformamida, metil etil ketona i sli¢nih.
Kao baze koriste se natrijum- i kalijum-karbonat koji neutralisu kiselinu (u ovom

slu¢aju HCI) koja se oslobada tokom reakcije.
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Smesa amina 38 ili 44, anhidrovanog K2COs i odgovaraju¢eg benzil- ili o, m,
p-nitrobenzil hlorida 45-48, u acetonitrilu meSana je na sobnoj temperaturi tokom 72
sata. Tok reakcije je pracen hromatografijom na tankom sloju. Obrada reakcione smese
podrazumeva izlivanje reakcione smese u vodu i ekstrakciju metilen hloridom. Dobijeni
sirovi proizvodi su precis¢eni hromatografijom na koloni koriste¢i sistem metilen

hlorid/metanol kao eluent. Oc¢ekivani proizvodi su dobijeni u prinosu od 76-87%.

3.1.4. Sinteza {4-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il]piperidin-1-il}(fenil)metanona i
(4-{[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-iljmetil}piperidin-1-il)(fenil)metanona i njihovih

nitro derivata

U cilju dobijanja liganada smanjene fleksibilnosti, uvedena je karbonilna
funkcionalna grupa umesto metilenskog mosta koji spaja fenil, odnosno nitrofenilnii

deo molekula sa piperidinskim delom. Sinteticki put je prikazan na Shemi 4.

Amidi se mogu sintetisati direktno iz kiseline koriS¢enjem reagenasa za
kuplovanje poput DCC2, TiCl4!*? i drugih, ali i prevodenjem kiseline u odgovarajuéi
hlorid pa acilovanjem amina u narednom koraku reakcije. U ovom radu je koristen drugi
pristup za sintezu amida. Halogenidi kiselina 57-60, dobijeni su u reakciji benzoeve i o,
m, p-nitrobenzoeve Kiselina sa tionil hloridom u metilen hloridu kao rastvarac¢u. Oni
nisu preciS¢avani, ve¢ su odmah nakon uparavanja viska tionil hlorida 1 rastvaraca
upotrebljeni u narednom koraku reakcije za acilovanje prekursora 38 i 4414, U rastvor
prekursora i EtsN (baza koja vezuje oslobodeni HCI) u metilen hloridu se ukapava
rastvor benzoil ili nitrobenzoil halogenida na 0 °C. Posle zavrSenog ukapavanja
reakciona smeSa se meSa na sobnoj temperaturi do zavrSetka reakcije. Tok reakcije se

prati hromatografski. Zeljeni proizvodi su izolovani u prinosu od 68-85%.
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61-68

Shema 4. Sintetic¢ki put za dobijanje liganada 61-68

Reakcioni uslovi: jedinjenje 57-60, EtsN, CH,Cl,, 0°C

3.1.5. Sinteza 1-{4-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il]piperidin-1-il}-2-(fenil)etanona
I 1-(4-{[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-ilJmetil}piperidin-1-ill)-2-(fenil)etanona i

njihovih nitro derivata

Polazna jedinjenja u sintezi liganada 73-80 su komercijalno dostupne fenil i
nitrofenil sir¢etne kiseline, a ceo sinteticki put dobijanja krajnjih proizvoda je prikazan

na Shemi 5.

Uvodenjem metilenske funkcije, izmedu fenilnog i piperidinskog dela u
molekulu, dobijaju se molekuli sa ve¢om stepenom fleksibilnosti. Kada je, prethodno
opisan postupak za sintezu amida!! (dobijanje liganada 61-68), primenjen na fenetil
sir¢etnim kiselinama (kao polaznim jedinjenjima) dobijeni su niski prinosi, oko 30%. 1z
tog razloga ispitan je i drugi sinteticki put, koji podrazumeva dobijanje amida direktno
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iz karboksilnih kiselina u prisustvu DCC. Ekvimolarne kolicine karboksilne kiseline

69-72 i prekursora 38 ili 44 se rastvore u acetonitrilu i ohlade na 0 °C. U tako ohladenu

smesu se postepeno dodaje DCC. Narednih 0,5 ¢asova se reakciona smeS$a meSa na

0°C, a potom se ostavi da postigne sobnu temperaturu. Tok reakcije se prati

hromatografijom na tankom sloju. Posle 24 cCasa, reakciona smeSa se procedi kroz

dijatomejsku zemlju, kako bi se oslobodili DCU (dicikloheksil uree) koja nastaje u

reakciji. Filtrat se upari pod sniZenim pritiskom do suva. Zeljeni proizvodi 73-80 su

nakon preciS¢avanja hromatografijom na koloni (cluent metilen hlorid/metanol)

dobijeni u prinosu od 69-84%. Kao polazna jedinjenja koristene su fenil, 2-nitrofenil,

3-nitrofenil i 4-nitrofenil siréetna kiseline (69-72).

T:><// OH
‘ ¥

N Y HN

69-72

73:
74:
75:
76:
7.
78:
79:
80:

Shema 5. Sinteticki put dobijanja liganada 73-80

Reakcioni uslovi: a) jedinjenja 69-72, DCC, CHsCN, 0°C

73-80

R=H, n=0

R=2-NO,, n=0
R=3-NO,, n=0
R=4-NO,, n=0
R=H, n=1

R=2-NO,, n=1
R=3-NO,, n=1
R=4-NO,, n=1

H,CO

H,CO
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Kako bismo uspesno identifikovali signale u *H-NMR-u koji pripadaju atomima
vodonika iz piperidinskog dela molekula snimili smo 2D HSQC spektre jedinjenja
73-80. Analizom spektralnih podataka jedinjenja, identifikovani su signali u
protonskom *H-NMR spektru koji se kupluju sa atomima ugljenika u **C-NMR spektru.
Na Slici 20 dat je 2D HSQC spektar za jedinjenje 74, a u Tabeli 4 je prikazana pozicija
signala u *H-NMR i *C-NMR spektrima ovog jedinjenja. U zagradama pored signala
date su oznake za aksijalne (Ha) i ekvatorijalne (He) atome vodonika. Signali na
1,52 ppm (Ha), 1,63 ppm (Ha), 1,91 ppm (He), 1,99 ppm (He), 2,56-2,60 ppm,
2,67 ppm (Ha) i 4,63 (He) ppm u H-NMR odgovaraju atomima vodonika koji se
kupluju sa ugljenikovim atomima u *C-NMR (signali na 28,0 ppm, 28,7 ppm, 41,6
ppm, 45,2 ppm, 61,8 ppm) iz piperidinskog dela molekula. Signali u intervalu
3,11-3,14 ppm (Ha) u *H-NMR spektru odgovaraju vodonikovim atomima piperazina
(ukupno cetiri) i vodonikovom atomu piperidina koji se kupluju sa ugljenikovim
atomima ¢iji su signali u *C-NMR spektru na pomeranjima od 50,9 ppm i 45,2 ppm,
redom. Signal na 4,01-4,14 ppm (He) odgovara atomima vodonika iz metilenske (CHz)
grupe koji se kupluju sa atomom ugljenika ¢iji se signal u *C-NMR nalazi na 38,6 ppm
I atomu vodonika iz piperidina koji se kupluje sa atomom ugljenika ¢iji se signal u
13C-NMR-u nalazi na 45,2 ppm.
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Tabela 4. Polozaj signala u *H-NMR i 23C-NMR spektru jedinjenja 74

Broj . Broj .
N (;)p%) ztrg:n: oH(ppm) | C (Sp?n) Efé’ﬂn'; o H (ppm)
atoma atoma
131,4 - 452 3,11-3,14;
1 1 13 13: 13'
4,04-4.14
2 149,0 2 - 14 | 492 14: 14" 2,79
3 1251 3 8,09 15 50,9 15: 15" 3,11-3,14
4 128,1 4 7,43 16 50,9 16; 16' 3,11-3,14
5 133,2 5 7,56 17 | 493 17: 17" 2,79
6 133,3 6 7,33 18 152,2 18 .
7 | 386 | 7,77 | 401414 | 19 | 1229 19 6,98-7,01
g |1673| 8 - 20 | 1182 20 6,92-6,95
9 | 4.6 | 9,9 | 267,463 | 21 | 1210 21 6,92-6,95
10 | 280 |10;200 | 152:191 | 5 | 1111 22 6,85-6,87
11 618 11 2.56-2.60 o3 | 1412 23 _
12 28,7 | 12:12' | 163,199 24 55,3 | 24: 2424 3,86
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Slika 20. Hemijska struktura i polozaj signala u *H-NMR i **C-NMR spektrima

jedinjenja 74
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3.1.6. Sinteza 1-(2-metoksifenil)-4-(1-fenetilpiperidin-4-il)piperazina i
1-(2-metoksifenil)-4-[(1-fenetilpiperidin-4-il)metil]piperazina i njihovih nitro

derivata

Za sintezu liganada 81-88 koristen je postupak redukcije u sistemu natrijum
borhidrid, bor trifluorid eterat u diglimu, opisan za dobijanje jedinjenja 43. Prinos

dobijenih amina iznosi 50-57% i znatno je nizi nego u slu¢aju jedinjenja 43 (Shema 6).

R R

/N /N

N
% a
—>
—N ‘/ J
H,CO NJ H;CO N

81: R=H, n=0

82: R=2-NO,, n=0

83: R=3-NO,, n=0

84: R=4-NO,, n=0
73-80 85: R=H, n=1

86: R=2-NO,, n=1

87: R=3-NO,, n=1

88: R=4-NO,, n=1

(6]

81-88

Shema 6. Sinteticki put dobijanja liganada 81-88. Reakcioni uslovi: a) jedinjenja
73-80, NaBH4, BFs-Et20, diglim, -5°C.

Analizom spektralnih podataka HSQC spektra jedinjenja 81, odredili smo polozaj
signala vodonikovih atoma u piperidinskom delu molekula. Na osnovu ovih rezultata

uradena je asignacija i za ostala jedinjenja u seriji 81-88.
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22
23

OCH,
24

Tabela 5. Polozaj signala u *H-NMR i 23C-NMR spektru jedinjenj

a8l

Bcr:Oj 5C | BrojH Broj | 5¢ | BrojH

atom | (ppm) | atoma 5 H (ppm) c (ppm) atoma o H (ppm)
3 atoma
1 |1404 | 1 : 13| 533 | 1313 | 5o
2 128,3 2 7,26-7,29 14 49,1 14; 14' 2,717-2,82
3 128,6 3 7,17-7,21 15 51,0 15; 15° 3,08-3,10
4 125,9 4 7,17-7,21 16 51,0 16; 16" 3,08-3,10
) 128,6 5 7,17-7,21 17 49,1 17; 17" 2,717-2,82
6 128,3 6 7,26-7,29 18 152,2 18 -
7 33,8 77 2,77-2,82 19 | 1228 19 6,89-7,00
8 60,5 8;8' 2,57-2,60 20 | 1181 20 6,89-7,00
9 53,3 9;9' 3,§é(-)g,;10 21 120,9 21 6,89-7,00
10 28,0 | 10; 10" | 1,66;1,87 22 111,0 22 6,84-6,86
11 62,1 11 2,35 23 1411 23 -
12 28,0 | 12;12' | 1,66;1,87 24 55,2 24; 24, 3,86

24"
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Slika 21. Hemijska struktura i polozaj signala u *H-NMR i $3C-NMR spektrima
jedinjenja 81
Na Slici 21 dat je 2D HSQC spektar za jedinjenje 81, a u Tabeli 5 prikazana je
pozicija signala u *H-NMR i *C-NMR spektrima ovog jedinjenja. U zagradama pored
signala date su oznake za aksijalne (Ha) i ekvatorijalne atome vodonika. Signali na 1,66
ppm (Ha), 2,04 ppm (Ha), 1,87 ppm (He) i 2,35 ppm u *H-NMR odgovaraju atomima
vodonika koji se kupluju sa ugljenikovim atomima u *C-NMR (signali na 28,0 ppm,
53,3 ppm, 62,1 ppm) iz piperidinskog dela molekula. Signal u intervalu 3,08-3,10 ppm
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(He) u H-NMR spektru odgovara vodonikovim atomima piperazina (ukupno &etiri) i
vodonikovom atomu piperidina koje se kupluju sa ugljenikovim atomima ¢iji su signali

u 3C-NMR spektru na pomeranjima od 51 ppm i 53,3 ppm, redom.

3.2. Sinteza liganada benzimidazol-1(2-metoksifenil)piperazinskog tipa
115-128

U ovom radu su ispitana dva pristupa za dobijanje liganada benzimidazol-
1-(2-metoksifenil)piperazinskog tipa. Oba sinteti¢ka puta su prvo ispitana na sistemima
koji kao proizvod daju ligand 115, jer se smatralo da ¢e ciklizacija u ovom slucaju iéi

sporo i da ¢e se dobiti proizvod u niskim prinosima, $to se kasnije ispostavilo kao tacno.

Prvi sinteticki put koji je isplaniran prikazan je na Shemi 7 podrazumevao je
dobijanje 2-hlormetilbenzimidazola (91) u prvoj fazi reakcije, a potom alkilovanje

1-fenilpiperazina (92) u drugoj fazi reakcije kako bi se dobilo jedinjenje 93.

U literaturi postoji veliki broj opsanih postupaka za sintezu benzimidazolal?®.

Prilikom sinteze 2-hlormetilbenzimidazola ispitano je viSe reakcionih uslova:

1. Filipsovi uslovil®® koji podrazumevaju reakciju o-fenilendiamina i

hlorsir¢etne kiseline u prisustvu 6N HCI, pod refluksom u trajanju od 24 h.
2. Filipsovi uslovi u prisustvu kisele smole-Dowex-a.

3. Reakcija o-fenilendiamina i hloracetilhlorida na sobnoj temperaturi u

dihloretanu kao rastvaracu u trajanju od 18 sati.

4. Sinteza  2-hlor-N-(2-nitrofenil)acetamida  reakcijom  o-nitroanilina i
2-hloracetilhlorida u prisustvu trietil amina kao baze u dihloretanu kao
rastvaracu, na sobnoj temperaturi. Posle ovoga bi sledila reduktivna
ciklizacija u 2-hlormetilbenzimidazol. Reakcija se odvija tako $to se u
ohladen rastvor kalaj (IT) hlorida u koncentrovanoj hlorovodoni¢noj kiselini
dodaje 2-hlor-N-(2-nitrofenil)acetamid u porcijama. Reakciona smesa se

potom zagreva uz refluks u trajanju od 18 ¢asova.
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89: X=NH,
90: X=NO,

a g S

N
N
H

Shema 7. Planirani sinteticki put dobijanja liganda 93

Reakcioni uslovi: a) jedinjenje 89, hlorsircetna kiselina, 6N HCI, refluks 4 h; b) jedinjenje 89, hlorsiréetna
kiselina, 6N HCI, refluks, Dowex, c) jedinjenje 89, hloracetilhlorid, dihloretan; d) jedinjenje 90,
2-hloracetilhlorid, EtsN, dihloretan, SnCly, ccHCI; e) KoCOs, EtsN, metil etil keton (MEK), 80 °C

Od ispitanih reakcionih uslova zadovoljavaju¢i prinos daje reakcija pod
Filipsovim uslovima (80%), dok reakcija u prisustvu kisele smole Dowex ne daje
ocekivani proizvod.

Reakcijom o-fenilendiamina i hloracetilhlorida u metilen hloridu kao rastvaracu,

nastaje 2-hlormetilbenzimidazol, ali u niskom prinosu i malog stepena Cistoce.

Reakcijom o-nitroanilina i 2-hloracetilhlorida u prisustvu trietil amina, kao baze,
u dihloretanu nastaje 2-hlor-N-(2-nitrofenil)acetamid, ali reduktivna ciklizacija u kiseloj
sredini daje smeSu proizvoda iz koje nismo uspeli da izolujemo proizvod. U svim
navedenim reakcijama dobijanja 2-hlormetilbenzimidazola najveéi problem predstavlja
njegova slaba rastvorljivost, pa se izmedu ostalog i zbog toga odustalo od ovog

sintetickog puta.
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Na ovaj nacin ne bi bilo mogude sintetisati jedinjenja sa dva ili vise C atoma u
mostu izmedu benzimidazolskog i 1-(2-metoksifenil)piperazinskog dela molekula u
dobrom prinosu, jer bi pri ovim reakcionim uslovima dolazilo do eliminacije i nastajali
bi odgovarajuc¢i 2-alkenilbenzimidazoli, pa bi se zbog toga morali ispitati alternativni
putevi dobijanja derivata 2-benzimidazola. To bi podrazumevalo recimo, sintezu
2-alkilcijanobenzimidazola, zatim njihovu hidrolizu do odgovarajuc¢ih karboksilnih
kiselina, zatim pravljenje amida sa 1-(2-metoksifenil)piperazinom, a potom i njegovu

redukciju do amina.

U daljem radu smo odlucili da ispitamo drugi pristup za dobijanje liganada
benzimidazol-1-(2-metoksifenil)piperazinskog tipa, koji podrazumeva sintezu amino
estara i njihovu ciklizaciju sa diaminima (Shema 8). Prednost ovog postupka u odnosu
na prethodno opisani je manji broj faza, a i sve ligande je moguce dobiti pod istim

reakcionim uslovima.

Kao polazno jedinjenje za sintezu liganada 115-128 iskoristeni su komercijalno
dostupni metil- ili etil-haloestri 96-101 i metil 8-bromooktanoat 95 koji je sintetisan

modifikovanom Hunsdiecker-ovom reakcijom?!’,

Borodin i Hunsdiecker su u svojim originalnim radovima u prvom koraku
reakcije sintetisali anhidrovane srebro-karboksilate. Ove soli u reakciji sa bromom daju
odgovarajuce alkil-halogenide sa jednim C atomom manje u nizu u odnosu na
karboksilnu kiselinu koja je koriStena kao polaz. Obzirom da je teSko napraviti
anhidrovane soli Ag(l), jer su jako nestabilne, reakcija je kasnije modifikovana
koris¢enjem Hg(ll) soli, T1 (1) soli itd*® ° U ovom radu je koristen crveni ziva (II)
oksid koji u kombinaciji sa bromom dopusta direktnu upotrebu karboksilnih kiselina
kao substrata'?®, §to znatno olaksava izvodenje reakcije. Pri radu sa  Ziva (II)

oksidom
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112: R;=H
36 0 113: R,=CI
d 102-108 114: R,=OCH;
R=metil ili etil

R,
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\>/{/\]n\N N
N \/ R,
H
H,CO
115-128
NO,
NH,

109: R,=H
110: R,=CI
111: R,=OCH,

ligand | 115 | 116 | 117 | 118 | 119 | 120 | 121 | 122 123 124 125 | 126 | 127 | 128

R H H H H H H H | OCHs | OCHs | OCHs | OCHs | CI | CI Cl

n 1 2 3 4 5 6 7 4 5 6 7 4 5 6

Shema 8. Sinteticki put za dobijanje liganada 115-128

Reakcioni uslovi: a) Bro, crveni HgO, anh. MgSQOa, CHCly, 46 °C; b) K.COs, EtsN, metil etil keton
(MEK), 80 °C, 24h; c) Rany-Ni, 1,2-dihloretan, hidrazin-hidrat, 30 °C d) 50% metansulfonska kiselina,
M.W. 180 °C, 300 W, 45 min.
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treba biti pazljiv jer je toksican i ukoliko dospe u organizam (udisanjem aerosola, preko

koze ili gutanjem), moZe da izazove oStecenje bubrega.

U rastvor mono metil estra azelainske kiseline 94 u CCls dodaje se prvo
anhidrovani magnezijum-sulfat, a potom veoma pazljivo i ziva (II) oksid na sobnoj
temperaturi. Smesa se greje na 80 °C uz ukapavanje broma. Tok reakcije se prati
hromatografski. Nakon zavrSetka reakcije, reakciona smeSa se ohladi na sobnu
temperaturu i procedi kroz dijatomejsku zemlju. Visak rastvaraca se upari, a proizvod je
destilacijom pod snizenim pritiskom odvojen od ostatka reakcione smese i dobijen u

prinosu od 51%.

Alkilovanje 1-(2-metoksifenil)piperazina odgovaraju¢im metil ili etil haloestrom
izvedeno je u metil etil ketonu koris¢enjem anhidrovanog kalijum-karbonata kao baze
uz zagrevanje na 80 °C. Tok reakcije se prati hromatografijom na tankom sloju. Nakon
zavrSetka reakcije (24h) reakciona smeSa se obradi i nastaju proizvodi 102-108 u

prinosu od 51-95%.

U sledecoj fazi reakcije odgovaraju¢i amino estri 102-108, prevedeni su u
benzimidazole ciklizacijom sa diaminima 112-114. Prethodno je bilo neophodno
izredukovati nitro grupu nitroanilina 109-111 kako bi se dobili diamini. U literaturi je
opisan veliki broj reakcija za redukciju nitro grupe. Najzastupljenije su redukcije

121,122,123 Fe124,125

pomoc¢u metala Zn , Snl26.127

, 1 pomocu vodonika u prisustvu
katalizatora'?®12%1%  Qvom prilikom smo se odlu¢ili za redukciju pomoéu Ra-Ni i
hidrazina u smesi dihlotetana i etanola®’, jer je na osnovu visegodi$njeg iskustva u nasoj
laboratoriji izabran ovaj pristup zbog jednostavnog izvodenja reakcije i visokih prinosa
proizvoda. Nitro jedinjenje se rastvori u smesi etanola i dihloretana. Potom se prvo doda
hidrazin-hidrat, a onda i Ra-Ni u malim porcijama. SmeSa se meSa na sobnoj
temperaturi dok ne izreaguje nitro jedinjenje. Hromatografija na tankom sloju pokazuje
nastajanje dva proizvoda od kojih jedan nestaje kada se smesa zagreje na temperaturi od
50 °C. Pretpostavljamo da je jedan od njih intermedijer koji zagrevanjem reakcione
smeSe prelazi u amin. Obrada reakcione smeSe obuhvata cedenje kroz dijatomejsku
zemlju kako bi se odstranio Ra-Ni, a potom se filtrat uparava na snizenom pritisku do
suva. Dobijeni amini se ne pre¢is¢avaju dalje, ve¢ se kao takvi koriste za dobijanje
benzimidazola 115-128.
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Shema 9. Pristupi u sintezi jedinjenja 129

Reakcioni uslovi: a) 4N HCI, 180 °C; 24h, b) PPA, 180 ° C; c) 4N HCI, 180 °C, MW, 300 W,
d) 50% CH3SO3H, 180 °C, MW, 300 W; e) 4N HCI, 180 °C, MW, 300 W

Za dobijanje krajnjih proizvoda 115-128, ciklizacijom odgovaraju¢ih diamina i
amino-estara, ispitano je vise reakcionih uslova. Vecinja njih nije davala kao proizvode
ligande 115 i 116. Pretpostavljamo da su razlog tome izrazene sterne smetnje koje se

javljaju prilikom ciklizacije.

1. Filipsovi uslovi podrazumevaju reakciju odgovaraju¢eg amino estra sa diaminom
u rastvoru 4N HCI uz refluks. Ovim putem se uspe$no dobija jedinjenje 117 u

prinosu od 86%, dok ligande 115 i 116 nismo uspeli izolovati.

2. U pokusaju da sintetiSemo jedinjenja 115 i 116 zagrevali smo amino estre 102 i
103 sa diaminom 112 na 180 °C u prisustvu PPA3L. Nismo uspeli da izolujemo i

precistimo proizvode.

3. U reakciji amino estara 102 i 103 sa diaminom 112 u prisustvu 4N HCI u

mikrotalasnom reaktoru na temperaturi od 180 °C i snazi od 300W, u toku
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10 min. dobija se smeSa jedinjenja iz koje nije moguée izolovati Zeljene

proizvode 1151 116.

4. U reakciji amino estra 102 i 103 i diamina 112 u 50% metansulfonskoj Kiselini u
mikrotalasnom reaktoru na temperaturi od 180 °C i maksimalnoj snazi od 300W
u toku 30 min. dobijaju se Zeljeni proizvodi 115 i 116. Ligandi su izolovani u
niskom prinosu od 16% i 36%. Kasnije je ovaj metod primenjen i na ostale
amino estre i diamine i dobijeni su proizvodi 117-128 u prinosu od 48%-90%.
U planu je bila i sinteza jedinjenja 129 prikazanog na Shemi 9. Nazalost, ni jedan
od gore pomenutih postupaka za ciklizaciju diamina i aminoestra nije dao oc¢ekivane

rezultate.

3.3. Rezultati ispitivanja aktivnosti nivosintetisanih liganada

Posle sinteze i karakterizacije (IR, NMR, LC-MS), ligandi su okarakterisani
farmakoloski tj. odreden je njihov afinitet vezivanja za dopaminske D2, serotoninske

5HT2a1i al adrenergicke receptore.

Sinaptozomalne membrane, obogac¢ene dopaminskim D2 receptorima, izolovane
su iz bazalne ganglije (corpus striatum), a sinaptozomalne membrane koje sadrze

5HT2a i al receptore iz prednje tre¢ine kore velikog mozga (frontal cortex) pacova.

Za specifi¢no obelezavanje radioligandima koriséeni su: [*H]-spiperon za D2

receptore, [*H]-ketanserin za SHT2a receptore i [*H]-prazosin za al receptore.

Testovima kompetitivnog vezivanja novih liganada za membranske receptore u
prisustvu specifi¢nih radioliganada u in vitro uslovima, dobijene su vrednosti parametra
Ki predstavljene kao srednja vrednost iz najmanje tri eksperimenta i izrazene su u

nanomolovima.
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3.3.1. Rezultati kompetitivnog vezivanja liganada 1-(2-metoksifenil)piperazinskog

tipa sa piperidinom u mostu

3.3.1.1. Rezultati kompetitivnog vezivanja 1-(1-benzilpiperidin-4-il)-
4-(2-metoksifenil)piperazina i 1-(2-metoksifenill)-4-[1-(benzil)piperidin-4-

metil]piperazina i njihovih nitro derivata

Karakteristike vezivanja novih jedinjenja 49-56 za dopaminske D2, serotoninske

5HT2a i al adrenergicke receptore dati su u Tabeli 6.

Tabela 6. Afinitet i selektivnost vezivanja liganada 49-56 za D2, 5HT2a i al receptore

R&/ O/"’H\N/ﬁ
@\/N k/ND
Broj n R D, | 5HT2a | al
liganda Ki (nM) +S.E.M
49 0 H 736 £ 24 >1000 >1000
50 0 2-NO> 521,5+13 >1000 134+15
51 0 3-NO> 937,5+35 >1000 229124
52 0 4-NO> >1000 >1000 148+13
53 1 H 341,512 >1000 301+19
54 1 2-NO> 30,6+1.2 >1000 191+12
55 1 3-NO> 258+11 >1000 434+16
56 1 4-NO> 20012 >1000 406122

Od svih jedinjenja u ovoj seriji, visok afinitet vezivanja za dopaminske D2
receptore ispoljava jedino ligand 54 (odnosno ligand sa nitro grupom u polozaju 2 i
metilenskim mostom izmedu piperidinskog 1 piperazinskog prstena) sa Ki vrednos¢u od
30.6 nM i ponasa se kao selektivni ligand za ovu klasu receptora. Ligandi 50, 53, 55 i
56 pokazuju umeren afinitet vezivanja za D2 receptore sa manjim Ki vrednostima

(200-521nM), dok su jedinjenja 51 i 52 neaktivna u odnosu na ovaj receptor.
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Sintetisani ligandi 49-56 ne stupaju u kompeticiju sa [*H]-ketanserinom, odnosno
ne poseduju aktivnost ka 5HT?2a receptorima.

Uvodenje nitro grupe kao supstituenta povecava afinitet svih sintetisanih liganada

prema adrenergi¢kim al receptorima.

3.3.1.2. Rezultati kompetitivnog vezivanja {4-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-
il]piperidin-1-il}fenilmetanona i (4-{[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-

iljmetil}piperidin-1-il)fenilmetanona i njihovih nitro derivata

Iz ove grupe jedinjenja uspesno je sintetisano osam jedinjenja i odreden je
njihov afinitet vezivanja za dopaminske D2, serotoninske 5HT2a i al adrenergicke
receptore. Rezultati bioloskih aktivnosti datih liganada prikazan je u Tabeli 7.

Tabela 7. Afinitet i selektivnost vezivanja liganada 61-68 za D2, 5HT2a i al receptore

X N
/\ k/
R

0 H;CO

Broj D, | BHT2a | al
liganda n R .
Ki (hM) £S.E.M

61 0 H >1000 >1000 267.5+ 18,2
62 0 | 2-NO; >1000 >1000 >1000
63 0 3-NO2 755421 >1000 546+15
64 0 4-NO> 905+28 >1000 579,549
65 1 H 189,5+12,1 >1000 304,5+12,1
66 1 2-NO> 219,5+14 4 >1000 >1000
67 1 3-NO> 300+16 >1000 440+21
68 1 4-NO2 334,5+17,8 >1000 260+19
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Ligandi sa nitro grupom u polozaju 3 i 4 kod kojih su piperidinski i piperazinski
prstenovi direktno vezani, 63 1 64, ispoljavaju slab afinitet vezivanja ka ovoj klasi
receptora, dok nesupstituisani ligand 61 i ligand sa nitro grupom u polozaju 2, 62, ne
pokazuju aktivnost ka D2 receptorima. Obrnuta situacija je kod liganada gde su
piperidinski 1 piperazinski prstenovi povezani metilenskom grupom. Naime, ligandi
66-68 sa nitro grupom u polozaju 2, 3 i 4 pokazuju slabiji afinitet vezivanja za

dopaminske D2 receptore u odnosu na nesupstituisani ligand 65.

Ligandi 61-68 ne stupaju u kompeticiju sa [3H]-ketanserinom, odnosno ne

pokazuju aktivnost ka 5HT2a klasi receptora.

Ligandi 61, 63, 64, 65, 67 i 68 poseduju umeren afinitet vezivanja za al receptore
sa Ki vrednostima u rasponu od 260-579 nM. Uvodenje nitro grupe u polozaj 2, 62 i 66,
dovodi do smanjenja aktivnosti liganada ka ovoj klasi receptora, §to moze da ukazuje na

postojanje sternih smetnji u ovom polozaju.

3.3.1.3. Rezultati kompetitivnog vezivanja 1-{4-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-
il]piperidin-1-il}-2-feniletanona, 1-(4-{[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-
illmetil}piperidin-1-il)-2-feniletanon i njihovih nitro derivata

Parametri vezivanja novosintetisanih jedinjenja 73-80 za odredene klase receptora date

su u Tabeli 8.

Ligandi 78 i 79 ispoljavaju umerenu aktivnost ka dopaminskim D2 receptorima,
dok jedinjenja 73-77 i 80 ne pokazuju aktivnost ka ovoj klasi receptora. Uvodenje nitro
grupe u molekul ima efekta samo kod liganada sa nitro grupom u polozaju 2 ili 3, 78 i
79, a kod kojih su piperidinski i piperazinski prstenovi povezani metilenskom grupom,
jer dovodi do povecanja aktivnosti ka D2 receptorima u odnosu na nesupstituisani
ligand 77.

Ligandi iz ove serije nisu pokazali afinitet ka vezivanju za serotoninske 5HT2a

receptore.
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Visok afinitet vezivanja za al receptore ispoljavaju jedinjenja 73 1 77 sa
konstantom vezivanja od 50,1 i 39 nM, redom. Ligandi 74, 75, 78 i 79 poseduju umeren
afinitet vezivanja za ovu klasu receptora, dok su ligandi 76 i 80 neaktivni prema ovoj
Klasi receptora. Primetno je da uvodenjem nitro grupe u molekul opada aktivnost ka

ovoj klasi receptora.

Tabeli 8. Afinitet i selektivnost vezivanja liganada 73-80 za D2, 5HT2a i a1 receptore

N ’ O%‘\ b j@
\ ? H;CO

Broj | n R D [ 5HT2a | al
liganda Ki (nM) £S.E.M

73 0 H >1000 >1000 50,1+ 5,8

74 0 2-NO; >1000 >1000 110+12,6

75 0 | 3-NO2 708+31 >1000 287+6

76 0 4-NO> >1000 >1000 >1000

77 1 H >1000 >1000 391

78 1 2-NO; 450121 >1000 448,5+16,2

79 1 3-NO> 146+9 >1000 346,5+15,2

80 1 4-NO» >1000 >1000 >1000

3.3.1.4. Rezultati kompetitivnog vezivanja 1-(2-metoksifenil)-4-(1-fenetilpiperidin-
4-il)piperazin i 1-(2-metoksifenil)-4-[(1-fenetilpiperidin-4-il)metil]piperazin i

njihovih nitro derivata

Parametri vezivanja novosintetisanih liganada 81-88 dati su u Tabeli 9.

Uvodenje nitro grupe u molekule kod kojih su piperidinski i piperazinski
prstenovi direktno povezani, 81-84, dovodi do povecanja afiniteta ka D2 receptorima.
Najvec¢i uticaj na povecanje aktivnosti ka ovoj klasi liganada ima nitro grupa u polozaju
3, 83. Slicna je situacija i u seriji liganada kod kojih su piperidinski i piperazinski
prstenovi povezani metilenskom mostom, 85-88. Ligand 87 sa nitro grupom u polozaju

3 pokazuje visok afinitet ka vezivanju za dopaminski D2 receptor sa vredno$c¢u
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Ki=54,2 nM i ponasa se kao selektivni ligand za ovu klasu receptora. Ligand 86 sa nitro
grupom u polozaju 2 poseduje umeren afinitet vezivanja za D2 receptore, dok ligand 88

sa nitro grupom u polozaju 4 ne pokazuje aktivnost ka ovoj klasi receptora.

U seriji sintetisanih liganada 81-88, najveci afinitet ka vezivnju za SHT2a
receptore poseduje nesupstituisani ligand 85. Uvodenjem nitro grupe u molekule 86-88

postepeno opada aktivnost ka ovoj klasi receptora.

Tabela 9. Afinitet i selektivnost vezivanja liganada 81-88 za D2, 5HT2a i al receptora

N | O/H\ k/ j@
~ H,CO
Broj n R D> SHT2a al
liganda Ki (hM) £S.E.M
81 0 H 930+28 >1000 564118
82 0 | 2-NO» 500+15 560+20 324413
83 0 | 3-NO 229+12 634,5+134 >1000
84 0 | 4-NO» 360£17 >1000 >1000
85 1 H >1000 293,5+13,6 690+18
86 1 | 2-NO» 319411 487422 >1000
87 1 | 3-NO: 5442 550,5+6,3 >1000
88 1 | 4-NO: >1000 >1000 678+ 22

Umeren afinitet ka vezivanju za al receptore u seriji sintetisanih jedinjenja 81-88
poseduje ligand 82 sa nitro grupom u polozaju 2 i direktno povezanim piperazinskim i
piperidinskim prstenovima, dok su ostali ligandi u seriji neaktivni na ovoj klasi

receptora.

3.3.2. Rezultati kompetitivnog vezivanja liganada benzimidazol-

1(2-metoksifenil)piperazinskog tipa

Parametri vezivanja novosintetisanih liganada 115-128 dati su u Tabeli 10.
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Ligandi 119, 120, 123 i 127 poseduju visok afinitet vezivanja za dopaminske D2
receptorima sa Ki vrednostima u rasponu od 12-25 nM. Ligandi 122, 124, 126 i 128
pokazuju umeren afinitet vezivanja za D2 receptore. Ligandi 123, 124 i 127 se ponasaju
kao selektivni ligandi za ovu klasu receptora. Primetno je da ligandi sa pet ili Sest C
atoma u mostu izmedu 2-metoksifenilpiperazinskog i benzimidazolskog dela molekula
predstavljaju optimalnu duzinu neophodnu za ispoljavanje povecanog afiniteta ka D2
receptorima. Takode, molekul sa 5C atoma u mostu i sa metoksi grupom kao
supstituentom u benzimidazolskom prstenu 123 poseduje veéi afinitet vezivanja za ovu
klasu receptora od odgovarajuceg nesupstituisanog analoga 119 i analoga sa hlorom kao
supstitiuentom u polozaju 5 benzimidazolskog dela molekula 127. Uzrok ovome je
verovatno taj Sto za razliku od hlora kao supstituenta, metoksi grupa ima mogucénost da
nagradi vodoni¢nu vezu sa bo¢nim ostacima amino kiselina u vezivhom mestu D2

receptora.

Tabela 10. Afinitet i selektivnost vezivanja liganada 115-128 za D2, 5HT2a i al

receptora

N\
H,CO
“gBarr?gJ| E R D, \ _ 5HT2a | al
Ki (hM) +S.E.M
115 1 H >1000 >1000 >1000
116 2 H >1000 346 + 11 79 +4
117 3 H >1000 388 + 24 69 +10
118 4 H >1000 400 +4 64 +1
119 5 H 23.6 0.4 257+ 15 22 2
120 6 H 16 +2 263 + 22 82 +11
121 7 H >1000 327 +20 >1000
122 4 | OCHjs 124 5 161 +15 96 5
123 5 | OCHs 12 +3 451 +21 301 +22
124 6 | OCHjs 76 +8 363 +18 654 +30
125 7 | OCHs >1000 >1000 >1000
126 4 Cl 109 +9 202 +24 248 +5
127 5 Cl 25+3 332 +18 107 5
128 6 Cl 102 +3 206 +22 240 +23
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Pove¢avanjem duzine mosta izmedu 2-metoksifenil piperazinskog i
nesupstituisanog benzimidazolskog dela molekula, 115-121, od 1 do 7 C atoma
povecava se 1 afinitet vezivanja liganada za SHT2a receptore. U slucaju liganada sa
supstituentom u polozaju 5 na benzimidazolskom prstenu 122-128, bilo da je u pitanju
metoksi ili hloro grupa, sa povecavanjem duzine mosta od 4 do 6 ili 7 C atoma dolazi
do opadanja afiniteta vezivanja ka 5HT2a receptorima. Kod liganda sa 7 C atoma u
mostu i metoksi grupom kao supstituentom u benzimidazolskom delu molekula 125
dolazi do naglog pada aktivnosti ka 5SHT?2a receptorima u odnosu na ligande 122-124.
Uvodenjem supstituenta (-OCHBz ili -Cl) u benzimidazolski deo molekula kod liganada
sa Cetiri C atoma u mostu opaza se pad u aktivnosti ka SHT2a receptorima. Isti slucaj je

I sa ligandima sa 5, 6 ili 7 C atoma u mostu.

Sli¢no kao 1 u slucaju vezivanja za SHT2a receptore, povecavanjem duZine mosta
u seriji sintetisanih liganada 115-120 povecavanjem broja C atoma u mostu izmedu
2-metoksifenilpiperazinskog i benzimidazolskog dela molekula dolazi do porasta
aktivnosti ka al receptorima. Uvodenjem metoksi grupe kao supstituenta, 122-125,
dolazi do opadanja aktivnosti ka ovoj Klasi receptora. U seriji liganada koji u
benzimidazolskom delu molekula imaju hlor kao supstituent, 126-128, ligand sa 5 C
atoma u mostu poseduje najveéi afinitet vezivanja za ol receptore. Uvodenjem
supstituenta (-OCHps ili -CI) u benzimidazolski deo molekula kod liganada sa cCetiri C
atoma u mostu opaza se pad u aktivnosti ka al receptorima. Isti slucaj je i sa ligandima

sa5i6 C atoma u mostu.

3.4. Rezultati doking analize novosintetisanih liganada

Ispitivanje uticaja strukture liganda na njegov afinitet vezivanja za D2 receptore i
modelovanje ovog receptora je godinama u fokusu istrazivanja u nasoj laboratoriji.
Tokom godina sintetisan je veliki broj arilpiperazinskih derivata koji su bioloski
okarakterisani. Ispitan je, izmedu ostalog i uticaj tipa supstitucije (orto, meta, para),

duZzine, fleksibilnosti, kao i1 uticaj supstituenata u aromaticnom delu molekula na
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njegovu aktivnost ka dopaminskim D2 receptorima. Koriste¢i kristalnu strukturu D3
receptora od strane nase istrazivacke grupe predloZzen je model D2 receptora koji
poseduje dva mesta vezivanja: ortosterno mesto vezivanja (OBS) i alternativno mesto
vezivanja koje delimi¢no formira i druga ekstracelularna petlja (ecl2)®. Kako bi se
ispitala validnost predlozenog modela sintetisana je serija N-{[2-(4-fenil-piperazin-1il)-
etil]-fenil}arilamida u koju ¢ine su ligandi razli¢itog oblika (Slika 22).

NO

N

Slika 22. Struktura N-{[2-(4-fenil-piperazin-1il)-etil]-fenil}arilamida

Jedinjenja sa arilamidnim supstituentom u orto polozaju nisu aktivna na
dopaminsku D2 klasu receptora. Ligandi sa arilamidnim supstituentom u meta polozaju
poseduju visok i umeren afinitet vezivanja za ovu klasu receptora sa Ki vrednostima u
intervalu od 71,6 do 470,8 nM, kao i jednjenja sa supstituentom u para polozaju Ki od
19,41 do 722,7 nM.

Doking analiza sintetisanih liganada na dopaminskom D2 receptoru je pokazala
da svi aktivni ligandi iz ove serije (meta i para supstituisani) ostvaruju zajednicke
interakcije sa ortosternim mestom vezivanja. Ove interakcije ukljuc¢uju formiranje sonog
mosta izmedu protonovanog azota i Asp 114 (3.32), interakcije (edge to face, n-n
steking interakcije itd.) izmedu arilpiperazina i Phe 386 (6.44), Trp 390 (6.48), Tyr 420
(7.43) 1 formiranje vodoni¢ne veze izmedu arilpiperidinskog dela molekula i Ser 194
(5.43) ili Ser 197 (5.46) i Ser 167 (4.57). Ligandi sa supstituentom u para polozaju su
linearnog oblika, duzi su i mogu da dosegnu alternativno mesto vezivanja koje je

smeSteno u ecl2 pri cemu se ostvaruju hidrofobne interakcije izmedu aromati¢nog dela
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liganda i lle 166, Leu 170, Leu 171, lle 184, Phe 189, Val 190, lle 397, His 397 i

polarne interakcije izmedu aromati¢nog dela liganda i Asn 175.

U skladu sa ovim rezultatima  sintetisali smo  Cetiri  serije
1-(2-metoksifenil)piperazina sa piperidinom u mostu (49-56, 61-68, 73-80, 81-88). Cilj
nam je bio da zahvaljujuci razli¢itoj duzini, razli¢itom tipu supstitucije (orto, meta,
para), rigidnosti, kao i grupama sa razli¢itim elektronskim efektima u aromati¢nom delu
molekula dobijemo ligande koji se razli¢ito orjentisu u vezivnom mestu D2 receptora.
Za ocekivati je da ¢e interakcije koje ligandi ostvare sa ovom klasom receptora
doprineti boljoj spoznaji dela receptora koji ¢ini alternativno mesto vezivanja i druga
ekstracelularna petlja, s obzirom na to da ovaj deo receptora nije dovoljno ispitan, kako
u pogledu prostornog rasporeda A.K., tako i po pitanju kljuénih interakcija sa
ligandima. Dobijeni rezultati posluzi¢e za formiranje boljeg teorijskog 3D modela D2

receptora.

Uradena je preliminarna doking analiza novosintetisanih liganada na modelu D2

receptora dobijenom prema kristalnoj strukturi D3 receptora®.

Vezivno mesto receptora je odredeno na osnovu eksperimentalnih rezultatal®? i
Sredinger modula za generisanje vezivnog mesta’®. Svi ligandi su dokovani u
protonovanom obliku, uz upotrebu OPLS_2005 polja sila. Inicijalna pozicija liganda u
vezivnom mestu je bila nasumicna, s tim da je protonovani azot liganda, pozicioniran u
bilizini Asp 114 (3.32) D2 receptora. Posle inicijalnog pozicioniranja, doking procedura

je izvrSena bez dodatnih ogranicenja.

H,CO
|
glava ' ¢ )
~

linker

rep

Slika 23. Delovi liganda (glava, linker, rep) prikazani na primeru 1-(1-benzilpiperidin-
4-il)-4-(2-metoksifenil)piperazina (49)
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Radi lakSeg objasnjavanja rezultata dobijenih preliminarnom doking analizom
ligande smo podelili u tri celine (Slika 23):

1. Glava liganda koju ¢ine benzil ili feniletil grupa u molekulu
2. Linker koji ¢ini piperidinski deo molekula
3. Rep koji ¢ini 1-(2-metoksifenil)piperazin.

Rep liganda je isti za sva ispitivana jedinjenja, dok su glava i linker podlozni

strukturnim promenama.

U seriji sintetisanih liganada 49-68, jedinjenje 54 poseduje najveci afinitet
vezivanja za dopaminske D2 receptore. Protonovani azot u repu liganda formira soni
most sa Asp 114 (3.32), dok sam rep ostvaruje aromati¢ne interakcije sa
aminokiselinskim ostacima u hidrofobnom dZepu receptora: Phe 386 (6.44), Trp 390
(6.48), Tyr 420 (7.43). Na ovaj nacin ligand zauzima povoljnu poziciju za formiranje
vodoni¢ne veze izmedu nitro grupe u glavi liganda i Ser 193 (5.42). Navedene
interakcije se ostvaruju izmedu liganda i ortosternog mesta vezivanja D2 receptora
(OBS). Doking analiza predvida i formiranje hidrofobnih interakcija izmedu glave

liganda 54 i Phe 393 i His 397 u alternativnom mestu vezivanja receptora (Slika 24).

VAL, /PHE (ASP VAL ILE
11 110 114 91

ILE
398

PHE
394

PHE

ILE VAL cYs (PHE 416
184 190 182 386

Slika 24. Rezultati doking analize jedinjenja 54
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Ligandi 55 i 56 zbog nepovoljne orjentacije koju zauzimaju u ortosternom mestu
vezivanja nisu u mogucnosti da nagrade vodoni¢nu vezu sa Ser 193 (5.42), Sto dovodi
do smanjene aktivnosti ka dopaminskim D2 receptorima u odnosu na ligand 54.

Ligandi 65-68 formiraju soni most sa Asp 114 (3.32), dok rep liganda ostvaruje
aromati¢ne interakcije sa amino kiselinskim ostacima u hidrofobnom dzepu [Phe 386
(6.44), Trp 390 (6.48), Tyr 420 (7.43)]. Kiseonik iz keto grupa u glavi liganda
nagraduje vodoni¢nu vezu sa Ser 193 (5.42). Glava liganada zbog smanjene
fleksibilnosti ostvaruje aromati¢ne interakcije samo sa Phe 394 u alternativhom mestu
vezivanja dopaminskog D2 receptora, §to dovodi do smanjene aktivnosti liganada 65-68

ka ovoj klasi receptora u odnosu na jedinjenje 54 (Slika 25).

THR. VAL 5D\ AsP, (THR, (R cYs
SERY 419 115 97, 114 416/ 420 182
197

¥
118
N

ALE
183

oie, |

393 /PHE VAL PHE
394 111 110
e SER
(VAL PHE 193 ILE
190 189 184

Slika 25. Rezultati doking analize za ligand 65

Ligandi 49-52, 61-64 u ortosternom mestu vezivanja formiraju soni most sa Asp
114 (3.32). Rep liganda ostvaruje hidrofobne interakcije sa Phe 386 (6.44), Trp 390
(6.48), Tyr 420 (7.43). Zbog smanjene fleksibilnosti ovi molekuli nisu u stanju da
nagrade vodoni¢nu vezu sa Ser 193 (5.42), niti da ostvare interakcije sa amino
kiselinskim ostacima u alternativnom mestu vezivanja, te su neaktivni na ovoj klasi
receptora. Produzavanjem linkera za metilensku jedinicu dobijaju se u svim
slu¢ajevima ligandi sa ve¢im afinitetom vezivanja ka D2 receptorima, dok uvodenje

nitro grupe u molekul ima efekta samo kod liganada 54, koji pokazuje znatno veéi
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afinitet u odnosu na nesupstituisano jedinjenje 54, jer nitro grupa formira vodoni¢nu
vezu sa Ser 193(5.42).

Rezultati doking analize liganada 73-80 pokazuju da se ligandi vezuju u
ortosternom mestu vezivanja na uobicajen nacin, tako §to rep molekula formira soni
most sa Asp 114 (3.32) i ostvaruje hidrofobne interakcije sa Phe 386 (6.44), Trp 390
(6.48), Tyr 420 (7.43). Linker i glava molekula zauzimaju prostor ograni¢en Asp 114
(3.32) i Ser 193(5.42) i Ser 194 (5.43).

Ligandi 73-76 nisu u stanju da zauzmu povoljnu orjentaciju u ortosternom mestu
vezivanja receptora i da ostvare interakcije sa Ser 193 (5.42) i Ser 194 (5.43). lzuzetak
je ligand 75 sa nitro grupom u polozaju 3 aromati¢nog dela molekula (glava liganda),
preko koje ostvaruje slabu vodoni¢nu vezu sa Ser 194 (5.43), te zato ovaj ligand
poseduje nesto veci afinitet vezivanja za dopaminske D2 receptore u odnosu na ligande
73,741 76.

Uvodenjem dodatne metilenske grupe u linker 77-80, molekul postaje duzi i
dobija moguénost da slobodno rotira oko dva atoma ugljenika. Ovo dovodi do toga da
ligandi 78 i 79 poseduju znatno ve¢i afinitet vezivanja za D2 receptore u odnosu na 74 i
75. Razlog tome je formiranje vodoni¢nih veza izmedu kiseonika u keto grupi u glavi
molekula 78 i1 79 i Ser 194 (5.43) (Slika 26).
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Slika 26. Rezultati doking analize jedinjenja 79

Kod liganada 81-88 na fizioloSkom pH istovremeno su protonovani azot u
piperidinskom (linker) i azot u piperazinskom delu molekula (rep Shodno tome, postoje

dva nacina na koja se ovi ligandi mogu orjentisati u vezivnom mestu D2 receptora:

- Model po kojem se rep liganda smesSta u ortosterno mesto vezivanja
dopaminskog D2 receptora i ostvaruje hidrofobne interakcije sa Phe 386 (6.44),
Trp 390 (6.48), Tyr 420 (7.43). Po ovom modelu glava liganda ostvaruje
hidrofobne interakcije sa Phe 189 u alternativhom mestu vezivanja, a nitro grupa
gradi vodoni¢nu vezu sa Ser 194 (5.43) (Slika 27).
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His 397

Phe 189

&n

Slika 27. Model vezivanja liganda za D2 receptor kada je rep liganda smesten u

ortosterno mesto vezivanja receptora prikazan na primeru liganda 87

- Model po kojem se glava liganda smesta u ortosterno mesto vezivanja dopaminskog
D2 receptora i ostvaruje hidrofobne interakcije sa A.K. u hidrofobnom dzepu, dok
OCHs grupa u repu liganda formira vodoni¢nu vezu sa Ser 194 (5.43). Nitro grupe u
glavi liganda (83, 84, 86 i 87) grade vodoni¢ne veze sa Trp 390 (6.48) ili Tyr 420
(7.43) (Slika 28).
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Slika 28. Model vezivanja liganda za D2 receptor kada je glava liganda smestena u

ortosterno mesto vezivanja receptora prikazan na primeru liganda 87

Kako bi se odredila orjentacija liganda u mestu vezivanja dopaminskog D2
receptora posluzili smo se molekulskom dinamikom. Dobijeni rezultati ukazuju da je
orjentacija liganada 81-88 u kojoj je glava smesStena u OBS stabilnija od one u kojoj se
u ovo vezivno mesto receptora smesta rep liganda.. Na Slici 29 prikazani su dijagrami
koji opisuju prisutne inerakcije izmedu liganda 87 i aminokiselinskih ostataka u
vezivnom mestu D2 receptora u toku 40 ns molekulske dinamike. Prvi dijagram
opisuje interakcije koje se ostvaruju kada se se rep smesta u OBS, drugi u slucaju
kada se glava smesta u OBS. Obe orijentacije liganda su stabilne tokom 40 ns
molekulske dinamike, ali je broj interakcija koje ostvaruje glava liganda smestena u

OBS-u, daleko ve¢i od interkacija koje ostvaruje rep liganda u OBS-u.
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Slika 29. Dijagrami koji opisuju interakcije izmedu liganda 87 i aminokiselinskih
ostataka u ortosternom mestu vezivanja receptora u slu¢aju a) kada je rep smesten u
OBS i b) kada je glava smestena u OBS. Svaka narandzasta crtica predstavlja jednu

ostvarenu receptor-ligand interakciju u jedinici vremena

Ligand u oba slucaja ostvaruje interakcije sa Asn 114 (3.32), ali kada je
glava smestena u OBS ligand ostvaruje interakcije sa Ser 167 (4.57) i Ser 121 (3.39),
Tyr 192 (5.41), Phe 172 (4.62), koje nisu prisutne u slu¢aju kada se rep liganda smesti

u ortosterno mesto vezivanja.
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Ligandi 82 i 86 su u mogucnosti da nagrade slabu vodoni¢nu vezu sa Trp 390
(6.48) ili Tyr 420 (7.43). Ligand 86 poseduje nesto visi afinitet vezivanja za D2

receptore, verovatno je to posledica veceg stepena slobode u odnosu na 82.

Ligand 87 poseduje visok afinitet vezivanja za D2 receptore i njegova duZzina je
optimalna za dobro vezivanje za D2 receptore. Glava liganda se smesta u ortosterno
mesto vezivanja receptora ostvarujuéi hidrofobne interakcije sa Phe 386 (6.44), Trp
390 (6.48), a nitro grupa u glavi liganda gradi vodoni¢nu vezu sa Tyr 420 (7.43). Rep
liganda ostvaruje hidrofobne interakcije sa Phe 187 i His 397 koji se nalaze u
alternativnom mestu vezivanja, a nitro grupa gradi vodoni¢nu vezu sa Ser 194 (5.43)

(Slika 28).

Ligand 88 je dugacak i ne moze adekvatno da se smesti u vezivno mesto, pa zbog

toga nije aktivan na ovoj klasi receptora.

Oba azota su istovremeno protonovana i kod serije liganada 49-56 i kod njih je
dominantna orjentacija molekula u kojoj se rep smesten u OBS (Slika 24). Kada se u
vezivno mesto D2 receptora smesti glava molekula, tada je slobodna energija sistema
ligand-receptor visa u odnosu na predhodni slucaj i zbog toga ova orjentacija liganda
nije uzeta u dalje razmatranje. U seriji liganada 73-88, dodavanje metilenske grupe u
linker molekula utiCe na porast afiniteta vezivanja za dopaminske D2 receptore.
Uvodenje nitro grupe u aromati¢ni deo glave molekula, uti¢e na porast aktivnosti ka
D2 receptorima samo kada je nitro grupa u polozaju 3, jer se tad formiraju dodatne
vodoni¢ne veze koje nesupstituisani molekuli i molekuli sa nitro grupom u polozaju 2

i 4 nisu u stanju da nagrade.

Zamena benzoil grupe fenilacetil grupom, 61-68, ne uti¢e znatno na aktivnost, jer
su dobijeni ligandi suviSe rigidni da bi se povoljno orjentisali u ortosternom mestu

vezivanja i formirali neophodne interakcije sa aminokiselinskim ostacima.

Medutim, zamena benzil-grupe u ligandima 49-56 fenetil-grupom 81-88 dovodi do
drugacCije orjentacije liganada u vezivnom mestu receptora. Znacajna razlika u
aktivnosti javlja se samo u slucaju liganda 87 koji je oko Cetiri puta aktivniji prema
dopaminskim D2 receptorima, nego ligand 55, jer je u stanju da nagradi dodatnu

vodoni¢nu vezu sa Ser 194 (5.43). Ovaj nacin vezivanja liganada 81-88 u OBS-u je
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neocekivan, ali je moze biti znaCajan za dalja istrazivanja na polju definisanja mesta

vezivanja dopaminskih receptora.

Iz serije liganada 115-128 uradena je preliminarna doking analiza za jedinjenje
120 koje poseduje visok afinitet vezivanja za dopaminske D2 receptore. Ligand 120
formira soni most sa Asp 114 (3.32), dok rep liganda (2-metoksifenilpiperazinski deo)
ostvaruje aromati¢ne interakcije sa amino kiselinskim ostacima u hidrofobnom dzepu
[Phe 386 (6.44), Trp 390 (6.48), Tyr 420 (7.43)]. Glava liganda (benzimidazolski deo)
formira preko azotovih atoma vodoni¢ne veze sa Ser 167 (4.57) i Ser 194 (5.43) i
hidrofobne interakcije sa lle 166, Leu 170, lle 184, Phe 189, Val 111, lle 398, His 397

smestenim u drugoj ekstracelularnoj petlji tj. alternativnom mestu vezivanja (Slika 30).
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Slika 30. Rezultati doking analize za ligand 120
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

Tacke topljenja su odredivane na Boetius PHNK aparatu i nisu korigovane.
Infracrveni (IR) spektri su snimani na spektrofotometru Thermo Scientific, 'HNMR i
13C NMR spektri na spektrofotometru Gemini 2000 (200 i 50 MHz), kao i na Bruker
Ultrashied Advance Il spektrofotometru (500 i 125 MHz) u CDCl3 i de-DMSO kao
rastvara¢ima. Kao interni standard kori$¢en je tetrametilsilan. Maseni spektri su
snimani na 6210 Time-of-Flight LC-MS sistemu (Agilent Technologies, Nemacka),
dok je za analizu podataka koris¢en MassHunter Workstation softver. Sinteze u
mikrotalasnom reaktoru izvodene su u MicroSYNTH Milestone mikrotalasnom
reaktoru. Tankoslojna hromatografija je radena na plocama tipa POLYGRAM SIL
G/UV254 od silika gela nanesenog na plasticne folije (Macherey-Nagel, Nemacka), a
supstance su precis¢avane “dry flash” hromatografijom za koju je koris¢en Silika gel 60
(18-32). Za izolovanje membrana koris¢en je homogenizer sa teflonskim tuc¢kom koji
pokre¢e elektromotor (B. Braun, Melsungen A.G., Nemacka) i ultracentrifuga
BECKMAN L7-55. Radioaktivnost (Perkin-Elmer, Las GmbH, Rodgau, Nemacka) je
merena na scintilacionom brojacu firme LKB Rackbeta Wallac1219.

4.1. Sinteza

Etil 4-[4-(2-metoksifenil)piperidin]-1-karboksilat (37): U jednogrlom balonu od 100 ml
rastvori se 1,7 g (0,01 mol) 1-karbetoksi-4-piperidona (35) u 25 ml metanola (pH
rastvora se podesi pomoéu AcOH na 7) i doda se 3,24 g (0,02 mol)
1-(2-metoksifenil)piperazina (36). Uz meSanje se zatim dodaje 0,45 g (0,0072 mol)
NaBH3CN u porcijama, nakon ¢ega se smeSa meSa 24 sata magnetnom mesalicom na
sobnoj temperaturi. Po zavrSetku reakcije, reakciona smesa se zakiseli razblazenom HCI
do pH 2, visak metanola se upari na vakuum uparivacu, a ostatak se zaalkaliSe 10%
rastvorom NaOH i ekstrahuje metilen hloridom. Donji organski sloj se odvoji, osusi

anh. Na2SOg, procedi i upari na vakuum uparivacu. Dobijeni karbamat se precisc¢ava

89



hromatografski na silika gelu koriste¢i prvo metilen hlorid kao eluent, a potom i
1-5%-ne rastvore metanola u metilen hloridu. Prinos reakcije je: 88%. Ulje. IR (ATR,
cm™): 2940,3, 1698,2, 1236,0, 1025,7, 757,0; *H-NMR (200 MHZ, CDCls, §/ppm):
1,25 (3H, t, J=6,8 Hz, CH,-CHa3), 1,46 (2H, qd, J1=4 Hz, J,=12 Hz, %CH i °CH
piperidin), 1,87 (2H, d, J=12,4 Hz, piperidin), 2,45 (1H, tt, J;=11,2 Hz, J,=3,4 Hz,
piperidin), 2,76-2,83 (6H, m, piperidin i piperazin), 3,02-3,15 (4H, m, piperazin), 3,85
(3H, s, OCHz3), 4,12 (2H, q, J=6,8 Hz, J=7,2 Hz, CH3-CH,), 4,21-4,24 (2H, m,
piperidin), 6,83-7,04 (4H, m, ArH); 3C-NMR (50 MHz, CDCI3 &/ppm): 14,4 (1C,
CH2-CHz), 27,9 (2C, piperidin), 43,1 (2C, piperidin), 49,0 (2C, piperazin), 50,7 (2C,
piperazin), 55,1 (1C, OCHj3), 61,6 (1C, CH>-CH3), 66,9 (1C, piperidin), 110,8 (1C,
2-metoksifenil grupa), 117,9(1C, 2-metoksifenil grupa), 120,8 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 122,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 140,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,0 (1C,
2-metoksifenil grupa), 155,3 (-C=0); MS m/z [M+H]": izraunato za Ci9H29N303
348,2270, izmereno 348,2284.

Opsti postupak za hidrolizu karbamata 371 43: Karbamat 37 ili 43 (20 mmol) se rastvori
u 60 ml ccHCI i prebaci u teflonski sud od 100 ml namenjen za rad u mikrotalasnom
reaktoru. Reakcija se odvija na temperaturi od 130 °C, pri maksimalnoj snazi od 300W
u toku 90 min. Nakon zavrSetka reakcije, smeSa se izlije u vodu, zaalkaliSe se 10%
rastvorom NaOH 1 ekstrahuje metilen hloridom. Donji organski sloj se osusi nad anh.
Na>SOs, procedi i upari na vakuum uparivacu. Dobijeni amini se preciS¢avaju

hromatografijom na koloni koriste¢i metilen hlorid/metanol (90:10) kao eluent.

1-(2-Metoksifenil)-4-(piperidin-4-il)piperazin (38): Prinos: 50%. Ulje. IR (ATR, cm™):
3254,4, 1585,6, 1502,6, 1241,1, 1018,0; 'H-NMR (200 MHz, &/ppm): 1,76 (2H, qd,
J=3,5 Hz, J=10,5 Hz, piperidin), 1,98 (2H, d, J=11,5 Hz, piperidin), 2,49 (1H, tt,
J=3,5 Hz, J=10,5 Hz, piperidin), 2,75-2,82 (6H, m, piperidin i piperazin), 3,09 (4H, s,
piperazin), 3,37 (2H, d, J=12,5 Hz, piperidin), 3,86 (3H, s, OCHz), 6,82-7,02 (4H, m,
ArH); B¥C-NMR (50 MHz, 8/ppm ): 27,2 (2C, piperidin), 44,4 (2C, piperidin), 49,1 (2C,
piperazin), 50,8 (2C, piperazin), 55,3 (1C, OCHzs), 60,2 (1C, piperidin), 111,0 (1C,
2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 122,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 141,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,2 (1C,
2-metoksifenil grupa); MS (m/z): [M+H]" izracunato za C16H2sN30 276,2070, izmereno

276,2066.
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1-(2-Metoksifenil)-4-(piperidin-4-ilmetil)piperazin (44): Prinos: 54%. Ulje. IR (ATR,
cm™): 3432,4, 1534,8, 1499,6, 1237,1, 1021,9; 'H-NMR (200 MHz, §/ppm): 1,03-1,23
(2H, m, piperidin), 1,62-1,69 (1H, m, piperidin), 1,78 (2H, d, J=13 Hz, piperidin), 2,24
(2H, d, J=6,8 Hz, CH>), 2,60-2,67 (6H, m, piperidin i piperazin), 3,05-3,10 (4H, m,
piperazin), 3,86 (3H, s, OCHs), 3,38-3,48 (2H, m, piperidin), 6,83-7,02 (4H, m, ArH);
13C-NMR (50 MHz, CDCls, 8/ppm): 31,4 (2C, piperidin), 33,3 (1C, piperidin), 45,9
(2C, piperidin), 50,7 (2C, piperazin), 53,7 (2C, piperazin), 55,2 (1C, OCH3), 65,0 (1C,
CHy), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 121,0 (1C,
2-metoksifenil grupa), 122,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 141,5 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 152,3 (1C, 2-metoksifenil grupa); MS (m/z): [M+H]" izradunato za C17H27N30
290,2227, izmereno 290,2223.

1-(Etoksikarbonil)piperidin-4-karboksilna kiselina (40): U dvogrlom balonu od 1 litra,
koji je opremljen kapalicom, rastvori se piperidin-4-karboksilna kiselina (39) (20 g,
0,155 mol) u 200 ml vode, doda se 20 g NaCOsz i meSa se na sobnoj temperaturi na
magnetnoj mesalici. U reakcionu smeSu se ukapava rastvor od etil-hlorformijata (25,5 g,
0,28 mol) u 240 ml toluola. Smesa se mesa na sobnoj temperaturi narednih 20 ¢asova.
Nakon toga se iskljuci mesSanje, kako bi se razdvojili organski i vodeni sloj. U levku za
odvajanje odvojiti gornji, organski, od donjeg, vodenog sloja. Donji sloj se zakiseli sa
HCI i ekstrahuje metilen hloridom. Organski sloj se osusi nad anh. Na2SOs, procedi i
upari pod snizenim pritiskom. Prinos: 78%. Ulje. IR (ATR, cm™): 1732,7, 1673,5,
1033,2; 'H-NMR (200 MHz, 8/ppm): 1,26 (3H, t, J=7,4 Hz, CH»-CHs), 1,66 (2H, qd,
J=10,4 Hz, J= 4,4 Hz, piperidin), 1,93 (2H, d, J=13,5 Hz, piperidin), 2,51 (1H, tt, J=4
Hz, J=10,6 Hz, piperidin), 2,85-2,99 (2H, m, piperidin), 4,03-4,19 (4H, m, piperidin i
CH2-CHg), 8,43 (s, 1H, COOH); 3C-NMR (50 MHz, &/ppm): 14,6 (1C, CH2-CHs),
27,6 (2C, piperidin), 40,6 (1C, piperidin), 43,0 (2C, piperidin), 61,5 (1C, CH3-CH>),
155,6 (1C, -C=0), 179,9 (1C, COOH); MS (m/z): [M+H]" izratunato za CyH15sNOa
202,1073, izmereno 202,10609.

Etil 4-(hlorokarbonil)piperidin-1-karboksilat (41): U jednogrlom balonu se odmeri
1-(etoksikarbonil)piperidin-4-karboksilna kiselina (40) (7,5g, 0,0375 mol), i doda se
tionil-hlorid (5,35 g, 0,045 mol) i 200 ml hloroforma. SmeSa se meSa, uz hladenje, na

magnetnoj meSalici. Nakon 2 sata, odvoje se viSak tionil-hlorida i rastvara¢ pod
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snizenim pritiskom. Dobijeni proizvod se ne pre€iS¢ava, ve¢ se odmah koristi za sintezu

jedinjenja 42.

Etil 4-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-karbonil]piperidin-1-karboksilat (42): U dvogrli
balon od 500 ml, opremljen kapalicom i termometrom, se sipa EtsN (3,78 g,
0,0375 mol) i 1-(2-metoksifenil)piperazina (36) (6,07 g, 0,0375 mol) i doda se 150 ml
hloroforma. Ovako pripremljena reakciona smesa se meSa na magnetnoj mesalici i u nju
se ukapava, prethodno napravljeno jedinjenje 41, rastvoreno u 30 ml hloroforma, vodeci
racuna da temperatura ne prede 5 °C. Po zavrSenom ukapavanju, reakciona smesa se
mesSa na sobnoj temperaturi, a tok reakcije se prati hromatografski. Nakon zavrSetka
reakcije smeSa se ekstrahuje prvo sa razblaZzenim rastvorom Na>COs, da se ukloni viSak
kiseline 40, odvoji se donji organski sloj koji se onda ekstrahuje sa razblaZzenim
rastvorom HCI da se ukloni visak 1-(2-metoksifenil)piperazina (36). Prinos: 85%. Ulje.
IR (ATR, cm™): 1690,4, 1622,2, 1503,3, 1430,7, 1243,3, 1015,6; H-NMR (200 MHz,
d/ppm): 1,26 (3H, t, J=7,2 Hz, CH>-CHa), 1,70-1,88 (4H, m, piperidin), 2,63-2,90 (3H,
m, piperidin), 3,00-3,09 (4H, m, piperazin), 3,67-3,83 (4H, m, piperazin), 3,88 (3H, s,
OCHs), 4,08-4,24 (4H, m, CH2-CHG, i piperidin), 6,83-7,09 (4H, m, ArH); C-NMR
(50 MHz, 6/ppm): 14,6 (1C, CH2-CHa), 28,2 (2C, piperidin), 38,1 (1C, piperidin), 43,2
(2C, piperidin), 50,5 (2C, piperazin), 51,1 (2C, piperazin), 55,3 (1C, OCH?3), 61,2 (1C,
CH»>-CHg), 111,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,3 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9
(1C, 2-metoksifenil grupa), 123,6 (1C, 2-metoksifenil grupa), 140,3 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 152,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 155,4 (1C, O-C=0), 172,7 (1C, C=0); MS
(m/z): [M+H]" izracunato za C20H20N304 376,2228, izmereno 376,2231.

Etil 4-{[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il]metil}piperidin-1-karboksilat (43): U trogrli
balon od 100 ml, opremljen termometrom, kapalicom i refluks kondenzatorom sa
ispiralicom kroz koju se provodi argon, sipa se 25 ml diglima, NaBH4 (1 g, 0,025 mol) i
jedinjenje 42 (3,76 g, 0,01 mol). Smesa se ohladi na -5 °C i u nju se ukapava rastvor
bor trifluorid eterata (3,9 g, 0,025 mol) u trajanju od 40 min. Smesa se mesSa 1 sat na
temperaturi ispod 5 °C, a potom se zagreva na 80-90 °C sat vremena. Nakon toga,
smesa se ohladi na sobnu temperaturu, prvo se doda 10 ml vode, a zatim i1 20 ml cc HCI.
Smesa se 3 sata zagreva na vodenom kupatilu, a potom upari pod snizenim pritiskom do
suva. Cvrsti ostatak se zaalkalife 10% rastvorom NaOH, ekstrahuje sa metilen

hloridom, osusi nad anh. Na>SOy4 i upari na vakuum uparivacu. Proizvod se precis¢ava
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hromatografijom na koloni koriste¢i (metilen hlorid/metanol) kao eluent. Prinos: 85%.
Ulje. IR (ATR, cm™): 1691,3, 1499,0, 1432,0, 1225,4, 1017,0; 'H-NMR (200 MHz,
d/ppm): 1,00-1,14 (2H, m, piperidin), 1,25 (3H, t, J=6,6 Hz, CH,-CH3), 1,57-1,81 (3H,
m, piperidin), 2,24 (2H, d, J=6,6 Hz, CH>), 2,58-2,63 (4H, m, piperazin), 2,67-2,80 (2H,
m, piperidin), 3,07 (4H, s, piperazin), 3,86 (3H, s, OCHz3), 4,00-4,17 (4H, m, CH,-CHa,
i piperidin), 6,84-7,04 (4H, m, ArH); 13C-NMR (50 MHz, §/ppm): 14,7 (1C, CH2-CH3),
30,7 (2C, piperidin), 33,5 (1C, piperidin), 43,9 (2C, piperidin), 50,7 (2C, piperazin),
53,9 (2C, piperazin), 55,3 (1C, OCHs), 61,0 (1C, CH>-CHz3), 64,6 (1C, CH2-N), 111,1
(1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 122,82 (1C, 2-metoksifenil grupa), 141,4 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,26
(1C, 2-metoksifenil grupa), 155,67 (1C, O-C=0); MS (m/z): [M+H]* izratunato za
C20H31N303 362,2438, izmereno 362,2437.

Opsti postupak za alkilovanje 1-(2-metoksifenil)-4-(piperidin-4-il)piperazina (38) i
1-(2-metoksifenil)-4-(piperidin-4-ilmetil)piperazina (44): U jednogrlom balonu od
100 ml se napravi smesa jedinjenja 38 ili 44 (0,0018 mol), odgovarajuceg benzil
halogenida 45-48 (0,0018 mol) i K2COz3 (0,0036 mol) u 25 ml CH3CN. Rastvor se meSa
48 sati na magnetnoj mesalici, na sobnoj temperaturi. Nakon toga se izlije u vodu,
ekstrahuje metilen hloridom, donji organski sloj se osusi nad anh. Na2SO4 1 upari pod
snizenim pritiskom. Proizvodi se pre€iS¢avaju hromatografijom na koloni, koristec¢i

sistem metilen hlorid/metanol kao eluent.

1-(1-Benzilpiperidin-4-il)-4-(2-metoksifenil)piperazin ~ (49): Prinos: 76%. Ulje;
IR (ATR, cm™): 1590,7, 1450,5, 1237,0, 1019,6; 'H-NMR (200 MHz, §/ppm): 1,65
(2H, qd, J=3,2 Hz, J=11,8 Hz, piperidin), 1,86 (2H, d, J=11,2 Hz, piperidin), 2,01 (2H, t,
J=11,2 Hz, piperidin), 2,36 (1H, tt, J=4 Hz, J=11,4 Hz, piperidin), 2,76-2,81 (4H, m,
piperazin), 2,97 (2H, d, J=11,8 Hz, piperidin), 3,09-3,14 (4H, m, piperazin), 3,51 (2H, s,
CH2-N), 3,85 (3H, s, OCHs), 6,83-7,04 (4H, m, ArH), 7,22-7,33 (5H, m, ArH);
BC-NMR (50 MHz, &/ppm): 27,8 (2C, piperidin), 49,2 (2C, piperidin), 50,7 (2C,
piperazin), 53,0 (2C, piperazin), 55,2 (1C, OCHzs), 62,05 (1C, CH2-N), 62,85 (1C,
piperidin), 111,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 121,0
(1C, 2-metoksifenil grupa), 122,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 127,0 (1C, fenil grupa),
128,2 (2C, fenil grupa), 129,1 (2C, fenil grupa), 138,1 (1C, fenil grupa), 141,2 (1C,
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2-metoksifenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa); MS (m/z): [M+H]" izracunato
za C23H31N30 366,2540, izmereno 366,2547.

1-(2-Metoksifenil)-4-[1-(2-nitrobenzil)piperidin-4-il]piperazin (50): Prinos: 80%. T.t
146 °C; IR (ATR, cm™): 1589,7, 1526,0, 1454,5, 1369,8, 1237,5, 1022,6; 'H-NMR
(200 MHz, &/ppm): 1,56 (2H, qd, J=3,2 Hz, J=11,8 Hz, piperidin), 1,82 (2H, d, J=11,8
Hz, piperidin), 2,01-2,12 (2H, m, piperidin), 2,29 (1H, tt, J=3,4 Hz, J=11,2 Hz,
piperidin), 2,74-2,78 (4H, m, piperazin), 2,86 (2H, d, J=11,8 Hz, piperidin), 3,1 (4H, s,
piperazin), 3,76 (2H, s, CH>-N), 3,85 (3H, s, OCHy), 6,83-7,04 (4H, m, ArH), 7,37 (1H,
t, J=7,8 Hz, ArH), 7,53 (1H, t, J=7,2 Hz, ArH), 7,63 (1H, d, J=6,8 Hz, ArH), 7,81 (1H,
d, J=6,8 Hz, ArH); ¥C-NMR (50 MHz, &/ppm): 28,3 (2C, piperidin), 49,3 (2C,
piperidin), 50,9 (2C, piperazine), 53,3 (2C, piperazin), 55,3 (1C, OCH3), 58,8 (1C,
CH2-N), 61,9 (1C, Cs, piperidin), 111,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C,
2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,9 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 124,3 (1C, 2-nitrofenil grupa), 127,7 (1C, 2-nitrofenil grupa), 130,8 (1C,
2-nitrofenil grupa), 132,4 (1C, 2-nitrofenil grupa), 134,3 (1C, 2-nitrofenil grupa), 141,3
(1C, 2-metoksifenil grupa), 149,7 (1C, 2-nitrofenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil
grupa); MS (m/z): [M+H]" izratunato za C23H30N4O3z 411,2391, izmereno 411,2402.

1-(2-Metoksifenil)-4-[ 1-(3-nitrobenzil)piperidin-4-il] piperazin (51): Prinos: 86%. Ulje.
IR (ATR, cm™): 1588,3, 1530,8, 1499,4, 1346,9, 1237,5, 1027,6; H-NMR (200 MHz,
d/ppm): 1,63 (2H, qd, J=3,2 Hz, J=10,7 Hz, piperidin), 1,86 (2H, d, J=11,8 Hz,
piperidin), 2,05 (2H, t, J=11,8 Hz, piperidin), 2,34 (1H, tt, J=3,8 Hz, J=11,8 Hz,
piperidin), 2,76-2,80 (4H, m, piperazin), 2,92 (2H, d, J=11,2 Hz, piperidin), 3,08-3,11
(4H, m, piperazin), 3,57 (2H, s, CH2-N), 3,86 (3H, s, OCH3), 6,83-7,04 (4H, m, ArH),
7,47 (1H, t, J=7,8 Hz, ArH), 7,67 (1H, d, J=7,2 Hz, ArH), 8,11 (1H, d, J=8,4 Hz, ArH),
8,2 (1H, s, ArH); BC-NMR (50 MHz, &/ppm): 28,2 (2C, piperidin), 49,3 (2C,
piperidin), 51,0 (2C, piperazin), 55,2 (2C, piperazin), 55,3 (1C, OCH3), 62,0 (2C,
CH>-N i piperidin), 111,0 (1C, 2-metoksifenil piperazin), 118,2 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 120,3 (2C, 2-metoksifenil grupa i 3-nitrofenil grupa), 122,1 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 123,0 (1C, 3-nitrofenil grupa), 123,6 (1C, 3-nitrofenil grupa), 129,1 (1C,
3-nitrofenil grupa), 134,9 (1C, 3-nitrofenil grupa), 141,3 (1C, 2-metoksifenil grupa),
149,9 (1C, 3-nitrofenil grupa), 152,3 (1C, 2-metoksifenil grupa); MS (m/z): [M+H]*
izraunato za C23H30N403411,2391, izmereno 411,2389.
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1-(2-Metoksifenil)-4-[1-(4-nitrobenzil)piperidin-4-il]piperazin (52): Prinos: 76%. T.t
145 °C; IR (ATR, cm™): 1599,4, 1513,8, 1445,6, 1344,2, 1236,8, 1020,3; 'H-NMR
(200 MHz, &/ppm): 1,65 (2H, qd, J=3,4 Hz, J= 12,2 Hz, piperidin), 1,89 (2H, d,
J=11,8 Hz, piperidin), 2,00-2,11 (2H, m, piperidin), 2,39 (1H, tt, J=4 Hz, J=11,2 Hz,
piperidin), 2,80-2,84 (4H, m, piperazin), 2,92 (2H, d, J=11,8 Hz, piperidin), 3,12-3,14
(4H, m, piperazin), 3,58 (2H, s, CH»>-N), 3,86 (3H, s, OCH3), 6,84-7,05 (4H, m, ArH),
7,59 (2H, d, J=9 Hz, ArH), 8,17 (2H, d, J=8,4 Hz, ArH); 3C-NMR (50 MHz, &/ppm):
28,1 (2C, piperidin), 49,3 (2C, piperidin), 50,7 (2C, piperazin), 53,2 (2C, piperazin),
55,3 (1C, OCHz3), 62,0 (2C, CH2-N i piperidin), 111,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,2
(1C, 2-metoksifenil grupa), 121,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,0 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 123,5 (2C, 4-nitrofenil grupa), 129,3 (2C, 4-nitrofenil grupa), 141,1 (1C,
2-metoksifenil grupa), 146,8 (2C, 4-nitrofenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa);
MS (m/z): [M+H]" izradunato za C23H30N4O3 411,2391, izmereno 411,2409.

1-[(1-Benzilpiperidin-4-il)metil]-4-(2-metoksifenil)piperazin (53): Prinos: 80%. T.t.
1045 °C; IR (ATR, cm): 1588,4, 14475, 1238,7, 1024,9; 'H-NMR (200 MHz,
&/ppm): 1,25 (2H, qd, J=2,8 Hz, J= 12 Hz, piperidin), 1,46-1,59 (1H, m, piperidin), 1,74
(2H, d, J=13 Hz, piperidin), 1,89-2,00 (2H, m, piperidin), 2,41 (2H, d, J=6,8 Hz,
CH2-N), 2,52 (4H, s, piperazin), 2,89 (2H, d, J=11,8 Hz, piperidin), 3,07 (4H, s,
piperazin), 3,50 (2H, s, CH2-N), 3,86 (3H, s, OCH3), 6,83-7,04 (4H, m, ArH), 7,23-7,33
(5H, m, ArH); 3C-NMR (50 MHz, 8/ppm): 31,0 (2C, piperidin), 33,1 (1C, piperidin),
50,7 (2C, piperazin), 53,8 (2C, piperidin), 53,9 (2C, piperazin), 55,3 (1C, OCHj3), 62,5
(1C, CH2-N), 64,8 (1C, CH2>-N), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,2 (1C,
2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,8 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 126,9 (1C, fenil grupa), 128,1 (2C, fenil grupa), 129,2 (2C, fenil grupa), 138,5
(1C, fenil grupa), 141,5 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,3 (1C, 2-metoksifenil grupa);
MS (m/z): [M+H]" izracunato za C24H33N30 380,2696, izmereno 380,2692.

1-(2-Metoksifenil)-4-{[1-(2-nitrobenzil)piperidin-4-il]metil}piperazin ~ (54):  Prinos:
82%. T.t. 100 °C; IR (ATR, cm™): 1589,1, 1532,6, 1499,5, 1314,2, 1236,1, 1026,4;
'H-NMR (200 MHz, §/ppm): 1,21 (2H, qd, J1=11,5 Hz, J,=3 Hz, piperidin), 1,45-1,58
(1H, m, piperidin), 1,72 (2H, d, J=11,5 Hz, piperidin), 1,96-2,07 (2H, m, piperidin), 2,23
(2H, d, J=6,8 Hz, CH2>-N), 2,59-2,61 (4H, m, piperazin), 2,78 (2H, d, J=11,2 Hz,
piperidin), 3,07 (4H, s, piperazin), 3,76 (2H, s, CH2-N), 3,86 (3H, s, OCH3), 6,83-7,03
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(4H, m, ArH), 7,32-7,83 (4H, m, ArH); C-NMR (50 MHz, &/ppm): 31,1 (2C,
piperidin), 33,1 (1C, piperidin), 50,7 (2C, piperazin), 53,9 (4C, piperidin i piperazin),
55,3 (1C, OCHg), 63,5 (1C, CH2-N), 64,9 (1C, CH2-N), 111,1 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 118,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,8 (1C,
2-metoksifenil grupa), 124,3 (1C, 2-nitrofenil grupa), 127,6 (1C, 2-nitrofenil grupa),
130,8 (1C, 2-nitrofenil grupa), 132,4 (1C, 2-nitrofenil grupa), 134,7 (1C, 2-nitrofenil
grupa), 1415 (1C, 2-metoksifenil grupa), 149,8 (1C, 2-nitrofenil grupa), 152,3 (1C,
2-metoksifenil grupa); MS (m/z): [M+H]" izracunato za C2H32NsOs 425,2547,
izmereno 425,2540.

1-(2-Metoksifenil)-4-{[1-(3-nitrobenzil)piperidin-4-ilJmetil}piperazin ~ (55):  Prinos:
80%. T.t. 132 °C; IR (ATR, cm™): 1594,7, 1534,2, 1444,9, 1342,3, 1251,5, 1030,8;
IH-NMR (200 MHz, 8/ppm): 1,32 (2H, qd, J=3,4 Hz, J=12 Hz, piperidin), 1,48-1,64
(1H, m, piperidin), 1,76 (2H, d, J=12 Hz, piperidin), 1,95-2,06 (2H, m, piperidin), 2,25
(2H, d, J= 7,4 Hz, CH2-N), 2,60 (4H, s, piperazin), 2,85 (2H, d, J=11,8 Hz, piperidin),
3,07 (4H, s, piperazin), 3,57 (2H, s, CH2-N), 3,86 (3H, s, OCH3), 6,83-7,04 (4H, m,
ArH), 7,47 (1H, t, J=7,8 Hz, ArH), 7,67 (1H, d, J=8 Hz, ArH), 8,10 (1H, d, J=8,4 Hz,
ArH) 8,2 (1H, s, ArH); 3C-NMR (50 MHz, &§/ppm): 31,0 (2C, piperidin), 33,1 (1C,
piperidin), 50,7 (2C, piperazin), 53,8 (2C, piperidin), 53,9 (2C, piperazin), 55,3 (1C,
OCHg), 62,5 (1C, CH2-N), 64,8 (1C, CH2-N), 111,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,2
(1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (2C, 3-nitrofenil grupa i 2-metoksifenil grupa), 122,0
(1C, 2-metoksifenil grupa), 122,8 (1C, 3-nitrofenil grupa), 123,7 (1C, 3-nitrofenil
grupa), 129,0 (1C, 3-nitrofenil grupa), 135,0 (1C, 3-nitrofenil grupa), 141,3 (1C,
2-metoksifenil grupa), 149,3 (1C, 3-nitrofenil grupa), 152,3 (1C, 2-metoksifenil grupa);
MS (m/z): [M+H]" izracunato za C24H32N4O3 425,2547, izmereno 425,2552.

1-(2-Metoksifenil)-4-{[1-(4-nitrobenzil)piperidin-4-ilJmetil}piperazin ~ (56):  Prinos:
87%. T.t. 1205 °C; IR (ATR, cm™): 1598,2, 1507,9, 1447,6, 1343,0, 1242,9, 1026,0;
IH-NMR (200 MHz, 8/ppm): 1,26 (2H, qd, J=3,8 Hz, J=10,6 Hz, piperidin), 1,47-1,66
(1H, m, piperidin), 1,76 (2H, d, J=11,8 Hz, piperidin), 1,95-2,05 (2H, m, piperidin),
2,26 (2H, d, J=6,4 Hz, CH2-N), 2,60-2,62 (4H, m, piperazin), 2,84 (2H, d, J=11,2 Hz,
piperidin), 3,07 (4H, s, piperazin), 3,57 (2H, s, CH>-N), 3,86 (3H, s, OCHj3), 6,83-7,04
(4H, m, ArH), 7,50 (2H d, J=8,4 Hz, ArH), 8,17 (2H, d, J=8,4 Hz, ArH); 13C-NMR

(50 MHz, é/ppm): 31,0 (2C, piperidin), 33,0 (1C, piperidin), 50,6 (2C, piperazin), 53,9
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(4C, piperidin i piperazin), 55,3 (1C, OCHs), 62,5 (1C, CH2-N), 64,8 (1C, CH2-N),
111,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C,
2-metoksifenil grupa), 122,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,4 (2C, 4-nitrofenil grupa),
129,4 (2C, 4-nitrofenil grupa), 141,4 (1C, 2-metoksifenil grupa), 147,0 (2C, 4-nitrofenil
grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa); MS (m/z): [M+H]" izracunato za C24H32N4O3
425,2547, izmereno 425,2561.

Opsti postupak za acilovanje 1-(2-metoksifenil)-4-(piperidin-4-il)piperazina (38) i
1-(2-metoksifenil)-4-(piperidin-4-ilmetil)piperazina (44): U rastvor jedinjenja 38 ili 44
(0,0017 mol), EtsN (0,0017 mol) i 1,7 ml CH2Cl, ukapati na 0 °C rastvor benzoil ili
nitrobenzoil hlorida 57-60 (0,0017 mol) u 0,36 ml CHCl,. Potom sme$u meSati na
magnetnoj meSalici naredna 72 sata. Nakon zavrSetka reakcije, reakcionu smesu izliti u
vodu, isprati 10% rastvorom K>COg, ekstrahovati metilen hloridom, donji organski sloj
osu$iti nad anh. Na»SOs 1 upariti pod snizenim pritiskom. Dobijeni proizvod se

prec¢iS¢ava hromatografijom na koloni kori§¢enjem metilen hlorid/metanola kao eluenta

(90:10).

{4-[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il] piperidin-1-il}(fenil)metanon (61): Prinos: 76%.
T.t. 131,5° C; IR (ATR, cm™): 1626,6, 1234,1, 1024,3; 'H-NMR (200 MHz, &/ppm):
1,55-2,17 (5H, m, piperidin), 2,56 (1H, tt, J=3,4 Hz, J=7,4 Hz, piperidin), 2,76-2,80
(5H, m, piperazin i piperidin), 3,109 (5H, s, piperazin i piperidin), 3,86 (3H, s, OCHz),
4,75 (1H, s, piperidin), 6,84-7,05 (4H, m, ArH), 7,26-7,40 (5H, m, ArH); 3C-NMR
(50 MHz, &/ppm): 28,2 (2C, piperidin), 47,1 (2C, piperidin), 49,4 (2C, piperazin), 50,9
(2C, piperazin), 55,3 (1C, OCHzs), 61,8 (1C, piperidin), 111,1 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 121,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,0 (1C,
2-metoksifenil grupa), 126,8 (2C, fenil grupa), 128,4 (2C, fenil grupa), 129,5 (1C, fenil
grupa), 136,17 (1C, fenil grupa), 141,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,2 (1C,
2-metoksifenil grupa), 170,2 (1C, C=0); MS (m/z): [M+H]" izmereno za Cz3H29N30;
380,2333, izmereno 380,2338.

{4-[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]piperidin-1-il}(2-nitrofenil)metanon (62): Prinos:
75%. T.t. 160 °C; IR (ATR, cm™): 1638,7, 1521,1, 1341,8, 1236,1, 1025,4; 'H-NMR
(200 MHz, &/ppm): 1,25-1,99 (5H, m, piperidin), 2,61 (1H, tt, J=3,4 Hz, J=10 Hz,
piperidin), 2,78-2,83 (5H, m, piperazin i piperidin), 3,10-3,12 (5H, m, piperazin i
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piperidin), 3,78 (1H, s, piperidin), 3,87 (3H, s, OCHj3), 6,85-7,06 (5H, m, ArH),
7,58-7,66 (1H, m, ArH), 7,72-7,78 (1H, m, ArH), 8,18-8,35 (1H, m, ArH); 3C-NMR
(50 MHz, &/ppm): 27,7 (2C, piperidin), 47,1 (2C, piperidin), 49,3 (2C, piperazin), 50,8
(2C, piperazin), 55,3 (1C, OCHzs), 61,5 (1C, piperidin), 111,1 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 118,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 121,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,1 (1C,
2-metoksifenil grupa), 124,8 (1C, 2-nitrofenil grupa), 128,0 (1C, 2-nitrofenil grupa),
129,7 (1C, 2-nitrofenil grupa), 133,2 (1C, 2-nitrofenil grupa), 134,3 (1C, 2-nitrofenil
grupa), 141,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 145,4 (1C, 2-nitrofenil grupa), 152,2 (1C,
2-metoksifenil grupa), 166,4 (1C, C=0); MS (m/z): [M+H]" izracunato za C23H2sN4O4
425,2183, izmereno 425,2192.

{4-[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]piperidin-1-il}(3-nitrofenil)metanon (63): Prinos:
72%. T.t. 118,5 °C; IR (ATR, cm™): 1621,8, 1531,0, 1351,3, 1244,8, 1025,3; *H-NMR
(200 MHz, &/ppm): 1,53-1,63 (2H, m, piperidin), 1,88-2,16 (2H, m, piperidin), 2,62
(1H, tt, J=3,4 Hz, J=11,4 Hz, piperidin), 2,73-2,83 (5H, m, piperazin i piperidin),
3,10-3,15 (5H, m, piperazin i piperidin), 3,50-3,73 (1H, m, piperidin), 3,82 (3H, s,
OCHs3), 4,74-4,79 (1H, m, piperidin), 6,82-7,06 (4H, m, ArH), 7,46-7,68 (2H, m, ArH),
8,18-8,39 (2H, m, ArH); *C-NMR (50 MHz, &/ppm): 27,9 (2C, piperidin), 46,9 (2C,
piperidin), 49,3 (2C, piperazin), 50,7 (2C, piperazin), 55,3 (1C, OCH3), 61,5 (1C,
piperidin), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 121,0
(1C, 2-metoksifenil grupa), 122,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,0 (1C, 3-nitrofenil
grupa), 124,4 (1C, 3-nitrofenil grupa), 129,8 (1C, 3-nitrofenil grupa), 132,9 (1C,
3-nitrofenil grupa), 137,7 (1C, 3-nitrofenil grupa), 141,1 (1C, 2-metoksifenil grupa),
148,0 (1C, 3-nitrofenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 167,5 (1C, C=0); MS
(m/z): [M+H]" izmereno za C23H28N404 425,2183, izmereno 425,2195.

{4-[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]piperidin-1-il}(4-nitrofenil)metanon (64): Prinos:
70%. T.t. 156,5 °C; IR (ATR, cm™): 1630,1, 1522,0, 1352,0, 1233,0, 1024,5; 'H-NMR
(200 MHz, é6/ppm): 1,47-2,07 (5H, m, piperidin), 2,57-2,61 (1H, m, piperidin), 2,79 (4H,
s, piperazin), 2,87 (1H, s, piperidin), 3,11 (4H, s, piperazin), 3,66 (1H, m, piperidin),
3,86 (3H, s, OCHzs), 4,73-4,76 (1H, m, piperidin), 6,85-7,02 (4H, m, ArH), 7,56-7,58
(2H m, ArH), 8,27-8,29 (2H, m, ArH); 3C-NMR (50 MHz, &/ppm): 28,0 (2C,
piperidin), 47,0 (2C, piperidin), 49,4 (2C, piperazin), 50,9 (2C, piperazin), 55,3 (1C,
OCHs), 61,5 (1C, piperidin), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,2 (1C,
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2-metoksifenil grupa), 121,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,09 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 123,9 (2C, 4-nitrofenil grupa), 127,9 (2C, 4-nitrofenil grupa), 141,0 (1C,
2-metoksifenil grupa), 142,3 (1C, 4-nitrofenil grupa), 148,4 (1C, 4-nitrofenil grupa),
152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 167,9 (1C, C=0); MS (m/z): [M+H]" izracunato za
Ca23H28N404 425,2183, izmereno 425,2186.

(4-{[4-(2-Metoksifenill)piperazin-1-il]metil}piperidin-1-il)(fenil)metanon (65): Prinos:
68%. Ulje. IR (ATR, cm™): 1629,3, 1239,0, 1130,4; 'H-NMR (200 MHz, &/ppm):
1,24-125 (2H, m, piperidin), 1,80-1,85 (3H, m, piperidin), 2,28-2,29 (2H, m, CH2-N),
2,62 (5H, s, piperazin i piperidin), 3,07 (5H, s, piperazin i piperidin), 3,70 (1H, s,
piperidin), 3,86 (3H, s, OCH3), 4,72 (1H, s, piperidin), 6,84 (1H, m, ArH), 6,89 (2H, m,
ArH), 6,94 (1H, m, ArH), 6,97 (5H, m, ArH); 3C-NMR (50 MHz, 8/ppm): 30,7 (2C,
piperidin), 33,8 (1C, piperidin), 48,0 (2C, piperidin), 50,6 (2C, piperazin), 53,9 (2C,
piperazin), 55,3 (1C, OCHa), 64,4 (1C, CH>-N), 111,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,2
(1C, 2-metoksifenil grupa), 121,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,9 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 126,8 (2C, fenil grupa), 128,4 (2C, fenil grupa), 129,4 (1C, fenil grupa), 136,5
(1C, fenil grupa), 141,4 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,3 (1C, 2-metoksifenil grupa),
170,3 (1C, C=0); MS (m/z): [M+H]" izratunato za C24H31N30, 394,2489, izmereno
394,2488.

(4-{[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]metil}piperidin-1-il)(2-nitrofenil)metanon  (66):
Prinos: 73%. T.t. 128 °C; IR (ATR, cm™): 1628,4, 1524,2, 1343,5, 1235,7, 1114,5;
'H-NMR (200 MHz, &/ppm): 1,06-1,09 (2H, m, piperidin), 1,59 (2H, s, CH2-N),
1,68-1,72 (3H, m, piperidin), 2,24-2,33 (1H, m, piperidin), 2,61 (4H, s, piperazin),
2,84-2,88 (1H, m, piperidin), 3,02 (4H, s, piperazin), 3,36 (1H, s, piperidin), 3,85 (3H, s,
OCHj3), 4,73-4,78 (1H, m, piperidin), 6,84 (1H, d, J=8,5 Hz, ArH), 6,89-6,94 (2H, m,
ArH), 6,97-7,00 (1H, m, ArH), 7,38 (1H, s, ArH), 7,55 (1H, t, J=8,5 Hz, ArH), 7,69
(1H, t, J=7,5 Hz, ArH), 8,19 (1H, d, J=8,5 Hz, ArH); *C-NMR (50 MHz, &/ppm): 29,9
(2C, piperidin), 33,6 (1C, piperidin), 46,7 (2C, piperidin), 50,7 (2C, piperazin), 53,9
(2C, piperazin), 55,3 (1C, OCHj3), 64,2 (1C, CH2-N), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa),
118,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 121,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,9 (1C,
2-metoksifenil grupa), 124,8 (1C, 2-nitrofenil grupa), 128,0 (1C, 2-nitrofenil grupa),
129,6 (1C, 2-nitrofenil grupa), 133,5 (1C, 2-nitrofenil grupa), 134,4 (1C, 2-nitrofenil
grupa), 141,4 (1C, 2-metoksifenil grupa), 145,3 (1C, 2-nitrofenil grupa), 152,3 (1C,
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2-metoksifenil grupa), 170,3 (1C, C=0); MS (m/z): [M+H]" izracunato za C24H30N4O4
439,2340, izmereno 439,2348.

(4-{[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il)metil] piperidin-1-il}(3-nitrofenil)metanon  (67):
Prinos: 80%. T.t. 117 °C; IR (ATR, cm™): 1630,6, 1533,1, 1351,6, 1243,6, 1109,9;
IH-NMR (200 MHz, &/ppm): 1,15-1,17 (2H, m, piperidin), 1,82-1,94 (3H, m,
piperidin), 2,30 (2H, s, CH>-N), 2,62 (4H, s, piperazin), 2,84 (1H, s, piperidin), 3,07
(5H, s, piperazin i piperidin), 3,64-3,66 (1H, m, piperidin), 3,86 (3H, s, OCHy), 4,73
(1H, s, piperidin), 6,84-6,86 (1H, m, ArH), 6,89-6,94 (2H, m, ArH), 6,97-7,00 (1H, m,
ArH), 7,58-7,62 (1H, m, ArH), 7,74 (1H, m, ArH), 8,26-8,28 (2H, m, ArH): 3C-NMR
(50 MHz, é/ppm): 30,4 (2C, piperidin), 33,6 (1C, piperidin), 47,9 (2C, piperidin), 50,6
(2C, piperazin), 53,8 (2C, piperazin), 55,3 (1C, OCHy), 64,2 (1C, CH2-N), 111,1 (1C,
2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 122,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 124,2 (1C, 3-nitrofenil grupa), 128,0 (1C,
3-nitrofenil grupa), 129,7 (1C, 3-nitrofenil grupa), 132,9 (1C, 3-nitrofenil grupa), 138,0
(1C, 3-nitrofenil grupa), 141,3 (1C, 2-metoksifenil grupa), 149,8 (1C, 3-nitrofenil
grupa), 152,3 (1C, 2-metoksifenil grupa), 167,2 (1C, C=0); MS (m/z): [M+H]"
izracunato za C24H30N4O4 439,2340, izmereno 439,2357.

(4-{[4-(2-Metoksifenill)piperazin-1-il]metil}piperidin-1-il)(4-nitrofenil)metanon  (68):
Prinos: 85%. T.t. 120 °C; IR (ATR, cm™): 1630,7, 1519,0, 1347,9, 1239,4, 1012,9;
'H-NMR (200 MHz, &/ppm): 1,11-1,13 (2H, m, piperidin), 1,79-1,87 (2H, m, piperidin),
1,95 (1H, m, piperidin), 2,28-2,30 (2H, m, CH2-N), 2,62 (5H, s, piperazin i piperidin),
3,07 (5H, s, piperazin i piperidin), 3,59 (1H, d, J=12,5 Hz, piperidin), 3,86 (3H, s,
OCHs), 4,71 (1H, d, J=12 Hz, piperidin), 6,84-6,86 (1H, m,ArH), 6,89-6,94 (2H, m,
ArH), 6,97-7,01 (1H, m, ArH), 7,55 (2H, d, J=9 Hz, ArH), 8,26 (2H, d, J=9 Hz, ArH);
13C-NMR (50 MHz, &/ppm): 30,4 (2C, piperidin), 33,6 (1C, piperidin), 47,8 (2C,
piperidin), 50,6 (2C, piperazin), 53,9 (2C, piperazin), 55,30 (1C, OCHs), 64,19 (1C,
CH2-N), 111,14 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9
(1C, 2-metoksifenil grupa), 122,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,8 (2C, 4-nitrofenil
grupa), 127,8 (2C, 4-nitrofenil grupa), 141,4 (1C, 2-metoksifenil grupa), 142,6 (1C,
4-nitrofenil grupa), 148,2 (1C, 4-nitrofenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa),
167,8 (1C, C=0); MS (m/z): [M+H]" izracunato za C24H30N4Os 439,2340, izmereno

439,2360.
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Opsti postupak za sintezu jedinjenja 73-80: Rastvor fenetil ili nitrofenetil siréetne
kiseline 69-72 (0,0149mol), jedinjenja 38 ili 44 (0,0149 mol), DCC (0,028 mol) u 10 ml
CH3CN se mesa pola sata na 0 °C na magnetnoj mesalici, a potom 24 sata na sobnoj
temperaturi. Nakon toga, smeSa se procedi i upari pod sniZzenim pritiskom. Dobijeni
proizvod se precis¢ava hromatografijom na koloni koriste¢i metilen hlorid/metanol kao

eluent (90:10).

1-{4-[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]piperidin-1-il}-2-(fenil)etanon (73): Prinos: 80%.
Ulje. IR (ATR, cm™): 1638,7, 1240,5, 1027,0; 'H-NMR (500 MHz, &/ppm): 1,20 (1H,
qd, J=4 Hz, J=10,5 Hz, piperidin), 1,43 (1H, qd, J=4 Hz, J=11,5 Hz, piperidin), 1,77
(1H, d, J=12,5 Hz, piperidin), 1,89 (1H, d, J=13 Hz, piperidin), 2,46 (1H, tt, J=3,5 Hz,
J=8 Hz, piperidin), 2,60 (1H, t, J=12,5 Hz, piperidin), 2,69-2,71(4H, m, piperazin), 2,96
(1H, t, J=11 Hz, piperidin), 3,07 (4H, s, piperazin), 3,74 (2H, s, CH>), 3,85 (3H, s,
OCHs3), 3,92 (1H, d, J=13,5 Hz, piperidin), 4,69 (1H, d, J=13,5 Hz, piperidin), 6,84-6,86
(1H, m, ArH), 6,90-6,93 (2H, m, ArH), 6,97-7,00 (1H, m, ArH), 7,23-7,26 (3H, m,
ArH), 7,302-7,33 (2H, m, ArH); *C-NMR (125 MHz, &/ppm): 28,0 (1C, piperidin),
28,6 (1C, piperidin), 41,1 (1C, CHy), 41,3 (1C, piperidin), 45,5 (1C, piperidin), 49,2
(2C, piperazin), 50,9 (2C, piperazin), 55,3 (1C, OCHa), 61,7 (1C, piperidin), 111,0 (1C,
2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 122,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 126,7 (1C, fenil grupa), 128,5 (2C, fenil
grupa), 128,7 (2C, fenil grupa), 135,2 (1C, fenil grupa), 141,2 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 169,2 (1C, C=0); MS: m/z [M+H]"
izraGunato za C24H31N302 394,2450, izmereno 394,2495.

1-{4-[4-(2-Metoksifenill)piperazin-1-il] piperidin-1-il}-2-(2-nitrofenil)etanon (74):
Prinos: 84%. T.t. 87 °C; IR (ATR, cm™): 1648,0, 1500,3, 1350,5, 1238,5, 1027,5;
'H-NMR (500 MHz, &/ppm): 1,52 (1H, qd, J=4,5 Hz, J=12 Hz, piperidin), 1,63 (1H, qd,
J=3,5 Hz, J=10 Hz, piperidin), 1,91 (1H, d, J=12,5 Hz, piperidin), 1,99 (1H, d, J=12,5
Hz, piperidin), 2,56-2,60 (1H, m, piperidin), 2,67 (1H, t, J=11,5 Hz, piperidin), 2,79
(4H, s, piperazin), 3,11-3,14 (5H, m, piperazin i piperidin), 3,86 (3H, s, OCHz),
4,01-4,14 (3H, m, piperidin i CH), 4,63 (1H, d, J=13,5 Hz, piperidin), 6,85-6,87 (1H,
m, ArH), 6,92-6,95 (2H, m, ArH), 6,98-7,01 (1H, m, ArH), 7,33 (1H, d, J=7,5 Hz,
ArH), 7,43 (1H, t, J=8 Hz, ArH), 7,56 (1H, t, J=7,5 Hz, ArH), 8,09 (1H, d, J=8 Hz,
ArH); 3C-NMR (125 MHz, &/ppm): 28,0 (1C, piperidin), 28,7 (1C, piperidin), 38,6
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(1C, CHy), 41,6 (1C, piperidin), 45,2 (1C, piperidin), 49,3 (2C, piperazin), 50,9 (2C,
piperazin), 55,3 (1C, OCHz3), 61,8 (1C, piperidin), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa),
118,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 121,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,9 (1C,
2-metoksifenil grupa), 125,1 (1C, 2-nitrofenil grupa), 128,1 (1C, 2-nitrofenil grupa),
131,4 (1C, 2-nitrofenil grupa), 133,2 (1C, 2-nitrofenil grupa), 133,3 (1C, 2-nitrofenil
grupa), 141,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 149,0 (1C, 2-nitrofenil grupa), 152,2 (1C,
2-metoksifenil grupa), 167,3 (1C, C=0); MS: m/z [M+H]" izra¢unato za C24H30N4O4
439,2301, izmereno 439,2333.

1-{4-[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]piperidin-1-il}-2-(3-nitrofenill)etanon (75):
Prinos: 69%. Ulje. IR (ATR, cm™): 1643,2, 1500,6, 1349,4, 1240,2, 1026,8; H-NMR
(500 MHz, &/ppm): 1,43 (1H, qd, J=3,5 Hz, J=8,5 Hz, piperidin), 1,48 (1H, qd, J=4 Hz,
J=10 Hz, piperidin), 1,93 (2H, s, piperidin i piperidin), 2,53 (1H, tt, J=7 Hz, J=3,5 Hz,
piperidin), 2,67 (1H, t, J=12,5 Hz, piperidin), 2,74 (4H, s, piperazin), 3,09 (5H, m,
piperazin i piperidin), 3,82 (2H, s, CH>), 3,86 (3H, s, OCHa), 3,95 (1H, d, J=11,5 Hz,
piperidin), 4,66 (1H, d, J=13 Hz, piperidin), 6,85-6,87 (1H, m, ArH), 6,91-6,94 (2H, m,
ArH), 6,98-7,02 (1H, m, ArH), 7,49-7,52 (1H, m, ArH), 7,61 (1H, d, J=8 Hz, ArH),
8,11-8,13 (2H, m, ArH); 3C-NMR (125 MHz, &/ppm): 28,0 (1C, piperidin), 28,80 (1C,
piperidin), 39,9 (1C, CH»), 41,5 (1C, piperidin), 45,4 (1C, piperidin), 49,3 (2C,
piperazin), 50,9 (2C, piperazin), 55,30 (1C, OCHj3), 61,55 (1C, piperidin), 111,1 (1C,
2-metoksifenil grupa), 118,13 (1C, 2-metoksifenil grupa), 121,0 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 122,0 (1C, 3-nitrofenil grupa), 123,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,0 (1C,
3-nitrofenil grupa), 129,4 (1C, 3-nitrofenil grupa), 135,3 (1C, 3-nitrofenil grupa), 137,2
(1C, 3-nitrofenil grupa), 141,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 148,3 (1C, 3-nitrofenil
grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 167,76 (1C, C=0); MS: m/z [M+H]"
izracunato za C24H30N404 439,2301, izmereno 439,2346.

1-{4-[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]piperidin-1-il}-2-(4-nitrofenil)etanon (76):
Prinos: 70%. Ulje. IR (ATR, cm™): 1645,1, 1500,8, 1345,9, 1240,5, 1027,0; 'H-NMR
(500 MHz, &/ppm): 1,29-1,50 (2H, m, piperidin), 1,88-1,95 (2H, m, piperidin), 2,50 (1H,
tt, J=3,5 Hz, J=11 Hz, piperidin), 2,66 (1H, t, J=13 Hz, piperidin), 2,75 (4H, m,
piperazin), 3,07 (5H, m, piperazin i piperidin), 3,83 (2H, s, CH>), 3,86 (3H, s, OCH5),
3,91 (1H, d, J=13,5 Hz, piperidin), 4,66 (1H, d, J=13,5 Hz, piperidin), 6,85-6,86 (1H, m,
ArH), 6,91-6,94 (2H, m, ArH), 6,98-7,02 (1H, m, ArH), 7,42 (2H, d, J=8,5 Hz, ArH),
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8,19 (2H, d, J=8,5 Hz, ArH); 13 C-NMR (125 MHz, &/ppm): 28,0 (1C, piperidin), 28,9
(1C, piperidin), 40,3 (1C, CH»), 41,5 (1C, piperidin), 45,5 (1C, piperidin), 49,3 (2C,
piperazin), 50,9 (2C, piperazin), 55,3 (1C, OCHs), 61,5 (1C, piperidin), 111,1 (1C,
2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 121,0 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 123,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,8 (2C, 4-nitrofenil grupa), 129,8 (2C,
4-nitrofenil grupa), 141,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 142,78 (1C, 4-nitrofenil grupa),
146,9 (1C, 4-nitrofenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 167,6 (1C, C=0); MS:
m/z [M+H]" izraCunato za C24H30N404439,2301, izmereno 439,2245.

1-(4-{[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]metil}piperidin-1-il)-2-(fenil)etanon (77):
Prinos: 74%. Ulje. IR (ATR, cm™): 1638,1, 1240,2, 1017,0; 'H-NMR (500 MHz,
d/ppm): 0,87 (1H, qd, J=4 Hz, J=11,5 Hz, piperidin), 1,07 (1H, qd, J=4 Hz, J=11 Hz,
piperidin), 1,69-1,72 (1H, m, piperidin), 1,79 (1H, d, J=13 Hz, piperidin), 1,90-1,93
(1H, m, piperidin), 2,18 (2H, dd, J=2,5 Hz, J=6 Hz, CH2>-N), 2,56-2,61 (5H, m,
piperazin i piperidin), 2,94 (1H, t, J=13,5 Hz, piperidin), 3,05 (4H, s, piperazin), 3,73
(2H, s, CH2), 3,84 (4H, m, OCHz i piperidin), 4,63 (1H, d, J=13,5 Hz, piperidin), 6,84-
6,85 (1H, m, ArH), 6,90-6,93 (2H, m, ArH), 6,96-7,00 (1H, m, ArH), 7,23-7,26 (3H, m,
ArH), 7,29-7,32 (2H, m, ArH); 3C-NMR (125 MHz, 8/ppm): 30,4 (1C, piperidin), 31,1
(1C, piperidin), 33,5 (1C, piperidin), 41,2 (1C, CHy), 42,0 (1C, piperidin), 46,3 (1C,
piperidin), 50,6 (2C, piperazin), 53,8 (2C, piperazin), 55,3 (1C, OCH3), 64,3 (1C,
CH-N), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C,
2-metoksifenil grupa), 122,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 126,6 (1C, fenil grupa), 128,5
(2C, fenil grupa), 128,6 (2C, fenil grupa), 135,3 (1C, fenil grupa), 141,3 (1C,
2-metoksifenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 169,2 (1C, C=0); MS: m/z
[M+H]" izradunato za C2sH33N3O. 408,26063, izmereno 408,26387.

1-(4-{[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]metil}piperidin-1-il)-2-(2-nitrofenil)etanon (78):
Prinos: 65%. Ulje. IR (ATR, cm™): 1645,4, 1500,1, 1349,7, 1239,9, 1016,4; 'H-NMR
(500 MHz, &/ppm): 1,11-1,17 (1H, m, piperidin), 1,26 (1H, qd, J=3,5 Hz, J=11,5 Hz,
piperidin), 1,80-1,83 (2H, m, piperidin), 1,92 (1H, d, J=12 Hz, piperidin), 2,28 (2H, d,
J=7 Hz, CH2-N), 2,61-2,66 (5H, m, piperazin i piperidin), 3,08-3,16 (5H, m, piperazin i
piperidin), 3,86 (3H, s, OCHz), 3,96-4,13 (3H, m, CH> i piperidin), 4,58 (1H, d,
J=13 Hz, piperidin), 6,85-6,86 (1H, m, ArH), 6,89-6,6,95 (2H, m, ArH), 6,97-7,01 (1H,
m, ArH), 7,32-7,33 (1H, m, ArH), 741-7,44 (1H, m, ArH), 7,54-7,57 (1H, m, ArH),
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8,08 (1H, m, ArH); *C-NMR (125 MHz, &/ppm): 30,5 (1C, piperidin), 31,2 (1C,
piperidin), 33,6 (1C, piperidin), 38,6 (1C, CH), 42,4 (1C, piperidin), 46,0 (1C,
piperidin), 50,6 (2C, piperazin), 53,9 (2C, piperazin), 55,3 (1C, OCH3), 64,3 (1C,
CH>-N), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C,
2-metoksifenil grupa), 122,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 125,0 (1C, 2-nitrofenil grupa),
128,0 (1C, 2-nitrofenil grupa), 131,6 (1C, 2-nitrofenil grupa), 133,2 (1C, 2-nitrofenil
grupa), 133,2 (1C, 2-nitrofenil grupa), 141,4 (1C, 2-metoksifenil grupa), 149,0 (1C,
2-nitrofenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 167,2 (1C, C=0); MS: m/z
[M+H]" izradunato za CasH32N4Os 453,2457, izmereno 453,2491.

1-(4-{[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]metil}piperidin-1-il)-2-(3-nitrofenill)etanon
(79): Prinos: 69%. Ulje. IR (ATR, cm™): 1640,9, 1501,1, 1342,2, 1246,0, 1012,9;
'H-NMR (500 MHz, &/ppm): 1,02-1,16 (2H, m, piperidin), 1,89-1,87 (3H, m,
piperidin), 2,29 (2H, d, J=6,5 Hz, CH>-N), 2,61-2,65 (5H, m, piperazin i piperidin),
3,02-3,08 (5H, m, piperazin i piperidin), 3,81 (2H, s, CH>), 3,86-3,89 (4H, m, OCHai
piperidin), 4,61 (1H, d, J=13,5 Hz, piperidin), 6,85-6,86 (1H, m, ArH), 6,91-6,92 (2H,
m, ArH), 6,98-7,01 (1H, m, ArH), 7,48-7,51 (1H, m, ArH), 7,60-7,61 (1H, m, ArH),
8,11-8,12 (2H, m, ArH); ¥ C-NMR (125 MHz, &/ppm): 30,4 (1C, piperidin), 31,2 (1C,
piperidin), 33,3 (1C, piperidin), 39,9 (1C, CH), 42,2 (1C, piperidin), 46,2 (1C,
piperidin), 50,3 (2C, piperazin), 53,4 (2C, piperazin), 55,3 (1C, OCH3), 64,0 (1C,
CH-N), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 121,0 (1C,
2-metoksifenil grupa), 121,9 (1C, 3-nitrofenil grupa), 123,0 (1C, 2-metoksifenil grupa),
124,0 (1C, 3-nitrofenil grupa), 129,4 (1C, 3-nitrofenil grupa), 135,4 (1C, 3-nitrofenil
grupa), 137,2 (1C, 3-nitrofenil grupa), 141,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 148,3 (1C,
3-nitrofenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 167,8 (1C, C=0); MS: m/z
[M+H]" izracunato za C2sH32N4O4 453,2457, izmereno 453,2487.

1-(4-{[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il] metil}piperidin-1-il)-2-(4-nitrofenil)etanon (80):
Prinos: 72%. Ulje. IR (ATR, cm™): 1641,6, 1518,8, 1345,9, 1237,3, 1020,8; 'H-NMR
(500 MHz, &/ppm): 0,95-1,14 (2H, m, piperidin), 1,77-1,84 (3H, m, piperidin), 2,27
(2H, d, J=6,5 Hz, CH2>-N), 2,60-2,65 (5H, m, piperazin i piperidin), 3,00-3,08 (5H, m,
piperazin i piperidin), 3,82 (2H, s, CH2), 3,85 (4H, s, OCHjs i piperidin), 4,62 (1H, d,
J=13 Hz, piperidin), 6,85-6,86 (1H, m, ArH), 6,91-6,92 (2H, m, ArH), 6,98-7,01 (1H,
m, ArH), 7,41 (2H, d, J=8,5 Hz, ArH), 8,18 (2H, d, J=8,5 Hz, ArH); *C-NMR
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(125 MHz, &/ppm): 30,4 (1C, piperidin), 31,3 (1C, piperidin), 33,4 (1C, piperidin), 40,5
(1C, CHy), 42,2 (1C, piperidin), 46,3 (1C, piperidin), 50,4 (2C, piperazin), 53,4 (2C,
piperazin), 55,3 (1C, OCHs), 64,1 (1C, CH2-N), 111,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,2
(1C, 2-metoksifenil grupa), 121,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,0 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 123,8 (2C, 4-nitrofenil grupa), 129,9 (2C, 4-nitrofenil grupa), 141,2 (1C,
2-metoksifenil grupa), 142,9 (1C, 4-nitrofenil grupa), 146,9 (1C, 4-nitrofenil grupa)
152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 167,8 (1C, C=0); MS: m/z [M+H]" izratunato za
CasH32N404 453,2457, izmereno 453,2501.

Opsti postupak za dobijanje jedinjenja 81-88: Za redukciju ovih jedinjenja koristi se
propis koristen za dobijanje etil 4-{[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il]metil}piperidin-1-
karboksilata (43).

1-(2-Metoksifenil)-4-(1-fenetilpiperidin-4-il)piperazin (81): Prinos: 54%. T.t. 119 °C;
IR (ATR, cm™): 1589,0, 1451,1, 1241,1, 1030,3; 'H-NMR (500 MHz, &/ppm): 1,66
(2H, qd, J=3,5 Hz, J=12,5 Hz, piperidin), 1,87 (2H, d, J=12,5 Hz, piperidin), 2,04 (2H,
t, J=11,5 Hz, piperidin), 2,35 (1H, tt, J=3,5 Hz, J=11,5 Hz, piperidin), 2,57-2,60 (2H, m,
CH2-N), 2,77-2,82 (6H, m, piperazin i CH>), 3,08-3,10 (6H, m, piperazin i piperidin),
3,86 (3H, s, OMe), 6,84-6,86 (1H, m, ArH), 6,89-7,00 (3H, m, ArH), 7,17-7,21 (3H, m,
ArH), 7,26-7,29 (2H, m, ArH); 3C-NMR (125 MHz, 8/ppm): 28,0 (2C, piperidin), 33,8
(1C, CHy), 49,1 (2C, piperazin), 51,0 (2C, piperazin), 53,3 (2C, piperidin), 55,2 (1C,
OMe), 60,5 (1C, CH2-N), 62,1 (1C, piperidin), 111,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1
(1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,8 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 125,9 (1C, fenil grupa), 128,3 (2C, fenil grupa), 128,6 (2C, fenil grupa), 140,4
(1C, fenil grupa), 141,3 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa);
MS (m/z): [M+H]" izradunato za C24H33N30 380,2657, izmereno 380,2688,

1-(2-Metoksifenil)-4-[ 1-(2-nitrofenetil)piperidin-4-il]piperazin (82): Prinos: 56%. T.t.
96 °C; IR (ATR, cm™): 1593,2, 1522,8, 1456,4, 1346,9, 1241,8, 1023,4; 'H-NMR
(500 MHz, 8/ppm): 1,65 (2H, qd, J=3,5 Hz, J=10 Hz, piperidin), 1,88 (2H, d, J=12 Hz,
piperidin), 2,12 (2H, t, J=11,5 Hz, piperidin), 2,36 (1H, tt, J=4 Hz, J=11,5 Hz,
piperidin), 2,63-2,67 (2H, m, CH»-N), 2,78-2,80 (4H, m, piperazin), 3,05-3,12 (8H, m,
piperazin, piperidin i CH), 3,86 (3H, s, OMe), 6,84-6,86 (1H, m, Ar), 6,89-7,01 (3H,
m, ArH), 7,33-7,39 (2H, m, Ar), 7,49-7,53 (1H, m, ArH), 7,88-7,90 (1H, m, ArH);
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BBC-NMR (125 MHz, &/ppm): 27,9 (2C, piperidin), 30,6 (1C, CH2), 49,2 (2C,
piperazin), 50,8 (2C, piperazin), 53,0 (2C, piperidin), 55,3 (1C, OCHz), 58,9 (1C,
CHz-N), 62,9 (1C, piperidin), 111,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C,
2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,8 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 124,6 (1C, 2-nitrofenil grupa), 127,1 (1C, 2-nitrofenil grupa), 132,4 (1C,
2-nitrofenil grupa), 132,8 (1C, 2-nitrofenil grupa), 135,4 (1C, 2-nitrofenil grupa), 141,2
(1C, 2-metoksifenil grupa), 149,5 (1C, 2-nitrofenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil
grupa); MS (m/z): [M+H]" izracunato za C24H32N4O3 425,2508, izmereno 425,2540.

1-(2-Metoksifenil)-4-[1-(3-nitrofenetil)piperidin-4-il]piperazin (83): Prinos: 50%. Ulje.
IR (ATR, cm™): 1588,3, 1521,2, 1450,4, 1349,8, 1239,7, 1029,6; *H-NMR (500 MHz,
d/ppm): 1,64 (2H, qd, J=3,5 Hz, J=10 Hz, piperidin), 1,90 (2H, d, J=12,5 Hz, piperidin),
2,07 (2H, t, J= 10 Hz, piperidin), 2,35 (1H, tt, J=3 Hz, J=11,5 Hz, piperidin), 2,60-2,63
(2H, m, CH2-N), 2,79-2,80 (4H, m, piperazin), 2,93 (2H, t, J=7,5 Hz, CH>), 3,05-3,11
(6H, m, piperazin i piperidin), 3,86 (3H, s, OCHz), 6,85-6,86 (1H, m, ArH), 6,91-7,01
(3H, m, ArH), 7,44 (1H, t, J=8 Hz, ArH), 7,54 (1H, d, J=7,5 Hz, ArH) 8,05-8,09 (2H,
m, ArH); 3C-NMR (125 MHz, &/ppm): 28,1 (2C, piperidin), 33,3 (1C, CH2), 49,2 (2C,
piperazin), 50,9 (2C, piperazin), 53,2 (2C, piperidin), 55,3 (1C, OCHz), 59,9 (1C,
CH2-N), 62,0 (1C, piperidin), 111,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C,
2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 121,1 (1C, 3-nitrofenil grupa),
122,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,5 (1C, 3-nitrofenil grupa), 129,1 (1C, 3-nitrofenil
grupa), 135,0 (1C, 3-nitrofenil grupa), 141,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 142,5 (1C,
3-nitrofenil grupa), 148,2 (1C, 3-nitrofenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa);
MS (m/z): [M+H]" izracunato za C2sH32N4O3 425,2508, izmereno 425,2559.

1-(2-Metoksifenill)-4-[1-(4-nitrofenetill)piperidin-4-il]piperazin  (84): Prinos: 57%.
Ulje. IR (ATR, cm™): 1599,8, 1512,9, 1450,4, 1347,8, 1240,7, 1020,6; 'H-NMR
(500 MHz, 6/ppm): 1,67 (2H, qd, J=3,5 Hz, J=12 Hz, piperidin), 1,93 (2H, d, J=12,5 Hz,
piperidin), 2,09 (2H, t, J=11,5 Hz, piperidin), 2,41 (1H, tt, J=4 Hz, J=115 Hz,
piperidin), 2,61-2,64 (2H, m, CH>-N), 2,82-2,95 (6H, m, piperazin i CHy), 3,06-3,14
(6H, m, piperazin i piperidin), 3,86 (3H, s, OCHa), 6,85-7,02 (4H, m, ArH), 7,27-7,37
(2H, m, ArH), 8,12-8,14 (2H, m, ArH); *C-NMR (125 MHz, &/ppm): 27,8 (2C,
piperidin), 33,5 (1C, CH), 49,1 (2C, piperazin), 50,6 (2C, piperazin), 53,0 (2C,
piperidin), 55,2 (1C, OMe), 59,2 (1C, CH2-N), 62,9 (1C, piperidin), 111,0 (1C,
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2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 122,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,5 (2C, 4-nitrofenil grupa), 129,9 (2C,
4-nitrofenil grupa), 141,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 146,4 (1C, 4-nitrofenil grupa),
148,2 (1C, 4-nitrofenil grupa), 152,1 (1C, 2-metoksifenil grupa); MS (m/z): [M+H]*
izraCunato za C24H32N4O3 425,2508, izmereno 425,2547.

1-(2-Metoksifenil)-4-[ (1-fenetilpiperidin-4-il)metil]piperazin (85): Prinos: 54%. Ulje.
IR (ATR, cm™): 1590,1, 1450,4, 1243,6, 1025,5; 'H-NMR (500 MHz, &/ppm): 1,31
(2H, qd, J=3,5 Hz, J=12 Hz, piperidin), 1,54-1,58 (1H, m, piperidin), 1,81 (2H, d,
J=12,5 Hz, piperidin), 2,02 (2H, t, J=10,5 Hz, piperidin), 2,26 (2H, d, J=7 Hz, CH>-N),
2,57-2,61 (6H, m, piperazin i CH>-CH-N), 2,81-2,84 (2H, m, CH.-CH2-N), 2,89 (1H, t,
J=6,5 Hz, piperidin), 3,03 (1H, d, J=11 Hz, piperidin), 3,08 (4H, s, piperazin), 3,86 (3H,
s, OCHs), 6,84-6,86 (1H, m, ArH), 6,91-7,00 (3H, m, ArH), 7,19-7,29 (5H, m, ArH);
13C-NMR (125 MHz, &/ppm): 30,9 (2C, piperidin), 33,2 (1C, CH2-CH2-N), 33,7 (1C,
piperidin), 50,6 (2C, piperazin), 52,5 (2C, piperidin), 53,7 (2C, piperazin), 55,2 (1C,
OCHg), 61,0 (1C, CH2-CH>-N), 64,8 (1C, CH2-N), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa),
118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,7 (1C,
2-metoksifenil grupa), 125,9 (1C, fenil grupa), 128,3 (2C, fenil grupa), 128,6 (2C, fenil
grupa), 140,5 (1C, fenil grupa), 1414 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,2 (1C,
2-metoksifenil grupa); MS (m/z): [M+H]" izradunato za C25H3sN3O 394,2814, izmereno
394,2846.

1-(2-Metoksifenill)-4-{[1-(2-nitrofenetil)piperidin-4-ilJmetil}piperazin ~ (86):  Prinos:
55%. Ulje. IR (ATR, cm™): 1591,9, 1525,9, 1451,1, 13495, 1241, 1026,4; 'H-NMR
(500 MHz, &/ppm): 1,31 (2H, qd, J=3,5 Hz, J=13 Hz, piperidin), 1,55-1,59 (1H, m,
piperidin), 1,80 (2H, d, J=12 Hz, piperidin), 2,12 (2H, t, J=12 Hz, piperidin), 2,27 (2H,
d, J=7 Hz, CH2-N), 2,61-2,70 (6H, m, piperazin i CH2-CH.-N), 3,02-3,14 (8H, m,
piperazin, CH2-CH2>-N i piperidin), 3,86 (3H, s, OCH3), 6,84-6,86 (1H, m, ArH),
6,89-6,95 (2H, m, ArH), 6,97-7,00 (1H, m, ArH), 7,32-7,36 (1H, m, ArH), 7,38-7,40
(1H, m, ArH), 7,50-7,53 (1H, m, ArH), 7,88-7,90 (1H, m, ArH); 3C-NMR (125 MHz,
d/ppm): 22,8 (2C, piperidin), 30,3 (1C, CH2-CH2-N), 33,7 (1C, piperidin), 50,6 (2C,
piperazin), 53,4 (2C, piperidin), 53,8 (2C, piperazin), 55,3 (1C, OCHz), 59,1 (1C,
CH,-CH>-N), 64,6 (1C, CH2-N), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C,
2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,7 (1C, 2-metoksifenil
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grupa), 124,6 (1C, 2-nitrofenil grupa), 127,1 (1C, 2-nitrofenil grupa), 132,4 (1C,
2-nitrofenil grupa), 132,8 (1C, 2-nitrofenil grupa), 135,4 (1C, 2-nitrofenil grupa), 141,2
(1C, 2-metoksifenil grupa), 149,5 (1C, 2-nitrofenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil
grupa); MS (m/z): [M+H]" izratunato za C2sH34N4O3 439,2665, izmereno 439,2694.

1-(2-Metoksifenil)-4-{[1-(3-nitrofenetil)piperidin-4-ilJmetil}piperazin ~ (87):  Prinos:
50%. Ulje. IR (ATR, cm™): 1589,1, 1523, 1454,1, 1347,8, 1238,3, 1026,4; 'H-NMR
(500 MHz, &/ppm): 1,25-1,34 (2H, m, piperidin), 1,55-1,60 (1H, m, piperidin), 1,81
(2H, d, J=11,5 Hz, piperidin), 2,05 (2H, t, J=10,5 Hz, piperidin), 2,27 (2H, d, J=7 Hz,
CH2-N), 2,61-2,64 (6H, m, piperazin i CH2-CH2-N), 2,91-2,94 (2H, m, CH2-CH2-N),
3,01 (2H, d, J=6,5 Hz, piperidin), 3,08 (4H, s, piperazin), 3,86 (3H, s, OCH3), 6,85-6,86
(1H, m, ArH) 6,89-6,95 (2H, m, ArH), 6,97-7,01 (1H, m, ArH), 7,44 (1H, t, J=8 Hz,
Ar), 7,54 (1H, d, J=7,5 Hz, ArH), 8,05-8,09 (2H, m, ArH); 3C-NMR (125 MHz,
d/ppm): 30,9 (2C, piperidin), 33,2 (1C, CH>-CH2-N), 33,2 (1C, piperidin), 50,6 (2C,
piperazin), 53,7 (2C, piperazin), 53,9 (2C, piperidin), 55,3 (1C, OCH3), 60,0 (1C,
CHy-CH>-N), 64,7 (1C, CH2-N), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C,
2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 121,2 (1C, 3-nitrofenil grupa),
122,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,5 (1C, 3-nitrofenil grupa), 129,1 (1C, 3-nitrofenil
grupa), 135,0 (1C, 3-nitrofenil grupa), 141,4 (1C, 2-metoksifenil grupa), 142,5 (1C,
3-nitrofenil grupa), 148,3 (1C, 3-nitrofenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa);
MS (m/z): [M+H]" izraunato za C2sH34N4O3 439,2665, izmereno 439,2713.

1-(2-Metoksifenil)-4-{[1-(4-nitrofenetil)piperidin-4-ilJmetil}piperazin ~ (88):  Prinos:
54%. Ulje. IR (ATR, cm™): 1599,5, 1519,1, 1452,9, 1344,6, 1242,2, 1021,3; 'H-NMR
(500 MHz, &/ppm): 1,25-1,43 (2H, m, piperidin), 1,55-1,60 (1H, m, piperidin), 1,81
(2H, d, J=12 Hz, piperidin), 2,05 (2H, t, J=10 Hz, piperidin), 2,27 (2H, d, J=7 Hz,
CH2-N), 2,60-2,64 (6H, m, piperazin i CH2-CH2-N), 2,89-3,08 (8H, m, piperazin,
CH2-CHz-N i piperidin), 3,86 (3H, s, OCHzs), 6,80-7,00 (4H, m, ArH), 7,23-7,27 (2H,
m, ArH), 8,11-8,14 (2H, m, ArH); *C-NMR (125 MHz, 8/ppm): 30,8 (2C, piperidin),
33,1 (1C, CH>-CH2-N), 33,4 (1C, piperidin), 50,5 (2C, piperazin), 53,7 (2C, piperazin),
53,8 (2C, piperidin), 55,2 (1C, OCHg), 59,8 (1C, CH2-N), 64,6 (1C, piperidin), 111,1
(1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 122,7 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,5 (2C, 4-nitrofenil grupa), 129,4 (2C,
4-nitrofenil grupa), 141,3 (1C, 2-metoksifenil grupa), 146,4 (1C, 4-nitrofenil grupa),
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148,4 (1C, 4-nitrofenil grupa) 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa); MS (m/z): [M+H]"
izracunato za C2sH34N4O3 439,2665, izmereno 439,2700.

Sinteza metil 8-bromooktanoata (95): U dvogrlom balonu koji je opremljen refluks
kondenzatorom i kapalicom napravi se rastvor od metil estra azelainske kiseline (94)
(0,175 mol) i 250 ml ugljentetrahlorida. U rastvor se potom pazljivo, u struji argona,
doda anh. MgSOas (0,175 mol) i crveni HgO (0,263 mol). Smesa se zagreva na 80 °C uz
ukapavanje broma (0,263 mol) u toku 30 min. Tok reakcije se prati hromatografski. Po
zavrSetku reakcije reakciona smeSa se ohladi na sobnu temperaturu i procedi kroz
dijatomejsku zemlju. Filtrat se ekstrahuje 10% rastvorom NaHCOs3, donji organski sloj
se odvoji, osusi nad anh. Na2SO4 1 upari pod sniZzenim pritiskom. Sirovi proizvod se
pre¢iséava destilacijom pod snizenim pritiskom. Prinos: 51%. Ulje. IR (ATR, cm™):
29339, 1738,4, 1436,9, 1240,5, 1173,4; H-NMR (200 MHz, &/ppm): 1,35-1,47 (6H,
m, CH>), 1,57-1,68 (2H, m, CH), 1,79-1,92 (2H, m, CH>), 2,28-2,39 (2H, m, CH>),
3,41 (2H, t, J=8 Hz, CHy), 3,67 (3H, s, OCHj3); C-NMR (50 MHz, &/ppm): 24,3 (1C,
CH2), 27,9 (1C, CH), 28,3 (1C, CH), 28,9 (1C, CH), 32,41 (1C, CH), 33,9 (2C,
CHy), 51,3 (1C, OCHpg), 174,2 (C=0); MS (m/z): [M+H]" izratunato za CoH17BrO>
237,0446 , izmereno 237,0488.

Uopsteni postupak za sintezu jedinjenja 102-108: U dvogrlom balonu koji je opremljen
refluks kondenzatorom i termometrom napravi se smesa 1-(2-metoksifenil)piperazina
(36) (0,084 mol), trietilamina (0,0874 mol), K>CO3z (0,175 mol) i odgovarajuceg
haloestra 95-101 (0,084 mol) u metil etil ketonu (100 ml). Smesa se meSa 24 sata na
80 °C. Reakciona smesa se ohladi, izlije u hladnu vodu i ekstrahuje metilen hloridom.
Donji organski sloj se odvoji, osusi nad anh, Na2SO4 1 upari pod snizenim pritiskom.
Dobijeni proizvod se precis¢ava hromatografijom na koloni koriste¢i metilen

hlorid/metanol kao eluent (95:5).

Metil 2-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-ilJacetat (102):  Prinos: 95%. Narandzasti
kristali. T.t. 50 °C; IR (ATR, cm™): 2820,2, 1724,3, 1500,9, 1451,7, 1241,4, 10271,
751,3; 'H-NMR (200 MHz, 8/ppm): 2,75-2,80 (4H, m, piperazin), 3,12-3,17 (4H, m,
piperazin), 3,29 (2H, s, CH>), 3,73 (3H, s, OCHs), 3,85 (3H, s, 2-metoksifenil grupa),
6,83-7,04 (4H, m, ArH); BC-NMR (50 MHz, §/ppm): 50,2 (2C, piperazin), 51,6 (1C,
OCHs3), 53,2 (2C, piperazin), 55,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 59,4 (1C, CH2-N), 111,0
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(1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 122,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 141,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,1 (1C,
2-metoksifenil grupa), 170,6 (1C, C=0); MS: (m/z) [M+H]" izra¢unato za C14H20N203
265,1507, izmereno 265,1549.

Etil 3-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il]propanoat (103): Prinos: 84%. Ulje. IR (ATR,
cm™): 2818,6, 1734,0, 1501,0, 1452,7, 1241,3, 1026,5, 749,6; 'H-NMR (200 MHz,
d/ppm): 1,27 (3H, t, J=7,4 Hz, CH2.CHz), 2,50-2,58 (2H, m, CH), 2,66-2,71 (4H, m,
piperazin), 2,75-2,82 (2H, m, CHy), 3,07-3,12 (4H, m, piperazin), 3,86 (3H, s, OCHy),
4,16 (2H, g, J=7,4 Hz, J=11,4 Hz, OCHy), 6,84-7,04 (4H, m, ArH); 3C-NMR (50 MHz,
d/ppm): 14,0 (1C, CHs), 32,1 (1C, CH>), 50,4 (2C, piperazin), 52,9 (2C, piperazin), 53,5
(1C, OCHs), 55,1 (1C, CH2N), 60,2 (1C, OCH2), 111,0 (1C, 2-metoksifenil grupa),
118,00 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,80 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,73 (1C,
2-metoksifenil grupa), 141,12 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,08 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 172,35 (1C, C=0); MS: (m/z) [M+H]" izratunato za CisH24N203 293,1821,
izmereno 293,1858.

Etil 4-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il]butanoat (104): Prinos: 87%. Ulje. IR
(ATR, cm™): 2817,0, 1732,8, 1501,1, 1452,5, 1241,3, 1028,1, 750,6; 'H-NMR (200
MHz, 6/ppm): 1,25 (3H, t, J= 7,4 Hz, CH2CH3), 1,78-1,92 (2H, m, CH>), 2,32-2,47 (4H,
m, CH>), 2,62-2,66 (4H, m, piperazin), 3,08 (4H, s, piperazin), 3,85 (3H, s, OCH3), 4,13
(2H, q, J= 6,6 Hz, J= 7,4 Hz, OCH>), 6,83-7,03 (4H, m, ArH); 3C-NMR (50 MHz,
d/ppm): 14,1 (1C, CHg), 22,0 (1C, CHy), 32,19 (1C, CHy), 50,5 (2C, piperazin), 53,2
(2C, piperazin), 55,2 (1C, OCHjs), 57,6 (1C, CH2-N), 60,1 (1C, OCHy), 111,0 (1C,
2-metoksifenil grupa), 118,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,8 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 122,7 (1C, 2-metoksifenil grupa), 141,3 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,2 (1C,
2-metoksifenil grupa), 173,5 (1C, C=0); MS: (m/z) [M+H]" izracunato za C17H26N203
307,1977, izrmereno 307,2015.

Metil 5-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il]pentanoat (105): Prinos: 69%. Ulje. IR (ATR,
cm?): 2818,4, 1737,6, 1500,9, 1450,9, 1241,1, 1027,2, 751,1; 'H-NMR (200 MHz,
d/lppm): 1,47-1,57 (4H, m, CH>), 2,20-2,35 (4H, m, CHz>), 2,54 (4H, s, piperazin), 3,00
(4H, s, piperazin), 3,53-3,56 (3H, m, OCHa), 3,72-3,74 (3H, m, 2-metoksifenil grupa),
6,74-6,88 (4H, m, ArH); 3C-NMR (50 MHz, 8/ppm): 22,4 (1C, CH2), 25,8 (1C, CH>),

33,4 (1C, CH,), 50,1 (2C, piperazin), 50,9 (1C, OCHs), 52,9 (2C, piperazin), 54,8 (1C,
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2-metoksifenil grupa), 57,7 (1C, CH2-N), 110,6 (1C, 2-metoksifenil grupa), 117,6 (1C,
2-metoksifenil grupa), 120,5 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,3 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 140,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 151,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 173,4 (1C,
C=0); (m/z) [M+H]" izra¢unato za C17H26N203 307,1977, izmereno 307,2005.

Etil 6-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il]Jheksanoat (106): Prinos: 91%. Ulje. IR (ATR,
cm™): 2814,2, 1734,5, 1501,2, 1452,5, 1240,9, 1029,8, 748,0; 'H-NMR (200 MHz,
d/ppm): 1,21 ( 3 H, t, J=7,4 Hz, CH2CH3), 1,27-1,39 (2H, m, CH), 1,45-1,70 (4H, m,
CH>), 2,23-2,40 (4H, m, CH>), 2,60 (4H, s, piperazin), 3,06 (4H, s, piperazin), 3,81 (3H,
s, OCH3), 4,02-4,14 (2H, m, OCHy), 6,79-7,00 (4H, m, ArH); 3C-NMR (50 MHz,
d/ppm): 14,1 (1C, CHa), 24,7 (1C, CH>), 26,4 (1C, CH2), 27,0 (1C, CH), 34,1 (1C,
CHy), 50,5 (2C, piperazin), 53,3 (2C, piperazin), 55,1 (1C, OCHz3), 58,42 (1C, CH2-N),
60,0 (1C, OCH>), 111,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,0 (1C, 2-metoksifenil grupa),
120,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,7 (1C, 2-metoksifenil grupa), 141,2 (1C,
2-metoksifenil grupa), 152,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 173,6 (1C, C=0); MS: (m/z)
[M+H]" izra¢unato za C19H30N203 335,2290, izmereno 335,2334.

Etil 7-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il]Jheptanoat (107): Prinos: 92%. Ulje. IR (ATR,
cm?): 2818,4, 1734,5, 1501,4, 1450,3, 1240,1, 1028,6, 750,3; 'H-NMR (200 MHz,
d/ppm): 1,20 (3H, t, J=7,4 Hz, CH2-CH3), 1,28-1,33 (4H, m, CH), 1,38-1,66 (4H, m,
CH>), 2,21-2,38 (4H, m, CH>), 2,59 (4H, s, piperazin), 3,05 (4H, s, piperazin), 3,80 (3H,
s, OCHs), 4,07 (2H,q, J=7,2 Hz, J=7,4 Hz, OCH,), 6,78 (4H, m, ArH); 3C-NMR
(50 MHz, &/ppm): 14,0 (1C, CHs), 24,6 (1C, CHy), 26,5 (1C, CH2), 27,0 (1C, CHy),
28,8 (1C, CHy), 34,0 (1C, CHy>), 50,4 (2C, piperazin), 53,29 (2C, piperazin), 55,1 (1C,
OCHzs), 58,5 (1C, CH2N), 59,9 (1C, OCH2), 110,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 117,9
(1C, 2-metoksifenil grupa), 120,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,6 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 141,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 173,6 (1C,
CO); MS: (m/z) [M+H]" izratunato za C20H32N203 349,2447, izmereno 349,2483.

Metil 8-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-ilJoktanoat (108): Prinos: 82,8%. Ulje. IR (ATR,
cm?): 2828,2, 1754,6, 1521,4, 14488, 1236,3, 1025,6, 755,4; 'H-NMR (200 MHz,
d/ppm): 1,25-1,32 (6H, m, CHy), 1,53-1,66 (4H, m, CH>), 2,26-2,43 (4H, m, CH>),
2,65-2,67 (4H, m, piperazin), 3,10 (4H, s, piperazin), 3,66 (3H, s, OCHs3), 3,86 (3H, s,
2-metoksifenil grupa), 6,83-7,04 (4H, m, ArH); 13C-NMR (50 MHz, &/ppm): 24,8 (1C,
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CHy), 26,7(1C, CHy), 27,3 (1C, CHy), 29,1 (2C, CH>), 34,0 (1C, CH>), 50,6 (2C,
piperazin), 51,3 (1C, OCHg), 53,4 (2C, piperazin), 55,3 (1C, 2-metoksifenil grupa), 58,8
(1C, CH2-N), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9
(1C, 2-metoksifenil grupa), 122,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 141,3 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 174,2 (1C, C=0); MS: (m/z) [M+H]"
izracunato za C20H32N203 349,2447, izmereno 349,2484.

Uopsteni postupak za sintezu diamina 112-114: Ra/Ni (0,4-0,5 g) se dodaje, u malim
porcijama uz mesanje, u reakcionu smesu koja sadrzi odgovarajuéi nitro anilin 109-111
(6,5 mmol), 12 ml EtOH, 12 ml 1,2-dihloretana i (2 ml, 20 mmol) hidrazin-hidrata, na
30 °C. Nakon zavrSenog dodavanja Ra/Ni reakciona smeSa se zagreva na vodenom
kupatilu (50 °C, 60 min,) i procedi kroz dijatomejsku zemlju. Filtrat se upari pod

snizenim pritiskom i koristi u sledecoj fazi sinteze bez precis¢avanja.

Uopsteni postupak za sintezu jedinjenja 115-128: Odgovaraju¢i estar 102-108
(3,5 mmol) i diamin 112-114 (3,5 mmol) se suspenduje u 8 ml 50% metansulfonske
kiseline i prenese se u teflonski sud. Reakciona smeSa se zagreva u mikrotalasnom
reaktoru na temperaturi od 180 °C u trajanju od 45 min, pri snazi od 300 W. Nakon
hladenja reakciona smesSa se izlije u ledenu vodu 1 zaalkaliSe sa zasi¢enim rastvorom
NaOH. Proizvod se ekstrahuje metilen hloridom, a viSak rastvaraca se upari pod
snizenim pritiskom. Sirovi proizvod se pre€isti hromatografijom na koloni koristeci

metilen hlorid/metanol kao eluent.

2-{[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-ilJmetil}-1H-benzo[d]imidazol (115): Prinos:16%.
Ulje. IR (ATR, cm-1): 2817,2, 1502,0, 1455,7, 1240,3, 1026,5, 743,0; 'H-NMR
(200 MHz, &/ppm): 2,74 (4H, m, piperazin), 3,08 (4H, m, piperazin), 3,84 (3H, s,
OCHg), 3,91 (2H, s, CHy), 6,83 (3H, m, ArH), 6,97 (1H, m, ArH), 7,20 (3H, m, ArH),
7,51 (1H, m, ArH); 3C-NMR (50 MHz, &/ppm): 50,3 (2C, piperazin), 53,5 (2C,
piperazin), 55,3 (1C, OCHs), 56,3 (1C, CH2-N), 111,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 115,0
(2C, benzimidazol), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil grupa),
122,4 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,1 (2C, benzimidazol), 138,4 (2C, benzimidazol),
140,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 151,7 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,2 (1C,
benzimidazol); MS: (m/z) [M+H]" izracunato za CigH22N4O 323,1827, izmereno
323,1852.
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2-{2-[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]etil}-1H-benzo[d]imidazol (116): Prinos:
36,5%; Ulje. IR (ATR, cm-1): 2818,4, 1500,6, 1456,7, 1240,0, 1026,3, 745,2; 'H-NMR
(200 MHz, d/ppm): 2,77-2,81 (4H, m, piperazin), 2,85 (2H, t, J=6 Hz, CHy), 3,11-3,17
(6H, m, piperazin i CHy) 3,87 (3H, s, OCHj3), 6,90 (2H, t, J=8,4 Hz, ArH), 6,97-7,03
(2H, m, ArH), 7,16-7,26 (2H, m, ArH), 7,52-7,57 (2H, m, ArH i benzimidazol);
13C-NMR (50 MHz, &/ppm): 25,0 (1C, CHy), 50,8 (2C, piperazin), 52,9 (2C, piperazin),
55,3 (1C, OCHg), 58,1 (1C, CH2-N), 111,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 114,7 (2C,
benzimidazol), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil grupa),
122,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,2 (2C, benzimidazol), 138,6 (2C, benzimidazol),
140,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 154,5 (1C,
benzimidazol); MS: (m/z) [M+H]" izraunato za CzoH24N4O 337,1984, izmereno
337,2020.

2-{3-[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]propil}-1H-benzo[d]imidazol ~ (117):  Prinos:
55,7%. Ulje. IR (ATR, cm-1): 2825,5, 1500,7, 1452,9, 1241,4, 1026,5, 746,5; 'H-NMR
(200 MHz, &/ppm): 1,96-2,08 (2H, m, CH2), 2,64 (2H, t, J=5,6 Hz, CH>), 2,76 (4H, s,
piperazin), 3,11 (2H, t, J=6,2 Hz, CH), 3,20 (4H, s, piperazin), 3,87 (3H, s, OCH3),
6,87-7,10 (4H, m, ArH), 7,15-7,26 (2H, m, ArH), 7,51-7,56 (2H, m, ArH); 3C-NMR
(50 MHz, &/ppm): 23,2 (1C, CHy), 28,9 (1C, CH>), 50,4 (2C, piperazin), 53,5 (2C,
piperazin), 55,3 (1C, OCHs), 58,8 (1C, CH2-N), 111,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 114,5
(2C, benzimidazol), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil grupa),
121,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,0 (2C, benzimidazol), 138,7 (2C, benzimidazol),
140,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 155,4 (1C,
benzimidazol); MS: (m/z) [M+H]" izracunato za Co1H2sN4O 351,2140, izmereno
351,2168.

2-{4-[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]butil}-1H-benzo[d]imidazol ~ (118):  Prinos:
90,6%. Ulje. IR (ATR, cm-1): 2818,3, 1499,7, 1456,0, 1244,1, 1028,9, 793,3; 'H-NMR
(200 MHz, &/ppm): 1,55-1,69 (2H, m, CH>), 1,83-1,97 (2H, m, CH,), 2,42 (2H, t,
J=6,8 Hz, CH»), 2,63 (4H, s, piperazin), 2,97 (2H, t, J=6,8 Hz, CH), 3,11(4H, s,
piperazin), 3,84 (3H, s, OCHzs), 6,83-6,95 (3H, m, ArH), 6,97-7,09 (1H, m, ArH),
7,14-7,31 (2H, m, ArH), 7,51-7,55 (2H, m, ArH); *C-NMR (50MHz, 8/ppm): 25,4
(1C, CHy), 26,0 (1C, CH), 28,8 (1C, CHz2), 50,3 (2C, piperazin), 53,2 (2C, piperazin),
55,2 (1C, OCHj3), 57,2 (1C, CH2-N), 111,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 114,5 (2C,
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benzimidazol), 118,2 (1C, 2-metoksifenil group), 120,9 (1C, 2-metoksifenil grupa),
121,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,1 (2C, benzimidazol), 138,6 (2C, benzimidazol),
140,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 155,4 (1C,
benzimidazol); MS: (m/z) [M+H]" izratunato za CzH2N4O 365,2297, izmereno
365,2326.

2-{5-[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]pentil}-1H-benzo[d]imidazol (119): Prinos: 43%.
Braon kristali. T.t. 63 °C; IR (ATR, cm-1): 2825,2, 1500,3, 1454,9, 1240,7, 1023,6,
752,8; 1H-NMR (200 MHz, &/ppm): 1,34-1,47 (2H, m, CH2), 1,59-1,74 (2H, m, CH>),
1,79-1,98 (2H, m, CH>), 2,53-2,61 (2H, m, CH2), 2,84-2,95 (6H, m, benzimidazol i
piperazin), 3,17-3,21 (4H, m, piperazin), 3,86 (3H, s, OCHzs), 6,85-7,07 (4H, m, ArH),
7,15-7,22 (2H, m, ArH), 7,52-7,58 (2H, m, ArH); 3C-NMR (50 MHz, &/ppm): 25,5
(1C, CHy), 26,6 (1C, CHy), 27,8 (1C, CH>), 28,8 (1C, CH), 49,9 (2C, piperazin), 53,0
(1C, OCHs3), 55,2 (2C, piperazin), 57,9 (1C, CH»>-N), 111,2 (1C, 2-metoksifenil grupa),
114,5 (2C, benzimidazol), 118,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 121,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,1 (2C, benzimidazol), 138,5 (2C,
benzimidazol), 140,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,1 (1C, 2-metoksifenil grupa),
155,31 (1C, benzimidazol); MS: (m/z) [M+H]" izracunato za C23HzoN4O 379,2453,
izmereno 379,2479.

2-{6-[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]heksil}-1H-benzo[d]imidazol ~ (120):  Prinos:
69%; Braon kristali T.t. 134 °C; IR (ATR, cm™): 2828,5, 1503,0, 1454,6, 1240,6,
1019,5, 750; *H-NMR (200 MHz, &8/ppm): 1,25-1,57 (6H, m, CH>), 1,76-1,91 (2H, m,
CH>), 2,33-2,40 (2H, m, CH>), 2,60-2,66 (4H, m, piperazin), 2,89 (2H, t, J=8 Hz, CH>),
3,10 (4H, s, piperazin), 3,85 (3H, s, OCHj3), 6,84-7,03 (4H, m, ArH), 7,16 (2H, m,
ArH), 7,51 (2H, m, ArH); 3C-NMR (50 MHz, 8/ppm): 26,1 (1C, CHz), 26,9 (1C, CH,),
28,0 (1C, CH2), 28,9 (1C, CHy), 29,1 (1C, CH>), 50,3 (2C, piperazin), 53,2 (2C,
piperazin), 55,2 (1C, OCHs), 58,4 (1C, CH2-N), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 114,5
(2C, benzimidazol), 118,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil grupa),
121,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,0 (2C, benzimidazol), 138,6 (2C, benzimidazol),
141,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 155,4 (1C,
benzimidazol); MS: (m/z) [M+H]" izraGunato za C2aH32N4O 393,2610, izmereno
393,2632.
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2-{7-[4-(2-Metoksifenil)piperazin-1-il]heptil}-1H-benzo[d]imidazol (121): Prinos: 72%.
Ulje. IR (ATR, cm™): 2962,9, 1497,9, 14496, 1261,7, 1026,4, 744,5; 'H-NMR
(200 MHz, o/ppm): 1,26-1,49 (8H, m, CH), 1,79-1,86 (2H, m, CHy), 2,35-2,42 (2H, m,
CHy), 2,68 (4H, s, piperazin), 2,89 (2H, t, J=8 Hz, CH>), 3,13 (4H, s, piperazin), 3,85
(3H, s, OCHB3), 6,84-7,26 (8H, m, ArH); *C-NMR (50 MHz, 8/ppm): 26,5 (1C, CH>),
27,2 (1C, CHy), 28,1 (1C, CHy), 29,05 (1C, CHy), 29,3 (2C, CH>), 50,4 (2C, piperazin),
53,4 (2C, piperazin), 55,3 (1C, OCH3), 58,7 (1C, CH2-N), 111,1 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 114,6 (2C, benzimidazol), 118,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C,
2-metoksifenil grupa), 121,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,0 (2C, benzimidazol),
138,5 (2C, benzimidazol), 141,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 155,3 (1C, benzimidazol); MS: (m/z) [M+H]" izracunato za CazsHzaN4O
407,2766, izmereno 407,2805.

5-Metoksi-2-{4-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il]butil}-1H-benzo[d]imidazol (122):
Prinos: 88%. Ulje. IR (ATR, cm-1): 2817,0, 1498,4, 1458,2, 1237,6, 1027, 751,2;
'H-NMR (200 MHz, &/ppm): 1,60-1,76 (2H, m, CHy), 1,84-1,98 (2H, m, CHy), 2,49
(2H, t, J=7,4 Hz, CHy), 2,69 (4H, s, piperazin), 2,96 (2H, t, J=7,2 Hz, CH»), 3,16 (4H, s,
piperazin), 3,82 (3H, s, 2-metoksifenil grupa), 3,87 (3H, s, 5-metoksibenzimidazol),
6,81-7,07 (7H, m, ArH), 3C-NMR (50 MHz, /ppm): 25,1 (1C, CHy), 25,9 (1C, CHy),
28,4 (1C, CHy), 50,5 (2C, piperazin), 53,3 (2C, piperazin), 55,3 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 55,8 (1C, 5-metoksibenzimidazol), 57,1 (1C, CH>-N), 111,2 (3C, 2-metoksifenil
grupa i benzimidazol), 118,2 (2C, 2-metoksifenil grupa i benzimidazol), 121,0 (1C,
2-metoksifenil grupa), 123,17 (2C, 2-metoksifenil grupa i benzimidazol), 141,0 (2C,
2-metoksifenil grupa i benzimidazol), 152,3 (1C, 2-metoksifenil grupa), 154,0 (1C,
benzimidazol), 156,7 (1C, benzimidazol); MS: (m/z) [M+H]" izra¢unato za C23H30N4O>
395,2402, izmereno 395,2433.

5-Metoksi-2-{5-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il]pentil}-1H-benzo[d]imidazol  (123):
Prinos: 73%. Ulje. IR (ATR, cm-1): 2832,2, 1500,2, 1455,8, 1242,6, 1027,7, 752,9;
IH-NMR (200 MHz, &/ppm): 1,51-1,71 (4H, m, CH2), 1,80-1,94 (2H, m, CH>), 2,44
(2H, t, J=7,2 Hz, CH>), 2,67 (4H, s, piperazin), 2,90 (2H, t, J=7,2 Hz, CH>), 3,13 (4H,
s, piperazin), 3,82 (3H, s, 2-metoksifenil grupa), 3,86 (3H, s, 5-metoksibenzimidazol),
6,81-7,02 (4H, m, ArH), 7,40-7,44 (1H, m, ArH), 7,51 7,55 (1H, m, ArH), 7,67-7,73
(1H, m, ArH); 13C-NMR (50 MHz, 8/ppm): 25,5 (1C, CHz), 26,5 (1C, CHy), 27,7 (1C,
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CH)), 28,8 (1C, CH.), 49,9 (2C, piperazin), 53,1 (2C, piperazin), 55,3 (1C,
2-metoksifenil grupa), 55,8 (1C, 5-metoksibenzimidazol), 58,1 (1C, CH2-N), 97,6 (1C,
benzimidazol), 111,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 111,6 (1C, benzimidazol), 115,3 (1C,
benzimidazol), 118,5 (1C, 2-metoksifenil grupa), 121,0 (1C, 2-metoksifenil grupa),
124,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 132,6 (1C, benzimidazol), 138,2 (1C, benzimidazol),
139,7 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 154,7 (1C,
benzimidazol), 156,0 (1C, benzimidazol); MS: (m/z) [M+H]" izradunato za C24H32N4O;
409,2559, izmereno 409,2600.

5-Metoksi-2-{6-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il]heksil}-1H-benzo[d]imidazol ~ (124):
Prinos: 67%. Ulje. IR (ATR, cm-1): 2856,0, 1501,3, 1457,2, 1247,5, 1026,2, 753,3;
'H-NMR (200 MHz, &/ppm): 1,25-1,49 (4H, m, CHy), 1,62-1,80 (4H, m, CHy), 2,40
(2H, t, J=8 Hz, CH>), 2,69 (4H, s, piperazin), 2,84 (2H, t, J=7,4 Hz, CH), 3,12 (4H, s,
piperazin), 3,79 (3H, s, 2-metoksifenil grupa), 3,84 (3H, s, 5-metoksibenzimidazol),
6,81-7,00 (4H, m, ArH), 7,38-7,42 (1H, m, ArH), 7,50-7,55 (1H, m, ArH), 7,68-7,73
(1H, m, ArH); 3C-NMR (50 MHz, &/ppm): 25,8 (1C, CH>), 26,8 (1C, CH>), 27,8 (1C,
CH>), 28,9 (1C, CHy), 29,0 (1C, CH>), 50,1 (2C, piperazin), 53,1 (2C, piperazin), 55,1
(1C, 2-metoksifenil grupa), 55,2 (1C, 5-metoksibenzimidazol), 58,2 (1C, CH»>-N), 97,6
(1C, benzimidazol), 111,1 (2C, 2-metoksifenil grupa i benzimidazol), 115,2 (1C,
benzimidazol), 118,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 121,0 (1C, 2-metoksifenil grupa),
123,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 130,9 (1C, benzimidazol), 138,8 (1C, benzimidazol),
140,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 154,9 (1C,
benzimidazol), 155,9 (1C, benzimidazol); MS: (m/z) [M+H]" izra¢unato za C25H34N4O;
423,2715, izmereno 423,2757.

5-Metoksi-2-(7-(4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il)heptil)-1H-benzo[d]imidazol (125):
Prinos: 62%. Ulje. IR (ATR, cm-1): 2927,7, 1501,3, 1499, 1453,5, 1240,3, 1026,6,
748,2; 'H-NMR (200 MHz, 8/ppm): 1,25-1,58 (10H, m, CHy), 2,16-2,85 (4H, m, CH>),
2,85 (4H, s, piperazin), 3,15 (4H, s, piperazin), 3,81 (3H, s, 2-metoksifenil grupa), 3,85
(3H, s, 5-metoksibenzimidazol), 6,84-7,26 (7H, m, ArH); 3C-NMR (50 MHz, &/ppm):
25,1 (1C, CHy), 26,9 (1C, CHy), 27,4 (1C, CH>), 28,0 (1C, CH>), 28,9 (1C, CH>), 29,3
(1C, CHy2), 49,5 (2C, piperazin), 52,3 (2C, piperazin), 55,3 (2C, OCH3 i 2-metoksifenil
grupa), 57,7 (1C, CH2-N), 97,6 (1C, benzimidazol), 110,6 (1C, 2-metoksifenil grupa),
114,9 (2C, benzimidazol), 117,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,8 (1C, 2-metoksifenil
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grupa), 123,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 1405 (3C, 2-metoksifenil grupa i
benzimidazol), 152,4 (1C, 2-metoksifenil grupa), 154,9 (1C, benzimidazol), 155,9 (1C,
benzimidazol); MS: (m/z) [M+H]" izracunato za C2sH3sN4O2 437,2872, izmereno
437,2911.

5-Hloro-2-{4-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il]butil}-1H-benzo[d]imidazol (126):
Prinos: 88%. Ulje. IR (ATR, cm-1): 2811,0, 1501,1, 1447,5, 1239,6, 1027,4, 751,2;
'H-NMR (200 MHz, &/ppm): 1,59-1,69 (2H, m, CHy), 1,82-1,96 (2H, m, CHy), 2,43
(2H, t, J=7,2 Hz, CH>), 2,64 (4H, s, piperazin), 2,95 (2H, t, J=6,6 Hz, CH>), 3,12 (4H, s,
piperazin), 3,84 (s, 3H, OCHj3), 6,84-7,02 (4H, m, ArH), 7,04-7,06 (1H, m, ArH,),
7,12-7,17 (1H, m, ArH), 7,26-7,49 (1H, m, ArH); 3C-NMR (50 MHz, &/ppm): 25,2
(1C, CH), 25,8 (1C, CH2), 28,4 (1C, CHz2), 50,4 (2C, piperazin), 53,2 (2C, piperazin),
55,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 57,1 (1C, CH2-N), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa),
114,4 (1C, benzimidazol), 115,1 (1C, benzimidazol), 118,1 (1C, 2-metoksifenil grupa),
120,9 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,4 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,2 (1C,
benzimidazol), 127,4 (1C, benzimidazol), 137,3 (1C, benzimidazol), 139,6 (1C,
benzimidazol) 140,8 (1C, 2-metoksifenil grupa), 152,1 (1C, 2-metoksifenil grupa),
156,7 (1C, benzimidazol); MS: (m/z) [M+H]" izraGunato za C22H27CIN4O 399,1946,
izmereno 399,1937.

5-Hloro-2-{5-[4-(2-metoksifenill)piperazin-1-il]pentil}-1H-benzo[d]imidazol (127):
Prinos: 65%. Ulje. IR (ATR, cm-1): 2824,8, 1500,7, 1450,7, 1241,2, 1027,0, 749,9;
'H-NMR (200 MHz, &/ppm): 1,30-1,44 (2H, m, CH,), 1,47-1,61 (2H, m, CHy),
1,76-1,91 (2H, m, CHy), 2,38 (2H, t, J=8 Hz, CHy), 2,64 (4H, s, piperazin), 2,89 (2H, t,
J=8 Hz, CH,), 3,12 (4H, s, piperazin), 3,85 (3H, s, OCH3), 6,84-7,06 (4H, m, ArH)
7,13-7,18 (1H, m, ArH), 7,40 7,50 (2H, m, ArH); 3C-NMR (50 MHz, &/ppm): 26,0
(1C, CH2), 26,6 (1C, CHy), 27,7 (1C, CH2), 29,0 (1C, CHz2), 50,3 (2C, piperazin), 53,3
(1C, 2-metoksifenil grupa), 55,3 (2C, piperazin), 58,2 (1C, CH2>-N), 1112 (1C,
2-metoksifenill grupa), 114,6 (2C, benzimidazol), 118,2 (1C, 2-metoksifenil grupa),
121,0 (1C, 2-metoksifenil grupa), 122,5 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,2 (1C,
benzimidazol), 127,6 (1C, benzimidazol), 141,0 (3C, 2-metoksifenil grupa i
benzimidazol), 152,2 (1C, 2-metoksifenil grupa), 156,3 (1C, benzimidazol); MS: (m/z)
[M+H]" izradunato za C23sH29 CIN4O 413,2103, izmereno 413,2089.
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5-Hloro-2-{6-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-il]heksil}-1H-benzo[d]imidazol (128):
Prinos: 74%. Ulje. IR (ATR, cm-1): 2825,8, 1500,6, 1451,2, 1241,8, 1027,6, 750,4;
'H-NMR (200 MHz, &/ppm): 1,29-1,45 (6H, m, CHy), 1,72-1,83 (2H, m, CHy), 2,37
(2H, t, J=8,6 Hz, CH»), 2,62 (4H, s, piperazin), 2,86 (2H, t, J=7,4 Hz, CH>), 3,09 (4H,
s, piperazin), 3,83 (3H, s, OCHz3), 6,83-6,97 (4H, m, ArH), 7,12-7,18 (1H, m, ArH),
7,38-7,47 (2H, m, ArH); *C-NMR (50 MHz, &/ppm): 26,3 (1C, CH>), 26,9 (1C, CH>),
27,9 (1C, CH2), 28,9 (1C, CHy), 29,1 (1C, CH>), 50,5 (2C, piperazin), 53,3 (2C,
piperazin), 55,2 (1C, OCHs), 58,4 (1C, CH2-N), 111,1 (1C, 2-metoksifenil grupa), 114,5
(2C, benzimidazol), 118,16 (1C, 2-metoksifenil grupa), 120,9 (1C, 2-metoksifenil
grupa), 122,5 (1C, 2-metoksifenil grupa), 123,1 (1C, benzimidazol), 127,5 (1C,
benzimidazol), 141,0 (3C, 2-metoksifenil grupa i benzimidazol), 152,14 (1C,
2-metoksifenil grupa), 156,51 (1C, benzimidazol); MS: (m/z) [M+H]" izradunato za
C24H31CIN4O 427,2259, izmereno 427,2241.

4.2. 1zolovanje sinaptozomalnih membrana iz mozga pacova

Pacovi su Zrtvovani dekapitacijom pomocu aparature za giljotiranje. Lobanje su
odmah otvarane, mozgovi kompletno izvadeni i potapani u hladni fizioloski rastvor, da
bi potom na ledu disekcijom bilo izdvojeno tkivo striatuma (izvor dopaminskih D2
receptora) 1 frontalnih delova cerebralnog korteksa (izvor serotoninskih SHT2a i al
adrenergickih receptora). Ova tkiva su sakupljena iz mozgova 30 zivotinja, izmerena im
je ukupna masa m¢, da bi u odnosu na nju bila resuspendovana u desetostruko vecoj
zapremini Vi (Vim=10:1) ledenog pufera za homogenizaciju (strijatum: 50 mM Tris,
120 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgClz, 2 mM CaCl,, pH 7,5; korteks: 50 mM Tris,
pH 7,7). Tkiva su homogenizovana u staklenom homogenizeru sa teflonskim tu¢kom
(6 zaveslaja, 800 r.p.m.), a homogenati su dva puta talozeni centrifugiranjem (15 min.,
4 °C, 20000 r.p.m.). Finalni talozi su resuspendovani u puferu za homogenizaciju u
20 puta veéoj zapremini u odnosu na pocetnu masu i sa zavrSnim koncentracijama
proteina oko 0,6-0,7 mg/ml134. Kao takvi su zamrznuti u teCnom azotu, 1 ¢uvani na
-70 °C do upotrebe u testovima kompeticije u kojima su koristeni kao izvor
dopaminskih D2, serotoninskih SHT2a i al adrenergickih receptora.
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4.3. Testovi kompetitivnog vezivanja radioliganda na membranama

izolovanim iz mozga pacova

Za specifiéno obeleZavanje radioligandima koristeni su: 0,2 nM [*H]-spiperon za
D2 receptore, 1 nM [®H]-ketanserin za serotoninske 5HT2a receptore, a 1 nM
[*H]-prazosin za al adrenergicke receptore. Finalne koncentracije radioliganda su
odgovarale literaturnim vrednostima Kd, jer je pri tim uslovima reakcija najosetljivija.
Posto [3H]-spiperon pokazuje afinitet vezivanja za D2 i 5HT2a receptore, da bi se
spreCilo njegovo vezivanje za 5SHT2a receptore, obelezenom spiperonu je dodat
neobelezeni ketanserin u finalnoj koncentraciji od 50 nM. Finalne koncentracije
ispitivanog liganda bile su u rasponu od 10%-10° M. Nespecifiéno vezivanje je
odradeno u prisustvu 10 uM spiperona za D2 receptore, 1 pM ketanserina za SHT?2a i
1 uM prazosina za ol adrenergiCke receptore. Reakcija kompeticije je izvodena u
ukupnoj zapremini od 400 pl za D2 i 200 pl za SHT2a i al adrenergicke receptore.
Uzorci su inkubirani 10 min. na 37 °C, reakcija je prekidana hladnim puferom (1 ml) i
uzorci su filtrirani na vakuumu kroz Whatman GF/C filtre. Filtri su ispirani dva puta sa
po 5 ml odgovarajuéeg pufera (50 mM TRIS, pH 7,7 za SHT2a i ol adrenergicke
receptore; 50 mM Tris, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, pH 7,5
za D2 receptore) da bi se uklonio nevezani obeleZeni ligand. Nakon suSenja u trajanju
od 2h na temperaturi od 80 °C, filtri su uno$eni u scintilacioni koktel na bazi toluola i
merena je radioaktivnost na scintilacionom brojacu. Svi eksperimenti su radeni u
triplikatu 1 ponovljeni najmanje dva puta. Dobijeni rezultati su obradeni u programu

Graph Pad Prism?%,
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4.4. Doking analiza

4.4.1. Priprema modela receptora

Model dopaminskog D2 receptora (D2DR) je dobijen homologim
modelovanjem® prema kristalnoj strukturi dopaminskog D3 receptora. Vezivno mesto
D2DR je odredeno upotrebom Grid modula Schrodinger Maestro paketa programal®
navodec¢i Asp 114 (3.32) kao centar vezivnog mesta, posle Cega je kompjuter odredio

dostupne bocne ostatke receptora, koji se nalaze u Supljini oko Asp 114.

4.4.2. Priprema modela liganada

Strukture svih liganada, nacrtane su u programu ChemDraw, posle ¢ega su kao
*.mol format fajla, eksportovani u Schrodinger Maestro paket programa. Upotrebom
modula LigPrep i Epik, ligandi su pripremljeni, tako $to im je optimizovana pocetna 3D
struktura, pretragom energetski najpovoljnije konformacije i dodato naelektrisanje pod
fizioloskim uslovima (pH=7+/-2). Ovako pripremljeni ligandi, koriSteni su u doking

analizi.

4.4.3. Doking analiza

Doking analiza, radena je u Glide modulu Schrodinger Maestro paketa
programa. Polazni parametri su bili slede¢i: D2DR grid, dobijen upotrebom Grid
modula, zajedno sa ligandima koji su dobijeni upotrebom LigPrep modula. Pocetna
pozicija liganda unutar mesta vezivanja je bila proizvoljna. Xtra Precision (XP) Glide
doking je uraden sa ogranic¢enjem da dobijene strukture moraju imati soni most izmedu

liganda 1 Asp 114 (3.32). Druga ogranicenja nisu postavljana. Dobijene strukture su
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rucno pregledane i one sa najveéim brojem receptor-ligand interakcija, odabrane su za

dalju analizu.

4.4.4. Prikaz rezultata

Rezultati su prikazani kao 3D model i kao 2D dijagram interakcija, upotrebom

Lig.Int. modula Schrodinger Maestro paketa programa.
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5. ZAKLJUCAK

1. U okviru ove doktorske disertacije uspesno je sintetisano i okarakterisano 46 novih
liganada. Ligandi su razvrstani u dve serije: ligandi sa piperidinskim prstenom u
mostu izmedu glave (benzil, benzoil, fenetil, fenacetil grupe sa odgovaraju¢im
supstituentima) i repa (2-metoksifenilpiperazin) i ligandi sa razli¢itom duzinom
alkii mosta izmedu glave (supstituisani  benzimidazoli) 1  repa
(2-metoksifenilpiperazin). Za sve novosintetisane ligande odreden je farmakoloski
profil vezivanja za dopaminske D2, serotoninske 5SHT2a i adrenergicke ol
receptore u testovima kompetitivnog vezivanja sa radioaktivno obelezenim
ligandima.

2. U seriji liganada sa piperidinskim mostom izmedu glave i repa sintetisane su Cetiri
podserije sa razlictim supstituentima na piperedinskim azotom. U okviru svake
podserije, sintetisani su i testirani ligandi kod kojih je piperazin bio direktno ili
preko metilenskog mosta vezan u polozaju 4 za piperidinski prsten. Sintetisane
podserije se razlikuju po supstituentima na piperidinskom prstenu: 1. benzil i
nitrobenzil derivati; 2. benzoil i nitrobenzoil derivati; 3. fenilacetil i nitrofenilacetil
derivati i 4. fenetil i nitrofenetil derivati.

3. U seriji sintetisanih liganada sa benzil i nitrobenzil supstuentima na piperidinskom
prstenu, svi ligandi pokazuju afinitet prema D2 i adrenergickim al receptorima i
odsustvo afinieta prema 5HT2a receptorima. Uvodenje metilenskog mosta izmedu
piperazinskog i piperidinskog prstena uti¢e na porast aktivnosti ka dopaminskim
D2 receptorima. Ligand sa nitro grupom u polozaju 2 na benzil ostatku vezanom
za piperidinski prsten i metilenskim mostom izmedu piperazinskog i piperidinskog
prstena pokazao je najveci afinitet prema D2 receptorima. Preliminarna doking
analiza predvida postojanje aromati¢nih interakcija izmedu aminokiselinskih
ostataka u hidrofobnom dzepu: Phe 386 (6.44), Trp 390 (6.48), Tyr 420 (7.43),
uspostavljanje vodoni¢nih veza izmedu nitro grupe u glavi liganda i Ser 193
(5.42), kao i formiranje hidrofobnih interakcija izmedu glave liganda 54 i Phe 393
i His 397 u alternativnom mestu vezivanja (ecl2).

4. Zamenom benzil ostatka benzoil ostatkom, dobijeni su ligandi sa manjim

afinitetom prema dopaminskim D2 receptorima, u poredenju sa benzil derivatima.
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U ovom slucaju supstituenti nemaju efekta na afinitet prema D2 receptorima.
Ligand sa benzoil grupom vezanom za piperidinski prsten i metilenskim mostom
izmedu piperazinskog i piperidinskog prstena (65) pokazao je najveci afinitet
prema D2 receptorima. Preliminarna doking analiza predvida formiranje sonog
mosta sa Asp 114 (3.32), dok rep liganda ostvaruje aromati¢ne interakcije sa
amino kiselinskim ostacima u hidrofobnom dzepu [Phe 386 (6.44), Trp 390 (6.48),
Tyr 420 (7.43)]. Kiseonik iz benzoil grupe u glavi liganda nagraduje vodoni¢nu
vezu sa Ser 193 (5.42). Glava liganada zbog smanjene fleksibilnosti ostvaruje
aromati¢ne interakcije samo sa Phe 394 u alternativnom mestu vezivanja
dopaminskog D2 receptora (ecl2). Svi ligandi su neaktivni prema 5HT2a. Prema
adrenergickim al receptorima pokazuju umerenu aktivnost, sa izuzetkom 2-nitro
derivata, koji ne pokazuju afinitet prema ovim receptorima.

U seriji fenilacetil derivata, samo su ligandi sa nitro grupom u polozaju 3 pokazali
umereni afinitet prema dopaminskim receptorima, pri ¢emu ponovo ligand sa
metilenskim mostom izmedu piperazinskog 1 piperidinskog prstena pokazuje veci
afinitet. Nesupstituisani ligandi pokazuju visok afinitet prema adrenergickim ol
receptorima, dok uvodenje nitro grupe smanjuje afinitet. Svi ligandi pokazuju
odsustvo afiniteta prema 5HT2a receptorima.

U seriji fenetil supstituisanih derivata, dobiveni su ligandi sa umerenim afinitetom
prema D2 receptorima, sa izuzetkom 3-nitro derivata koji pokazuje visok afinitet
prema D2 receptorima. Ova serija je jedina pokazala umereni afinitet prema
SHT2a receptorima i odsustvo afiniteta prema adrenergickim ol receptorima.
Uvodenjem dodatne metilenske grupe u linker u seriji jedinjenja 73-88, molekul
postaje duzi i dobija mogucénost da slobodno rotira oko dva atoma ugljenika. Ovo
dovodi do toga da ligandi 78 i 79 poseduju znatno veéi afinitet vezivanja za D2
receptore u odnosu na 74 i 75. Preliminarna doking analiza razlike u aktivnosti
objasnjava formiranjem vodoni¢nih veza izmedu kiseonika u karbonilnoj grupi u
glavi molekula 78 1 79 i Ser 194 (5.43).

. U seriji liganada sa razli¢itom duzinom alkil mosta izmedu benzimidazolskog dela
I 2-metoksifenilpiperazina utvrdeno je da najveci afinitet prema dopaminskim D2
receptorima pokazuju ligandi sa pet 1 Sest ugljenikovih atoma u mostu.

Supstituisani benzimidazoli (5-hloro i 5-metoksi) su pokazali afinitet prema D2
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receptoru i sa 4 ugljenikova atoma u mostu, za razliku od nesupstituisanih
liganada. Produzenje mosta na 7 C atoma dovodi do gubitka afiniteta prema D2
receptorima. Preliminarna doking analiza liganda sa Sest ugljenikovih atoma u
mostu ukazuje na prisustvo aromati¢nih interakcija sa amino kiselinskim ostacima
u hidrofobnom dzepu [Phe 386 (6.44), Trp 390 (6.48), Tyr 420 (7.43)], vodoni¢nih
veza sa Ser 167 (4.57) i Ser 194 (5.43) i hidrofobnih interakcijasa lle 166, Leu
170, lle 184, Phe 189, Val 111, Ile 397, His 397 smeStenim u drugoj
ekstracelularnoj petlji (ecl2) tj. alternativnom mestu vezivanja.

Ligandi u ovoj seriji pokazuju umereni afinitet prema 5HT2a receptorima kao i
dobar afinitet prema adrenergickim al receptorima

. Vazan korak u proveri svakog homolog modela je sinteza novih liganada, na
osnovu postoje¢ih saznanja o receptor-ligand interakcijama, a u cilju postizanja
novih,  Zeljenih  osobina  (veéi  afinitet, bolja  selektivnost ili
agnosticka/antagonisticka prirorda liganda). Polaze¢i od postojecih predpostavki o
vezivanju liganda za D2 receptor, predloZena je sinteza navedenih supstanci, a
sintetisani ligandi su variranjem fleksibilnosti, veli¢ine kao 1 tipom i1 poloZajem
funkcionalnih grupa, pruzili dragocene podatke o optimalnim vrednostima ovih
parametara, neophodnim za formiranje jaceg kompleksa receptor-ligand. Dobijeni
rezultati su pokazali da se fleksibilni ligandi za D2 receptor vezuju jace od
rigidnih. Pored fleksibilnosti, oblik i1 veli¢ina liganda takode utiCu na afinitet
liganda-svako odstupanje od optimalne veli¢ine, bilo produzavanjem ili
skra¢ivanjem liganda, dovodi do gubitka afiniteta. Funkcionalne grupe, uti¢u na
afinitet, preko broja i1 jaCine dodatnih interakcija koje mogu da uspostave sa
receptorom. Dodatne vodoni¢ne veze, koje se na ovaj nacin ostvaruju, mogu
povecati afinitet prema receptoru. Sve navedene informacije, posluzi¢e kao osnova
za sintezu novih liganada, sa poboljSanim afinitetom i/ili selektivnosti prema

odredenom receptoru.
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