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N-Heteroaromati¢ni hidrazoni i dihidrazoni dihidrazida ugljene i tiougljene
kiseline: karakterizacija, kvantnomehanicka studija i biolo§ka aktivnost

1ZVvVOD

U okviru disertacije, sintetisane su dve serije jedinjenja: N-heteroaromati¢ni
hidrazoni i dihidrazoni dihidrazida ugljene (dhO) i tiougljene kiseline (dhS). Jedan od
predmeta istrazivanja se odnosio na potpunu strukturnu karakterizaciju N-
heteroaromatiénih monohidrazona dihidrazida ugljene kiseline (mh-UK) primenom
razlic¢itih eksperimentalnih metoda i1 kvantnohemijskih proracuna. Eksperimentalne
metode podrazumevaju rendgensku strukturnu analizu (RSA) i FT-IR (infracrvena
spektroskopija sa Furijeovom transformacijom), NMR (nuklearna magnetna
rezonancija) 1 UV-Vis spektoskopiju (ultravioletna-vidljiva spektroskopija).
Optimizovane geometrije u vakumu izracunate su pomocu B3LYP/6-311++G(d,p)
metode. UV-Vis apsorpcioni spektri, elektronski prelazi i veliine intramolekulskog
prenosa naelektrisanja (ICT) su proracunom Dct (rastojanje prenosa naelektrisanja) i
Qct (koli¢ina prenetog naelektrisanja) vrednosti, kao i AIM (analiza raspodele
elektronske gustine na atomima u molekulu) analiza intramolekulske vodoni¢ne veze u
osnovnom stanju za mh-UK dobijeni pomoc¢u vremenski zavisne DFT metode (TD-
DFT, teorija funkcionala gustine u zavisnosti od vremena). Primeceno je da se najjaci
ICT javlja u E obliku 4-piridinil supstituisanih jedinjenja. Analizirani su UV-Vis
apsorpcioni spektri u razli¢itim rastvaraima 1 ispitivan je njihov uticaj na poloZzaj
apsorpcionih maksimuma. Takode, analiziran je uticaj prirode 1 poloZaja supstituenata i
"aza” atoma azota u heteroaromati¢nom jezgru i supstituenata na azometisnkom atomu
ugljenika na apsorpcione spektre.

Za kvantitativnu ocenu uticaja rastvaraca na apsorpcione maksimume svih
jedinjenja, primenjeni su principi LSER analize (linearna korelacija solvatacionih
energija) i to Kamlet-Taft-ovog i Catalan-ovog model. Pozitivan znak koeficijenta a za
sva jedinjenja osim za ona koja u svojoj strukturi sadrze hinolinski prsten kod kojih su
prisutni supstituenti u polozaju 8 ukazuje da je hipsohromni (plavi pomak) uzrokovan

veli¢inom elektron-donorskog efekta supstituenta i jacine vodoni¢ne veze koja uti¢e na



elektronsku distribuciju ispitivanin molekula. Dobijeni rezultati ukazuju na bolju
stabilizaciju osnovnog stanja u odnosu na pobudeno stanje.

Kvantitativna analiza uticaja supstituenata na apsorpcione maksimume N-
heteroaromati¢nih hidrazona uradena je pomoc¢u LFER (linearna korelacija slobodne
energije) modela i to primenom jednoparametarske Hammett-ove jednacine (SSP).
Pored toga, primenom Hammett-ove jednac¢ine LFER model je primenjen i u ispitivanju
uticaja elektronskih efekata supstituenata na 'H i *C NMR pomeranja i
eksperimentalno odredene pK, vrednosti. Rezultati dobijeni primenom LSER-a ukazuju
da promena supstituenata i rastvaraca uti¢e na pomeranje elektronske gustine, tj.
konjugaciju, kao i na karakter ICT-a u toku ekcitacije. Prenos elektronskih efekata
supstituenata odvija se kroz lokalizovane #-elektronske jedinice i celokupni
konjugovani sistem prou¢avanih mh-UK.

Na oshovu podataka dobijenih rendgenskom strukturnom analizom, kao i
kvantnohemijskih prora¢una utvrdeno je da je trans, odnosno (E) oblik mh-UK,
stabilniji za vecinu jedinjenja. Koris¢enjem 2D NOESY (dvodimenzionalna
spektroskopija nuklearnog Overhauzerovog efekta) NMR spektroskopije utvrdeno je da
se sva ispitivana jedinjenja nalaze u E obliku, osim [fenil(2-piridinil)metilen]dihidrazid
ugljene kiseline (MUK -,p)) kod koga je dominantan Z oblik u DMSO-u.

U slucaju jedinjenja sa 2-hidroksifenil i 2-piridinil grupama supstituisanim na
azometinskom ugljeniku analiziran je uticaj intramolekulske vodoni¢ne veze na E- i Z-
fotoizomerizaciju, a pokazano je i da proces sledi kinetiku prvog reda. Za definisanje
puteva fragmentacije ove grupe jedinjenja koriS¢ena je viSefazna masena spektrometrija
(MS-MS"). Prikazana sveobuhvatna eksperimentalna i teorijska analiza predstavlja
veoma vredne rezultate korisne za QSAR (kvantitativna korelacija izmedu strukture i
reaktivnosti) analizu i objasnjenje bioloske aktivnosti jedinjenja.

Uporedna studija antitumorske aktivnosti monohidrazona i dihidrazona
dihidrazida ugljene i tiougljene kiseline (h-(T)UK) na bazi hinolina ispitivana je nizom
testova na dve humane maligne ¢éelijske linije: akutna monocitna leukemija (THP-1) i
mati¢ne ¢elije humanog adenokarcinoma pankreasa (AsPC-1). Hidrazoni dihidrazida
tiougljene kiseline (h-TUK) su pokazali bolju proapoptotsku aktivnost od hidrazona
dihidrazida ugljene kiseline (h-UK) na obe ispitivane celijske linije. Programirana

¢elijska smrt izazvana h-TUK je delimi¢no kaspaza-zavisna, uglavnom vezana za



kaspasu-8. Osim na standardnim 2-D modelima, testiranje na AsPC-1 c¢elijama je
uradeno i na 3-D modelima koji predstavljaju mikrotkivne tumorske formacije i
omogucéavaju znatno precizniju procenu antitumorske aktivnosti u odnosu na 2-D
kulture. Dva od tri testirana dihidrazona dihidrazida tiougljene Kkiseline (dh-TUK)
uspesno su stimulisala apoptozu prac¢enu smanjenjem velicine tretiranih sfera. Dodatno,
svi dh-TUK indukovali su znacajan pad procenta CD44 ekspresije AsPC-1 ¢elija koje
ukazuju na njihovu sposobnost da indukuju reprogramiranje fenotipa mati¢nih kancer
¢elija (CSCs). U cilju pronalazenja novih lekova iz grupe ispitivanih hinolinskih
jedinjenja, na osnovu pokazane aktivnosti i na osnovu pravila Lipinskog testirana je
sposobnost izabranog jedinjenja da se vezuje za humani serum albumin (HSA).
Primenom doking studija su ponudeni moguci unutaréelijski ciljni molekuli kao vezna
mesta preko kojih se jedinjenje vezuje za HSA. Dobijene vrednosti termodinamickih
parametara vezivanja HSA i njihovi znakovi, ukazuju da su Van der Waals-ove sile ili
fomiranje vodoni¢nih veza dominantni za vezivanje 1,5-bis(8-hinolilmetilen)
dihidrazida tiougljene kiseline za HSA.

U nastavku istraZivanja sprovedeno je sistematsko ispitivanje antimikrobne i
antioksidativne aktivnosti obe serije sintetisanih jedinjenja. Predmet istraZivanja se
odnosio na utvrdivanje uticaja tipa supstituenta na azometinskom ugljenikovom atomu,
kao 1 vrste heteroaromati¢nog prstena, odnosno polozaja azota u prstenu, kao i prirode
halkogenog atoma na biolosku aktivnost. Zatim je izvrSeno ispitivanje antimikrobne
aktivnosti supstanci primenom disk difuzione metode, kao i njihove sposobnosti da
hvataju slobodne radikale primenom metode inhibicije pomo¢u DPPH (1,1-difenil-2-
pikril hidrazil) radikala. Dobijeni rezultati antimikrobne i antioksidativne aktivnosti su
povezani sa strukturama ispitivanih jedinjenja. h-TUK su pokazali bolju i antimikrobnu
1 antioksidativnu aktivnost, i za ovu grupu jedinjenja je izvrSena detaljna analiza odnosa
izmedu strukture i bioloske aktivnosti primenom 3D-QSAR tehnike molekulskog
modelovanja. 3D-QSAR zasnovan na GRIND (GRid nezavisni deskriptori)
metodologiji pokazao se veoma korisnim u pronalazenju farmakofornih tacaka
neophodnih za antibakterijsku aktivnost h-TUK. Dobijena su tri statisticki znacajna

modela koja se mogu Koristiti za dizajn aktivnijih struktura na bazi h-TUK.
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N-Heteroaromatic hydrazones and dihydrazones of dihydrazides carbonic and
thiocarbonic acid: characterization, quantum mechanical study and biological

activity

ABSTRACT

In this thesis, two series of N-Heteroaromatic hydrazones and dihydrazones of
dihydrazides carbonic (dhO) and thiocarbonic acid (dhS) have been synthesized. One
of the subject this research related to combined experimental and theoretical
characterization of the synthesized N-Heteroaromatic monocarbohydrazones (mh-UK),
Experimental methods include X-ray single-crystal analysis (XRD), as well as FT-IR
(Fourier Transform Infrared Spectroscopy), NMR (Nuclear Magnetic Resonance) and
UV-Vis (Ultraviolet—Visible) spectroscopy. Optimized geometries in vacuum have been
obtained using B3LYP/6-311++G(d,p) model. Theoretical UV-Vis absorbtion spectra
calculation and intramolecular charge transfer (ICT) evaluation was defined with the aid
of the charge-transfer distance (Dct) and the amount of transferred charge (Qcr)
calculation as well as AIM (Atoms in Molecules) analysis have been calculated using
TD-DFT (Time Dependant - Density Functional Theory) method. It is noticeable that
the strongest ICT occurs in 4-pyridyl substituted compounds. The UV-Vis absorption
spectra in various solvents were analyzed and their influence on the position of
absorption maxima was examined. The effects of the nature and the position of the
substituent and “"aza” nitrogen in heteroaromatic ring on UV-Vis spectra in different
solvents have been examined, as well as the impact of different substituents on the
azomethine carbon.  For quantitative evaluation of the solvent effects on the UV-Vis
absorption maxima, the principles of the linear solvation energy relationships (LSER)
was applied, i.e. models proposed by Kamlet—Taft and Catalan. The positive sign of
coefficient a for all compounds, except for quinoline based compounds wherein a
substituent is present in position 8, indicates a hypsochromic (blue) shift relative to
increased solvent hydrogen-bond donating capability. This suggests better stabilization

of the ground state relative to the excited state.



Linear free energy relationships (LFER) are applied to the UV-Vis absorption
spectra and correlation of absorption frequencies with Hammett substituent constants
are performed using using SSP (Single Substituent Parameter) model. Furthermore, the
LFER model was applied for investigation of the influence of the electronic nature of
the substituents on 'H and *C NMR shifts and pK, value. It was found that both
substituents and solvents influence electron density shift, i.e. extent of conjugation, and
affect ICT character in the course of excitation. Presented results showed that
transmission of substituent electronic effects through z-resonance units takes place
through localized z-electronic unit and overall conjugated system of studied mh-UK.

According to crystallographic data and quantum chemical calculations, the trans
(E) form was found to be more stable for most compounds. Using 2D NOESY (Nuclear
Overhauser Spectroscopy) NMR spectra, it was found that all tested compounds was in
the E form, [(phenyl(2-pyridinyl) methylene)]dihydrazide carbonic acid which was in Z
dominant form in DMSO.

Based on test results of photochromism of compounds with 2-hydroxyphenyl
and 2- pyridinyl groups substituted at azomethine carbon it was analyzed role of an
intramolecular hydrogen bond in the E and Z isomerization, and it is shown that the
process follows first-order Kinetics. Multiple stage mass spectrometry (MS-MS")
analysis was applied to define main fragmentation pathways. Presented comprehensive
experimental and theoretical study on mh-UK offered a wealth valuable results useful in
future QSAR analysis.

A comparative study of antitumor activity of mono- and bis- quinoline based
hydrazones and dihydrazones of dihydrazides carbonic and thiocarbonic acid (h-
(TYUK)) was investigated by a series of tests on two human malignant cell lines: acute
monocytic leukemia (THP-1) and pancreatic adenocarcinoma cancer stem cells (AsPC-
1). Hydrazones of dihydrazides thiocarbonic acid (h-TUK) revealed superior pro-
apoptotic activity over hydrazones of dihydrazides carbonic acid (h-UK) on both tested
cell phenotypes, also displaying multi-target profile activities. Programmed cell death
triggered by TCHs was partially caspase-dependent, mainly caspase-8 related. Activity
against cancer stem cells (CSCs) was evaluated on 2D monolayers and 3D spheroidal
models. Two out of three tested dihydrazones of dihydrazides thiocarbonic acid (dh-

TUK) successfully stimulated apoptosis accompanied by a reduction in size of treated



spheres. Additionally, all dh-TUK induced significant decrease in percentage of CD44-
expressing AsPC-1 cells that indicate on their ability to induce reprogramming of CSC
phenotype. In order to find new drugs from the group of test quinoline compounds here
we explored performed experimental and docking analysis protocol to obtain
information on selected (based on the activity and Lipinsky rule) h-TUK interaction
with za human serum albumin (HSA). Examination of the parameters of the
thermodynamic binding of HSA, the negative enthalpy and negative entropy indicate
that the Van der Waals forces or hydrogen bonding are dominant for 1,5-bis(8-
quinolylmethylene) dihydrazides thiocarbonic acid.

Further research was carried out through systematic testing of the antimicrobial
and antioxidative activity of the both series of synthesized compounds. Object of the
study was to determine the influence of type of substituents on a azomethine carbon as
well as the kind of the heteroaromatic ring, and a position of the nitrogen in the ring is,
and the nature of chalcogen atoms on the biological activity. The compounds were
tested in vitro against Gram-positive and Gram-negative bacteria and fungi,
antioxidative activity was investigated using DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)
radical inhibition assay, and their activity was discussed in relation to the structure of
investigated compounds. h-(T)UK showed better antimicrobial and antioxidative
activity. The rationalization of structure-activity relationships h-TUK was done using
3D-QSAR molecular modeling technique. 3D-QSAR based on GRIND methodology
proved to be very useful in finding pharmacophoric hot spots which explained
antibacterial activity of h-TUK. Obtained three models might be used for the design of
more active structures based on h-TUK molecules.

Key words: N-Heteroaromatic hydrazones; Quantum-chemical calculations;
Solvatochromism; Substituent effect; 3D-QSAR; GRIND methodology; Antimicrobial
activity; Antioxidant activity; Anticancer activity; HSA.

Academic Expertise: Chemical Sciences
Major in: Organic Chemistry
UDC number: 547.288.3



SPISAK SKRACENICA I SIMBOLA

A — Apsorbanca

ACD - Akcidentalna ¢elijska smrt (eng. Accidental Cell Death)

AD — Domen primenjivosti (eng. Applicability Domain)

ADMET - Apsorpcija, raspodela, metabolizam, eliminacija i1 toksi¢nost (eng.
Adsorption, Distribution, Metabolism, Excretion, and Toxicity)

adh-(T)UK — Asimetri¢ni dihidrazoni dihidrazida ugljene i tiougljene kiseline

adh-TUK — Asimetriéni dihidrazoni dihidrazida tiougljene kiseline

AIM — Analiza raspodele elektronske gustine na atomima u molekulu (eng. Atoms in
Molecules)

AsPC-1 — Mati¢ne ¢elije adenokarcinoma pankreasa (eng. Pancreatic Adenocarcinoma
Cancer Stem Cells)

AU — Arbitrarna jedinica (eng. Arbitrary Units)

ATCC - Americka kolekcija ¢elijskih kultura (eng. American Type Culture Collection)
BCP — Kriti¢na tacka veze (eng. Bond Critical Point)

BSA — Govedi serum albumin (eng. Bovine Serum Albumin)

CoMFA — Komparativna analiza molekulskih polja (eng. Comparative Molecular Field
Analysis)

COSY - Korelaciona spektroskopija

CSCs — Mati¢ne Celije kancera (eng. Cancer Stem Cells)

3C NMR — Nuklearna magnetna rezonanca ugljenika

CT — Prenos naelektrisanja (eng. Charge Transfer)

CV — metoda unakrsne validacije (eng. Cross-Validation)

D¢t — Rastojanja prenosa naelektrisanja (eng. Charge-Transfer Distance)

dhO — Dihidrazid ugljene kiseline

dhS — Dihidrazid tiougljene kiseline

dh-UK — Dihidrazoni dihidrazida ugljene kiseline

dh-TUK — Dihidrazoni dihidrazida tiougljene kiseline

dh-(T)UK — Dihidrazoni dihidrazida ugljene i tiougljene kiseline

DFT — Teorija funkcionala gustine (eng. Density functional Theory)

DCM - Dihlormetan

DMSO — Dimetil-sulfoksid



DMSO-dg — Deuterisani dimetil-sulfoksid

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (eng. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)

2D NMR — Dvodimenziona nuklearna magnetna rezonancija

EAP — Spoljasnja putanja prenoSenja apoptoznih signala (eng. Extrinsic Apoptotic
Pathway).

Egap — Energetska razlika izmedu HOMO i LUMO (eng. Energy gap between HOMO
and LUMO)

FFD — Frakcionog dizajn faktora (eng. Fractional Factorial Design)

FT-IR — Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (eng. Fourier
Transform Infrared Spectroscopy)

FFD — Frakcioni faktorski dizajn (eng. Fractional Factorial Design)

GRIND — Deskriptori nezavisni od medusobnog prostornog svrstavanja molekula (eng.
GRid Independent Descriptors)

GGA — Uopstena gradijentna aproksimacija (eng. Generalized-Gradient Approximation)
GUI — Graficki korisni¢ki interfejs (eng. Graphical User Interface).

HBA — Atom ili atomska grupa koja prima proton pri uspostavljanju vodoni¢ne veze
(eng. Hydrogen-Bonding Acceptor)

HBD — atom ili atomska grupa koja daje proton pri uspostavljanju vodoni¢ne veze

(eng. Hydrogen-Bond Donor)

HMBC — Heteronukelarna korelaciona spektroskopija preko viSe hemijskih veza

'H NMR — Protonska nuklearna magnetna rezonanca

HOMO — Najvisa popunjena molekulska orbitala (eng. Highest Occupied Molecular
Orbital)

HSA — Humani serum albumin (eng. Human serum albumin)

HSQC — Heteronuklearna jednokvantna korealciona spektroskopija

h-UK — Hidrazoni dihidrazida ugljene kiseline

h-TUK — Hidrazoni dihidrazida tiougljene kiseline

h-(T)UK — Hidrazoni dihidrazida ugljene i tiougljene kiseline

h-UK — hidrazoni dihidrazida ugljene kiseline

IAP — Unutrasnja putanja prenoSenja apoptoznih signala (eng. Intrinsic Apoptotic
Pathway).

ICT — Intramolekulski prelaz naelektrisanja (eng. Intramolecular Charge Transfer)



IP — Tacka preseka (eng. Isobestic Point)

LFER — Linearna korelacija slobodne energije (eng. Linear Free Energy Relationships)
LSER — Linearna korelacija energija solvatacije (eng. Linear Solvation Energy
Relationship)

LUMO — Najniza nepopunjena molekulska orbitala (eng. Lowest Unoccupied
Molecular Orbital)

LOO - Unakrsna validacija sa izostavljenim jednim objektom u toku analize (eng.
Leave One Out)

LTO — Unakrsna validacija sa izostavljena dva objekta u toku analize (eng. Leave Two
Out)

LDA — Aproksimacija lokalne gustine (eng. Local Density Approximation)

LV — Latentne promenljive

MACC-2 — (eng. Maximum Auto- and Cross Covariance)

MS/MS" — Visestepena masena spektrometrija

MIC — Minimalna inhibitorna koncentracija (eng. Minimal Inhibitory Concentration)
MIF — Polja molekulskih interakcija (eng. Molecular Interaction Fields)

MFI — Srednji intenzitet fluorescencije (MFI, eng. Median Fuorescence Intensity)

MBC - Minimalna baktericidna koncentracija (eng. Minimal Bactericidal
Concentration)

MMPA — Analize preklopljenih parova molekula (eng. Matched Molecular Pairs
Analysis)

MeOH — Metanol

mh-UK — Monohidrazoni dihidrazida ugljene kiseline

mh-TUK — Monohidrazoni dihidrazida tiougljene kiseline

mh-(T)UK — Monohidrazoni dihidrazida ugljene i tiougljene kiseline

NCCD — Nomenklaturu tipova ¢elijske smrti (eng. Nomeclature Committiee on Cell
Death)

NMR — Nuklearna magnetna rezonancija (eng. Nuclear Magnetic Resonance)

>N NMR — Nuklearna magnetna rezonanca azota

NOESY — Dvodimenzionalna spektroskopija Nuklearnog Overhauzerovog efekta (eng.

Nuclear Overhauser Spectroscopy)



OECD - Organizacija za ekonomsku saradnju i razvoj (eng. Organizations for
Economic Cooperation and Development)

PC — Glavne komponente (eng. Principal Components)

PCA — Analiza glavnih komponenata (eng. Principal Components Analysis)

PCM — Model polarizabilnog kontinuuma (eng. Polarizable Continuum Model)

PCD — Programirana ¢elijska smrt (eng. Programmed Cell Death)

PDB —Proteinska baza podataka (eng. Protein Data Bank)

PLS — Analiza delimi¢nih najmanjih kvadrata (eng. Partial Least Squares)

Pl — Propidijum jodid

PV — Matrice doprinosa

Q% — Unakrsna procena kvadrata korelacionog koeficijenta (eng. Cross-Validation
Squared Correlation Coefficient)

Q%acc — Indeks prediktivne sposobnosti modela

QSAR — Kvantitativna korelacija strukture i reaktivnosti (eng. Quantitative Structure
Activity Relationship)

QSPR — Kvantitativna korelacija strukture i svojstava (eng. Quantitative Structure
Property Relationship)

Qct — Koli¢ina prenetog naelektrisanja (eng. Amount of Transferred Charge)

RZacc — Indeks fitovanja modela

RCD — Kontrolisana ¢elijska smrt (eng. Regulated Cell Death)

ROS — Reaktivne kiseloni¢ne vrste, (eng. Reactive Oxygen Species)

RNS — Reaktivne azotne vrste (eng. Reactive Nitrogen Species)

RSS — Reaktivne sumporne vrste (eng. Reactive Sulfur Species)

RSA — Rendgenska strukturna analiza (eng. X-ray diffraction)

SCS — Hemijska pomeranja uslovljena prisustvom supstituenta (eng. Substituent
induced Chemical Shift)

SCF — Metod samousaglasenog polja (eng. Self-Consistent Field)

SDEP — Predvidanja greske standardnom devijacijom (eng. Standard Deviation of Error
of Calculation)

SSP — Jednoparametarska (eng. Single Substituent Parameter)

TD-DFT — Teorija funkcionala gustine u zavisnosti od vremena (eng. Time Dependant -

Density Functional Theory)
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THP-1 — Kancer c¢elije humane aktutne monocitne leukemije (eng. Acute Monocytic
Leukemia Cells)

TMS — Tetrametilsilan

T — Matrice skorova

UV-Vis — Ultravioletna-vidljiva spektroskopija (eng. Ultraviolet—Visible Spectroscopy)
WIZ — Merenje zone inhibicije u mm (eng. Width of Inhibition Zone)

X — Nezavisne promenljive

Y — Zavisne promenljive

Z-VAD-fmk — Inhibitor kaspaze Sirokog spektra delovanja (eng. Z-Val-Ala-Asp (OMe)
fluoromethylketone)
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1. UVOD

Hidrazoni predstavljaju proizvode kondenzacije hidrazina ili njegovih alkil, acil
ili aril analoga sa karbonilnim jedinjenjim. Zbog svog Sirokog spektra bioloske i
farmakoloske aktivnosti, pre svega antituberkularnog, analgetskog, antikancer,
antibakterijskog, antifungalnog i antiinflamatornog dejstva, predstavljaju cilj
mnogobrojnih istraZivanja u medicinskoj hemiji.*

S obzirom da veliki broj biohemijski vaznih supstanci i lekova u svojoj strukturi
sadrzi heterociklicni prsten, proucavanje strukture 1 svojstava heterocikli¢nih jedinjenja
postalo je nezamenljivo u nauénim i medicinskim istraZivanjima.” ** Poznato je da mnoga
hemijska jedinjenja koja u svojoj strukturi imaju piridinski prsten poseduju
raznovrsnosnu bioloSku aktivnost, a osim toga brojne supstance su ¢ak i u klinickoj
upotrebi i imaju sve veci primenu u savremenoj medicini*?. Poslednjih nekoliko godina
N-heteroaromati¢ni hidrazonski derivati predmet su mnogih studija jer je utvrdeno da
poseduju raznorodne terapeutske aktivnosti. Odabir i siteza jedinjenja za koja se na
osnovu hemijske strukture i1 slicnosti sa aktivnim jedinjenjima predvida da ¢e imati
odgovarajuce fizicko-hemijske karakteristike i biolosku aktivnost, predstavlja jedan od
zadataka danasnje medicinske hemije. Prema dosadaSnjim istraZzivanjima, elektronska
struktura u molekulu 1 moguénost upostavljanja vodoni¢nih veza sa ciljnim mestima
nalaze se u osnovi mehanizma bioloskog dejstva jedinjenja. Veoma je bitno pri
ispitivanju identifikovati onaj strukturni element koji je odgovoran za povecanje ili
smanjenje bioloSkog dejstva odredenog jedinjenj a3

U cilju proucavanja sinteze, strukture i bioloskih svojstava sintetisane su serije N-
heteroaromati¢nih monihidrazona i dihidrazona na bazi dihidrazida ugljene i tiougljene
kiseline (h-(T)UK). Za veliki broj ovih jedinjenja ne postoje literaturni navodi koji se
odnose na ispitivanje njihovih solvatrohromnih i fizicko hemijskih svojstava. Sinteza je
izvrSena reakcijom kondenzacije navedenih dihidrazida sa razli¢itim  N-
heteroaromatiénim karbonilnim jedinjenjima na bazi piridina i hinolina. Ovako dobijena
jedinjenja se medusobno razlikuju prema polozaju iminske grupe u odnosu na piridinski i
hinolinski atom azota, prema tipu supstituenata vezanih na azometinskom ugljeniku
(vodonik, metil i fenil grupa) kao i prisustvu atoma kiseonika, odnosno sumpora. Osim

toga, proucavana jedinjenja se medusobno razlikuju po broju aromati¢nih prstenova u



svojoj strukturi (monohidrazoni/dihidrazoni). Radi ispitivanja uticaja zamene "aza” atoma
azota fenolnom OH grupom na bioloSku aktivnost, sintetisani su mono- i di- hidrazoni
dihidrazida (tio)ugljene kiseline (mh-(T)UK i dh-(T)UK) i koji na azometinskom
ugljenikovom atomu imaju 2-hidroksifenil grupu. Struktura jedinjenja je potvrdena na
osnovu elementalne analize, UV-Vis, FT-IR, *H i *C NMR spektara.

U okviru prve serije jedinjenja, monohidrazona na bazi dihidrazida ugljene
kiseline (mh-UK), uradena je detaljna eksperimentalna i teorijska analiza strukture i
svojstava jedinjenja, a rendgenska strukturna analiza (RSA) je primenjena na dva
jedinjenja. Kvantnohemijskim proraCunom dobijene Su optimizovane geometrije,
elementi geometrije i torzioni uglovi koji su u skladu sa kristalografskim podacima.
Upotrebom NMR i UV-Vis spektroskopije u ovoj disertaciji je dokazano da je
dominantan E oblik mh-UK, a kvantnohemijskim izra¢unavanjima predviden je redosled
stabilnosti ovih izomernih oblika. Optimizovani geometrijski parametri dobijeni za h-
(TYUK na bazi hinolina kao i teorijski NMR spektri su takode u skladu sa
eksperimentalnim podacima.

Jedan od ciljeva ove disertacije se odnosio na proucavanje uticaja rastvaraca, tipa
halkogenog elementa, kao 1 supstituenata na aromati¢nim jezgrima i iminskoj vezi, na
pomeranja UV-Vis apsorpcionih maksimuma. Radi detaljnije i potpunije analize u cilju
uporedivanja promena u odnosu na nesupstituisano jedinjenje naknadno su sintetisana
dva mh-UK kondenzacijom benzaldehida (mhUKggs) i1 acetofenona (mhUKep) sa
dihidrazidom ugljene kiseline (dhO). Dobijeni rezultati su analizirani primenom linearnih
korelacija solvatacionih energija (LSER, eng. Linear Solvation Energy Relationship)
koris¢enjem Kamlet-Taftove solvatohromne jednacine i modelom koji je predlozio
Cataldn na osnovu kojih se procenjuje doprinos efekata specificnih i nespecifi¢nih
interakcija izmedu rastvorenih molekula i rastvaraca.

Pri analizi uticaja supstituenata na konjugaciju i karakter intramolekulskog
prenosa naelektrisanja u molekulima znacajno je pomogla interpretacija eksperimentalnih
rezultata pomocu kvantnohemijskih metoda, ab initio MP2 i DFT metoda. Uticaj efekata
supstituenata, solvatohromizam i promene u distribuciji ukupnog naelektrisanja u
osnovnom i ekcitovanom stanju na osnovu prora¢una HOMO/LUMO (HOMO — najvisa
popunjena molekulska orbital, eng. Highest Occupied Molecular Orbital) LUMO -
najniza nepopunjena molekulska orbital, eng. Lowest Unoccupied Molecular Orbital))



energija (Enomo/ELumo) 1 Egep analizirana je primenom TD-DFT (teorija funkcionala
gustine u zavisnosti od vremena eng. Time Dependant - Density functional Theory)
metode. Osim toga kao dodatni rezultati iz proracuna prikazane su vrednosti oscilatorne
jacine, vertikalne energije ekscitacije 1 elektronski prelazi. TD-DFT metoda je koriS¢en 1
za kvantifikaciju intramolekulsog prenosa naelektrisanja (ICT, eng. Intramolecular
Charge Transfer) proraCunom vrednosti rastojanje prenosa naelektrisanja (Dct, eng.
Charge-Transfer Distance) i koli¢ine prenetog naclektrisanja (Qct, eng. Amount of
Transferred Charge).

Primena metode lineranih korelacija slobodnih energija (LFER, eng. Linear Free
Energy Relationships) na eksperimentalne vrednosti *H NMR i *C NMR hemijskih
pomeranja kao i pK, vrednosti daje uvid o uticaju strukture na prenosenje elektronskih
efekata supstituenata. Na osnovu LFER analize ostvaruju se nova saznanja o nacinima
prenosenja polarnih (induktivni/efekat polja) i rezonancionih efekata supstituenata i
njihovih uticaja na stanje ravnoteze izomernih oblika ispitivanih jedinjenja. Posebna
paznja je posvecena razdvajanju polarnih i rezonancionih efekata i njihova kvantifikacija
kori$¢enjem principa korelacije strukture i svojstava ispitivanih jedinjenja, tako da je
LFER analiza primenjena i na ispitivanje uticaja efekata supstituenata na pomeranja
vrednosti vmax. Dobijeni rezultati su interpretirani u cilju rasvetljavanja uticaja efekta
supstituenata na stabilizaciju/destabilizaciju molekulskih orbitala u osnovnom i
pobudenom stanju, odnosno vrednosti Egqp (energetska razlika izmedu HOMO i LUMO
(eng. Energy gap between HOMO and LUMO), tj pomeranje Vmax. Vrednost negativnog
logaritma konstante kiselosti (pK,) bioloski aktivnih molekula su veoma vazne za ta¢no
utvrdivanje stanja ravnoteze koja se odnosi na protonovanje/deprotonovanje ispitivanih
molekula na razli¢itim pH vrednostima. Dobijeni rezultati imaju veliki znacaj u
odredivanju i predvidanju njihovih ADMET osobina (adsorpcija, distribucija,
metabolizam, eliminacija i toksi¢nost; eng. Adsorption, Distribution, Metabolism,
Excretion, and Toxicity). U okviru ove disertacije, eksperimentalno su odredene
konstante kiselosti serije mh-UK E oblika. S’ obzirom da bi u MS-MS" (viSestepena
masena spektrometrija) spektima u pozitivnom i negativnom modu neki procesi
protonacije/deprotonacije trebalo da ukazuju na pretezno bazna/kisela mesta u strukturi

jedinjenja ova metoda je primenjena u cilju lakSeg tumacenja rezultata. Njenom



primenom detaljno su definisani fragmentacioni putevi i strukture fragmenata uz
diskusiju o uticaju supstituenata na nacin fragmentisanja.

U skladu sa literaturnim podacima koji ukazuju da razli¢iti geometrijski izomeri
ne poseduju istu biolosku aktivnost,'* kao i poznatim fenomenom E/Z- fotoizomerizacije
semikarbazona na bazi piridina™, u ovoj disertaciji je bilo od interesa istraiti faktore koji
uticu na promenu konformacije odabranih jedinjenja. Ispitivanje je izvrSeno UV
zracenjem jedinjenja u razli¢itim rastvara¢ima na odgovaraju¢im talasnim duzinama i u
odredenom vremenskom periodu. Ispitivan je uticaj rastvaraca, poloZaja azota u
heteroaromati¢nom jezgru i prisustva metil grupe na azometinskom ugljeniku na proces
izomerizacije. Dodatno je ispitivan uticaj mogucnosti formiranja intra- 1 inter-
molekulske vodoni¢ne veze na reverzibilnost procesa uz pracenje kinetike reakcije.

Hinolinsko jezgro predstavljaju privilegovanu strukturnu jedinicu u koja se javlja
u odredenom broju supstanci koje ispoljavaju antikancer aktivnost'®. Veliki broj do sada
testiranih (tio)semikarbazona koji u svojoj strukturi sadrze hinolinsko jezgro pokazali su
obecavajue rezultate pri testiranju na razli¢itim kancer celijskim linijamaﬂ*zz.
Strukturno bliski tio(semi)karbazonima su mh-(T)UK koji se razlikuju po tome $to
umesto (tio)amidne grupe sadrze (tio)hidrazidnu grupu koja omogucava lako gradenje

bisderivata, odnosno dihidrazonal’ 2

. U ovoj disertaciji su prikazni rezultati prvog
organizovanog ispitivanja antitumorske aktivnosti mh-(T)UK i njihovih odgovaraju¢ih
bis analoga, dh-(T)UK na bazi hinolina. Ispitivanja su uradena na kulturama humane
akutne monocitne leukemije (THP-1) i humanog adenokarcinoma pankreasa (AsPC-1).
Od posebnog znacaja je Celijska kultura AsPC-1 koja spada u kategoriju maticnih ¢elija
malignog tkiva koje su uzrok nastanka metastatskih tumora i povratka bolesti nakon
uspesnog lecenja hirurSkim uklanjanjem prvobitnog tumora i citostatskom terapijom.23
Osim na standardnim 2-D modelima, testiranje na AsPC-1 ¢elijama je uradeno i na 3-D
modelima koji predstavljaju mikrotkivne tumorske formacije 1 omogucavaju znatno
precizniju procenu antitumorske aktivnosti u odnosu na 2-D kulture. Da bi se dobila
informacija o vezivanju i interakciji izabranog najjaktivnijeg jedinjenja sa humani serum
albumin (HAS, eng. Human serum albumin) izveden je eksperiment i protokol doking
analize, uz odredivanje termodinamickih parametara. Kriterijum koji je koriS¢en za izbor
jedinjenja i ispitivanje vezivanja za HSA je anticancer aktivnost jedinjenja na obe celijske

linije 1 lipofilnost kao jedan od najvaznijih faktora koji odreduju obim vezivanja leka.



Osim antikancer testova u cilju ispitivanja uticaja strukture na aktivnost jedinjenja
sprovedeno je sistematsko testiranje antimikrobne i antioksidativne aktivnosti sintetisanih
h-(T)UK. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti je uradeno na Gram-pozitivnim i Gram-
negativnim bakterijama, kao i na patogenim gljivicama primenom disk difuzione metode,
dok je antioksidativna aktivnost ispitana metodom sposobnosti hvatanja slobodnih
radikala u sistemu sa DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalima. Diskutovano je o
uticaju strukture ispitivanih jedinjenja na dobijene rezultate bioloske aktivnosti.

U okviru ove disertacije posebna paznja posvecena je primeni tehnika
molekulskog modelovanja zasnovanih na poljima molekulskih interakcija (MIF, eng.
Molecular Interaction Fields) u svrhu objasnjavanja i racionalizacije rezultata bioloskih
ispitivanja i dizajna aktivnijih jedinjenja. Za korelaciju izmedu strukture i antimikrobne
aktivnosti hidrazona dihidrazida tiougljene Kkiseline (h-TUK) koris¢en je metod
kvantitativne korelacije izmedu strukture i svojstava (QSAR, eng. Quantitative Structure
Property Relationship) zasnovan na molekulskim deskriptorima nezavisnim od
medusobnog prostornog svrstavanja molekula (GRIND, eng. GRid Independent
Descriptors). Dobijena su tri statisti¢ki znacajna modela koja se mogu koristiti za dizajn

aktivnijih struktura na bazi h-TUK.



2. TEORIJSKI DEO

2.1 Struktura 1 Kklasifikacija N-heteroaromati¢nih hidrazona i dihidrazona
dihidrazida ugljene i tiougljene kiseline
2.1.1 Shiff-ove baze

Nemacki hemicar i nobelovac Hugo Shiff je otkrio Shiff-ove baze (imine) 1864.
godine. Ova vrsta jedinjenja predstavlja azotove analoge aldehida i ketona kod kojih je
karbonilna grupa zamenjenja imino grupom®. Najées¢e se formiraju reakcijom
kondenzacije primarnih amina sa aldehidima i ketonima i predstavljaju vazan
intermedijer za sintezu razli¢itih bioloski aktivnih jedinjenja (Slika 2.1). Reakcija ovog
tipa spada u reakciju nukleofilne adicije jer je stvaranje veze izmedu nukleofilnog
azotovog atoma 1 karbonilnog ugljenikovog atoma najvaznija promena koja se deSava u

toku reakcije.

C
~ .
R R, + R-NH, — R >R, + H,0

Slika 2. 1 Reakcija nastajanja Shiff-ovih baza

Stabilnost i nacin sinteze Shiff-ovih baza zavisi od vrste alkil ili aril grupe u
aldehidima 1 ketonima. Aromaticni aldehidi 1 ketoni znacajno stabiliSu imine efektom

konjugacije®?

, dok Shiff-ove baze alifati¢nih karbonilnih jedinjenja zbog svojstva
polimerizacije ih dodatno destabiliu??. Formiranje Shiff-ovih baza iz aldehida i ketona
je reverzibilna reakcija i moze se odvijati u baznoj 1 kiseloj sredini ili uz zagrevanje, pri

v . . L. [ . . . . 22
¢emu je brzina nastajanja imina najbrza pri pH vrednostima izmedu 3 1 5 S

2.1.2 Hidrazoni

Osim primarnih amina, hidrazin (N2H,) i njegovi derivati takode podlezu reakciji
kondenzacije sa aldehidima i ketonima u kiseloj sredini pri kojoj nastaju hidrazoni.
Hidrazin predstavlja hidrid azota(ll) koji se u vodenim rastvorima ponasa kao baza.
Njegovi alkil i aril derivati su hidrazini (R—-NHNH;), dok se acil derivati nazivaju
hidrazidi (RCONHNH,)®.



Jednostavana nacin sinteze, hidroliticka stabilnosti i tendencija ka kristalicnosti su
razlog zbog Cega se hidrazoni izucavaju ve¢ dugi niz godina, ali i pored toga veliki deo
hemije hidrazona nije dovoljno ispitan. Najvise se koriste u dizajnu lekova i sintezi
heterocikli¢nih supstanci, a zbog svoje sposobnosti da reaguju sa metalnim jonima veoma
Gesto se koriste kao ligandi u metalnim kompleksima®. U osnovi strukture hidrazona
nalaze se dva atoma azota (hidrazinski i iminski) razli¢itih osobina i azometinska (imino,
C=N) dvostruka veza koja je konjugovana sa slobodnim elektronskim parom. Ove
strukturne karakteristike su uglavnom odgovorne za fizicko-hemijska svojstva hidrazona.
Oba atoma azota su nukleofilna (Nu), s'tim §to je hidrazinski tip azota reaktivniji, a atom

ugljenika ima i elektrofilni (E) i nukleofilni karakter (Nu)®* (Slika 2.2).

R (E ) R?

AP

Slika 2. 2 Klasifikacija aktivnih centara hidrazona®

Zbog svoje sposobnosti da reaguju i sa nukleofilnim i elektrofilnim agensima
hidrazoni imaju Siroku primenu u organskoj sintezi®’, a uvodenje funkcionalnih grupa u
njihovim molekulima proSiruje spektar njihove primene. Prisustvo halogena u
hidrazonima potpomaze sintezu nitril imina i 1,2-diaza-1,3-butadiena koji predstavljaju
aktivne intermedijere u hemiji cikloadicije®.

Kontrolisanjem molskog odnosa hidrazina ili derivata hidrazina u odnosu na
monokarbonilno jedinjenje mogu se formirati monohidrazoni, dihidrazoni, trihidrazoni i
tetrahidrazoni. Monohidrazoni nastaju kondenzacijom jednog molekula hidrazina ili
derivata hidrazina sa jednim molekulom monokarbonilnog jedinjenja (Slika 2.3 a)).
Jedinjenja dobijena kondenzacijom hidrazina i/ili njegovih derivata sa dva molekula
monokarbonilnih jedinjenja (Slika 2.3 b)) ili jednim molekulom dikarbonilnog jedinjenja
nazivaju se dihidrazoni. Za formiranje tri- i tetra- hidrazona postoji veliki broj razli¢itih
nacina sinteze, a na Slici 2.3 c¢) i d) su prikazani trihidrazoni i tetrahidrazoni koji se
formiraju kondenzacijom tri, odnosno cetiri monokarbonilna jedinjenja sa hidrazinom ili

njegovim derivatima *.



Poslednjih nekoliko godina veliku paznju iz razlicitih oblasti biologije i razlicitih
grana hemije privukli su h-(T)UK. Za to su jednim delom zasluzni njihovi prekursori dhO
i dhS koji su nasli primenu u biohemiji, farmakologiji, biologiji** i koriste se za

proizvodnju razli¢itih industrijski vaznih polimera primenljivih u fotografiji*.
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Slika 2. 3 Struktura a) mono- b) di-, ¢) tri- i d) tetra- hidrazona

2.1.3 Dihidrazidi ugljene i tiougljene kiseline (dhO(S))

dhO i dhS su simetri¢ni homolozi uree i tiouree. Preduslov za otkrivanje ove vrste
jedinjenja bio je pronalazak hidrazina 1863. godine. Curtius i Heidenreich su 1894.
godine opisali, a 1895. godine detaljnije objasnili sintezu i karakterizaciju dhO, dejstvom
hidratisanog hidrazina na dietilkarbonat. Stolle je 1908. godine otkrio dhS. Postoji veliki
broj istrazivanja koja opisuju kondenzaciju dhO(S) sa karbonilnim jedinjenjima. Jedno od
izdanja koje sistematski obuhvata istorijske radove i korigovana dela ranijih studija o
ovoj vrsti jedinjenja su publikovali Frederick Kurzer i Michael Wilkinson*”.

Sinteza hidrazinskih derivata ugljene i tiougljene kiseline®® (dhO i dhS)
predstavlja isklju¢ivo varijaciju jednostavne reakcije hidrazinolize ugljene i tiougljene
kiseline ili njihovih derivate (Slika 2.4). Reakcije koje se najviSe koriste za sintezu

dhO(S) su prikazane u nastavku.

o1
N . C . NS
g \TZ/ 3\T4/ ~q
H H

X = O; Dihidrazid ugljene kiseline
X = S; Dihidrazid tiougljene kiseline

Slika 2. 4 dhO i dhS



2.1.3.1 Sinteza dhO(S)

Sinteza dhO™*
a) Jednu od prvih sinteza primenljivin u praksi koja se zasnhiva na hidrazinolizi

dietilkarbonata opisao je Curtius i kasnije Kesting - hidrazinoliza estra ugljene kiseline.

I (R
CHs _C_ GCHs + 2NH,-H,0 —= N C N + 2 C,H;OH + 2 H,0
0 0

H/ \N/ \N/ \H

]
H H
b) dhO se moze formirati i interakcijom fosgena i hidrazina uz refluks u prisustvu
hlorbenzena - hidrazinoliza fosgena.
ﬁ H O H

| | |

c1/c\c1 T2 NoHy - H0

H H
c) Karbazidna kiselina koja se dobija uvodenjem ugljenik(IV)-oksida u vodeni rastvor
hidrazina formira so hidrazina koja se prevodi u dhO zagrevanjem na 140 °C. Reakcija
predstavlja hidrazinolizu karbazidne kiseline uz eliminaciju molekula vode.

H H

T 140 °C oo
N C H * NH,NH, N O N
I H

H H

+ H0
H

Sinteza dhS*
a) Komercijalnija metoda koja daje najbolje rezultate sinteze dhS predstavlja
hidrazinoliza ugljenik(1V)-sulfida. Vremenom je izvrSena njena modifikacija u cilju

povecanja prinosa reakcije.

S=C=S + 2 N,H,

H H
b) Kao i analog kiseonika, tiofosgen lako podleze reakcijama hidrazinolize u etru ili u
vodenom medijumu pri ¢emu se dobija dhS.
ﬁ H ﬁ H
AN o T 2Nt ; /IL\ Pe IL + 2 HCI

Cl



c¢) Zagrevanjem dietilksanata dobija se visok prinos dhS uz oslobadanje etanola i etantiola

u obliku gasova

N C N
H/ \N/ \N/ \H

| |
H

H

Hscz\o/c\o/csz + 2 NyHy + C,HsOH + C,HsSH

2.1.3.2 Fizi¢ka svojstva dhO(S)

dhO je bela kristalna supstanca sa tackom topljenja od 153-154 °C, veoma
rastvorna u vodi, u organskim rastva¢ima skoro nerastvorna i delimi¢no rastvorna u
dimetil-sulfoksidu (DMSO-u) i dimetil-formamidu (DMF-u). dhS je takode bela kristalna
supstanca sa tackom topljenja oko 168 °C. Najbolji izbor rastavaraca za prekristalizaciju
ovog jedinjenja je voda. Rastvoran je i u etanolu, hloroformu, ugljentetrahloridu, hidrazin

hidratu itd. Skoro je u potpunosti nehigroskopan®.

2.1.3.3 Hemijska svojstva dhO(S)

lako dhO 1 dhS pokazuju sli¢cne hemijske osobine, mnoge reakcije su prisutne
samo kod jedne vrste jedinjenja. Veca hemijska svestranost tionske (C=S) grupe u
poredenju sa keto grupom odgovorna je za raznovrsnije ponasanje dhS. dhO kao i dhS se
razlazu na svojim tackama topljenja na amonijak i vodonik-sulfid, s'tim Sto se dhS
razlaze ak i na temperaturi znatno nizoj od tacke topljenja (110 °C)**. dhO je dvokisela
baza koja moze formirati mono- i di- hidrohlorid, sulfat i oksalat pri ¢emu su hidrohloridi
rastvorni u vodi. Za razliku od njih dhS su amfoterna jedinjenja rastvorna u razblazenim
bazama i kiselinama. Blago kisela vrednost vodenog rastvora dhS (pH = 6,95) se pripisuje
vodonikovom atomu koji je susedan tionskoj grupi koji usled mobilnosti moze da gradi
tiolni oblik (Slika 2.5). dhS se takode mogu ponasati kao dvokiselinske baze, formirajuéi

dihidrohloride i monosulfate3.

Slika 2. 5 Tautomerija dhS
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Kondenzacija sa karbonilnim jedinjenjima

h-(T)UK predstavljaju proizvode kondenzacije dhO i dhS sa karbonilnim
jedinjenjima. Obe hidrazidne grupe dihidrazida pokazuju reaktivnost prema karbonilinim
jedinjenjima §to omogucava veliku raznolikost ove vrste jedinjenja (Slika 2.6).

Reakcijom karbonilnog jedinjenja sa dnhO(S) reakcijom adicije i eliminacije vode
gradi se imino veza tj. dolazi do eliminacije oba vodonikova atoma sa jedne strane
dhO(S) (Nj ili Ns, Slika 2.4), i nastaju monohidrazoni dihidrazida (tio)ugljene kiseline
(mh-(T)UK). Uspesno izvodenje reakcije se ostvaruje sprovodenjem kontrolisanih uslova
kao sto su ekvimolarni odnos amino grupa/karbonilno jedinjenje ili manji broj molova
karbonilnog jedinjenja u odnosu na derivat hidrazina (Slika 2.6 a)). Simetricni
dihidrazoni dihidrazida (tio)ugljene kiseline odnosno bishidrazoni dihidrazida
(tio)ugljene kiseline (dh-(T)UK, (Slika 2.6 b)) nastaju reakcijom obe terminalne amino
grupe tj. uklanjanjem oba vodonikova atoma sa oba azotova atoma dhO ili dhS (N1 i Ns,
Slika 2.4) i njihova sinteza je jednostavnija. Da bi se obezbedila kondenzacija
karbonilnog jedinjanja sa obe strane dhO(S) koli¢ina dodatog aldehida ili ketona mora
biti najmanje dva puta veca od koli¢ine dhO(S). Sa sintezu asimetricnih dihidrazona
dihidrazida (tio)ugljene kiseline odnosno asimetricnih bishidrazona dihidrazida
(tio)ugljene kiseline (adh-(T)UK, Slika 2.6 ¢)) kao polazni materijal se koristi mh-(T)UK.
Na slobodan hidrazidni kraj mh-(T)UK vrsi se kondenzacija raznorodnih reaktivnih

karbonilnih jedinjenja.

_____________________________________________________________________________

Tl ]
| R N C R R N C NS
TYTY T YT
H R, H H ,
mh-(T)UK . dh-(T)UK
[ :) ] L)
T . X=0,8
'R N! |c\ NS E
IY SN \( 5
1’{ I|{ Rs
adh-(T)UK :
( c)

Slika 2. 6 Hidrazoni dhO i dhS
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2.1.4 Sinteza h-(T)UK

h-(T)UK se dobijaju u jednostavnoj reakciji kondenzacije dhO i dhS sa
aldehidima i ketonima. Kontrolisanjem molskih odnosa reaktanata, odnosno dhO i dhS u
odnosu na karbonilna jedinjanja, moze se uticati na sintezu mh-(T)UK i dh-(T)UK .

Odnos broja molova dhO(S) u odnosu na karbonilna jedinjenja pri sintezi mh-
(T)UK je u veéini slucajeva 1:1. Sinteze se uobicajeno izvode u metanolu (MeOH) ili u
smesi rastvarada etanol (EtOH)/voda zagrevanjem uz refluks® (Slika 2.7 a). Promena
rastvaraa u kom se vr§i sinteza ne menja znaGajno tok reakcije®, dok vreme trajanja
sinteze®®*, dodatak katalizatora® i naglo hladenje rastvora nakon sinteze moZe uticati na
prinos reakcije*’. Dodatak glacijalne siréetne kiseline poveéava elekrofilnost karbonilne
grupe aldehida ili ketona i na taj nacin ubrzava i pospeSuje uspesnost sinteze™. Upotreba
mikrotalasnog reaktora od 300 W pri sintezi mh-TUK uz prisustvo katalizatora zna¢ajno
poboljsava prinos proizvoda pri ¢emu je samo 15 min potrebno da celokupna koli¢ina

reaktanata proreaguje’’.

E refluks T T H

Lo R(Ar) H H + H,0
: 1 mmol ' 1 mmol

: dhO ili dhS : :

Ar R(Ar) ; @ : At R(Ar)

\H/ refluks : - Y refluks
: 0 5 0
: / Vs a) :
' . ' ~1 do 2 mmol
! ~2 mmol Pt b) '
: X R <) 5 X
iAr N J\ N Ar! : Ar N )k N At
! Y \I'\'I/ N \‘/ : RS N Y 2
R(Ar) H H R (Ar) R(Ar) H H R (Ar)
+ 2 H,0 + 2 H,0

Slika 2. 7 Sinteza a) mh-(T)UK, b) dh-(T)UK, c) adh-(T)UK

Pri sintezi dh-(T)UK koli¢ina dodatog aldehida ili ketona je priblizno duplo veca

u odnosu na molove dhO(S) uz promenljive reakcione uslove sinteze (Slika 2.7 b)).
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Reakcija se moze odigravati u razliCitim rastvara¢ima i vremenima trajanja, pri ¢emu
povecéanje koli¢ine aldehida i ketona u odnosu na koli¢inu dhO(S) i dodatak katalizatora
ne utiu znadajno na povecanje prinosa reakcije (70-80 %)*. Za razliku od toga
produZenja trajanja reakcije do 24 h u smeSi rastvrata etanol/voda bez upotrebe
katalizatora povecava prinos proizvoda reakcije do 95 %*.

Zapazeno je da menjanje reakcionih uslova i rastvaraca utiCe i na nacin
kristalizacije dihidrazona dihidrazida ugljene kiseline (dh-UK). Dobijanje razli¢itih vrsta
kristala 1,5-bis[(2-hidroksifenil)metilen] dihidrazida ugljene kiseline (dhUKgay) u
zavisnosti od reakcionih uslova prikazani su na Slici 2.8. Prinos kristala I i I, koji u
dobijeni klasicnom metodom (Slika 2.8 A) uz koriS¢enje metanola kao rastvaraca u
trajanju od 3 h je oko 80 % bez obzira na menjanje reakcionih uslova (temperatura i
intezitet mesanja). Ukoliko se kao rastvara¢ koristi acetonitril favorizovano je formiranje
[(2-hidroksifenil)metilen] dihidrazida ugljene kiseline (MhUKsap)). Ve¢ dugo je poznat i
drugi na¢in sinteze dh-UK **, takozvana "zelena metoda” odnosno sinteza bez upotrebe
rastvaraca. UmeSavanjem reaktanata u avanu bez rastvaraca (NG) u trajanju od 40 min
dobiijeni su kristali 1V. Pokazalo se da ova metoda predstavlja najefikasniji nacin sinteze
uz prinos blizu 100 %. Ova procedura je moguéa i uz upotrebu jedne kapi rastvaraca

(LAG) ali u ovom slucaju dolazi do sinteze i kristala IV i thK(sa|)45.

__MeOH(i), _J
|_MeOH(ii), n . (CHACO |
o.gm @@= | OO0 -poo
l"j/ku |_i-PrOH | _Jnnn"_ |
. A | n-ProH | s
e pEEm
HoN. iN NH, |_t-ButOH n ‘
jhe . n . EtOACOrCHCN |
| LA | n 5 1
CHCN | |'m _J n . CHCN

Slika 2. 8 Sinteza (A) i prekristalizacija (B) dhUKay. (aldehid : dhO =2 mol : 1 mol;

NG, formiranje kristala bez rastvaraca; LAG, formiranje kristala uz pomo¢ male koli¢ine
MeOH ili acetonitrila (CH3CN); MeOH (i), sinteza iz metanola (meSanje uz refluks);
MeOH(ii), sinteza iz metanola (bez meSanja blago zagrevanje); EtOAc, etil-acetat; n-
PrOH, 1-propanol; i-PrOH, 2-propanol; t-ButOH, terc-butanol; (CHj;),CO, aceton;
CsHsCN, benzonitril)*
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"Zelena metoda” sinteze dh-UK moZe se primeniti pri kondenzaciji dhO i sa
drugim aromati¢nim aldehidima i ketonima na sobnoj temperaturi. Dobro usitnjenom
dhO (1 mmol) u avanu dodaje se aldehid ili keton (2,2 mmol) 1 uz konstantno mesSanje 2-

8 minuta nastaju dh-UK u velikom prinosu (Slika 2.9). **

H o H Y
| 22mmo| 2 H.O
N Ar  +
TN Y Ny / \ 2
,L ) R(Ar) (Ar)

1 mmol
dhO

Slika 2. 9 Sinteza dh-UK "zelenom metodom”

Ovaj tip sinteze se moze primeniti kako na kondenzaciju sa te¢nim tako i sa
¢vrstim aromati¢nim aldehidima i ketonima, s’'tim §to je kondenzacija sa aldehidima u
teCnom agregatnom stanju pokazala najbolje rezultate. Poredenjem “zelene metode” sa
klasi¢nom metodom sinteze u alkoholnom rastvaracu uz refluks (Tabela 2.1) zaklju¢eno
je da je za "metodu rastvaraca" potrebno mnogo viSe vremena uz mnogo manji prinos

. " Y\
proizvoda u odnosu na “zelenu metodu

Tabela 2. 1 Poredenje "metode rastvaraca” sa “zelenom metode” pri sintezi dh-UK

y ~ ‘ "Metoda rastvaraca” "Zelena metoda ”
o H
Vreme (h) Prinos (%) Vreme (min) Prinos (%)
!
2-OH 4 87 2 96
2-CH30 5 89 3 97
2-Cl 5 85 3 92
4-Br 7 81 7 92

Trec¢i nacin sinteze dh-UK predstavlja karbonilovanje tosilhidrazona. Po prvi put
se lako dostupni, jeftini i ekoloski pogodan kalijum-karbonat koristi kao karbonil donor
za prevodenje u derivat ugljene kieline. Reakcioni sistem je pogodan za razlicite

funkcionalne grupe i daje Zeljene proizvode uz dobre prinose (do 95 %)46. Sinteza je
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isprobana u razli¢itim rastvara¢ima, razli¢itom molskom odnosu rektanata i sa dodatkom
aditiva sa promenjenom duzinom niza alkil ostatka, ali prikazana procedura se pokazala

kao najefikasnija (Slika 2.10).

t

o\/)
/

P\H
0
\ t
H Et 0 f
] 0,5 mol 0 0
’ N //
o N — R N )J\ N R P
R/\N/ N * KCO;  DMSO \K Ny e Y . /N ok
0,5 mol 0,75 mol H IL IL H \

Slika 2. 10 Sinteza dh-UK iz kalijum-karbonata

U reakcioni balon, opremljen magnetnom mesalicom i povratnim hladnjakom,
dodaje se 0,5 mol tosilhidrazona, 0,75 mol kalijum-karbonata, 0,5 mol dietilfosfita i 2 ml
DMSO. Reakcioni balon se zagreva na temperature od 60 °C tokom 10 h, a nakon
zavrSene sinteze smeSa se hladi do sobne temperature, razblazi etil acetatom, ispira
slanom vodom 1 susi pomoc¢u natrijum-sulfata. Nakon suSenja, preciS¢avanje proizvoda se
vrii hromatografijom na koloni*®. Dihidrazoni dihidrazida tiougljene kiseline (dh-TUK)
su do sada sintetisani samo klasicnom metodom uz refluks upotrebom razlicitih
rastvarata*?4"%,

Osim dh-(T)UK literaturno su poznati i adh-(T)UK Kkoji se dobijaju dvostepenim
postupkom: u prvom koraku se vrsi sinteza mh-(T)UK a u drugom koraku se vrsi adicija
odabranih aldehida ili ketona na pre¢is¢eni mh-(T)UK u alkoholnom rastvaracu uz refluks

i hlorovodoni¢nu kiselinu kao katalizator®"*°

. Nedostaci ove metode kao $to su dugo
vreme trajanja reakcije (7-9 h) i mali prinos (31-58 %) mogu se prevazici na dva nacina:
a) dodavanjem vece koli¢ine karbonilnog jedinjenja kako bi se povacala brzina reakcije
sa amino grupama iz mh-(T)UK uz povecanje koli¢ine hlorovodoni¢ne kiseline (prinos 80
%). Vreme trajanja reakcije se skracuje na 1 h, ali nedostatak predstavlja dobijanje
proizvoda u obliku hidrohloridnih soli*°.

b) sintezom uz pomo¢ mikrotalasa umeSavanjem u avanu, bez koriS§¢enja rastvaraca, uz

prisustvo neutralnog aluminijum-oksida 1 dve kapi hlorovodoni¢ne kiseline kao

katalizatora. Ovaj nacin sinteze je brz (trajanje reakcije 5,5 min), ekoloski prihvatljiv
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(nema upotrebe rastvaraca), efikasan (prinos 80-89 %) i prvi je izbor za sintezu

asimetri¢nih dihidrazoni dihidrazida tiougljene kiseline (adh-TUK)®".

2.2 1zomerija h-(T)UK

Za karbonilne derivate dhO(S) karakteristicna su dva oblika izomerije:
tautomerija i geometrijska izomerija. Poznato je da kod jednostavnijih struktura, usled
ograni¢ene rotacije oko azometinske veze moze doc¢i do pojave stereoizomerije.
Tautomerija u najopstijem obliku predstavlja reverzibilno intramolekulsko premestanje u
organskih molekulima pri ¢emu se promena elektronske gustine na pojedinim atomima ili
atomskim grupama vrsi relativno velikom brzinom. Drugim re¢ima, pod tautomerijom se
podrazumeva postojanje dva ili vise razlic¢itih strukturnih izomera, koji se nalaze u
ravnotezi i koji se medu sobom razlikuju samo u rasporedu elektronske gustine i polozaju
relativno mobilne grupe ili atoma. Pomenuti strukturni izomeri se nazivaju tautomeri, a
proces prelaska jednog tautomernog oblika u druge oblike, do uspostavljanja ravnoteznog
stanja, oznacava se kao tautomerija. U vecini slu¢ajeva mobilni atom je vodonik, pa se u
tom slucaju tautomerija definiSe kao intramolekulska prototropija ili prototropna
tautomerija51. PonaSanje tautomera i polozaj ravnoteZe mogu se ispitivati razli¢itim
spektroskopskim metodama (FT-IR, UV-Vis, NMR) dok se RSA moze odredite struktura

jedinjenja u ¢vrstom stanju.

2.2.1 Primena NMR, FT-IR i UV-Vis spektroskopije u ispitivanju izomerije h-
(MUK
2.2.1.1 Monohidrazoni dihidrazida (tio)ugljene kiseline

U rastvoru postoji viSe slobode ketanja molekula u odnosu na ¢vrsto stanje, a
samim tim 1 rastvaraci uti¢u na konformaciju molekula i stanje tautomerne ravnoteZze.
Vodoni¢ne veze u molekulu predstavljaju krucijalni faktor koji utuce na strukturu i
funkcionalnost bioloski aktivnih jedinjenja, odnosno omogucavaju lakSe vezivanje
liganda za receptor®?. Prou¢avanje strukture molekula daje bolji uvid u ove interakcije §to
je veoma vazno pri kreiranju molekula sa poboljsanim bioloskim profilom. U slucaju
hidrazona pokazano je da E i Z hidrazonski izomeri imaju razliCita svojstva i
farmakodinami¢ku aktivnost®* §to predstavlja jo§ jedan od razloga za ispitivanje

mogucnosti izomerizacije u rastvoru. mh-UK su literaturno poznati ali detaljnije
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ispitivanje konformacije u rastvoru i moguénost keto-enolne tautomerije ispitivano je
samo u slu¢aju mMhUKa,)). Rezultati eksperimentalnog ispitivanja o postojanju intra- i
inter-molekulskih veza ukazuju da se molekul navedenog jedinjenja nalazi u E- obliku u
rastvoru DMSO-a jer je stabilisan usled gradenja intramolekulske vodoni¢ne veze tipa
OH----N (Slika 2.11 a)), dok moguc¢nost keto-enolne tautomerije nije primecena. E- oblik
MhUKsa)y potvrden je korelacijom NMR signala atoma vodonika u COSY (Kkorelaciona
spektroskopija) spektru izmedu N4-H vodonikovog i susednog vodonikovog atoma N3-H,
kao i korelacijom azometinskog vodonikovog atoma sa N,-H atomom u NOESY spektru.

Prosireni signal (N2-H i OH) u protonskom spektru ukazuje na prisustvo vodoni¢ne veze.

H
: | ﬁ III
N = N N
H

~iZ—

2
N H

T

b
a) b)

H
/Ti I|{
N N
/\IT-I \N/"\H
H H

c)
Slika 2. 11 Tautomerni oblici MhUK g™

Zbog mogucnosti rotacije oko C=N dvostruke veze mh-UK mogu zauzimati E-
(Slika 2.12 a)) i Z- konfiguraciju (Slika 2.12 b))*.

/ﬂ\ Iil
|
ArYN\N N/N\H (Ar) RYN\ )J\N/N\
R (Ar) }|I }|I Ar

)
X=0,8 b)

Slika 2. 12 Izomerni oblici mh-(T)UK: a) E-izomer, b) Z-izomer
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Mogucnost izomerizacije mMhUKa)) U rastvoru ispitivana je dodatkom vode u
DMSO rastvor jedinjenja koli¢inske koncentracije 1-10* M (Slika 2.13). Primeéeno je da
dodatak vode u rastvor uzrokuje opadanje apsorbance na ve¢im talasnim duzinama i
porast apsorbance na manjim talasnim duzinama (Slika 2.13). U isto vreme pomeranje
apsorbance ka manjim talasnim duzinama (sa 323 na 314 nm i 283 na 273 nm) ukazuje
na mogucnost E/Z- izomerizacije u rastvoru.

2.0 5

A

1.8 -

275 I 360 I 325 I 3%0
Al nm
Slika 2. 13 Promena apsorbance na UV-Vis spektru mhUK sz u DMSO-u i smesi

rastvaraéa DMSO/voda >

Lirong i saradnici objavili su rad u kojem je dokazano da dolazi do E-/Z-
izomerizacije N-heteroaromati¢nih semikarbazona nakon izlaganja jedinjenja UV
zraCenju na talasnim duzinama od 302 nm i 365 nm u intervalu od 1 do 60 min.
Semikarbazoni predstavljaju analoge mh-UK koji imaju jednu NH, reaktivnu grupu
manje (N; ili N5 Slika 2.4) i kod kojih je kondenzacija karbonilnih jedinjenja moguca
samo na jednom kraju. U zavisnosti od strukturnih karakteristika i polozaja atoma azota u
piridinskom jezgru N-heteroaromati¢nog semikarbazona procesi fotoizomerizaciju
jedinjenja u dihlormetanu kao i u ¢vrstom stanju se odigravaju u razli¢itim vremenskim
periodima. 0- polozaj atoma azota, tj. "aza” grupe u heterociklicnom jezgru u najvecoj
meri favorizuje proces fotoizomerizacije. Promena boje supstance u ¢vrstom stanju iz
bele u Zutu ukazuje da je fotoizomerizacija izvrSena nakon izlaganja UV zracenju, §to je i
dokazano snimanjem NOESY spektra na kom se jasno vide promene na osnovu pomeraja

u protonskim spektrima i nestajanja korelacija izmedu azometinskog atoma vodonika i
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atoma vodonika pored azota u piridinskom prstenu. Pomeranje maksimuma apsorpcije u
UV-Vis spektru ka veéim talasnim duzinama u rastvoru predstavlja jo$ jedan dokaz
fotoizomerizacije u rastvoru. U cilju proucavanja stabilnosti Z- izomera, rastvor sa
novonastalom konformacijom jedinjenja ostavi se na tamno mestu tokom 150 h. Usled
odsustva izvora pobude dolazi do sporog procesa vracanja jedinjenja u prvobitni oblik, iz
cega je zakljuCeno da je proces fotoizomerizacije povratan odnosno novoformirane
konformacije jedinjenja su nestabilne. Takode je uoceno da za ovaj vid izomerizacije nisu
pogodni rastvaraci koji pokazuju tendenciju ka stvaranju vodoni¢nih veze B

Interesantno je napomenuti da mh-UK podlezu i intramolekulskoj ciklizaciji
(Slika 2.14) 3to je potvrdeno NMR spektroskopskim merenjima®. Ispitivana je serija
alifaticnih 1 aromati¢nih monohidrazona ugljene kiseline 1 primeceno je da se alifati¢ni
mh-UK prilikom sinteze dobijaju u vidu smese razli¢itih izomera medu kojima je i
jedinjenje sa Sesto¢lanim prstenom. Kod alifati¢nih aldehidnih derivata mh-UK zamenom
metil (R;) grupe sa etil ili izo-propil grupom opada procenat ciklicnog oblika, dok
aromati¢ni mh-UK ne pokazuju moguc¢nost ciklizacije ¢ak i ako je prisutan jak elektron-

akceptorski supstituent kao $to je nitro grupa.

H\ /’
N—N
o
R2 N—N,
H \H
X=0,8S

Slika 2. 14 Cikli¢na stuktura mh-(T)UK

U slu¢aju derivata mh-UK dibijenih iz dhO i ketona samo aceton i butanon
podlezu ciklizaciji dok aromaticni i alifati¢ni ketoni sa ve¢im brojem ugljenikovih atoma
ne podlezu®. mh-TUK lakse podlezu ciklizaciji i kod ove grupe jedinjenja derivati
dobijeni iz aromati¢nih ketona grade SestoClane prstenove, dok su u slucaju derivata

dobijenih iz alifati¢nih ketona detektovani i Sestolani i peto&lani prstenovi.
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2.2.1.2 Dihidrazoni dihidrazida (tio)ugljene kiseline
Postojanje dh-(T)UK u (tion)keto ili (tiol)enol tautomernom obliku zapazeno je

*6-%8 (Tiol)enolni tautomeri mogu postojati kao syn i anti konformeri (Slika

jos odavno
2.15 b) 1 ¢)) Sto je rezultat fleksibilne prirode ovih jedinjenja i doprinosi vecoj efikasnosti
tokom koordinacije i gradenja kompleksa sa metalima***°"*°, Prisustvo sin- i anti-
oblika 1,5-bis[1-(2-piridinil)etiliden] dihidrazida ugljene kiseline (dhUKpya)) dokazano
je prisustvom dvostrukog NMR signala u protonskom spektru koji je pripisan atomu
vodonika vezanom za atom azota. Pojava dve trake bliskih frekvenci u IR spektru (1698 i
1679 cm 1) pripisuje se C=0 vezi sin- i anti- oblika®*®. Prisustvo vodonika iz enolnog
oblika eksperimentalno je dokazano na osnovu asignacijom vodonika u protonskom

spektru na hemijskim pomeranjima iznad 14 ppm®®.

] X
R N C N R4
= NN AN R N C N R4
R2 H H Ry R2 H R,

(tion)keto oblik, syn (tiol)enol oblik, syn

(tiol)enol oblik, anti

c)
Slika 2. 15 Keto-enolna tautomerija dh-(T)UK i adh-(T)UK

S'obzirom da dh-(T)UK i adh-(T)UK u svom sastavu imaju dve C=N veze
pogodne za rotaciju moguénost pojavnih izomernih oblika je veéa: E/E- , Z/Z-, E/Z-

(Slika 2.16 a-c). Na osnovu rezultata NMR merenja sintetisanih serija dh-(T)UK liganada
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doslo se do zakljucka da priroda karbonilnog jedinjenja, odnosno prisustvo elektron
donorskih i akceptorskih grupa utice na konformacione oblike ispitivanih jedinjenja. U
slucaju  1,5-bis(2-piridinilmetilen) dihidrazida tiougljene Kiseline (dhTUKpyc)
eksperimentalno je utvrdeno prisustvo sva tri strukturna izomera (Slika 2.16 a), b) i c)).

ArYN\N/H\N/NYAr (A0 R\r Ny )J\ - \(
Ar

R (Ar)

R(Ar) H H R (Ar)
a) b)
X
(Ar) R N )k N Ar
TTUVTT
Ar IL IL R (Ar)
X=0,S

c)
Slika 2. 16 Opste formule izomernih oblika dh-(T)UK: a) E/E-izomer b) Z/Z-izomer c)

E/Z-izomer

dh-TUK dobijeni kondenzacijom dhS sa drugim aldehidima (Slika 2.17 b), d) i f)1-8 )
pokazuju iskljuc¢ivo E/Z- geometrijsku izomeriju (Slika 2.16 c)) na Sta ukazuje prisustvo
udvojenog signala azometinskog atoma ugljenika u *C-NMR spektru, kao i udvojenog
signala vodonika na azometinskom ugljenikovom atomu. Takode, primeceno je i
udvajanje signala N-H protona u *H-NMR spektru. Pojava signala vodonikovih atoma u
'H-NMR spektru na razli¢itim pomeranjima objaSnjena je postojanjem mogucénosti

formiranja intramolekulskih veza u molekulu.

N/HN/H A~ _H 0 S
0] 0] (0] © ©

a) b) ©) d) e)
X X = 1)H; 2)2-F; 3)3-F; 4) 4-F; 5)3-Cl; 6)4-Cl; 7) 3-Br; 8)4-Br;
H 9) 4-CH;CONH; 10) 2-Cl; 11) 3-Br; 12) 2-NO,; 13) 3-NO,; 14) 4-NO,
0
1)

Slika 2. 17 Strukture jedinjenja koja uticu na stabilnost izomernih oblika dh-TUK
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Kondenzacijom dhS-a sa aldehidima koji su na Slici 2.17 obelezeni sa c), €) i f) 9-
14, nastaju dh-TUK koji pokazuju simetri¢nu E/E- strukturnu izomeriju koja je potvrdena
izostankom duplih signala vodonika i ugljenika sa azometinske grupe u NMR spektrima.
Kod dh-TUK dobijenih kondenzacijom sa aromati¢nim ketonima koji imaju metil grupu
vezanu za azometinski ugljenik, prisutna je simetricna E/E-konfiguracija gde C=S
predstavlja mesto simetrije molekula (Slika 2.16 a)) §to je najverovatnije prouzrokovano
metil grupom koja ogranicava fleksibilnost molekula da zauzme konformaciju neophodnu
za formiranje intramolekulske veze*'.

Simetri¢ni dh-(T)UK takode podlezu intramolekulskoj ciklizaciji ali uz prisustvo

olovo(lV)-acetata kao oksidativhog agensa u dihlormetanu (Slika 2.18).

X=0,S
X

)k N—

(Ar)R
R(AT) N N R(Ar)  CH,CI
Y \N N/ \( #} MN /N\ R(Ar)
| | (CH,C00),Pb  (ADR
R(Ar) H H R (Ar)

R(Ar)

Slika 2. 18 Ciklizacija dh-(T)UK u prisustvu olovo(ll)-acetata

Alkil dihidrazoni dihidrazida ugljene kiseline (dh-UK) veoma brzo ciklizuju ¢ak i
na temperaturi od 0 °C dok u slucaju aril analoga reakcija tece znatno sporije sa veoma

malim prinosom §to je najverovatnije izazvano sternim i polarnim smetnjama34.

2.2.2 Primena rendgenske strukturne analize u ispitivanju konformacije

RSA je veoma korisna metoda za ispitivanje stanja tautomerne ravnoteze jer
omoguc¢ava dobijanje detaljnih informacija o molekulskum konformacijama, duzinama
veza i uglova, kao i o0 medumolekularnim interakcijama u ¢vrstom stanju. Kristalne
strukture do sada poznatih h-(T)UK ukazuju da se ova jedinjenja prisustna iskljuc¢ivo u
tionskom obliku*****"*° Na osnovu rasporeda atoma, uglova veza u kristalnoj strukturi
potvrdeno je da je Z/Z-*® ili E/Z-** konfiguracija dh-(T)UK najées¢e uzrokovana
intramolekulskim vodoni¢nim vezama, dok je kod molekula kod kojih nije prisutan ovaj

tip veze primeéeno da se dh-UK nalaze u obliku E/E- izomera**®.
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2.3 Korelaciona analiza u organskoj hemiji

Nedostaci kinetickih rezultata koji pri hemijskoj reakciji ne govore o prirodi
intermedijera, niti ukazuju koje veze se raskidaju ili stvaraju za vreme reakcije, u fizickoj
organskoj hemiji se nadoknaduju metodom koja daje informacije o strukturi aktivnog
kompleksa, odnosno LFER. Dublja analiza strukture prelaznog stanja se dobija
prouCavanjem uticaja razliitih supstituenata na reaktivnost molekula (efekat

supstituenta).

2.3.1 Efekti supstituenata i linearna korelacija slobodnih energija

Pazljivom primenom efekata supstituenata moze se odrediti mehanizam promene
reakcione slobodne energije i slobodna energija aktivacije u funkciji hemijske strukture.®*
Menjanjem funkcionalnih grupa prate se promene naelektrisanja duz reakcione
koordinate. Proucavanje odnosa strukture i reaktivnosti cesto daje veoma bitne
informacije 0 mehanizmu reakcije organskih molekula i zasniva se na promenama
slobodne energije reakcije i parametara koji su prouzrokovani supstituentom, odnosno
opisuju elektronske karakteristike supstituenta.

Efekti supstituenata. Uticaj strukture na raspodelu elektronske gustine u
osnovnom stanju molekula i u toku reakcije povezuje molekulsku strukturu sa
reaktivnoséu®”. Raspodela elektronske gustine u molekulu moze biti posledica delovanja
tri efekta: polarnog (induktivni efekat i efekat polja), rezonancionog i sternog.

Induktivni efekat (1) predstavlja sposobnost atoma ili grupe atoma da privlace ili
odbijaju elektrone kroz o veze. Moze biti elektron-donorski (+I, povecava elektronsku
gustinu) i elektron-akceptorski (-1, privlaci elektrone ja¢e od atoma vodonika) a udaljenje
supstituenta od reakcionog centra smanjuje njegov uticaj. Klasi¢ni induktivni efekat
predstavlja polarizaciju kroz sigma veze ugljenikovog niza i opada sa rastojanjem, dok
efekat polja deluje kroz prostor, nezavisno od elektronskog sistema u molekulu.

Rezonancioni efekat (R) predstavlja sposobnost atoma ili grupe atoma da
smanjuje ili povecava elektronsku gustinu kroz sistem 7-veza. Mehanizam prenosenja
ovog efekta zasniva se na konjugaciji i supstituent mora imati p- ili z-orbitale koje su na
raspolaganju za konjugaciju sa zmolekulskim orbitalama aromaticnog sistema.
Supstituent moze da: povecava elektronsku gustinu na reakcionom centru (+R) i ima

slobodni elektronski par ili z-elektrone na atomu koji je direktno vezan za prsten (-NHy, -
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NR,, -OH, -OR, -SR, -Hal, -CH-CHy,) ili smanjuje elektronsku gustinu na reakcionom
centru (-R ) i obi¢no ima z-akceptorski centar vezan za prsten i nema prazne vezivne p-
orbitale.

Sterni efekti uticu na konformacije molekula i brzinu hemijske reakcije jer veliki

atomi ili grupe Cesto onemogucavajuci efikasne sudare.

2.3.2 Hammett-ova jednacina
Osnov za sve kvantitativne veze izmedu strukture i reaktivnosti molekula zasniva
se na Hamett-ovoj jednaéini61 koja sluzi sa korelisanje razlicitih termodinamickih (2.1.) 1

kinetic¢kih (2.2.) ponaSanja mnogih sistema:

K

log— = 2.1

0% = PO (2.1)
k

log— = po (2.2)
ko

gde K i k predstavljaju konstantu ravnoteze i konstantu brzine reakcije ispitivanih
jedinjenja sa supstituentima; Ko i ko odgovaraju konstantu ravnoteze i konstantu brzine
reakcije za nesupstituisani sistem; o je reakciona konstanta; o predstavlja konstantu
supstituenta. Hammett je 1937. godine pretpostavio da se efekti supstituenata mogu
odrediti proucavanjem reakcije funkcionalnih grupa u m- i p- polozaju u odnosu na
reakcioni centar. Disocijacija benzoeve kiseline u vodi na 25 °C je uzeta kao model
reakcija®. Konstanta supstituenata oy definisana kao razlika izmedu pKa vrednosti
benzoeve Kiseline i pK, vrednosti m- i p-supstituisanih benzoevih kiselina prikazana je uz
pomoc¢ jednacine 2.3 (ox = 0 za nesupstituisanu benzoevu kiselinu):

ox = logK — logKy = —pK, + (pKa)o (2.3)

gde je K konstanta ravnoteze supstituisane benzoeve kiseline, a Ky konstanta ravnoteze
nesupstituisane kiseline.

Elektron-akceptorske grupe svojim elektronskim efektom stabilizuju karboksilatni
anjon i povecavaju vrednost konstante ravnoteze K, usled ¢ega je numericka vrednost
pKa manja, a konstanta oy ima pozitivnu vrednost. Analogno pomenutom, elektron-
donorski supstituenti imaju negativne vrednosti o.

Parametar p se naziva reakciona konstanta i predstavlja osetljivost reakcije ili

ravnoteze na elektronske efekte supstituenata u poredenju sa osetljivoscu disocijacije
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benzoeve kiseline u vodi na 25 °C (p = 1). Velike vrednosti ove konstante ukazuju na
veliku promenu naboja na centralnom atomu funkcionalne grupe i ukoliko se naboj
povecava na tom atomu, p ¢e biti ve€e od nule 1 ovakve reakcije ¢e biti ubrzane elektron-
akceptorskim supstituentima, a usporene elektron-donorskim supstituentima. Ukoliko se
u prelaznom stanju javlja pozitivno naelektrisanje, p ¢e imati negativnu vrednost i
reakcija ¢e biti ubrzana elektron-donorskim supstituentima, a usporena elektron-
akceptorskim supstituentima®.

Osnovne konstante supstituenta (Hammett-ove o konstante) izrazavaju ukupan
elektronski efekat supstituenata, koji se manifestuje kao doprinos rezonancionog i
polarnog efekta supstituenata. Odreduju se na osnovu reakcija disocijacije i na osnovu
reakcije disocijacije m- i p- supstituisanih benzoevih kiselina u vodi na 25 °C pri p = 1.
Za sisteme u kojima je moguca direktna rezonanciona interakcija izmedu supstituenata i
reakcionog centra Hammett-ova korelacija nije zadovoljavajuca ako se primene osnovne
konstante supstituenata o, i op. Tako se ukazala potreba za uvodenjem novih konstanti o,
nukleofilne (¢7) i elektrofilne (¢*) konstante supstituenata®.

Pri interakciji suptituenta koji rezonanatno privlaci elektrone 1 funkcionalne grupe
koje odaje e koristi se nukleofilna konstanta, a ukoliko je prisutna interakcija sa
supstituentima koji rezonancionalno odaju elektrone kod kojih moZe do¢i do konjugacije
sa reakcionim centrom koji prima elektrone (na samom jezgru ili na bo¢nom nizu)
upotrebljava se elektrofilna konstanta supstituenata®®.

Nukleofilne konstante ¢~ su izraCunate na osnovu p vrednosti dobijenih za m- ili
p-supstituisane derivate sa elektron-donorskim supstituentima i eksperimentalno
odredenim pK,; vrednostima za elektron-akceptorske supstituente u p-polozaju
koris¢enjem modela reakcije disocijacije m- i p- supstituisanih anilinijum katjona’.
Solvoliza 2-aril-2-hlorpropana Sy1 mehanizmom na temperaturi od 25 °C u 90 % acetonu
kao rastvaracu® se koristi kao rekacija za definisanje o*. Ukoliko se u p-polozaju nalazi
supstituent koji lako stupa u reconancionu interakciju sa elektron-deficitarnim centrom,
odnosno sa +R efektom (-OCHa), razlika izmedu konstanti ¢ i ¢ su velike. U sluaju
prisusustva grupe sa —R efektom koja privlaéi elektrone razlike izmedu konstanti ¢ i 6* su

neznatne ili jednake nuli®®.
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Upotreba ¢* i ¢~ konstanti prosiruje primenu Hammett-ove jednacine i na osnovu
toga dobijamo informaciju o prirodi prelaznog stanja. Sama potreba za primenom ¢" i o~

ukazuje na znatnu delokalizaciju naelektrisanja.

2.3.2.1 Modifikovana i prosirena Hammet-ova jednacina

Modifikacija jednostavne Hamett-ove jednaCine (2.4) usledila je kao posledica
specificnosti izuc¢avanih sistema jer se za svaki supstituent koji pokazuje izvestan
rezonancioni efekat moze se oCekivati Citava skala konstanti supstituenata i to ne samo za
parove izolovanih vrednosti ', o za +R ili ¢~, o za —R supstituente.

Q=po+h (2.4)

70-72

Yukawa i Tsuno predlozili su jednacinu (2.5) koja u sebi sadrzi viSestruku linearnu

korelaciju logk sa vrednostima ¢ i (6" — 0):

k
logk—o =plo+r(c™ —0o)] (2.5)

gde p predstavlja reakcionu konstantu, vrednosti ¢ su Hammett-ove konstante, vrednosti
o' su Brown-ove konstante. Nova konstanta r predstavlja kvantitativnu meru rezonantne
interakcije supstituenata i reakcionog centra.

Yoshioka i saradnici” predlozili su analognu jednaginu (2.6) za sludaj poveéane

uloge rezonancije u stabilizaciji negativnog naelektrisanja:

k
logk—0 =plo+r(c” —o)] (2.6)

Taft i Lewis’ predlozili su jednaginu znatno Sire primene, takozvanu progirenu
Hammett-ovu jednacinu koju je moguce prilagoditi slozenom efektu supstituenata
(razdvojenom na lokalizovan i delokalizovan) uz adekvatan izbor konstanti supstituenata:
Q=ao;+for+h (2.7)

Q je korelisana veli¢ina (log k, log K, itd.), h je odsecak, « i £ defini$u relativan udeo
induktivnog, odnosno rezonancionog efekta kroz konstante o, i op uz pomoc¢ izraza 2.8. i
2.9%.

Om = 07 + aog (2.8)

o, = 07 + og (2.9)
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2.3.3 Primena Hammett-ove jednacine

Objasnjenje intramolekulskih interakcija elektronskog ili sternog tipa, a posebno
naCina na koji supstituenti utiCu na brzinu reakcije ili polozaj ravnoteze, kao 1
proucavanje reakcionog mehanizma uz primenu drugih fizi¢ko-hemijskih metoda, su
neke metode primene Hammett-ove jednacine i njenih modifikovanih oblika. Hammet-
ova jednacina se moze koristiti za korelisanje razli¢itih fizickih svojstava, medu kojima
spektroskopsi podaci (FT-IR, UV-Vis, NMR®*") i pK,"® vrednosti predstavljaju
najznacajnije i najdostupnije vrednosti.

Primenjena na apsorpcione frekvence Hammett-ova jednacina data je izrazom:
Vmax = Vo +p- 0 (2.10)
gde je p konstanta proporcionalnosti koja reflektuje osetljivost viyax Na elektronske efekte
supstituenata, vo predstavlja frekvencu nesupstituisanog ¢lana serije, a ¢ odgovarajucu
konstantu supstituenta.

Da bi se proucavali elektronski efekti supstituenata u okviru odredene serije

molekula, korelisu se *H NMR, **C NMR ili N NMR hemijska pomeranja sa razli¢itim

konstantama supstituenata®*®°.

Za korelisanje se koriste jednoparametarske i
dvoparametarske jednacine koje su prilagodene korelaciji hemijskih pomaka.’’

Kao jednoparmetarskih jednaCina koristi se jednostavna Hammett-ova
] ednagina®:
SCS(N) = po+h (2.11)
gde je SCS (N) - korelisani hemijski pomak; h odsecak.

Kao dvoparametarska jednacdina koristi se proSirena Hammet-ova jednacina koju

su predlozili Taft i Lewis.

2.4 Linearna korelacija solvatacionih energija
2.4.1 Solvatohromizam organskih molekula

Na polozaj, intezitet i oblik apsorpcionih traka u UV-Vis spektrima utice izbor
rastvaraca, brzina hemijske reakcije 1 polozaj hemijske ravnoteze 82-89, Uticaj rastvaraca
na UV-Vis spektre odnosno na pomeranje i promenu inteziteta apsorpcionih traka naziva
se solvatohromizam. Ove promene predstavljaju posledicu intermolekulskih interakcija
izmedu rastvaraca i rastvorene supstance (jon-dipol, dipol-dipol, dipol-indukovani dipol,

vodoni¢ne veze i dr). Ukoliko se sa povecanjem polarnosti rastvarata apsorpcioni
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maksimum pomera ka manjim talasnim duzinama to predstavlja hipsohromni (negativni,
plavi) solavatohromizam, dok je pomeranje ka ve¢im talasnim duzinama barohromni
(pozitivni, crveni) solvatohtomizam.

Apsorpcioni spektri viSeatomskih molekula proucavaju se sa stanovista prelaza
elektrona lokalizovanih u vezama ili odredenim funkcionalnim grupama. Odredeni tip
prelaza se deSsava u delu molekula koji odreduje apsorpcionu energiju i naziva se
hromoforna grupa ili hromofora i ima svoju karakteristicnu vrednost talasne duZzine.
Moguc¢i elektronski prelazi su:

a) n—x* kada elektroni slobodnog elektronskog para prelaze u manje stabilnu
antivezivnu z* orbitalu;

b) 7—=* kada elektroni vezivne = orbitale prelaze u manje stabilnu antivezivhu z*
orbitalu;

€) o—o*, kada elektroni vezivne o orbitale prelaze u manje stabilnu antivezivnu o*
orbitalu.

Molekuli sa z-elektronima, kod kojih se raspodela naelektrisanja znacajno
razlikuje u osnovnom i pobudenom stanju, imaju izrazena solvatohromna svojstva.
Relativno mala zavisnost UV-Vis spektara od rastvaraa zapaza se kod sledecih
jedinjenja: aromati¢na jedinjenja (bez elektron-donorskih i/ili akceptorskih grupa, npr.
benzen), polieni (npr. likopen, karotinoidi), poliini (npr. poliacetileni) i simetri¢ne

polimetinske boje.

2.4.2 Efekat rastvaraca-viSeparametarski pristup

Nemogucénost kvantitativnog izraZzavanja uticaja rastvarata (preko fizickih
konstanti) na reaktivnost organskih jedinjenja i njhove apsorpcione spektre podstakla je
uvodenje empirijske skale efekata rastvaraca koje se zasnivaju na referentnim reakcijama.
U model reakcijama koje su osetljive na rastvarace izrazava se empirijska mera polarnosti
rastvaraca (solvataciona moc¢). Empirijski parametri koji su odredeni na osnovu jedne
reakcije ne mogu se primeniti za druge sisteme jer se pokazalo da sposobnost rastvaraca
da solvatiSe prisutne molekule i jone ne zavisi samo od polarnosti rastvaraca, ve¢ i od
svih intermolekularnih interakcije.

Da bi se razmotrilo dva ili viSe aspekta solvatacije pribeglo se viSeparametarskom

pristupu kod kojih se svaki parametar odnosi na odredenu interakciju u ukupnoj
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solvataciji molekula. On omogucava predvidanje vrednosti zavisno promenljive na
osnovu vrednosti nezavisno promenljivih i moze da se primeni na set podataka dobijenih
za veliki broj dobro odabranih rastvaraca.

Iako je razdvajanje efekata rastvaraca na razlicite tipove interakcija ¢isto formalne
prirode jer njihovo delovanje ne moze uvek da se razdvoji uopsteno se mogu podeliti na
dve grupe doprinosa: specificne (donor-akceptor, kiselo-bazne uz uklju¢ene vodoni¢ne
veze) 1 nespecificne (poticu od delovanja rastvaraca kao dielektricnog kontinuuma)

interakcije.

2.4.2.1 Kamlet-Taft-ova skala polarnosti

Kamlet i Taft su 1976. godine razvili prvu viSeparametarsku korelacionu
jednacinu® zasnovanu na LSER-u:
A= A, + s(m," +dd) + aa; + bp, (2.12)
Veli¢ina A predstavlja fiziCko—hemijsko svojstvo rastvorene supstance ¢ija se zavisnost
od rastvaraCa ispituje; Ao je ekstrapolisana vrednost svojstva u cikloheksanu kao
referentnom rastvaracu. Parametar w1* je mera polarnosti/polarizabilnosti rastvaraca i
funkcija je njegovog dipolnog momenta x4 = -0,1 + 4,3m* (skala se krece od 0
(cikoheksan) do 1,00 (DMSO)). Za korekciju polarizabilnosti uvodi se paremetar do
(alifati¢ni (9 = 0), halogenoveni (6 = 0,5) i aromati¢ni (6 = 1) rastvarace)®’. Parametar oy
opisuje sposobnost rastvarata da bude donor protona (odnosno akceptor elektronskog
para) u vodonic¢noj vezi® (0 za nepolarne aproti¢ne rastvarace do 1 za metanol) dok
parametar f; opisuje sposobnost rastvarac¢a da primi proton (odnosno da preda
elektronski par) u vododni¢noj vezi (0 za nepolarne aproti¢ne rastvarace do 1 za triamid
heksametilfosfornu kiselinu). Koeficijenti s, d, a i b predstavljaju kvantitativhu meru
uticaja skale, odgovaraju¢ih parametara rastvaraca i1 odraZavaju doprinose jednog
odredenog parametra u odnosu na drugi.

Primenjena na UV-Vis apsorpcione frekvence Kamlet i Taft jedna¢ina ima oblik:
Vimax = Vo + aa + bp + sm” (2.13)
Parametar z* predstavlja polarnost/polarizabilnost i zasnovan je na pomeranjima
apsorpcionih frekvenci n—n* prelaza nekoliko referentnih jedinjenja,”™* v predstavlja
apsorpcionu frekvencu rastvorene supstance u referentnom sistemu, a vax j€ apsorpciona

frekvenca jedinjenja u odredenom rastvaracu.
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Kamlet-Taft-ov pristup ima znacajan uspeh u kvalitativnoj proceni efekata
rastvaraCa na apsorpcione spektre ali postoje i odredeni nedostatci ove metode. Posto su
dipolarnost i polarizabilnost rastvaraca predstavljene samo jednim parametrom (7z*)
solvatohromna svojstva nepolarnih supstanci (ne uspostavljaju vodoni¢ne veze sa
rastvaraem) ne mogu da se adekvatno opiSu koris¢enjem Kamlet-Taft-ove skale.
Parametar za korekciju polarizabilnosti (d0) nije pogodan jer ne omoguéava razlikovanje
efekata polarizabilnosti izmedu dva srodna rastvaraCa (aromaticni i1 halogenovani
ugljovodonici. Odredivanje Kamlet-Taft-ovih parametara izraunavanjem srednjih

vrednosti svojstava razli¢itih referentnih molekula predtsavlja drugi nedostatak®.

2.4.2.2 Catalan-ova skala polarnosti

Catalan i saradnici® su uveli tri alternativne skale polarnosti SA, SB i SPP, koje
se formalno mogu dovesti u vezu sa Kamlet-Taft-ovim parametrima a;, f1 i m*.
Odredivanje svakog solvatohromnog parametra rastvaraca zasniva se na paru dobro
definisanih homomorfnih referentnih jedinjenja. Potreba za uvodenjem Ccetvrta skale
polarnosti (SP) proizisla je iz zaklju¢ka Catalédn-a i Hopf-a, koji su pokazali da je
jedinjenje oznaceno kao ttbP9 (3,20-di-terc-butil-2,2,21,21-tetrametil-
5,7,9,11,13,15,17,19-dokozanonaen) osetljivo na promene u polarizabilnosti medijuma i
neosetljivo je na kiselost, baznost i dipolarnost rastvaraa®. Zavisnost skale SPP i SP
opravdava koriS¢enje samo jednog od ovih parametara, §to je prouzrokovalo potrebu za
uvodenjem dopunske skale (SdP), koja opisuje dipolarnost rastvarac¢a. SdP je izvedena iz
skale SP i apsorsorcionih frekvencija DMANF-a (2-N,N-dimetilamino-7-nitrofluoren)®.
Formulisana viSeparametarska jedna¢ina obuhvata po dva parametra za specifi¢ne (SA 1

SB) 1 nespecifi¢ne interakcije (SP i SdP) (2.14):

A= A,+ aSA + bSB + cSP + dSdP (2.14)
koja ako se primenjeni na UV-Vis apsorpcione frekvence ima formu:
Vimax = Vo + aSA + bSB + cSP + dSdP (2.15)

Koeficijenti a, b, ¢ i d su regresioni koeficijenti koji opisuju osetljivost svojstva A na
razlicite tipove interakcija izmedu molekula rastvorene supstance 1 rastvaraca.
Koris¢enjem Catalan-ove jednacie prvi put su specificne interakcije uspesno

odvojene na dva nezavisna parametra: dipolarnost i polarizabilnost.
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2.5 Teorija funkcionala gustine (DFT)

Znacaj DFT pristupa konstantno raste i zauzima vodece mesto po pitanju upotrebe
u nauc¢nim radovima. Veliki broj rezultata potvrduje izuzetnost DFT metode koji nudi
najbolji odnos tacnosti rezultata i kompijuterskih resursa®™ %, Prakti¢na primena DFT-a
predstavljena je sredinom 60-tih godina u dve publikacije od strane Hohenberg-a, Kohn-a
I Sham-a. Ve¢ tada je primeéena kao nauspesniji pristup za izraCunavanje elektronske
strukture materije. DFT metoda je pronasla primenu u proucavanju atoma, molekula,
materije, tecnosti, kompleksnih materijala, medumolekulskih interakcija, pobudenih i
prelaznih stanja, mehanizama hemijskih reakcija, odredivanju NMR spektara i drugih
fizicko-hemijskih parametara ispitivanih jedinjenja.

U originalnoj formulaciji DFT daje osnovno stanje sistema gde gustina elektrona
igra klju¢nu ulogu i sa velikom precizno$¢u predvida razli¢ite molekulske osobine kao
Sto su molekulska struktura, elekti¢na 1 magnetna svojstva, put reakcije, energiju
jonizacije, vibracionu frekfenciju i.t.d.

Cilj ve€ine pristupa u kvantnoj hemiji je da reSi vremenski nezavisnu nerealisticnu
Sredingerovu jednacinu (2.16):

A¥(ry, ..., y) = E¥(ry, ..., 7y) (2.16)

gde je elektronska talansna funkcija ¥(ri,...,rn) funkcija od tri N nepoznate (N-broj
elektona). Resavanjem Sredingerove jednadina moglo bi se predvideti ponasanje bilo kog
sistema elektrona ali je zbog postojanja previSe stepena slobode to nemoguce. DFT
pokusava da opiSe jedan interaktivni sistem elektrona koji se zasniva na funkciji gustine
elektrona, oznacava se sa r (x, y, z) i ima viSe pogodnosti i prednosti:

a) fundament DFT pristupa (gustina elektrona) je eksperimentalno merljiv (difrakcijom
X-zraka %);

b) nije apstraktan;

¢) matematicki tretman je funkcija samo tri koordinate (X, y i Z 0se).

Zakljucujemo da je u DFT pristupu gustina elektrona funkcija svega tri promenljive, bez
obzira na dimenzije i broj elektrona u molekulu.

10§ seta

DFT je baziran na dve teoreme koje su objavili Hohenberg i Kohn
jednacina koje su dobijene iz ovih teorema od strane Kohn-a i Sham-a **. Prva teorema

glasi:
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"Sva svojstva molekula u osnovnom elektronskom stanju su odredena osnovnim stanjem
funkcije elektronske gustine ro(X, y, z).”
Ova teorema stanja kaze da se moze odrediti bilo koje svojstvo molekula u osnovnom
stanju, ukoliko se na neki nac¢in dode do ro(X, y, z). Gustina sistema odreduje sva osnovna
stanja sistem, odnosno reSenje Sredingerove jedna¢ine zna¢i pronalazak energije
osnovnog stanja sistema. Nedostatak ove teoreme je Sto ne objaSnjava prirodu
funkcionala odnosno kako da se dode do njega $to predstavlja glavni problem u DFT
pristupu.

Druga teorema Hohenberg-a i Kohn-a glasi:
"Bilo koja probna funkcija elektronske gustine cée dati energiju sistema koja je visa ili
Jjednaka energiji pravog osnovnog sistema.”
Pokazano je da postoje razli€iti principi za funkcije gustine, ali ovaj princip je ogranicen
na osnovna stanja i ne moze se lako primeniti na pobudena stanja Ove dve teoreme su
osnova DFT-a ali one ne nude prakti¢an nac¢in za proracune. Kohn i Sham su pokazali da
problem pronalaZenja prave elektronske gustine moze biti reSen koriS¢enjem seta
jednacina gde je samo jedan elektron ukljucen.

Kohn i Sham (KS) jednacine dobijaju se diferenciranjem energije po KS
molekulskim orbitalama, gde se diferenciranje vrsi po talasnim funkcijama molekulskih
orbitala. Gustima ima isti izraz kao da je dobijena iz Slater determinante i prikazane je

jednadinom (2.17).

p() = ) 1)1 2.17)

4

gde ¥ predstavlja KS prostorne orbitale. Kohn i Sham su predlozili izraGunavanje
kineticke energije neinteraktivnog sistema sa istom gustinom kao kod realnog, reagujuceg
sistema, gde se nereagujuci elektroni krecu u efektivnom potencijalu. Energija je
podeljena na “poznate* 1 “nepoznate* uslove (2.18):
Elr] = Ts[r] + Eexe[r] + Ecou[r] + Ex[r] (2.18)
Ts —poznata kineticka energija, privlacenje elektron-jezgro Eex, Kulonovo privlacenje
Ecoul 1 Nepoznata izmensko-korelaciona energija, Exc.

Jedini termin za koji se ne moze dati eksplicitna forma je Exc. Minimalizacija
energije funkcionala vodi ka jednac¢inama Kohn-a i Sham-a koje su date u nastavku (2.19-
2.22):
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2
l—zh—mvz + Veff(r)l ‘Pi(r) = si‘}’i(r) (219)

Verr(r) = Vext (1) + Vi (r) + Vi (1) (2.20)

OEPYAGT 221)
OEyc

Vee = ) (2.22)

Za reSavanje KS jednacina koristi se metod samousaglasenog polja (SCF, eng.
Self-Consistent Field) jer efektivni potencijal Vs zavisi od n(r), stoga i od ¥(r), Sto
predstavlja reSenje za jednacine. Od dobijenih ajgen-energija i ajgen-funkcija moguce je
dobiti totalnu energiju osnovnog stanja, gustinu naelektrisanja, vibracione osobine i.t.d.
Funkcionali izmensko-korelacione energije opisuju efekat Paulivog principa i Kulonovog
potencijala vise od Cistog elektostatiCkog potencijala izmedu elektona. Ovaj termin je
definisan kao funkcionalni izvod od Ey uzimaju¢i u obzir elektonsku gustinu.
Pronalazenje ovog funkcionala je veoma izazovan zadatak pa su razvijeni aproksimativni
funkcionali kao $to su LDA aproksimacija (eng. Local Density Approximation), uopstena
gradijentna aproksimacija (GGA, eng. Generalized-Gradient Approximation), ili hibridni

funkcionali.

2.5.1 Aproksimacioni funkcionali

Prvi pokusaj aproksimacije funkcionala izmensko-korelacione energije je
napravljen koris¢enjem najjednostavnije aproksimacije koja se matematicki gledano
zasniva na lokalnom svojstvu funkcije (LDA). LDA aproksimacija se zasniva na
pretpostavci da u svakoj tacki u molekulu gustina energije odgovara onoj vrednosti koju
bi u toj tacki imao homogeni elektronski gas ¢ija gustina elektrona odgovara elektronskoj
gustini u toj tacki. Treba primetiti da LDA ne pretpostavlja da je elektronska gustina u
molekulu homogena. U LDA Ey je izraCunat sumiranjem sistemskog ponaSanja

homogenog elektronskog gasa na lokalnom nivou (2.23):

Eyc = f p (e (p(r) (2.23)

£LPA(p) je gustina izmensko-korelacione energije elektona homogenog gasa sa gustinom

p.
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Performanse LDA u proracunima su iznenaduju¢e dobre za takav metod ali
krajnje precenjivanje energije veze i siromasna termohemija smanjuju njegovu korisnost
u suocavanju sa ve¢inom pitanja koja su u interesu hemije.

Najosnovnija klasa funkcionala koja poboljsana u odnosu na LDA bazirana je na
uopstenoj gradijentnoj aproksimaciji i vecina aktuelnih DFT pristupa Kkoristi ove
funkcionale koji koriste i elektronsku gustinu i njen gradijent, odnosno zavise od

vrednosti nagiba elektronske gustine (2.24):

Bre = [ p e84 (pr),Tp(r))dr (2.24)

Lokalna nehomogenost u elektronskoj gustini se moze objasniti zavisno$éu
gustine energije i gradijenta gustine. Za razliku od LDA izraz €54 nije jedinstven tako
da postoje brojni GGA funkcionali koji se koriste. Ovi funkcionali variraju kori§¢enjem

grani¢nih uslova u broju podesivih parametara koje sadrze kao i u koli¢ini empirizma koji

.....

i BLYP ',

Uopsteno GGA funkcionali daju mnogo bolje rezultate za izraCunavanje od
vecine svojstava, medutim nisu dovoljno korisni u proracunima energija hemijskih
reakcija. Veoma su popularni u ¢vrstom stanju jer daju tane geometrije, elasticna
svojstva Cvrstih supstanci i kvalitativno ispravne elektonske strukture veza. Meta-GGA
funkcionali povecavaju fleksibilnost u funkcionalnoj definiciji pomocu KS gustine

kineticke enrgije (txs) koja se dobija sumiranjem gradijenata KS orbitala (2.25, 2.26).

Bue = [ 0 0840, 90, P (), s(r))dr (2.25)

1
Ts(1) = =5 ) IV:(@)| 2:26)

Imaju¢i u vidu povecan stepen slobode meta-GGA funkcionali poboljSavaju
taCnost u izracunavanju svojstava u odnosu na GGA 1 u isto vreme su preakti¢ni za sve
tipove struktura: atomi, molekuli, periodi¢ne strukture i povrSine. Najpoznatiji primeri
meta-GGA funkcionala su: PW91, mPW, BLYP, PBE, mPBE, TPPS i M06-L. 1%,

Navedeni funkcionali LDA, GGA i meta-GGA su semilokalni funkcionali Sto
znaCi da izmensko-korelacione energije gustine u jednoj tacki zavisi samo od svojstava u

10

toj tacki. Becke 6 je pokazao da je moguce u velikoj meri poboljsati proracune

molekularne termohemije meSanjem GGA sa tacnim izmenama frakcija koji se
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obracunavaju kao izmena Hartree-Fock (HF) energije, ali su dobijeni iz KS orbitala. S
obzirom da podrazumevaju prisustvo i DFT i HF pristupa, ¢esto se funkcionali zasnovani
na ovom metodu nazivaju i hibridnim. Drugim re¢ima, ovi funkcionali sadrze energetski
doprinos HF tipa elektronske izmene izrac¢unat iz KS talasnih funkcija neinteragujucih
elektrona. Ono §to medusobno najvise razlikuje hibridne funkcionale jeste procenat u

kome sadrze HF izmensku energiju. Upotreba tacne izmene funkcionala opravdana je

Adijabatskom povezanos¢u formula’®"1%8;
1 1

Beelol = | | Qi =110 |da = [ vkar (227)
o\ & 0

A = 0 for neinteragujuc¢i Kohn-Sham sistem, 1 = 1 za potpuno medusobno reagujuéi realni
sistem, t.j. parametar A pokrece korelacije elektrona. Potencijal izmenske-korelacije (Uyc)

pri A= 0 je tana izmena energije dobijena kori§¢enjem KS orbitala. (2.28).

occ
1 Y (r ¥ (r)¥ (r ¥ (r
U)?C——EZJ l( 1) J( 2) ]( 1) l( Z)drldrz (228)
ij

T12
Izmensko-korelacioni funkcional moze biti usaglasen interpolacijom izmedu 4 =0
ograni¢enog (ta¢na izmena) i 4 = 1, predstavljen semilokalnim funkcionalom (2.29).
Exclpl = a,Uge + (1 — a ) EZEmHoc p] (2.29)
Ovi hibridni funkcionali koji koriste frakcije tacne razmene nisu viSe semilokalni, zato
§to ta¢na izmena ukljucuje dvostruku integraciju nad realnim prostorom. Zbog toga oni
zahtevaju znatno veci racunske proracune od semilokalnih funkcionala Sto ogranicava

njihovu §iroku primenu. Hibridni funkcionali koji se najéeiée koriste su B3LYP

TPSSh ¥ PBE1PBE i M062,

2.5.2 Bazisni skupovi

Bazisni skupovi ili bazisi predstavljaju bitan element kada se radi o molekulskom
modelovanju i utiCu na tacnost i duzinu prorac¢una. Predstavljaju skupove vektora koji
definiSu prostor u kome se posmatra i reSava neki problem.

Sa stanoviSta teorije molekulskih orbitala, bazisni skupovi su skupovi
matematickih funkcija (bazisne funkcije) ¢ije linearne kombinacije konstituisu

molekulske orbitale. Moze se koristiti linearna kombinacija bilo kog skupa matematickih
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funkcija koje su pogodne za manipulsianje i c¢ija linearna kombinacija daje dobro
predstavljanje molekulskih orbitala.

Razli¢iti tipovi funkcija (vodoni¢ne, polinomne) se mogu koristiti za opisivanje
raspodele elektrona oko atoma ali Slater-ove (semi-empirijski proracuni) i Gauss-ove (ab
initio i DFT pristup) funkcije su najjednostavnije i upravo se one koriste najvise.
| jedna i druga funkcija imaju nedostataka pa je zarad poboljsanja efikasnosti, jedno
reSenje moglo biti da bude aproksimiranje Slater-ovih funkcija Gauss-ovim. Medutim,
iako poboljsava efikasnost, ovo reSenje nije sasvim adekvatno jer Gauss-ovim funkcijama
raspodela elektrona oko atoma se ne opisuje ni izbliza tako dobro kao §to se to ¢ini
upotrebom Slater-ovih funkcija. Tako se doSlo do ideje da se Slater-ove funkcije
aproksimiraju sa vise Gauss-ovih funkcija.

Za DFT pristup, u kombinaciji sa B3LYP funkcionalom, od posebnog je znacaja
6- 31G(d) bazis. Kod tog bazisa brojevi 6 i 3 oznacavaju aproksimacije Slater-ovih
orbitala sa Gauss-ovim funkcijama i obrnuto. Broj 1 ozna¢ava da su sa po jednom Gauss-
ovom funkcijom zamenjene sve ostale Slater-ove orbitale. Slovo d oznacava da se
orbitalama ,,dozvoljava®“ da budu pomerenije u jednu stranu. Ovaj bazis se moze
poboljsati dodavanjem polarizacionih funkcija i1 na lake atome, tj. atome vodonika, kada

se pomenuti bazis oznacava kao 6-31G(d,p).

2.5.3 Molekulski deskriptori

Molekulski deskriptori predstavljaju veli¢ine ¢ije numericke vrednosti opisuju
odredeno fizicko-hemijsko svojstvo. S obzirom da kvantitativna analiza povezanosti
izmedu strukture jedinjenja 1 njegove aktivnosti podrazumeva predvidanje fizi¢ko-
hemijskih svojsta na osnovumolekulske strukture, pravilan izbor i primena molekulskih
deskriptorora je od kljuénog znacaja. Postoji veliki broj molekulskih deskriptora a ovde

¢e biti navedeni samo oni korisé¢eni tokom izrade ove disertacije.

2.5.4 HOMO, LUMO, HOMO-LUMO energetski prelaz

HOMO 1 LUMO su energije najviSeg i najniZzeg energetskog nivoa koji sadrzi
elektrone. Molekuli sa visokim vrednostima HOMO energija mogu donirati elektrone
lakSe, dok molekuli sa niskim LUMO vrednostima lakSe primaju elektrone. Iz navedenog

se zakljuCuje da se vise vrednosti HOMO energije povezuju sa viS§im reaktivnostima.
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Ukoliko je HOMO energija suprotnog znaka taj deskriptor se naziva jonizacionim
potencijalom i sluzi kao mera nukleofilicnosti molekula, dok se suprotna vrednost LUMO
deskriptora naziva elektrofili¢nost.

HOMO-LUMO gep je vazan kvantno molekulski deskriptor i indikator stabilnosti
kada se radi o0 molekulskom modelovanju. Visoka vrednost ovog deskriptora ukazuje na
visoku stabilnost, a niska na nizu stabilnost ispitivanog molekula.

GEP = ELumo-EHomo

2.5.5 Spektroskopija i spektroskopske veli¢ine

Primenljivost nekog nivoa teorije molekuskog modelovanja moze se proveriti
izraCunavanje spektroskopskih veli¢ina. Od posebnog znacaja su predvidanje IR, NMR,
Raman i UV-Vis spektara. U okvirima TD-DFT-a mogu se istrazivati elektronski prelazi,
§to za posledicu ima dobijanje UV-Vis spektara. Moguce je i specificirati i broj i tip
elektronskog prelaze $to otvara mogucénosti kada se radi o dizajnu molekula kod kojih

nam trebaju bas neki specifi¢ni prelazi.

2.5.6 Primena kvantnohemijskih prorac¢una u ispitivanju izomerije h-(T)UK
Kvantnohemijski proracuni predstavljaju mocnu tehniku u ispitivanju izomerije
raznih vrsta jedinjenja. Njen znaaj se ogleda u pruzanju informacija o relativnoj
stabilnosti razli¢itih izomera i tautomera, transferu nalektrisanja kroz molekul kao i
moguc¢nosti formiranja vodoni¢nih veza. Proracuni se obi¢no odnose na gasnu fazu, a
s’obzirom da se izomerizacija najeS€e ispituje u rastvoru potrebno je proracune
prilagoditi ispitivanom rastvaracu. Stoga dalja istrazivanja bi trebala da podrazumevaju
modelovanje interakcija uklju¢ivanjem molekula rastvaraa i njihovih interakcija sa
odgovarju¢im izomerom. U Tabeli 2.2 dati su termodinamicki podaci i relativne energije
optimizovanih struktura mhUK s (Slika 2.12 a-c) izracunatih uz pomo¢ DFT B3LYP/6-
3110+g(d,p) modela'*®. S obzirom da su NMR podaci pokazali da se molekul u DMSO-u
nalazi u E- obliku teorijski proracuni su uporedivani izraunavanjem enrgija stabilnosti za

molekul u vakumu i u DMSO-u.
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Tabela 2. 2 Termodinamicka svojstva keto-enolnih tautomera mhUK sy U gasnoj fazi i
DMSO-u

AG / kd/ mol
Molekul
Gasna faza DMSO (&= 46,826)
MhUK a)-a 0,00 0,00
mhU K(sa|)-b 36,45 36,45
MhUK say-C 62,38 62,38

Na rezultata moze se zakljuciti da je keto hidrazonski tautomer mhUKa)-a
stabilniji od enolih tautomera i u gasnoj fazi kao i u DMSO-u kao rastvaracu. Jacina
vodoni¢nih veza u tautomeru mhUKa)-a kategorizovana je kao umereno jaka i iznosi
42,62 kJ/mol u vakumu i 28,99 kJ/mol u DMSO-u. Sa druge strane intermolekulska
vodoni¢na veza izmedu N-H grupe i DMSO molekula ra¢unata u vakumu iznosi 11,21
kJ/mol iz ¢ega se zakljuCuje da je ta veza znatno slabija od intramolekulske vodoni¢ne
veze koja u stvari stabilizuje mhUK say-a molekul®.

Molekulskim modelovanje dhUK zpyay koriséenjem DMOL® programa™* uogeno
je da njegov syn i anti enolni oblik (Slika 2.11 b) i ¢) poseduje istu vezivnu energiju
(4043,32 kcal/mol) $to pokazuje da se on moze naci u oba oblika $to je u skladu sa NMR
podacima™.

Da bi se objasnile razliite strukturna svojstva liganda dhUKppyay Optimizacijom
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geometrije TD-DFT metodom™ koris¢enjem MO06 funkcionala u gasnoj fazi analizirani

su elektronski prelazi i nakon uporedivanjem sa UV-Vis eksperimentalnim podacima

utvrdeno je da jedinjenje u rastvoru moZe postojati i u E- i u Z- obliku™®.

2.6 Pruocavanje kvantitativne veze izmedu strukture i svojstava molekula

Opste je poznato da struktura samih molekula utice na fizicka svojstva hemijskih
jedinjenja, kao 1 da je u tesnoj vezi sa hemijskom 1 bioloskom aktivnoS¢u. Veliki broj
istrazivanja ima za cilj za definisanje veze izmedu strukture i karakteristika molekula. Jo$
pocetkom XIX veka objavljeni su prvi radovi koji su se bavili korelacijom strukture i
bioloske aktivnosti''’. Pro¢avanje odnosa izmedu struktute i aktivnosti, zapo&eto je 60tih

godina XX veka od strane Hansch-a i Fujita*® koji su dali veliki doprinos razvoju
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QSAR-a. U klasi¢noj QSAR analizi najvise se koriste sledeci fizicko-hemijski parametri
koji:

a) kvantifikuju elektronske efekte supstituenata (Hammet-ove o vrednosti);

b) kvantifikuju sterne uticaje supstituenata (Taft-ove Es konstante);

¢) odrazavaju lipofilnost molekula ili supstituenata (logP i  konstante).

Pri sintezi novih lekova medicinski hemicari se trude da prouce ADMET svojstva
jedinjenja koji su kandidati za lek. Osnovno jezgro molekula leka se zadrzava dok se
modifikacijom (dodatkom, uklanjanjem ili varijacijom odredenih supstituenata) hemicari
trude da poboljsaju biolosko svojstvo molekula.

Ispitivanjem bioloske aktivnosti serije jedinjenja moguce je zakljuciti koji
supstituenti poboljsavaju biolosko dejstvo molekula. Proucavanje odnosa strukture i
aktivnosti slicno je LFER-u, odnosno analizira se doprinos supstituenta nekoj fizickoj
veli¢ini (pK,, logP, itd.), odnosno razlika u osobinama dva jedinjenja, naj¢eSée jednog
nesupstituisanog drugog supstituisanog. Formirane su baze podataka bioloskih aktivnosti
i ADMET karakteristika lekova koje je moguce pretrazivati. Analiza preklopljenih parova
molekula (MMPA, eng. Matched Molecular Pairs Analysis) se zasniva na zameni jedne
grupe molekula drugom i danas se dosta koristi u u cilju proucavanja uticaja supstituenata
u in vitro i in vivo studijama*®. Kompjuterski algoritmi mogu da obraduju podatke na
nepristrasan nacin, formiraju pravila po kojim treba dizajnirati molekule 1 predlazu bolje
molekule sa boljim farmokoloskim osobinama i samim tim smanjuju vreme dizaniranja
lekova. Kombinovanje informacija iz vise razlicitih izvora moZe unaprediti istraZivanja
medicinskih hemicara ¢ak i za nekoliko godina. S obzirom da su upravo prediktivnost i
domen primenljivosti najve¢e mane klasicnih QSAR modela, MMPA sve viSe nalazi

upotrebu u farmaceutskoj praksi.

2.6.1 3D-QSAR analiza

U novije vreme, razvijen je metod poznat kao 3D-QSAR u kome se uzimaju u
obzir ukupne osobine molekula a ne individualni doprinosi grupa ili delova molekula.
Osamdesetih godina XX veka razvijene su brojne metode za 3D-QSAR analizu, a jedna
od najvise upotrebljavanih metoda jeste komparativna analiza molekulskih polja
(COMFA, eng. Comparative Molecular Field Analysis)*?>. COMFA se primenjuje na

seriju jedinjenja koja su na osnovu pogodno izabranog kriterijuma medusobno svrstana u

39



konfiguracionom prostoru i opisuju se razli¢itim trodimenzionalnim poljima izracunatim
u tackama u prostoru oko molekula, upotrebom odgovarajuce probe.

Analiza delimi¢nih najmanjih kvadrata (PLS, eng. Partial Least Squares) se koristi
za kvantitativnu korelaciju deskriptora izvedenih iz molekulskih polja i jac¢ine bioloskog
dejstva ispitivanih jedinjenja. Fleksibilni molekuli mogu postojati u nekoliko stabilnih
konformacija, i pretpostavka je da molekul u 3D-QSAR modelu treba da bude u
konformaciji identi¢noj onoj koju zauzima u aktivnom mestu bioloske mete (,,aktivna
konformacija“). Medusobno svrstavanje molekula u konfiguracionom prostoru je kljuéni
problem za uspesnu CoMFA analizu, i predstavlja usko grlo i najveci izvor gresaka u
CoMFA studijama. Ukoliko strukturni podaci o kompleksima izmedu liganda i bioloske
mete (najceSce proteina) ne postoje, molekuli se medusobno svrstavaju na osnovu svih
drugih dostupnih informacija: farmakofornih hipoteza ili na osnovu sli¢nosti izmedu
molekulskih fragmenata. Ukoliko je eksperimentalno odredena struktura bioloske mete
(enzima, receptora) dostupna, tada se koriste tzv. metode medusobnog svrstavanja
molekula zasnovane na strukturi (biolo§ke mete). One obuhvataju doking molekula u
vezivno mesto bioloSke mete ili svrstavanje molekula u odnosu na ligand koji je
kokristalisan sa bioloSkom metom.

Drugi problem vezan za CoMFA i srodne metode za 3D-QSAR analizu jeste
nizak odnos signala i $uma u PLS analizi. Sum u ovom kontekstu znagi da se deskriptori
(promenljive) koje nisu relevantne za jacinu dejstva jedinjenja razmatraju pri izvodenju
modela. Prema tome, odabir najzacajnijih promenljivih i isklju¢ivanje pozadinskog Suma
predstavlja opsti problem u 3D-QSAR analizi.

Radi prevazilazenja problema prostornog poravnavanja struktura, Pastor i

saradnici razvili su GRIND metod zasnovan na MIF-ovima*?

. MIF-ovi daju informaciju
gde su energetski povoljne, a gde energetski nepovoljne pozicije probe u prostoru oko
molekula mete. Ovaj metod generiSe promenljive nezavisne od poloZaja molekula u 3D

reSetki.

2.6.2. Polje molekulskih interakcija — GRID metod

Polja molekulskih interakcija'?****

predstavljaju prostornu varijaciju energije
interakcije izmedu molekula mete 1 odgovaraju¢e probe. Uoliko je poznata molekulska

struktura molekula moze se izra¢unati MIF koji daje informaciju o energetski povoljnim i
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nepovoljnim pozicijama probe u prostoru oko molekula mete (Slika 2.19).
Trodimenzionalni grafik koji pokazuje konturnu povrSinu koja okruzuje molekul

predstavlja jednu izabranu vrednost elektrostatickog potencijala.

Slika 2. 19 Polja molekulskih interakcija: a) sterne konture, b) elektrostaticke konture'**

Program GRID ima cilj da pruzi hemijski specificne informacije o molekulu, odnosno
racuna MIF-ove za mnostvo razli¢itih hemijskih proba 1 ima tri specificne osobine:

a) GRID probe su anizotropne. Program funkcioniSe tako Sto centralni atom probe smesta
u odgovarajucu tacku reSetke, a zatim se proba rotira dok usmerenost hemijskih veza u
prostoru odgovara energetski najpovoljnijoj interakciji atoma mete i atoma probe. Ovo je
narocCito znacajno kod proba koje se koriste za opisivanje vodoni¢nog vezivanja.

b) Molekul meta ,,odgovara” kada se proba pomera oko nje iz mesta u mesto. Ovo znaci
da se na sli¢an nacin i1 atomi mete rotiraju oko odgovarajuc¢ih veza dok se ne ostvari
energetski najpovoljnija interakcija atoma mete i atoma probe.

c) Pretpostavljeno je da su i meta i proba ,,potopljene u vodi” i da okolina koja okruzuje
metu ima dielektri¢énu konstantu koja odgovara vodenoj sredini (¢,=80), kao i da se ona

smanjuje na vrednost koja je u Supljinama velikih globularnih makromolekula (g=4).

2.6.2.1 GRID polje sila, kalibracija
Program GRIN uvek analizira ulazne podatke pre svakog GRID izracunavanja.
Najvazniji proces koji GRIN sprovodi jeste spajanje nepolarnih vodonikovih atoma sa

njihovim susednim teskim atomima tako da daju ,,proSireni tip atoma”. Hemijske probe
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interaguju sa proSirenim tipovima atoma a ukupna energija predstavlja zbir sledeéih
pojedina¢nih osnovnih energetskih doprinosa:

a) disperzionih sila opisanih Lennard-Jones-ovim 12,6-potencijalom;

b) elektrostati¢kog doprinosa opisanog klasi¢nim Coulomb-ovim zakonom;

¢) vodoni¢nog vezivanja;

d) entropijskog faktora.

Kalibracija GRIN programa koji predstavlja osnovu programa GRID vrsi se u
odnosu na eksperimentalne podatke za razlikovanje entalpijskih i entropijskih doprinosa
Gibbs-ovoj slobodnoj energiji vezivanja upotrebljena su kalorimetrijska merenja ili iz
dobijenih vrednosti kristalografskih podataka za Van der Wals-ove poluprecnike razli¢itih

tipova atoma.

2.6.3. GRIND deskriptori izvedeni iz MIF-ova

Pri dizajniranju potencijalnih liganada koriste se MIF-ovi kao identifikacija
vezivnih mesta za probe na makromolekulima kao metama. Da bi se mali molekuli
okarakterisali prema njihovom potencijalu da deluju kao ligandi vezuju¢i se za odredenu
vrstu makromolekula, moguce je izracunati MIF-ove koji u stvari predstavljaju svojstva
molekula odnosno ,,molekulske deskriptore”. Molekulski deskriptori zasnovani na GRID
MIF-ovima su kori§¢eni u razli¢itim 3D-QSAR metodama: CoMFA, CoMSIA,'**
GRID/GOLPE™®,

MIF-ovi razli¢itth molekula mogu se porediti ukoliko su molekuli precizno
preklopljeni na nacin da se fragmenti strukturno razli€itih molekula koji interaguju sa
istim delovima bioloske mete nalaze na priblizno istim poloZajima $to se moze posti¢i na
nekoliko nacina:

a) preklapanjem ekvivalentnih atoma, odnosno onih koji interaguju sa istim delovima
receptora ukoliko su poznate strukture ligand-receptor kompleksa;

b) odredivanjem dokinga 3D struktura ispitivanih molekula u vezivno mesto receptora
ako je poznata struktura makromolekula i tako dobiti strukture kompleksa koje sluze za
dalje preklapanje;

¢) preklapnjem na osnovu svih relevantnih informacija, kao §to su odredene hipoteze,
farmakofore, sli¢ni strukturi fargmenti uz odredenu dozu subjektivnosti u proces

preklapanja.
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Osim problema sa medusobnim rasporedom molekula, jedan od problema u
procesu 3D-QSAR analize, vezano je i za prirodu samih MIF-ova. Broj promenljivih je
ogroman 1 Cesto prevazilazi nekoliko stotina hiljada zbog Cega je neophodna upotreba
multivarijantnih 1 megavarijantnih metoda kao Sto su analiza delimi¢nih najmanjih
kvadrata i/ili analiza glavnih komponenata (PCA, eng. Principal Component Analysis)*?’.

Zbog svih ovi nedostataka razvijeni su novi tipovi molekulskih deskriptora koji
mnogo manji broj innformativnih promenljivih dobijaju kondenzovanjem informacija iz
inicijalnog seta MIF-ova. Kao rezultati dobijeni su deskriptori za opisivanje
farmakokinetickih (Volsurf*?®) i farmakodinami¢kih (GRIND'?') osobina molekula,

odnosno sposobnosti vezivanja molekula za bioloske mete.

2.6.3.1 Osnovna svojstva GRIND deskriptora
Ekstrakcija najrelevantnijih informacija iz MIF-a i njihovo kondenzovanje u
korisne promenljive se odvija uz pomo¢ GRIND metode. Zahtevi koji GRIND deskriptori
ispunjavaju su sledec¢i:
a) rezultuju¢e promenljive su nezavisne od medusobne pozicije ili orijentacije molekula u
prostoru;
b) promenljive imaju hemijsko znacenje i lako se mogu interpretirati;
c¢) mali broj promenljivih treba da sadrZe najvaznije informacije;
d) dobijene promenljive su pogodne za analizu standardnim hemometrijskim metodama
kao §to su PCA 1 PLS;
e) deskriptori se mogu izraunati brzo 1 automatski.
Dobijanje (izracunavanje) GRIND deskriptora podrazumeva tri koraka:
I Izracunavanje MIF-ova (polja molekulskih interakcija)
GRIND metod izracunava MIF-ove sa slede¢im GRID probama:
a) DRY, koja karakterise hidrofobne interakcije;
b) O, (sp? kiseonik) koji opisuje akceptore vodni¢nih veza;
¢) N1, (planarni, amidni azot) koji opisuje donore vodoni¢nih veza;
d) TIP, odreduje oblik na osnovu lokalne zakrivljenosti povrine molekula'®.
11 Ekstrakcija najznacajnijih regiona MIF-ova (diskretizacija MIF-ova)
U ovoj fazi izracunavanja vrSi se odabir najvaznijih regiona u kojima ligand moze

ostvariti povoljne interakcije sa grupama u vezivnom mestu molekula mete i veliki deo
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informacija sadrzanih u MIF-ovima se odbacuje. Odabrane vrednosti MIF-ova imaju
energetski napovoljnije interakcije i odredena medusobna rastojanja izmedu regiona.
Doprinos oba ova kriterijuma se moze podeSavati u programu ALMOND, a nedavno je
opisan i novi nain odabira MIF-ova iz pomo¢ AMANDA algoritma**® koji daje drugu
generaciju GRIND deskriptora (GRIND-2).
Il Prevodenje informacije iz MIF u deskriptore (,kodiranje”) upotrebom MACC2
kriterijuma®™

Opisivanje prostornog rasporeda ¢vorova (rastojanje izmedu ¢vorova i energija
MIF-ova u njima) odabranih najznacdajnijih regiona bez upotrebe njihovih apsolutnih
koordinata ili spoljasnjeg referentnog sistema je slede¢i korak u GRIND postupku. U
programu Pentacle uvedena je metodologija kodiranja MIF-ova primenom MACC-2
kriterijuma (eng. Maximum Auto- and Cross Covariance). Dobijeni deskriptori mogu se

prikazati na viSe nacina:

b)

Slika 2. 20 a) Korelogrami promenljivih proizvoljno izabranog jedinjenja izracunati u
programu Pentacle, b) Hitmapa serije jedinjenja sortiranih prema rastu¢oj bioloskoj
aktivnosti (svaki red hitmape predstavlja jedno jedinjenja, dok svaka kolona predstavlja

jednu promenljivu)
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a) Razli¢itim tipovima korelograma koji se upotrebljavaju za poredenje inteziteta
razli¢itih promenljivih koje opiusuju jedno jedinjenje (Slika 2.20 a)) u kojima su
rastojanja predstavljena horizontalnom osom a normalizovani proizvodi energija
vetrikalnom osom. Jedinjenja koja poseduju osobine lekova obi¢no sadrze 50- 80
promenljivih po korelogramu.

b) Za ukupan uvid promenljivih za sva jedinjenja u seriji, reprezentacija promenljivih
»hitmapama* je korisnija (Slika 2.20 b). ,,Hitmape* predstavljaju matrice gde svaki red
predstavlja jedno jedinjenje a svaka kolona odgovaraju¢u promenljivu, pri ¢emu razli¢ito

obojenje odreduje niske (crvena boja) ili visoke (plava boja) vrednosti promenljivih.

2.6.4 Trodimenzionalna analiza odnosa strukture i aktivnosti (3D-QSAR) zasnovana
na poljima molekulskih interakcija

Za dobijanje QSAR modela koriste se izracunati GRIND-2 deskriptori koji imaju
ulogu i za Klasifikaciju molekula. PCA pokazuje sli¢nosti i/ili razlike u okviru ispitivane
grupe jedinjenja i okviru njega originalna X-matrica promenljivih prevodi se pomocu
nekoliko ortogonalnih projekcija u set novih, medusobno nezavisnih promenljivih
odnosto glavnih komponenti (PC eng. Principal Components). Cilj pravljenih projekcija
je da dobijena PC ima najve¢i moguéi procenat informacija iz polaznog seta. Najveca
korist u PCA tehnici je organizacija informacija koje sadrze X-matricu uz formiranje
najjednostavnije forme za interpretaciju osobina objekata (molekula). PCA razlaze
matricu promenljivih na proizvod dve matrice:

X=TP+E

gde su P — matrica doprinosa (,,loading matrix*), sadrzi informaciju o promenljivim; T -
matrica skorova (,,score matrix“), koja sadrzi informacije o objektima i u njoj je svaki
objekat opisan u prostoru glavnih komponenti, umesto u multidimenzionalnon prostoru
originalnin promenljivih; E — matrica reziduala, koja predstavlja neobjasnjenu X
varijansu.

Za interpretaciju PCA modela koriste se jos dva tipa grafika:
a) Grafik PCA skorova (Slika 2.21) koji odslikava relativne pozicije objekata u
(konfiguracionom) prostoru glavnih komponenata. Ovi grafici su korisni u identifikaciji

grupe objekata, kao 1 u uocCavanju objekata Cije osobine odstupaju od ostatka seta
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(,,outliers®, spoljne vrednosti). Objekti unutar elipsoidne linije mogu se smatrati slicnim u

intervalu pouzdanosti od 5 %.
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Slika 2. 21 Grafik PCA rezultata za molekule iz nekoliko strukturno razli¢itih grupa u

prostoru PC modela®®

b) Grafik PCA doprinosa na osnovu koga je moguce utvrditi koji strukturni fragmenti
jedinjenja najvise doprinose glavnim komponentama.

Obic¢no prva PC razdvaja jedinjenja po veli¢ini, druga na hidrofobna i hidrofilna itd. Ako
je poznata kvantitativno izrazena bioloSka aktivnost moze se koristiti kao zavista Y-
promenljiva i korelisati sa matricom deskriptora koriste¢i multivarijantne metode kao §to
je npr. PLS. Ova tehnika razlaze X-matricu na proizvod matrice skorova (T), matrice
doprinosa (P) (vodec¢i rauna o prisutnim eksperimentalnim greSkama u Y-vrednostima)
uz definisanje i matrica skorova Y- vrednosti (U).

PLS analiza je regresiona tehnika koja ima za cilj da objasni jednu ili viSe
zavisnih promenljivih (Y) od prediktora, odnosno nezavisnih promenljivih (X), i ona je
jedina pogodna regresiona tehnika koja moze da da validan rezultat iz X matrica koje se
koriste u 3D-QSAR. Ova tehnika razlaze X-matricu kao proizvod matrice doprinosa (P) i
matrice skorova (T) i daje latentne promenljive (LV) tako da ispunjavaju dva bitna
uslova: reprezentovanje strukture kako X- tako 1 Y- matrice i obezbedivanje
maksimalnog fitovanja izmedu X 1 Y vrednosti. LV su ekstrahovane po opadaju¢em

redosledu znacaja i medusobno su ortogonalne.
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Programi ALMOND i Pentacle daju informacije o dobijenom PLS modelu pri
Gemu se dobijaju odredeni statisticki parametri. Indeks fitovanja modela (R?%acc) i indeks
prediktivne sposobnosti modela (Q%acc) predstavljaju dva najvaznija statisticka parametra
koja su dobijena unakrsnom validacijom (vrednosti blize R%acc su bolje). R%acc pokazuje
deo Y varijanse objasnjen modelom (vrednosti blize 1 su bolje). Kvadratne vrednosti R 1
Q odreduju kvalitet i najbolju dimenzionsalnost dobijenog modela. Prihvatljiv 3D-QSAR
model treba da ima R? iznad 0.8 i Q*iznad 0.5. Sto se tide broja LV, bira se model sa
visim Q? ali je razumno odbaciti LV ako je njen doprinos vrednostima R? i Q® mali.

Prediktivna sposobnost modela koje je vazna zbog broja LV obi¢no se procenjuje
upotrebnom unakrsne validacije. (CV, eng. Cros-Validation). Formiraju se modeli sa
pojedinim uklonjenim objektima koji treba da predvide Y vrednosti (Y”) za objekte koji
su izvrSili redukciju modela. Nakon toga se Y  poredi sa eksperimentalnim Y 1
izratunavaju se: SDEP (standardna devijacija greske predvidanja) i Q? (prediktivni
korelacioni koeficijent).

Postoji viSe na¢ina unakrsne validacije koja se dobija CV tehnikom:

a) LOO (eng. Leave One Out). Edukovani modeli se tako prave da se u svakom ciklusu
izostavlja samo po jedan objekat u toku analize i procedura se ponavlja dok svi objekti
nisu po jednom izostavljeni.

b) LTO (eng. Leave Two Out). Modeli se grade tako §to se izostavljaju po dva objekta i
procedura se ponavlja sve dok svi objekti, u grupama po dva, nisu po jednom izostavljeni.
c¢) Nasumicne grupe (eng. Random Groups). Objekti se grupiSu na nasumican nacin u N
grupa od kojih svaka sadrzi jednak, ili priblizno jednak broj objekata, zatim se u svakom
ciklusu po jedna grupa izostavlja iz analize. Sto je grupa izostavljenih objekta veéa to je
metod CV statisticki validniji.

Izbor najpogodnijeg CV metoda, uvek zavisi od osobina setova podataka koji se
koriste u QSAR analizi 1 statisticki je validnija ako se grupe formiraju tako da sli¢ni
molekuli uvek budu u okviru iste grupe. Ako se koristi LOO 1 LTO vecina informacija
koje sadrze objekti ili parovi objekata koji su uklonjeni ve¢ se nalaze unutar modela.
Kori$¢enjem nasumicnih grupa dobijene Q%acc vrednosti su numericki niZe, ali je sama
prediktivnost pouzdanija. Fiksiranjem odredenog broja grupa postoji realna moguénost da
kompletne grupe slicnih molekula budu uklonjene iz analize u redukovanom modelu.

Procedura se ponavlja mnogo puta da bi se dobili stabilni rezultati. Procena prediktivnosti
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modela moze se izvrsiti 1 upotrebom seta jedinjenja koja se ne nalaze u setu i iz kojeg je
model izveden.

Opsti problem 3D-QSAR metode je pojava tzv. ,,Suma‘ koji je prouzrokovan
Cinjenicom da se veliki broj od ukupnog broja X promenljivih ne koreliSe sa Y
vrednostima i smanjuje osetljivost modela najinformativnijim promenljivim. Program
Pentacle koristi proceduru frakcionog dizajna faktora (FFD eng. Fractional Factorial

Design) za uklanjanje promenljivih koje stvaraju Sum.

2.6.5 Interpretacija PLS modela

TU grafik (objekti u prostoru X-skorova (T) nasuprot Y-skorovima (U)) je
koristan za identifikaciju objekta koji imaju uticaj na model kao i grupisani objekt (Slika
2.22 a)). Sa njega moze videti korelacija izmedu X i Y za svaku LV koju daje model.

Na grafiku PLS skorova (Slika 2.22 b)) objekti su rasporedeni u prostoru dve LV
gde distanca izmedu dva objekta odrazava njihovu slicnost. Objekti unutar elipse
pokazuju objekte koji se mogu Smatrati sliénim na 95 %-tnom intervalu pouzdanosti. Sa
grafika PLS doprinosa u obliku histograma moZe se videti uticaj pojedinacnih
promenljivih na konkretnu LV.

Grafik izabrane promenljive X u zavisnosti od Y (,,VarX selected - Y, Slika 2.23
a)) prikazuje korelaciju odredene promenljive sa bioloskom aktivno$¢u jedinjenja. U

modelu se uvek traZze promenljive koje jasno diskriminiSu aktivne od neaktivnih

jedinjenja.
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Slika 2. 22 a) TU (PLS) grafik, b) Grafik PLS skorova
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Grafik PLS koeficijenata (Slika 23 b)) je najinformativniji u smislu interpretacije
rezultata modela. Korisno je posmatrati istovremeno grafik ,,VarX selected - Y* i grafik

PLS koeficijenata.
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Slika 2. 23 a) Grafik koji pokazuje intenzitet izabrane promenljive za svako jedinjenja u
setu, za izabrani broj LV u PLS modelu, b) Grafik PLS koeficijenata

Promenljive sa pozitivnim PLS koeficijentima obi¢no su izrazene kod
najaktivnijih jedinjenja, dok obrnuto vazi za promenljive sa negativnim koeficijentima.
Posmatranjem nekoliko promenljivih sa najveéim koeficijentima dobija se dovoljno
informacija o tome koje funkcionalne grupe i u kom prostornom rasporedu imaju
povoljan uticaj na bioloSku aktivnost jedinjenja. Ove informacije se dalje prevode u set
hipoteza koji su korisni za racionalizaciju postojecih rezultata i dizajn novih, aktivnijih

jedinjenja.

2.7. Bioloska aktivnost

Jedinjenja koja u svojoj strukturi sadrze atome azota i sumpora su predmet stalnih
istrazivanja u medicinskoj hemiji35. Veliki broj heterociklicnih jedinjenja azota
predstavljaju zanimljive mete za dizajn razli¢itih vrsta lekova’ . Znacajna farmakologka
aktivnosti h-TUK i njihovih derivata su uzrok porasta interesa za njihove transformacije u
cilju povecanja aktivnosti. Raznovrsnije hemijsko ponasanje dhS u odnosu na dhO
posledica je vece hemijske rekativnosti tionske grupe u odnosu na keto grupu, i
objasnjava se vecom lipofilnoS¢u sumporovih jedinjenja. Stoga kondenzovanje
heterociklichih jedinjenja i dhS predstavlja logi¢an sled u dizajnu molekula koji ¢e se

koristiti za razliita biologka ispitivanja™®.
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Poznato je da hidrazoni i1 njihovi derivati pokazuju Sirok spektar bioloske
aktivnosti i koriste se kao antioksidansi, analgetici, antikonvulzanti, antidepresivi,
antiinflamatorni i antituberkularni agensi. Osim toga koriste se kao
kardioprotektivi, a poznati su i po antihelmiti¢kom i antikancer dejstvu*®. Mnoge

od ovih susptanci su patentirane zbog svog dobrog bioloskog dejstva®?,

2.7.1 pK, vrednost kao parametar biolosSke aktivnosti

Fizicko-hemijski parametri (Cisto¢a i stabilnost, pKa vrednost(i), lipofilnost,
rastvorljivost i permeabilnost) su klju¢ni za ADMET osobine potencijalno bioloski
aktivnog jedinjenja. Apsorpcija , distribucija, biotransformacija i eliminacija leka jednim
delom se moze predvideti ukoliko su poznate pK, vrednosti molekula i pH vrednost
sredine u kojoj se supstanca nalazi***. Iako je moguée predvideti pK, vrednost pomoéu
razli¢itih softvera, eksperimentalno dobijeni rezultati se ipak mogu razlikovati do 2 pK,
jedinice. Pothranjivanjem baze podataka sa eksperimentalno dobijenim rezultatima
omogucava preciznije predvidanje pK; vrednosti strukturno slicnih molekula.

U danas$nje vreme razvijene su razli¢ite metode koje se mogu primeniti za
odredivanje pKa vrednosti, a najceS¢e koriS¢ene metode su potenciometrija i UV-Vis
spektrofotometrija.

Potenciometrija je metoda izbora za odredivanje pK, vrednosti organskih
molekula ukoliko je njihova rastvorljivost u vodi minimum 1:10* M u pH oblasti od
znaaja. pK, vrednost slabo rastvornih molekula odreduje se u smeSama organskih

rastvaraca (najcesc¢e metanol) 1 vode!®

. Rastvoru supstanci ¢ija se pK, vrednost odredjuje
dodaje se poznata zapremina standardnog rastvora jake kiseline ili baze i nakon dodatka
odredene (fiksne ili promenljive) vrednosti meri se pH vrednost rastvora. Dodatak
inertnog elektrolita (najces¢e KCI u koncentraciji 0,15 M) odrzava jonsku jacinu
konstantnom i simulira fiziolosku koncentraciju soli.

Odredivanje pK, vrednosti primenom elektrohemijskih metoda zasniva se na
merenju elektromotorne sile (EMS) u galvanskim elementima u kojima potencijal
elektrode (staklena odnosno kombinovana) zavisi od koncentracije hidronijum jona (u
idealnom sluc¢aju prema Nernstovoj jednacini). KorisS¢enjem softverskog paketa GLEE™*®
vr$i se kalibracija celokupnog sistema za odredivanje kiselinskih konstanti koja se

zasniva na modifikovanoj Nernst-ovoj jednacini u kojoj figurise koncentracija hidronijum
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jona**’. Koncentracija HsO" jona se mogu dovesti u vezu sa merenom pH vredno3éu
koris¢enjem  Avdeef-Bucher-ove  &etvoroparametarske  jednadine™®. U  osnovi
potenciometrijskog odredivanja pKa vrednosti nalazi se funkcija gradenja, n"*° koja
predstavlja proseCan broj vezanih protona po molu kiseline i moze se izraCunava iz
eksperimentalnih podataka pomocu jednacine 2.30:

ny = [H30%]¢or — [H307] — [NaOH] (2.30)

CHA
gde je [H30%]io: predstavlja ukupnu koncentraciju protona koji poti¢u od ispitivane

kiseline (cya) 1 vode ([OH]); [NaOH] predstavlja koncentraciju dodatog standardnog
rastvora baze tokom titracije, dok [H30"] koncentraciju slobodnih hidronijum jona koja
se dobija merenjem pH vrednosti.

Za obradu rezultata dobijenih potenciometrijskim kiselinsko-baznim titracijama
proucavanog rastvora za izracunavanje konstanti kiselosti koriste se matematicke relacije.
Ukoliko stanje ravnoteze nije potpuno poznato i ako supstanca ima viSe od tri stepena
disocijacije ovakva obrada podataka nije mogu¢a. U danasnje vreme pK, vrednosti iz
potenciometrijskih titracija se izvode primenom razli¢itih softverskih paketa za obradu
podataka od kojih je napoznatiji HYPERQUAD 2008 (HQ)**. Eksperimentalni podaci za
dati sistem se fituju automatski (prema sistemskim parametrima) ili njihovim
podesavanjem pri unoSenju (pocetna koncentracija i zapremina ispitivane supstance,
koncentracija titracionog sredstva i broj jonizacionih centara). Procenom dobrog fita i
postavljanjem razli¢itih modela donosi se zakljucak o broju jonizacionih centara.

UV-Vis spektrofotometrijska metoda za odredivanje pK, vrednosti je osetljivija,
primenljiva na manjim koli¢inama uzorka i na slabo rastvornim jedinjenjima u vodi.
Metoda zahteva visok stepena cisto¢e supstanci i moguca je samo kod jedinjenja koja u
strukturi sadrze hromofore dovoljno blizu kiselinsko-baznog centra. Pri merenju
spektralnih promena izazvanih jonizacijom supstance u rastvorima razliite kiselosti,
uslov za izraCunavanje odnosa koncentracije Cestica konjugovanog kiselinsko-baznog
para je razlika izmedu spektara molekulskog i jonizovnog oblika pri svakoj pH vrednosti.

Na osnovu vrednosti apsorbancije rastvora na apsorpcionom maksimumu (Amax) ili
na talasnoj duzina na kojoj je razlika apsorbancija protonovanog i deprotonovanog oblika
veca nego na talasnoj duZzini apsorpcionog maksimuma (Aept), 1 Uz poznate pH vrednosti
serije rastvora, moze se odrediti vrednost pK, Za odredivanje Kkiselinskih konstanti

dovoljno je poznavanje apsorbancije samo jednog Cistog oblika dok se apsorbancija

51



drugog oblika i vrednost Kkiselinske konstante, mogu odrediti primenom linearne

141

regresione analize iz odsecka i nagiba odgovarajuce prave™ . Metoda nije primenljiva na

poliproti¢ne sisteme sa bliskim pKj vrednostima (ApK; <4).

2.7.2 Antimikrobna aktivnost

Otpornost mikroorganizama na antibiotike koji se ve¢ dugo primenjuju za
profilaksu 1 tretiranje infektivnih bolesti postaje sve veci problem u novije vreme.
Strategija farmaceutske industrije ogleda se u izmenama molekulske strukture postoje¢ih
antibiotika u cilju poboljSanja njihove efikasnosti. Razlog tome i jeste sinteza i ispitivanje
novih antimikrobnih supstanci koje ¢e imati dovoljno Sirok spektar dejstva, nece izazivati
rezistenciju 1 pokazivaée nizak potencijal za izazivanje neZzeljenih efektata. Zbog
specifi¢nosti u gradi bakterija postoji mnogo antibakterijskih meta, a najuspesniji agensi
deluju na izgradnju bakterijskog celijskog zida, sintezu proteina ili replikaciju i
transkripciju DNK-a'*,

Za odredivanje aktivnosti antimikrobnih agenasa primenjuju se razlicite
kvalitativne i kvantitativne standardizovane metode: difuzione'®”, dilucione®* i
kombinovane metode'®, kao i visokoosetljivi automatizovani sistemi (npr.VITEK 2
sistem) koji se baziraju na reakcijama mikroorganizama sa supstratima za biohemijsku
detekciju njihovih karakteristika uz odredivanje kinetike rasta mikroorganizama koja se
vr$i merenjem fluorescencije u kratkim intervalima tokom inkubacije sa specificnim
reagensima™.

Parametri aktivnosti koji u ispitivanju odreduju osetljivost bakterija i gljivica na
postojece antimikrobne lekove 1 antimikrobnu aktivnost novih antimikrobnih agenasa su:
a) minimalna inhibitorna koncentracija (MIC, eng. Minimal Inhibitory Concentration);
b) minimalna baktericidna koncentracija (MBC, eng. Minimal Bactericidal

Concentration).

MIC predstavlja najmanju koncentraciju antimikrobnog agensa koja inhibira
vidljivi rast mikroorganizama, dok je MBC najmanja koncentracija koja sprecava rast >
99,9% mikroorganizama nakon subkultivacije inicijalne infektivne doze u medijumu bez
ispitivanog agensa. Antimikrobna aktivnost jedinjenja moze biti procenjivana i na osnovu

pre¢nika zone inhibicije ukoliko se ispitivanje vr$i difuzionim metodama. Ukoliko je
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bujon nakon ispitivanja zamuéen, dejstvo supstance je mikrobiostatsko, a ako je bujon
bistar supstanca ima mikrobicidno dejstvo.
Antimikrobna aktivnost h-(T)UK nije u velikoj meri ispitivana iako zbog svojih

analoga, (tio)semikarbazona i (tio)semikarbazida'*%

koji su pokazali dobru
antimikrobnu aktivnost, predstavljaju logi¢an sled za nastavak daljih bioloskih

ispitivanja.

2.7.2.1 Antimikrobna aktivnost h-(T)UK

Ispitivanjem serije h-(T)UK Bacchi i saradnici su dosli do zakljucka da simetri¢ni
dihidrazoni dhO(S) imaju najvecu antimikrobnu aktivnost na Gram- pozitivne bakterije>®.
Veza izmedu strukture i bioloske aktivnosti ukazuje da su h-TUK mnogo aktivniji od h-
UK. Izuzetak predstavlja jedinjenje koji u svom sastavu ima 5-nitrofuralaldehid, $to je i
za oCekivati jer je ova grupa zastupljena u mnogim antimikrobnim agensima. Velika
razlika u minimalnoj inhibitornoj aktivnosti sugerise da je C=S komponenta esencijalna
za antimikrobnu aktivnost. Predpostavlja se da jedinjenja koja sadrze sumpor inhibiraju
sintezu enzima, tako §to vrSe deaktivaciju supstanci esencijalnih za enzimsku aktivnost.
Prisustvo sumpora i azota u strukturi aktivnih jedinjenja olakSava njihov prolazak kroz
lipidni sloj membrana mikroorganizama na mestu delovanja, i na kraju ih ubija
povezivanjem sa esencijalnim grupama odredenih éelijskih enzima®®. Jedan od faktora
koji uti¢e na antimikrobno dejstvo mh-TUK i dh-TUK u odnosu na nesupstituisane dhS
jeste 1 lipofilnost koja takode poboljSava sposobnost prolaska supstance kroz lipidnu
membranu i vezivanje za receptore. Dokazano je da antimikrobna aktivnost zavisi i od
vrste 1 broja supstituenta na azotovim atomima, pri ¢emu disupstituisani dhO pokazuju
bolje antimikrobno dejstvo od monosupstituisanih dhO. 1,5-bis[1-(2-piridinil)propiliden]
dihidrazid tiougljene Kkiseline i 1,5-bis[1-(2-piridinil)pentilden] dihidrazid tiougljene
kiseline pokazuju najbolju antimikrobnu aktivnost sa MIC vrednos§¢u od 0,7 mg/ml na soj
bakterija Bacillus subtilis i 3 mg/ml na Staphylococcus aureus. Promena poloZaja azota u
heteroaromati¢nom jezgru, odnosno pomeranje iz 0- polozaja ka m- i p- polozajima utice
na smanjenje antibakterijske aktivnosti.

S druge strane, publikovani su rezultati koji ukazuju da kondenzacija odredenih
jedinjenja sa dhO-om ima pozitivno dejstvo na bioloSku aktivnost. Tako je npr.

primeceno da 1,5-bis[2,3,4-trihidrokifenil)metilen] dhO ima mnogo vecu aktivnost na
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gram pozitivnu bakteriju S. epidermidis od polaznog aldehida™. Prisustvo elekton-
donorskih grupe u o-, m- ili p- polozaju heteroaromati¢nog jezgra pokazuje znacajan
uticaj na biolosku aktivnost kao 1 prisustvo kiseonika, sumpora i azota u aromaticnom
prstenu. Kod 1,5-bis(2-furanilmetilen) dihidrazida ugljene kiseline kiseonik se ponasa
kao elektron-donorska grupa i vrsi delokalizaciju elektrona kroz furanov prsten i tako
smanjuje elekronsku gustinu na hidrazonskom delu molekula. Predpostavlja se da je to
jedan od razloga za njegovu odli¢nu antibakterijsku aktivnost™®.

Antituberkulozni efekat hidrazona zapazen je odavno u lecenju jedne od najces¢ih
infektivnih bolesti, tuberkloze™?. Skoro tre¢ina svetske populacije je zaraZena sa
Mycobacterium tuberculosis-om a nove infekcije se javljaju jedna u sekundi. h-UK
pokazali su aktivnost na Mycobacterium bovis-u ¢ije dejstvo moze da se poredi sa

triacetazonom, komercijalnim lekom za tuberkulozu (Slika 2.24)'>%%'.

Slika 2. 24 Triacetazon

Strukturne studije aktivnosti triacetazona (SAR) su pokazale da je
tiosemikarbazonski deo triacetazona esencijalan za antitubekularnu aktivnost, odnosno b-
h-TUK predstavljaju dimerizovani oblik strukture triacetazona kod kojih se dva
aromati¢na prstena nalaze na krajevima. Zamenom supstituenata vezanih za aromati¢ni
prsten vrsi se promena lipofilnosti, elektronskih i prostornih karakteristika. Ispitivanjem
aktivnosti dvadesetSest dh-TUK mikrodilucionom metodom na bakteriji Mycobacterium
bovis i gljivici Candida albicans, 1,5-bis[1-(2-piridinil)propiliden] dihidrazid tiougljene
kiseline se pokazao kao najaktivnija supstanca sa vrednos¢éu MIC < 1,9 ug/mL
(triacetazon i etambutol su pokazale MIC < 3,9 1 0,75 pg/mL) na Mycobacterium bovis i
MIC < 3,25 ug/mL na Candida albicans. 1,5-Bis(2-thienilmetilen) dihidrazid tiougljene
kiseline i 1,5-bis[(4-hlorfenil)metilen] dihidrazid tiougljene kiseline su takode pokazali
dobru aktivnost na Mycobacterium bovis sa vrednostima MIC od 15,6 pg/mL*’. Na
osnovu teorijski proracunatih vrednosti za ClogP, dipolni moment i logP izvrSena je

analiza njihove antimikrobne aktivnosti. Barry i saradnici*>* su identifikovali da je kod
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supstanci koje pokazuju antimikrobnu aktivnost optimalna vrednost logP izmedu 1,3-4,1.
Nakon uporedivanja sa eksperimentalnim podacima pokazano je da supstance koje
pokazuju najbolju antimikobakterijsku aktivnost imaju vrednosti u okviru navedenog
opsega logP, odnosno da supstance koje imaju vrednost logP priblizno 4, pokazuju
najbolju aktivnost. Manji dipolni moment je takode uticao na povecanje bioloske
aktivnosti®’.

Osim mh- i dh- (T)UK literaturno je poznata i aktivnost jedanaest adh-TUK
derivata henodezoksiholne kiseline (Slika 2.25). Nakon ispitivanja zaklju¢eno je da
supstance koje na fenolnom jezgru imaju odredene supstituente (X): H, 4-OCHg, 4-F, 2-
Br pokazuju antimikrobnu aktivnost istu kao i amoksicilin na soju bakteriji B. subtilis, a
na soj bakterije S.aureus bolju od amoksicilina. Vecina testiranih jedinjenja nisu pokazale
nikakvu aktivnost na Gram-negativne bakterije E.coli i P.aeruginoza. Ispostavilo se da je
jedino aktivno jedinjenje sa fluorom kao supstituentom u p- polozaju heteroaromati¢nog
jezgra. Na osnovu rezultata je zaklju¢eno da elektron-donorske grupe imaju najveéi uticaj
na aktivnost pomenutih jedinjenja na Gram-pozitivne bakterije. Monosupstituisani
halogeni derivati pokazuju dobru aktivnost na Gram-pozitivne kao i na Gram-negativne
bakterije, a uvodenjem drugog halogenog supstituenta na heteroaromati¢cnom jezgru utice

na smanjenje antimikrobne aktivnosti®’.

Xi— X = 1)H; 2)2-OH; 3) 3-OH; 4)2,4-OH; 5)4-F;
G 6) 2-Br; 7) 2-Cl; 8) 2,4-F; 9) 4-Cl; 10) 4-NO,.

Slika 2. 25 adh-TUK derivata henodezoksiholne kiseline
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2.7.3 Antioksidativna aktivnost

Slobodni radikali predstavljaju izuzetno reaktivne hemijske vrste (molekuli, atomi
ili joni) koji mogu nastati u ljudskom organizmu cak i1 pri normalnim fizioloSkim
procesima. Svaki organizam poseduje sposobnost da svojim prirodnim mehanizmima,
koji se nalaze u ¢elijama ili se unose putem hrane do odredene mere neutraliSe produkciju
slobodnih radikala. Ukoliko organizam ne uspe da se odbrani od Stetnog delovanja
reaktivnih vrsta, dolazi do pojave tzv. oksidativnog stresa'®®. Zbog toga je optimalna
antioksidativna zaStita protiv potencijalno Stetnih hemijskih vrsta esencijalna za Zivot 1
zbog toga savremena medicina dosta paznje posvecuje pronalazenju novih
antioksidanasa, “hvatac¢a” slobodnih radikala. Hemijska nestabnilnost slobodnih radikala
potice usled teznje za sparivanjem nesparenih elektrona na poslednjem energetskom
nivou atoma. U vecini slucajeva ovaj proces je pracen narusavanjem stabilnosti drugih
molekula a ponekad i pokretanjem lan¢anih reakcija koje se ne mogu kontrolisati*®.
Najveca stetnost se ogleda u tome slobodni radikali pri napadu na ¢elijske membrane
ostecuju njihov genetski materijal S§to uzrokuje pojavu razli¢itih bolesti™®. U zavisnosti
od elementa koji ulazi u njihov sastav izvrSena je osnovna podela radikala na:

a) reaktivne kiseonicne vrste, (ROS, eng. Reactive Oxygen Species);
b) reaktivne azotne vrste (RNS, eng. Reactive Nitrogen Species);
c) reaktivne sumporne vrste (RSS, eng. Reactive Sulfur Species).

ROS ¢ine kiseoni¢ni radikali (superoksidni anjon (O;"), hidroksid radikal (HO")
hidroperoksidni radikal (HOQO"), peroksil (RO, alkoksil (RO, azot(ll)-oksid (NO),
azot(IV)-oksid (NO;") ali i neradikalska jedinjenja (vodonik-peroksid (H20z2), hipohlorna
kiselina (HOCI) kao i molekul ozona (Os) i.t.d.) koja se mogu lako konvertovati u
radikale pomocu oksiduju¢ih agenasa. S obzirom da RNS obuhvata razli¢ite vrste
jedinjenja sa razli¢itim osobinama jedini kriterijum za pripadanje ovoj grupi radikala
predstavlja to da su dobijeni od azot(ll)-oksida. Najpoznatiji RNS radikal (peroksi-nitrit,
ONOO") nastaje reakcijom ‘NO radikala sa superoksidom O, i dovodi do oksidacije,
nastanka nitrozo jedinjenja ili nitrovanja™’. RSS se vrlo lako formiraju u reakciji ROS sa
tiolima®®,

Najzastupljenija vrsta ROS-a je superoksidni radikal koji nastaje u procesu
disanja u mitohondrijma pri prenoSenju elektrona sa supstrata na kiseonik. Drugi veoma

vazni, hidroksil radikal ¢iji je nastanak u bioloskim sistemima prouzrokovan jonskim
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zratenjem koje uzrokuje raspadanje molekula vode ili fotolitickim razlaganjem
alkilhidroperoksida™®.

Dejstvo slobodnih radikala odvija se preko dva mehanizma. Ili dolazi do
interakcije dva slobodna radikala koji poseduju po jedan slobodni elektron® ili
reakcijom slobodnog radikala sa nekom drugom neradikalskom vrstom™® pri Gemu se
uvek formira novi slobodan radikal koji pokazuje toksi¢an efekat vrSec¢i oksidativnu
modifikaciju lipida, proteina i DNK.

Antioksidansi u bioloSkim sistemima sluze za neutralizaciju slobodnih radikala
tako S§to stabilizuju ravnotezu nesparenih elektrona i neutraliSu potencijalno Stetno
delovanje slobodnih radikala pri ¢emu ostaju stabilni. Njihova osnovna antiradikalska
aktivnost se ogleda u otpustanju elektrona i njihovom prelasku na radikalsku vrstu®®.
Deluju preko razli¢itih mehanizmima:

a) kao inhibitori oksidativnih reakcija u kojima ucestvuju slobodni radikali;

b) prekidanjem lancanih reakcija auto-oksidacije supstrata;

c) preko sinergije sa drugim antioksidantima;

d) kao helator metalnih jona i/ili prevode¢i redoks aktivne pro-oksidante (derivati gvozda
I bakra) u stabilne produkte;

e) kao inhibitori pro-oksidativnih enzima (npr. lipooksigenaze)**®,

Proizvod koji nastaje mora da bude stabilan i manje Stetan od radikala. Ukoliko je
u organizmu nizak nivo antioksidanata ili nizak nivo antioksidativnih enzima, stvara se
oksidativni stres koji moze ostetiti ¢elije 1 dovodi se u vezu sa starenjem, kao i mnogim
patoloSkim stanjima, poput arteroskleroze, dijabetesa i kancera'®.

Na osnovu nacina delovanja antioksidansi se primarno dele na enzimske 1
neenzimske. Najznacajniji enzimski antioksidansi su superoksid-dismutaza, glutation-
peroksidaza i katalaza. Ova grupa enzima, izmedu ostalih, katalizuje reakcije prevodenje
superoksidnog radikala preko vodonik-peroksida do vode. U neenzimske antioksidanse
ubrajaju se vitamin C, vitamin E, glutation, karotenoidi, polifenoli i drugi‘®>. U okviru
ove grupe antioksidanasa izvrSena je podela po poreklu na prirodne i sintetske. lako se
stalno namece pitanje sigurnosti sintetskih antioksidanasa po zdravlje coveka u odnosu na

prirodne, da bi se povecala njihova delotvornosti u manjim koncentracijama vrsi se

modifikacija strukture prirodnih antioksidanasa pri ¢emu se dobijaju aktivnija jedinjenja.
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Najces¢e se dodaju hrani da bi produzili njen vek trajanja, a njihov glavni fokus je
spreavanje oksidacije masnih kiselina u hrani®®,

Metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti koje se najceSce Kkoriste
zasnivaju se pretezno na kolorimetrijskim merenjima, dok se mehanizma delovanja
zasniva na kapacitetima neutralisanja razli¢itih vrsta slobodnih radikala. Vreme
odigravanja reakcije i trajanja razlikuje se od metode do metode, pri ¢emu se po potrebi
uvode modifikacije u zavisnosti od tipa i kompleksnosti uzorka za analizu
antioksidativnog potencijala.**®

U ovoj disertaciji za merenje antioksidativne aktivnosti ispitivanih jedinjenja,
kori$¢ena je metoda sposobnosti hvatanja slobodnih radikala koja je pracena u sistemu sa
DPPH radikalima. ProSirena delokalizacija je uzrok pojave intenzivno ljubicastog
obojenja rastvora usled prisustva DPPH radikala sa maksimumom apsorpcije na 517 nm.
Reakcijom prenosa reaktivnosti i prihvatanjem protona od ispitivanog antioksidansa,
DPPH radikal se redukuje do hidrazinskog derivata koji je Zute boje. Ovaj derivat usled
znacajnog smanjenja rezonancione interakcije ne apsorbuje na talasnoj duzini od 517 nm
i samim tim doprinosi smanjenju apsorpcije. Izmereno smanjenje apsorbancije na
pomenutoj talasnoj duzini je proporcionalno antioksidativnoj aktivnosti ispitivane
supstance. Kvantitativna mera antioksidativne aktivnosti kao rezultata koji proistie 1z
DPPH metode jeste "inhibitorna koncentracija" ili 1Csy vrednost. DefiniSe se kao
koncentracija supstrata koja izaziva 50 % smanjenja DPPH aktivnosti, odnosno gubitak

boje, tj. koncentracija jedinjenja koja dovodi do 50 % inhibicije'®**.

2.7.3.1 Antioksidativna aktivnost h-(T)UK

Mnogi faktori utiCu na antioksidativnu aktivnost razli¢itih vrsta sintetskih
jedinjenja. U prethodnom poglavlju pomenuto je da na antimikrobnu aktivnost utiu
elektron-donorske grupe $to je zabelezeno i kod antioksidativne aktivnosti. Nakon
ispitivanja antioksidativne aktivnosti serije supstituisanih aromati¢nih dhO pokazano se
da sve supstance koje imaju elektron-donorske grupe (p-fluoro, p-metil, p-hidroksi, o-
hidroksi i p-hloro) na heteroaromaticnom jezgru pokazuju dobru antioksidativnu
aktivnost'®. Poznato je da prisustvo amino grupe 1 hlora takode povecava antioksidativnu

aktivnost ali ne u tolikoj meri kao npr. hidroksilna i metoksi grupa'®®.
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Antioksidativna aktivnost aromati¢nih dh-TUK povezana je sa delokalizacijom
elektrona i sposobnos¢u odavanja vodonikovog atoma od DPPH radikala. Dokazano je da
prisustvo jezgra furana kao elektron donorske grupe u strukturi dh-TUK znacajno
povecava antioksidativnu aktivnost. Nasuprot toga, prisustvo elektron-akceptorskih grupa
na heteroaromati¢nom jezgru (-Cl, -NO,) uti¢e na smanjuje antioksidativne aktivnost™*.

Prisustvo piridinskog prstena takode uti¢e na antioksidativnu aktivnost, kao i
polozaj azota u piridinskom prstenu.® Zamenom 2-piridinilmetilenskog prstena
kondenzovanog za dhS sa 4-piridinilmetilenskim prstenom znatno se smanjuje

antioksidativna aktivnost'®’

. Ispitivanjem antioksidativne aktivnost kompleksa bakra,
kobalta i nikla sa h-TUK ligandima, rezultati ukazuju da jedino kompleks kobalta
pokazuje boju aktivnost od liganda koja je veoma blizu antioksidativne aktivnosti

Vitamina C%.

2.7.4 Antikancer aktivnost

Kancer predstavlja oboljenje somatske ¢elije koja se razvija usled akumulacije
genskih mutacija sa posledicom funkcionalne nestabilnosti obolele ¢elije u odnosu na
zdrave Celije tkiva u Ciji sastav ulazi. Postoji visSe od 100 razli¢itih tipova malignih
tumora, koji mogu da se jave u okviru odredenih organa®. Da bi se razvijali novi
primenljivi antikancer lekovi neophodno je razumevanje sloZzenth mehanizama procesa

karcinogenoze i Celijske smrti'®®,

2.7.4.1 Odredivanje tipova ¢elijske smrti

Na osnovu preporuke Komiteta za nomenklaturu tipova celijske smrti (NCCD,
eng. Nomeclature Committiee on Cell Death,), ¢elijska smrt se u na¢elu moze podeliti u
dva osnovna uzajamno iskljuciva tipa: akcidentalna (ACD, eng. Accidental Cell Death,) i
kontrolisana ¢elijska smrt (RCD, eng. Regulated Cell Death). ACD nastaje usled teskog
oSteCenja integriteta Celije prouzrokovanog fizickim, hemijskim ili mehani¢kim
stimulansima, dok se RCD odvija pod kontrolom geneticki kodiranih molekularnih

mehanizama'®®

. Dok su pocetak i evolucija ACD potpuno nepredvidivi, RCD moze do
nekog stepena biti modulisana, 1 to ne samo inhibicijom prenoSenja signala koji vode
okoncanju procesa, ve¢ i povecanjem kapaciteta Celije za adaptivni odgovor na stres.

Obzirom da je RCD neophodan dogadaj u cilju ouvanja zdravlja organizma, ona se U
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kontekstu odrzavanja tkivne homeostaze i imunog odgovora definiSe i kao programirana
¢elijska smrt (PCD, eng. Programmed Cell Death).

Svaki od tipova celijske smrti (anoikis, autofagija, apoptoza, komifikacija,
entozis, mitoti¢na katastrofa, nekroptozis, netozis, partanozis 1 piroptozis) se karakterise
odredenim morfoloskim karakteristikama, te su svojevremeno specificne izmene u
strukturi ¢elijskih organela kori§éene kao osnovni metod za utvrdivanje forme smrti'®®.
Ispostavilo se medutim, da se iza naizgled slicnih morfoloskih promena kriju
funkcionalne, biohemijske i imunoloske heterogenosti visokog stepena. Iz tih razloga
biohemijske metode za utvrdivanje tipova celijske smrti imaju brojne prednosti nad
morfoloskim, jer osim §to pruzaju mogucnost kvantitativne analize, nose 1 znatno manji
rizik od nastanka greSke usled subjektivne procene.

Na osnovu literaturnih podataka, antitumorski potencijal novosintetisanih
terapeutika najCeS¢e se procenjuje testirajuc¢i njihovu sposobnost da inhibiraju
proliferaciju malignih delija u tretiranim uzorcima. Ovakva vrsta analiza vr$i se
kolorimetrijskim metodama koje su jeftine 1 jednostavneza izvodenje. Veliki nedostatak
ovih metoda odnosi se na Cinjenicu da je dobijeni rezultat relativna procena broja
viabilnih ¢elija u tretiranim uzorcima u odnosu na netretiranu kontrolu ¢ije se celije
neometano dele geometrijskom progresijom. Stoga, parametri kao Sto su duzina trajanja
mitostkog ciklusa koja je razliCita za svaku od ¢elijskih kultura, kao 1 duZina inkubacije,
mogu da imaju znacajan uticaj na dobijeni rezultat. Istovremeno, ovakvi eseji ne daju
informaciju S§ta je moglo da bude uzrok smanjenja veli¢ine populacije zivih Celija:
¢elijska smrt (apoptoza, nekroza, autofagija i dr.) ili zaustavljanje/usporavanje deobe
¢elija (mitotski blok, ,,senescence®). Iz ovih razloga, biohemijske metode kojima se
dobija jasan uvid u posledice tretiranja ¢elija jesu bolji izbor za utvrdivanje aktivnosti
testiranog jedinjenja.

Za ispitivanje uticaja ispitivanih jedinjenja na maligne celije Koriste se
biohemijske medode kao §to je dvokolorno bojenje Aneksin-om V (Annexin V) i
propidijum jodidom (PI). Aneksin V je po strukturi fosfolipid koji se sa visokim
afinitetom vezuje za fosfatidil-serin. Fosfatidil-serin se u vitalnim c¢elijama nalazi na
unutraS$njoj strani membrane, ali se sa ulaskom celije u apoptozu on relocira na njenu
spoljaSnju stranu 1 datu ¢eliju ¢ini ,,vidljivom* za makrofage. Ovakav sled dogadaja

omogucava da se ¢elija koja je donela ,,samoubilacku‘ odluku i usla u proces apoptotzne
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smrti u tkivu Zivog organizma eliminiSe od strane imunog sistema bez izazivanja
posledica po okolne ¢elije. Sa druge strane, PI markira ¢elije sa oSte¢enim funkcionalnim
integritetom c¢elijske membrane, odnosno celije koje su u procesu nekroti¢ne smrti. Za
razliku od apoptoze koja spada u RCD, nekroza je ACD i za posledicu ima oslobadanje
sopstvenog intracelularnog sadrzaja u neposrednu okolinu sa posledicnim aktiviranjem
zapaljenskog imunog odgovora i dodatno ostecenje tkiva.

Pri ovakvim ispitivanujima osim ¢elija koje su obojene samo Aneksinom V ili PI
(single-stained cells), u analiziranim uzorcima mogu se naci i Celije obojene sa obadva
markera. Ove Celije nalaze se u uznapredovalim fazama smrti, bilo apoptoze ili nekrotze,

i nije ih moguée razlikovati u kojem su od ova dva procesa’".

2.7.4.2 Odredivanja faza Celijskog ciklusa

Celijski ciklus u ¢elijama sisara je visoko organizovan i kontrolisan proces kojim
se omogucava dupliranje genetickog materijala i potonja deoba majke ¢elije na dve ¢erke
¢elije. Kontrola ovog procesa ukljucuje regulaciju signala rasta celije kao 1 oCuvanje
genetickog integriteta radi sprecavanja nastanka oSteCenja genetskog materijala u
¢erkama éelijama171. Celija tokom deobe prolazi kroz &etiri faze Celijskog ciklusa:
GO0/G1, S, G2 i M. Svaka od ovih faza je kontrolisana od strane kompleksa ciklinskih
proteina i ciklin-zavisnih kinaza. Kulture malignih Ccelija spadaju u takozvane
imortalizovane modele, odnosno populacije sa gotovo neograni¢enom sposobnoséu za
deobu. Analizom netretiranog uzorka ocitava se odredeni procenat zastupljenosti ¢elija u
svakoj od navedenih faza mitotskog ciklusa, obzirom da se u svakom trenutku deo cCelija
analizirane populacije nalazi u procesu deobe. Pri tome, najvise Celija se po pravilu nalazi
u fazi mirovanja ili neposredno pred ulazak u deobu (G0/G1 faza), manji procenat njih ¢e
se zate¢i u G2 1 M fazama (G2/M faza), a najmanje njih ¢e u zadatom trenutku biti u
procesu duplikacije genetickog materijala (S faza). Nakon izlaganja ¢elija ispitivanom
hemijskiom jedinjenju odnos procentualne zastupljenosti ¢elija po fazama celijske deobe
u odnosu na netretiranu kontrolu se menja, u zavisnosti od njegovog mehanizma
delovanja. Na osnovu toga moze se dobiti informacija da li ispitivano jedinjenje
usporava/prekida ¢elijsku deobu na nivou nekog od ,kontrolnih punktova® (mitotic
checkpoint) ¢elijske deobe, sprecava ulazak ¢elija u deobu, ometa dupliranje geneti¢kog

materijala, ili pak sprecava razdvajanje dupliranih hromozoma i podelu citoplazme i
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organela na dve ¢erke ¢elije. Ovako dobijeni podaci, iako nikada dovoljno precizni, daju
prvi uvid u mehanizam delovanja ispitivanog jedinjenja, i jesu dobra polazna osnova za
procenu u kojem pravcu bi trebalo organizovati dalja istrazivanja. Metodoloski, za
odredivanje zastupljenosti ¢elija po fazama deobe koristi se jednokolorno bojenje sa PI.
Obzirom da je PI vitalna boja, tj. da ga zive ¢elije sa funkionalno neoste¢enom c¢elijskom
membranom ,,izbacuju®, pre bojenja je neophodno fiksirati ih. Na taj nacin se omogucéava
da PI oboji celu ¢elijsku populaciju, pri cemu se one procesom fiksacije zadrzavaju u

onoj fazi ciklusa u kojoj su zatecene u trenutku nanosenja fiksativa.

2.7.4.3 Utvrdivanje uloge kaspaza u apoptozi izazvanoj ispitivanim jedinjenjima
Kaspaze su familija endoproteaza ¢ija je uloga da u ¢€eliji odrzavaju funkcionalnu
uskladenost (homeostazu) regulacijom procesa RCD i inﬂamacijem. Kaspaze 2, 3, 6, 7,
8, 1 9 su ukljuc¢ene u kontrolu procesa apoptozne smrti, i obzirom na ulogu koju imaju
dele se na one koje ucestvuju u njenoj inicijaciji (kaspaze 2, 8 1 9), i na one koje prenose
signal od kaspaza inicijatora do ¢elijskih struktura koje imaju presudnu ulogu u procesu
¢elijske smrti (kaspase 3, 6 1 7). U ¢eliji se sintetiSu kao neaktivni monomerni molekuli
kojima je za aktivaciju neophodno povezivanje (dimerizacija) sa jo$ jednim identi¢nim
molekulom (homodimerizacija) i potonjim odstranjivanjem dela njihovog proteinskog
lanca ¢ime se oslobada aktivno mesto za interakciju sa substratom. Zavisno od nacina
inicijacije apoptoznog procesa, razlikuju se dve osnovne putanje prenoSenja apoptoznih
signala: spoljasnja (EAP, eng. Extrinsic Apoptotic Pathway) i unutra$nja (IAP, eng.
Intrinsic Apoptotic Pathway). EAP inicira se vezivanjem liganda za odgovarajuce
receptore na spoljas$njoj strani ¢elijske membrane, $to ima za posledicu dimerizaciju 1
aktivaciju kaspaze 8. IAP, koja se jo$ 1 naziva mitohondrijalna, pokre¢e se usled
oslobadanja citohroma c¢ iz mitohondrija posredstvom razli€itih ¢elijskih signala stresa,
pri ¢emu aktivacija kaspaze 9 ima inicijalnu ulogu u procesu apoptozne smrti. Ova dva
puta nisu medusobno izolovana i Cesto dolazi do njihove uzajamne aktivacije. Osim
kaspaza-zavisne postoji i kaspaza-nezavisna apoptoza koja za okidaCe procesa moze
imati razli¢ite unutarcelijske molekule pri ¢emu izostaje aktivacija bilo kog od poznatih
kaspaznih puteva'’®. Kaspaza-nezavisna apoptoza je jo§ uvek nedovoljno proudena i

njena kontrola je u fokusu aktuelnih nauc¢nih interesa.
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Uloga kaspaza u apoptozi moze biti ispitivana razli¢itim metodama. Ovde su
prikazane medote koriS¢ene tokom izrade ove disertacije. Prvo je odredivano da li je
apoptoza nastala usled tretmana celija ispitivanim jedinjenjima bila zavisna od aktivacije
kaspaza ili ne. U ovu svrhu ¢elije su istovremeno inkubirane sa ispitivanim jedinjenjem i
inhibitorom kaspaza Sirokog spektra, te je nakon zavrSetka perioda inkubacije u ovim
uzorcima metodom Aneksin V/PI dvokolornog bojenja definisani procenti celija u
apoptozi i nekrozi. Kao pozitivna kontrola koriS¢eni su uzorci Celija koji su istovremeno
tretirani samo ispitivanim jedinjenjem dodatog u identi¢noj koncentraciji kao u
eksperimentalnom uzorku, sa identicnom duzinom inkubacije na tretiranim celijama,
takode analizirane Aneksin V/PI metodom. Razlika u procentima nekroti¢nih i
apoptoti¢nih ¢éelija izmedu ova dva uzorka ukazuje do koje mere je aktivacija kaspaza
bitna za neometano sprovodenje procesa apoptoze uslovljene ispitivanim jedinjenjem.
Drugi primenjeni metod obezbedio je neposredan uvid u procenat celija koje su se
odlikovale aktiviranim formama kaspaza 8 1 9, kao i procentom ¢elija u kojima su bile
pristune aktivne forme obe ove kaspaze. Na ovaj nacin bilo je moguce utvrditi koji je od
dva kaspazna puta (unutraSnji ili spoljaSnji) dominantno aktiviran ispitivanim

jedinjenjem, kao i da li je postojala njihova uzajamna aktivacija.

2.7.4.4 Kvantitativno odredivanje superoksidnih radikala u mitohondrijama
Mitohondrije su jedan od klju¢nih izvora inreacelularnih kiseoni¢nih radikala
(ROS)'™. U fiziologkim uslovima, u mitohondrijama se tokom procesa oksidativne
fosforilacije generiSu superoksidni radikali (O¢) na nivou respiratornih kompleksa I 1 II,
koji potom manjim delom zavrSavaju u mitohondrijalnom matriksu a veé¢im delom u
mitohondrijalnom medumembranskom prostoru. 1z mitohondrijalnog medumembranskog
prostora Oe dalje mogu biti oslobodeni u citoplazmu éelijem. Zastita celije od nastalih
ROS zasniva se na aktivnosti antioksidativnih enzima koji su u razli¢itim formama
zastupljeni u razli¢itim delovima c¢elije. Najvazniju ulogu u konverziji O imaju
bakar/cink-zavisna superoksid dismutaza (Cu/Zn-SOD, SOD1) i mangan-zavisna
superoksid dismutaza (Mn-SOD, SOD2)*’. SOD1 nalazi se u citoplazmi i
mitohondrijalnom medumembranskom prostoru, dok je SOD2 zastupljena iskljucivo u
mitohondrijalnom matriksu. Obe izoforme kataliSu konverziju O« u vodonik peroksid koji

se, aktivnoS¢u drugih enzima, dalje konvertuje do za celiju bezopasnih molekula.
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Odredivanje nastanka mitohondrijanih Oe wusled tretmana celija sa ispitivanim
jedinjenjima moze se vrSiti MitoSOX fluorescentnom bojom, c¢ija je osobina da
specificno detektuje samo Oe nastale u mitohondrijama. Analizom rezultata utvrduje se

procenat MitoSOX pozitivnih ¢elija u tretiranim uzorcima.

2.7.4.5 Utvrdivanje sposobnosti ispitivanih jedinjenja da stimuliSu diferencijaciju
mati¢nih Celija kancera

Matiéne ¢elije kancera (CSCs, eng. Cancer Stem Cells), su mala subpopulacija
unutar tumorskog tkiva koje se odlikuju osobinama znatno drugacdijim od ostatka
tumorske mase. U ove osobine ubrajaju se izrazito visok tumorogeni potencijal, pove¢an
migratorni kapacitet, mogucénost opstanka i deobe i u odsustvu meducelijskih kontakata,
visoka sposobnost za razvoj rezistencije na primenjene terapeutske tretmana itd*’®. Stoga
je ova subpopulacija ¢elija najodgovornija za ponovnu pojavu objektivnih manifestacija
maligne bolesti (klinicki relaps) i godinama nakon naizgled uspesno okoncane terapije, a
njihova eliminacija uslov za kona¢nu eradikaciju maligne bolesti.

Markiranje CSCs mogucée je zahvaljuju¢i tome S$to iste na svojoj povrSini
poseduju receptore koji se ne mogu naci na preostalim celijama karcinoma®”®. Mati¢ne
¢elije adenokarcinoma pankreasa odlikuju se ekspresijom CD44 povrSinskog receptora.
Po svojoj strukturi, CD44 je transmembranski glikoprotein sa ulogom receptora za
razli¢ite komponente ekstracelularnog matriksa kao §to su hialuronska kiselina, kolagen,
osteoponin, integrin, fibronektin, laminin, matriks metaloproteinaze itd*®. Jedna od
njegovih znacajnih uloga podrazumeva posredovanje u interakcijama izmedu celija 1
imedu celija sa meducelijskim matriksom, kao 1 stimulacija migracije karcinomskih ¢elija
sa formiranjem metastatskih ognjista. Osim nabrojanog, aktivacija CD44 vezivanjem
liganada podsti¢e prezivljavanje kancer stem celija i razvoj rezistencije na hemio i
radioterapiju’®. U procesu diferencijacije mati¢nih ¢elija kancera dolazi do smanjenja
broja CD44 receptoralgg, Sto je iskoriS¢eno kao osnovni parametar za procenu
sposobnosti ispitivanih jedinjenja da pokrenu ,,reprogramiranje fenotipa AsPC-1 ¢elija.
Za razliku od eksperimenta gde je ispitivana sposobnost jedinjenja da izazovu Celijsku
smrt, njihova aktivnost u pravcu diferencijacije testirana je tokom duzeg perioda
inkubacije (3 dana), dodatih na ¢elije u dvema niskim koncentracijama za koje je

predhodno potvrdeno da ne izazivaju ¢elijsku smrt tokom prvih 24 sata. Analizirani su
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procenti CD44 pozitivnih ¢elija u tretiranim uzorcima u odnosu na netretiranu kontrolu,
kao i srednji intenzitet CD44-FITC fluorescencije (MFI, eng. Median Fuorescence
Intensity) pozitivne subpopulacije koja je proporcionalna srednjoj gustini CD44 receptora

po ¢eliji.

2.7.4.6 Ispitivanje aktivnosti jedinjenja na 3D modelu

lako se dvodimenzionalne (2D, monolejer) ¢elijske kulture i dalje koriste kao
standardni model za proucavanje unutarcelijskih mehanizama uslovljenih tretmanom
¢elija sa ispitivanim jedinjenjem, njihov veoma bitan nedostatak uslovljen je neprirodnom
organizacijom c¢elija koja po svemu odudara od organizacije unutar tumorskog tkiva.
Postoji veliki broj dokaza da su Celije organizovane u trodimenzione (3D) modele po
morfoloSkim 1 fizioloSskim parametrima znatno sli¢nije ¢elijama mati¢nog tumora u
poredenju sa istim ¢éelijama odrzavanim u 2D kulturi*®. Stoga, 3D kulture predstavljaju
odlicnu in vitro zamenu za ispitivanje na zivotinjama u pogledu brzine celijske
proliferacije, Celijske diferencijacije, ekspresije gena i1 proteina i odgovora celija na
ispitivani tretman. Tokom ispitivanja u okviru ove disertacije, 3D kulture su tretirane
osam dana u kontinuitetu. Sposobnost ispitivanih jedinjenja da uspore ili zaustave rast 3D
tumora testirana je u tri koncentracije. Promene u veli€ini tretiranih i netretiranih tumora
pracene su na Celigo citometru (eng. Celigo imaging cytometer). Rezultati su
predstavljeni kroz indeks rasta 3D kultura izracunat za odredene dane tretmana u odnosu

na njihovu veli¢inu izmerenu neposredno pre dodavanja ispitivanog jedinjenja.

2.7.4.7 Osnovni principi analize ¢elija metodom protocnog citometra

Najveci broj analiza koje ukljucuju testiranje aktivnosti ispitivanih jedinjenja na
bioloskom modelu malignih Celija raden je na protoénom citometru®’. Princip rada
proto¢nog citometra zasniva se na propusStanju snopa laserskog zraka kroz pojedinacnu
¢eliju koja je prethodno obelezena fluorescentnim markerom. Fluorescentni marker
omogucava detektovanje odredenog dogadaja, bilo tako $to je vezan za antitelo koje
specifi¢no reaguje sa proteinom od interesa, ili se pak fluorescenca markera ,,aktivira®
nakon §to njegov ,,nosa¢* pretrpi strukturne promene u interakciji sa molekulom ¢ija se
aktivnost detektuje. Kada celija dode u kontakt sa ulaznim snopom laserskog zraka

,udari“ o ¢eliju dolazi do ekscitacije fluorescentnog markera koji ¢e posledi¢no emitovati
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foton odredene talasne duzine. Softverskom analizom emitovanih fotona dobija se puna
informacija o parametru od interesa na nivou jedne Celije, odnosno na nivou populacije

¢elija.

2.7.4.8 Antikancer aktivnost h-(T)UK

Antitikancer aktivnost h-(T)UK je isitivana samo u nekoliko radova, ali bez
studije o potencijalnim mehanizmima aktivnosti. °®°"*¥81% Nakon ispitivanja kompleksa
Cd(1) i Zn(I1) liganada 1,5-bis[1-(2-piridinill)etiliden] dihidrazida tiougljene Kiseline i
bis[1-(3-piridinil)etiliden] dihidrazida tiougljene kiseline na liniji tumora jajnika
A2780cisR, koja je rezistentna na cis-DDP (eng. cis-diamminedichloroplatinum(il)),
rezultati su pokazali da su oba kompleksa kadmijuma u stanju da prevazidju otpor na koji
nailazi cis-DDP pri delovanju na ovu ¢elijsku liniju. Ovi kompleksi su predlozeni kao
polazna tacka za ispitivanja metal tiohidrazonskih kompleksa u terapiji kancer ¢elijskih

linija koje su rezistentne na cis-DDP***,

2.7.5 Humani serum albumin

Humani serum albumin predstavlja jednolancani protein sastavljen od 585
aminokiselina, koji se se sintetiSe u jetri 1 u svom sastavu ne sadrzo lipide ni
ugljenehidrate'®. Najve¢i deo HSA se razgraduje u misi¢ima i bubrezima. Aktivne
supstance i lekovi u krvi se vezuju za proteine plazme, a u stanju bolesti dolazi do
promene vezivanja lekova za HSA. U cilju odredivanja terapije neophodno je dobro
poznavanje interakcija koje se javljaju izmedu aktivnih komponenti i ovog proteina.
Primenom RSA dokazano je da se HSA moze podeliti u tri homologna domena (I, II 1 I1I)
a svaki od njih ima i subdomene A i B, koji se sastoje od po Sest i Cetiri o heliksa.
Aminokiselinska sekvenca sadrzi sedamnaest disulfidnih mostova, jedan slobodan tiol
(Cys 34) i jedan triptofan (Trp 214). Glavna vezivna mesta za mnoge aromati¢ne i
heterociklicne ligande su uglavnom locirana u okviru dva hidrofobna dzepa u
subdomenima 1A i 1IA™® (Slika 2.26). Novije studije ukazuju da HSA ima i treée

relevantno vezivno mjesto, a to je subdomen 1B’
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Slika 2. 26 Humani serum albumin®®®

Zbog izrazenog kapacitet za vezivanje razliCitih liganada, predstavlja vazan
regulator farmakokinetickih osobina lekova. Masne kiseline su i1 primarni fizioloski
ligandi albumina, pri ¢emu je identifikovano devet vezivnih mjesta za masne kiseline sa
razli¢itim afinitetima™. Sposobnost akumulacije HSA u ¢vrstim tumorima podstice
povecanje broja ispitivanja vezivanja za ovaj protein protein u cilju razvoja novih lekova
na bazi albumina koji bi obezbedili oslobadanje lekova na mapiranom tumoru®®.
Mehanizam vezivanja aktivnih  komponente za HSA se ispituje UV-Vis
spekrofotometrijski, dok se vise detalja o vezivanju obezbeduje koris¢enjem
spektrofluorimetrije. Ispitivanje vezivanja razli¢itih liganada za HSA upotrebom
fluorescente spektroskopije omoguéeno je prisustvom Trp-214 ostatka u strukturi, koje
daje ovom proteinu intezivnu fluorescenciju '*. Kada HSA interaguje sa odredenim
jedinjenjem ?**, dolazi do konformacionih promena, asocijacije, ili vezivanja jedinjenja za

Ly . . . .. 202
protein §to dovodi do promena intenziteta fluorescencije 02,
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

U cilju proucavanja strukture i svojstava N-heteroaromati¢nih mh-(T)UK i dh-
(T)UK sintetisan je vec¢i broj do sada nepoznatih jedinjenja koja su upotpunjena sintezom
poznatih jedinjenja. Ispitivana jedinjenja se medusobno razlikuju prema:

a) polozaju iminske grupe u odnosu na piridinski i hinolinski atom azota;
b) tipu supstituenata vezanih na iminskoj grupi;
c) prisustvu atoma kiseonika, odnosno sumpora.

Na osnovu razlike u broju aromati¢nih prstenova u svojoj strukturi i u zavisnosti
od toga da li se oni nalaze sa jedne ili obe strane dhO odnosno dhS izvrSena je podela
sintetisanih jedinjenja u dve grupe:

a) monohidrazoni dihidrazida (tio)ugljene kiseline, mh-(T)UK
b) dihidrazoni dihidrazida (tio)ugljene kiseline, dh-(T)UK

3.1. Sinteza mh-(T)UK i dh-(T)UK
3.1.1. Opsta procedura dobijanja

mh-(T)UK se dobijaju reakcijom kondenzacije dhO ili dhS i odgovarajuceg
aldehida ili ketona (Slika 3.1 a).

mh-UK koji u svom sastavu sadrze 2-hidroksifenil i piridinil supstituent na imino
atomu ugljenika (MhUKay, MhUK@gpye, MhUK@gpye, MhUK@pye, MhUKpya),
MhUK @gpyay | MUK 2pya) Sa izuzetkom mhUK2pp) dobijeni su reakcijom kondenzacije
dhO (1 mmol) i1 odgovarajuc¢eg karbonilnog jedinjenja (0,5 mmol) u vodi (10 ml) kao
rastvaracu na sobnoj temperaturi uz dodatak jedne kapi hlorovodoni¢ne kiseline kao
katalizatora. Nakon meSanja reakcione smeSe u toku 2 h dobijeni talog je odvojen od
rastvora filtriranjem, ispran etanolom i dietiletrom. U cilju dobijanja ¢istog proizvoda
izvrSena je 1 viSestruka rekristalizacija iz odgovaraju¢eg rastvarata do postizanja
konstantne tacke topljenja.

MhUK@gq), MhUK (24, MhUKgor2qe), MhUKeppy 1 svi mh-TUK su dobijeni
sintezom pri istom koli¢inskom odnosu, ali pri drugacijim rekacionim uslovima. U balon
opremljen povratnim hladnjakom sipa se 40 ml etanola i u njemu rastvori dhO(S) (1
mmol) na poviSenoj temperaturi, a zatim doda odgovarajuci aldehid ili keton (0,5 mmol).

Smesa se zagreva 3 h uz refluks u vodenom kupatilu. Nakon zagrevanja, smeSa se ohladi
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do sobne temperature, a nastali talog filtrira i ispere sa nekoliko kapi etanola i dietil-etra.

Prekristalizacija se vrsi iz iz odgovarajuéih rastvaraca.

R N I
ili
H H EtOH, refluks R, H
1 mmol HCl mh-(T)UK
dhO ili dhS
" R Ko
. H X H \[( X
IL )L IL 2,1 n?mol R N )J\ N R, + 2H,0
T N S T TN Ny NN 1 ’
; | | refluks | |
: H H EtOH R, H H R,
E 1 mmol HCl1
; dhO ili dhS dh-(T)UK
L
X=0 X=5 X=0 X=S
R R, mh-UK mh-TUK dh-UK dh-TUK
2-Hidroksifenil H mhu K(Sa|) mhTU K(sa|) thK(saI) dhTU K(5a|)
2-Piridinil H mhU K(Zpyc) mhTU K(Zpyc) thK(Zpyc) thUK(gpyC)
3-Piridinil H mhU K(gpyc) mhTU K(gpyc) thK(3pyc) thUK(gpyC)
4-Piridinil H mhU K(4pyc) mhTU K(4pyc) thK(4pyc) thUK(4pyc)
2-Piridinil Me mhU K(Zpya) mhTU K(Zpya) thK(Zpya) dhTU K(gpya)
3-Piridinil Me mhU K(gpya) mhTU K(gpya) thK(gpya) dhTU K(gpya)
4-Piridinil Me mhU K(4—pya) mhTU K(4pya) thK(4pya) dhTU K(4pya)
2-Piridinil Ph mhU K(Zpyb) mhTU K(Zpyb) thK(Zpyb) dhTU K(gpyb)
8-Hinolil H mhuU K(gqc) mhTU K(gqc) thK(gqc) dhTU K(gqc)
2-Hinolil H mhuU K(ch) mhTU K(ch) thK(ch) dhTU K(gqc)
8-hidrksi-2-Hinolil H thK(BOHZqC) mhTU K(gonqc) thK(gonqc) dhTUK (80H2qc)

dh-dihidrazon; mh-monohidrzon; UK-ugljena kiselina; TUK-tiougljena kiselina; ba-benzaldehid;
af-acetofenon; py-piridin; a-acetil; c-karboksaldehid; b-benzoil; g- hinolin; Me-metil; Ph-fenil.

Slika 3. 1 Opsta procedura dobijanja mh- i dh- (T)UK

dh-(T)UK se dobijaju kondenzacijom 1 mmol dhO ili dhS i odgovarajuceg

aldehida ili ketona (2,1 mmol) u prisustvu hlorovodonic¢ne kiseline kao katalizatora (Slika

3.1 b). Nakon refluktovanja etanolne (40 ml ) smeSe polaznih supstanci u trajanju od 3 h,
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nakon hladenja dobijeni istalozeni proizvod se filtrira i prekristaliSe do stalne tacke

topljenja iz odgovarajuceg rastvaraca.

3.2. Karakterizacija sintetisanih jedinjenja

Sva jedinjenja koris¢ena u sintezi jedinjenja (mh-(T)UK i dh-(T)UK) bila su
Cistoée p.a. (Acros Organics, Sigma-Aldrich, Fluka). Struktura sintetisanih jedinjenja
potvrdena je odredivanjem temperature topljenja FT-IR, 'H NMR, ®C NMR
spektroskopijom i rendgenskom strukturnom analizom u slucaju supstanci kod koji je bilo
mogucée dobiti kvalitetne kristale za RSA. Sastav svih jedinjenja je odreden
elementalnom analizom. Temperature topljenja su odredene na Stuart SMP30 aparatu. C,
H, N analize radene su klasi¢cnim mikroanalitickim metodama na Elemental Vario EL III
mikroanalizeru. Infracrveni spektri jedinjenja snimani su na instrument Bomem MB 100
spektrofotometru u oblasti 4000-600 cm™* u formi KBr tableta. Apsorpcioni spekiri
jedinjenja su snimljeni na spektrofotometru Shimadzu 1700 u rastvaracima
spektroskopske cisto¢e (Fluka) pri fiksnoj koncentraciji od 10° M. 'H NMR, *C NMR
spektri kao i 2D spektri jedinjenja (COSY, NOESY, *H-"*C HSQC, *H-**C HMBC i za
neke supstance *H-">N HSQC, *H-"N HMBC) snimani su u DMSO-d6é na aparatima
Varian Gemini 200 ili Bruker AVANCE na 500/125 MHz. Vrednosti hemijskih
pomeranja, d, su izrazene u ppm jedinicama u odnosu na tetrametilsilan (TMS) kao
unutradnji standard za *H i *3C ili u odnosu na ureu (77,0 ppm) za snimanje N
NMR spektara. Konstante kuplovanja (J) odredene u sluc¢aju novosintetisanih supstanci
izrazene su u Hz. Pri pripisivanju multipliciteta signala koriS¢ene su sledece skracenice: s
- singlet; d - dublet; t — triplet; dd — dublet dubleta; ddd — dublet dubleta dubleta; td —
triplet dubleta, m —multiplet, ss — Siroki singlet, Spm — $iroki preklopljeni multiplet.

Od cetrdesetcetiri sintetisanih jedinjenja, dvadesetpet jedinjenja je poznato u
literaturi dok je sintetisano devetnaest novih jedinjenja. U slucaju supstanci €ije su sinteze
prethodno objavljene cCisto¢a je potvrdena elementalnom analizom i odredivanjem
temperature topljena. Za supstance ¢ija je karakterizacija bila nepotpuna, a bila je
neohodna za tumacenje rezultata karakterizacija je uradena u potpunosi, kao i1 za sva nova

jedinjenja.
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[(2-hidroksiifenil)metilen] dihidrazid ugljene kiseline (thK(Sa|,)52. Bela supstanca
prekristalisana iz metanola. Prinos: 66 %. t.t. 180-181 °C (lit. t.t. -). Elementalna analiza:
Izracunato za CgHgN4O, (Mw = 245,24 g molfl): C, 49,74; H, 4,70; N, 29,00 %; Nadeno:
C, 49,68; H, 4,66; N, 28,93 %. IR (KBr, cm ™) Vimax: 3353 (OH), 3282 (NH,), 3096 (NH),
1680 (C=0), 1640 (C=N). *H NMR (500 MHz, DMSO-dg, & (ppm)): 4,16 (s, 2H, H2—
N4), 6,79-6,89 (m, 2H, H-C5, H-C3), 7,18 (td, 1H, H-C4, *J,5= 7,7 Hz, *J46 = 1,4 Hz),
7,64 (s, 1H, H-C6), 7,92 (s, 1H, H-N3), 8,22 (s, 1H, H-C7), 10,08-10,73 (spm, 2H, OH,
H-N2). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 116,09 (C3), 119,22 (C5), 120,06
(C2), 127,86 (C6), 130,23 (C4), 140,22 (C7), 156,24 (C1), 157,92 (C8),

Literaturni podaci: *"H NMR (300 MHz, DMSO-ds, d (ppm): 4,12 (2H, H2-N4), 6,81
(1H, H-C5), 6,84 (1H, H-C3), 7,18 (1H, H-C4), 7,66 (1H, H-C6), 7,90 (1H, H-N3),
8,20 (1H, H-C7), 10,40 (2H, OH, H-N2). *C NMR (90 MHz, DMSO-ds, J (ppm):
116,48 (C3), 119,62 (C5), 120,49 (C2), 128,12 (C6), 130,61 (C4), 140,05 (C7), 156,60
(C1), 157,30 (C8).

(2-piridinilmetilen)  dihidrazid ugljene kiseline (mhUKg,). Bela supstanca
prekristalisana iz metanola. Prinos: 67 %. tt. 173-174 °C. Elementalna analiza:
Izracunato za C;HgNsO (Mw = 179,18 ¢ mol'l): C, 46,92; H, 5,06; N, 39,09 %; Nadeno:
C, 46,88; H, 5,01; N, 39,11 %. IR (KBr, cm™) Vmax: 3313 (NH,), 3208 (NH), 1678 (C=0),
1635 (C=N). 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg, 6 (ppm)): 4,11 (s, 2H, H2-N5), 7,31 (ddd,
1H, H-C5, 35,4 = 7,5 Hz, 3356 = 4,9 Hz, “Js3= 1,1 Hz), 7,78 (td, 1H, H-C4, *J,;5 = 7,5
Hz, “Js6 = 1,5 Hz), 7,89 (s, 1H, H-C7), 8,10-8,28 (spm, 2H, H-C3, H-N4), 8,51 (ddd,
1H, H-C6, Js5 = 4,9 Hz, *Js4 = 1,5 Hz, °Js3 = 0,9 Hz,), 10,64 (s, 1H, H-N3). *C NMR
(126 MHz, DMSO-ds, 6 (ppm)): 119,85 (C3), 123,54 (C5), 136,53 (C4), 140,59 (C7),
149,09 (C6), 153,77 (C2), 156,85 (C8), °N NMR (2D HMBC, § (ppm)): 51,10 (N5),
99,70 (N4), 153,60 (N3), 312,20 (N1), 326,00 (N2).

(3-piridinilmetilen)  dihidrazid ugljene kiseline (mhUKg,). Bela supstanca
prekristalisana iz etanola. Prinos: 60 %. t.t. 166-167 °C. Elementalna analiza: Izradunato
za C7HoNsO (Mw = 179,18 g mol™): C, 46,92; H, 5,06; N, 39,09 %; Nadeno: C, 46,76; H,
5,11; N, 38,96 %. IR (KBr, cm™) vina: 3308s (NH,), 3211s (NH), 1675vs (C=0), 1638m
(C=N). *H NMR (500 MHz, DMSO-dg, § (ppm)): 4,09 (s, 2H, H-N5 ), 7,39 (dd, 1H, H-
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C5, 3354 = 7,95 Hz, 3Js6 = 4,75 Hz), 7,87 (s, 1H, H-C7), 8,063-8,319 (br,m,ovlp,, 2H, H-
C4,H-N4, 3,5 =7,95 Hz), 8,51 (dd, 1H, H-C6, 3Js5 = 4,75), 8,86 (d, 1H, H-C2), 10,56
(s, 1H, H-N3). 3C NMR (126 MHz, DMSO-dg, § (ppm)): 123,67 (C5), 130,67 (C3),
133,25 (C4), 137,00 (C7), 148,28 (C2), 149,64 (C6), 156,95 (C8).

(4-piridinilmetilen) dihidrazid ugljene kiseline (MhUK @pye)>. Beli kristali dobijeni nakon
prekristalizacije iz etanola i okarakterisani RSA-om. Prinos: 57 %. t.t. 189-190 °C (lit.t.t.
207-209 °C). Elementalna analiza: Izratunato za C;HgNsO (Mw = 179,18 g mol™): C,
46,92; H, 5,06; N, 39,09 %; Nadeno: C, 46,88; H, 5,04; N, 39,02 %. IR (KBr, cm'l) Vimax.
3314s (NHy), 3206s (NH), 1683vs (C=0), 1636m (C=N).

Literaturni podaci: *H NMR (nema podataka MHz, DMSO-dg, J (ppm)): 4,19 (s, 2H, H—
N5), 7,79 (d, 2H, H-C3 = H-C5), 7,86 (s, 1H, H-C7), 8,31 (s, 1H, H-N4), 8,60 (d, 2H,
H-C2 = H-C6), 10,76 (s, 1H, H-N3). *C NMR (no data MHz, DMSO-ds,  (ppm)):
120,68 (C3 = C5), 137,31 (C7), 141,94 (C4), 149,87 (C2 = C6), 156,67 (C8).

[1-(2-piridinil)etiliden] dihidrazid ugljene kiseline (thK(zpya))“Z. Bela supstanca
prekristalisana iz apsolutnog metanola. Prinos: 72,0 %. t.t. 202-203 °C (lit. t.t. 202-203
°C). Elementalna analiza: Izracunato za CgH1;NsO (Mw = 193,21 g mol'l): C, 47,73; H,
5,74; N, 36,25 %; Nadeno: C, 47,61; H, 5,82; N, 36,18 %. IR (KBr, cm'l) Vimax. 3308m
(NH,), 3197m (NH), 3037w (CHay), 1674vs (C=0), 1631m (C=N). *C NMR (126
MHz, DMSO-ds, 6 (ppm)): 11,60 (C8), 120,58 (C3), 123,57 (C5), 136,27 (C4), 145,14
(C7), 148,10 (C6), 155,01 (C2), 157,40 (C9).

Literaturni podaci: *H NMR (300 MHz, DMSO-dg, 6 (ppm)): 2,26 (s, 3H, H-C8), 4,14 (s,
2H, H-N5), 7,34 (dd, 1H, H-C5), 7,76 (td, 1H, H-C4), 8,18 (s, 1H, H-N4), 8,38 (d, 1H,
H-C6), 8,52 (d, 1H, H-C3), 9,76 (s, 1H, H-N3).

[1-(3-piridinil)etiliden] dihidrazid ugljene kiseline (mhUKgys). Bela supstanca
prekristalisana iz metanola. Prinos: 90,1 %, t.t. 190-191 °C. Elementalna analiza:
IzraCunato za CgH11NsO (Mw = 193,21 g mol'l): C, 47,73; H, 5,74; N, 36,25 %; Nadeno:
C, 47,66; H, 5,82; N, 36,25 %. IR (KBr, cm™) Vma: 3314m (NH,), 3264m (NH), 3032w
(CHary1), 1672vs (C=0), 1649m (C=N). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, J (ppm)): 2,20 (s,
3H, H-C8), 4,10 (s, 2H, H-N5), 7,37 (ddd, 1H, H-C5, *Js4 = 8,1 Hz, *Js56 = 4,7 Hz), 8,12
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(s, 1H, H-N4), 8,27 (d, 1H, H-C4, 3J,5 =8,1 Hz), 8,51 (dd, 1H, H-CB6, *Js5 = 4, 7 Hz),
9,03 (d, 1H, H-C2 ), 9,62 (s, 1H, H-N3). **C NMR (126 MHz, DMSO-dg, & (ppm)):
12,86 (C8), 123,19 (C5), 133,36 (C3), 133,65 (C4), 142,57 (C7), 147,37 (C2), 149,15
(C6), 157,46 (C9).

[1-(4-piridinil)etiliden] dihidrazid ugljene kiseline (thK(4pya))4°. Beli kristali dobijeni
nakon prekristalizacije iz apsolutnog etanola i okarakterisani RSA-om. Prinos: 84,0 %.
t.t. 208-209 °C (lit. t.t. -). Elementalna analiza: Izracunato za CgH1iNsO (Mw = 193,21 g
mol'l): C, 47,73; H, 5,74; N, 36,25 %; Nadeno: C, 47,52; H, 5,74; N, 36,29 %. IR (KBr,
cmM™) Vimax: 3314m (NHy), 3206m (NH), 3037w (CHayi), 1681vs (C=0), 1631m (C=N).
3C NMR (126 MHz, DMSO-dg,  (ppm)): 12,42 (C8), 120,61 (C3 = C5), 142,22 (C7),
145,11 (C4), 150,16 (C2 = C6), 157,33 (C9).

Literaturni podaci: *H NMR (nema podataka MHz, DMSO-dg, J (ppm): 2,17 (s, 3H, H-
C8), 4,13 (s, 2H, H-N5), 7,85 (d, 2H, H-C3, H-C5), 8,20 (s, 1H, H-N4), 8,54 (d, 2H, H-
C2 = H-C6), 9,76 (s, 1H, H-N3).

[fenil-(2-piridinil)metilen] dihidrazid ugljene kiseline (mhUKy,y). Bela supstanca
prekristalisana iz metanola. Prinos: 84 %. tt. 203-205 °C. Elementalna analiza:
Izracunato za C13H13NsO (Mw = 255,11 g mol'l): C,61,17; H, 5,13; N, 27,43 %; Nadeno:
C, 61,02; H, 4,98; N, 27,15 %. IR (KBr, cm™) vinax: 3304 (NHy), 3215 (NH), 1674 (C=0),
1623 (C=N). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds, J (ppm)): 4,15 (s, 2H, H,—N5), 7,36 (d, 1H,
H-C3, %J34 = 7,8 Hz), 7,40-7,60 (m, 5H, Ph), 7,68 (dd, 1H, H-C4, 3J43 = 7,8 Hz, 3J,5
=7,5 Hz), 8,01 (dd, 1H, H-C5, *Js4 = 7,5 Hz, *Js 6 = 4,5 Hz), 8,26 (s, 1H, H-N4), 8,85 (d,
1H, H-C6, 3Js5 = 4,5 Hz), 13,20 (s, 1H, H-N3). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds, &
(ppm)): 121,79 (C3), 123,87 (C5), 124,84 (Ph), 125,95 (Ph), 128,27 (Ph), 128,93 (Ph),
129,14 (Ph), 138,18 (C4), 143,23 (C7), 148,90 (C6), 151,40 (C2), 157,21 (C8). ®°N NMR
(2D HMBC, ¢ (ppm)): 57,62 (N5), 100,07 (N4), 155,1 (N3), 306,33 (N1), 315,85 (N2).

(8-hinolilmetilen) dihidrazid ugljene kiseline (MhUK ). Zuta supstanca prekristalisana
iz metanola. Prinos: 64 %. t.t. 185 °C. Elementalna analiza: Izra¢unato za Ci13H11NsO
(Mw = 229,24 gmol’l): C, 57,63; H, 4,84; N, 30,55 %; Nadeno: C, 57,71; H, 4,78; N,
30,62 %, IR (KBr, cm™) vima: 3316 (NH,), 3200 (NH), 1681 (C=0), 1621 (C=N). *H
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NMR (500 MHz, DMSO-dg, & (ppm)): 4,12 (s, 2H, H-N5), 7,57 (dd, 1H, H-C3, %J34 =
8,3 Hz, 3J3, = 4,1 Hz), 7,63 (t, 1H, H-CB6, %Js5 = 7,7 Hz), 7,98 (dd, 1H, H-C5, %J5¢ =7,7
Hz, *Js7 = 1 Hz), 8,16 (s, 1H, H-N4), 8,39 (dd, 1H, H-C4, 33,5 = 8,3 Hz, *J4, =2,0 Hz),
8,58 (d, 1H, H-C7, %J;6 = 7,4 Hz), 8,94 (dd, 1H, H-C2, 23,5 = 4,1 Hz, 33,4 = 2,0 Hz),
9,14 (s, 1H, H-C9), 10,65 (s, 1H, H-N3). **C NMR (126 MHz, DMSO-dg, & (ppm)):
121,67 (C3), 125,61 (C7), 126,45 (C6), 127,94 (C4a), 128,90 (C5), 131,59 (C8), 136,55
(C4), 136,89 (C9), 145,01 (C8a), 150,08 (C2), 157,21 (C10).

(2-hinolilmetilen) dihidrazid ugljene kiseline (mhUK ). Bela supstanca prekristalisana
iz metanola. Prinos: 56 %. t.t. 183 °C. Elementalna analiza: Izra¢unato za C1;H11Ns0O
(Mw = 229,24 gmol™): C, 57,63; H, 4,84; N, 30,55 %; Nadeno: C, 57,58; H, 4,62; N,
30,69 %. IR (KBr, cm™) Vma: 3297 (NH,), 3188 (NH), 1679 (C=0), 1638 (C=N). H
NMR (500 MHz, DMSO-dg, & (ppm)): 4,15 (s, 2H, H-N5), 7,58 (ddd, 1H, H-CS,
3367 = 8,2 Hz, 365 = 7,0 Hz, *Js5 = 1,1 Hz), 7,74 (ddd, 1H, H-C7, %J;¢ = 8,2 Hz,
33,5 = 6,9 Hz, *J75 = 1,4 Hz), 7,93-7,99 (spm, 2H, H-C5, H-C8), 8,03 (s, 1H, H—
C9), 8,27 (d, 1H, H-C4, 31,3 = 8,4 Hz), 8,34-8,46 (spm, 2H, H-C3, H-N4, 3J3, =
8,4 Hz), 10,84 (s, 1H, H-N3), *C NMR (126 MHz, DMSO-ds, 5 (ppm)): 118,03
(C3), 126,84 (C6), 127,66 (C4a), 127,92 (C5), 128,69 (C8), 129,82 (C7), 136,19
(C4), 140,64 (C9), 147,26 (C8a), 154,34 (C2), 156,76 (C10).

[(8-hidroksi-2-hinolil)metilen] dihidrazid ugljene kiseline (MhUK gozqe). Zuta supstanca
prekristalisana iz metanola. Prinos: 72 %. t.t. 214-215 °C. Elementalna analiza:
Izradunato za C1H11NsO, (Mw = 24524 g mol™): C, 53,83; H, 4,525;: N, 28,56 %;
Nadeno: C, 53,66; H, 4,68; N, 28,74 %. IR (KBr, cm™) Vmax: 3371 (OH), 3335 (NH,),
3198 (NH), 1696 (C=0), 1600 (C=N). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds, § (ppm)): 4,14
(s, 2H,H-N5), 7,08 (dd, 1H, H-C7, %J;¢ = 7,4 Hz, *J75 = 1,4 Hz), 7,36 (dd, 1H, H—
C5, 3Js6 = 8,1 Hz, *Js7 = 1,4 Hz), 7,41 (m, 1H, H-C6), 8,09 (s, 1H, H-C9), 8,24
(d, 1H, H-C4, %3, 5= 8,6 Hz), 8,30-8,50 (spm, 2H, H-C3, H-N,), 9,71 (s, 1H, OH),
10,88 (s, 1H, H-N3). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg, J (ppm)): 111,59 (C7),
117,74 (C5), 118,35 (C3), 127,73 (C6), 128,52 (C4a), 136,06 (C4), 137,93 (C8a),
140,50 (C9), 152,25 (C2), 153,24 (C8), 156,83 (C10).
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[(2-hidroksiifenil)metilen] dihidrazid tiougljene kiseline (mhTUK). Zuta supstanca
prekristalisana iz metanola. Prinos: 76 %. t.t. 186-187 °C (lit. tt. 218 -219 °C)*.
Elementalna analiza: Izracunato za CgH1oN4OS (Mw = 210,06 g mol'l): C, 45,70; H, 4,79;
N, 26,65; S, 15,25 %; Nadeno: C, 45,66; H, 4,77; N, 26,45; S, 15,18 %. IR (KBr, Cm_l)
Vmax. 3452s (OH), 3196s (NH>), 3069m (NH), 2999w (CHygi), 1483s (amidna I1), 1282vs
(C=S). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 4,85 (s, 2H, H2-N5), 6,84 (dd, 2H, H-
C5, H-C3); 7,20 (s, 1H, H-C4), 7,95 (d, 1H, H-C6), 8,33 (s, 1H, H-C7), 9,365-9,98
(spm, 2H, H-N3, H-C1(OH)), 11,35 (s, 1H, H-N2). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds, ¢
(ppm)): 116,06 (C2), 119,28 (C4), 120,36 (C6), 127,20 (C5), 130,96 (C3), 139,81 (C7),
156,29 (C1), 175,91 (C8).

(2-piridinilmetilen) dihidrazid tiougljene kiseline (MhTUK(y,). Zuta supstanca
prekristalisana iz etanola. Prinos: 54 %. tt. 160-161 °C (littt. 162 -164 °C)**.
Elementalna analiza: Izrac¢unato za C;HgNsS (Mw =195,27 g mol'l): C, 43,06; H, 4,65; N,
35,87; S, 16,42 %; Nadeno: C, 43,02; H, 4,58; N, 35,75; S, 16,28%. IR (KBr, cm™) Vyax:
32555 (NH,), 3142m (NH), 2958w (CHarir), 1501vs (amidna 11), 1266s (C=S). ‘*H NMR
(500 MHz, DMSO-dg, & (ppm)): 4,91 (s, 2H, H2-N5), 7,34 (dd, 1H, H-C5, 3Js5 = 4,7
Hz); 7,80 (t, 1H, H-C4, 3.]4,3 = 7,8 Hz), 8,04 (s, 1H, H-C7), 8,35 (d, 1H, H-C3, 3\]3,4 =78
Hz), 8,54 (d, 1H, H-CB6, 3Js5 = 4,7 Hz), 10,02 (s, 1H, H-N4), 11,63 (s, 1H, H-N3). *°C
NMR (126 MHz, DMSO-ds, § (ppm)): 120,35 (C3), 123,95 (C5), 136,45 (C4), 142,32
(C7), 149,20 (C6), 153, 43 (C2), 175,84 (C8).

(3-piridinilmetilen) dihidrazid tiougljene kiseline (MhTUKy). Zuta supstanca
prekristalisana iz etanola. Prinos: 74 %. t.t. 200-201 °C. Elementalna analiza: Izradunato
za C7HgNsS (Mw =195,27 g mol™): C, 43,06; H, 4,65; N, 35.87; S, 16,42 %; Nadeno: C,
42,98: H, 4,61; N, 35,72; S, 16,33%. IR (KBr, cm™) Vmac 3263s (NHy), 3164m (NH),
2961w (CHarir), 1503vs (amidna 11), 1272s (C=S). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds, &
(ppm)): 4,90 (s, 2H, H-N5), 7,41 (dd, 1H, H-C5, 3Js4 = 7,9 Hz, 3Js55 = 4,75 Hz), 8,02 (s,
1H, H-C7), 8,30 (d, 1H, H-C4, 3J,5 =7,9 Hz), 8,54 (dd, 1H, H-C6, %Js5 = 4,75), 8,93 (d,
1H, H-C2), 9,97 (s, 1H, H-N4), 11,57 (s, 1H, H-N3). **C NMR (126 MHz, DMSO-dg, &
(ppm)): 123,69 (C5), 130,28 (C3), 133,86 (C4), 139,05 (C7), 148,83 (C2), 150,15 (C6),
175,85 (C8).
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(4-piridinilmetilen) dihidrazid tiougljene kiseline (MhTUK(,,). Bela supstanca
prekristalisana iz etanola. Prinos: 74 %. t.t. 199 °C (lit. t.t. 211-215 °C)*. Elementalna
analiza: Izracunato za C;HgNsS (Mw =195,27 ¢ mol'l): C, 43,06; H, 4,65; N, 35,87; S,
16,42 %; Nadeno: C, 42,98; H, 4,51; N, 35,64; S, 16,32%. IR (KBr, cm'l) Vimax: 32558
(NHy), 3147m (NH), 2953w (CHarir), 1501vs (amidna II), 1266s (C=S). ‘H NMR (500
MHz, DMSO-ds, 5 (ppm)): 4,93 (s, 2H, H-N5), 7,80 (d, 2H, H-C3 = H-C5, 3J5, = *Js6 =
5,9 Hz), 7,96 (s, 1H, H-C7), 8,57 (d, 2H, H-C2 = H-C8, 3J,3= 3Js5 = 5,9 Hz), 10,07 (s,
1H, H-N4), 11,69 (s, 1H, H-N3). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 121,17 (C3
= C5), 139,22 (C7), 141,68 (C4), 149,96 (C2 = C6), 175,81 (C8).

[1-(2-piridinil)etiliden] dihidrazid tiougljene kiseline (MhTUK(ypyq). Zuta supstanca
prekristalisana iz etanola. Prinos: 88 %. t.t. 179-181 °C (lit.t.t. 153 -154 °C**185 -186
oCZO?’). Elementalna analiza: Izracunato za CgH1:NsS (Mw = 209,27 g mol'l): C, 45,91; H,
5,30; N, 33,47, S, 15,32 %; Nadeno: C, 45,82; H, 5,21; N, 33,32; S, 15,41 %. IR (KBr,
cm™) Vimax: 32655 (NH,), 3166m (NH), 3000w (CHarir), 1500vs (amidna I1), 1235s (C=S).
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 6 (ppm)): 2,36 (s, 3H, H-C8), 4,98 (s, 2H, H-N5), 7,36
(dd, 1H, H-C5), 7,78 (td, 1H, H-C4, 33,5 =8,1 Hz), 8,51 (d, 1H, H-C3, %J34 = 8,1 Hz),
8,56 (d, 1H, H-C6 ), 9,95 (s, 1H, H-N4), 10,30 (s, 1H, H-N3). **C NMR (126 MHz,
DMSO-ds, 6 (ppm)): 11,99 (C8), 121,08 (C3), 123,83 (C5), 136,26 (C4), 148,27 (C7),
148,35 (C6), 154,73 (C2), 176,21(C9).

[1-(3-piridinil)etiliden] dihidrazid tiougljene kiseline (MhTUKpye). Zuta supstanca
prekristalisana iz etanola. Prinos: 88 %. t. t. 174-175 °C. Elementalna analiza: Izradunato
za CgH11NsS (Mw = 209,27 g mol™): C, 45,91; H, 5,30; N, 33,47; S, 15,32 %; Nadeno: C,
45,88: H, 5,20; N, 33,35; S, 15,44 %. IR (KBr, cm™) Vmac 3273s (NH,), 3169m (NH),
3018w (CHai)), 1507vs (amidna 11), 1224s (C=S). ‘H NMR (500 MHz, DMSO-ds, &
(ppm)): 2,30 (s, 3H, H-C8), 4,96 (s, 2H, H-N5), 7,39 (dd, 1H, H-C5, 3J54 = 8,0 Hz, Js¢
= 4,8 Hz), 8,36 (dd, 1H, H-C4, 31,5 =8,0 Hz), 8,55 (dd, 1H, H-C6, 3Jg5 = 4,8 Hz), 9,13
(d, 1H, H-C2), 9,90 (s, 1H, H-N4), 10,31 (s, 1H, H-N3). **C NMR (126 MHz, DMSO-
de, 0 (ppm)): 13,61 (C8), 123,15 (C5), 133,20 (C3), 133,90 (C4), 145,60 (C7), 147,89
(C2), 149,65 (C6), 176,20 (C9).
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[1-(4-piridinil)etiliden] dihidrazid tiougljene kiseline (MhTUKpe). Zuta supstanca
prekristalisana iz etanola. Prinos: 88 %. t,t, 201-202 °C. Elementalna analiza: Izradunato
za CgH11NsS (Mw = 209,27 g mol™): C, 45,91; H, 5,30; N, 33,47; S, 15,32 %; Nadeno: C,
45,95; H, 5,22; N, 33,28; S, 15,36 %. IR (KBr, cm™) Vima: 3297s (NH,), 3167m (NH),
3024w (CHarir), 1501vs (amidna 11), 1220s (C=S). '*H NMR (500 MHz, DMSO-ds, &
(ppm)): 2,27 (s, 3H, H-C8), 4,98 (s, 2H, H-N5), 7,93 (dd, 2H, H-C3, H-C5, J3, = 3Js4
= 4,7 Hz), 8,57 (dd, 2H, H-C2 = H-CB6, %J,5 = *Js5 = 4,7 Hz), 9,97 (s, 1H, H-N4), 10,40
(s, 1H, H-N3). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds, 6 (ppm)): 13,24 (C8), 120,72 (C3 = C5),
144,70 (C7), 145,09 (C4), 149,72 (C2=C6), 176,19 (C9).

[fenil-(2-piridinil)metilen] dihidrazid tiougljene kiseline (mhTUKy). Bela supstanca
prekristalisana iz metanola. Prinos: 84 %. t.t. 203-205 °C. Elementalna analiza:
Izradunato za C13H13sNsS (Mw = 271,34 g mol™): C, 57,54; H, 4,83; N, 25,51; S, 11,82 %:
Nadeno: C, 57,48; H, 4,77; N, 25,66; S, 11,92 %. IR (KBr, cm™): 3411s (NH), 3144m
(NH), 3002m (CHagi)), 1500vs (amidna 11), 1218s (C=S). 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds, 5 (ppm)): 5,03 (s, 2H, H,—N5), 7,29 (d, 1H, H-C3, 3J;4 = 8,0 Hz), 7,44-7,58
(m, 5H, Ph), 7,67 (dd, 1H, H-C4, 2J,5 = 8,0 Hz, *J45 =6,2 Hz), 8,01 (dd, 1H, H-C5, %J5,
= 6,2 Hz, *J56 = 4,3 Hz), 8,86 (d, 1H, H-C6, 3Js5 = 4,3 Hz), 10,09 (s, 1H, H-N4), 12,55
(s, 1H, H-N3). °C NMR (126 MHz, DMSO-ds, J (ppm)): 121,83 (C3), 122,20 (C5),
124,80 (Ph), 125,91 (Ph), 128,25 (Ph), 128,65 (Ph), 128,93 (Ph), 136,81 (C4), 148,50
(C7), 151,30 (C6), 154,51 (C2), 175,19 (C8).

(8-hinolilmetilen) dihidrazid tiougljene kiseline (MhTUKg,). Zuta supstanca
prekristalisana iz smeSe rastvaraca (voda/etanol 1:4, v/v). Prinos: 75 %. t.t. 163-
164 °C. Elementalna analiza: Izracunato za C1;H11NsS (Mw = 245,30 g m0|71): C,
53,86; H, 4,52; N, 28,55; S, 13,07 %; Nadeno: C, 53,75; H, 4,64; N, 28,40; S,
13,22 %. IR (KB, cm ™) Vimax: 3438s (NH), 3249w (NH,), 2921m (CHari), 1500vs
(amidna 1), 1237m (C=S). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds, J (ppm)): 4,91 (s, 2H,
H-N5), 7,59 (dd, 1H, H-C3, 3J3, = 4,15 Hz, %J3,4 = 8,35 Hz), 7,65 (t, 1H, H-CB6,
3365 = 7,9 Hz, 3Js7 = 7,25 Hz), 8,03 (dd, 1H, H-C5, 3Js5 =7,9 Hz), 8,41 (dd, 1H,
H-C4, %145 = 8,35 Hz), 8,73 (d, 1H, H-C7, 3376 = 7,25 Hz), 8,96 (dd, 1H, H-C2,
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33,3= 4,15 Hz), 9,30 (s, 1H, H-C9), 9,95 (s, 1H, H-N4), 11,67 (s, 1H, H-N3). *C
NMR (126,0 MHz, DMSO-ds, 6 (ppm)): 121,75 (C3), 126,33 (C7), 126,40 (C6),
127,94 (C4a), 129,59 (C5), 131,21 (C8), 136,59 (C4), 138,97 (C9), 145,30 (C8a),
150,29 (C2), 175,96 (C10).

(2-hinolilmetilen)  dihidrazid tiougljene kiseline (MhTUK(yy). Zuta supstanca
prekristalisana iz etanola. Prinos: 56 %. t.t. 183 °C. Elementalna analiza: Izracunato za
C11H11NsS (Mw = 245,30 g mol™): C, 53,86; H, 4,52; N, 28,55; S, 13,07 %;
Nadeno: C, 53,66; H, 4,48; N, 28,32; S, 13,17 %. IR (KBr, Cmfl) Vmax: 3425 m
(NH), 3267s (NH,), 2962w (CHarir), 1500 vs (amidna 1), 1230 s (C=S), 'H NMR
(500 MHz, DMSO-dg, 6 (ppm)): 4,97 (s, 2H, H-N5), 7,59 (ddd, 1H, H-C6, 3Js7 =
8,2 Hz), 7,75 (ddd, 1H, H-C7, 3J;¢ = 8,2 Hz), 7,97 (dd, 2H, H-C5, H-C8), 8,18 (s,
1H, H-C9), 8,34 (d, 1H, H-C4, 3J,5 = 8,7 Hz), 8,52 (d, 1H, H-C3,%J3, = 8,7 Hz),
10,18 (s, 1H, H-N4), 11,78 (s, 1H, H-N3). **C NMR (126,0 MHz, DMSO-ds, ¢
(ppm)): 118,00 (C3), 126,75 (C6), 127,46 (4a), 127,57 (C5), 128,40 (C8), 129,57
(C7), 135,89 (C4), 141,98 (C9), 146,97 (C8a), 153,68 (C2), 175,37 (C10).

[(8-hidroksi-2-hinolil)metilen] dihidrazid tiougljene kiseline (MhTUKomagy). Zuta
supstanca prekristalisana iz sme$e rastvaraca (DMF/metanol 1:9, v/v). Prinos: 83
%. t.t. 208-209 °C. Elementalna analiza: Izra¢unato za C;1;H13;NsOS (Mw = 261,30
gmol™): C, 50,56; H, 4,24; N, 26,80; S, 12,27 %; Nadeno: C, 50,42; H, 4,34; N,
28,77; S, 12,42 %. IR (KBr, cm™) Vma: 3450s (OH), 3424s (NH), 3165m (NH),
3015m (CHai), 1503vs (amidna I1), 1228s (C=S). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds,
5 (ppm)): 4,96 (s, 2H, H-N5), 7,09 (dd, 1H, H-C7, 3J;¢ = 7,65 Hz, *J;5 = 1,1 Hz),
7,37 (dd, 1H, H-CS5, 3Js6 = 7,9 Hz, “J57 = 1,1 Hz), 7,42 (t, 1H, H-C6, 3J¢5 = 7,9
Hz,3Js7 = 7,6 Hz, ), 8,23 (s, 1H, H-C9), 8,27 (d, 1H, H-C4, 3J,3 = 8,7 Hz), 8,52
(d, 1H, H—C3, 3J3,4,=8,7 Hz), 9,80 (s, 1H, OH), 10,17 (s, 1H, H-N4), 11,84 (s, 1H,
H-N3). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg, 6 (ppm)): 112,00 (C7), 117,71 (C5),
118,65 (C3), 127,97 (C6), 128,71 (C4a), 136,03 (C4), 138,10 (C8a), 142,16 (C9),
151,95 (C2), 153,36 (C8), 175,72 (C10).
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1,5-bis[(2-hidroksifenil)metilen] dihidrazid ugljene kiseline (dhUK ). Zuta supstanca
prekristalisana iz etanola. Prinos: 78 %. t.t. 219 °C (lit. t.t. 216 °C). Elementalna analiza:
Izradunato za CisH1sN4Os (Mw = 298,11 g mol™): C, 60,35; H, 4,74; N, 18,79 %;
Nadeno: C, 60,22; H, 4,62; N, 18,93 %.IR (KBr, cm %) Vmnax: 3344 (OH), 3284 (NH), 1704
(C=0), 1622 (C=N).

Literaturni podaci: 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 6,86-6,90 (m, 4H), 7,22-
7,26 (m, 2H), 7,68-7,71 (m, 2H), 8,43 (s, 2H), 10,84 (ss, 4H). *C NMR (400 MHz,
DMSO-ds, ¢ (ppm)): 116,10, 119,10, 119,60, 128,10, 130,60, 142,60, 151,90, 156,60.

1,5-bis(2-piridinilmetilen) dihidrazid ugljene kiseline (dhUKp,0)*®. Bela supstanca
prekristalisana iz etanola. Prinos: 88 %. t.t. 185 °C (lit. t.t. 190-191 °C). Elementalna
analiza: Izracunato za C13H12NgO (Mw = 268,11 g mol'l): C, 58,20; H, 4,51; N, 31,33 %;
Nadeno: C, 58,12; H, 4,88; N, 30,98 %. IR (KBr, cm™) Vmax: 3201 (NH), 1696 (C=0),
1604 (C=N).

Literaturni podaci: *H NMR (400 MHz, DMSO-ds,  (ppm)): 11,08 (s, 1H, N—Huyrea), 8,59
(d, 1H, J = 4,4 Hz, C—Haa), 8,25 (s, 1H, C—Himin), 8,15 (s, 1H, N—Hyrea), 7,87 (t, 1H, J =
7,6, C—Haril), 7,39 (t, 2H, J = 6,0, C—Hai)). °C NMR (400 MHz, DMSO-dg, 6 ( ppm)):
151,68, 148,56, 144,59, 143,83, 126,01, 123,88.

1,5-bis(3-piridinilmetilen) dihidrazid ugljene kiseline (dhUKg,,). Bela supstanca
prekristalisana iz etanola. Prinos: 77 %. t.t. 182 °C (lit.t.t. 202-204 °C)*®. Elementalna
analiza: Izracunato za C13H12NgO (Mw = 268,11 g mol'l): C, 58,20; H, 4,51; N, 31,33 %;
Nadeno: C, 58,34; H, 4,66; N, 31,21 %. IR (KBr, cm'l) Vmax: 3211 (NH), 1670 (C=0),
1598 (C=N). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds, § (ppm)): 7,45 (dd, 2H, H-C5 = H-C14,
3354 = 8,0 Hz, *Js5 = 4,60 Hz), 8,01 (s, 2H, H-C7 = C9), 8,20 (dd, 2H, H-C4 = H-C13,
%345 = 8,0 Hz, *J46 = 1,7 Hz), 8,55 (dd, 2H, H-C6 = H-C15, *Jg5 = 4,60 Hz, *J4 = 1,7
Hz), 8,90 (d, 2H, H-C2 = H-C16, *J,4 = 2,0 Hz ), 10,48 (s, 2H, H-N3 = HN4). *C NMR
(126 MHz, DMSO-ds, ¢ (ppm)): 123,31 (C5 = C11), 131,28 (C4 = C13), 133,66 (C3 =
C12), 145,46 (C7 = C10), 147,94 (C2 = C16), 149,58 (C6 = C15), 152,92 (C9).

1,5-bis(4-piridinilmetilen) dihidrazid ugljene Kkiseline (thK(4pyC,)39. Bela supstanca
prekristalisana iz etanola. Prinos: 68 %. t.t. 210 °C (lit.t.t. 218 °C). Elementalna analiza:
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Izracunato za C13H12NgO (Mw = 268,11 g mol'l): C, 58,20; H, 4,51; N, 31,33 %; Nadeno:
C, 58,32; H, 4,77; N, 31,12 %. IR (KBr, cm™) vmac 3212 (NH), 1695 (C=0), 1603
(C=N).

Literaturni podaci: *H NMR (no data MHz, DMSO-dg, 5 (ppm)): 7,76 (s, 4H, H-C), 7,82
(s, 2H, H-C), 8,67 (d, 4H, H-C, J =6,06 Hz), 11,68 (s, 1H, H-N3, H-N4). *C NMR (no
data MHz, DMSO-dg, ¢ (ppm)): 121,19, 141,18, 151,0, 151,18, 175,61.

1,5-bis[1-(2-piridinil)etiliden] dihidrazid ugljene kiseline (dhUKpys).Bela supstanca
prekristalisana iz etanola. Prinos: 88,0 %. t.t.(dekompozicija) 187 °C (lit.
t.t.(dekompozicija) 186 °C)?®. Elementalna analiza: Izradunato za CisHigNgO (Mw =
296,14 g mol™): C, 60,80; H, 5,44; N, 28,36 %; Nadeno: C, 60,61; H, 5,31; N, 28,62 %.
IR (KBr, cm™) vma: 3206 (NH), 1698 (C=0), 1611 (C=N). *H NMR (500 MHz,
DMSO-dg, 6 (ppm)): 2,31 (s, 6H, H-C8 = H-C11), 7,42 (dd, 2H, H-C5 = H-C15, 3Js,4
=3J1516= 8,1 Hz, 3Js56 =2J1514 = 4,6 Hz), 7,88 (ddd, 2H, H-C4 = H-C16 , )45 =2J1617 =
7,9 Hz, %45 =201615 = 8,1 Hz, *J46 = “J1214 = 1,7 Hz), 8,16 (d, 2H, H-C3= H-C17, %33, =
331716 =7,9 Hz), 8,58 (dd, 2H, H-C6 = H-C14, *Js.5 = *J1s15 = 4,6 Hz, “J4 = *J1416 =1,7
Hz), 10,31 (s, 2H, H-N3 = H-N4). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg, 5 (ppm)): 13,25 (C8
= C11), 123,58 (C3=C17), 133,70 (C5=C15), 145,81 (C4= C16), 147,14 (C7 = C10),
149,61 (C6=C14), 151,45 (C2=C12), 152,12 (C9).

1,5-bis[1-(3-piridinil)etiliden] dihidrazid tiougljene kiseline (dhUKg,,.)). Bela supstanca
prekristalisana iz etanola.Prinos: 88,0 %. t.t. 204 °C. Elementalna analiza: Izradunato za
C15H16NsO (Mw = 296,14 g mol'l): C, 60,80; H, 5,44; N, 28,36 %; Nadeno: C, 60,70; H,
5,34; N, 28,58 %. IR (KBr, cm™) vma: 3222 (NH), 1696 (C=0), 1608 (C=N). *H NMR
(500 MHz, DMSO-dg, 6 (ppm)): 2,31 (s, 6H, H-C8, H-11), 7,45 (ddd, 1H, H-C5 = H-
C14, %Js4 = 8,05 Hz, %J56 = 4,75 Hz), 8,17 (ddd, 1H, H-C4 = H-C13, 3J45 = 8,05 Hz, “Js
= 2,3 Hz, “J46 = 1,65 Hz), 8,58 (dd, 1H, H-C6 = H-C15, %Jg5 = 4,75 Hz, *J¢4 = 1,65 Hz),
8,99 (dd, 1H, H-C2 = H-C16,%J,4 = 2,3 Hz ), 9,98 (s, 1H, H-N3 = HN4). *C NMR (126
MHz, DMSO-ds, ¢ (ppm)): 13,25 (C8 = C11), 123,43 (C5 = C15), 133,35 (C4 = C16),
133,70 (C3 = C17), 145,81 (C7 = C10), 147,24 (C2 = C12), 149,61 (C6 = C14), 152,09
(C9).
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1,5-bis[1-(4-piridinil)etiliden] dihidrazid tiougljene Kkiseline (thK(4pya))6°. Bela
supstanca prekristalisana iz smese rastvarata (DMF/voda 1 : 9 v/v). Prinos: 88,0 %. t.t.
220-221 °C (lit. t.t. -)- Elementalna analiza: IzraCunato za Ci15Hi6NgO (Mw = 296,14 ¢
mol'l): C, 60,80; H, 5,44; N, 28,36 %; Nadeno: C, 60,59; H, 5,22; N, 28,31 %. IR (KBr,
cm™) Vmax: 3147 (NH), 1695 (C=0), 1596 (C=N). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds, &
(ppm)): 12,92 (C8 = C11), 120,78 (C3 = C5 = C15 = C17), 144,67 (C7 = C10 ), 145,44
(C4 =C16), 150,64 (C2=C6 = C13 =C17), 152,33 (C9).

Literaturni podaci: *H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 6 (ppm)): 2,29 (s, 6H, CHs), 7,64
(d, 2H, piridin), 7,74 (d, 2H, piridin), 8,45 (d, 2H, piridin), 8,62 (d, 2H, piridin), 10,08
(ss, 2H, NH).

1,5-bis[fenil-(2-piridinil)metilen] dihidrazid ugljene kiseline (dhUKp)?°*?°". Bela
supstanca prekristalisana iz etanola. Prinos: 91,0 %. t.t. 223 °C (lit. t.t. 225-226 °C).
Elementalna analiza: Izra¢unato za CsH2oNgO (Mw = 420,17 g mol'l): C,71,41; H, 4,79;
N, 19,99 %; Nadeno: C, 71,16; H, 4,82; N, 20,04 %. IR (KBr, cm™) Vi 3177 (NH),
1702 (C=0), 1612 (C=N).

Literaturni podaci: *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 6 (ppm)): 7,20-8,79 (m, 18H, C—
Har), 9,90 (s, 1H, N-H), 12,74 (s, 1H, N-H). *C NMR (62,90 MHz, DMSO-dg, § (ppm)):
123,70, 124,60, 127,20, 128,70, 129,00, 129,50, 131,00, 133,40, 136,80, 138,10, 148,80,
149,00, 162,40.

1,5-bis(8-hinolilmetilen) dihidrazid ugljene kiseline (dhUKgq). Zuta supstanca
prekristalisana iz metanola. Prinos: 54 %. t.t. 219-220 °C. Elementalna analiza:
IzraCunato za Cy1H16NgO (Mw = 368,14 g mol_l): C,68,47; H, 4,38; N, 22,81 %; Nadeno:
C, 68,32; H, 4,91; N, 22,73 %. IR (KBr, cm™) Vma: 3331 (NH), 1707 (C=0), 1614
(C=N). *H NMR (500 MHz, DMSO-dg, & (ppm)): 7,61 (dd, 2H, H-C3 = H-C17, 3J3, =
331718 = 4,1 Hz, 3334 = %317.16 = 8,3 Hz), 7,72 (t, 2H, H-C6 = H-C14, 3Jg5 = *J1415 = 7,9
Hz), 8,04 (dd, 2H, H-C5 = H-C15, 3Js6 = *J15.14 = 7,9 Hz), 8,43 (dd, 2H, H-C4 = H-C16,
3343 = 331617 = 8,3 Hz, *J42 = “J1615 = 1,75 Hz), 8,60 (d, 2H, H-C7 = H-C13 3376 = *J15.14
= 0,4 Hz), 8,99 (dd, 2H, H-C2 = H-C18, %J,3 ="J1817 = 4,1 Hz, *32.4 = V1516 = 1,75 H2),
9,50 (s, 2H, H-C9 = H-C11), 11,09 (s, 2H, H-N3, H-N4). **C NMR (126 MHz, DMSO-
ds, 6 (ppm)): 121,77 (C3 = C17), 125,72 (C7 = C13), 126,49 (C6 = C14), 128,02 (C4a =
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C15a), 129,28 (C5 = C15), 131,65 (C8 = C12), 136,62 (C4 = C16), 139,89 (C9 = C11),
145,19 (C8a = C12a), 150,16 (C2 = C18), 152,28 (C10).

1,5-bis(2-hinolilmetilen) dihidrazid ugljene kiseline (dhUK(,). Bela supstanca
prekristalisana iz smese rastvaraca (DMF/metanol 1 : 9 v/v). Prinos: 78 %. t.t. 162-164
°C (Iit.t.t.-)48. Elementalna analiza: Izracunato za C,;H16NeO (Mw = 368,14 g mol_l):
C, 68,47; H, 4,38; N, 22,81 %; Nadeno: C, 68,81; H, 4,80; N, 22,56 %. IR (KBr,
cm ) Vinax: 3392 (NH), 1708 (C=0), 1630 (C=N), *H NMR (500 MHz, DMSO-dg, &
(ppm)): 7,63 (ddd, 2H, H-C6 = H-C16, 3Jg5 = %J16.15 = 8,2 Hz, 3Js7 = 3J1617 = 6,8
Hz, “Jss = “J16.18 = 1,2 Hz), 7,79 (ddd, 2H, H-C7 = H-C17, 3J75 = %J17.15 = 7,9 Hz,
33,6 = %1716 = 6,8 Hz, “J75 = 231715 = 1,7 Hz), 8,02-8,20 (m, 4H, H-C5 = H-C15,
H-C8 = H-C18), 8,31 (s, 2H, H-C9 = H-C11), 8,38-8,60 (spm, 4H, H-C3 = H—
C13, H-C4 = H-C14), 11,31 (s, 2H, H-N3= H-N4). *C NMR (126 MHz, DMSO-
ds, & (ppm)): 117,78 (C3 = C13), 127,11 (C7 = C17), 127,79 (C6 = C16), 127,99
(C4da = Cl4a), 128,84 (C5 = C15), 130,00 (C8 = C18), 136,47 (C4 = C14), 144,06
(C9 = C11), 147,35 (C8a = C18a), 151,67 (C2 = C12), 153,99 (C10).

1,5-bis [(8-hidroksi-2-hinolil)metilen] dihidrazid ugljene kiseline (dhUKgopaqe). Zuta
supstanca prekristalisana iz smese rastvaraca (DMF/metanol 1 : 9 v/v). Prinos: 66 %. t.t.
248-249 °C. Elementalna analiza: Izra¢unato za C;1H16NsO3 (Mw = 400,39 gmolfl):
C, 62,99; H, 4,03; N, 20,99, %; Nadeno: C, 62,84; H, 4,11; N, 21,22 %. IR (KBr,
cm™Y) Vinax: 3408 (OH), 3116 (NH), 1684 (C=0), 1601 (C=N), *H NMR (500 MHz,
DMSO-ds, 6 (ppm)): 7,12 (dd, 2H, H-C7 = H-C17, 3376 = %J1716 = 7,4 Hz, *J;5 =
*J1715 = 1,5 Hz), 7,41 (dd, 2H, H-C5 = H-C15, *J57 = “J1517 = 1,5 Hz), 7,45 (t,
2H, H-C6 = H-C16, 3Js7 = 331617 =7,4 Hz), 8,17-8,39 (spm, 4H, H-C3 = H-C13,
H-C4 = H-C14), 8,48 (s, 2H, H-C9 = H-C11), 9,80 (s, 2H, H-O1 = H-02), 11,34
(s, 2H, H-N3 = H-N4). **C NMR (126 MHz, DMSO-ds, J (ppm): 112,13 (C7 =
C17), 117,90 (C5 = C15), 118,12 (C3 = C13), 128,13 (C6 = C16), 128,75 (C4a =
C1l4a), 136,40 (C4 = C14), 138,13 (C8a = C18a), 144,02 (C9 = C11), 151,92 (C2 =
C12), 153,37 (C8 = C18), 162,45 (C10).
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1,5-bis[(2-hidroksifenil)metilen] dihidrazid tiougljene kiseline (dhTUKy)™*". Zuta
supstanca prekristalisana iz etanola. Prinos: 77 %. tt. 191 °C (lit. tt. 216 °C).
Elementalna analiza: Izracunato za Ci15H14N4O,S (Mw = 314,08 g mol‘l): C, 57,31; H,
4,49; N, 17,82; S, 10,20 %, Nadeno: C, 57,22; H, 4,56; N, 17,74; S, 10,11%. IR (KBr,
cm ) Vima: 3408m (NH), 3077w (CHarit), 1505vs (amidna I1); 1209s (C=S).
Literaturni podaci: 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 6,91-6,93 (m, 4H), 7,28-
7,43 (m, 3H), 8,07 (s, 1H), 8,52-8,76 (ss, 2H), 10,02 (s, 1H), 11,62 (s, 1H), 11,89-12,04
(ss, 2H). *C NMR (126 MHz, DMSO-dg, 5 (ppm)): 116,3, 118,1, 119,2, 120,0, 126,9,
130,4, 131,3, 141,1, 149,3, 156,9, 174,4.

1,5-bis(2-piridinilmetilen) dihidrazid tiougljene kiseline (dhTUKzpyq)*’. Zuta supstanca
prekristalisana iz smeSe rastvaraca(DMF/etanol, 5:1, v/v). Prinos: 77 %. t.t. 202-203 °C
(lit.t.t. 204-207 °C). Elementalna analiza: Izradunato za Ci3H12NegS (Mw = 284,34): C,
54,91; H, 4,25; N, 29,56; S 11,28%; Nadeno: C, 54,82; H, 4,13; N, 29.,39; S, 11,24 %. IR
(KBr, cm™) Vimac: 3390m (NH), 3138w (CHai)), 1530vs (amidna I1); 1249s (C=S).
Literaturni podaci: *H NMR (500 MHz, DMSO-dg, J (ppm)): 7,42 (ddd, 2H, J = 7,6, J
=4,5,1=1,0, 2H, Cyirigin-H-4,4"), 7,90 (dt, 2H, Cyirigin - H-5,5°,3=7,6, 3 =1,4), 7,99 (ss.,
1H, Cyirigin - H-6), 8,22 (s s., 1H, Cyirigin-H-6), 8,37 (s S., 1H, Cimin-H), 8,61 (d, 2H, Carii -
H-3,3,J = 4,5), 8,64 (ss., 1H, Cimin -H), 11,90 (ss., 1H, N-H), 12,22 (ss., 1H, N-H). *C
NMR (125 MHz, DMSO-dg, 6 (ppm)): 119,65, 120,22, 124,44, 124,57, 125,05, 126,71,
136,75, 137,07, 138,56, 139,44, 143,88, 148,29, 149,55, 149,88, 151,37, 152,82, 175,49,
176,75.

1,5-bis(3-piridinilmetilen) dihidrazid tiougljene kiseline (thUK(gpyC))‘”. Zuta supstanca
prekristalisana iz etanola. Prinos: 88 %. t.t. 220 °C (lit. t.t. 215 °C). Elementalna analiza:
IzraGunato za C13H12NeS (Mw = 284,34): C, 54,91; H, 4,25; N, 29,56; S 11,28%; Nadeno:
C, 54,78; H, 4,18; N, 29,49; S, 11,20 %. IR (KBr, cm™) Vma: 3311m (NH), 3145w
(CHgrir), 1539vs (amidna Il); 1270s (C=S).

Literaturni podaci: *"H NMR (500 MHz, DMSO-ds, J (ppm)): 7,50 (dd, 2H, J = 7,64,
Coiridin-H-5,5", J = 4,75), 8,17 (ss., 2H, Cyirigin-H-6,6"), 8,30 (ss., 1H, Cypirigin-H-2), 8,62
(dd, 2H, Cyirigin-H-4,4", J = 4,75, J = 1,46), 8,66 (ss., 1H, Cyirgin-H-2"), 8,66 (ss., 1H,
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Cimin-H) 9,04 (ss., 1H, Cimin-H), 11,78 (ss., 1H, N-H), 12,14 (ss., 1H, N-H). *C NMR
(125 MHz, DMSO-ds, J (ppm)): 123,78, 129,97, 133,77, 140,63, 146,05, 148,75, 150,53.

1,5-bis(4-piridinilmetilen) dihidrazid tiougljene kiseline (thUK(4pyc,)47. Zuta supstanca
prekristalisana iz etanola. Prinos: 78 %, t.t. 216 °C (lit.t.t. 218-219 °C). Elementalna
analiza: IzraCunato za Ci3H1oNgS (Mw = 284,34): C, 54,91; H, 4,25; N, 29,56; S 11,28%;
Nadeno: C, 54,72; H, 4,16; N, 29,63; S,11,22 %. IR (KBr, cm™) Vma: 3366m (NH),
3214w (CHarit), 1511vs (amidna Il); 1261s (C=S).

Literaturni podaci: *H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 6 (ppm)): 7,71 (ss., 2H, Cpiridin-H-
2,6), 7,82 (ss., 2H, Cypirigin-H-2’,6"), 8,14 (ss., 1H, Cimin-H), 8,62 (ss., 1H, Cimin-H), 8,67
(d, 4H, Cpirigin-H-3,5,3°,5", J = 5,85), 11,94 (ss., 1H, N-H), 12,31 (ss., 1H, N-H). °C
NMR (126 MHz, DMSO-dg, 6 (ppm)): 121,24, 141,27, 146,84, 150,12, 175,65.

1,5-bis[1-(2-piridinil)etiliden] dihidrazid tiougljene kiseline (thUK(zpya))‘”. Zuta
supstanca prekristalisana iz etanola. Prinos: 64 %. t.t. 163-164 °C (tt, lit, 163-165 °C).
Elementalna analiza: Izraunato za C15H16NgO (Mw = 312,39 g mol'l): C, 57,67; H, 5,16;
N, 26,90; S, 10,26 %; Nadeno: C, 57,84; H, 5,05; N, 26,75; S, 10,28 %. IR (KBr, Cmfl)
Vmax: 3195m (NH), 3001w (CHair), 1508vs (amidna 11); 1227s (C=S). **C NMR (126
MHz, DMSO-dg, ¢ (ppm)): 12,13 (C8 = C11), 123,44 (C3=C17), 133,52 (C5=C15),
145,85 (C4= C16), 147,05 (C7 = C10), 149,88 (C6=C14), 151,32 (C2=C12), 172,44
(C9).

Literaturni podaci: *H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 6 (ppm)): 2,47, (s, 3H, CHs) 2,49 (s,
3H, CHs), 7,44 (dd, 2H, Cpirigin-H-5,5", J = 7,4, J = 4,8), 7,90 (t, 2H, Cyirigin-H-4,4’, J =
7,8), 8,19 (d, 2H, Cyirigin-H-3,3’, J=7,8), 8,63 (d, 2H, Cyirigin-H-6,6", J = 4,8), 11,00 (ss.,
2H, NH).

1,5-bis[1-(3-piridinil)etiliden] dihidrazid tiougljene kiseline (thUK(gpya))‘r’g. Zuta
supstanca prekristalisana iz etanola. Prinos: 81 %. t.t. 201-202 °C (lit.t.t. 201-206 °C).
Elementalna analiza: Izra¢unato za C15sH16NgO (Mw = 312,39 g mol'l): C, 57,67; H, 5,16;
N, 26,90; S, 10,26 %; Nadeno: C, 57,67; H, 5,16; N, 26,90; S, 10,26 %. IR (KBr, Cm’l)
Vmax: 3185m (NH), 2963w (CHari), 1504vs (amidna I1); 1222s (C=S). *C NMR (126
MHz, DMSO-ds, 0 (ppm)): 13,66 (C8 = C11), 123,72 (C5 = C15), 133,71 (C4 = C16),
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133,82 (C3 = C17), 148,90 (C7 = C10), 149,02 (C2 = C12), 150,21 (C6 = C14), 172,12
(C9).

Literaturni podaci: *H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 5 (ppm)): 2,41 (s, 6H, CHs), 7,46—
7,50 (m, 2H, Cpirigin—H), 8,24 (d, 2H, Cpirigin—H), 8,61 (d, 2H, Cpirigin—H), 9,07 (ss, 2H,
Cpirigin—H), 11,01 (s, 2H, N-H).

1,5-bis[1-(4-piridinil)etiliden] dihidrazid tiougljene kiseline (thUK(4pya))47. Bela
supstanca prekristalisana iz smeSe rastvaraca (DMF/etanol 1 : 9, v/v). Prinos: 77 %. t.t.
229-230 °C (lit. t.t. 233-236 °C). Elementalna analiza: Izracunato za C15sH16NgO (Mw =
312,39 ¢ mol'l): C, 57,67; H, 5,16; N, 26,90; S, 10,26 %; Nadeno: C, 57,50; H, 5,18; N,
26,88; S, 10,24 %. IR (KBr, cm™) Vma: 3422m (NH), 3098w (CHai)), 1508vs
(amidna I1); 1220s (C=S), *C NMR (126 MHz, DMSO-ds, J (ppm)): 13,25 (C8 =
C11), 120,82 (C3 = C5 = C15 = C17), 145,55 (C4 = C16), 146,78 (C7 = C10), 150,88
(C2=C6=C13=C17), 172,36 (C9).

Literaturni podaci: *H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 6 (ppm)): 2,39 (s, 6H, CH3), 7,82
(d, 4H, Cpirigin-H2, 27, 6, 67, J = 4,60 Hz), 8,65 (d, 4H, Cyirigin-3, 5, 3°, 57, J = 4,60 Hz),
11,10 (s, 2H, H-N3 = H-N4).

1,5-bis[fenil-(2-piridinil)metilen] dihidrazid tiougljene kiseline (thUK(zpyb))59. Zuta
supstanca prekristalisana iz etanola. Prinos: 95 %. t.t. 193-194 °C (lit. t.t. 167-168 °C).
Elementalna analiza: Izra¢unato za CysH2oNgS (Mw = 436,54 ¢ mol'l): C, 68,79; H, 4,62;
N, 19,27; S, 7,35 %; Nadeno: C, 68,66; H, 4,88; N, 18,98, S, 7,15 %. IR (KBr, Cm*l)
Vmax: 3202m (NH), 2966m (CHygri1), 1504vs (amidna I1), 1214s (C=S).

Literaturni podaci: *H NMR (300 MHz, CDCls, § (ppm)): 7,32-8,86 (m, 18H, C—Hai),
10,90 (s, 1H, N-H), 13,98 (s, 1H, N-H).

1,5-bis(8-hinolilmetilen) dihidrazid tiougljene kiseline (dhTUKq). Zuta supstanca
prekristalisana iz smeSe rastvarata (DMF/etanol 1 : 4, v/v). Prinos: 75 %. t.t.
(dekompozicija) 192-193 °C. Elementalna analiza: Izracunato za Cp1H16NgS (Mw =
384,12 gmol_l): C, 65,61; H, 4,19; N, 21,86; S, 8,34 %; Nadeno: C, 65,44; H, 4,03;
N, 21,77; S, 8,21 %. IR (KBr, cm™) vma: 3441m (NH), 3119w (CHgir), 1519vs
(amidna 11); 1231s (C=S). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 6 (ppm)): 7,62 (dd, 2H,
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H-C3 = H-C17, 3J34 = %J17.16 = 4,1 Hz), 7,75 (t, 2H, H-C6 = H-C14, *J¢5 = %J14.15
= 7,95 Hz), 8,09 (dd, 2H, H-C5 = H-C15, 3Js¢ = 3J1514 = 7,95 Hz), 8,35-8,64
(spm, 3H, H-C4 = H-16, H-C13), 8,88 (s, H-C7), 9,00 (dd, 2H, H-C2 = H-C18,
33,3 = 31817 = 4,1 Hz), 9,48 (s, 1H, H-C11), 9,91 (s, 1H, H-C9), 12,14 (d, 2H, H-
N3 = H-N4). ¥C NMR (126 MHz, DMSO-ds, § (ppm)): 121,85 (C3 = C17),
125,98 (C13), 126,48 (C6 = C14), 126,70 (C7), 128,01 (C4a = C15a), 129,99 (C5
= C15), 130,97 (C12), 131,46 (C8), 136,65 (C4 = C16), 140,36 (C8a = C12a),
140,48 (C11), 145,40 (C9), 150, 34 (C2 = C18), 175,21 (C10).

1,5-bis(2-hinolilmetilen) dihidrazid tiougljene kiseline (dhTUKye). Zuta supstanca
prekristalisana iz smese rastvara¢a (DMSO/metanol 9 : 1, v/v). Prinos: 68 %. t.t. 184 °C
(lit. t.t. 182 °C)48. Elementalna analiza: Izracunato za Cy1Hi1sNeS (Mw = 384,12 ¢
molfl): C, 65,61; H, 4,19; N, 21,86; S, 8,34 %; Nadeno: C, 65,78; H, 4,01; N,
21,56; S, 8,12 %. IR (KBr, cm™) Vma: 3424s (NH), 2923m (CHai), 1488 vs
(amidna I1); 1229 s (C=S). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds, J (ppm)): 7,67 (ddd,
2H, H-C6 = H-C16, %Jg7 = %J1617 = 7,05 Hz, %Js5 = *J1615 = 7,95 Hz), 7,82 (ddd,
2H, H-C7 = H-C17, 3376 = %J17.16 = 7,05 Hz), 8,06 (ddd, 4H, H-C5 = H-C15, H—
C8 = H-C18,%Js56 = %J1516 = 7,95 Hz), 8,20 (s, 1H, H-C11), 8,40 (s, 1H, H-C9),
8,46-8,63 (spm, 4H, H-C3 = H-C13, H-C4 = H-C14), 12,16 (s, 1H, H-N4), 12,51
(s, 1H, H-N3). **C NMR (126 MHz, DMSO-ds, & (ppm)): 118,41 (C13), 118,72
(C3), 127,75 (C6 = C16), 128,23 (C4a = Cl4a), 127,37 (C5 = C15), 130,47 (C7 =
C17), 130,47 (C8 = C18), 136,98 (C4 = C14), 144,46 (C11), 149,59 (C9), 147,70
(C8a = C18a), 152,03 (C12), 153,96 (C2), 175,97 (C10).

1,5-bis[(8-hidroksi-2-hinolil) metilen] dihidrazid tiougljene kiseline (dhTUK gorizqq)- Zuta
supstanca prekristalisana iz smeSe rastvara¢a (DMF/metanol 1 : 9, v/v). Prinos: 74 %.
t.t. 240-241 °C. Elementalna analiza: Izra¢unato za C;1H16NgO2S (Mw = 416,46
gmol_l): C, 60,56; H, 3,87; N, 20,18; S, 7,70 %; Nadeno: C, 60,68; H, 4,03; N,
20,07; S, 7,52 %. IR (KBr, cm™) Vmax: 3479s (OH), 3428m (NH), 2923m (CHari1),
1500vs (amidena I1); 1231s (C=S). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds,) J (ppm)): 7,14
(d, 2H, H-C7 = H-C17, 3376 = 331716 = 7,4 Hz), 7,43 (m, 4H, H-C5 = H-C15, H-
6 = H-16), 8,05-8,41 (spm, 4H, H-C3 = H-C13, H-C4 = H-C14), 8,53 (s, 1H, H-
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C11), 8,89 (s, 1H, H-C9), 9,89 (s, 2H, O1H = O2H), 12,18 (s, 1H, H-N4), 12,52
(s, 1H, H-N3). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds, J (ppm)): 112,24 (C7 = C17),
117,87 (C5 = C15), 118,62 (C3 = C13), 128,38 (C6 = C16), 128,90 (C4a = C14a),
136,48 (C4 = C14), 138,20 (C8a = C18a), 143,85 (C11), 149,17(C9), 151,60 (C2 =
C12), 153,44 (C8 = C18), 175,61(C10).

3.3 Rendgenska strukturna analiza

Monokristali mhUK gy I MhUK 4,y SU dobijeni iz rastvora za prekristalizaciju
sporim uparavanjem i snimani su na Oxford Gemini S difraktometru sa Saphire 3 CCD
detektorom na sobnoj temperaturi koriS¢enjem monohromatskog Cu Ka zracenja (4 =
1,5418 A) za supstancu mhUKpy, i MoKa (4 = 0.71071 A) zraéenja sa supstancu
MhUK pye)- Podaci su sakupljani koris¢enjem programskog paketa CrysAlis CCD 208 a
redukcija podataka je izvr§ena programskim paketom CrysAlis RED?®. Odredivanje
prostornog rasporeda grupa zasnovano je na analizi Laue klase i sistemski odsutne
refleksije. Prikupljeni podaci su korigovani multi-sken korekcijom apsorpcije pomocéu
sfernih  sekundarnih frekfencija primenjenih u SCALE3 ABSPACK mernom
algoritmu®®®. Strukture su resene direktim metodama (SHELXT?®) i utanaGavane
metodom najmanjih kvadrata koris¢enjem programa SHELXL-2014/6.2% Za obe
komponenete parametri pomeranja svih atoma, osim atoma vodonika, utanjeni su
anizotropno. PoloZaji atoma vodonika vezanih za atome ugljenika su smeSteni u
geometrijski izracunate poloZaje i utacnjeni koriS¢enjem fiksnih distanci 0,93 A (CH) i
0,96 A (CH3). Atomi vodonika vezani za atom azota su nadeni u mapi razlike elektronske
gustine 1 utacnjen je izotropnim parametrima pomeranja. Svi proracuni su uradeni
koriiéenjem programa PARST #° i PLATON #! primenjenih u WINGX 22

programskom sistemu.

3.4 Korelaciona analiza

Korelaciona analiza izvrSena je pomocu softverskog paketa Microsoft office
Excel 2007. U svrhu ispitivanja uticaja rastvaraca na sintetisane molekule odredeni su
UV apsorpcioni maksimumi za jedinjenja u izabranom setu rastvaraca razlicite polarnosti.

Efekat rastvaraca, kao i uticaj supstiuenata na solvatohromne karakteristike je proucavan
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Kamlet-Taftovom solvatohromnom jednacinom (jedna¢ina 2.13) i modelom koji je
predlozio Catalan (jednacina 2.15).

Osim LSER metodologije, elektronska struktura ispitivanih jedinjenja je
proucavana primenom principa korelacije slobodnih energija (LFER). Ovaj princip je
prmenjen da bi se stekao uvid u faktore koji uti¢u na *C i *H NMR hemijska pomeranja,
pKa ili vmax Vvrednosti. Prenos elektronskih efekata supstituenata je analizirana
kori$¢enjem monoparametarskog modela Hammetove jednacine (SSP, Single Substituent
Parameter) (2.4, 2.10-2.11). Validnost korelacionih analiza je procenjena na osnovu
koeficijenata korelacije (R), standardne devijacije (sd), Fiserovog testa (F) i broja

rastvaraca ukljucenih u korelaciju (n).

3.5 Masena spektrometrija, MS/MS"

Kori$¢eni maseni spektrofotomeetar je LTQ XL linerani jonski trap (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) sa elektrosprej jonizacijom (ESI). Rezultati su
obradivani kori§¢enjem Xcalibur® 2.3 (Thermo Fisher) softverskog paketa. PodeSavanje
masenog spektrofotometra je izvrSena automatski. MS i MS" eksperimenti su uradeni u
metanolu kao rastvaradu u koncentracijama 10 pgmL™'. Standardi isporudeni u 3pric
pumpama sa brzinom protoka 10 uL min_' meSani su putem T-raéve sa LC eluentom koji
sadrzi 99 % metanola i 1 % 10% siréetne kiseline. Protok mobilne faze je 0,3 mL min™".
Maseni spektri mh-UK su snimani u pozitivnom i negativnom ESI modu. Za sve
eksperimente u pozitivnom ESI modu izvor napona je 5 kV. Azot je koris¢en kao omotac
i kao pomo¢ni gas i vrednosti njegovog protoka (skala u relativnim jedinicama u opsegu
od 0-100 definisanog u LTK KSL sistemu) su bile 32 i 8 respektivno. Temperatura u
kapilarima je postavljena na 350 °C, sa naponom u kapilarama u iznosu od 6 i 75 V,
respektivno. U negativnom ESI modu postavljeni parametri su: izvor napona 4 KV,
protok azota u omotacu 32 a kao kao pomocni gas 8, napon u kapilarama -19 V i napon
cevi objektiva -142 V. Helijum je koris¢en kao kolizioni gas u jonskom trapu. Energija
kolizije je ru¢no optimizovana za svaku supstancu. Maksimalno vreme injektiranja za MS
je 50 ms, a broj mikroskeniranja je 2, a za MS" eksperimente maksimalno vreme
injektiranja je 100 ms uz 3 mikroskena. Kompletan rezim skeniranja je koriSéen za

dobijanje masenih spektara i odabir jona prekursora za dobijanje jonskog spektra.
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3.6 Potenciometrijsko odredivanje konstanti kiselosti

Potenciometrijske titracije su izvedene na automatskom titratoru CRISON PH -
Burette 24 2S, Version 3.0, sa kombinovanom mikro-elektrodom CRISON 50 29. Sistem
je kalibrisan biftalatnim (pH = 4,01) i fosfatnim (pH = 7,00) puferima. Osnovni rastvori
mh-UK (¢ = 0,5-1:10-3 M) za potenciometrijsko odredivanje konstanti kiselosti
pripremani su u vodi, u slucaju tri mh-UK na bazi hinolina (mhUKgqc), mhUKzqc),
MhUK goH2qc)) koji su pripremani u smesi vode i methanola (1:1, v/v) nat=25+1°C
pri konstantnoj jonskoj jacini (I = 0,1 M (NaCl)) rastvaranjem ta¢no odmerene mase suve
supstance. Rastvori HCI i NaOH su standardizovani potenciometrijskim titracijama. Za
izracunavanje konstanti kiselosti koriS¢eni su podaci dobijeni kalibracijom sistema
Grann-ovom metodom koriséenjem softverskog paketa GLEE. *® Program je napravljen
za kalibraciju elektrode titracijom standardnog rastvora jake kiseline jakom bazom. Na
osnovu eksperimentalnih podataka (E (mV) i Vnaon (ml)) dobija se k, nagib i 'slope
factor’ (korekciju Nernstovskog nagiba, jednadina (f)), koji se potom Kkoriste u
softverskom paketu HYPERQUAD2008** za obradu eksperimentalnih podataka
dobijenih titracijama za odrdivanje pKa vrednosti ispitivanih mh-UK. Program takode
moze proceniti udeo rastvorenog CO; u rastvoru NaOH. Kori§¢eni su i standardni rastvori
NaOH (c = 0,0933 M) i HCI (c = 0,1123 M).
Standardizacija rastvora NaOH izvedena je koriS¢enjem natrijum-hidrogenftalata, a
standardizacija HCI koriS¢enjem prethodno standardizovanog rastvora NaOH.
Potenciometrijske titracije su izvedene u vodenoj sredini i u smesi metanola 1 vode (1:1,
v/v). Obzirom da su mh-UK slabo rastvorni u vodi i sme$i rastvaraca, rastvaranje je bilo
potpomognuto ultrazvukom, meSanjem 1 blagim zagrevanjem (t < 50 °C) na magnetnoj
mesalici. Pri potenciometrijskom odredivanju pKa; i pKay, rastvorima mh-UK od 4,00 ml
tacno poznate koncentracije dodato je proraunata zapremina 0,16 ml standardnog
rastvora HCI i titrovano standardnim rastvorom NaOH. Zapremina inkremenata
titracionog sredstva iznosila je 5 pl. Iz dobijenih eksperimentalnih podataka, pKa 1 pKaz

vrednost je odredena kori¢enjem softverskog paketa HQ2008%°,

89



3.7 Molekulsko modelovanje
3.7.1 Kvantnomehanicki proracuni, predikcija NMR-a i lipofilnost

Pocetna konformacije mh-(T)UK i dh-(T)UK koji u svom sastavu sadrze
hinolinsko jezgro su generisane na OMEGA 2.4.3,%*® korii¢enjem MMFF94s polja
sila.”** Strukture su dodatno optimizovane koris¢enjem ®B97X-D funktionala,” i
bazisnog seta 6-311G (d,p). Efekat solvatacije je simuliran polarizovanim Uticaj
rastvaraca je simuliran je primenom modela polarizovanog kntinuuma u acetonitrilu
(PCM) 2. Da bi se potvrdilo da dobijena geometrija predstavlja globalni
minimum izvrSena je vibraciona analiza frekvencije (Opt + Freq keywords).
Imaginarna frekvencija nije pronadena, stoga je stacionarna tacka predstavljala
minimum. Modelovani su razli¢iti tautomerni oblici i geometrijski izomeri oko
azometinske grupe (C=N), i maksimanja energija svake komponenete je bila
(tio)keto, sa E konfiguracijom na svim azometinskim vezama. Polazec¢i od
globalnog minimuma, NMR hemijska pomeranja su proracunata na ®B97X-D/6-
311G(d,p) nivou koris¢enjem GIAO aproksimacija®’ primenom PCM modela u
DMSO. Hemijska pomeranja na skali *H i *C odredena su u odnosu na TMS.
Lipofilnost komponenti je predvidena polaze¢i od DFT optimizovanih geometrija,
izraCunavanjem virtuelnog logP dobijenog iz molekulskog lipofilnog

potencijala.”*®

3.7.2 Teorijski proracuni mh-UK

Geometrija svih komponenti je optimizovana MP2 metodom koriS¢enjem
bazisnog seta 6-311G(d,p) basis set. U cilju nalaZenja globalnog minimum na
potencijalnu energiju povrsine (PES, eng. Potential Energy Surface), izvrSena je
viSestruka optimizacija za svaku komponentu sa razliitim torzionim uglom i
inkrementom od 15° 1 minimalizovanje energije uz poStovanje svih geometrijskih
parametara. Priroda najnizeg energetskog minimuma je dodatno potvrdena proracunima
frekfencije. Negativna frekfencija nije pronadena. UV-Vis apsorpcione energije
jedinjenja, kao 1 karakteristike osnovnog i pobudenog stanja dobijene su pomocu
vremenski zavisne DFT metode (TD-DFT) proratunate na MP2/6-31G(d,p)
optimizovanim geometrijama. Simulacija TD-DFT proratuna u DMSO je izvedena
pomoéu modela CAM-B3LYP 2 i 6-311G(d,p) bazisnog seta. Kvalitativni indeks
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transfera naelektrisanja: Dct, Qct 1 vrednosti variranja dipolnog momenta izmedu

osnovnog i ekcitovanog stanja (Ucrt) su izraGunate primenom metode predlozene od

strane Le Bahers i saradnika®®

221

. Svi hemijski proracuni su izracunati koriS¢enje
Gaussian09 programa“=". Analiza raspodele elektronske gustine na atomima u molekulu
(AIM, eng. Atoms-in-Molecules) analize talasne funkcije osnovnog stanja su odredene

programom Multifwfn??%,

3.7.3 3D-QSAR modelovanje zasnovano na deskriptorima izvedenim iz MIF-ova
primenjeno na antimikrobnu aktivnost h-TUK

3D-QSAR modeli su napravljeni u programu Pentacle 1.06". koji izratunava
deskriptore GRIND-2 iz polja molekulskih interakcija®. MIF-ovi su izradunati pomoéu
DRY, O, N1 i TIP probe. Vazne pozicije oko molekula (hot spots) ekstrahovane su iz
elF-ova koristeéi AMANDA diskretizacioni algoritam?**. Kodiranje profiltriranih MIF-
ova u GRIND promenljive uradeno je pomocu MACC2 algoritma. Svi parametri
kori$éeni za raCunanje MIF-ova bili su identi¢ni predefinisanim. S obrirom da je je broj
izraCunatih deskriptora u velikoj meri prevazilazi broj komponenti PCA je koriS¢ena kao
metoda za grupisanje jedinjenja i proucavanje njihove sli¢nosti, dok je PLS regresija
upotrebljena za dobijanje kvantitativne veze izmedu bioloske aktivnosti 1 GRIND.'® 3D
strukture h-TUK generisane su iz SMILES (eng. Simplified Molecular-Input Line
System) zapisa u programu OMEGA 2.4.3*3 koriste¢i MMFF94s polje sila i
predefinisana podeéavanja,214 biraju¢i samo najstabilniju konformaciju. Strukture su
dodatno optimizovane koriste¢i semiempirijski PM6 metod u programu MOPAC 20162
i koriste¢i VEGA ZZ ZZ 3.1.0 program kao graficki korisnicki interfejs (GUI, eng.

Graphical User Interface)?.

3.7.4 Doking vezivanja dhTUK gqc) za HSA

Za ispitivanje vezivanja jedinjenja dhTUKq) za mesto IB HSA, koris¢ena
je kristalna struktura HSA sa dimerom idarubicina (PDB, eng. Protein Data Bank)
kod 4LB2)**’. Za mesti IlA koris¢ena je PDB struktura amidnih derivate indola
(PDB kod 3LU7).?® Za mesto IIIA kori§éena je struktura kompleksa HSA-
diflunizal (PDB kod 2BXE)?°. Za definisanje poloZaja receptora kori¢ena je
rezidualna sfera od 12 A oko kokristalnog liganda. Ligand i molekuli vode su
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uklonjeni pre primene receprora u program AutoDock Tools 1.5.6 ?*°. Pocetna
konformacija dnTUK gy generisana je u program OMEGA 2.4.3,°"* korid¢enjem
MMFF94s polja sila®**. Geometrija konformera sa najniZom energijom
optimizovana je kori$¢éenjem PM6 metode implementirane u MOPAC 2016%%°.
Doking studija je sprovedena u softveru Autodock Vina 1.1.2%*', VEGAZZ 3.0.3 je

koriséen kao GUI?%°.

3.8 Metode ispitivanja bioloske kativnost

3.8.1 Ispitivanje anticancer aktivnosti

Celijske kulture

Testiranje antikancerske aktivnosti ispitivanih jedinjenja radeno je na dve ¢elijske
linije: humani adenokarcinom pankreasa, AsPC-1(ATCC®, Kat. br. CRL-1682) i humana
aktutna monocitna leukemija, THP-1(ATCC®, Kat. br. TIB-202). Celijske kulture
odrzavane su u medijumima po preporukama ATCC (eng. American Type Culture
Collection) organizacije, AsPC-1 ¢elije u medijumu DMEM (eng. Dominique Dutscher),
a THP-1 ¢elije u medijumu RPMI-1640 (Life Technologies). Oba medijuma obogacena
su sa 10 % (v/v) govedeg seruma (Life Technologies) prethodno inaktivisanog na
temperaturi od 56 °C tokom 30 minuta, i sa 1 % (v/v) antibiotika (penicilin 10 000 1U/ml,
streptomicin 10 000 pg/ml, Life Technologies). Celijske kulture su odrzavane u vlaznom

inkubatoru na 37 °C, sa 5 % (v/v) CO, u atmosferi.

Priprema ispitivanih jedinjenja

Sva ispitivana jedinjenja rastvorena su u dimetilsulfoksidu (DMSO, Sigma-
Aldrich) u koncentraciji 20 mM. RazblaZenja su pripremana sa odgovaraju¢im
medijumima (DMEM ili RPMI-1640) neposredno pre stavljanja ispitivanih jedinjenja na
¢elije. Najveca finalna koncentracija DMSO na celijama postignuta je u uzorcima

tretiranim koncentracijom od 100 uM i iznosila je 0,5 % (v/v).

Tripsinizacija AsPC-1 éelija

Posto se AsPC-1 ¢elije lepe za podlogu suda, pre svake pripreme ove celijske
kulture za analizu na protoCnom citometru neophodno je da se iste procesom
tripsinizacije odlepe od podloge i dovedu u formu ¢elijske suspenzije. Ista priprema nije

neophodna za THP-1 ¢elije obzirom da se one ne lepe za podlogu.
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Po isteku trajanja vremena inkubacije odredenog eksperimenta, sva koli¢ina
medijuma iz bunar¢i¢a (mikrotitar ploce (kori§¢ene su ploce sa 96 bunarcic¢a, Corning®)
sa tretiranim 1 netretiranim ¢elijama prebacuje se u novu mikrotitar plo¢u. Na ovaj nacin
sprecava se gubitak c¢elija koje su se u procesu celijske smrti (apoptoze ili nekroze)
odvojile od podloge. U bunarcice sa zalepljenim ¢elijama najpre se dodaje fosfatni pufer
(PBS, Sigma-Aldrich) u zapremini od 0,2 ml, i mikrotitar ploa se centrifugira
(centrifuga, Fisher Scientific) na 450 x g tokom 10 minuta. Ovaj korak je neophodan da
bi se odstranio sav govedi serum kojim je obogacena DMEM podloga jer isti inhibira
enzimsku aktivnost tripsina. Nakon zavrSenog centrifugiranja, PBS se odtranjuje iz
bunarci¢a izvrtanjem ploce na papirni ubrus, i potom se u svaki bunarci¢ dodaje 0,2 ml
tripsina. Ploca se potom ostavlja u inkubatoru narednih 20 minuta da bi tripsin odvojio
¢elije od podloge. Tripsin (BioWest) se poput PBS-a odstranjuje iz bunarci¢a nakon
centrigugiranja ploce. U bunarci¢e sea ¢elijama odvojenim od podloge pomocu tripsina
vraca se na pocetku odvojena podloga ostranjena na pocCetku ovog procesa, i pristupa se

bojenju uzorka za analizu na proto¢nom citometru.

Bojenje celija Aneksinom Vi PI

Celije su sadene u mikrotitar plo¢e sa 96 bunaréié¢a u koncentraciji 10 000 éelija u
0,1 ml. Zasadene c¢elije su ostavljene preko noc¢i u inkubatoru, a sutradan su u bunarcice
dodata ispitivana jedinjenja u rasponu od 6 koncentracija (po jedna koncentracija u
svakom bunarci¢u). Kao negativna kontrola koriS¢ene su ¢elije u bunar¢i¢ima kojima su
umesto ispitivanih jedinjenja dodat odgovaraju¢i medijum (DMEM ili RPMI-1640).
Pripremljene koncentracije jedinjenja dodate su u zapremini od 0,1 ml, tako da je ukupna
zapremina po bunarci¢u bila 0,2 ml. Duzina inkubacije je bila 24 h u inkubatoru sa gore
opisanim atmosferskim i temperaturnim uslovima.

Po isteku trajanja inkubacije od 24 h, AsPC-1 ¢elije se najpre tripsiniziraju kao Sto
je gore opisano, dok se THP-1 ¢elije boje bez ikakve prethodne pripreme. Bojenje ¢celija
se vrsi tako $to se u svaki od bunarci¢a doda po 3 pl Aneksina V (Immuno Tools) i Pl
(Miltenyl Biotec Inc). PloCe sa bojenim cCelijama ostavljaju se u inkubatoru tokom 20
minuta pre analize. Do stavljanja mikrotitar plo¢e u protocni citometar (Guava®
easyCyte 12HT Benchtop, Millipore) uzorke je potrebno zastititi od svetlosti. Celije
prikupljene na citometru automatski su analizirane GuavaSoft softverskim paketom

(Millipore) i sortirane na osnovu njihove markiranosti Aneksinom V i/ili PI.
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Odredivanje EDs, koncentracije

Procenat ¢elija markiranih samo Aneksinom V ili Aneksinom V i Pl dobijenih
oCitavanjem na proto¢nom citometru sabirane su za svaki od analiziranih tretiranih
uzoraka pojedinac¢no. Grafikon odnosa koncentracije i efekta dobijen je tako Sto su na X
osu unesSene logaritmovane vrednosti koncentracija ispitivanog jedinjenja koriS¢enih u
eksperimentu, dok su na Y osu uneSene vrednosti zbira Aneksin V markiranih ¢éelija za
svaku od koncentracija. Odnos koncentracije i dobijenih procenata je povezan
asimetricnom petoparametarskom sigmoidnom logistickom jedna¢inom koriste¢i GrafPad
Prizma softver (GraphPad Software 6 Prism). EDsy koncentracija je definisana kao ona
koja odgovara sredini eksponencijalne faze dobijene sigmoidne krive.

Odredivanje zastupljenosti ¢elija po fazama Celijske deobe

Procenatualni raspored celija po fazama deobe odredivan je na preostalim
¢elijama nakon analize Aneksin V/PI-om. Mikrotitar ploca je neposredno nakon §to je
izvadena iz protocnog citometra stavljena u centrifugu (450 g tokom 10 minuta), a
supernatant je potom odstranjen izvrtanjem ploce na papirni ubrus. U svaki bunaréi¢ je
potom dodato 0,2 mol 70 % etanola 1 ploca je ostavljena 24 h u friZzideru na temperaturi
4-8 °C da bi se celije fiksirale. Nakon isteka procesa fiksacije ploa je ponovo
centrifugirana (450 x g tokom 10 minuta), supernatant odstranjen polaganjem plo¢e na
papirni ubrus, i u svaki bunarci¢ je dodat PBS u zapremini od 0,1 ml. Bojenje celija
radeno je dodavanjem 0,05 ml FxCycle rastvora (FxCycle ™ PI/RNAse rastvor,
Molecular Probes) u svaki od bunarci¢a, nakon Cega je ploca ostavljena 30 minuta u
inkubatoru. Neposredno pred analizu u bunarcice je dodato po 0,1 ml PBS-a. Ploca je do

ocitavanja u proto¢nom citometru bila zasticena od svetlosti.

Odredivanje zavisnosti apoptoze od aktivnosti kaspaza

Celije su sadene u mikrotitar plo¢u sa 96 bunar¢i¢a u gustini od 10 000 éelija u
0,1 ml i ostavljene do 24 h u inkubatoru pre eksperimenta. U eksperimentalnim
bunar¢i¢ima celije su tokom 6 sati tretirane sa ispitivanim jedinjenjem dodatim u EDsg
koncentraciji 1 inhibitorom aktivnosti kaspaza Sirokog spektra (Z-Val-Ala-Asp-
fluoromethylketone, Z-VAD-fmk, Promega). U bunar¢i¢ima koji su sluzili kao pozitivna
kontrola ¢elije su tretirane samo sa ispitivanim jedinjenjem dodatim u EDso koncentraciji.

Nakon zavrsetka tretmana, AsPC-1 ¢elije u eksperimentalnim i1 kontrolnim bunarci¢ima
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su tripsinizirane a potom obojene Aneksinom V i Pl. THP-1 ¢elije su bez prethodne
pripreme bojene Aneksinom V i PL. Bojenje je uradeno po gore opisanoj metodi. Uzorci
su ocitani na proto¢nom citometru. Procenat inhibicije apoptoze i nekroze izracunat je po

sledec¢oj formuli:

% apoptoze ili nekroze u A
Inhibicija(%) = l1—( 0 apoproz z )J x 100

(3.1)

% apoptoze ili nekroze u B
gde je A — eksperimentalni uzorak tretiran sa Z-VAD-fmKk i ispitivanim jedinjenjem, a B

— kontrolni uzorak tretiran samo sa ispitivanim jedinjenjem.

Odredivanje aktivacije kaspaza 8 i 9

Celije su sadene u mikrotitar plodu sa 96 bunar¢i¢a u gustini od 10 000 ¢elija u
0,1 ml i ostavljene do 24 h u inkubatoru pre eksperimenta. Tokom perioda od 6 h ¢elija su
tretirane ispitivanim jedinjenjem dodatim u EDsp koncentraciji, nakon ¢ega su AsPC-1
Celije tripsinizirane. Tripsinizirane AsPC-1 i tretirane THP-1 Celije bojene su prema
preporukama proizvodaca specificnim reagensima koji detektuju aktiviranu formu
kaspaze 8 (Guava Caspase 8 FAM kit, EMD Millipore), odnosno kaspaze 9 (Guava
Caspase 9 SR kit, EMD Millipore). Celije su nakon bojenja analizirane na proto¢nom
citometru. Bunar¢i¢i sa netretiranim celijama su takode bojeni istim reagensima i

koriS¢eni kao negativna kontrola.

Odredivanje prisustva superoksidnih radikala u mitohondrijama

Celije su sadene u mikrotitar plo¢u sa 96 bunar¢i¢a u gustini od 10 000 éelija u
0,1 ml i ostavljene do 24 h u inkubatoru pre eksperimenta. Tokom 6 h ¢elje su tretirane
ispitivanim jedinjenjem dodatim u koncentraciji od 50 uM, nakom cega su AsPC-1 celije
tripsinizirane. Tripsinizirane AsPC-1 Celije i tretirane THP-1 celije bojene su MitoSOX
markerom (MitoSOX™ Red, Molecular Probes) po preporukama proizvodaca. Celije su
nakon bojenja analizirane na proto¢nom citometru. Bunarc¢i¢i sa netretiranim ¢elijama

obojenim MitoSOX markerom su koriS¢eni kao negativna kontrola.

Odredivanje prisustva CD44 receptora na povrsini AsPC-1 éelija

AsPC-1 ¢elije su sadene u mikrotitar plocu sa 96 bunarci¢a u gustini od 5 000
¢elija u 0,1 ml 1 ostavljene do 24 h u inkubatoru pre pocetka eksperimenta. Ispitivana
jedinjenja su dodata u koncentracijama od 1 1 10 uM, nakon Cega su mikrotitar ploce

drzane u inkubatoru tokom narednih 72 sata. Po isteku perioda tretmana, celije su
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tripsinizirane i bojene anti-CD44-FITC antitelima (Miltenyl Biotec). Kao negativna
kontrola koris¢eni su bunarCi¢i sa netretiranim celijama bojeni anti-CD44-FITC
antitelima, i bunar¢i¢i sa netretiranim ¢elijma bojeni anti-lgG-FITC antitelima (Miltenyl
Biotec). Nakon dodavanja antitela ploCe su drzane u inkubatoru tokom 30 minuta. Visak
nevezanih antitela odstranjen je nakon centrifugiranja ploc¢e i odlivanja supernatanta
okretanjem ploce na papirni ubrus. U svaki od bunarci¢a dodat je PBS u zapremini od 0,2

ml. Celije su analizirane na proto¢nom citometru.

Odredivanje aktivnosti ispitivanih jedinjenja na 3D modelu

AsPC-1 ¢elije su sadene u mikrotitar plo¢u sa U-profilisanim dnom (Corning).
Ploca je drzana u inkubatoru narednih 4 dana do formiranja sferoida. Ispitivana jedinjenja
su dodata u koncentracijama od 1, 10 1 100 uM. Duzina tretmana sferoida iznosila je 8
dana, pri ¢emu je Cetvrtog dana polovina podloge zamenjena svezom sa odgovaraju¢om
koncentracijom ispitvanog jedinjenja. Kao negativna kontrola koriS¢eni su netretirani
sferoidi kojima je Cetvrtog dana takode osvezena podloga. Promene u veli€ini tretiranih 1
netretiranih sferoida registrovane su snimanjem na Celigo citometru (Nexcelom
Bioscience), koriS¢enjem Celigo softvera (Nexcelom Bioscience). Rezultati su
predstavljeni kroz indeks rasta sferoida izraCunatog za svaki od dana analize u odnosu na

veli¢inu istih sferoida neposredno pre dodavanja ispitivanih jedinjenja.

3.8.2 Ispitivanje antioksidativne aktivnosti, DPPH inhibicija

Sposobnost doniranja protona je testirana protokolom za odredivanje aktivnosti
neutralizacije radikala®*?. Supstance su rastvore u DMSO-u a zatim razblaZene u
deset razlicitih koncentracija. Komercijalno dostupan DPPH radikal (Fluka Chemie
AG Buchs) je rastvoren u metanolu u koncentaciji od 6,58 - 10> M. U mikrotitar
plocu sa 96 bunarci¢a 140 pLL DPPH rastvora je uliveno 1 10 pL DMSO rastvora
testiranih supstanci, kao 1 ¢ist DMSO (10 pL) kao kontrola. Mikrotitar je ostavljen
u mraku 30 min na sobnoj temperature. Nakon toga je merena apsorbanca na 517
nm koris¢enjem Thermo Scientific Appliskan (TS Labor) spektrofotometra. Sva
merenja su uradena tri puta. Inhibicija je izracunata na osnovu formule:

kontrola — Auzorak

A
Inhibicija(%) = ( ) x 100 (3.2)

Akontrola

96



gde su Auzorak 1 Akontrola @PSOrbance rastvora uzorka i kontrolnog rastvora DPPH na
517 nm, respektivno. ICsp je izraCunata za sve supstance na osnovu procenata
neutralisanog DPPH radikala. Askorbinska kiselina je koriS¢ena kao referentna

supstanca (pozitivna kontrola) u koncentracijama od 50 do 500 mgmL .

3.8.3 Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

Za ispitivanje antimikrobnih svojstava ekstrakata gljiva koris¢eno je Cetiri Gram-
pozitivne bakterije Bacillus subtilis (ATCC 6633), Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Clostridium sporogenes (ATCC 19404), Kocuria rhizophila (ATCC 9341), ¢etiri Gram-
negativne bakterije: Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9027), Proteus hauseri (ATCC 13315), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), i tri
gljivice: Candida albicans (ATCC 10231), Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763) and
Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404). Mikroorganizmi su gajeni na odgovaraju¢im
podlogama, bakterije; agar HiMedia, Mumbai, India, gljivice: Sabouraud dextrose agar,
Torlak. Svi koriS¢eni mikroorganizmi poreklom su iz americke kolekcije tipskih kultura,
ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, Maryland). Kao kontrola su

koriS¢eni amoksicilin, amikacin, flukonazol 1 nistatin.

Afar difuziona metoda

Antimikrobna aktivnost svi jedinjenja je odredena agar difuzionom metodom®®,
U Petrijevu Solju (dijametar 90 mm) dodato je 22 ml hranljivog agara i 100 pL kulture
mikroorganizama (10° ¢elija po posudi za bakterije i 10° spora za gljivice). Na povr§inu
svakog agara postavljeno je po tri filter diska pre¢nika 8 mm, koji su zatim natopljeni sa
po 100 pL testirane supstance (1 mg/100 pL DMSO). Amikacin je koris¢en kao kao
pozitivna kontrola za antibakterijska ispitivanja a nistatin na antifungalna ispitivanja (30
ng/100 uL H,0), dok je 100 pL vode i DMSO koris¢eno kao negativna kontrola. Ista
procedura je ponovljena na sve testirane mikroorganizme. Nakon inokulacije
mikroorganizama , supstanci i1 kontrole Petri Solje su inkubirane 24 h na 37 °C za
bakterije i 48 h na 24 °C za gljivice, nakon ¢ega su izmereni pre¢nici zona inhibicije
(zajedno sa filter diskovima). Svi testovi su uradeni u tri ponavljanja, za svako jedinjenje

i svaki mikroorganizam.
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Mikrodiluciona metoda

Da bi se preciznije odredila antibakterijska aktivnost ispitivanih jedinjenja
primenjena je mikrodiluciona metoda®*. Ispitivana je antimikrobna aktivnost h-TUK
samo na dve bakterije (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) i jedan kvasac
(C. albicans). Antimikrobno ispitivanje je izvedeno u 96-¢elijskim mikrotitar plocama
(Sarstedt, Germany). Supstance su rastvorene u 5% vodenom rastvoru DMSO, i serijski
razblazivane do koncentracija u rangu od 0,0097 to 20 mg/mL. Tetrazolijum hlorid (TTC,
0.0075%) je dodat mikrobiol§koj suspenziji kao indikator rasta. Za pozitivnu kontrolu
rasta je koris¢en 5% DMSO u odgovarajuéem medijumu. Obe bakterijske vrste su
inkubirane 24 h na 37 °C, dok je kvasac inkubiran 48 h na 32 °C. Nakon inkubacije
minimalna baktericidna-fungicidna koncentracija supstance procenjivana je kao ona gde
je doslo do izostanka rasta 99,9% celija pocetnog inokuluma. Najniza koncentracija koja
inhibiSe vidljivi rast testiranih sojeva mikroorganizama uoc¢ava se izostajanjem crvene
boje. MBC predstavlja koncentraciju koja ubija vise od 99,9% ¢elija pocetnog inokuluma
(dobija se na osnovu broja poraslih kolonija nakon subkultivacije na plocastom agaru)
(NCCLS - National Committee for Clinical Laboratory Standards).
Najniza koncentracija svake supstance bez vidljivog rasta nakon ponovljene inkubacije
predstavlja MBC/MFC (minimalna baktericidna/fungicidna koncentracija). Svi testovi su
ponovljeni tri puta, a kao kontrola su koriS¢eni amoksicilin trihidrat 1 flukonazol,

respektivno.

3.8.4 Vezivanje dhTUKgqc) za HSA

HSA iz koga su uklonjene masne kiseline (<0,007 % masih kiselina, Mw =
66478 Da) je dobavljen od kompanije Sigma, kao i kalijum-dihidrogenfosfat,
dinatrijum-hydrogenfosfat, natrijum-hlorid i kalijum-hlorid koriS¢eni za pripremanje
PBS. Ratvor HSA (c = 1,91 x 10™* M) je pripremljen rastvaranjem precizno
odmerene mase komercijalno dostupnog liofilizovanog HSA u sveze pripremljen
pufer (1xPBS, pH 7.36), i ¢uvan je u frizideru u odmerenim zapreminama od 100
HL. Rastvor 8y (c = 6,87 x 10 M) je pripremljen rastvaranjem potrebne koli¢ine
supstance u DMSO-u, zbog svoje niske rastvorljivosti u puferu. Rastvor HSA je
sveze pripremljen razblazivanjem osnovnog rastvora sa puferom (HSA konstantna

koncentracija, c =7 x 10’ M) i titrisan sa rastvorom dhTUKgqe) da bi se izbeglo
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razblazivanje rastvora. Supstanca je dodavana u molarnim ekvivalentima: 0,5, 1, 2,
3,4,5,719. Posle svakog dodatka bez ostatka sistem je mesan i ostavljen 15 min
da se uravnotezi pre merenja UV-Vis apsorpcije i snimanja emisionog spektra
fluorescencije. Nakon dodatka svih 9 ekvivalenta supstance, krajnja zapremina
DMSO nije presla koncentraciju 2 % (v/v). Pokazano je da je dodatak 15 %
DMSO nije doveo do strukturnih promena u govedem serumu albuminu (BSA,
eng. Bovine Serum Albumin), proteina strukturno slicnog HSA. Stoga je malo
verovatno da ¢e se konformacija HSA menjati sa nivoom dodatog DMSO u ovom
eksperimentu.® Milipore voda je kori$¢ena za pripremanje pufera.

Merenje fluorescencije je vrSeno na spektrofotometru Fluoromax-4 Jobin
Yvon (Horiba Scientific, Japan), opremljenom sa Peltier elementima za kontrolu
temperature 1 magnetnim mesanjem za kivetu, koriS¢enjem kvarcne ¢elije duzine 1
cm i zapremine 4 mL. Pre snimanja fluorecsentnog spektra razblazeni rastvor HSA
je profiltriran kroz filtere sa veli¢inom pora od 0,23um. Talasna duzina ekcitacije
je na 280 nm, sa 5 nm prorezima. Emisioni spektar je snimljen u oblasti talasnih
duzina od 300-450 nm, sa prorezima od 5 nm, u vremenu integracije od 0,1 s.
Bazna linija PBS signala je oduzimana od svakog spektra.

Koncentracija HSA je bila konstanta, koncentracija dhTUKgq) U opsegu od
0,35 do 6,3 uM kod gaSenja fluorescencije HSA. Odgovarajuce slepe probe, koje
su podrazumevale odgovaraju¢e koncentracije dhTUKgq) U puferu, su oduzete u
cilju korekcije pozadinske fluorescencije. Uzevsi u obzir da dhTUK gy apsorbuje
svietlost koja odgovara ekscitacionim i emisionim talasnim duzinama, odnosno
prisutan je fenomen unutraSnjeg filtera, uradena je korekcija fluorescentnih
Iintenziteta za apsorpciju ekcitacione i reapsorpciju emitovane svijetlosti, prema

jednacini 3.3.:

(Aex_Aem)
Feorr = Fops X 10 2

3.3)

gde su Feorr U Fops SU ispravljeni 1 posmatrani intezitet fluorescencije, a Aex | Aem SU
apsorbance pobudene i emisione talasne duzine’®. Korigovani inteziteti fluorescencije
koris¢eni su za sve proracune.

Odredivanje konstante vezivanja je uradeno koris¢enjem jednacine 3.4:

F,—F

log = logK, + nlog[Q] (3.4)
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gde Fo i F imaju isto znacenje kao u prethodnoj jednacini; Ky, je kontanta vezivanja, a n je
broj nezavisnih vezujuc¢ih mesta molekula.
Termodinamicki parametri vezivanja dhTUKgq) za HSA, su odredeni

pomocu jednacine 3.5:

v = JAH A4S
Mo = TR T R

gde je R- univerzalna gasna kostanta:, T apsolutna temperatura; Kb- konstanta vezivanja

(3.5)

na odredenoj temperaturi.

UV-Vis spektar je snimljen na GBC Cintra6 UV/Vis spektrofotometru,
koris¢enjem kvarcnih ¢elija uzine 1 cm i zapremine 4 mL. Svi spektri su snimljeni
u intervalu talasne duzine 250-450 nm na sobnoj temeraturi uz oduzimanje bazne

linije ¢istog PBS.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

U okviru ove disertacije sintetisane su dve grupe jedinjenja, mh-(T)UK i dh-
(T)UK, kojima je testirana bioloSka i antioksidativna aktivnost, odredena struktura u
rastvoru, a za supstance koje su dobijene u obliku kristala pogodnih za RSA i u ¢vrstom
stanju. Osim toga izvrSena su teorijska izraCunavanja elemenata geometrije, fizicko-
hemijskih svojstava kao i korelacija svojstava i aktivnosti sa strukturom sintetisanih

jedinjenja.

4.1. Strukturna i spektralna analiza mh-UK

U cilju sistemati¢nog ispitivanja strukturnih karakteristika mh-UK u rastvoru,
sintetisana serija od jednanaest monosupstituisanih dhO upotpunjena je sintezom dva
literaturno poznata jedinjenja, 2-(fenilmetilen) dihidrazid ugljene kiseline (thK(ba))S4 i
2-(1-feniletiliden) dihidrazid ugljene Kkiseline (thK(af))54. Na osnovu teorijskih i
eksperimentalnih podataka u nastavku teksta diskutovano je o uticaju supstituenta na
azometiskom atomu ugljenika na ponasanje mh-UK u rastvoru.

Na osnovu podataka dobijenih iz IR spektara mh-UK zakljuceno je da intezivne
trake u oblasti 1679-1696 cm™, koje su pripisane vibracijama istezanja {C=0) grupe, i
O0(N-H) i YC-N) vibracijama, poticu od doprinosa amidnih traka, amid (I) i amid (II).
Apsorpcije izmedu 1604-1640 cm™ su rezultat vibracija rastezanja, {C=N), imino grupe,
dok Siroke trake u oblasti 3198-3316 cm™ poticu od NHy) vibracija®®.

Poznato je da hidrazoni zbog mogu¢énosti rotacije oko C=N veze mogu zauzimati
E- i Z- konfiguraciju,’ a tadode da jedinjenje mMhUK s, usled gradenja intramolekulske
vodoni¢ne veze u DMSO, zauzima stabilniju konformaciju E oblika®’. U ovoj disertaciji
analiza NMR hemijskih pomeranja izvrSena je u cilju konformacione analize i
odredivanja postojanja intramolekulskih vodoni¢nih mostova, kao i1 njihovog uticaja na
solvatohromizam i fotohromizam ispitivanih mh-UK.

Hemijska okolina protona na atomu azota N3 (tj. N2 za jedinjenja mhUKa),
MhUK@pa | MhUKs, Tabela P7.A1) je razli¢ita u slucaju E i Z izomera. Hemijski
pomeraji protona na N3 atomu azota kod mh-UK nalaze se u oblastima 10,64-10,76
(MhUK 2pye), MhUK zpye), MhUK@gpye) | MhUKgqc), 9,62-9,76 (MhUK 2pya), MhUK3pya),
MhUK 4pya)) 1 10,84-10,88 (MhUK 24¢) I MhUK gon2qc), MhUK 4pyc)), dok se za N2 atom
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vodonika (MhUK (pa), mhUKsa))) nalaze u oblastima 10,30-10,40 i na pomeraju 9,50 ppm
za jedinjenje mhUKqys. Najvece odstupanje uoceno je kod jedinjenja mhUK(pyn) kod
koga se proton na N3 atomu azota nalazi na hemijskom pomeranju od 13,20 ppm. U cilju
ispitivanja konformacije mh-UK u rastvoru snimljeni su 2-D NOESY spektri, a rezultati
su potvrdili da sva jedinjenja, osim mhUKpyn) zauzimaju stabilnu konformaciju E-
oblika u rastvoru DMSO-a. U nastavku teksta prikazana je detaljna strukturna

karakterizacija izabranih jedinjenja mhUK pyc), MhUKapyay | MhUK gpyb).
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’ ” | 7' |

—
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I

N3-H/7.

10 105 100 95 90 85 80 75 A0 65 60 55 50 45 40 35 20 25
pr)
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Slika 4. 1 NOESY spektar mhUK zpy¢) snimljen u DMSO-dg

NH 2 644 s NSH |
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100 95 90 85 80 A5 20 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
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Slika 4. 2 NOESY spektar mhUK 3pya) sSnimljen u DMSO-dg

Na osnovu unakrsnih korelacija protona na C7 i N3 atomu za mhUKpyc), | C8 i
N3 za mhUK3pya), uocenih u 2-D NOESY spektrima (Slika. 4.1 i 4.2), potvrdeno je da
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ova jedinjenja zauzimaju E konfiguraciju. Dodatni dokazi su dobijeni iz 2D **N-HMBC
spektra (Slika 4.3) za supstancu mhUK(pyc) gde nije uocena povezanost izmedu protona
na C7 i N1 azota.
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Slika 4. 3 *H- "N HMBC spektar mhUK zp,c) snimljen u DMSO-ds
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Slika 4. 4 NOESY spektar mhUK zpyn) snimljen u DMSO-ds
Prethodno je opisano da 2-benzoilpiridin semikarbazon, analog jedinjenja

MhUK 2pyb), moze zauzimati (E)-2" i (2)->*® konformaciju u DMSO-u. Sli¢no ponasanje

je uocno i kod jedinjenja mhUKpyh). Korelacija izmedu N3 protona i fenilnog jezgra u
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ovom jedinjenju ukazuje da se mhUKqpyb) javlja kao Z-izomer (Slika 4.4) u rastvoru
DMSO-a, sto je takode potvrdeno korelacijom signala azotovog atoma (N1) i N3 protona
u 2D N HMBC spektru (Slika 4.5).

Ph
N3 43
6 3 | | )
| N4| A N3
0
—— ; 100
— | g
o
200 &
SN
N1 1300
; +400
........................................... 1500
13.0 12.0 11.0 10.0 9.0 80 7.0 6.0 5.0 4.0
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Slika 4. 5 'H- "N HMBC spektar mhUK pyb) shimljen u DMSO-ds

thK(Zpyb)_C

mhUK (35,1,-b

Slika 4. 6 Ravnoteza tautomernih oblika mhUKzpyp U rastvoru DMSO-a
Pretpostavlja se da je formiranje vodoni¢ne veze izmedu N3 protona i
aromati¢nog azota u 2-piridinil grupi kod Z— izomera jedinjenja mhUKpyb) jedan od

razloga pomeraja N3 protona na 13,20 ppm (Slika 4.6, MhUK gpyp)-b)*>.
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4.1.1. Rendgenska strukturna analiza

Kristalografski podaci i rezultati utacnjavanja za jedinjenja MhUKpye) |
MhUK 4pya) dati su u Tabeli.4.1. Molekulske strukture sa odgovaraju¢im oznakama atoma
date su na Slici 4.7. Oba jedinjenja kristaliSu u monoklini¢nim centrosimetri¢nim P2;/c

prostornim grupama sa Cetiri molekula u jedini¢noj ¢eliji.

Tabela 4. 1 Kristalografski podaci za jedinjenja mhUK pyc) | MUK 4pya)

MUK gpyc) MUK gpya)
Hemijska formula C;HygNsO CsH11NsO
M, 179,19 193,22
Kristalni sistem, prostorna grupa Monocikliéni, P2,/c Monocikliéni, P2;/c
a, b, c(A) 8,5421 (7), 19,7341 (5), 8,3793 (6), 9,9529 (4),
10,4508 (7) 11,1145 (6)
B(°) 97,759 (7) 91,626 (6)
Vv (A% 861,02 (10) 926,56 (9)
z 4 4
i (mm™) 0,10 0,82
Veli¢ina kristala (mm) 0,49 x 0,40 x 0,19 0,46 x 0,33 x 0,28
Korekcija apsorpcije Multi-scan

CrysAlis PRO*®

Tmins Trax 0,985, 1,000 0,988, 1,000

Broj merenja, nezavisne i izmerene [l 3555, 1938, 1312 5963, 1806, 1478
> 206(1)] refleksije

Rint 0,020 0,024

Ovalues (°) Orax = 29,0, Gin = 2,9 Ohax = 72,5, Onin = 5,3

R[F? > 26(F)], wR(F?), S 0,048, 0,109, 1,06 0,042, 0,122, 1,08

Broj parametara 134 144

Broj ogranic¢enja 0 0

Tezinska $ema w = U[c*(Fy’) + (0,0424P)* w =1/[c*(F,?) + (0,0569P)
+ 0,0087P] + 0,1592P]

gde je P = (F,’ + 2FA)/3 gde he P = (F,2 + 2F2)/3

Tretman H-atoma H atomi su tretirani meSavinom nezavisnog i ograni¢enog
utanaCavanja
Apmaxs Apmin (€ A®) 0,11, -0,18 0,14-0,15
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Izabrane duzine veza, kao i uglova izmedu pojedinih veza za ispitivana jedinjenja
dati su u Tabeli 4.2. Detaljnim poredenjem strukturnih karakteristika jedinjenja
MhUK@pye) 1 MhUK4pya) nisu uocene znacajne razlike u njihovoj geometriji Sto je

potvrdeno preklapanjem molekulskih struktura ispitivanih jedinjenja (Slika 4.8).

a) b)
Slika 4. 7 ORTEP?" prikaz struktura dobijenih na osnovu RSA analize: a) mhUK pyc) i

b) mMhUKpya) Sa 0znakama atoma ( elipsoidi su prikazani sa verovatno¢om od 50 % i H

atomi su prikazani kao sfere proizvoljnog precnika)

Elementi geometrije prikazani u Tabeli 4.2 ukazuju da su strukture oba jedinjenja
(MhUK 4pyc) | MUK 4pya)) neznatno odstupaju od planarnosti $to je potvreno na osnovu
vrednosti torzionog ugla N5-N4-C7-N3 (Slika 4.7) koji nije veci od 8,53 (17)°. Odsustvo
metil supstituenta na polozaju C6 u jedinjenju mhUKpyc) doprinosi promenama u duzini
veza i uglova uglavnom u delu C3-C6-N2 strukture (Tabela 4.2), ali ovi efekti su mali i
nalaze u granicama statisticke znacajnosti. Kao ilustracija, maksimalna razlika moze se
uotiti poredenjem C3-C6 duzina veza (1,458 (2) A u mMhUKpye i 1,483 (2) A u
MhUK 4pya)) 1 C2-C3-C6 uglova veze (120,41 (14)° i 115,42 (14)°, respektivno).

Slika 4. 8 Strukturno preklapanje mhUK pyc) (crvena) sa mhUK apya) (Crna)
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Tabela 4. 2 Izabrane duzine veza (A) i uglova(®) mhUK pye) i MhUK pye)

MhUK @pyc)
veza ugao torzioni ugao

01—C7 11,2308 (17) C6—N2—N3 116,87 C6—N2—N3—C7 -177,00

N2—C6 1,274 (2) N2—N3—C7 119,85 N5—N4—C7—O01 55 (3)

N2—N3 1,3646 (17) C7—N4—N5 121,43 N5—N4—C7—N3 -175,30

N3—C7 1,367 (2) 01—C7—N4 123,89 N2—N3—C7—O01 -174,15

N4—C7 173425(19) O1—C7—N3 120,41 N2—N3—C7—N4 6,7 (2)

N4—N5 1,4098 (19) N4—C7—N3 115,69 N3—N2—C6—C3 -174,73
C6—C3 1,458(2) N2—C6—C3 120,41 C2—C3—C6—N2 177,24(16)

C3—C2 1,383(2) C2—C3—C4 117,12 C4—C3—C6—N2 0,2 (3)

C3—C4 1,390 (2) CcC2—C3—C6 120,51 C2—C3—C4—C5 -1,3(2)
N1—C1 1,323(2) C4—C3—C6 122,31 C6—C3—C4—C5 175,76 (17)

N1—C5 1,335(2) Cl—N1—-C5 11566 C4—-C3—C2—C1 2,1(2)

C4—C5 1,368 (2) C5—-C4—-C3 118,67 C6—C3—C2—C1 -175,07

C2—C1 1,378(2) Cl—C2—C3 119,35 Cl1—N1—C5—-C4 2,8 (3)

N1—C5—C4 12494 C3—C4—C5-—N1  -1,2(3)

N1—C1—C2 12419 C5—-N1—Cl—-C2 -1,9 (3)

C3—C2—C1—N1 -0,5 (3)

MhUK @pya)
veza ugao torzioni ugao

01—-C7 11,2285 (18) C6—N2—N3 118,44 C6—N2—N3—C7 177,51 (15)

N2—C6 1,284 (2) N2—N3—C7 118,72 N5—N4—C7—O01 8,3 (3)

N2—N3 1,3678 (18) C7—N4—N5 121,22 N5—N4—C7—N3 -171,47
N3—C7 11,3702 (19) 01—C7—N4 123,24 N2—N3—C7—01 177,27 (15)

N4—C7  1,345(2) 0O1—C7—N3 120,75 N2—N3—C7—N4 -2,9 (2)
N4—N5 1,406 (2) N4—C7—N3 116,01 N3—N2—C6—C3 176,53 (14)

C6—C3 1,483(2) N2—C6—C3 11542 N3—N2—C6—C8 -2,5(3)

C6—C8 1,497 (2) N2—C6—C8 124,48 N2—C6—C3—C2 -173,38

C3—C2 1,383(2) C3—C6—C8 120,10 C8—C6—C3—C2 5,7 (3)

C3—C4 1,392 (2) C2—C3—C4 116,84 N2—C6—C3—C4 3,9(2)

N1—Cl 1,325(3) C2—C3—C6 122,01 C8—-C6—C3—C4 -177,02

N1—C5 1,330 (3) C4—C3—C6 121,09 C2—C3—C4—C5 0,2 (3)

C4—C5 1,374 (3) Cl1—N1—-C5 114,98 C6—C3—C4—C5 -177,19

C2—C1 1,384 (3) C5—-C4—C3 11891 C4—C3—C2—C1 -1,4 (3)
Cl1—C2—Cs3 1190 C6—C3—C2—C1 176,04 (18)

N1—C5—C4 1252 Cl1—N1—-C5—C4 -1,6 (4)

N1—C1—C2 125,0 C3—C4—C5—N1 1,3 (4)

C5—N1—C1—-C2 0,3 (4)

C3—C2—C1—N1

1,1 (4)
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4.1.2 Optimizovane geometrije mh-UK

h-UK mogu postojati u keto ili enol tautomernom obliku, a takode mogu
zauzimati E ili Z konfiguraciju usled moguénosti rotacije oko C = N dvostruke veze. Oba
izomera mogu biti prisutna u rastvoru i njihov odnos zavisi od ja¢ine vodoni¢nih veza i
primenjenih spoljasnjih uicaja, kao i od svojstva okruzenja. Pokazano je da stanje
geometrijske ravnoteze moze biti znacajno odredeno uces¢em hidroksilne grupe kada se
nalazi u o- poloZaju u odnosu na azometinsku grupu®®. S’obzirom da E- i Z-izomeri mogu
pokazivati razli¢ite hemijska svjstva i biolo§ku aktivnost™, a prisustvo hidroksilnih grupa
doprinosi povecanju antioksidativne aktivnosti®®, u skladu sa tim, E/Z izomerizacija i
keto-enol tautomerija jedinjenja predstavljaju bitne parametre koji je potrebno ispitati
radi potpunijeg sagledavanja korelacije njihovih svojstava/aktivnosti i strukture.

U nastavku rada bilo je od interesa izvr$iti strukturnu optimizacija ispitivanih mh-
UK, kao i uporedivanje sa kristalografskim podacima dobijenim za jedinjenja mhUK pyc)
I MUK (4pya) kako bi se potvrdila validnost teorijskih izracunavanja. Rezultati teorijskih

proratuna na MP2/6-311G(d,p) nivou prikazani su u Tabelama 4.3 i 4.4.

Tabela 4. 3 Energije optimizovanih struktura mh-UK

Jedinjenje / izomer Energija AE (kcal)
MhUKpa / E -603,2831718 -2,31
MhUK pa) / Z -603,279484 0,00
MhUKay/ E -680,2559807 -9,69
MhUK sy / Z -680,2405457 0,00

MhUK 2pye) / E -621,0584152 0,00
mMhUK 2pye) / Z -621,0618412 -2,15
MhUK@gpye) / E -621,0562028
MhUK 4pye) / E -621,0563581
MhUK@an / E -642,4700374 0,00
mhUK@af / Z -642,4706955 -0,41
MhUK 2pya) / E -660,3772243 0,00
mhU K(zpya) /Z -660,3780726 -0,53
MhUK@gpye) / E -660,3725635 -1,82
mhUK 3pye) / Z -660,3696592 0,00
MhUK 4pye) / E -660,3731491 -2,17
MhUK 4pye) / Z -660,3696854 0,00
MhUK@gqe) / E -774,6807102
MhUK 2qc) / E -774,6834456
thK(gngqc) [E -849,9142461
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Energije struktura optimizovanih u DMSO-u su date u Tabeli 4.3 a odabrani geometrijski
parametri, ukljucuju¢i duzine veza, uglove veza i torzioni uglovi su prikazani u Tabeli
4.4. Sli¢ni rezultati su dobijeni za izraCunavanja u gasnoj fazi.

Prema rezultatima iz Tabele 4.3 indikativno je da je E- izomer stabilniji za veci
broj mh-UK sa izuzetkom tri jedinjenja, tj. mhUKpy), MUK | mhUK2pya) Koji po
teorijskim proracunima zauzimaju Z konformacije. Jedinjenja mhUKpye) | MhUK 2pya)
kod kojih je prisutan 2-piridinil prsten na azometinskom ugljeniku pokazala su nesto ve¢u
stabilnost u Z obliku (Slika 4.9). Ovi rezultati ukazuju da vecoj stabilnosti Z oblika
doprinose dva efekta: intramolekulska vodoni¢na veza, kao glavni efekat zapazen u
slu¢aju MhUK 2pyc) | MhUK 204 1 Sterni uticaj metil grupe u manjem obimu koji koji je

primec¢en kod MhUK s | MUK 2pya).

|
Ny N <
8 T/ N5\H
H
thK(Zpyc)'a; E oblik thK(Zpyc)'b; Z oblik

Slika 4. 9 E/Z izomerizacija mhUKzpyc) U rastvoru DMSO-a

Kako bi se kompletirala potpuna slika o geometrijama ispitivanih mh-UK takode
su vrSene sistematske analize energija u odnosu na strukturne varijacije elemenata
geometrije, promenu vrednosti torzionih uglova definisanih rotacijom izvan ravni
supstituenta u pogledu imino veze (Sema 4.1), kao i rotacije oko jednostrukih veza. Na
Semi 4.1 su dati izmereni uglovi od interesa potrebni za analizu geometrijskih

karakteristika ispitivanih jedinjenja.

0
AOLBNX)L@ NH
r 2
V@T T/

H H H

Sema 4. 1 Torzioni uglovi mh-UK kori$éeni u konformacionoj analizi
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Elementi optimizovanih geometrija ispitivanih jedinjenja, dobijeni kori§¢enjem
MP2/6-311G (d, p) metode za E i Z izomere su dati u Tabelama 4.4 i i P7.A2. Na osnovu
prikazanih vrednosti moze se uvideti da geometrijske karakteristike ispitivanih E/Z
izomera prate odgovarajuéi trend promene elemenata geometrije u odnosu na elektronske
efekte supstituenata prisutnih na imino delu molekula. Razmatranje promena torzionih
uglova a, g, y i 0 (Tabela 4.4 i P7.A2) ukazuje da uvodenje supstituenta na azometinskom
ugljeniku izaziva male promene analiziranih vrednosti.

Znacajna promena duzine za C2-C7 vezu (C3-C7; C4-C7; C7-C9 ili C2-C9)
ukazuje da dva suprotna elektron-akceptorska efekta arilidenske strukture i karbonilne
grupa uzrokuju odgovaraju¢e geometrijsko prilagodavanje strukture kao odgovor na
elektron deficitarno okruZenje. U skladu sa tim normalna polarizacija karbonilne grupe je
umanjenja Sto je praceno smanjenje duzine te veze, a kao posledica proSirene z,7-
delokalizacija dolazi do smanjenje duzine veze C2-C7, koji predstavlja deo ariliden imino
konjugovanog sistema. Analiziraju¢i elemente geometrije jedinjenja MhUKay |
MhUK gom2qc) | uzimajuéi u obzir jedinjenja MhUKpa) | MhUK 2q¢) moze se zakljuciti da
uvodenje elektron-donorskog supstituenta dovodi do smanjenje kako duzine C2-C7 veze
tako i karbonilne grupe. Prisustvo hidroksilne grupe koja ima jak elektron-donorski
efekat kompezuje jak elektron-akceptorski efekat "aza" grupe i mali imino azota, $to ima
za posledicu povecanje zn-rezonantne interakcije i minimalno smanjenje duzine C2-C7
Veze.

Suprotan trend je primecen u slucaju jedinjenja koja u svom sastavu sadrze
piridinsko jezgro sa azotom kao elektron-akceptorskim supstituentom u odnosu na
nesupstituisane MhUKpa I MhUK@n. Rezultati ukazuju da promena duzina veze
iskljucivo zavisi od induktivnog efekta "aza” grupe, koji je najveci u slucaju 2-piridinil
grupe (MhUK2pyc) | MUK 2pya)) Sto utice znacajnije na povecanje duzine C2-C7 veze u
poredenju sa 3- i 4-piridinil susptitisanim jedinjenjima.

lzuzetak je primecen kod jedinjenja MhUKgapy) gde se uocava da efekat
usmerenog elektron-privlacnog efekta "aza" grupe i sternog efekta metil grupe na
azometinskom ugljeniku dovodi do manjeg povecanja veze u odnosu na MhUKzpyc).
Osim toga primeceno je da sterni efekat prisutne metil grupe na azometinskom ugljeniku
uzrokuje poremecaj w-elektron delokalizacije Sto ima za posledicu povecanje duzine C2-

C7 veze. Kod Z oblika dobjeni rezultati su suprotni sa zanemarljivo malom promenom
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Tabela 4. 4 Geometrijski podaci za stabilniji oblik E izomera mh-UK dobijen MP2/6-311G(d,p) metodom

Jedinjenja/parametri mhUK  mhUK  mUK  mhUK mhUK mhUK mhUK mhUK mhUK mhUK mhUK mhUK mhUK mhUK
(ba) (sal) (2pyc) (3pyc) (4pyc) (4pyc) (af) (2pya) (3pya) (4pya) (4pya) (8dc) (20c) (80H2qc)

Duzine veza (A°)

H-C7(C9%) 1,096 1,093 1,093 1,094 1,094 0,930 1,091 1,093 1,093

H-N3(N2**) 1,016 1,012 1,014 1,013 1,014 0,884 1,014 1,012 1,013 1,012 0910 1,014 1,014 1,014

H-N4(N3**) 1,011 1,007 1,007 1,007 1,007 0,871 1,011 1,007 1,015 1,007 0,861 1,007 1,007 1,007

C2-C7(C9%) 1,462 1,459 1,471 1,477 1,491 1,471 1,469

C3-C7 1,466 1,489

C4-C7 1,468 1,458 1,485 1,483

C7-C9 1,468

C7-C8 1,506 1,501 1,516 1,504 1,497

C7(9%)-N2(N1**) 1,293 1,278 1,274 1,274 1,275 1,274 1,301 1,281 1,300 1,281 1,284 1,276 1,274 1,275

N2(N1**)-N3(N2**) 1,366 1,350 1,347 1,349 1,344 1,365 1,372 1,349 1,350 1,349 1368 1,351 1,344 1,343

N3(N2**)-C(=0) 1,394 1,384 1,387 1,385 1,389 1,367 1,398 1,387 1,390 1,389 1370 1,383 1,388 1,389

N4(N3**)-C(=0) 1,398 1,369 1,370 1,371 1,368 1,343 1,399 1,371 1,390 1,370 1,345 1,373 1,369 1,369

C=0 1,221 1,215 1214 1,214 1,214 1,231 1,220 1,214 1,231 1,213 1,228 1,215 1214 1,213

Uglovi veza(6)

C2(C3,C4,C7)- 120,8 120,3  120,9 120,8 120,3 120,41 1156 115,8 117,9 115,3 11542 1206 120,6 120,3

C7(C9*)-N2(N1**)

C7(C9*)-N2(N1**)- 116,1 1197 1177 117,6 117,9 116,87  116,6 118,4 118,0 118,7 118,44 1172 117,8 118,0

N3(N2**)

N2(N1**)-N3(N2**)- 118,4 1184  119,7 119,7 119,6 119,85 117,2 119,2 118,8 118,9 118,72 1198 119,6 1194

C(=0)

C(=0)-N4(N3**)- 116,5 120,6 120,6 120,4 120,80 121,22 116,5 120,5 119,3 1206 121,43 120,2 1205 120,55

N5(N4**)

Torzioni uglovi (6)

a 178,3 179,7 179,8 179,7 179,8 -17473  179,1 179,8 -178,4 -179,0 176,53 179,7 179,7 179,7

g 165,3 175,3 1777 177,5 177,8 -177,00 171,6 177,4 178,7 178,6 177,51 176,4 1779 178,2

7 2,6 1,8 -0,5 -0,7 -0,5 -17415 7,2 0,7 0 4,1 177,271 -0,2 -1,5 -1,5

) 8,9 7,8 1,7 7,9 7,2 55 9,7 8,0 0 8,3 8,3 8,4 74 74

* za MhUK gqe), MUK (aq¢) | MhUK g012q¢); ** 28 MhUK (p5), MhUK (55 i MUK 5; *** kristalografski podaci koris¢eni za poredenje sa teorijskim prora¢unima
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svih elemenata geometrije, umerenim razlikama u duzini C7(9*)-N2(N1**) veze kao i
malim odstupanjima od planarnosti. Odstupanje od planarnosti se povecava sa porastom
elektron-akceptorskih sposobnosti ariliden supstituenta. Poredenje teorijski predvidenih
geometrija i eksperimentalno dobijenih rezultata iz kristalografske studije, ukazuje na

dobro slaganje dobijenih rezultata i potvrduje validnost primenjene metodologije.

4.2 UV-Vis spektralna analiza
4.2.1 Solvatohromizam mh-UK

Strukturno proucavanje jedinjenja usko je povezano sa konformacionom
studijom, ukljuc¢ujuéi geometriju i fenomen izomerizacije/tautomerizacije, a generalno
brojna fundametalna molekulska svojstva su osnov za uspostavljanje kvantitativnog
odnosa svojstava i strukture ispitivanih jedinjenja (QSPR, eng. Quantitative Structure—
Activity Relationship). UV-Vis je jednostavna i vredna spektroskopska metoda koja se
Cesto koristi za analizu stanja elektronske strukture tokom prelaza, izomerizacije i
tautomerne ravnoteze, tj. koristi se za proucavanje mehanizama procesa tautomerizacije
1 izomerizacije. Primenjivost UV-Vis spektroskopije za ispitivanje navedenih fenomena
se zasniva na razliCitosti spektralnih svojstava odgovaraju¢ih izomernih/tautomernih
oblika, osetljivost tautomerne ravnoteza na efekte rastvaraca, dipolarnosti/-
polarizabinosti i baznosti/kiselosti medijuma, efekte supstituenata, kao i temperature?*°.

Apsorpcioni spektri ispitivanih mh-UK (sa izuzetkom mhUK pyp)) ispitivani su
u dvadeset dva rastvaraca razli¢itih svojstava, a karakteristi¢ni spektri su prikazani na
Slici 4.10. Svi UV-Vis spektri su snimani pri koncentraciji od 1-10° M i predstavljene
su srednje vrednosti iz tri merenja. Apsorpcioni trake na 235-280 nm za E izomer

241

odgovaraju z-7* i n-7*"" prelazima za piridinske derivate, a 224-348 nm za hinolinske

derivata *®. Osim toga poznato je da su kod piridinskih jedinjenja z-7* prelazi na nizim

talasnim duZinama u odnosu na n-z* prelaze®*

. U slu¢aju 2-, 3- i 4-piridin derivate
ukljuc¢ivanje delokalizacija u piridinskom prstenu 1 favorizacija hidrazonskog ostatka
dhO najvereovatnije uti¢e na smanjenjuje energije z-z* i azometin n-z* prelaza da se
preklapaju sa karbonil n-z* prelazima u istu apsorpcionu traku. Takode je poznato da se
kod mh-UK koji na azometinskom atomu ugljenika imaju i piridinil i metil grupu,
prelazi odigravaju na viSim energijama nego kod njegovih monohidrazonskih analoga
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koji na iminskom atomu ugljenika imaju samo piridinski prsten“*". Generalno, planarna
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struktura molekula izaziva ve¢i barohromni pomak zbog povecanja doprinosa z-
konjugacije. Usled toga proSirena konjugacija operativna u arilidenskom delu molekula,
moze izavati pomeranje gustine elektrona ka karbonilnoj grupi uticu¢i na proton

donorska/akceprorska svojstva i na promenu jacine veze.

a) b) — mhUK,
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Slika 4. 10 Apsorpcioni spektar mh-UK: a) etanol, b) DMSO, c) acetonitril i d) THF

Na osnovu rezultata iz literature 1 teoretskih proracuna izabrani su najznacajniji
m-r* prelazi u UV-Vis spektrima, a rezultati su prikazani u Tabeli 4.5. Na osnovu
prikazanih spektara u oblasti izmedu 250-350 nm (Slika 4.10) moZe se primetiti da su
apsorpcione trake vrlo jednostavne za vecéinu jedinjenja, sa izuzetkom u slucaju
MhUKsa), MhUK@ggey MhUKqe) | MhUKgorzqe). Na polozaj i intenzitet glavnih
apsorpcionih traka (Tabela 4.5), uticu elektronska struktura jedinjenja kao 1 svojstva
rastvaraca.

Spektralno ponasanje ispitivanih jedinjenja je povezano sa elektronskom

strukturom u osnovnom i pobudenom stanju, a promena rastvaraca uzrokuje promene
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Tabela 4. 5 Apsorpcioni maksimumi E oblika proucavanih jedinjenja u odgovarajué¢im rastvarac¢ima

Rastvarac? VX103 (cm ™)
/supstance
mhUK mhUK mUK mhUK mhUK mhUK mhUK mhUK mhUK mhUK mhUK mhUK
(ba) (sal) (2pyc) (3pyc) (4pyc) (af) (2pya) (3pya) (4pya) (8qc) (2qc) (80H2qc)
Etanol (EtOH) 3436 31,25 3387 3357 33,78 3649 3432 3529 3460 3043 3256 30,57
Metanol (MeOH) 3460 31,49 3405 3366 3395 36,49 3452 3541 34,73 3081 32,88 30,85
1-Propanol (1-PrOH) 3434 31,34 3393 3369 3375 3648 3434 3503 3454 3057 3256 30,60
1-Butanol (1-BuOH) 3435 31,34 34,05 33,67 3383 36,46 3435 3522 3452 3056 32,67 30,58
izo-Butanol (i-BuOH) 3455 31,30 34,01 33,71 33,74 3646 3445 3502 3456 3045 32,75 30,557
1-Pentanol (1-PeOH) 34,22 31,28 33,87 33,62 3365 36,50 3420 3497 3466 3058 32,65 30,58
izo-Pentanol (i-PeOH) 34,28 31,29 34,04 33,74 3381 3647 3428 3520 3443 3055 3252 3057
2-Metoksietanol (2ME) 3366 31,44 3406 3363 3368 36,25 33,71 3508 3464 3035 3244 30,23
2-Hloretanol (2CE ) 3421 3159 34,08 3397 34,12 3655 34,01 3518 3469 3054 3255 3044
Voda 35,59 32,04 3439 3359 3430 3690 3598 3586 3584 3147 3257 3141
Acetonitril (AcN) 3496 31,74 3395 3398 3441 3649 3423 3558 3495 3061 3330 30,82
Hloroform (Chl ) 34,72 31,20 3397 339 3469 36,49 3439 3560 3436 31,03 32,71 30,95
Dietiletar (Et,0) 3435 31,48 3382 3351 3402 3644 3439 3560 3570 30,18 33,10 30,22
Tetrahidrofuran THF 34,01 30,99 3366 3347 33,80 3584 34,69 3544 3482 2996 32,79 30,47
Dioksan 34,62 31,27 33,73 3359 3425 3452 3461 3531 3450 30,16 32,85 30,09
2-Pirolidon (2-Py) 33,92 31,41 3359 33,02 3335 3585 33,89 3457 34,75 2982 32,48 29,84
Etilacetat (EtAc) 34,22 3168 3369 3385 3364 3629 3412 3528 3453 3034 3282 3041
Dihlormetan (DCM) 35,09 31,29 34,13 3394 3552 36,49 3424 3533 3529 3051 32,67 30,64
1-Metil-2-pirolidon (NMP) 33,79 31,00 33554 3268 3343 3580 33,77 3473 3438 2952 3247 30,30
N,N-Dimetilformamid (DMF) 33,82 31,15 3359 33,26 3355 3535 33,73 3475 3434 2991 3244 30,30
Dimetil sulfoksid (DMSO) 33,78 31,05 3351 3305 3353 3533 3367 3477 3390 2993 3237 29,84
N,N-Dimetilacetamid (DMA) 33,68 31,25 33,31 3357 33,78 3538 3347 3462 3417 2997 32,62 3021

skraéenice uzete sa Www.chemnetbase.com
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polarnosti, dielektricne konstante ili polarizabilnosti okolnog medijuma. Znacajna
razlika u raspodeli naelektrisanja izmedu osnovnog i pobudenog stanja uzrokuje
batohromno pomeranje, koje je u korelaciji sa povecanjem polarnosti rastvaraca,
odnosno jaCa interakcija sa polarnim rastvara¢ima u pobudenom stanju doprinosi
Znacajnijem batohromnom pomeranju vmax vrednosti. UopSteno razumevanje uticaja
efekta rastvaraCa na pomeranje apsorpcionih maksimuma, sa eksperimentalnog i
teorijskog aspekta, od posebnog su znac¢aja za dublji uvid u QSPR analizama.

Podaci iz Tabele 4.5 pokazuju da apsorpcioni maksimumi zavise i od efekta
supstituenta i efekta rastvaraCa, iako se wmax | elektron-donor i elektron-akceptor
supstituisanih mh-UK nalaze na malim razlikama u talasnim duZinama (manje od 50
nm), sa izuzetkom kod jedinjenja koja sadrze hinolinsku strukturu. Za oc¢ekivati je da ¢e
uvodenje supstituenta sa vecom elektron-donorskom sposobnoséu izazvati veci
batohromni pomeraj, ¢ija je posledica izrazeniji ICT proces. U skladu sa tim primeéen
je crveni pomeraj maksimuma apsorpcije jedinjenja koja na azometinskom ugljeniku
nemaju alkil (metil) grupu (MhUK pa), MUK say, MhUK 2py¢) MhUK @pye) MhUK @apye),
MhUK @gqe), MUK 2q¢) 1 MhUK gom2qc)). Nasuprot tome, hipsohromno pomeranje UV
maksimuma mh-UK jedinjenja koja sadZze metil supstituent na azometinskom ugljeniku,
tj, u slucaju MhUKgqsn, MhUK@gpya), MhUK@Epyay | MhUK@pys), ukazuju na znacaj
elektron-donorskog i sternog efekta metil grupe na povecanje energije elektronskih
prelaza. Prisustvo metil grupe takode dovodi do prilagodavanja konformacije molekula
usled ¢ega dolazi do malog odstupanja geometrije molekula od planarnosti koji na taj

nacin manje doprinosi stabilizaciji orbitala u toku elektronskih prelaza.

4.2.2 LSER analiza

Efekat razlicitih tipova interakcija izmedu rastvaraca i supstanci na pomeranje
maksimuma apsorpcije je interpretiran pomo¢u LSER modela Kamlet-Taft-a i Catalan-
a, pri ¢emu su parametri koriS¢enih rastvaraca prikazani u Tabelama P7.A3%42243
P7.A4%. Korelaciona analiza je sprovedena pomocu Microsoft Excel softvera a
vrednosti regresionih koeficijenata korelacije, koje su dbijene sa nivoom pouzdanosti od

95 %, su prikazane u Tabelama 4.6 i 4.7.
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Tabela 4. 6 Rezultati korelacione za E izomere isitivani jedinjenja dobijenih primenom

Kamlet-Taft-ove jednacine

Br. hx107° sx10° bx10° ax10° R* Sd° F°  Rastvaradi iskljuceni
(em™)  (em?  (em?)  (ecm?) iz korelacije
MhUK pa) 3480 -050 -0,78 +053 09 0,1 50,60 2CE, DCM, H,0,
+0,11 0,14 +0,12 +0,08 AcN, 2ME,
Dioksan
MhUK (a) 3146 -0,11 -0,41 +0,29 0,93 0,06 23,36 H,O, Chl, AcN,
+0,11 0,14 +0,07 +0,07 EtOAc, DMA,
2-Py, THF, Et,O
MhUK 2pyc) 3403 044 0,19 +0,34 0,94 0,09 34,42 H,0,DCM, 2ME,
+0,09 +0,12 0,33 0,05 AcN, DMA, 1-
BuOH
MhUK 3pyc) 3459 -126 -059 +0,19 0,93 0,15 27,13 H,O, DMA, AcN,
+0,19 0,25 +0,14 0,11 Et,O0, DCM
MhUK (spy0) 3509 -0,73 -118 - 095 012 3127 H,0,2ME, DCM
+0,22 0,26 0,14 EtOAc,
AcN, Et,0, THF
MhUK (s, 37,02 -125 -046 +0,46 0,94 0,17 36,97 Dioxan, H,0, AcN,
+0,17 0,23 0,16 0,11 DCM
MhUK 2pya) 34,76 0,70 -055 +0,44 0,94 0,12 30,77 H,O, 2CE, 2ME,
+0,15 +0,17 0,12 +0,10 THF,
Dioksan
MhUK zpy0) 3608 -111 -051 +0,023 092 015 20,00 H,0, MeOH, AcN,
+0,10 0,22 0,16 0,14 DCM, THF, 2CE, 1-
PeOH
MhUK (spy0) 36,67 -151 -143 -027 095 0,14 36,45 H,0, DCM,
+0,20 +0,21 0,19 +0,11 Dioksan,
2ME, EtOAc, 2-Py
MhUK sq0) 3068 -0,18 -092 +0,86 095 0,13 41,13  H,0, 2CE, 2-Py,
+0,14 +0,18 0,12 +0,10 AcN
MhUK 2q¢) 33,38 0,87 -0,11 -0,34 0,95 0,07 40,19 AcN, H,0, MeOH,
+0,07 0,09 +0,07 0,10 2ME, EtOH
MhUKgorzqy 31,018 -0,43 -0,69 +044 094 0,11 2389  H,0, 2CE, AcN,
+0,18 0,22 0,11 0,11 Dioksan,
NMP, Et,0,2-Py,
2ME

? Korelacioni koeficijent; ° Standardna devijacija; © Fisher-ov test; ¢ zanemarljive vrednosti sa visokim
standardnim greskama

Korelacioni rezultati prema Kamlet-Taft-u (jednacina 2.13) prikazani u Tabeli
4.6 pokazuju sloZeni uticaj i rastvaraca i efekta supstituenata na promenu apsorpcionih
maksimuma 1 ogledaju se u velikim varijacijama doprinosa nespecificnih 1 specificnih
efekata rastvarac¢a na UV-Vis spektralne promene. Negativni znak koeficijenta s i b za
sve mh-UK ukazuje da dolazi do batohromnog pomeranja viax Sa porastom dipolarnosti

1 polarizabilnosti rastvarata i HBA (atom ili atomska grupa koja prima proton pri
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uspostavljanju vodoni¢ne veze eng. Hydrogen-Bonding Acceptor) svojstava. Ovi
rezultati ukazuju na bolju stabilizaciju ekscitovanog elektronskog stanja u odnosu na
osnovno stanje. Najveée vrednost koeficijenata S i b uocCene su kod jedinjenja
MhUK4pya). NeSto niza vrednost koeficijenta S uoCeno je za jedinjenja mhUKgy),
MhUK@pyay 1 MhUK@pyay. Ovi rezultati ukazuju na to da oba efekta, i elektron-
akceptorska svojstva 3- i 4-piridinil grupe i sternih interakcijs metil grupe doprinose
znacCajnijem intenzitetu nespecificnih interakcija.

Pozitivan znak koeficijenta a za sva jedinjenja (Tabela 4.6), osim za jedinjenja
MhUK 4pya) 1| MhUK2qc), 0znacava hipohromni pomeraj u odnosu na HBD (atom ili
atomska grupa koja daje proton pri uspostavljanju vodoni¢ne veze eng. Hydrogen-
Bonding Donor) efekat rastvaraca. Dobijeni rezultat ukazuje na bolju stabilizaciju
osnovnog stanja u odnosu na ekcitovano stanje. Najveca vrednost za koeficijent a je
dobijena za jedinjenje mhUK gqg).

Kvantitativno razdvajanje nespecificnog efekta rastvaraca, odredenog vrednoscu
koeficijenta s u Kamlet-Taftovoj jednaéini, na efekte dipolarnosti i polarizabilnosti
rastvaraCa izrazenih vrednostima koeficijenata ¢ i d definisanih u Catalan-ovoj
jednacini (Jednaina 2.15), doprinose kvalitetnijoj analizi o veli€ini/tipu uticaja
rastvaraca na pomeranje vinax iSpitivanih jedinjenja.

Negativne vrednosti koeficijenata c, d i b, osim za koeficijent d za mhUK ),
ukazuju na veci doprinos dipolarnosti, polarizabilnosti 1 baznosti rastvaraca na
stabilizaciju pobudenog stanja. Korelacioni rezultati (Tabela 4.7), ukazuju da je
polarizabilnost rastvarada glavni faktor koji utie na pomeranje apsorpcionog
maksimuma vmax, osim u slu¢aju mhUKpa), MhUK@an, MhUK@pya) | MhUKgge), s’tim
Sto dipolarnost ima najveci uticaj na solvatohromna svojstva ova Cetiri jedinjenja.

Najvece vrednosti koeficijenta b, Koji se odnosi na doprinos baznosti rastvaraca,
nadene su kod mhUKpyc) | MhUK4pya), dok su kod drugih mh-UK primeceni umereni
doprinosi. Efekat kiselosti rastvaraéa (oznacen koeficijentom a) je nizeg znacaja i
ukazuje na kompeksnije ponasanje jedinjenja, a najvece vrednosti uocene su kod
MhUKpa), MhUK@s, 1 mhUKgqe). Pozitivna vrednost koeficijenta a za skoro sva
jedinjenja (izuzetak su jedinjenja mhUKapya) | MhUK 2qc)), ukazuju na umeren do slab

doprinos kiselosti rastvaraca na stabilizaciju osnovnog stanja.
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Tabela 4. 7 Rezultati korelacione za E izomere isitivani jedinjenja dobijenih primenom

Catalan-ove jednacine

Br. h c d b a R*  sd F Rastvaradi
iskljuceni iz
korelacije

MhUK pa) 3573 -0,69 -1,03 -0,74 +1,12 0,93 0,19 21,29
+0,73 +1,05 0,31 +0,22 +0,15 2ME, DCM, AcN

MhUK (sa 32,29 -119 -0,07 -033 +0,52 0,94 0,09 2229 AcN, EtAc,
+0,41 #0,59 0,15 =#0,11 0,13 EtOH, THF

MhUKgpe 3468 -117 007 -019 +059 094 0,10 19,00

MeOH, DCM,
+0,30 +0,47 0,14 +0,13 0,10 chl. DMA, 2ME,
iPeOH, iBuOH
MhUK 3py0) 36,92 -314 -0,72 -0,84 +0,15 0,97 0,09 23,95 H,0, Et,0, 2CE,
+0,40 +0,53 0,19 +0,13 0,18 DMA, Dioxan,
THF, MeOH,
EtOH, NMP
MhUK 4pyc) 36,87 -233 -062 -128 -0,34 0,94 0,13 23,15 DCM, EtAc,
+0,53 +0,69 0,18 +0,14 0,16 Et,0, 2CE,
THF
MhUK 1) 3757 -033 -183 -0,13 +1,37 0,94 0,18 22,79 Dioxan, 2CE,
+0,80 #1,25 0,39 +0,48 +0,48 AcN, DCM
MhUK 2pya) 36,90 -249 -0,99 -040 +0,28 0,95 0,10 25,60 H,0, EtAcO,
+0,40 0,52 £0,14 0,11 0,16 THF, NMP,
2ME, Et,0
MhUK 3pyc) 37,87 -254 -052 -098 +0,19 094 0,12 24,63 H,0, 1-BuCH,
+0,37 +0,53 0,17 +0,14 0,17 iPeOH,
THF, 2ME
MhUK 4pyc) 38,12 -158 -1,70 -161 -0,02 0,97 0,10 54,05 H,O, Chl, EtAc,
+0,35 +0,55 0,21 +0,14 0,15 Dioxan
MhUK gq) 32,06 -0,27 -159 -0,76 +1,15 0,95 0,18 23,07 AcN, DCM,
+0,87 +1,25 #0,39 0,23 0,29 Dioxan, 2CE,
Et,O, THF
MhUK 2q0) 3554 -355 +0,08 -0,43 -059 0,95 0,08 27,49 EtOH, EtAc,
+0,28 +0,34 0,12 +0,08 0,09 DMF, iPeOH
MhUKgomaq 31,78 -1,20 -0,20 -0,56 +0,59 0,95 0,11 22,46 MeCl, 2CE,
+0,46 +0,63 0,24 +0,13 0,14 Et20, DMSO,
Dioxan, 2ME

*Korelacioni koeficijent; ° Standardna devijacija; © Fisher-ov test

4.2.3 LFER analiza primenjena na vrednosti UV-Vis spektralnih podataka mh-UK
Nastavak korelacione analize se odnosio na ispitivanja uticaja efekata
supstituenta na intramolekulski prelaz naelektrisanja ispitivanih mh-UK, primenom

principa LFER analize na UV-Vis spektralne podatake koriS¢enjem Hammett-ove

118



jednagine (Jedagina 2.10) i o, konstanti supstituenata (Tabela P7.A5 *****), Rezultati
korelacije su dati u Tabeli 4.8 i na Slici P7.Al za E izomer.

Tabela 4. 8 Rezultati LFER korelacija E izomera mh-UK dobijenih pomo¢u Hammett-

ove jednacine
Supstance. mhU K(sal)y thK(zpyc), mhU K(gpyc) , mhU K(4pyc)’ thK(Zpya), mhU K(4pya) i
MhUK gq)
Rastvarac® wx10°3, em?t  px10° cm™ R® SdP F°
EtOH 31,00 + 0,37 4,02 +0,59 0,95 0,54 46,81
MeOH 31,28 + 0,33 3,85 + 0,53 0,96 0,48 54,08
2CE 31,26 + 0,42 3,83 + 0,66 0,93 0,62 33,24
H,0 31,77 £ 0,55 4,14 + 0,84 0,91 0,78 24,31
AcN 31,35+ 0,42 3,91 +0,67 0,93 0,63 33,48
chl 31,27 + 0,26 3,99 + 0,42 0,97 0,39 89,18
DMSO 30,66 + 0,34 3,80 + 0,61 0,94 0,57 37,95

Korelacioni koeficijent; ” Standardna devijacija; ¢ Fisher-ov test

Generalno, rezultati korelacije su pokazali slicnu osetljivost vmax pomeranja na
elektronske efekte supstituenata, a najveci uticaj je uofen u vodi 1 etanolu kao
rastvaraCu. VeliCina efekta koji se odnosi na gradenje vodoni¢ne veze kod proti¢nih
rastvaraca je primarni faktor koji doprinosi boljoj stabilizaciji osnovnog stanja.
Dipolarni aprotic¢ni rastvara¢i doprinose nesto niZoj osetljivosti apsorpcionih frekvencija
na efekte rastvaraca. Aproticni rastvaraci se uglavnom ponasaju kao proton akceptori i
sa loSim vezivnim svojstvima anjona, 1 ucestvuju u efektivnoj stabilizaciji velikih 1
dispergovanih pozitivnih lokalnih/ukupnih naelektrisanja prisutnih u ispitivanom
molekulu.

Manja vrednost korelaconih koeficijenata za apolarne rastvarace sa visokom
relativnom dielektriénom konstantom moze se objasniti ¢injenicom da jaki dipolarni
efekat okolnog medijuma koja stvara sovatacioni sloj oko rastvorka doprinosi smanjenju
razmene elektronske gustine tokom ekscitacije, time indukujué¢i nizu osetljivost
apsorpcionih maksimuma na elektronske efekte supstituenata. Prikazani rezultati su
pokazali da se prenos elektronskih efekata supstituenata putem z-rezonantnih jedinica
odvija na osnovu balansiranog doprinosa dva efekta: kroz lokalizovane z-elektronske

jedinice i kroz ukupan z-konjugovani sistem ispitivanih mh-UK?%.
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4.2.4 LFER analiza primenjena na vrednosti *H i *C NMR pomeranja mh-UK

U ovoj disertaciji LFER analiza je izvrSena da bi se dobio i bolji uvid u uticaj
strukturnih i efekta supstituenata na *3C i *H-NMR hemijska pomeranja. Medu vaznim
faktorima koji uticu na NMR hemijska pomeranja su geometrija, odnosno vrednost
torzionih uglova a, g, y i 6. Principi LFER su primenjeni u okviru analize uticaja efekata
supstituenta, primenom o konstanti (Tabela P7.A4), na NMR pomeranja atoma
ugljenika i vodonika od interesa. Dobijeni korelacioni rezultati su prikazani u Tabeli 4.9
i na Slici P7.A2.

Opsti zakljuGak izveden iz analize H i **C NMR hemijskih pomeranja je da su
efekti supstituenti na hemijska pomeranja ugljenika atoma od interesa elektronske
prirode. Analizom p vrednosti odabranih atoma ugljenika uocava se razli¢ita osetljivost
NMR hemijskih pomeranja na efekte supstituenata. Uoceno je da su hemijska
pomeranja azometinskog ugljenika i oba atoma vodonika pokazali normalni efekat
supstituenta, a reversni efekat supstituenta je primeéena na karbonilnom atomu
ugljenika. Negativan znak reakcione konstante, p, za karbonilni ugljenikov atom znaci
obrnuto ponasanje, tj vrednost NMR pomeranja se smanjuje, iako se veli¢ina elektron-
akceptorskog dejstva supstituenta iskazane pomocu oveli¢ine povecava. Obrnuti efekat
supstituenata prisutan kod karbonilnog ugljenika moZe se pripisati lokalizovanoj z-
polarizaciji, koja dominira u odnosu na prosirenu z-polarizaciju. Koncept z-polarizacije
uveo je Reynolds 2****" da bi objasnio polje uticaja supstituenta operativnih u bo¢nom
lancu p— i m -supstituisanih benzena.

Karbonilna grupa usled elektron-akceptorskog efekta utiCe na smanjenje
elektronske gustine na azometinskoj grupi Sto vodi do povecane rezonantne interakcije
sa p-elektron-donorskim supstituentima. Elektron-donorski supstituenti dovode
povecanja elektronske gustine u arilidenskom delu molekula, odnosno doprinose
povecanju z-donorskog potenecijala tog dela molekula $to ima za posledicu znacajnije
pomeranje elektronske gustine ka karboniloj grupi ispitivanih jedinjenja. Nasuprot
tome, elektron-akceptorski supstituenti dovode do uravnotezavanja uticaja sa suprotnim

efektom iz ostatka molekula.
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Tabela 4. 9 Rezultati korelacije NMR podataka mh-UK sa o konstantama dobijenih

primenom Hammett-ove jednacine 2.12

p h R® F° Sd® n® Jedinjenja ukljudena u korelacije

mhU K(ba), mhU K(San, mhuU K(Zpyc):

0135 10139 thK(gpyc), thK(4pyc), thK(qu),
BN) 1004 x003 94 5071 007 9 *MhUK gry, *MhUK goup
*mhUK acoorrh)
H(C= 015 7,79 MhUK zpyc), mhLiK(spyc),thK@pyC),
_(C_N) +0.02 +0.02 0,93 33,53 0,04 7 thK(qu), thK(4OMPh)
*0, T, *rThUK(4coﬁth), *thﬁMOHPh)
UK (sa, mhUK mhUK
0,45 140,2 m (sal)» (@pyc) (2q0)»
Q:N +é 06 +0 0’4 0,96 52,09 0,09 6 thK(gonqc), *thK(4OMph),
- o *mhUK omph)
0.93 1574 thK(ba): thK(Zpyc)x thK(3pyc):
- Y, ) thK(4pyc): thK(qu),
€0 4012 007 0% 018 015 8 MhUK goragg, *MUK ry,

*mhUKuotph),

*literaturni podaci 248;  Korelacioni koeficijent; ° Standardna devijacija; ¢ Fisher-ov test; ¢ broj supstanci
ukljucenih u korelacije

Prenos rezonancionog efekta supstituenata kroz z-konjugovani sistem ispitivanih
jedinjenja sa prisutnim elektron-akceptorskim supstituentima dovodi do pomeranje
elektronske gustine ka azometinskoj grupi 1 ukupan rezultat se ogleda u povecanju
elektronske gustine na karbonilnom atomu ugljenika. Reversni efekat supstituenta je

posledica visokog doprinosa lokalizovane z-polarizacije na C = O atomu ugljenika.

4.2.5. 1zomerizacija mh-UK
U cilju ispitivanja mogucnosti izomerizacije sintetisanih jedinjenja izvrSena su
dva odvojena eksperimenta koja su prikazana u nastavku, fotoizomerizacija i ispitivanje

moguénosti izomerizacije u smesi DMSO/voda.

4.2.5.1 Fotoizomerizacija mh-UK

Poznato je da se piridin supstituisani semikarbazoni pokazuju zanimljiv fenomen
povezan sa E/Z fotoizomerizacijom koja nastaje usled rotacije oko C = N dvostruke
veze. Ova ¢injenica je potvrdena kod (E)-4-fenil-1-(piridin-2-il-metilen)-semicarbazona
u rastvoru DMSO-a. Proces fotoizomerizacije je pracen pomoéu ‘H NMR
spektroskopije na osnovu hemijskih pomeraja N3-H atoma koji se javljaju na viSim
vrednostima hemijskih pomeraja za 0,22 ppm nakon UV ozracivanja. Ovakvo ponasanje

predstavlja posledicu cis-trans fotoizomerizacije, a mehanizam izomerizacije je
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potvrden primenom UV-Vis i 2D NOESY NMR analize, kao i rendgenskom
strukturnom analizom. Osim toga, pokazalo se da stepen izomerizacije zavisi od
temperature, rastvaraca koji se koriste 1 polozaja bocnog lanca u odnosu na atom azota u

piridinskom prstenu®.
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Slika 4. 11 Promena UV apsorpcionog spektra tokom ozracivanja rastvora a)
MhUK pyc) | b) MUK 2py2 (1,0 -10° M) u DCM

U skladu sa literaturnim podacima i rezultatima NMR-a koja ukazuju na vecu
stabilnost E oblika mh-UK u DMSO, u ovoj disertaciji bilo je od interesa ispitati faktore
i veli¢inu njihovog uticaja na proces E/Z izomerizaciju jedinjenja koja po teorijskim
prorac¢unima pokazuju moguénost postojanja oba oblika u rastvoru DMSO-a. 'HiBc
NMR analiza je pokazala da jedinjenja mhUKpye) i MUK 2pya) postoje u E obliku u
rastvoru DMSO, a suprotno tome rezultati teorijskih proracuna ukazuju na neSto vecu
stabilnost Z obliku kao rezultat stabilizacije usled gradenja intramolekulske vodoni¢ne
veze (Tabela 4.3). Kao $to je napomenuto, E/Z izomerizaciju je moguée indukovati
spoljagnjim stimulansima poput UV ozragivanja™. U skladu sa tim nakon UV zradenja
DCM rastvora E oblika ovih jedinjanja, zbog male razlike u energijama i slabog efekta
stabilizacije jedinjenja MhUK@pyey | MhUK@pya U Z obliku usled gradenje
intramolekulske vodoni¢ne veze, vrsi se fotoizomerizacija u Z izomer (Slika 4.11).

U cilju proucavanje kinetike E/Z fotoizomerizacije, odabrana jedinjenja koja
prema teorijskim proracunima mogu zauzimati oba konformaciona oblika izlagana su

UV zraCenju u vremenskom intervalu od 0 do 120 min. Vremenski zavisne promene
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apsorpcionih spektara ovih jedinjenja u DCM i MeOH, nakon ozracivanja UV zracima

talasnih duzina od 254,0 nm (ili 364,0 nm), su prikazani na Slikama 4.11, 4.12 i 4.15.
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Slika 4. 12 Promena UV apsorpcionog spektra tokom zracenja rastvora a) mhUKapya) |
b) MhUK 4ya) (1,0 -10™° M) u DCM

Apsorpcioni maksimumi mhUK2pyc), MhUKpyay I MhUKspya) se nalaze na
292,3, 292,0 i 283,0 nm u DCM, respektivno. Nakon UV ozradivanja novi apsorpcioni
maksimum se pojavljuje u intervalu od 320-400 nm i 250-280 nm u DCM sa ta¢kom
preseka (IP, eng. Isobestic Point) na 318,0 i 260,0 nm za jedinjenje mhUKpyc), 323,0 i
260,0 nm za jedinjenje mhUK(opya) 1 320,0 nm za jedinjenje mhUKpya). Navedeni
rezultati predstavljaju spektralne dokaze o procesima fotoizomerizacije koji se deSavaju
u rastvoru. Fotoizomerizacija u slucaju jedinjenja mMhUK ) MhUK ) i mhUK 3gya) Nije
detektovana u DCM, dok je kod mhUKpya) primecen delimican proces izomerizacije
nakon ozrac¢ivanja u trajanju od 120 min. (Slika. 4.12 a) i b)). Zanimljivo je napomenuti
da mhUK zpyc) | MUK 2pya) zauzimaju Z konformacije nakon 60 i 120 minuta zracenja,
respektivno. Ovi rezultati ukazuju na znacaj sternog efekta azometinske metil grupe u
interakciji/ometanju izomerizacije i na stabilizaciju ispitivanih jedinjenja u pobudenom
stanju. Jedinjenje MhUKay ne podleze procesu izomerizacije nakon ozracivanja UV
svetloS¢u u DCM usled efekta stabilizacije jakim intramolekulskim vodoni¢nim vezama

u E obliku pocetnog stanja (Slika. 4.13 a)).
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mhUK (g,-b; Z oblik

Slika 4. 13 Ravnoteza tautomernih oblika i geometrijskih izomera mhUKsa)

Potvrdeno je da se fotoizomerizacija jedinjenja mhUK(py), MhUK(pya) |
MhUK 4pya) U rastvoru zracenjem na talasnoj duzini od 364,0 nm prati kineticki zakon
prvog reda u DCM (Slike 4.14). Nakon prestanka UV zracenja rastvora mhUKpya),
jedinjenje se spontano vra¢a u pocetno stanje, tj. pokazuje reversni proces izomerizacije
ka E obliku koji se deSava nakon desetak dana stajanjem na tamnom mestu zasti¢enom
od svetlosti na sobnoj temperaturi. Nasuprot tome, ¢ak i nakon deset dana mhUKpyc) i
MhUK 2pya 1 dalje zauzimaju Z konformaciju u DCM.

Rezultati kinetike ispitivanje procesa fotoizomerizacije jedinjenja mhUKpyc) |
MhUK 2pya) 0zra¢ivanjem na 364 nm obradeni su koris¢enjem kineti¢ke jednacine prvog
reda korelisanjem vrednosti In [(Ao-A0) / (Aco-At)] u odnosu na vreme trajanja
procesa. Merene veli¢ine Ag, A 1 A su podaci koji se odnose na vrednosti apsorpcija na
talasnoj duzini 323,0 1 318,0 nm nakon ozra¢ivanja DCM rastvora jedinjenja u trenutku
nula, vremena nakon zavrSetka procesa i vremena t tokom procesa izomerizacije,
respektivno. Fotoizomerizacija mhUKgpyc) | MUK 2pya) je zavrSena za 60 i 120 min, i
prikazan je na Slici 4.14 a) i b). Svi dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima
dobijenim TD-DFT-om. Na slici 4.15 prikazan je teoretski i ekesperimentalni spektar

E- i Z- izomera mhUKpya) U rastvoru pre i posle UV ozracivanja.
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Slika 4. 15 a) Teoretski UV-Vis spektar E- i Z- izomera mhUKzpya), b) Eksperimenalni
UV-Vis spektar pre i posle UV zracenja mhUK zpya)

Uticaj proti¢nog rastvarata MeOH na destabilizaciju intramolekulske vodoni¢ne

veze pseudociklicne strukture usled gradenja medumolekularnih vodonic¢nih veza (Slika
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4.9) je ispitivana u odnosu aproti¢ni rastvara¢ DCM koji sa druge strane doprinosi
stabilizaciji intramlekulske vodoni¢ne veze (Slika 4.13; mhUKa E oblik). To znaci da
sposobnost MeOH da formira vodoniéne veze koje doprinose raskidanju intra-
molekulske vodoni¢ne veze u pocetnom stanju jedinjenja mhUKsa)) (Slika 4.13 a)), Sto
doprinosi da se proces izomerizacije odigrava za 15 min. Posle stajanja rastvora

jedinjenja mhUKsay u mraku tokom 48 h, jedinjenje se vraca u E oblik (Slika 4.16 b)).
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Slika 4. 16 Promena UV apsorpcionog spektra tokom zracenja rastvora mhUKay: a)
DCM, b) MeOH (1,0 -10™ M)

U skladu sa tim, ozrac¢ivanjem MhUKpyc) | MhUK2pya) U MeOH nije dovelo ni
do kakvih uocljivih promena u UV spektru. Takvo ponasanje snazno potvrduje znacaj
vodoni¢ne veze uspostavljene interakcijom izmedu rastvaraca i supstanci koje imaju
suprotan efekat koji potice od gradenja intramolekulske vodoni¢ne veze, i koje
formiranjem stvaraju pseudocikli¢ne strukture kod Z- izomera (Slika 4.9 b)).

MhUK(pa) | MhUK@n ni u MeOH ni u DCM nakon ozracivanja ne pokazuju
uocljivu izomerizaciju, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da prisustvo piridinskog
prstena doprinosi procesu izomerizacije.

Da bi se procenio uticaj intramolekularne vodoni¢ne veze u stabilizaciji Z oblika za
MhUK 2pyc) | MhUK gpya) | E 0blika za mhUKsa) izvrSena je reoptimizacija geometrija
ovih izomera u DCM i MeOH kori$¢enjem ©B97Ks-D/6-311G (d,p) metode. Ova vrsta

funkcionala je koriS¢ena jer obuhvata empirijske disperzije i veliki opseg korekcija.
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Skorasnje studije su pokazale veoma dobro ponasanje ovih funkcionala za opisivanje
geometrije sa postojanjem jakih vodoni¢nih veza®*®.

Rezultati proracuna su pokazali da intramolekulsk vodoni¢na veza doprinosi
stabilizaciji Z izomera jedinjenja mMhUK pyc) | MUK 2pya). Energije E oblika su za 1,85
i 0,68 kcal veée nego kod Z oblika (Tabela 4.10). Male energetske razlike izmedu
izomera ukazuju da intramolekularna vodoni¢na veza formirana u Z obliku doprinosi
stabilizaciji takve strukture. Ovo je dalje potvrdeno strukturalnom 1 topoloSkom
analizom. Rastojanja izmedu azota i vodonika ukljuc¢enih u stvaranju vodoni¢ne veze
kod Z izomera jedinjenja mhUK 2py) | MhUKpyay U DCM su 1,908 i 1,849 A dok u
MeOH iznose 1,906 i 1,846 A (Tabela 4.11), respektivno. Kraée duzine vodoni¢nih
veza dobijene su za E oblik jedinjenja mhUK sy, 1,772 (DCM) i 1.764 A (MeOH).

Tabela 4. 10 Rezultati ®B97X-D/6-311G(d,p) reoptimizacije i AIM proracuni za

Supst. Rastvaraé Tautomer Energija (kcal) N-H@A) p vp  u(D)
DCM E 0,0 1,772 0,0445 0,119 6,5526

UK Z 11,55 4,6091
) MeOH E 0,0 1,764 0,0454 0,117 6,9343

Z 11,56 4,8235

DCM E 1,85 2,4733

hUK Z 0,0 1,908 0,0346 0,107 7,9018
@Y \eOH E 1,73 2,6263

y 0,0 1,906 0,0348 0,108 8,2079

DCM E 0,68 2,9123

y 0,0 1,849 0,0396 0,118 8,0533

MhUKee o on E 062 3,1011
Z 0,0 1,846 0,0399 0,119 8,3915

Ove vrednosti su znacajno nize od zbira odgovaraju¢ih Van der Waals-ovih
radijusa (2.6 A). AIM topoloskom analizom pronadena je kriti¢nu tacka veze (BCP,
eng. Bond Critical Point) izmedu azota i atoma vodonika u Z obliku jedinjenja
MhUK@2pye) 1 MhUKpyay. Podaci o pronadenoj BCP sumirani su u Tabeli 4.10.
Vrednosti ukupne elektronske gustine (p) na BCP od 0,0346 do 0,0445 u DCM i od
0,0348 do 0,0454 u MeOH, respektivno, spadaju u oblast koa odgovara visokim
gustinama za vodoni¢nu vezu (0,002 — 0,035)**°. Posto je ukupna gustina elektrona na

250,251

BCP u korelaciji sa ja¢inom vodoni¢ne veze vece vrednosti elektronske gustine E
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izomera jedinjenja mhUKay dodatno potvrduju prisustvo jaceg vodoni¢nog vezivanja u
ovom jedinjenju, nego u Z izomerima jedinjenja mhUKpye) | MhUK(2pya), Sto je u

skladu sa podacima o fotoizomerizaciji.

4.2.5.2 Ispitivanje mogucénosti izomerizacije jedinjenja mhUKgpn u smesi
DMSO/voda

Za strukturno povezane arilhidrazone, objavljeno je da je E- izomeri preovladuju
u nevodenom medijumu, dok voda dovodi do promene u konformaciji i formiranja Z

22 ili do formiranja hidratisanih molekula.?>® E/Z izomerizacija hidrazona moze

izomera,
se uociti na UV spektrima jer kao §to je ve¢ napomenuto E- i Z- izomeri imaju razliciti
maksimume apsorpcije. Talasne duzine na kojima su uocen apsorpcioni maksimumi Z-
izomera hidrazona se javljaju na 5-8 nm nizim pomeranjima nego kod E- izomera. U
isto vreme, batohromni pomeraj sa 297 na 302 nm ukazuju na moguéu E/Z
izomerizaciju monosupstituisanog hidrazona u sistemu sa promenom svojstava
rastvaraca.?* Studija 0 moguc¢oj izomerizaciji (Slika 4.17) izvedena je za jedinjenje
MhUK 2pyb) kao jedini derivat mh-UK koji se u rastvoru nalazi u Z obliku.

Apsorpcioni spektri mhUKpyp) snimljeni su u ¢istom DMSO-u i smesi
DMSO/voda. Trake u spektralnom regionu 289-303 nm dodeljene su azometinskoj

> |Isprekidana linija pokazuje promenu

dvoguboj vezi 1 aromati¢nom prstenu.2
apsorbance, t.j. indukovani proces E/Z izomerizacije koji dovodi do pomeranja
ravnoteze nakon dodatka vode. Dodavanje vode u sistem DMSO izazvalo je povecanje
apsorpcionog maksimuma na talasnoj duzini od 297 nm za 0,08 a.u. (Slika 4.17), 1
pomeraj apsorpcionog maksima ka vecoj talasnoj duzini za 5 nm, §to odgovara prelasku
u E-izomeru. Doprinos E- izomera se povecava sa udelom frakcije vode u smesi
rastvaraca, sude¢i po tome da imino proton ucestvuje u stvaranju intramolekulsih
vodoni¢nih veza. Ove spektralne promene prati 1 pojava IP pripisane formiranju
vodoniéne veze izmedu -NH protona i molekula rastvarata.®® Signali pripisani -NH i -
NH, protonima koji se pojavljuju kao singlet na pomeranjima od 4,15, 8,26 i 13,20
ppm, nestaju nakon dodatka D0, sto je dokaz da je moguce raskinuti intramolekulske
vodoni¢ne veze koje stabiliSu Z isomer u ovom jedinjenju (Slika 4.6, mhUKpyn)-a),
¢ije  mesto zauzimaju medumolekulske vodoni¢ne veza koje izazivaju

konformacionionu adaptaciju molekula, i prelazak u E izomer.
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Na kraju se moze zakljuciti da sterni i rezonancioni efekat fenilnog jezgra
prisutnog na azometisnkom ugljenikovom atomu dodatno stabilise Z oblik ispitivanih
jedinjenja. Usled neslaganja u pomerajima apsorpcionih maksimuma nakon E- i Z-
izomerizacije u smesi rastvaraca i fotoizomerizacije pretpostavljeno da stabilniji oblik
jedinjenja u rastvoru apsorbuje na manjim talasnim duzinama, dok se nakon

izomerizacije maksimum apsorpcije pomera ka ve¢im talasnim duzinama.
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Slika 4. 17 UV-Vis spektar mhUK pyn) u DMSO i smesi rastvarata DMSO/voda

4.3 Odredivanje konstanti kiselosti

Hemijske osobine organskih molekula u rastvoru u velikoj meri zavise od
stepena jonizacije, tj njihove sposobnosti da oslobode ili prime proton u vodenim
rastvorima. Transfer protona se najceSc¢e javlja izmedu proton-donorskih/akceptorskih
mesta na molekulu ili bilo kom atomu ispitivanog molekulu koji sadrzi vodonik koji
podleze jonizaciji. Procesi protonovanja 1 deprotonovanja znacajno zavise od
jonizacionog potencijala mesta koje ucestvuje u razmeni protona. Protonovanje i
deprotonovanje kiselih odnosno baznih mesta, tj. lakoc¢a primanja i odavanja protona, u
odredenoj meri uticu na promene ukupnog 1 lokalnog prenosa naelektrisanja.

Hidrazinski azot je reaktivniji nego iminski azot i oba atoma se ponaSaju kao
nukleofili, dok karbonilna grupa ima i elektrofilni i nukleofilni karakter. Iminski atom

azota, usled konjugacije sa aromaticnim ostatkom, doprinosi povecanju elektrofilnog
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karaktera azometinskog ugljenika i snizava sposobnost prihvatanja vodonika. Na taj
nadin merenje procesa protonovanja-deprotonovanja daje sliku o promeni distribucije
naelektrisanja (i lokalne i na vecoj udaljenosti od aktivnog mesta) i moze se oceniti
odredivanjem pK, vrednosti. Radi potvrdivanja uspesnosti primenjene eksperimentalne
metodologije, odredene vrednosti pK, su wuporedene sa teoretski izraCunatim

vrednostima®®,

Tabela 4. 11 Eksperimentalno odredene (pKaexp) 1 izracunate (pKacaic) pKa vrednosti E

izomera mh-UK

p Kalexp p Kalcalc* p KaZexp p Ka2callc* p KaSexp p Ka3calc*

MUK g 3271005 279"

MhUK 3,44£0,02 351 9,38+0,05 8,94
MhUK e 2774001 2,72 4324001 4,16

MhUK@gpe 3174006 294  4,48+0,06 4,08

MhUK @y  3,2940,07 2,98 5074007 4,41

MhUK a1 3224006  2,76"

MhUKpe 2934006 2,73 4,71#0,05 393

MhUK @y 3194011 2,99  4,83+0,09 4,13

MhUKupye 3284004 301  513+0,02 4,20

MhUK gqe) 2,41+0,21 2,82 4,080,038 3,72

MhUKge ~ 2,834#0,05 3,08  4,21+0,11 4,33

MhUK gom2q)  2,53+0,08 2,68  4,68+0,06 3,72  9,54+0.11 9,03

*ADMET Predictor, 2015 (http://www.simulations-plus.com). Sve predikcije su ra¢unate za E izomere

jedinjenja mh-UK.%®, *http://www.chemaxon.com

Rezultati potenciometrijski odredenih pK, vrednosti su prikazani u Tabeli 4.11,
dok su moguce protoliticke ravnoteze u rastvoru u opsegu pH vrednosti od 1,8 do 12,2
za jedinjenja mMhUKgpyc) | MUK gom2qc) prikazane na Semama 4.2 i 4.3. Analiziranjem
mh-UK ustanovljeno je da ispitivana jedinjenja sadrze znaCajan broj potencijalnih
proton-akceptorskih 1 proton-donorskih mesta sa razli¢itim moguénostima za otpustanje
ili prihvatanje protona. Moguci procesi disocijacije koji su izvan ispitivanog pH opsega

(1,8-12,2) nisu prikazani.
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| 0
= N_ )J\ NH,

YT T

OH H H
HA
X 0 X 0
N )}\ NH N /lL NH
o H H H =,Q\H H H H
HA” A

Sema 4. 3 Protoliti¢ka ravnoteza mhUK gom2qe) u smesi rastvorata MeOH/voda

Na osnovu potenciometrijski odredenih pK, vrednosti formirani su dijagrami
raspodele za jedinjenja mMhUK spyc) | MUK gor2qc) (Slika 4.18). Eksperimentalni podaci
ukazuju da protonovana hidrazinil amino grupa pokazuje kisela svojstva, uz malu
zavisnost od polozaja bo¢nog lanca u odnosu na polozaj azota u piridinskom prstenu.
Osim toga primecen je 1 mali uticaj sternih smetnji metil grupe na azometisnkom atomu
ugljeniku na pKj,; vrednosti. Sliéne eksperimentalne vrednosti logaritamskih vrednosti
konstanti jonizacija (pKaiexp) U MhUKgqe), MhUK2qe) | MhUKgor2qe) U 0dnosu na
MhUK 2pye) | MUK 2pya), UKazuju da na promenu pKa; vrednosti najveci uticaj imaju

elektron-akceptorski supstituenti prisutni na iminskom atomu ugljenika. Male promene
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u pKa vrednostima mh-UK su uglavnom uzrokovane slabljenjem prenosenja efekta

supstituenta do ostatka molekula tj. strukturnih elemenata hidrazida ugljene kiseline.

10 10 _
a) |b) /
/
084 24 0.8- /
H,L HL |
HL? H,L [ HL?
0.6 064 [
oL o /
0.4 0.4 ;[
/
0.2 0.2 /
/
//
0.0 v T - T v T ' 0.0 T T T — T
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 10 12
pH pH

Slika 4. 18 Dijagrami raspodele: a) mhUKspyc), b) mhUKgor2qe) (= molarna

frakcija) dobijeni iz eksperimentalno izracunatih pK, vrednosti

S druge strane, logaritamske vrednosti konstanti jonizacija protonovanih
piridinskih/hinolinskih prstenova (pKa2) koje se menjaju na sli¢an nacin kao i pKgy
vrednosti ukazujuci da su efekti koji doprinose promeni obe pK, vrednosti sli¢ni i nisu
znaCajno zavisni od udaljenosti 1 poloZaja azota u aromaticnom jezgru u odnosu na
bocni lanac. Elektron-donorske osobine hidroksilne grupe u jedinjenju mhUK gon2qc)
doprinose blagom povecanju pKy vrednosti. Posmatrajuéi trendove zavisnosti u slucaju
MhUK 2pye) - MhUK@pye) 1| MUK 2pya) - MhUK(4pya), 0be, pKar i pKaz vrednosti se
povecavaju usled pomeranja azota u heteroaromaticnom jezgru iz poloZzaja 2 ka
polozaju 4 u odnosu na bocni lanac. To dokazuje odgovaraju¢i uticaj elektron-
akceptorskih efekata protonovanog piridinil supstituenta na kiselost terminalne
hidrazinil amino grupe.

Stavise, elektronska struktura i moguénost formiranja vodoniénih veza ne uti¢u
u velikoj meri na kiselost kiseonika iz hidroksilne grupe u mhUKsay i mhUK @gon2qc).-
Ovakvo ponaSanje je objasnjeno jakim uticajem HBD/HBA efekta rastvaraca koji

doprinose velikom umanjenju efekta intermolekulskih vodoni¢nih vezivanja.
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4.3.1 LFER analiza primenjena na pK, vrednosti molekula mh-UK

Produzena konjugacija kroz azometinsku grupu ispitivanih mh-UK moze dovesti
do pomeranja elektronske gustine ka hidrazidnom ostatatku dhO uti¢uc¢i na proton-
donorska i akceptorska svojstva odgovaraju¢ih mesta sposobnih za disocijaciju. Da bi se
razumeli i kvantifikovali uticaji strukturnih efekata na jonizacione konstante, tj.
elektronski efekat supstituenata prisutnih na azometinskom ugljeniku, izvrSena je LFER
analiza koriS¢enjem SSP jednacine (jednacina 2.4). Rezultati korelacije pKaexp Vrednosti
(Tabela 4.11) sa odgovaraju¢im konstantama supstituenata (Tabela P7.A4) su dati u
Tabeli 4.12 i na Slici. P7.A2.

Na osnovu dobijenih rezultata jasno se uvida da zavisnost izmedu pKj i opn’
pokazuje znacaj uticaja sposobnosti otpustanja protona, Sto ukazuje da povecanje
elektron-akceptorske sposobnosti supstituenta na azometinskom ugljeniku uzrokuje

smanjenje kiselosti protovane amino grupe i piridinskog atoma azota.

Tabela 4. 12 Rezultati LFER korelacija pK, vrednosti E izomera mh-UK sa oph+

konstantama koriS¢enjem Hammett-ove jednacine

h R? £b Sq° n? Jedinjenja ukljucena u
P korelacije
¥ 2,61 0,29 thK(gpyC) - thK(4pyc)
(PKa)NH £008 004 09 4909 006 6 - MAUK e
+ 3,80 0,51 thK(gpyC) - thK(4pyc)
(PKa2)NH(OH) +0.25 +0,13 092 1628 001 6 MhUK 2pya) - MhUK 4py4)

*Korelacioni koeficijent; ° Standardna devijacija; © Fisher-ov test; ® broj supstanci uklju¢enih u korelacije

4.4 Masena spektrometrija

Maseni spektri snimljeni su u opsegu m/z = od 50 do 600 u pozitivnom i
negativnom elektrosprej jonizacionom modu. Masena spektrometrija je i u ovom slucaju
omogucila razdvajanje i identifikaciju fragmenata koje se razlikuju po molekulskim
masama. Detekcija analita je zasnovana na izolaciju protonovanog, [M+H]" ili
deprotonovanog molekula [M-H]™ za sve mh-UK, a fragmentacione Seme su prikazani
na Slikama P7.A3-A8. Snimanje spektara u pozitivnom i negativnom modu izvr$eno je
radi razmatranja jonizacionih sposobnosti u ispitivanim molekulima koja su odgovorna

za kisela svojstva mh-UK u cilju poredenja sa odredenim pK, vrednosti.
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U MS spektru mhUKsayy (CsH1oN4O>, tacna masa 194,08) osnovni signal na m/z
= 195,17 dodeljen je protonovanom molekularnom jonu, [M + H]*. Osim toga uoden je
adukt sa natrijumom [M+Na]" koji se pojavljuje na m/z = 217,1 (Slika 4.19). MS?
spektar mhUKay (Slika P7.A3) daje tri jaka signala koja odgovaraju fragmentima na
m/z vrednostima 162,92, 136,92 i 121,92, respektivno. Fragment na m/z 162,92 dobijen
je eliminacijom hidrazina (1) i dodatno se fragmentira gubitkom hidroksi radikala i
CONH fragmenta gradeci 2-(2-hidroksibenziliden)-1-metildenhidrazinium jon, na m/z
145,92 (Ib") i jon na m/z 119,83 (Ib"), respektivno. Odvajanjem semikarbazida, odnosno
H,NNHCONH, od [M+H]" jona, dobija se jon na m/z 121,92, od kog se dodatnom
fragmentacijom i gubitkom cijanovodonika i vode formira protonovani fenol, m/z 94,73
(I11b), i fenilni katjon na m/z 76,75 (lllc), respektivno. Gubitak aminoizocijanatne
grupe (H2NNCO), iz protonovanog molekularnog jona mhUKgay dovodi do trece
fragmentacije u MS? spektru uz formiranje jona na m/z 136,92, koji se dodatno
fragmentiSe gubitkom amonijum jona i daje ion na m/z 119,83 u MS® spektru. Daljim
procesom uzastopne fragmentacije gubitkom cijanovodonika i ugljenik(Il)-oksida
formiraju se joni na m/z 93,03 (I1;) i 65,04 (11g).

Za mMhUKpa) I mMhUK@pye) - MhUKapye) (Slika P7.A4) prvi fragmentacioni
korak je slican fragmentaciji jedinjenja mhUKay. Glavni put fragmentacije, koji je
zajednicki za sva Cetiri jedinjenja predstavlja eliminaciju hidrazina u prvom koraku (la),
nakon Cega se u drugom koraku desava eliminacija ugljenik(Il)-oksida (Ib), a u tre¢em
eliminaciju azota (Ic). Poslednji korak fragmentacija, koji je pracen odvajanjem
cijanovodonika, mogu¢ je samo za MhUKgpy) - MhUKqpye) (Ic -1g), uz dobijanje
ciklopentadienil katjona. Sva cetiri jedinjenja gubitkom aminoizocijanatne grupe
formiraju drugi jon u MS? spektrima (11a) koji je samo u slucaju jedinjenja MhUK pyc)
dovoljno stabilan da se dalje fragmentise (X3).

Zajednicka Sema fragmentacije za MhUKqs | mMhUKpya) - MhUK gy Cije je
ponasanje u toku fragmentacija je slicno dobijenim za MhUKga I MhUKgpye) -
MhUK pyc), prikazano je na Slici P7.AS. Za sva Cetiri jedinjenja u zajedni¢kom putu
fragmentacije u prvom koraku vr$i se odvajanje hidrazina (la), u drugom koraku
eliminacija ugljenik(l1)-oksida (Ib), dok u tre¢em koraku uklanjanje azota dovodi do

stvaranja ArCH'(CHs) jona (Ic). Za jedinjenja mhUK g, MhUKpya i MhUK gpya)
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fragmentacija [M+H]" jona dovodi i do formiranja novog jona gubitkom
aminoizocijanatne grupe (11a).

Naknadna fragmentacija u slu¢aju mhUK zpya) Vodi do stvaranja ArC,HsN™ jona
gubitkom amonijaka (Xa). Za mhUKgan i mhUKpya) isti jon je generisana u MS?

MS @ 195,72
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21702
25
0 .
50 150 250 350 450 550

MsS2 @ 682 16292

12192

195.00

o 119.83 1007 719,92
75 75 75
50 50 50
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Slika 4. 19 Viestruko fazni fragmentacioni spektri (MS-MS®) dobijeni za MhUK sa)
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spektru ali je nastao sledeéi drugi put fragmentacije, tj odvajanjem -CONH grupe od la
jona. Naknadna fragmentacija jona ArC,HsN™ daje dva finalna fragmenta gubitkom
cijanovodonika (X,) i odvajanjem NCCH, fragmenta (Xp ). Za jedinjenja mhUK s i
MhUK 3pya) tre¢i fragment uocen u MS? spektru dobijen je eliminacijom -H,NNHCON
grupe.

Sema fragmentacije za mMhUKgq prikazana je na Slici P7.A6. MS® spektar
ukazuje na formiranje fragmenta uo¢nog na m/z 198,0 koji se nakon toga deli na tri
fragmenata m/z 141,92, 154,92 i 181,00. Najzastupljeniji fragment je na m/z 141,92 i
njegovim daljim fragmentisanjem dobija se 7H-ciklopenta[b]piridin-7-ilium jon (Ib").
Fragment na m/z 154,92 gubitkom cijanovodonika daje hinolinium katjon detektovan na
m/z 127,83 (Ic), a najmanje zastupljen fragment na m/z 181,00 se dobija gubitkom
H3CN grupe proizvodeci hinolin-7-karbonitril jon detektovan na m/z 152.92 (1b").

Jedinjenja MhUK(q¢) | MhUKgon2qe) (Slika P7.A7) pokazuju vrlo sli¢no
ponasanje u fragmentacije kao jedinjenja MhUKpy) - MhUKpye). Oba jedinjenja u
prvom koraku fragmentacija pokazuju gubitak hidrazina (la), nakon ¢ega sledi gubitak
ugljenik(1l)-oksida (Ib) i azota (Ic). Finalni korak fragmentacije uocen je kod jona Ar-
CH," (Ic) koji daje jone detektovane na m/z 114,83 i m/z 130,17 za mhUKyqe) i
MhUK @goH2qc), respektivno. Za jedinjenje mhUK(q drugi fragment uocen na m/z
172,17, dobijen je u prvom koraku fragmentacije odvajanjem NH,NCO grupe.

Za sva ispitivana jedinjenja uobi¢ajan put fragmentacije u prvom koraku je bio
gubitak hidrazina. Za jedinjenja mhUK zpyc) - MhUKpye), MhUK 2pya) - MUK @gpya i
MhUK 2qc) | MhUKgon2qe) glavni put fragmentacije bio je slican, gubitak hidrazina u
prvom koraku fragmentacije, zatim gubitak ugljenik(I1)-oksida, a potom izdvajanje
azota. Jedinjenja mhUKsay, MhUK 2pyc) - MhUKapye), | MUK 2pya) - MhUK 4pya) pored
gubitka hidrazina u prvom koraku fragmentacije takode generiSu i fragment dobijen
gubitkom H,NNCO grupe.

Masena fragmentacija deprotonovanog molekularnog jona je sasvim jednostavna
1 pracena je eliminacijom najkiselijeg vodonika. Zajedni¢ka Sema fragmentacije za sva
jedinjenja predstavljena je na Slici P7.A8. Sva jedinjenja u prvom koraku fragmentacije
generiSu fragment -NHNHCO (la) dok u drugom koraku fragmentacije vrsi se
izdvajanje azota (lp). Jedinjenja MhUK@pye), MhUK@gpyay | MhUK@pya daljom

fragmentacijom grade anjone predstavljene strukturom Ic za 2- i 3- piridnil i 1d za 4-
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piridinil supstituisana jedinjenja. U prvom koraku fragmentacije mhUKgay) i
MhUK goH2qc), pored gubitka NHNHCO grupe, generisu fragment i gubitkom hidrazina
(la). Tre¢i fragment u prvom koraku fragmentacije je dobijen i za MhUKgpye) i
MhUK gqc) gubitkom NHNHCON; grupe.

Uopsteno, na fragmentaciju ispitivanih jedinjenja uticu proton-donorske i
akceptorske sposobnosti odredenih kiselih 1 baznih mesta u molekulu, Sto dokazuje da
lokalna raspodela elektronske gustine predstavlja vazan faktor koji odreduje rezim

fragmentacije ispitivanih jedinjenja.

45. TD-DFT proracuni: priroda grani¢nih molekulskih orbitala i kvantifikacija
ICT

U nastavku ispitivanja u ovoj disertaciji proucavane su promene u raspodeli
ukupnog naelektrisanja u osnovnom i ekcitovanom stanju na osnovu proracuna
HOMO/LUMO energija (Enomo/ELumo) 1 Egap Vrednosti u gasnoj fazi i u DMSO-u.
Dobijeni rezultati su predstavljeni na Slikama 4.20 i P7.A9 i u Tabeli 4.13. Neznacajan
intramolekulski prelaz naelektrisanja moze se uoditi iz struktura HOMO-LUMO
orbitala, kao i to da su Egap vrednosti sveobuhvatno posmatrajuci nize za hinolinske mh-
UK. Najvece energetske razlike od 9,282 i 9,168 eV pronadjene su za mhUKpya) |
MhUK 4pya) U Z obliku, dok su najnize razlike u energiji primecene u slu¢aju mhUK g,
MhUK 2qc) | MhUK go2qc) sa vrednostima od 7,610, 7,961 i 7,630 eV, respektivno. Ovi
podaci su u skladu sa najve¢im batohromnim pomerajima maksimuma apsorpcije u
odnosu na nesupstituisano jedinjenje. Moze se primetiti da su elektronske gustine
HOMO i1 LUMO orbitala za sva jedinjenja viSe ili manje ravnomerno rasporedene u
celom molekulu, $to ukazuje na nizak stepen ICT u toku ekscitacije. Osim toga gustina
HOMO/LUMO orbitala je najveéa na heterociklicnom prstenu, zbog jakog elektron-
akceptorskog karaktera atoma azota koji uzrokuje pomeranje z-elektronske gustine od
ostatka molekula na suprotnu orjentaciju i slabiji elektron-akceptorski karakter ostatka
dhO.

Ocigledno je da je ICT proces lakse izvodljiv u jedinjenjima sa veéom -
elektronskom gustinom, odnosno kod monohidrazona koji u svom sastavu sadrZe
hinolinsko jezgro. Razlog tome je veca polarizabilnost pobudenog stanja koje je

prvenstveno stabilizovano pod uticajem rastvaraca u odnosu na osnovno stanje (Tabela
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4.13). Usled toga su pobudeno i osnovno stanje blizi Sto omogucava efikasnije prelaze.
Varijacija strukturnih elemenata ili supstituenta jasno ukazuju da su doprinosi oba
faktora 1 strukture i donor-akceptor karakteristike supstituenta ukljuceni u ICT

mehanizam ispitivanih jedinjenja.

LUMO ;
-0421 0.301 0.101
AE(ev)|7.227 AE(ev)|8.292 AE(eV)IS,-t()Z
2

-7.648 ; -7.991
HOMO

mbUK(ba) thK(sal)
LUMO
0.089 : 20.088 0.174
o D
AE(ev)|8.409 AE(ev)|8.438 AE(cv)l7.428
2
3350 83526 7656
HOMO
mhUK .., mhUK .,
LUMO
0.238 0.099
AE(ev)[8.491 AE(ev)[8.606 ' AE(ev)[8.558
5253 -8.459
HOMO
mhUK .., mhUK .,
LUMO
0343 0.300 &« 0.310
AE(ev)|7.610 AE(CV)I7_961 AE(ev)I7.630
7953 87261 -5 7941
HOMO > .
mI]UK(8 o) thK(an) mbUK(soch)

Slika 4. 20 Prikaz HOMO/LUMO orbitala i Egsp mh-UK (E oblik) u DMSO-u
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Tabela 4. 13 Rezultati TD-DFT proracuna za prelaze iz osnovnog u prvo vertikalno

pobudeno stanje u DMSO

o : Cl % doprinosa
SL;ES?}ZS?/ Erzg{g)lja Osg:]lggirna Pobudivanje keficijent jednozlektro
ekspanzije  nskih prelaza
MhUK s / E 4,5721 0,8329 HOMO — LUMO 0,69413 96,36
MhUK pq) / Z 4,9323 0,4692 HOMO — LUMO 0,68389 93,54
MhUK )y / E 4,3751 0,4378 HOMO — LUMO 0,68013 92,52
HOMO-1 —» LUMO 0,12199 2,98
MhUK a)y / Z 4,8737 0,2377 HOMO — LUMO 0,65268 85,20
HOMO-1 —» LUMO 0,10068 2,03
HOMO — LUMO+1 0,14749 4,35
HOMO-1 - 0,13082 3,42
LUMO+2
MhUK pye) / E 4,6647 0,8708 HOMO — LUMO 0,69183 95,73
MhUK @pye) / Z 4,4597 0,5978 HOMO — LUMO 0,68932 95,03
MhUK oy / E 4,6117 0,7878 HOMO — LUM O 0,6889 94,92
MhUK 4pye) / E 4,6815 0,8384 HOMO — LUMO 0,69372 96,25
mhUK @ / E 4,7889 0,7242 HOMO — LUMO 0,69115 95,64
mhUK @ / Z 5,2377 0,3730 HOMO — LUMO 0,68398 93,56
MhUK pya) / E 4,6999 0,7626 HOMO — LUMO 0,69092 95,47
MhUK @pya) / Z 4,458 0,5501 HOMO — LUMO 0,69117 95,54
MhUK pya) / E 4,7798 0,6454 HOMO — LUMO 0,68091 92,73
MhUK gpya) / Z 5,1039 0,0184 HOMO — LUMO 0,33081 21,89
HOMO-1 - LUMO -0,1172 2,75
HOMO-2 —» LUMO 0,30703 18,85
HOMO-3 - LUMO 0,47447 45,02
HOMO-5 —» LUMO 0,11188 2,50
HOMO-7 - LUMO -0,11158 2,49
MhUK (4pya) / E 4,7902 0,6856 HOMO — LUMO 0,68797 94,66
MhUKgpa/Z 50762  0,0025  HOMO — LUMO -0,13373 3,58
HOMO-1 - LUMO 0,19789 7,83
HOMO-2 - LUMO 0,54799 60,06
HOMO-3 - LUMO -0,3013 18,16
HOMO-2 - 0,10459 2,19
LUMO+2
MhUK gqq) / E 4,045 0,588 HOMO — LUMO 0,68888 94,91
mMhUK g / E 4,3282 0,7059 HOMO — LUMO 0,57551 66,24
HOMO — LUMO+1 -0,13347 3,56
HOMO-1 - LUMO 0,29287 17,15
HOMO-2 - LUMO 0,1049 2,20
mMhUKgorzq /E 4,0394  0,3024  HOMO —» LUMO 0,6808 92,70
HOMO-1 - 0,14272 4,07
LUMO+1
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Dodatni rezultati iz TD-DFT proracuna, oscilatorna snaga, vertikalna energija
ekscitacije i elektronski prelazi dati su u Tabeli 4.13. Rezultati TD-DFT ukazuju na
veliki doprinos HOMO — LUMO prelaza iz osnovnog stanja u pobudeno stanje (vise
od 90 % za E izomer; Tabela 4.13). Samo u slucaju 2-hinolil jedinjenja mhUKqc),
uoCava se uces¢e HOMO-1 — LUMO ekcitacije (17.15%), HOMO-2 — LUMO
(2.20%) i HOMO — LUMO+1 (3.56%) prelaza. Na osnovu proracuna Egs, vrednosti
zakljuceno je da su proracuni u skladu sa eksperimentalnim rezultatima dobijenim iz
UV-Vis spektrofotometrijskih merenja.

ICT nastaje kada apsorpcija fotona podsti¢e znacajnu deformaciju elektronskog
oblaka usled odgovarajué¢eg (delimi¢nog odnosno ukupnog) elektronskog pomaka od
jednog dela molekula u drugi. U cilju merenja ovih pojava, jednostavan i efikasan
model je koriS¢en za definiciju 1 procenu ICT na osnovu izracunate ukupne distribucije
naelektrisanja 1 promena kako u osnovnom tako i u pobudenom stanju 220251258 0Vvoj
disertaciji proraCunavanje rastojanja prenosa naclektrisanja 1 koliine prenetog

naelektrisanja vrseno je TD-DFT metodom u cilju kvantifikacije ICT-a.

Tabela 4. 14 Izra¢unate D¢t i Qcr vrednosti mh-UK u toku ekcitacije elektrona

jedinjenje/ izomer Qcr () Dcr (A)
thK(ba) /E 0,448 0,835
mhUK sy / Z 0,543 2,130
mhUK sy / E 0,583 1,320
mhUK sy / Z 0,487 0,858
MhUK pye) / E 0,484 1,134
mhUK pye) / Z 0,577 2,180
thK(gpyc) [E 0,497 1,465
MhUK pyo) / E 0,743 2,378
thK(af) /E 0,443 0,907
mhUK @ / Z 0,622 2,782
MhUK gpya) / E 0,471 1,284
MhUK zpya) / Z 0,614 2,482
MhUK 3y / E 0,558 2,516
MhUK pyg) / Z 0,725 1,254
MhUK gpyq) / E 0,732 2,208
MhUK pye) / Z 0,706 1,377
mhUK aqe) / E 0,421 2,629
mhUK g0/ E 0,374 0,401
mhUK sorzqq) / E 0,614 3,183
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Slika 4. 21 ICT procesi u supstancama mh-UK (E oblik) (Sa leve strane prikazana je
razlika u gustini ekcitovanog i pobudenog stanja (crveno-gustina raste i plavo — gustina
opada); Sa desne strane prikazane su pozicije bari centara za gubitak naelektrisanja

(plavi krug) i porast naelektrisanja (ljubicasti krug) pri prelazima)

Proces elektronskih pobudivanja se odvija apsorpcijom fotona koji izaziva
pomeranje gustine elektrona iz jednog dela u drugi deo molekula u toku elektronskog
prelaza, i generalno rezultira promenom dipolnog momenta u pobudenom stanju u

odnosu na osnovno stanje. Rezultati izraCunatog rastojanja izmedu dva baricentra, Dcr |
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Qcrt su prikazani u Tabeli 4.14. Primetno je da se najjaci ICT javlja kod mhUKpyc) i
MhUK 4pya) U E obliku, tj. kod 4-piridinil supstituisanih jedinjenja, pokazujuci prenos od
0,743 ¢ preko 2,378 Ai0,732¢ preko 2,.208 A rastojanja, respektivno. Sa druge strane
u slucaju mhUK ) prisutan je intramolekulski prenos naelektrisanja od 0,374 e preko
0,401 A sto ukazuje na pojavu uticaja lokalnog procesa koji se javlja u z-elektronskom
sistemu supstituenta (Slika. 4.21). Varijacija supstituenta na iminskom delu ispitivanih
molekula ukazuje da su doprinosi konformacionog uredenja i donor-akceptorskog
karaktera ukljuéeni u ICT mehanizam ispitivanih molekula (Slika. 4.21 i P7.A10).
Eksperimentalna i teorijska studija nagovestava da su solvatohromne i fizicko-hemijske
osobine ispitivanih mh-UK posledica ukupnog efekta geometrije molekula sa uticajem
efekata elektronskih efekata supstituenata prenetih kroz z- konjugovani sistem, i
rezultati dobijeni u ovoj studiji su od pomo¢i u proceni potencijalne primene ispitivanih

jedinjenja.

4.6. Kvantnohemijsko proucavanje stabilnosti hinolinskih derivata h- (T)UK
Optimizacija geometrija hinolinskih derivata izvrSena je primenom DFT metode.
Nakon optimizacije uvideno je da postoje znacajne strukturalne razlike u optimizovanim
geometrijama h-UK i h-TUK (Slika 4.22). Analogni mh-(T)UK razlikuju se u atomskoj
orijentaciji atoma halkogena, dok su u slucaju dihidrazona dobijene simetri¢ne
konformacije kod h-UK a nesimetriéne u slu¢aju h-TUK. Teoretska izraCunavanja su
potvrdena na osnovu rezultata NMR spektroskopije. Hemijska pomeranja (‘H i 0)
optimizovanih geometrija svih jedinjenja (Tabela P7.A6) izracunatih pomocu paketa
GIAO/B3LYP su u skladu sa podacima dobijenim eksperimentalnom NMR
spektroskopijom (Tabela P7.A7-A10). Slike NMR spektara sa obelezenim atomima od
znacaja za ovu grupu ispitivnih jedinjenja prikazane su u prilogu. (Slika P7.B1-B72)
Naime, glavna razlika izmedu spektara dh-UK i dh-TUK detektovana je na *H
NMR spektru, pri ¢emu je kod sumpornih jedinjenja primeceno prisustvom dva razli¢ita
protonska signala na hidrazidnom atomu azota i iminskom atomu ugljenika. Prisustvo
dva razli¢ita protonska signala je veé literaturno poznato za dh-TUK,*" a ovaj fenomen
je objasnjem sposobnoSc¢u ove vrste jedinjenja da formira intramolekularne vodoni¢ne
veze izmedu hidrazidnog atoma vodonika i iminskog atoma azota, dok u slu¢aju dh-UK

nema mogucénosti za formiranje ove vrste vodoni¢nih veza.
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Slika 4. 22 Optimizovane geometrije derivata mh- i dh- (T)UK na bazi hinolina
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4.7. Ispitivanje bioloske aktivnosti mh- i dh- (T)UK
4.7.1 Antikancer aktivnost hinolinskih derivata mh- i dh- (T)UK

Uprkos ¢injenici da je u terapiji kancera postignut znacajan napredak, potpuno
izleCenje od maligne bolesti koja je dijagnostikovana u fazi ili nakon formiranja
metastatskih ognjista za sada nije mogu¢. Hirurskim odstranjenjem primarnog malignog
ognjista 1 potonjim hemio 1/ili radioterapijskim tretmanom moze se posti¢i i znacajno
produzenje zivota pacijenta. Medutim, osnovni razlog smrtnog ishoda malignih
bolesnika jeste ponovna pojava bolesti (relaps) koji se moze razviti i godinama nakon
Sto je naizgled uspeSna terapija okoncana. Klju¢ni uzrok ovakvog epiloga lezi u
otpornosti CSC subpopulacije malignih éelija na primenjene tretmane.”® CSC éelije
poseduju znacajno naprednije mehanizme adaptacije na stres u poredenju sa ne-
mati¢nim celijama tumora®®?®!. Osim to je njihova sposobnost popravke oStecenja
DNA nastale uspled delovanja hemio i radio terapije znatno efikasnija, CSC za razliku
od ostatka malignog tkiva imaju sposobnost ulaska u fazu mitotickog mirovanja, ¢ime
postizu potpunu zastitu od delovanja primenjene terapije. Dodatno, CSCs istog tumora
se odlikuju visokim stepenom genomske heterogenosti usled ¢ega su u moguénosti da
epigenskim alteracijama formiraju sub-klonove ¢elija kao nosioce razli¢itih fenotipskih

adaptacija i posledi¢ne rezistencije na antitumorsku terapiju®®?

. ). Iz navedenih razloga,
uspesnost terapije ponovljene bolesti je znatno manja, a duZina prezivljavanja bolesnika
nakon pojave relapsa viSestruko kra¢a u odnosu na preliminarnu procenu. Do sada ne
postoji niti jedna poznata i pouzdano uspeSna terapija za eliminaciju CSCs
subpopulacije, tako da potreba za novim lekovima i dalje ne jenjava. Od novih
terapeutika se oceuke da zadovolje oba uslova neophodna za potpuno izlecenje maligne
bolesti: da izazovu RCD ne-mati¢nih i CSC C¢elija tretiranog tumora. Dodatni takticki
pristup u borbi sa CSC sub-populacijom jeste i podsticanje njihovog genomskog
reprogramiranja (diferencijacije), ¢ime bi se sprecilo njihovo skrivanje u fazi mitotickog
mirovanja, epigenskih alteracija i formiranja rezistentnih sub-klonova.

Antikancerska aktivnost jedinjenja iz grupe hinolona i hidrazina su ranije
ispitivana, i razligite istraZivatke grupe su potvrdile njihov obeéavajuéi potencijal *"%
U cilju utvrdivanja sposobnosti novosintetisanih jedinjenja da deluju kao sveobuhvatni
anti-kancer agensi sa sposobno$¢u otklanjanja kancer ne-mati¢nih i CSC ¢elija, u ovoj

disetraciji organizovana je bioloska studija ispitivanja h-(T)UK na bazi hinolina
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(MhUKgqe), dhUKgqe), MhTUK@gqe), dhTUKgq), MhUK2qe), dhUK2qe), MhTUK 240),
dhTUK 2q¢), MhUK@gon2qe), dhUK@gon2qe), MhTUKgon2qe) 1 dNTUK @gor2qe)) Na ne-
mati¢nom modelu kancera (THP-1) i CSC modelu poznatom po visokom stepenu
rezistencije na hemioterapeutike primenljive u klinickoj terapiji (ASPC-1)263’264.
Dodatno, osim na standradnom 2D (monolayer) celijskom modelu, aktivnost ovih
jedinjenja je ispitivana i na 3D kulturama koje zbog svoje organizacione sli¢nosti

tumorima u organizmu pruzaju mogucnost znatno preciznije procene uspesSnosti

tretmana.

4.7.1.1 Pro-apoptotski potencijal (T)CSs jedinjenja

Pro-apoptotska aktivnost ispitivanih jedinjenja procenjivana je nakon 24 sata
delovanja na tretiranim celijama. Ispitivana jedinjenja testirana su u Sest koncentracija,
incijalno u rasponu od 1-100 uM, da bi ovaj raspon bio naknadno podesavan ukoliko je
postojala potreba da donji plato dozno-zavisne krive bude jasno definisan.
Posmatrano u sklopu odnosa strukture i aktivnosti, sva jedinjenja iz h-TUK podgrupe
pokazala su sposobnost da izazovu apoptozu u THP-1 ¢elijama, dok su u podgrupi h-
UK jedinjenja dhUKgqce) | dhUK gor2q0), bila jedina sa sposobnoscu da iniciraju Celijsku
smrt na ovim c¢elijama (Tabela 4. 15, Slika 4.23). Obzirom da nekroza nije pozeljan
oblik celijske smrti, ovakav ishod u THP-1 uzorcima tretiranim sa dhUKgq |
dhUKorzqe) bi0 je razlog da se ova jedinjenja povuku iz daljih ispitivanja na ovoj

¢elijskoj linij.

Tabela 4. 15 ED50 koncentarcija (UM) postignuta posle 24 h tretmana na THP-1 i
AsPC-1 ¢elijama sa h-(T)UK

h-UK THP-1 AsPC-1 h-TUK THP-1 AsPC-1
mMhUK g n.d.* n.d. MhTUK g 84+0,3 n.d.
dhUK@ggy ~ 352+07 64%4 dhTUK@gg 1445 7543
thK(ch) n.d. n.d. thUK(qu) 15,8+ 0,5 n.d.
thK(ch) n.d. n.d. thUK(qu) 24+0,2 n.d.
thK(BOHch) n.d. n.d. thUK(gOngC) 24 +9 n.d.
dhUKgorzqy  N.d. 5742 dhTUKgorizgy 18+ 6 74£5
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mhHTUK go0) MATUK gor1p00) mHTUK o) dBUK ) dHTUK oo dHTUK g0 dhTUK .,
Kontrola % s . .~ Kontrola || |
' ' : ). L
1M 0,5 uM
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(] ]
a~ &
30 uM 1uM
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Slika 4. 23 Odgovor ¢elijske smrti na THP-1 ¢elijama mereno posle 24 h inkubacija sa

ispitivanim h-(T)UK pomoc¢u dvojne metode bojenja Aneksinom V i PI

Za razliku od rezultata dobijenih tretmanom THP-1 celija, svega je Cetiri
jedinjenja pokazalo sposobnost da izazovu celijsku smrt u AsPC-1 Ccelijskoj liniji
(Tablea 4.15, Slika 4.24). Zanimljivo je da su ta Cetiri jedinjenja strukturni analozi,
odnosno jedinjenja dhUKgqce) | dhUKgon2qe) podrgupe ugljene kiseline i dhTUK gqg) |
dhTUK@gor2qe) podgrupe tiougljene kiseline. Oba jedinjenja iz podgrupe tiougljene
kiseline, dhTUK gqc) | dhTUK goH2qc), POkazala su slabiji pro-apoptotski potencijal na
AsPC-1 u odnosu na THP-1 ¢elije, $to nije bilo iznenadenje imajuci u vidu da je ovaj
¢elijski model visoko rezistentan na citostatike u klinickoj upotrebi za terapiju

adenokarcinoma pankreasa”*®

. Na osnovu procenta Aneksin V pozitivnih celija,
jedinjenje dhUKgqc) bi se moglo defiisati kao najaktivnije. Sli¢no tome, tretman AsPC-
1 ¢elija sa dhUKgon2qc) je izazvao nakupljanje ¢elija obojenih sa Aneksinom V i PI
praéeno veoma niskim procentom celija markiranih samo Aneksinom V (rana

apoptotza, Slika 4.24). Usled naglog nakupljanje duplo markiranih ¢elija za koje se ne
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moze jasno utvrditi da li pripadaju kasnoj apoptozi ili nekrozi, uz istovremeno odsustvo
koncentracijaki-zavisnog postupnog povecanja procenta ¢elija u ranoj apoptotzi, bilo je
veoma indikativno da se dvojno markirane celije u AsPC-1 uzorcima tretirane sa
dhUKgqc) | dhUKgom2qc), Zapravo nalaze u poznoj fazi nekroze. Iz ovog razloga, ova

jedinjenja su povucena iz daljeg ispitivanja na AsPC-1 ¢elijama.

dbUK(ch) d‘hUK(SOHch) thUK(ch) deUK(80H2qc)
n 2308  1.6£0.5
Kontrola
1M
10 uM
=
30 uM
4 271342
50 uM
9.145.9
6.0+1.2 2.9:0.8/ 427475
2. .
75 uM LT
[ 12108 E 20.1+0.5
22402, 52.0+2.5
100 uM s
19.2405

Aneksin V

Slika 4. 24 Odgovor ¢elijske smrti na AsPC-1 ¢elijama mereno posle 24 h inkubacija sa
ispitivanim h-(T)UK pomoc¢u dvojne metode bojenja Aneksinom V i Pl
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4.7.1.2 Promene zastupljenosti éelija po fazama ¢elijske deobe

Analize promena po fazama celijske deobe radene su na uzorcima tretiranih
jedinjenjima za koje je prethodno potvrdeno da imaju sposobnost da izazovu apoptoznu
smrt. Za sva ova jedinjenja karakteristicno je da su u vecoj ili manjoj meri izazvala
koncentracijski-zavisne promene u zastupljenosti THP-1 celija po fazama deobe.
Takode sva jedinenja su u nekoj od primenjenih koncentracija dovela do nakupljanja
¢elija u G1-S kontrolnom mestu celijske deobe. U slucaju jedinjenja mhTUKgq),
najniZza primenjena koncentracija od 1 uM uslovila je nakupljanje celija u G2/M fazi
deobe, da bi se pri slede¢em koncentracijskom nivou od 10 uM ¢elije zaustavljale u G1-
S kontrolnom mestu, a na 30 uM formirale zastoj u GO/G1 fazi deobe. (Slika 4.25) lako
isprva moZe da deluje da je zastoj u GO/G1 fazi uslovljen istim mehanizmom kojim 1
nakupljanje ¢elija u G1-S mestu, varijacije u intenzitetu apoptoznog odgovora u okviru
ovog Kkoncentracijskog opsega jasno ukazuju da se radi o razli¢itim mehanizmima
delovanja koji se smenjuju u koncentracijski-zavisnom odnosu.

Veoma slicne promene zastupljenosti THP-1 ¢elija po fazama deobe i pratecih
varijacija u intenzitetu apoptoznoh odgovora utvrdene su za jedinjenje
dhTUK2q¢).(Slika 4.25A). U nizim koncentracijama (0,5-1 pM), dhTUK 24c) je uslovio
blagu akumulaciju ¢elija u G2/M fazi deobe §to je istovremeno pra¢eno neznacajnim
procentom ¢elijske smrti u odnosu na kontrolne uzorke. Pri koncentraciji od 3 pM ovo
jedinjenje je ¢elije uvelo u G1-S zastoj, a bi pri najvecoj koncentraciji od 30 uM celije
su bile zaustavljene u GO/G1 fazi deobe. Promena zastoja od G2/M u G1-S je pracena
povecanjem procenta apoptoti¢nih ¢elija sa maksimumom dostignutim u uzorcima
tretiranim koncentracijom od 10 pM, da bi njihov procenat bio prepolovljen pri
koncentraciji od 30 uM. Interesantno je da se MhTUKgqe | dhTUK2q¢) razlikuju po
broju aromati¢nih prstenova, kao i po polozaju bo¢nog lanca u odnosu na
heteroaromati¢ni prsten, a da su uslovile veoma sli¢ne promene u fazama ¢éelijske deobe
1 prateCem procentu apoptoticnih Celija. Ovakav paralelizam u uslovljenom bioloSkom
odgovoru nije utvrden za njihove strukturne analoge, jedinjenja dhTUKgqe |
MhTUK 24¢), KOji su zastoj ¢elija u G1-S uslovile pri nizim koncentracijama, koji je pri
visim koncentracijama progredirao u zastoj u S fazi deobe (Slika 4.25A). Jedinjenja
koja u svojoj strukturi imaju hidroksilnu grupu prikacenu za heteroaromati¢ni prsten

(MhTUKgoh2qe) 1 dhTUK (goH2qc)) izazvala su najmanje varijacija u sklopu celijske
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deobe THP-1 ¢elija (Slika 4.25A). Oba jedinjenja su pri koncentraciji od 30 uM
izazvala zaustavljanje ¢elija u G1-S kontrolnom mestu deobe, §to je u slucaju jedinjenja
MhTUK@gonzqe) Intenziviralo koncentracijski-zavisno sve do najveée primenjene
koncentracije, dok je u c¢elijama tretiranim sa dhTUKg@gon2qe) G1-S zastoj bio
preusmeren na nakupljanje ¢elija u toku S faze deobe.

U AsPC-1 ¢elijama, koncentracijski-zavisne varijacije u rasporedu celija po

fazama deobe pronadene su u uzorcima tretiranim jedinjenjem dhTUKgq (Slika
4.25B).

dhTUK

(8qc) (8qc)
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o 8 8 8 8 8
» 3
2 g

Control 1 10 30 50 75 100 Control 1 10 30 S0 75 100

mhTUK dhTUK
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o 8 8338 8
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-8 8838 8

dhTUK

(8qc)
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Koncentracijam
Slika 4. 25 Distribucija u fazama mitoze podele THP-1 ¢elije (A) i ASPC-1 ¢elija (B)
odredena nakon 24 h inkubacije sa ispitivanim jedinjenjima. Promene u zastupljenosti
¢elija po fazama celijskog ciklusa su ocenjeni u istim uzorcima prethodno analiziranim
na Aneksinu V / PI. Ucestalost ¢elija nadenih u GO/G1 (crna), S (bela) i G2/M (siva)

fazama su odredene u odnosu na netretirane kontroln uzorke.
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Celije izlozene najnizoj ispitivanoj koncentraciji dhTUKgqe) 0d 1 pM bile su
nakupljene u G2/M fazi deobe uz istovremeno nisku incidencu apoptoznih ¢elija. Sa
povecanjem koncentracije dhTUKgge) na 10 1 30 pM, ¢elije su se zaustavljale u S fazi
deobe, Sto je praceno postepenim povecanjem ucestalosti apoptoti¢nih ¢elija. PoCevsi sa
koncentracijom od 50 puM, celije bivaju zaustavljene u G0/G1 fazi sa istovremenim
smanjenjem procenta apoptoze. Za razliku od rezultata dobijenih na THP-1 c¢elijama
tretiranih sa dhTUKgor2qe), 0VO jedinjenje je na AsPC-1 c¢elijama najvecu incidencu
apoptoze postiglo pri koncentracijama od 75 1 100 uM pri ¢emu iste koncentracije nisu
izazvale znacajne promene zastupljenosti celija po fazama deobe u odnosu na
netretiranu kontrolu.

Tokom ovog ispitivanja utvrdili smo jasna preklapanje u varijacijama
koncentracijski-zavisnih promena po fazama deobe i intenziteta apoptoznog odgovora u
THP-1 Celijama tretiranih jedinjenjima MhTUKgg) | dnTUK(qe. Koncentracijski-
zavisne oscilacije u promenama po fazama ¢elijskog ciklusa detektovane su i za druga
ispitivana jedinjenja, ali u tim slucajevima nije bilo istovremenih varijacija u procentu
apoptoznih ¢elija. Na osnovu ovih rezultata nije moguce ponuditi tacan odgovor na
pitanje koji se konkretni biohemijski mehanizmi nalaze u osnovi opisanih
koincidentalnih promena, ali je nesumnjivo da ova jedinjenja imaju osobinu da u
razli¢itim koncentracijama ciljaju razliCite faze celijske deobe. Na osnovu ovih
Cinjenica, za ova jedinjenja se moze tvrditi da imaju ,polifarmakoloSki profil®
delovanja, Sto je fenomen vezan za lekove koji samostalno mogu da ciljaju na vise

unutarcelijskih meta®®

. Ovakav tip lekova ima vise prednosti u odnosu na kombinacije
vise razliCitih lekova, a najvazniji medu njima su lakSe podeSavanje primenjene doze sa
ciljem postizanja zeljenog efekta, uz istovremeno izbegavanje ozbiljnih toksi¢nih
posledica usled nezeljenih interakcija lekova S$to je cCest slucaj tokom primene

kombinacija lekova.

4.7.1.3 Utvrdivanje korelacije izmedu structure jedinjenja iaktivnosti kaspaza
tokom apoptozne smrti

U daljem toku ovog istrazivanja, nasa interesovanja su bila usmerena na
ispitivanje relacije strukture i aktivnosti izmedu mono i bis strukturnih analoga u

odnosu na prirodu apoptoznog odgovora u THP-1 ¢elijama. Mehanizmi u osnovi
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apoptoze u AsPC-1 c¢elijama su takode bili predmet od interesa, ali na ovim ¢elijama
nije bilo mogude praviti poredenja izmedu strukture i aktivnosti obzirom na ograni¢en
broj aktivnih jedinjenja.

Prvi sledec¢i eksperiment trebalo je da nam da pruzi odgovor na pitanje do koje
mere je apoptoza izazvana ispitivanim jedinjenjima bila zavisna od aktiviranja kaspaza
u tretiranim celijama. U ovu svrhu primenili smo istovremeni tretman celija sa
ispitivanim jedinjenjem dodatim u prethodno definisanoj EDsy koncentraciji i
inhibitorom kaspaze Sirokog spektra delovanja (Z-VAD-fmk). Tokom analize i
interpretacije rezultata pracene su promene u ucetsalosti apoptoticnih i nektoti¢nih ¢rlija
kao posledica prisustva Z-VAD-fmk. lako proces nekroze, bilo akcidentalne ili
kontrolisane (necroptosis), nije neposredno uslovljen aktivno$¢u kaspaza, promena
ucestalosti nekroti¢nih ¢elija moze pruziti dodatne posredne informacije o
unutaréelijskim procesima pokrenutim ispitivanim jedinjenjima. Stoga, povecanje
incidence nekroti¢nih ¢elija usled inhibicije aktivnosti kaspaza ukazuje da je ispitivano
jedinjenje izazvalo snazan pro-apoptoticki stimulus koji, usled inhibicije aktivnosti
kaspaza, nije mogao da se sprovede te je celija bila prinudena da zavrSi u nekrozi.
SniZzenje procenta nekroti¢nih ¢elija usled inhibicije kaspaza ukazuje da je nekroza
ustvari uslovljena inicijacijom apoptoze, odnosno da je posledica aponekroze
(aponecrosis).

Jasna korelacija izmedu strukture i stepena zavisnosti apoptoze od kaspazne
aktivnosti u THP-1 ¢elijama utvrdena je za dva para mono i bis strukturnih h-TUK
analoga: mhTUK 2q¢), dhTUK(2q¢), MhTUKgor2qe) | dhTUKgon2qe) (Slika 4.26). U
uzorcima tretiranim ovim jedinjenjima dokazan je gotovo identican procenat inhibirane
incidence apoptoze izmedu mono i bis analoga dodavanjem Z-VAD-fmk (25 + 8% i 24
*+ 8% za mMhTUK(q) 1| dNTUKaqe), 145 + 12% 1 42 + 12% za mhTUKgon2qe) |
dhTUK@gorzqe). Istovremeno, dokazana je jaka podudarnost u proporciji inhibicije
procenata rane i pozne apoptoze. Dok je izmedu analoga MhTUKgon2qe |
dhTUK goH2qe) postojala i jasna korelacija u inhbiciji nekroti¢ne smrti, Z-VAD-fmk je u
uzorcima tretiranim sa mMhTUK(q znacajnije stimulisao nekrozu (-221 * 65%) u
odnosu na uzorke tretiranim sa dhTUK2q¢) (-4 £ 0,6%). Jedini par strukturnih analoga
izmedu kojih nije definisana podudarnost po pitanju zavisnosti apoptoze od aktivnosti

kaspaza jesu mMhTUKgqg | dhTUK@gg). Dok je Z-VAD-fmk u THP-1 uzorcima
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tretiranim sa dhTUKgqc) uslovio blagu redukceiju u incidenci apoptoznih celija (28 +
14%), u ¢elijama inkubiranim sa mhTUKgqc) inhibicija kaspaza je rezultirala u snaznoj
inhibiciji apoptoze (81,2 + 0,3%). Nepodudarnost izmedu ova dva analoga dokazana je i
na nivou uticaja Z-VAD-fmk po pitanju nekroze.

A mhTUK dhTUK B
100 (8qc) 100 (8qc) 100 thUK(ch)
80 a0
60
40 60
20 40
o
|- i <
1000 o ° .
=,
mhTUK ‘D
- (2qc) 100 dme(ch) B 100 dme(BOHch)
——
ES 80 80 'ﬁ 80
3 60
:;.—). - 60 = 60-
- — 40 40-
e} 20
= 0 20 20
51,/ | °
-300 -20 -20-
 mhTUK o, . dhTUK
- %0 = (Celije obojene samo sa PI
60 60 = Sve celije obojene Aneksinom V
20 40 = Celije obojene samo Ancksinom V
20 20, Celije obojene Aneksinom V i PI
0 0

Slika 4. 26 Stepen zavisnosti ¢elijske smrti od aktivnosti kaspaza u THP-1 (A) i AsPC-1

¢elijama (B)nakon tretmana ispitivanim jedinjenjima.

Zavisnost apoptoze od aktivnosti kaspaza utvrdene u THP-1 Celijama tretiranim
jedinjenjima dhTUKgqe) | dhTUK gon2qc) Nije se pokazala podudarnom sa rezultatima
dobijenim na AsPC-1 ¢elijama. U ovim mati¢nim c¢elijama kancera, apoptoza inicirana
inkubacijom sa dhTUK gqc) pokazala se znacajno viSe zavisnom od aktivnosti kaspaza
(41 £ 16%) u poredenju sa THP-1 ¢elijama. Suprotno, Z-VAD-fmk je uslovio manji
procenat inhibicije apoptoze u AsPC-1 ¢elijama tretiranim sa dhTUKgon2qc) (32 + 4%)
u poredenju sa THP-1 ¢elijama. Ovakav rezultat ukazuje da su ova dva jedinjenja THP-
1 i AsPC-1 c¢elije uvodile u apoptozu razli¢itim mehanizmima, ili drugim re¢ima, da je

njihova aktivnost fenotipski specifi¢na.
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4.7.1.4 Utvrdivanje dominantnog kaspaznog puta u procesu iniciranja apoptozne
smrti

U procesu apoptozne smrti ukljucena su dva dominiraju¢a kaspazna put3267.
Spoljasnji apoptozni put, koji je posredovan aktivacijom kaspaze 8, aktivira se bilo
stimulacijom odredenih receptora lociranih u ¢elijskoj membrani ili usled poremecene

aktivnosti endoplazmatskog retikuluma.?®

Unutra$nji apoptozni put, koji je posredovan
aktivacijom kaspaze 9, aktivira se kao posledica znacCajnih bioenergetskih i
metabolickih oSte¢enja u Celiji. Nacin utvrdivanja aktiviranja kaspaza 8 1 9 u tretiranim
¢elijama koji smo primenili u ovom istrazivanju omoguéio nam je da odredimo procenat
¢elija sa jednom od ove dve aktivirane kaspaze u istom uzorku, kao i procenat ¢elija sa
obe aktivirane kaspaze. Zahvaljuju¢i ovom tehni¢kom reSenju bili smo u moguénosti da
utvrdimo koji je od aktiviranih apoptoznih puteva bio dominantno aktiviran tretmanom
¢elija ispitivanim jedinjenjima.

Znacajna korelacija koju smo prethodno ustanovili izmedu ve¢ine mono i bis
strukturnih analoga po pitanju zavisnosti apoptoznog procesa od aktivnosti kaspaza,
ponovila se i u slucaju rezultata aktivacije unutra$njeg i spoljasnjeg apoptoznog puta.
Najznacajnija podudarnost utvrdena je u THP-1 celijama tretiranim jedinjenjima
MhTUK2qe) 1 dhTUKqe) (Slika 4.27A). Oba ova jedinjenja uslovila su znacajno
smanjenje cCelija sa pojedina¢no aktiviranom kaspazom 9 u odnosu na netretiranu
kontrolu, §to ukazuje da aktivacija unutra$njeg apoptoznog puta nije bila mehanizam
inicijacije apoptozne smrti u ¢elijama inkubiranim jednim od ova dva analoga. Takode,
utvrdena je sli¢nost izmedu rezultata uzoraka tretiranih jedinjenjima mhTUKgqc) i
dhTUKgqc), pri ¢emu su oba ova molekula uslovila znacajno povecanje procenta ¢elija
sa pojedinatno aktiviranom kaspazom 8. Prisustvo hidroksilne grupe na
heteroaromati¢cnom prstenu ispostavilo se da je dovelo do razlike u aktivaciji apoptoznih
puteva inicirano tretmanom sa jedinjenjima MhTUK@gon2qe) | dNTUKgqq. Tako je
jedinjenje MhTUK gomn2qc) bilo jedino koje u THP-1 ¢elijama nije dovelo do povecanja
procenta celija sa pojedinacno aktiviranom kaspazom 8, ve¢ je umereno povecalo
procenat ¢elija sa pojedina¢no aktiviranom kaspazom 9.

Daljom analizom ovih rezultata uocava se da je u svim uzorcima koji su tretirani
bis analozima h-TUK utvrden znacajno veéi procenat ¢elija sa obe aktivirane kaspaze u

odnosu na uzorke inkubirane njihovim mono strukturnim analozima (Slika 4.27A). U
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¢elijama postoji moguénost uzajamne aktivacije unutrasSnjeg i spoljasnjeg apoptoznog
puta. Stoga, kaspaza 9 koja je aktivirana u sklopu dominantno stimulisanog unutrasnjeg
apoptoznog puta, aktivira kaspazu 3 koja naknadno u sklopu pozitivne povratne sprege

aktivira kaspazu 82%.

Sa druge strane, aktivirana kaspaza 8, usled stimulacije
spoljasnjeg apoptoznog puta, transformiSe Bid protein i posledicno formiranje
apoptozoma §to dovodi do aktiviranja kaspaze 9%°”. Kao §to je ovde veé opisano, sa
izuzetkom jedinjenja mhTUK gonz2qc) SVi mh- i dh-TUK su inicirali primarnu aktivaciju
kaspaze 8, ali je procenat Celija sa obe aktivirane kaspaze u uzorcima tretiranim sa
MhTUKgqqi MhTUK2qc) bio na nivou netretirane kontrole $to ukazuje na moguc¢nost
da su ova dva jedinjenja ometala posrednu aktivaciju unutrasnjeg apoptoznog puta. Sa
druge strane, u uzorcima THP-1 ¢elija inkubiranim sa jedinjenjima MhTUK@gom2qc) |
dhTUK gorzqe) je pronaden skoro jednak procenta Celija sa obe aktivirane kaspaze, pri
¢emu je jedino u slu¢aju MhTUK@gon2qc) spoljasnji apoptozni put bio aktiviran posredno

od strane unutrasnjeg.
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Slika 4. 27 Aktivacija kaspaze-8 i -9 u THP-1 (A) i AsPC-1 ¢elijama (B), odredeno
nakom 6 h inkubacije sa ispitivanim jedinjenjima dodatim na ¢elije u njihovim EDsg

koncentracijama.
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Sli¢no kao i u THP-1 ¢elijama, aktivacija kaspaze 8 je bila primaran dogadaj i u
AsPC-1 ¢elijama (Slika 4.25B). Izuzetak na ovoj ¢elijskoj liniji je jedinjenje dhTUK gqc)
koje je iniciralo istovremenu i nezavisnu aktivaciju oba apotozna puta. Poredenje
rezultata aktivacije kaspaza uslovljenih tretmanima THP-1 i AsPC-1 ¢elija jedinjenjima
dhTUKgqe) 1 dhTUK@goH2qe) potvrduje prethodno izneSenu pretpostavku da ova dva

jedinjenja imaju fenotipski specifican mehanizam delovanja.

4.7.1.5 Utvrdivanje pro-oksidativne aktivnosti

Mitohondrije su najvazniji izvor kiseoniénih slobodnih radikala u éelijama 2", U
okviru istrazivanja bioloske aktivnosti ispitivanih jedinjenja testirali smo pro-
oksidativna svojstva onih molekula koji su izazvali apoptoznu smrt u THP-1 i AsPC-1
¢elijama. Sa tim ciljem utvrdili smo njihovu sposobnost da izazovu generisanje
superoksidnih radikala u mitohondrijama tretiranih éelija.

U netretiranim uzorcima obe Celijske linije, bazalna produkcija O° je bila na
veoma slicnom nivou (5,4 + 0,6% u THP-1 ¢elijjama i1 8,4 £ 0,3% u AsPC-1 ¢elijama).
Nakon tretmana u THP-1 ¢elija sa h-TUK, upadljivo veéa produkcija O° je utvrdena u
uzorcima izlozenih mh-TUK molekulima mhTUKgq I mMhTUKq) u odnosu na
uzorke inkubirane sa njihovim bis analozima dhTUKgqe) | dhTUK24¢) (Slika 4.28A).
Manje upadljiva razlika uocena je izmedu uzoraka tretiranih h-TUK molekulima
MhTUK gqe) | dhTUK goH2qc) KOji U svom sastavu imaju —OH grupu na heterocikli¢cnom
aromati¢nom prstenu. Posmatraju¢i ove rezultate u sklopu strukturnih karakteristika,
jedinjenja mMhTUK@gqe), MhTUKqe) | MhTUK@goH2qc) U SVOm sastavu imaju visoko
reaktivnu ~NH-NH, grupu koja je vrlo verovatno odgovorna za snazniju produkciju O°
u poredenju sa njihovim bis analozima. Sa druge strane, -OH grupe dodate na hinolinski
prsten u slucaju dhTUKgom2qc) doprinela je njegovoj vecoj pro-oksidativnoj aktivnosti
¢elijama tretiranih dhTUKgqe) | dNTUK gor2qe) (Slika 4.28B), obzirom da u uzocima
inkubiranim sa dhTUK gor2qc) Skoro da nije bilo razlike u procentu O° pozitivnih ¢éelija
izmedu ove dve celijske linije, dhNTUKgq) je izazvao znatno veéu amplitudu u
generisanju O® u AsPC-1 ¢elijama u odnosu na THP-1. Ovako specifi¢an rezultat za
dhTUKgqc) ne moze se komentarisati u sklopu njegove strukture, ve¢ samo kao dodatni

dokaz njegove fenotipski specifi¢ne aktivnosti.
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Slika 4. 28 Procenat THP-1 (A), AsPC-1 (B) ¢elija pozitivnih na mitohondrijalne O
nakon tretmana ispitivanim jedinjenjima, i u obe Celijske linije nakon tretmana
dhUKgqe) (C). U graficima su predstavljeni rezultati netretiranih uzoraka (tanka linija) i

tretiranih uzoraka (debela linija).

lako je jedinjenje dhUKgqc) prethodno bilo iskljuceno iz daljih ispitivanja zbog
¢injenice da je indukovalo nekrozu u THP-1 i AsPC-1 ¢elijama, odluc¢eno je da se ispita
njegova pro-oksidativna aktivnost kao strukturnog analoga jedinjenja dhTUKgqe). U
THP-1 ¢éelijama, O* produkcija je bila Cetiri puta veca nakon tretmana sa dhUKgqe) U
poredenju sa dhTUKgqc) (Slika 4.28A i C). U odnosu na njihovu strukturnu razlicitost,
kiseonik koje se u 8,0 nalazi na mestu sumpora u dhTUKgqc) moze biti razlog njegove
vece pro-oksidativne sposobnosti. Sa druge strane, dhUKgq) je u AsPC-1 celijama
podstakao nastanak gotovo identi¢nog procenta O° pozitivnih ¢elija kao i u THP-1, $to
je prethodno opisano i u slucaju jedinjenja dhTUKgon2qe) (Slika 4.28A-C). Ovakav
rezultat dodatno naglaSava fenotip-specificnu aktivnost dhTUKgq. Nadalje,
poredenjem udestalosti O°® pozitivnih ¢elija i apoptoznog odgovora u THP-1 i AsPC-1

¢elijama (Slika 4.23 i 4.24), uocljiv je izostanak pozitivne korelacije izmedu ova dva
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dogadaja. Jedinjenja dhTUKgqc), dhTUK2q) 1| dNTUK goH24c) KOji su se pokazali kao
snazniji induktori apoptoznog odgovora istovremeno su u manjoj meri generisali
produkciju O°® u odnosu na njihove mh-TUK strukturne analoge. Kona¢no, znaajna
nepodudarnost O° produkcije izmedu THP-1 i AsPC-1 ¢elija tretiranih sa dhTUKgqe)
nalazi se u obrnutoj korelaciji sa ucestalos¢u apoptozne smrti u ovim uzorcima.
Dominantna aktivacija spoljasnjeg apoptoznog puta, zajedno sa Cinjenicom da je
tretman AsPC-1 c¢elija sa dhTUKgq) izazvao slab apoptozni odgovor i istovremeno
snaznu O° produkciju, jasno ukazuju da generisanje mitohondrijalnih superoksidnih
radikala nije imalo znacajnu ulogu kao mehanizam potencijalno odgovoran za iniciranje

apoptoznog odgovora tretiranih ¢elija.

4.7.1.6 Sposobnost indukcije reprogramiranja fenotipa matic¢nih ¢elija kancera

Nakon §to smo prethodno utvrdili da jedinjenja dhTUKgqe) 1 dhTUKgoH2qe)
imaju sposobnnost da iniciraju apoptozu u visoko rezistenstim AsSPC-1 c¢elijama,
zanimalo nas je da li ista mogu da izazovu i diferencijaciju ovih mati¢nih ¢elija kancera.
Uz ova dva jedinjenja testirali smo i jedinjenje dhTUKq) kao jedinog predstavnika
dh-TUK podgrupe koje nije uspelo da stimuliSe znaajan procenat Celijske smrti u
AsPC-1 uzorcima. U sklopu ovog eksperimenta, AsPC-1 celije su tokom 72 sata
inkubirane sa ispitivanim jedinjenjima dodatim na ¢elije u niskim koncentracijama. Po
isteku inkubacije celije su bojene anti-CD44-FITC antitelima u cilju utvrdivanja
promene u ekspresiji ovog povrsinskog markera kancer stem subpopulacije u odnosu na
netretiranu kontrolu?’*?"2. Dobijeni rezultati su analizirani u kontekstu procenta CD44
pozitivnih cCelija 1 MFI za CD44 pozitivhu subpopulaciju izraZzenog u arbitrarnim
jedinicama (arbitrary units, AU). Tako izrazen MFI je u korelaciji sa srednjim brojem
CD44 receptora po ¢eliji u sklopu CD44 pozitivne subpopulacije.

U netretiranim uzorcima, 89 + 3% celija je na svojoj povrSini eksprimiralo
CD44 receptor, pri cemu je MFI za ovu subpopulaciju iznosio 3416 + 43 AU. Nakon
tretmana sa dhTUKgqe) 1 dNTUK@goH2q) u koncentraciji od 10 pM doslo je do blagog
smanjenja u procentu CD44 pozitivnih ¢elija (Slika 4.29A i B), kao i smanjenja MFI na
2918 + 91 AU u dhTUKgq) 1 2396 + 167 AU u dhTUKgomzqc) tretiranim uzorcima.
Ovakav rezultat ukazuje da je osim smanjenja procenta CD44 pozitivnih Celija, doslo 1

do smanjenja broja CD44 receptora po celiji u CD44 pozitivnoj subpopulaciji. Pri
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koncentraciji od 1 uM, oba ova jedinjenja su postigla znacajnije smanjenje u procentu
CD44 pozitivnih celija, zajedno sa nizim MFI vrednostima (1711 £ 42 AU u
dhTUKgqe i 1876 + 120 AU u dhTUK gor2qc) tretiranim uzorcima). Za razliku od njih,
jedinjenje dhTUK 2q¢) je postiglo znacajniju redukciju CD44 ekspresije pri koncentraciji
od 10 uM zajedno sa najnizim detektovanim MFI (1522 + 48 AU) (Slika 4.29C). Ovi
rezultati ukazuju da ispitivana jedinjenja mogu da indukuju reprogramiranje fenotipa

mati¢nih kancer celija nezavisno od sposobnosti da li mogu da indukuju i njihovu
apoptoznu smrt.

10 uM
A ! ‘ 84 + 4%

Celije, %

0 10° 10*

CD44-FITC fluorescenca

Slika 4. 29 Promena u ekspresiji CD44 povrsinskog markera na AsPC-1 ¢elijama nakon
72 h inkubacije sa supstancama dhTUK gqc) (A), dhTUK gon2qc) (B) | dhTUK 24¢) (C).
Tanka isprekidana linija predstavlja negativnu kontrolu bojeni sa anti-1gG-FITC
antitelima, debela crna linija predstavlja rezultat dobijen u netretiranim kontrolnim
uzorcima bojenim sa anti-CD44-FITC, sivo polje predstavlja rezultat tretiranih celija
bojenih sa anti-CD44-FITC.
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4.7.1.7 Aktivnost na 3D ¢elijskom modelu
Za razliku od vecine modela mati¢nih kancer celija, AsPC-1 ¢elije formiraju
sferoide neregularnog oblika bez jasno prepoznatljivih karakteristi¢nih zona (nekroti¢no

jezgro, zona mirovanja, zona proliferacije)?®*

. Njihov rast je takode nepravilan i ne
podrazumeva proporcionalno uveéanje diametra sferoida, ve¢ prevashodno obrazovanje
manjih satelitskih sferoidnih formacija. Iz ovih razloga, kvantitativno pra¢enje promena
u veli¢ini sferoida vrSeno je sumiranjem veli¢ine primarnog sferoida i svih satelitskih
formacija u bunarci¢u. U ovom eksperimentu ispitivana je aktivnost svih jedinjenja koja
su izazvala ¢elijsku smrt na 2D modelu AsPC-1 ¢elija, nezavisno da li je u pitanju bila
apoptoza ili nekroza (Slika 4.24). Ovde su predstavljeni samo rezultati za koncentracije
koje su na osmi dan tretmana postigli zna¢ajno smanjenje pocetne veli¢ine sferoida
(indeks rasta < 1) u odnosu na njihovu veli¢inu utvrdenu na dan 0, neposredno pre
dodavanja ispitivanih jedinjenja (Slika 4.30).

Rast netretiranih sferoida karakteriSe se linearnom progresijom, sa maksimalnim
povecanjem od 1,5 = 0,3 puta na dan 8 u odnosu na pocetni volumen. Jedinjenje
dhUK sorzqe) je jedino koje je postiglo znacajno smanjenje velicine tretiranih sferoida u
dve ispitivane koncentracije, pri ¢emu je u koncentraciji od 100 uM smanjilo veli¢inu
tumorske mase na pola ve¢ nakon Sest dana inkubacije. Drugo jedinjenje po uspeSnosti
je bilo dnUKgqc), koje je u koncentraciji od 100 pM na kraju eksperimenta postiglo isti
rezultat kao i dhUKgorzqe)- Zanimljivo je da su oba ova jedinjenja bila povucena iz
daljih ispitivanja zbog iniciranja nekroti¢ne smrti tretiranih celija, $to u uslovima zivog
organizma uslovljava nepozeljnu i Stetnu zapaljensku reakciju. Istovremeno, na 2D
modelu dhUKgq) je nakon 24 sata inkubacije inicirao ¢elijsku smrt u 89% AsPC-1
¢elija, dok je dNUKgorzqe) bio znatno manje efikasan. dhTUK gorzqe) je Na 3D modelu
pokazalo sposobnot da kontinuirano smanjuje veli¢inu tretiranih sferoida. Za razliku od
njega, tretman sa dhTUKgqc) se karatketiSe takozvanim odlozenim odgovorom, gde se u
inkubiranim sferoidima tokom prva Cetiri dana registrovao porast u njihovoj veli¢ini, da
bi nakon toga usledila znacajna redukcija u ukupnom volumenu. Interesantno je da je na
osnovu rezultata o€itanih na 2D modelu dhTUK(gq) bilo posmatrano kao jedinjenje od
malog interesa obzirom na procenat postignutog apoptotskog odgovora. Rezultati na 3D

sferoidima, medutim, pokazali su da je ovaj molekul gotovo identi¢no efikasan kao i
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dhTUK@goH2qe), €ime se dodatno potvrduje znacaj primene 3D modela za pravilnu

procenu efikasnosti novosintetisanih jedinjenja.
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Slika 4. 30 Promene u veli¢ini i morfologiji 3D kulture AsPC-1 ¢elija posle 8 dana
tretmana (A). Stope rasta ne-tretiranih i tretiranih AsPC-1 sferoida tokom 8 dana

trajanja eksperimenta (B).

4.7.2 Vezivanje dhTUK gq) za HSA

HSA je poznat po svom kapacitetu vezivanja za ligand i1 kao skladiSte za
neobi¢no Sirok spektar molekula $to ga €ini vaznim faktorom u farmakokinetickom
ponasanju mnogih lekova, odnosno uti¢e na efikasnost i brzinu dostavljanja lekova. Kao
Sto je ve¢ napomenuto u teorijskom delu, njegova sposobnost akumulacije u ¢vrstim
tumorima izazvala je veliko interesovanje medicinskih hemicara za ovaj protein.

U ovoj disertaciji prikazani su rezultati eksperimenta i protokol doking analize
radi dobijanja informacije o vezivanju i interakciji dhTUKgqc) sa HSA. Kriterijumi koji
su koris¢eni za izbor jedinjenja pri ispitivanju su prapoptotska aktivnost jedinjenja na
obe Celijske linije 1 lipofilnost kao jedan od najvaznijih faktora koji odreduje obim
vezivanja leka.?”® lako je logP razmatran kao nepozdan fizickohemijski deskriptor za
odredivanje jacine vezivanja medu razliitim ligandima274, u ovom slucaju njegova veca
vrednost za dhTUKgqe U odnosu na dhTUKgorzqe) je povecala racionalnost izbora
ovog jedinjenjenja za ispitivanje vezivanja za HSA. Sva ispitivana jedinjenja na bazi
hinolina podpadaju pod ,,pravilo petice* Lipinskog, po kojem postoje Cetiri deskriptora

na osnovu kojih se moze predvideti da 1i ¢e lek ispoljiti odgovarajucu apsorpciju 1
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permeabilnost.””> Podaci dati u Tabeli 4.16. ukazuju da su sva ipitivana jedinjenja

"drug-like” sa obec¢avajué¢om farmakoloskom aktivnos¢u i bioraspolozivoscu.

Tabela 4. 16 Lipinskijeve farmakokineticke osobine ispitivanih jedinjenja

mhU K(ch) dhu K(ch) mhU K(ch) dhu K(ch) mhU K(SOHZQC) dhu K(80H2qc)

MW? 229,24 368,39 229,24 368,39 245,24 400,39
logP” 1,234 4,115 1,262 3,886 0,825 3,210
HBD® 4 2 4 2 5 4
HBA 3 5 3 5 3 5
mhTU Keae) dhTU Kisao) mhTU Kae) dhTU Kao mhTU Ksorzac) dhTU Ksorzac)
MW? 245,30 384,46 245,30 384,46 261,30 416,46
logP® 1,621 4,223 1,720 4,402 1,227 3,526
HBD® 4 2 4 2 5 4
HBA® 2 4 2 4 2 4

a - molekulska teZina

b — predviden oktanol/voda koeficijent raspodele
¢ — broj donora (donori H veza po molekulu)

d- broj akceptora (akceptori H veza po molekulu)

Vezivanje dnTUK@gqe) za HSA je proucavano UV-Vis spektrofotometrijskom
metodom koja predstavlja jednostavnu i neizostavnu tehniku u proteinskoj biohemiji.
Pracenje apsorbancije dhTUKgy) koji apsorbuje u vidljivoj oblasti moze biti
iskoris¢eno za detekciju vezivanja za HSA. Vezivanje dhTUKgqc) za HSA, propraceno
je plavim pomerajem apsorpcionog maksimuma za 11,9 nm u spektru (Slika 4.31). Vise
detalja o interakciji HSA-dhTUKgq dobijeno je metodom spektrofluorimetrije i
molekulskog dokinga.
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Slika 4. 31 Promena apsorpcionog spektra dhTUK gqc) posle dodatka HSA. (c(UM)
Spektar je snimljen u 30 mM fosfatnom puferu (PBS), pH 7,36)
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4.7.2.1 Spektrofluorimetrijsko merenje interakcije HSA sa dhTUK g
Spektrofluorimetrija predstavlja jednu od najces¢e koris¢enih i najpogodnijih
metoda za karakterizaciju protein-ligand interakcija, i oko sto puta je osjetljivija od
spektrofotometrije. Nizak (pozadinski) Sum daje dodatnu prednost prilikom
karakterizacije HSA-ligand interakcija, a osim toga ova metoda moze dati vazne
informacije o vezivanju malih molekula za protein: mehanizam vezivanja, nacin
vezivanja, konstante vezivanja, mesta vezivanja kao i intermolekulska rastojanja.
Promene u fluorescentnom emisionom spektru HSA tokom titracije sa porastom
koncentracije dnTUKgqc) prikazane su na Slici 4.32. Opadanje inteziteta fluorescencije
na ~ 340 nm sa porastom koncentracije dodatog jedinjenja ukazuje da dhTUKggqc
interaguje sa HSA. Plavi pomak maksimuma apsorpcije ukazuje da je okolina oko Trp-

124 izmenjena i da se formira kompleks HSA- dhTUK gqc).

HSA

2,0x10°f
HSA + thUK(g“)

1,5x10°}

1,0x10%f

Intezitet fluoresecencije, cps

5,0x10°f

0.0t L n n L " L L
300 320 340 360 380 400 420 440
Talasna duZina (nm)

Slika 4. 32 Promene u emisionom fluorescentnom spektru HSA nakon dodatka
dhTUK gqe) U koncentracijama od (0,0; 0,35; 0,7; 1,4; 2,1; 2,8; 3,5; 4,9, 6,3) - 10° M (T
=310 K; 30 MM PBS, pH = 7,4)

Sa poveéanjem koli¢ine fluorescencije, rezultati mogu odstupati od linearnosti
zbog instrumentalnog unutrasnjeg efekta filtera. Ovaj efekat je uklonjen primenom
Lakowicz procedure (Jednacina 3.3) pri ¢emu su korigovani inteziteti fluorescencije
koris¢eni za sve proracune. Podaci fluorescencije obradeni su primenom

dvoparametraske logaritamske krive (Jednacina 3.4). Linearna zavisnost podataka za
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gasenje fluorescencije dobijene na 310 K prikazani je na Slici 4.33, dok su rezultati

linearnog fitovanja sa porastom temperature predstavljeni u Tabeli 4.17.
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Slika 4. 33 Dvoparametarska kriva za odredivanje konstante vezivanja (Kb), i broja

mesta vezivanja za HSA- dhTUK gqc) interakciju

Tabela 4. 17 Konstanta vezivanja (Kb) i broj vezuju¢ih mesta dhTUK gqc) za HSA na tri

temperature

T (K) Kb(M™) x 10* log Kb n re
293 8,5+22 4,9+0,1 0,82+ 0,02 0,995
301 6,1+2,8 4,8+0,2 0,78+ 0,04 0,986
310 46+0,8 47+0,1 0,77+ 0,01 0,998

Gasenje fluorescencije moze biti klasifikovano kao stati¢ko ili dinamic¢ko, s’tim
9

Sto dinamicko gaSenje zavisi od difuzije. ViSe temperature rezultiraju brzom difuzijom i

samim tim su vece vrednosti za biomolekularne konstante hladenja. Sa druge strane vise

temperature su obi¢no rezultat disocijacije slabo vezanih kompleksa 1 zbog toga u

statickom procesu dolazi do smanjenja biomolekulsnih konstanti hladenja. Vrednost Kb

opada sa porastom temperature Sto je indikacija statickog mehanizma gasenja

213,229,230

Broj vezuju¢ih mesta na sve tri temperature je ~ 1, Sto ukazuje da se jedinjenje veze

samo za jedno vezujuce mesto u albuminu.
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4.7.2.2 Termodinamicki parametri vezivanja

U cilju potvrde nacina vezivanja dhTUKgy) za HSA, izraCunati su
termodinamicki parametri: promjena entalpije (AH) 1 promena entropije (AS)
interakcije. Temperaturna zavisnost vezivne konstante pri interakcije HSA- dhTUKgqc)
proucena je na tri razliCite temperature (293, 301 i 310 K) (Tabela 4.18), a na osnovu

grafika zavisnosti InKa od 1/T (Slici 4.34) odredene su vrednosti AH i AS.

Tabela 4. 18 Termodinamicki parametri vezivanja dhTUK gqc) Sa HSA

T (K) InKy, (M) AG AH AS
(kdmol ™) (kdmol ™) (mol*K™)
293 11,38 27,731 28,731 -3,55
301 11,02 27,584
310 10,74 27,670
x-n
£
11,5
11,0

10,5

0,00320 0,00325 0,00330 0,00335 0,00340 0,00345
1T

Slika 4. 34 Zavisnost InKb od 1/T za odredivanje interakcije dhTUKgqc) Sa HSA

Prema Ross-ovom nacinu gledanja276 znakovi 1 veli¢ina termodinamickih
parametara za proteinske interakcije mogu objasniti glavnu snagu koja doprinosi
stabilnosti proteina. Sa termodinamicke tacke glediSta vrednosti AH > 0 i AS > 0
impliciraju hidrofobnu interakciju, AH < 0 and AS < 0 ukazuju na Van der Waals-ove
sile ili fomiranje vodoni¢nih veza, dok vrednosti AH < 0 i AS > 0 sugeri$u na postojanje
elektrostatiCkih sila. Negativne vrednosti promene entalpije 1 entropije ukazuju da su
Van der Waals-ove sile ili fomiranje vodoni¢nih veza dominantni u HSA-dhTUKgqc)
vezivanju. Proces je entalpijski pokrenut, a vodoni¢ne veze izmedu HSA i dhTUKgqc)

su najvaznije intermolekulske sile.
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4.7.2.3 Molekulski doking vezivanja dhTUK gy za HSA

Molekulski doking je relativno brza i ekonomicna racunarska metoda za
predvidanje afiniteta i nacina vezivanja molekula. Protein-ligand doking je grana
molekulskog dokinga, koja nastoji da predvidi strkturu kompleksa koji nastaje
vezivanjem liganda za protein, koriste¢i poznate 3D strukture proteina i liganda. Da bi
se istrazio nacin vezivanja izabranog jedinjenja za HSA uraden je doking dhTUKgq) U
poddomenima IB, IIA i I1IA. Na osnovu rezultata, osnosno energije vezivanja koje su
date u Tabeli 4.19 moze se zakljuciti da dhTUKgqc) favorizuje interakciju sa vezivnim

mestom IIA.

Tabela 4. 19 Doking rezultati vezivanja dhTUKgqc) U poddomenima IB, 1A i [11A

Mesto vezivanja (PDB kod) Afinitet vezivanja (kcal mol ™)
IB (4LB2) -9.0
A (3LU7) -11.0
1A (2BXE) -9.7

Trp214 fon .
v/
W s
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-
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~

. L
| 0\
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L4
- r
Arg209 g*
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Slika 4. 35 dnTUK gqc) (narandzasti) dokovan u poddomen IB (a), IIA (b), and IIIA (c)
HSA Ostaci aminokiselina koje interaguju sa dhTUK gqc), prikazani su kao $tapici sa
obojenim atomima. Najvaznije polarne interakcije su istaknute zelenim tackama i

obeleZenim razdaljinama
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Najpovoljnije doking reSenje za svako vezivno mesto dato je na Slici 4.35.
dhTUKgqe) gradi mnogo polarnih interakcija u HSA poddomenu 1A, odnosno formira
vodoniéne veze sa ostacima aminokiselina, His242 (rastojanje 3.3 A), Arg222 (2.3-
2.45 A), Lys199 (2.8 A) i Trp214 (3.2 A). Hidrofobne i/ili = — = interakcije
izmedu 8ps 1 Phe21l i Trp214 su takode primecene. Manji broj polarnih
interakcija dhTUKgq primecéen je i u poddomenima IB i IIIA. Vezivanje
dhTUKgqe U poddomen IIA proteina HSA potvrdilo je dominantan doprinos

vodoni¢ne veze u sveukupnoj energiji vezivanja.

4.7.3 Antioksidativno dejstvo

Interakcijom sintetisanih jedinjenja sa stabilnim slobodnim DPPH radikalom
odreduje se njegova sposobnost neutralizacije ili generisanja slobodnog radikala,
odnosno moguénost reakcije prenoSenja atoma vodonika®’’ §to u stvari prouzrokuje
nastanak novog radikala. Na ovaj nac¢in moze se predpostaviti da se veéi kapacitet t.].
veca sposobnost supstance da otpusti atom vodonika, odnosno stvori strukturno stabilni
radikal, nalazi u korelaciji sa visokom antioksidativnom aktivnoS¢u sintetisanih
jedinjenja. Osim ovih faktora, svojstva rastvaraca, struktura ispitivanih jedinjenja i
elektronska svojstva supstituenata imaju krucijalnu ulogu u stabilizaciji dobijenog
radikala. Poznato je da je odgovarajuca SAR analiza antioksidativne aktivnost diaril
imina u seriji benzo [b] tiofena uspostavljena u pogledu polozaja i arilaminacije, bilo na
prstenu benzena ili tiofena, 1 u zavisnosti od prisustva razli€itih susptituenata na oba
prstena.?’®

U ovoj disertaciji ispitivanja su izvrSena na 44 jedinjenja i dobijene vrednosti
odnosno Sirok spektar antiradikalne inhibicije DPPH radikala izracunate prema
Jednacini 3.2. prikazane su u Tabeli 4.20. Askorbinska kiselina u istim koncentracijama
koris¢ena je kao referentana supstanca za pozitivnu kontrolu. Odgovaraju¢a veza
izmedu strukture 1 aktivnosti formirana je u odnosu na prisustvo i polozaj supstituenata,
odnosno hidroksilne grupe na aromati¢nom jezgru, prisustvo piridinskog ili hinolinskog
prstena i poloZaj atoma azota u prstenu u odnosu na imino vezu.

Sistematska studija antioksidativne aktivnosti i mh- i dh- (T)UK do danas nije

poznata. Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji ukazuju da su h-(T)UK znacajno aktivniji u
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Tabela 4. 20 Antioksidativna aktivnost jedinjenja

mh-(T)UK ICso (MM) dh-(T)UK ICs50 (MM)
MhUK ea) 0,25+ 0,02 dhUK 6,48 % 0,20
MhUK gpye 0,60 + 0,06 dhUK zpyey 49,90 + 0,13
MhUK 3py0 0,82+ 0,07 dhUK spye) 59,40 + 0,11
MhUK pyo 1,45 + 0,09 dhUK gpye) 66,90 + 0,12
MhUK pya) 0,46 + 0,10 dhUK oy 12,60+0,11
MhUK 3oy 0,13+0,08 dhUK 3oy 17,50 + 0,10
MUK tpya) 0,20 +0,07 dhUK gpy 18,20 + 0,09
MhUK oyt 0,87 0,11 dhUK oyt 16,40+ 0,02
MhUK g0 0,67 +0,06 dhUK g 10,50+ 0,46
MhUK 0 0,21+0,05 dhUK 0 1,50 + 0,09
MhUK gotizqg 0,09 +0,01 dhUK gorizgpe 0,83+0,18
MhTUK e 0,15+0,07 dhTUK ea) 0,11+0,08
MhTUK zpye) 0,16 +0,08 dhTUK ¢pyey 0,13 +0,04
MhTUK gpye) 0,20 +0,07 dhTUK spyey 0,15+ 0,05
MhTUK gpyo) 0,33+0,1 dhTUK ipye) 0,18 +0,07
MhTUK zpye) 0,26 +0,04 dhTUK pye) 0,12+0,08
MhTUK gpye) 0,30 + 0,05 dhTUK gpye) 0,18 +0,04
MhTUK gpye) 0,33 0,06 dhTUK gpye) 0,24 0,02
MhTUK oyt 0,14 +0,03 dhTUK zpyiy 0,16 0,04
MhTUK gqq 0,13 +0,02 dhTUK sqo) 0,11+0,03
MhTUK g0 0,11+0,02 dhTUK g9 0,09 + 0,02
MhTUK gorizqo 0,34 +0,01 dhTUK gorzgy 0,49 +0,09
Askorbinska kiselina 0,08 £0,01

odnosu na h-UK sa vrednostima bliskim Vitaminu C. Na osnovu toga zakljuceno je da
supstance koje u svom sastavu imaju tion grupu (C=S) pokazuju bolju aktivnost §to je
veé¢ potvrdeno kod nihovih predhodnika tiosemikabazona.””®?*° Predpostavlja se da na
aktivnost h-UK uti¢e zbirni kumulativni efekat supstituenata na azometinskom
ugljeniku kao i slobodna NH-NH, grupa. U slucaju h-UK pokazalo se da su
monohidrazonski derivati do 80 puta aktivniji u odnosu na dihidraznone $to predstavlja
jedan od dokaza uticaja slobodne NH-NH, na povecanje efiksanosti delovanja
jedinjenja, odnosno antioksidativne aktivnosti. Kod h-TUK ovakva doslednost u
aktivnosti nije primecena, ve¢ su ICso vrednosti dh-TUK vece ili u bliskom rangu sa

vrednostima kod mh-TUK.
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U obe grupe jedinjenja, hidrazoni koji u svom sastavu imaju hidroksilnu grupu u
0-polozaju heteroaromati¢nog jezgra u odnosu na bocni lanac, pokazuju bolju
antioksidativnu aktivnost u odnosu na ostala jedinjenja. Sagledavajuéi strukturu
ispitivanih supstanci, o¢ekivano je da fenolni tip jedinjenja pokazuje bolju aktivnost od
supstanci koje sadrze azot u piridinskom prstenu zboh nizih energija disocijacije O-H
veze u odnosu na N-H vezu. 1z ovoga proizilazi da je za ocekivati slicne 1Csg vrednost
jedinjenja sa hidroksilnom grupom. Malo manja antioksidativna aktivnost susptanci
MhUKa)p, MhTUKgay, dhUKgay, dhTUKgay u odnosu na mhUK@gon2ge),
MhTUK goH2qc) dhUK gor2qc), | MhTUK gon2qc) iNdukovana je dodatnom stabilizacijom
hidroksilne grupe usled sposobnosti formiranja intramolekulskih vodoni¢nih veza u
molekulima kod jedinjenja koja imaju hidroksilnu grupu u o0- polozaju
heteroaromati¢nog jezgra. (Slika 4.13)?®". Hidroksilna grupa u hinolinskim jedinjenjima
ne pokazuje moguénost formiranja intramolekulskih veza usled cega dolazi do lakSeg
otpustanja protona i formiranja radikala koji je stabilisan kroz rezonantnu struktruru.'®®
Ipak sli¢ne vrednosti antioksidativne aktivnosti ukazuju na primaran znac¢aj hidroksilne
grupe na povecanje antioksidativne aktivnosti.

mh-UK koji u svom sastavu sadrze 8-hinolil i 2-hinolil supstituente na imino
ugljeniku pokazuju osam do deset puta slabiju antioksidativnu aktivnost u odnosu na
Vitamin C. mhUKg2qc) pokazuje vecu aktivnost u odnosu na mhUKgqc) Sto ukazuje na
povoljniji uticaj atoma azota u 2-hinolil susptituentu na rezonancionu stabilizaciju
nastalog radikala.

Kod piridinil supstituisanih h-UK najslabiju antioksidativnu aktivnost pokazuju
MhUK 2py¢) - MhUKpye), 0dnosno ona jedinjenja koja na azometinskom ugljeniku
nemaju alkil grupu nego atom vodonika. Uoceno je da pomeranje atoma azota duz
heteroaromati¢nog jezgra, tj. njegovo udaljavanje od bo¢nog niza, uti¢e na smanjenje
antioksidativne aktivnosti. Uvodenje metil grupe na azometinskom ugljeniku doprinosi
povecanju sternih i elektron-donorskih efekata, a samim tim i antioksidativne aktivnosti.
U slucaju mhUK3pya) | MhUK 4pya) redosled u povecanju aktivnosti predstavlja izuzetak
gde jedinjenje koje ima “aza” azot u m- poloZaju heteroaromati¢nog jezgra u odnosu na
boc¢ni niz pokazuje bolju antioksidativnu aktivnost u odnosu na p- “aza” supstituisane

aromati¢ne hidrazone. Mogu¢ izuzetak ponasanja se moze objasniti nemoguénosScu
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izomerizacije mhUKpya U rastvoru, dok jedinjenja mhUK pya) | MUK 4pya) pokazuju
sposobnost izomerizacije (Slika 4.11 1 4.12).

Najaktivniji mh-UK predstavlja mhUKgpyp) €ija je vrednost u rangu sa
Vitaminom C. Struktura i polozaj supstituenata prisutnih na azometinskom atomu
ugljenika h-UK u velikoj meri utie na antioksidativnu aktivnost. Osim toga sposobnost
supstituenata da ucesvuju u z- elektron delokalizaciji znacajno doprinosi stabilizaciji
nastalog radikala. Najaktivnija jedinjenje medu mh- i dh- UK predstavljaju mhUKpyn)
I dhUK2pyb) koja u svom sastavu sadrzi 2-piridinil prsten i fenilno jezgro na iminskom
atomu ugljenika, ¢ime je potvrden uticaj proSirene 7z- elektron delokalizaciji u
rezonantnoj stabilnosti kreiranog radikala. dh-UK pokazuju nizu antioksidativnu
aktivnost sa sli¢nim trendom u aktivnosti kao u slu¢aju mh-UK. Manja antioksidativna
aktivnost je objasnjena sternim smetnjama koje uticu na aktivni vodonik, i1 izmenjenim
hemijskim svojstvima amidnog vodonika koji pokazuje nizu sposobnost interakcije sa
DPPH.

Rezonanciona stabilizacija nastalog radikala kod h-TUK je prevashodno odreden
prisustvom atoma sumpora, za razliku od h-UK gde je zbirni kumulativni efekat i efekat
supstituenata zasluzan za antioksidativnu aktivnost. U teorijskom delu je napomenuto da
dhS mogu lakSe formirati tiolni oblik koji najverovatnije jeste 1 uzrok bolje
antioksidativne aktivnosti h-TUK, odnosno mogucénost tion/tiol tautomerizacije, usled
Cega su razlike u ICsp vrednostima izmedu mh-TUK i dh-TUK skoro beznacajne. Za
razliku od h-UK kod kojih electron-donorski i sterni efekti povecavaju aktivnost u
slu¢aju h-TUK je zapaZen obrnuta zavisnost. Prisustvo metil grupe na azometinskom
ugljenikovom atomu u maloj meri smanjuje antioksidativnu aktivnost ili kod nekih
jedinjeja cak i ne uti¢e na aktivnost (MhTUK2pya) | MhTUK2pya) kod kojih se azot
nalazi u p-polozaju heteroaromati¢nog jezgra u odnosu na boc¢ni niz). Najveca promena
je uocena u sluaju MhUKgpyp) | dNTUKpywy kod kojih prosirena z- elektron
delokalizacija utiCe na smanjenje aktivnost jedinjenja, Sto predstavlja potvrdu da
prisustvo atoma sumpora ima najveci uticaj na antioksidativnu aktivnost.

h-TUK koji u svom sastavu sadrze 8-hinolil i 2-hinolil supstituente na imino
atomu ugljenika pokazuju vrlo sli¢ne vrednosti aktivnosti kao Vitamin C, s’ tim §to je 1
u ovom slucaju aktivnije jedinjenje ono koje u svom sastavu sadrzi 2-hinolinil

supstituent na azometinskom atomu ugljenika.

169



4.7.4 Antimikrobno dejstvo

Kao sto je ve¢ opisano u Teorijskom delu, h-(T)UK i njihovi analozi pokazuju
dobru antimikrobnu aktivnost. Pri sintezi novih lekova u medicinskoj hemiji uvek se
polazi do predpostavke da strukturno slicni molekuli mogu pokazivati slicnu bioloSku
aktivnost. Posmatrajuci triacetazon (Slika 2.24) i formule h-TUK predpostavljeno je da
bi ova vrsta jedinjenja opravdano mogla ispoljavati dobro antimikrobno dejstvo.

Jedan od ciljeva ove disertacije je bio dizajn i sinteza derivata dhO(S)
kondenzacijom raznorodnih karbonilnih jedinjenja samo sa jedne ili sa obe strane
dhO(S), osnosno ispitivanje uticaja pomeranja “aza” azota duz piridinskog i hinolinskog
prstena i prisustva hidroksilne grupe na promene antimikrobne aktivnosti jedinjenja.
Ispitana je antimikrobno dejstvo 44 jedinjenja na nekoliko sojeva Gram-pozitivnih:
Bacillus subtilis (ATCC 6633), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Clostridium
sporogenes (ATCC 19404), Kocuria rhizophila (ATCC 9341), Gram-negativnih
bakterija: Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),
Proteus hauseri (ATCC 13315), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), i kvasaca:
Candida albicans (ATCC 10231), Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763) and
Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404). Odnos izmedu strukture i bioloske aktivnosti h-
(T)UK ispitan je poredenjem aktivnosti sa antibiotikom amikacinom i lekom protiv
gljivica, nistatinom.

U Tabelama 4.21 i 4.22 prikazane su vrednosti precnika zone inhibicije (WIZ,
eng. Width of Inhibition Zone) izraZzene u mm za sva ispitivana jedinjenja. Na osnovu
rezultata odmah se moze uociti da su h-TUK znacajno aktivniji od h-UK i na
bakterijama i na gljivice, §to je i u skladu sa literaturnim podacima, a nihova bolja
aktivnost objasnena je uticajem tionske grupe za koju se predpostavlja sa je esencijalna
antimikrobnu aktivnost.” Za h-TUK jedinjenja razvijen je statisticki validan QSAR
model zasnovan na MIF-ovima na bakterijama Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) i gljivici Candida albicans (ATCC 10231). Za
ove tri mikrobne vrste odredena je i MIC radi uporedivanja validnosti rezultata

ukljucenih u proracune. (Tabela 4.23)
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Tabela 4. 21 In vitro antimikrobna aktivnost supstanci testiranih agar difuzionom

metodom izrazena WI1Z2

E. P. P. S. B. S. C. K.
coli aeruginosa hauseri enteritidis subtilis aureus sporogenes rhizophila
mMhUK ) - - - - - - - -
MhUK 2py0) 10 12 10 10 10 10 10 10
MhUK zpye) - - - - - - - -
MhUK (4py0) 10 10 10 10 10 10 10 10
MhUK gpya) - - - - - - - -
MhUK oy - - - - - - - -
mhuU K-pva) - - - - - - - -
MhUK 2py) 18 15 18 16 16 18 16 18
MhUK (g0 12 12 12 12 12 12 12 12
MhUK (24 14 14 16 16 14 18 14 18
MhUK gorz2qc)
dhUK sap - - - - 10 10 10 10
dhUK 2pye) - - - - 10 10 10 10
dhUK 3pye) 10 10 14 12 14 12 12 14
dhU Kiapyo) - - - - - B - -
dhUK 2pya) - - - - 12 12 12 12
dhUK 3pya) 10 12 10 10 10 10 10 10
dhUK (4pya) 10 12 10 10 10 10 10 10
dhUK 2pyb) 12 12 12 12 14 12 14 12
dhUK gq0) 12 12 12 12 12 12 12 12
dhUK (240 12 12 12 12 12 12 12 12
dhUK gorizg)c - - - - - - - -
MhTUK (sa)) 16 16 18 18 16 14 16 18
MhTUK 2py0) 28 26 24 26 26 20 24 24
MhTUK pyo) - - - - - - - -
MhTUK (4py0) - - - - - - - -
MhTUK z2pya) 20 22 20 20 22 18 20 20
MhTUK 3,0 - - - - - - - -
MhTUK gpya) - - - - - - - -
MhTUK 2py0) 14 14 14 14 14 12 14 12
MhTUK gqq) 18 18 16 16 18 14 16 16
MhTUK (24¢) 10 12 10 12 10 10 10 10
MhTUK gonzq 16 18 18 20 18 16 18 20
dhTUK sa 10 12 12 12 14 10 10 10
dhTUK 2py0) 24 26 22 22 22 22 22 24
dhTUK zpye) - - - - - - - -
dhTUK 4pye) - - - - - - - -
dhTUK 2pya) 22 24 24 24 26 26 26 26
dhTUK 372 10 10 10 12 12 12 10 12
dhTUK 4pya) - - - - - - - -
dhTUK 2pyb) 10 10 10 10 10 10 10 10
dhTUKgey - - - - - - - -
dhTUK 240 10 10 12 12 10 10 10 10
dhTUK gorzq 14 16 22 22 20 18 22 20
Amikacin 42 24 20 24 22 32 20 22

- aktivnost manja od 10 mm (zona inhibicije)
a ukljucujuéi dijametar filter diska pre¢nika 8 mm
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Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da h-UK nisu pokazali dobru
antimikrobnu aktivnost. Supstance mhUKgq) I mMhUK@gon2q) SU pokazala najbolje
antimikrobno dejstvo u rangu zone inhibicije od 14-18 mm na Gram-pozitivne i Gram-
negativne bakterije, a na gljivice 10-16 mm, s’tim $to je bolju aktivnost pokazala
supstanca kod koje je azot u polozaju 8 hinolinskog prstena u odnosu na imino vezu.
Sve ostale suptance su pokazale veoma slabu antimikrobnu aktivnost, ¢ak je uvodenje
jo§ jednog hinolinskog prstena na drugi kraj mh-UK uzrokovalo smanjenje
antimikrobne aktivnosti. Piridinil supstituisani h-UK pokazali su nizu aktivnost od h-
UK koji u svom sastavu sadrze hinolinske prstene. Prisustvo metil i fenil grupe na
azometinskom ugljeniku uti¢e na smanjenje inhibicione zone, iz ¢ega proizilazi da sterni
efekti prisutnih grupa indukuju smanjenje antimikrobne aktivnosti.

Osim §to aktivnost supstanci zavisi od karakteristika ispitivanih jedinjenja
(geometrije, donorske ili proton akceptorske sposobnosti, lipofilnosti, hidrofilnosti) na
aktivnost mogu uticati i1 strukturne karakteristike membrane bakterija. Spoljasnji sloj
Gram-negativnih bakterija je sastavljen uglavnom od liposaharida, dok je tanak sloj
peptidoglikana koji Celiji daje ¢vrsto¢u i oblik smesten ispod njega. Stoga su Gram-
negativne bakterije zaStiCenije od efekta delovanja supstanci koje imaju hidrofilni
karakter. Sa druge strane poznato je da su Gram-pozitivne bakterije osetljive na dejstvo
i liofilnih i hidrofilnih supstanci 2*2. U skladu sa tim zanimljivo je napomenuti da dh-
UK (dhUKa, dhUKpye) | dNUK2pya)) pokazuju umerenu aktivnost prema Gram-
pozitivnim bakterijama, dok prema Gram-negativnim bakterijama ne pokazuju nikakvu
aktivnost. Nedostatak aktivnosti navedenih supstanci na Gram negativne bakterije je
upravo posledica povecane barijere koju daje spoljaSnja membrane ove vrste mikroba.

Za razliku od h-UK njihovi sumporni analozi h-TUK pokazuju mnogo bolju
antimikrobnu aktivnost na oba soja bakterija kao i na gljivice. Za ovo je najve¢im delom
zasluzno prisustvo tionske grupe koja povecava lipofilnost jedinjenja 1 ujedno
poboljSava sposobnost prolaska supstanci kroz lipidnu membranu bakterija 1 vezivanje
za receptore. Vecina h-TUK pokazuje umerenu antimikrobnu aktivnost, dok je u slu¢aju
odredenih supstanci zona inhibicije veéa od amikacina 1 nistatina. Jedinjenja
MhTUK 2pye), MhTUK 2pya), dhTUK ey 1 dhTUKpyey SU S pokazala kao najbolji
antimikrobni agensi sa zonom inhibicije od 20-26 mm na Gram- pozitivne bakterije, 20-

28 mm na Gram-negativne bakterije i 20-32 mm na gljivice.
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Tabela 4. 22 In vitro antifungalna aktivnost supstanci testirania agar difuzionom

metodom izrazena WIZ

C. S. A. C. S. A.
albican  cerevisi  brasilien albica cerevisi  brasiliens
s ae sis ns ae IS
mhuU K(san - - - dhuU K(San - - -
MUK ¢2pyc) - - - dhUK ¢2pye) - - -
mhuU K(3pyc) - - - dhu K(3pyc) 14 14 12
MUK ¢pyc) - - - dhUK pye) b - -
MhUK 2pa) - - - dhUK zpya) - - -
MhUK (3pya) - - - dhUK zpya) 12 14 10
MUK 4.pya) - - - dhUK pya) - - -
mhU K(Zpyb) 12 16 16 dhU K(Zpyb) 14 10 10
mhu Ksqe) 10 14 12 dhuU Ksqo - - -
MhUK 24¢) 12 14 12 dhUK 240 12 10 10
MhUK gorizqe) - - - dhUK gom2q)c - - -
MhTUK sa)) 22 28 20 dhTUK sa 16 14 12
MhTUK 2py0) 24 32 32 dhTUK 2py0) 22 22 24
MhTUK 3py¢) 12 12 10 dhTUK 3pye) - - -
mhTU K(4pyc) 10 10 10 dhTU K(4pyc) - - -
MhTUK 2ya) 26 30 24 dhTUK 2pva) 30 30 26
MhTUK 3pya) 10 16 12 dhTUK 3pya) 12 10 10
MhTUK (4pya) 12 26 12 dhTUK (4pya) - - -
MhTUK 2py) 14 16 14 dhTUK 2pyb) 10 12 10
thUK(gqc) 18 26 22 dhTU K(gqc) - - -
mhTU K2q0) 12 12 10 dhTU Kqe 10 10 10
MhTUK son2 18 26 20 dhTUK 26 26 22
qc) (80H2qc)
Nystatin 34 56 32 34 56 32

- aktivnost manja od 10 mm (zona inhibicije); é ukljucujuéi dijametar filter diska pre¢nika 8 mm

Uspostavljanjem veze izmedu bioaktivnosti 1 hemijske strukture ukazuje na to da
antimikrobna aktivnost h-TUK zavisi od polozaja "aza” azota u piridinskom prstenu u
odnosu na bo¢ni niz. Zajednicki strukturni deo svih derivata koji su ispoljili dobru
antibakterijsku i antifungalnu aktivnost bilo je prisustvo 2-piridinil supstituenta na
azometinskom ugljeniku, odnosno pomeranje atoma azota duz piridinskog prstena iz
polozaja 2- ka polozaju 4- u odnosu na bocni lanac uti¢e na smanjenje antimikrobne
aktivnosti. Osim toga skoro svi mh-TUK imaju bolju antimikrobnu aktivnost u odnosu
na dh-TUK sa izuzetkom u slucaju MhTUK(pya)- dhTUKgpya), MhTUK@goH2qc)-
dnhTUK@gon2qe). Uticaj prisustva metil i fenil grupe na azometinskom ugljeniku na
smanjuje antimikrobnu aktivnosti je u skladu sa rezultatima u slu¢aju h-UK. Odstupanje
u ovoj pravilnosti primeéeno je kod dhTUK 2pya) koji pokazuje bolju aktivnost u odnosu

na nesusptituisani dhTUKu na svim sojevima bakterija i kvasaca izuzev na
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bakterijama Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa gde su vrednosti vrlo bliske. U
slucaju hinolinskih h-TUK aktivnost se nije znac¢ajno poboljsala u odnosu na h-UK.
Jedina razlika je u tome $to h-TUK koji u svom sastavu imaju azot u poloZzaju 2 na
hinolinskom jezgru, pokazuju bolju antimkrobnu aktivnost u odnosu na ona kod kojih je
azot u polozaju 8. Prisustvo hidroksilne grupe u mh-TUK hinolinskim jedinjenjima
prouzrokuje smanjenje antimikrobne aktivnosti, dok je suprotno zapazeno u slucaju dh-

TUK.

4.7.5 Tehnike molekulskog modelovanja u cilju racionalizacije odnosa izmedu
strukture i antimikrobne aktivnosti

Jedan od bitnih parametara pri dizajnu novih lekova jeste odredivanje tacne mete
delovanja novog leka. U vecini bioloskih ispitivanja na osnovu testova se mogu dobiti
potencijalno aktivni molekuli, ali bez ikakvih informacija o mestu delovanja leka i
njegovom metabolickom putu, $to naucnike ogranicava u sintezi lekova koji ciljano
deluju samo na jednu biolosku metu. U skladu sa tim veoma je znacajno koriscenje
molekulskog dokinga koji ima za cilj predvidanje nacina vezivanja (orijentacija i oblik)
dva molekula kao i struktura nastalog kompleksa, §to moze posluziti za predvidanje

jacine tog vezivanja i bioloSkog delovanja testiranih supstanci.

4.75.1 Ispitivanje primenljivosti 3D-QSAR metode izvedene iz GRIND
metodologije

U okviru ove disertacije ispitana je bioloska aktivnost h-TUK na dva soja
bakterija 1 jednoj gljivici. Racionalizacija dobijenih bioloskih podataka i1 dizajn novih,
aktivnijih struktura, moguca je uz pomo¢ primene MIF-ova i 3D-QSAR-a zasnovanog
na GRIND deskriptorima. Struktura i antimikrobna aktivnosti serije od dvadeset dva h-
TUK prikazana je u Tabeli 4.23.

U cilju pronalazenja farmakofornih tacaka vaznih za antimikrobnu aktivnost
ovih jedinjenja napravljenu su modeli koris¢enjem molekulskih deskriptora zasnovanih

na MIF-ovima.
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Tabela 4. 23 Antimikrobna aktivnost h-TUK

P. aeruginosa S. aureus C. albicans
WIZ pMIC WIZ pMIC WIZ pMIC

MhTUK sa)) 16 - 14 2.60 22 2.30
MhTUK 2py0) 26 3.81 20 3.50 24 3.50
MhTUK zpy0) - 2.60 - - 12 2.30
MhTUK 4py0) - 2.60 - - 10 2.30
MhTUK 2pya) 22 411 18 3.81 26 411
MhTUK zpya) - 2.60 - - 10 2.30
MhTUK 4pya) - 2.60 - 2.90 12 2.30
MhTUK 2pyb) 14 3.50 12 411 14 2.60
MhTUK gqe) 18 - 14 - 18 2.30
MhTUK (24 12 2.60 10 2.30 12 2.60
mhTU K(gonqC) 18 - 16 - 18 2.30
dhTUK sy 12 - 10 - 16 2.30
dhTUK 2pye) 26 411 22 411 22 3.81
dhTUK 3pye) - - - - - 2.30
dhTUK (4py0) - - - - - 2.30
dhTUK 2pya) 24 441 26 5.30 30 4.70

dhTUK 3pya) 10 - 12 - 12 -
dhTUK 4pya) - 2.60 - 2.60 - 2.30
dhTUK 2py0) 10 - 10 - 10 2.30

dhTUK gqc) - - - - - -
dhTUK 240 10 - 10 - 10 2.30
dhTUK (gom2qe) 16 - 18 - 26 2.30

- aktivnost manja od 10 mm (zona inhibicije) ili 2.3 (pMIC)

3D-QSAR

Antibakterijska i antifungalna aktivnosti h-TUK odredene su merenjem WIZ-a i
izraCunavanjem logaritma od odredene minimalne inhibitorne koncentracije ((-
logioMIC, pMIC) Tabela 4.23. S’ obzorom da su podaci za WIZ i MIC u medusobnoj
korelaciji (Tabela 4.24) za sva tri soja odlucili smo da izgradimo QSAR modele sa
WIZ-om kao nezavisnom promenljivom jer je broj supstanci sa odredenim WIZ-om,
veci od broja 1 promenljivosti MIC vrednosti. Napravljena su tri PLS modela, dva za

aktivnosti prema bakterijama i jedan za aktivnosti prema gljivicama.

Tabela 4. 24 Matrica medukorelacije (r vrednosti) WIZ i pMIC vrednosti

P. aeruginosa pMIC S. aureus pMIC C. albicans pMIC

P. aeruginosa WI1Z 0.83
S. aureus WIZ 0.96*
C. albicans WIZ 0.97

* iskljucujuci supstancu MhTUK gqq
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QSAR model antibakterijske aktivnosti h-TUK na Gram-pozitivhu bakteriju S. aureus

Analiza glavne komponente sprovodena je na celom setu GRIND deskriptora.
Kako bi se filtrirale neinformativne promenljive iz modela, izvrSena su dva ciklusa
frakcionog faktorskog dizajna (FFD), a rezultati su prikazani u Tabeli 4.25. PCA model
sa 5 glavnih komponenti (PC) koji je obuhvatao ceo set promenljivih, objasnio je
87,59% sume X kvadrata (SSXacc), i 79,66% X varijanse (VarXacc).

Tabela 4. 25 Statisti¢ki parametri PCA modela dobijenog nakon dva FFD ciklusa (od

610, u modelu je zadrzano 301 promenljivih)

PC SSX SSXace VarX VarXae
1 52,55 52,55 48,51 48,51
2 12,64 65,18 10,21 58,72
3 10,36 75,54 9,33 68,05
4 7,56 83,1 7,39 75,43
5 4,48 87,59 4,23 79,66

PLS model je napravljen kako bi se izvrsila strukturna korelacija jedinjenja sa
potencijalnom bioloSkom aktivno$¢u. Nakon primene dva ciklusa FFD, prediktivnost
modela je znadajno pobolj$ana, dva modela latentne promenljive (LV) sa r? = 0,84,
(LOO) = 0,55 i standardnom devijacijom predvidanja greSske (SDEP, eng. Standard
Deviation of Error of Calculation) od 3,29 mm. Pored LOO primenjeni su i LTO i RG
metode unakrsne validacije (CV). Najbolji i preporu¢eni metod validacije, koji se sastoji
od deljenja seta podataka na trening i test set nije uraden iz razloga $to je na$ set
sadrzavao mali broj jedinjenja (ukupno 14) i $to RG validacija daje sli¢ne podatke o
validnosti modela kao i deljenje podataka na trening i test set. Statisticki parametri PLS
modela nakon primene svake od pomenutih CV procedura su prikazani u Tabeli 4.26.

Organizacija za ekonomsku saradnju i razvoj (OECD eng. Organizations for
Economic Cooperation and Development) je postavila pravilo da domen primenjivosti
(AD, eng. Applicability Domain) za svaki QSAR model treba definisati.®®* AD
predstavlja regiju u hemijskom prostoru koja govori o preciznosti aktivnosti predvidanja
novih struktura utemeljenim na hemijskoj sli¢nosti sa setom treninga koji se koriste za
razvoj modela. Domen primenljivosti za 3D-QSAR model moze se proceniti iz PCA

skorova molekula koji predstavljaju hemijsku sli¢nost izmedu supstanci. (Slika 4.36)
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Tacno predvidanje potencijalno novih susptanci se ocekuje samo za supstance koji se

uklapaju u elipsu koja pokriva 95% intervala pouzdanosti.

Tabela 4. 26 Statisticki parametri PLS modela sa dve LV nakon primene tri razli¢ite
CV procedure. Podesavanja: FFD-LV = 3, 20 % vestackih promenljivih, 20 nasumi¢nih

ciklusa, 4 nasumicne grupe, 2 ciklusa FFD.

Model SSXacc SDEC SDEP e 0ace
2 LV (LOO) 63,96 1,96 3,29 0,84 0,55
2LV (LTO) 67,05 2,00 3,43 0,83 0,51
2LV (RG) 66,57 1,99 3,53 0,83 0,48
o 4
(@]
o
@ dhiTUK

(8OH2qc)

(@pye)

Slika 4. 36 PCA skorovi jedinjenja aktivnih na bakteriji S. aureus

lako je jedinenje dhTUKgye identifikovano izvan elipse, iskljuCenje ovog
jedinjenje smanjilo bi statisticki kvalitet modela pa smo zadrzali ovu komponentu za
trening. Koeficijenti PLS modela (Slika 4.37) ukazuje na strukturni fragment koji ima
pozitivan ili negativan uticaj na aktivnost., dok su u Tabeli 4.27. opisane su najvaznije
promenljive i njihova povezanost sa strukturnim elementima jedinjenja. Grafik PLS
koeficijenata pokazuje koja od promenljivih ima pozitivan uticaj (+ vrednosti) a koja

negativan uticaj na bioloSku aktivnost (— vrednosti koeficijenata). Intenzivnije
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promenljive znace da je veci uticaj strukturnih elemenata koje one opisuju, na ukupnu

aktivnost jedinjenja.
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Slika 4. 37 Grafik PLS koeficijenata (modela sa 2 LV). Najinformativnije promenljive

su oznacene brojevima 1 dalje diskutovane u tekstu.

N1- N1 blok promenljive daju informacije o optimalnom rastojanju izmedu dve
HBA grupe. Dok dva HBA na rastojanju izmedu 6,00 i 7,60 A poveéavaju aktivnost
jedinjenja, ako je HBA > 12,8 A smanjuje se antibakterijska aktivnost jedinjenja. Atom
kiseonika iz hidroksilne grupe je uklju€en kao pozitivna korelisana promenljiva,
sugeriSu¢i da bi prevodenje hidroksilne grupe (u HBA 1 HBD) u metoksi (HBA)
najverovatnije bio uzrok povecanja aktivnosti jedinjenja.

Vecina promenljivih negativno korelisanih sa aktivho$¢u su na ¢vor-Cvor
rastojanjima veéim od 12 A, ukazujuéi na &injenicu da su velika jedinjenja medu h-
TUK generalno manje aktivna prema S. aureus. Slika 4.38 prikazuje strukturne
fragmente koje su najvazniji za delovanje ovih jedinjenja. Pozitivno korelisane
promenljive su zastupljene na najaktivnijem jedinjenju dhTUK2pya), dok je jedinjenje
dhTUKsay izabrano da pokaze glavne promenljive koje imaju negativan uticaj na

aktivnost.
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Tabela 4. 27 Pregled promenljivih sa najveé¢im uticajem na antibakterijsku aktivnost

jedinjenja na S. aureus

Blok
proba

Blok
promenljive
NO

Rastojanje

(A)

Uticaj

Strukturni elementi, komentari

DRY-
DRY

0-0

N1-N1

DRY-O

DRY-
N1

O-N1

O-TIP

N1-TIP

11

81

154

278

332

457

526

585

4,40-4,80

8,00-8,40

12,80-13,20

13,60-14,00

10,80-11,20

12,00-12,40

12,00-12,40

16,40-16,80

+

Atom sumpora i hidrofobni deo izmedu metil
grupe i piridinskog prstena. IzraZenija kod
najaktivnije supstance, (dhTUK opva))

Izrazen samo za najmanje aktivna jedinjenja.
Predstavlja rastojanje dve HBD, i supstanci
dhTUKay and dhTUKgomzq), koje imaju
hidroksilnu grupu i imaju najvecu vrednost
promenljivih (VV)

Prisutna je samo kod najmanje aktivnih,
velikih komponenti. Predstavlja rastojanje
izmedu dve HBA (hidroksil O, piridin ili
iminski azot)

Izrazenija kod manje aktivnih jedinjenja.
Najveca vrednost je za jedinjenje dhTUK (5.
Nepovoljno rastojanje izmedu hidrofobnog
regiona i HBD.

Optimalno rastojanje izmedu HBA i
hidrofobne grupe. Izrazenije kod aktivnih
jedinjenja, sa najve¢com VV za dhTUK ).
HBA mesto se nalazi izmedu imina i
piridinskog azota.

Rastojanje izmedu HBA i HBD, sa najve¢om
VV kada je hidroksilna grupa HBD. Izrazen
samo u najmanje aktivnim jedinjenjima.

Izrazen samo U najmanje aktivnim
jedinjenjima. Najve¢a VV za jedinjenje
dhTUKgq), gde su HBD sterna mesta na
suprotnim  stranama  molekula (velika
razdaljina).

HBD grupe na optimalnoj razdaljini od
sternih mesta. Izrazenije je kod aktivnijih
jedinjenja.

Dobijeni QSAR model prepoznaje znacaj HBA grupe u polozaju izmedu

iminskog aroma azota i piridinskog prstena. Takode, hidrofobni ostaci na malim ¢vor-

¢vor rastojanjima pozitivno doprinose ukupnoj aktivnosti. Na osnovu ovih zapazanja

mozemo predloziti menjanje -CHj3 sa -CF3 grupom, $to bi povecalo hidrofobnost i HBA

sposobnost molekula u povoljnom regionu opisanom sa promenljivim 11, 137, 332 i

585. S druge strane, nepovoljne interakcije O probe sa hidroksilnom grupom kao HBD-

om predlazu zamena -OH sa -OCHj3; grupom u cilju povecéanja aktivnosti.
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Var 81 (0-0)

Slika 4. 38 Promenljive sa najve¢im uticajem na antibakterijsku aktivnost jedinjenja
predstavljene na jedinjenju dhTUK 2pya) kao aktivnijem (levo, crvene linije) i sa
negativnim uticajem dhTUKsay na aktivnost (desno, plave linije)

QSAR model antibakterijske aktivnosti h-TUK na Gram-negativnhu bakteriju P.
aeruginosa

Drugi statisticki znacajan 3D-QSAR model antibakterijske aktivnosti h-TUK
jedinjenja dobijen je na Gram-negativnoj bakteriji Pseudomonas aeruginosa. Tri
neaktivna jedinjenja (MhTUK@pye), MhTUK@pyay | dNTUK@pye), Tabela 4.23) su
uklju¢ena u model, sa proizvoljno izabranim WIZ vrednostima (5 mm) niZim od
vrednosti najmanje aktivnog jedinjenja (10 mm). Na ovaj nacin smo prosirili trening set
sa najmanje aktivnim jedinjenjima. PCA model sa 5 glavnih komponenti koji je
obuhvatao ceo set promenljivih, objasnio je 81,09 % sume X kvadrata (SSXacc), i 72,26
% X varijansi (VarXacc) (Tabela 4.28). Statisticki parametri PLS modela nakon
primene tri CV procedure za odredivanje prediktivnosti modela prikazani su u Tabeli
4.29.

Tabela 4. 28 Statisticki parametri PCA modela dobijenog nakon dva FFD ciklusa (od

590, u modelu je zadrzano 364 promenljivih)

PC SSX SSXace VarX VarX,c
1 44,76 44,76 40,98 40,98
2 14,77 59,53 12,61 53,60
3 10,94 70,48 9,88 63,48
4 6,00 76,47 4,94 68,42
S 4,62 81,09 3,84 72,26
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Tabela 4. 29 Statisticki parametri PLS modela sa tri LV nakon primene tri razli¢ite CV
procedure. Podesavanja: FFD-LV = 3, 20 % vestackih promenljivih, 20 nasumi¢nih

ciklusa, 4 nasumicne grupe, 2 ciklusa FFD.

Model SSXace SDEC SDEP I 0 ace
3LV (LOO) 60,69 2,19 4,55 0,92 0,67
3LV (LTO) 59,76 2,26 4,83 0,92 0,62
3LV (RG) 61,48 2,37 5,36 0,91 0,54

PLS plot skorova najvaznijih strukturnih karakteristika jedinjenja h-TUK za

antibakterijsko dejstvo prema P. aeruginosa prikazani su na Slici 4.39.
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Slika 4. 39 Grafik PLS koeficijenata (model sa 3 LV) za bakteriju P. aeruginosa.

Ovaj plot je prili¢no razli¢it od PLS plota za model S. aureus. PLS koeficijenti
svih korelograma koji sadrze DRY probu su manji od odgovarajucih vrednosti za S.
aureus model. Stoga, hidrofobni delovi THCs jedinjenja, koji povoljno interaguju sa
DRY probom su mnogo vazniji za aktivnost prema Gram-pozitivnoj bakteriji S. aureus
nego za aktivnost na Gram-negativnoj bakteriji P. aeruginosa. Spoljasnja liposolubilna
membrane Gram-negativnih bakterija Cini difuziju u ¢eliju pasivhom. Lipofilna
jedinjenja prodiru lakSe u Gram-pozitivne bakterije, Sto objaSnjava i veci uticaj DRY

probe u modelu u S. aureus.
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Najinformativnije promenljive su oznacene brojevima i dalje diskutovane u
tekstu. Na Slici 4.40. prikazana je strukturna karakteristika povezanosti sa najvaznijim

promenljivim na bakteriji P. aeruginosa.

Slika 4. 40 Promenljive sa najve¢im uticajem na antibakterijsku aktivnost jedinjenja,

predstavljene na jedinjenju dhTUK 2pyc) kao aktivnijem (levo, crvene linije) i sa

smanjenom aktivnoséu dhTUK pyc) (desno, plave linije)

Kratko rastojanje izmedu dve HBA grupe, kodirane N1-N1 probe bloka
(variabla 125), su u pozitivnoj korelaciji sa aktivno$¢u. 2-piridinila 1 obezbeduje
optimalno rastojanje izmedu azometinskog atoma azota i azota u piridinu koji
predstavljaju dva HBA. Promenljive sa duzim rastojanjima izmedu HBA (4-piridinil
prsten na iminskom atomu ugljenika) i druge HBD ili HBA (promenljive O-N1 438 i
N1-N1 139) imaju negativan uticaj na aktivnost, Sto sugeriSe da atom azota u
piridinskom prstenu MhTUK2qe) | dhTUK(2q) treba zameniti sa -CH grupom radi
povecanja aktivnosti. Sterna mesta (ZariSta) oko atoma sumpora su povezana sa
smanjenom aktivnosti jedinjenja (variable N1-TIP 568). Zamena tioketo sa keto grupom
moze povecati mo¢ prema P. aeruginosa. Sa druge strane, dva sterna zariSta na velikim
¢vor-¢vor udaljenostima su u pozitivnoj korelaciji sa aktivno$¢u prema P. aeruginosa
(variable TIP-TIP 225). Uvodenje -CH3 grupe u p- poziciji piridinskog prstena moze

povecati aktivnost.

QSAR model antibakterijske aktivnosti h-TUK na kvasac C. albicans
Napravljen je i QSAR model antifungalne aktivnosti h-TUK na gljivici C.
albicans. Dve neaktivne supstance su uklju¢ene u trening set (dhTUKqpye |

dhTUK (4pya)) uzimajuéi proizvoljno izabrane vrednosti WIZ od 5 mm. Dva FFD ciklusa
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su izvrSena za selekciju promenljivih, a statistika dobijenog PCA modela je prikazana u
Tabeli 4.30. Statisticki parametri PLS modela nakon primene tri CV procedure za

odredivanje prediktivnosti modela prikazani su u Tabeli 4.31.

Tabela 4. 30 Statisticki parametri PCA modela dobijenog nakon dva FFD ciklusa (od

600, u modelu je zadrzano 316 promenljivih)

PC SSX SSXace VarX VarXa
1 44,93 44,93 41,78 41,78
2 12,94 57,87 10,98 52,76
3 9,04 66,92 7,75 60,51
4 6,87 73,78 6,06 66,57
5 4,51 78,30 3,72 70,30

Tabela 4. 31 Statisticki parametri PLS modela sa tri LV nakon primene tri razli¢ite CV
procedure. Podesavanja: FFD-LV = 3, 20 % vestackih promenljivih, 20 nasumi¢nih

ciklusa, 4 nasumicne grupe, 2 ciklusa FFD.

Model SSXace SDEC SDEP race O acc
2LV (LOO) 54,51 3,09 4,51 0,81 0,59
2LV (LTO) 54,27 3,19 4,78 0,79 0,54

2LV (RG) 54,28 3,15 4,82 0,80 0,53

Plot PLS skorova antifungalnog dejstva h-TUK jedinjenja prikazan je na Slici
4.41. Najintezivnija 1 promenljive sa najviSe informacija obeleZene su brojema na Slici
4.41, a strukturalni fragmenti povezani sa odgovaraju¢im hemijskim probama prikazani
su na Slikama 4.42 i 4.43.

Sterna mesta u p- poziciji piridinskog prstena su vazna za aktivnost, Sto je
sugerisano kroz promenljive TIP-TIP 228 i O-TIP 514. Uvodenjem -CH3 grupe u ovu
poziciji moze povecati aktivnost jedinjenja prema C. albicans. HBA atom azota u p-
poloZaju piridinskog prstena u odnosu na bo¢ni lanala TCH-a, povezana je sa mnogim

promenljivim u negativnoj korelaciji sa aktivnos$¢u (Slike 4.42 i 4.43).
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Slika 4. 41 Grafik PLS koeficijenata (model sa 2 LV) za kvasac C. albicans

P Var 514 (O-TIP)

Slika 4. 42 Promenljive sa najve¢im uticajem na antifungalnu aktivnost jedinjenja,

predstavljene na dhTUK2pyc) kao najaktivnijem (crvene linije)

Slika 4. 43 Promenljive sa najve¢im uticajem na antifungalnu aktivnost jedinjenja,

predstavljene na mhTUK pyc) sa smanjenom aktivnoscéu (plave linije)
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5. ZAKLJUCAK

U cilju prouCavanja strukturnih i solvatohromnih svojstava, kao 1 uticaja
strukture na biolosku aktivnost sintetisano je Cetrdeset Sest mono- i di- hidrazona
dihidrazida (tio)ugljene kiseline. Na osnovu FT-IR i NMR spektralnih podataka
zakljuCeno je da sva jedinjenja postoje u (tion)keto obliku u ¢vrstom stanju kao i u
DMSO rastvoru. Detaljnijim ispitivanjem jedinjenja iz serije mh-UK zakljuceno je da
svi zauzimaju E konformaciju molekula u DMSO-u, osim jedinjenja mhUKpyn, kod
koga je prisutno fenilno jezgro na azometinskom ugljeniku i koji se u rastvoru
pojavljuje kao Z-konformer.

Rezultati RSA analize ispitivanih jedinjenja koja u svojoj strukturi imaju 4-
piridinil supstituent na azometinskom ugljeniku (MhUKpye) | MhUK(4pya)), U OKviru
serije mh-UK, pokazali su da ova jedinjenja kristaliSu u E obliku. Odsustvo metil
supstituenta na azometinskom ugljeniku u jedinjenju mhUKapyc) U 0dnosu na jedinjenje
MhUK 4pya) ne uti¢e znacajno na strukturne parametre.

Optimizacijom geometrije u vakumu i DMSO-u za mh-UK, dobijeno je da
najstabilnija geometrija odgovara E obliku za vecinu jedinjenja sa izuzetkom,
MhUK 2pye), MhUK@En | MhUKgpyay koji zauzimaju Z konformacije. Geometrija
jedinjenaj mMhUKpye) I MhUK(opya kod kojih je prisutan 2-piridinil prsten na
azometinskom atomu ugljenika po proratunima ukazuje na vecu stabilnost Z-oblika.
Ovi rezultati ukazuju da vecoj stabilnosti Z oblika doprinosi intramolekulska vodoni¢na
veza i sterni uticaj metil grupe kod jedinjenja mhUKp i mhUKopya). Uporedivanjem
izraCunatih NMR hemijskih pomeranja dobijenih iz optimizovanih geometrija h-TUK
na bazi hinolina zakljuéeno je da su oni u skladu sa eksperimentalno dobijenim
podacima. Nakon analize torzionih uglova u pogledu imino veze i rotacije oko
jednostrukih veza, kao i odgovaraju¢ih duzina veza zakljuceno je da su duZine veza u
molekulima u skladu sa kristalografskim podacima, odnosno da male promene torzionih
uglova ukazuju na planarnost strukture.

Analizom UV-Vis apsorpcionih spektara mh-UK doslo se do zakljucka da
apsorpcioni maksimumi zavise i1 od supstituenta i efekta rastvaraca. Uvodenje
supstituenta sa vecom elektron-donorskom sposobnoSéu izaziva veéi batohromni

pomeraj Sto je direktna posledica izrazenijih ICT interakcija. Hipsohromna pomeranja
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UV maksimuma mh-UK sa metil supstituentom na azometinskom ugljeniku (mhUK(g),
MhUK 2pya) - MhUKpya) ukazuju na znacaj elektron-donorske sposobnosti i sternih
smetnji na promenu energija pobudenog stanja kod ovih jedinjenja. Prisustvo metil
grupe uzrokuje odgovaraju¢a prilagodavanja konformacije, koja uzrokuju mala
odstupanje molekula od planarnosti i na taj nafin sprecavaju veci stepen stabilizacije
orbitala u toku elektronskih prelaza.

Korelacija UV-Vis apsorpcionih frekvenci Kamlet-Taft-ovom i Catalan-ovom
skalom polarnosti ogledaju se u velikim varijacijama doprinosa nespecifi¢nih i
specifi¢nih efekata rastvara¢a na UV-Vis spektralne promene, s’ tim $to je Catalan-ov
model u svim sluc¢ajevima pokazao procentualno veé¢i udeo polarizabilnosti, dok su
uticaj dipolarnosti, kiselost 1 baznosti rastvaraca bile nize vaznosti. Pomeranje UV
maksimuma apsorpcije u batohromnom smeru sa porastom dipolarnosti/polarizabilnosti
i HBA rastvara¢a ukazuje na to da je pobudeno stanje vise stabilizovano u odnosu na
osnovno stanje. Specifi¢ne interakcije kroz HBD efekat uglavnom se pripisuju N-H
vodoniku ili karbonilnom kiseoniku, dok je uticaj susptituenata blago izrazen.

LFER analiza podataka dobijenih iz UV-Vis, *H i *C NMR spektara mh-UK
dala je odlicne rezultate ukazuju¢i da uticaj supstituenata na spektralna pomeranja
potice od elektronskih efekata. Prenos rezonantnog efekta preko proSirenog -
konjugovanog sistema u jedinjenjima sa supstituentima koji se ponasaju kao elektron-
akceptori podrZzava pomeranje elektronske gustine ka azometinskoj grupi. Ukupan
rezultat navedenih procesa se ogleda u povecanju elektronske gustine na karbonilnom
atomu ugljenika. Supstituenti sa suprotnim efektom imaju visok stepen lokalizovane -
polarizacije na karbonilnom atomu ugljenika usled z -polarizacije.

Proracunom energetskih HOMO-LUMO razlika (Egap) doprinelo je razumevanju
mehanizama ekcitacije elektrona. Najveca vrednost je dobijena za mhUKpyc) 8,606 V.
Najmanje vrednosti Egap su dobijene u slucaju jedinjenja koja u svojoj strukturi sadrze
hinolinski prsten (7,610-7,961 eV) §to je u skladu sa njithovim najve¢im batohromnim
pomerajem. Elektronska gustina HOMO i LUMO orbitala za sva jedinjenja pokazala je
nizak stepen ICT koji je uglavnom prouzrokovan uticajem elektron-donorskih osobina
piridinil i hinolil prstenova. Najznacajniji ICT javlja kod mhUKapye) | MhUKpya) U E
obliku, tj kod 4-piridinil supstituisanih jedinjenja, pokazujuéi prenos od 0,743 ¢ preko
2378 Ai0,732¢ preko 2,.208 A, respektivno. S druge strane kod supstance koja sadrzi
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2-hinolil supstituent na iminskom atomu ugljenika (MhUK() prisutan je
intramolekulski prenos naelektrisanja od 0,374 e preko 0,401 A sto je ocigledna pojava
lokalnog procesa koji se javlja u z-elektronskom sistemu supstituenta.

Ispitivanjem pK, vrednosti mh-UK i njihovih jonizacionih ravnoteza utvrdeno je
da je elekron-aceptorski efekat piridinskog atoma azota veoma vazan za prvi proces
jonizacije, $to potvrduje prenos elektronskog efekta kroz ceo molekul. Prisustvo metil
grupe na azometinskom ugljeniku povecava vrednost pK, Sto se moze objasniti
elektron-donorskim efektom metil grupe, kao i blagim naruSavanjem planarne
geometrije koja smanjuje mogucénost za stabilizaciju sistema putem konjugacije.
Primenom LFER proracuna na dobijene vrednosti primecena je proporcionalnost
izmedu pK, U odnosu na opn” $to §to ukazuje da povecanje elektronski-akceptorske
snage supstituenta na azometinskom ugljeniku uzrokuje nizu kiselost obe protovane
grupe.

Ispitivanjem mogucnosti izomerizacije mh-UK zaklju¢eno je da ovaj proces
zavisi najvise od rastvaraca i polozaja "aza” atoma azota u heteroaromatiénom jezgru,
dok maniji uticaj ima i prisustvo metil grupe na azometinskom atomu ugljenika. Izvestan
uticaj na proces izomerizacije potiCe i od moguénosit gradenja inter- i intra-
molekulskih veza. U cilju procene uticaja intramolekulske vodoni¢ne veze na
stabilizaciju Z oblika za mMhUKpy) | MhUKpya) | E oblika kod mhUKay nakon
reoptimizacije geometrija ovih izomera u DCM i MeOH dokazano je da
intramolekularna vodoni¢na veza doprinosi stabilizaciji Z izomera u slu¢aju mhUKpyc)
I MhUK(2pya). Niske energetske razlike izmedu izomera ukazuju da intramolekulska
vodoni¢na veza formirana u Z obliku doprinosi stabilizaciji takve strukture. Rastojanja
izmedu atoma azota i vodonika ukljucenih u stvaranju vodoni¢ne veze kod Z izomera
MhUK 2pyc) | MhUKpya) U DCM su 1,908 A i 1,849 A, respektivno, dok u MeOH
iznose 1,906 i 1,846 A. Kraée duzine vodoni¢nih veza dobijene su za E oblik jedinjenja
MhUKsay, 1,772 A (DCM) i 1.764 A (MeOH). Vece vrednosti elektronskih gustina E
izomera jedinjenja mMhUKay dodatno potvrduju prisustvo ja¢eg vodoni¢nog vezivanja u
ovom jedinjenju, nego u Z izomerima jedinjenja mhUKgpye) | MhUKpya), Sto je u
skladu sa podacima dobijenim fotoizomerizacijom kod kojih je pokazano da je za

reversnu izomerizaciju mhUKgsay u MeOH potrebno svega nekoliko minuta nakon
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stajanja rastvora ovog jedinjenja u mraku. Pokazano je da rezultati fotoizomrizacije u
sva tri navedena slucajua prate kinetiku prvog reda.

Rezultati studije antikancerske aktivnosti hinolinskih derivata pokazali su
superiornu pro-apoptotsku aktivnost h-TUK u odnosu na h-UK na modelu humane
leukemije THP-1. Posebno zanimljiva osobina grupe h-TUK jedinjenja jeste sposobnost
da, u zavisnosti od primenjene koncentracije, tretirane celije zaustavljaju u razli¢itim
fazama celijske deobe, $to nedvosmisleno ukazuje da h-TUK jedinjenja ciljaju najmanje
dva razli¢ita biohemijska procesa u tretiranim ¢elijama. Apoptoza indukovana h-TUK
nije isklj¢ivo zavisna od aktivacije kaspaza, pri ¢emu je aktiviranje kaspaze-8 dokazano
kao dominantan dogadaj. Ovakav nalaz govori da h-TUK iniciraju celijsku smrt
aktivacijom spoljaSnjeg apoptoznog puta. Medu svim testiranim jedinjenjima, samo su
dva dh-TUK izazvala apoptozu na 2D CSC modelu AsPC-1 ¢elija, dok su tretmani
njihovim strukturnim analozima dh-UK dovela do nekroti¢ne smrti. Ispitivanje na 3D
CSC modelu je pokazalo da je jedinjenje dhTUK@gorz2qc), inace i jedino koje je dovelo
do znacajnog procenta apoptoze u 2D CSC uzorcima, postiglo kontinuiranu inhibiciju
rasta tretiranih tumora 1 statisticki znacajno smanjenje njihovog volumena u odnosu na
isti sa pocetka eksperimenta. Dodatno, ovo jedinjenje je znacCajno smanjilo procenat
CDA44 pozitivnih CSC ¢elija tokom trodnevne inkubacije, 1 time ispoljilo sposobnost da
pored apoptozne smrti moze da izazove i diferencijaciju CSC. Stoga, akuelni rezultati
snazno podsti¢u dodatna ispitivanja mh- i dh-TUK, pri ¢emu je otkrivanje mehanizma
odgovornog za aktivaciju kaspaze-8 jedan od primarnih ciljeva.

Negativna entalpija 1 negativna entropija pri ispitivanju termodinamickih
parametara vezivanja dhTUKgqc) jedinjenja za HSA ukazuju da su Van der Waals-ove
sile ili fomiranje vodoni¢nih veza dominantni u HSA-dhTUKgc interakciji, odnosno
proces je entalpijski pokrenut, a vodoni¢ne veze izmedu HSA i dhTUKgqe SuU
najvaznije intermolekulske sile. Na osnovu molekulskog dokinga doslo se do zakljucka
da je vezivanje dhTUKgq U podomen IHA HSA potvrdilo dominantni doprinos
vodoni¢ne veze u sveukupnoj energiji vezivanja.

Rezultati antioksidativne aktivnosti h-(T)UK ukazuju na drugacije mehanizme
delovanja h-UK u odnosu na h-TUK. Na aktivnost h-UK uti¢e zbirni kumulativni efekat
supstituenata na azometinskom ugljeniku kao i uticaj slobodne NH-NH; grupe. U

slu¢aju mh- and dh -UK pokazalo su da su mono derivati do 80 puta aktivniji u odnosu

188



na dh-UK. Kod h-TUK ovakva doslednost u aktivnosti nije primecena, ve¢ su ICsg
vrednosti dh-TUK veée ili u bliskom rangu sa mh-TUK. U obe grupe jedinjenja,
hidrazoni koji u svom sastavu imaju hidroksilnu grupu u o- polozaju heteroaromati¢nog
jezgra u odnosu na bo¢ni lanac, pokazuju bolju antioksidativnu aktivnost u poredenju sa
ostalim jedinjenjima. Najaktivnija jedinjenja medu mh- i dh- UK predstavljaju
MhUK 2pyb) 1 dNUK2pypy koja na azometinskom ugljeniku sadrze 2-piridinil prsten i
fenil grupu ¢ime je potvrdeno da proSirena z- elektron delokalizaciji igra krucijalnu
ulogu u rezonantnoj stabilnosti kreiranog radikala. Uticaj rezonancione stabilizacije
nastalog radikala kod h-TUK prevashodno je odreden prisustvom atoma sumpora. h-
TUK koji u svom sastavu sadrze 8-hinolil i 2-hinolil supstituente na imino ugljeniku
pokazuju vrlo sli¢nu vrednost aktivnosti kao Vitamin C.

Uporedivanjem rezultata antimikrobne aktivnosti zaklju¢eno je da su h-TUK
znacajno aktivniji u odnosu na h-UK. 3D-QSAR zasnovan na GRIND metodologiji
pokazao se kao veoma koristan u pronalazenju farmakoloskih tacaka neophodnim za
antibakterijsko dejstvo h-TUK. Na osnovu dobijenih modela na Gram-pozitivhim i
Gram negativnim bakterijama i gljivici ukazano je na strukturne fragmente odgovorne
za njihovu antimikrobno dejstvo. QSAR model baziran na rezultatima antimikrobne
aktivnosti na bakteriji S. aureus prepoznaje zna¢aj HBA grupe u poloZaju izmedu
iminskog azota 1 azota piridinskog prstena. Takode, hidrofobni ostaci na malim ¢vor-
¢vor rastojanjima pozitivno doprinose ukupnoj aktivnosti. Dobijeni rezultati ukazuju da
bi zamena -CH3; sa -CF; grupom povecala hidrofobnost, kao i HBA sposobnost
molekula u povoljnom regionu opisanom sa varijablama 11, 137, 332 i 585. S druge
strane, nepovoljne interakcije O probe sa hidroksilnom grupom kao HBD-om predlazu
zamena -OH sa -OCHg3 grupom u cilju povecanja aktivnosti. Zamena tionske sa keto
grupom moze povecati aktivnost na P. aeruginosi. S druge strane, dva sterna zarista na
velikim ¢vor-¢vor udaljenostima su u pozitivnoj korelaciji sa aktivnoS¢u prema P.
aeruginosa (variable TIP-TIP 225). Uvodenje -CH3 grupe u p- poziciji piridinskog
prstena moze povecati aktivnost, kao i zamena azota u 4-piridinil supstituentu sa -CH
fragmentom. Na osnovu QSAR modela antifungalne aktivnosti h-TUK na C. Albicans
dobijeni rezultati ukazuju da bi uvodenje -CHs; grupe u p- poziciji piridinskog prstena

mogla povecati aktivnost jedinjenja prema C. albicans.
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7. PRILOG
Prilog 7. A Tabele i slike

Tabela P7.A 1 Numeracija atoma mh-UK
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Tabela P7.A 2 Geometrijski podaci za Z oblik izomera mh-UK dobijen MP2/6-
311G(d,p) metodom

Jedinjenje mhUK mhUK mhUK mhUK mhUK mhUK mhUK
/parametar (ba) (sal) (2pyc) (af) (2pva) (3pya) (4pya)
Duzina veza (A°)

H-C7(C9%) 1,085 1,088 1,086

H-N3(N2**) 1,017 1,014 1,023 1,016 1,023 1,013 1,013
H-N4(N3**) 1,011 1,007 1,007 1,011 1,007 1,007 1,008
C2-C7(C9%) 1,477 1,484 1,472 1,487 1,489

C3-C7 1,493

C4-Cc7 1,494
C7-C8 1,500 1,507 1,499 1,498
C7(9%)-N2(N1**) 1,297 1279 1,283 1,299 1,287 1,277 1,277
N2(N1**)-N3(N2**) 1,372 1,351 1,345 1,375 1,347 1,359 1,360
N3(N2**)-C(=0) 1,399 1388 1,385 1,394 1,381 1,381 1,382
N4(N3**)-C(=0) 1,397 1370 1371 1400 1,374 1375 1,374
C=0 1,220 1,214 1,215 1,221 1,216 1,215 1,214
Ugao(9)

C2(C3,C4,C7)- C7(C9%)- 128,6 1272 1299 1248 127,1 1242 1241
N2(N1**)

C7(C9%*)-N2(N1**)- 117,10 1183 1194 1169 1211 1184 1185
N3(N2**)

N2(N1**)-N3(N2**)-C(=0) 117,1 1193 1190 1175 1188 1195 119,3
C(=0)-N4(N3**)- N5(N4**) 1167 120,6 120,7 1235 1204 1201 120,1

Torzioni ugao (6)

a -0,2 1,9 -0,3 0,6 -0,2 -1,8 0,9
p 165,7 1759 1785 1653 1795 1750 1754
X 7,8 4,6 -1,2 6,8 -0,5 -1,1 2,4
0 10,3 8,3 8,1 10,4 9,5 8,5 8,6

*za thK(af) i thK(Zpya)y ** za thK(ba) i thK(saI)
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Tabela P7.A 3 Kamlet-Taft-ovi parametri rastvaraca

Rastvarac® T* B a

1| Etanol (EtOH) 0,54 0,75 0,86
2 | Metanol (MeOH) 0,6 0,66 0,98
3 | 1-Propanol (1-PrOH) 0,52 0,90 0,84
4 | 1-Butanol (1-BuOH) 0,47 0,88 0,79
5| izo-Butanol ( i-BuOH) 0,4 0,84 0,79
6 | 1-Pentanol (1-PeOH) 0,4 0,86 0,84
7 | izo-Pentanol (i-PeOH) 0,4 0,86 0,84
8 | 2-Metoksietanol (2ME) 0,71 0 0
9 | 2-Hloroetanol (2CE) 0,46 0,53 1,28
10 | Voda 1,09 0,47 1,17
11 | Acetonitril (AcN) 0,75 0,40 0,19
12 | Hioroform (Chl) 0,58 0 0,44
13 | Diketiletar (Et,0) 0,27 0,47 0
14 | Tetrahidrofuran (THF) 0,58 0,55 0
15 | Dioksan 0,55 0,37 0
16 | 2-Pirolidon (2-Py) 0,85 0,77 0,36
17 | Etil Acetat (EtOAC) 0,55 0,45 0
18 | Dihrormetan (DCM) 0,82 0,1 0,13
19 | 1-metil-2-pirolidon (NMP) 0,92 0,77 0
20 | N,N-Dimetilformamid (DMF) 0,88 0,69 0
21 | Dimetil sulfoksid (DMSO) 1 0,76 0
22 | N,N-Dimetilacetamid (DMA) 0,88 0,76 0

®Skraéenice za rastvarade su uzete sa www.chemnetbase
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Tabela P7.A 4 Catalan-ovi parametri rastvarac¢a®

Rastvarac® SP SdP SA SB
1 | Etanol (EtOH) 0,608 0,904 0,605 0,545
2 | Metanol (MeOH) 0,633 0,783 0,4 0,658
3 | 1-Propanol (1-PrOH) 0,658 0,748 0,367 0,782
4 | 1-Butanol (1-BuOH) 0,674 0,655 0,341 0,809
5 | izo-Butanol ( i-BuOH) 0,656 0,706 0,221 0,888
6 | 1-Pentanol (1-PeOH) 0,687 0,587 0,319 0,86
7 | izo-Pentanol (i-PeOH) 0,667 0,665 0,204 0,916
8 | 2-Metoksietanol (2ME) 0,7704 0,9736 0,56 0,38
9 | 2-Hloroetanol (2CE) 0,6996 0,8952 0,36 0,56
10 | Voda 0,681 0,997 1,062 0,025
11 | Acetonitril (AcN) 0,645 0,974 0,044 0,286
12 | Hloroform (Chl) 0,783 0,614 0,047 0,071
13 | Dietiletar (Et,0) 0,617 0,385 0 0,562
14 | Tetrahidrofuran (THF) 0,714 0,634 0 0,591
15 | Dioksan 0,737 0,312 0 0,444
16 | Etil Acetat (EtOAC) 0,83 1 0,072 0,647
17 | Dihrormetan (DCM) 0,814 1,006 0,549 0,414
18 | 1-metil-2-pirolidon (NMP) 0,656 0,603 0 0,542
19 | N,N-Dimetilformamid (DMF) 0,761 0,769 0,04 0,178
20 | Dimetil sulfoksid (DMSO) 0,812 0,959 0,024 0,613
21 | N,N-Dimetilacetamid (DMA) 0,759 0,977 0,031 0,613

#Catalan-ov parametar za 2-pirolidon nije poznat
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Tabela P7.A 5 Hammett-ovi parametri supstituenata

R R, op OpH+
MhUK pa) Fenil H -0,01
MhUK (sa) 2-Hidroksifenil H -0,09 -0,09
MhUK 2pyc) 2-Piridinil H 0,73 0,88
MhUK 3pyc) 3- Piridinil H 0,55 1,82
MhUK 4pyc) 4- Piridinil H 0,80 2,42
MhUK @) Fenil Me 0,036
MhUK pya) 2- Piridinil Me 0,776 0,926
MhUK pya) 3- Piridinil Me 0,596 1,866
MhUK (4pya) 4- Piridinil Me 0,846 2,466
MhUK gqc) 8-Hinolil H 0,07
MhUK (2q¢) 2-Hinolil H 13
MhUK goH2q0) 8-Hidroksi-2-Hinolil H 0,57
mhUK i) 2-Tienil H 0,71
MhUK 4onph) 4-Metoksifenil H -0,27
MhUK zcoorph) 4-Karboksifenil H 0,45
MhUK zomph) 4-Hidroksifenil H -0,37

Ti-tienilaldehid; Ph-fenil
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mhUK

(2pyc)

(2pya)

Slika P7.A 10 ICT procesi u supstancama mh-UK (Z oblik); Sa leve strane prikazana je
razlika u gustini ekcitovanog i pobudenog stanja (crveno-gustina raste i plavo — gustina
opada); Sa desne strane prikazane su pozicije bari centara za gubitak naelektrisanja

(plavi krug) 1 porast naelektrisanja (ljubicasti krug) pri prelazima.
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Tabela P7.A 6 Numeracija atoma h-(T)UK na bazi hinolina

X=0 X=0
mhU K(gqc) thK(gqc)
X=S X=S
mhTUK gqe) dhTUK ey
X=0 X=0
MhUK 24¢) dhUK zqq)
X=S X=S
mhTUK 2q0 dhTUK ¢2qcy
X=0 X=0

MhUK goH2qc) i
X=S th)}:(SgHch)
mhTU K(gonqc) dhTUK
(80H2qc)
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Tabela P7.A 7 Eksperimentalni i teorijski *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) podaci h-UK na bazi hinolina

mhU K(qu) dhU K(8qc) mhU K(ch) dhuU K(gqc) thK(BOquC) thK(BOHch)

5 Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr.
2 8,94 9,23 8,99 9,27
3 7,57 7,76 7,61 7,79 8,34-8,46 8,44 8,38-8,60 8,54 8,30-8,50 8,47 8,17-8,39 8,56
4 8,39 8,63 8,43 8,65 8,27 8,56 8,38-8,60 8,62 8,24 8,53 8,17-8,39 8,59
5 7,98 8,27 8,04 8,31 7,93-7,99 8,25 8,02 8,29 7,36 7,62 7,41 7,65
6 7,63 7,98 7,72 8,03 7,58 7,91 7,63 7,95 7,41 7,82 7,45 7,88
7 8,58 8,89 8,60 8,98 7,74 8,08 7,79 8,12 7,08 7,35 7,12 7,39
8 7,93-7,99 8,35 8,02 8,39 *9,71 7,80 *9,80 7,83
9 9,14 9,25 9,50 9,40 8,03 7,92 8,31 8,08 8,09 7,93 8,48 8,09
11 9,50 9,40 8,31 8,08 8,48 8,09
12
13 8,60 8,98 8,38-8,60 8,54 8,17-8,39 8,56
14 7,72 8,03 8,38-8,60 8,62 8,17-8,39 8,59
15 8,04 8,31 8,02 8,29 7,41 7,65
16 8,43 8,65 7,63 7,95 7,45 7,88
17 7,61 7,79 7,79 8,12 7,12 7,39
18 8,99 9,27 8,02 8,39 *9,80 7,83
N3 10,65 7,38 11,09 7,67 10,84 7,47 11,31 7,73 10,88 7,50 11,34 7,75
N4 8,16 5,02 11,09 7,67 8,34-8,46 5,13 11,31 7,73 8,30-8,50 5,13 11,34 7,75
N5 4,12 3,23 8,99 4,15 3,20 4,14 3,21

2,82 2,80 2,89
* OH
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Tabela P7.A 8 Eksperimentalni i teorijski *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) podaci h-TUK na bazi hinolina

MhTUK o) dhTUK (gqo) MATUK (aqe) dhTUK 0 MhTUK (gorzq0) dhTUK (sorizqe
s Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr.
2 8,96 9,27 9,00 9,36
3 7,59 7,80 7,62 7,84 8,52 8,38 8,90 8,66 8,82 8,40 8,05- 8,68
8,41
4 8,41 8,66 8,35- 8,70 8,34 8,61 8,46- 8,67 8,27 8,57 8,05- 8,64
8,64 8,63 8,41
5 8,03 8,37 8,09 7,43 7,97 8,27 8,06 8,29 7,37 7,64 7,43 7,66
6 7,65 7,99 7,75 8,06 7,59 7,96 7,67 8,00 7,42 7,87 7,43 7,92
7 8,73 8,85 8,88 9,14 7,75 8,12 7,82 8,19 7,09 7,39 7,14 7,45
8 7,97 8,40 8,06 8,46 *9,80 7,79 *9,89 7,83
9 9,30 9,35 9,91 9,86 8,18 7,95 8,40 8,48 8,23 7,96 8,89 8,48
11 9,48 9,48 8,20 8,05 8,53 8,06
12
13 8,35- 9,04 8,46- 8,53 8,05- 8,68
8,64 8,63 8,41
14 7,75 8,11 8,46- 8,68 8,05- 8,64
8,63 8,41
15 8,09 8,41 8,06 8,29 7,43 7,66
16 8,35- 8,66 7,67 7,98 7,43 7,90
8,64
17 7,62 7,82 7,82 8,15 7,14 7,41
18 9,00 9,30 8,06 8,46 *9,89 7,81
N3 11,67 8,26 12,18 10,37 11,78 8,31 12,51 10,33 11,84 8,31 12,52 10,31
N4 9,95 7,91 12,10 8,38 10,18 7,95 12,16 8,48 10,17 7,92 12,18 8,49
N5 4,91 3,22 4,97 3,22 4,96 3,22
*OH
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Tabela P7.A 9 Eksperimentalni i teorijski **C NMR (125 MHz, DMSO-dg) podaci h-UK na bazi hinolina

mhuU K(ch) dhU K(8qc) mhU K(ch) dhuU K(gqc) mhU K(SOHZQC) dhU K(gOquc)

S Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr.

2 150,08 150,03 150,16 150,39 154,34 153,38 151,67 152,88 152,25 151,13 151,92 150,23
3 121,67 120,21 121,77 119,98 118,03 115,51 117,78 115,81 118,35 116,76 118,12 117,00
4 136,55 137,01 136,62 137,81 136,19 137,31 136,47 137,41 136,06 137,37 136,40 137,49
4a 127,94 125,93 128,02 125,,36 127,66 125,50 127,99 125,83 128,52 126,32 128,75 126,60
5 128,90 129,02 129,28 129,69 127,72 127,43 128,84 127,36 117,74 114,86 117,90 114,86
6 126,45 125,33 126,49 125,26 126,84 126,29 127,79 126,64 127,73 128,56 128,13 128,95
7 125,61 124,17 125,72 124,65 129,82 129,13 127,11 129,20 111,59 106,68 112,13 106,80
8 131,59 130,68 131,65 130,19 128,69 129,02 130,00 129,20 153,24 152,48 153,37 152,56
8a 145,01 143,34 145,19 143,61 147,26 145,87 147,35 145,84 137,93 134,42 138,13 134,34
9 136,89 135,46 139,89 136,96 140,64 139,93 144,06 142,52 140,50 138,54 144,02 141,31
10 157,21 153,32 152,28 146,03 156,76 152,74 153,99 145,51 156,83 152,52 162,45 145,41
11 139,89 136,96 144,06 142,52 144,02 141,31
12 131,65 130,19 151,67 152,88 151,92 150,23
12a 145,19 143,61

13 125,72 124,65 117,78 115,81 118,12 117,00
14 126,49 125,26 136,47 137,41 136,40 137,49
14a 127,99 125,83 128,75 126,60
15 128,28 129,69 128,84 127,36 117,90 114,86
15a 128,02 127,66

16 136,62 137,81 127,79 126,64 128,13 128,95
17 121,77 119,98 127,11 129,20 112,13 106,80
18 150,16 150,39 130,00 129,20 153,37 152,56
18a 147,35 145,84 138,13 134,34
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Tabela P7.A 10 Eksperimentalni i teorijski **C NMR (125 MHz, DMSO-ds) podaci h-TUK na bazi hinolina

MhTUK gq0) dhTUK (gqo) MATUK (aqe) dhTUK 0 MhTUK (gorzq0) dhTUK (sorizqe
S Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr. Eksp. Izr.
2 150,29 150,67 150,34 150,999 153,68 151,86 153,96 152,12 151,95 149,01 151,60 149,48
3 121,75 120,65 121,85 120,87 118,00 115,55 118,72 116,21 118,65 116,73 118,62 117,40
4 136,59 137,69 136,65 137,64 135,89 137,77 136,98 137,61 136,03 137,77 136,48 137,67
4a 127,94 125,87 128,01 125,91 127,46 126,00 128,23 126,03 128,71 126,91 128,90 126,92
5 129,59 131,14 129,99 131,07 127,57 127,45 128,37 127,33 117,71 114,87 117,87 114,75
6 126,40 125,19 126,48 125,21 126,75 127,23 127,75 127,27 127,97 129,71 128,38 129,63
7 126,33 125,44 126,67 125,96 129,57 129,45 130,47 129,73 112,00 107,03 112,24 107,33
8 131,21 128,45 131,46 129,06 128,40 129,37 129,21 129,42 153,36 152,71 153,44 152,73
8a 145,30 143,83 140,36 144,00 146,97 145,88 147,70 145,96 138,10 149,01 138,20 134,62
9 138,97 139,68 145,40 144,54 141,98 143,57 149,59 149,27 142,16 142,25 149,17 148,00
10 175,96 182,06 175,21 176,64 175,37 182,93 175,97 177,68 175,72 182,83 175,61 177,76
11 140,48 140,21 144,46 144,71 143,85 143,58
12 130,97 127,99 152,03 151,21 151,60 148,40
12a 140,30 144,16
13 125,98 125,97 118,41 115,83 118,62 117,00
14 126,48 125,18 136,98 138,02 136,48 138,05
14a 128,23 125,99 128,90 126,99
15 129,99 131,91 128,37 127,59 117,87 115,10
15a 128,01 125,58
16 136,65 138,00 127,75 126,97 128,38 129,43
17 121,85 120,27 130,47 129,70 112,24 107,24
18 150,34 150,94 129,21 129,45 153,44 152,68
18a 147,70 145,93 138,20 134,75
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MMoTrnuc noKkTOopanga

V¥ beorpany, 22.05.2017. ronune




IIpuor 3.

N3jaBa o kopumhemy

Opnanthyjem YHuBep3utercky oubauorexy ,,CBeto3ap MapkoBuh® na y JururaaHu
perno3uToprjyM YHuUBep3uTeTa y beorpagy yHece MoOjy JOKTOPCKY TUCEPTAIH]y IO
HaCJIOBOM:

»N-XeTepoapoMaTHYHM _XWIPA30HM M JAMXWAPA30HH JUXWIAPA3ZWIa VI/beHe H

THOVIJb€HE KHCEJIMHE: KApAKTepH3alHja, KBAHTHOMEXAHHMYKA CTVAHja H

OHOJIOIIKA AKTUBHOCT”

KOja je MOje ayTOpCKO JeIIO.

Jucepramujy ca CBUM MPUIIO3UMA TPEaao/aa caM y eIeKTPOHCKOM (opMaTy OTroTHOM
3a TPAjHO apXUBHUPAHE.

Mojy IOKTOpCKY AUCEepTaIHjy NOXpamkeHy y JurutTaiHu perno3uTopujym Y HUBep3uTeTa
y beorpaay Mory aa KopucTe CBH KOjH TOIITYjy oJipende cajpkaHe y ogadbpaHoM THITY
munenne Kpeatusnae 3ajeqauie (Creative Commons) 3a KOjy cam ce oJTy4uo/Ja.

1. AyropctBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIH]aTHO

3. AyTopcTBO — HEKOMEpLIMjaIHO — O€3 mpepajie

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIIUJAITHO — JICJUTH T1OJ] UCTUM yCIIOBUMA

5. AytopcTBo — 0€3 mpepaje

6. AyTOpPCTBO — JICJIMTHU TI0J] HICTUM YCIIOBHMa

(Monmumo 51a 3a0KpYXHTE CaMO jeIHY OJ IIeCT MOHyheHHX IHUICHIIM, KpaTaK OIHC

JIMIICHI JIaT je Ha MoJiehuHu JucTa).
IHoTnuc noxkTOpanga

V¥ beorpany, 22.05.2016. ronune




1. AyropcTBo - Jl03BOJbaBaTE YMHOXKABAKE, JUCTPUOYIN]Y U JABHO CAOIIITABAKE JIENa,
U Tpepajie, ako ce HaBeJe HMMEe ayTopa Ha Ha4yMH ojpeheH oj cTpaHe ayTopa WU
JlaBaolia JUIICHIIe, Yak M y KomeprujanHe cBpxe. OBo je Hajcimo0oaHHja Ol CBHX
JIMIICHITH.

2. AytopcTBO — HeKoMepIrjanHo. J[03BoJbaBaTe yMHOXKABAHE, TUCTPUOYIIH]Y U jJaBHO
caollITaBamke JeNa, U Mpepaje, ako ce HaBele MME ayropa Ha HauuH ojpeheH on
CTpaHe ayTopa WM AaBaoua JuieHne. OBa JUIEHIIA HE J03BOJbaBa KOMEPIMjaIHY
yrotpeOy nena.

3. AyropcTtBo - HekoMepnujasiHO — 0e3 mpepane. Jlo3BojbaBaTe yMHOXKaBambe,
TUCTpUOYLIMjy W jaBHO CaoMIlTaBame Jena, 0e3 MpoMeHa, MPeoOIUKOBama WU
yrnotpebe ena y CBOM Jelly, ako ce HaBee MMe ayTopa Ha HauuH oapelheH oa cTpaHe
ayTopa win fgaBaona jmneHie. OBa JUIEHIIa HE J03BOJbaBa KOMEPIHjalHy yIoTpeOy
nena. Y oJHOCY Ha CBE OCTaJie JIMIEHIIe, OBOM JIMIIEHIIOM Ce OrpaHruaBa HajBehu oOum
npaBa kopuihema zena.

4. AyTOpCcTBO - HEKOMEpLHjaIHO — JAEIUTH IMOJA HCTUM YycloBuUMa. Jlo3BosbaBare
YMHOXaBawe, TUCTPUOYLIH]Y U jJaBHO CAOMNILITaBame Jiena, U Mpepaje, ako ce HaBele
uMe ayTopa Ha HauMH ojapeheH ox cTpaHe ayTropa WM JaBaola JIMICHIE M aKo ce
npepaga AUCTpUOYUpa IMOJ HCTOM WM CIMYHOM JwuneHioM. OBa JHIEHIa He
JI03BOJbaBA KOMEpLMjaIHY YyHOTpeOy Jena u mpepasja.

5. AytopctBo — 06e3 mpepazne. Jlo3BosraBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYIIU]Y U jaBHO
caorIiTaBame Jiena, 6e3 mpomMeHa, NpeodIMKoBama WM yIoTpede Jena y CBOM ey,
aKo ce HaBe/Ie MMe ayTopa Ha HauuH ojpel)eH 011 CTpaHe ayTopa Wi 1aBaolla JIUIEHIIE.
Oga nuIieHIIa 103B0JbaBa KOMEPLUjaJIHY yIIOTpeOy Jena.

6. AyTopcTBO - J€IMTH TIOJ HCTUM YycjoBuMa. J[o3BoJbaBaTe YMHOXaBame,
TUCTpUOYLIM]y U JaBHO CaoMIlTaBame Jelia, U Ipepaje, ako ce HaBeAe MME ayTopa Ha
HaunH ojnpeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHUICHIIE W akKo ce Ipepanaa
qucTpuOynpa T1MOJA HCTOM WM CIMYHOM JuieHIoM. OBa JHIIEHLA J103BOJbaBa
KOMepLjanHy ynoTpeOy nena u mpepana. CiauuyHa je coTBEpPCKMM JHUIEHIIaMa,

OIHOCHO JIMIICHIIaMa OTBOPEHOI KOJIa.



