UNIVERZITET U BEOGRADU

TEHNOLOSKO-METALURSKI FAKULTET

Dominik R. Brkié

SINTEZA, STRUKTURA | SVOJSTVA
SIFOVIH BAZA IZATINA

doktorska disertacija

Beograd, 2018



UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF TECHNOLOGY AND METALLURGY

Dominik R. Brki¢

SYNTHESIS, STRUCTURE AND
PROPERTIES OF ISATIN SCHIFF BASES

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2018



MENTOR:

CLANOVI KOMISIJE:

DATUM ODBRANE:

dr Sasa Drmani¢, vanredni profesor Univerziteta
u Beogradu, TehnoloSko-metalurski fakultet

dr Aleksandar Marinkovi¢, vanredni profesor

Univerziteta u Beogradu, Tehnolosko-metalurski
fakultet

dr Jasmina Nikoli¢, docent Univerziteta u
Beogradu, TehnoloSko-metalurski fakultet

dr Milos Milci¢, vanredni profesor Univerziteta u
Beogradu, Hemijski fakultet

dr DuSan Antonovi¢, redovni profesor
Univerziteta u Beogradu, Tehnolosko-metalurski
fakultet




ZAHVALNICA

Ova disertacija je uradena na Katedri za organsku hemiju Tehnolosko-metalurskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu, a deo proracuna na Hemijskom fakultetu Univerziteta u

Beogradu.

Profesoru dr Sasi Drmanicu, mentoru, neizmerno se zahvaljujem za sve strucne savete,
razumevanje, znanje, trud, nesebicnu pomo¢ koje mi je pruzio tokom izrade ove disertacije.
Ogromnu zahvalnost dugujem profesoru dr Aleksandru Marinkoviéu, Koji me je pozvao da na
Katedri za organsku hemiju uradim ovu doktorsku disertaciju i uveo u svet hemije izatina.
Takode mu zahvaljujem na dugogodisnjoj saradnji, svim savetima i sugestijama kao i
bezrezervnoj pomoci i podrsci koji su omogucili da se ovaj rad uradi i privede kraju. Posebno
bih se zahvalila dr Jasmini Nikoli¢ na dragocenom znanju i savetima koji su poboljsali ovu
doktorsku disertaciju. Veliko hvala profesoru dr Milosu Milciéu na divnoj saradnji, uradenim
kvantnohemijskim proracunima kao i na korisnim savetima pri tumacenju dobijenih rezultata
koji su doprineli poboljsanju sveukupnog kvaliteta ove doktorske disertacije. dr Dusanu
Antonoviéu se zahvaljujem na nesebicnoj pomoci i strucnim savetima vezanim za
instrumentalne metode, i optimizmu kojim stalno zraci. Takode se zahvaljujem Predragu
Petrovi¢u na uloZzenom trudu za odredivanje antimikrobne aktivnosti ispitivanih derivate
izatina i pomod¢i u otklanjanju nedoumica koje se odnose na bioloski aspekt istraZivanja. dr
lliji Cvijeticu se zahvaljujem na prijatnoj saradnji i velikoj pomoci, cije je neprocenjivo
iskustvo vezano za QSAR analizu omogucilo da se ovo istrazivanje izdigne na visi nivo. dr
Marini Stamenovi¢ se zahvaljujem na velikoj pomoci i nesebicnim strucnim savetima koje mi
je uputila u toku izrade ove disertacije kao i optimizmu i podrsci u toku citavog rada. Bilo je
zadovoljstvo saradivati sa svim prethodno navedenim kolegama i iskreno se radujem nastavku

saradnje.

Neizmerno se zahvaljujem svim kolegama sa katedre za Organsku hemiju i kolegama
sa VSSS Beogradska politehnika na prijateljskoj i profesionalnoj pomoci, podrsci,

razumevanju i u najtezim trenucima izrade ove doktorske disertacije.

Najvecu zahvalnost dugujem svojoj porodici i prijateljima koji su uvek verovali u mene
na bezrezervnoj podrsci, razumevanju i strpljenju, i1 u trenucima kada to nije bilo lako, a

najiskrenije bih se zahvalila Milanu koji je pored mene poneo najveci teret ove disertacije.



Sinteza, struktura i svojstva Sifovih baza izatina

1ZvVOD

U okviru ove disertacije, za proucavanje strukture i svojstava derivata izatina
sintetisano je dvadeset i Sest supstituisanih 1,3-dihidro-3-arilimino-2H-indol-2-ona. Ispitivani
molekuli su sintetisani prema postupcima iz literature i okarakterisani su odredivanjem
temperature topljenja, UV, FTIR, *H i C NMR spektroskopijom i elementalnom analizom.
Apsorpcioni maksimumi proucavanih jedinjenja snimljeni su u 22 rastvaraca razliCite
polarnosti u opsegu talasnih duzina od 300 do 600 nm. Odnos E/Z izomera sintetisanih 1,3-
dihidro-3-(supstituisanih fenilimino)-2H-indol-2-ona je ispitan primenom eksperimentalne i
teorijske metodologije. Teorija funkcionalne gustine zavisna od vremena (TD-DFT, eng. Time
Dependant - Density Functional Theory) proracuni su obezbedili teorijske UV spektre za E i Z
izomere u dimetil sulfoksidu, etanolu i acetonitrilu, na osnovu kojih je odreden poloZzaj vmax E

i Zizomera.

Analizom UV-Vis apsorpcionih spektara ispitan je uticaj razlicitih rastvaraca na polozaj
apsorpcionih maksimuma. Osim toga, ispitivan je uticaj prirode 1 polozaja supstituenata u aril
jezgru u polozaju 3 jezgra indola na apsorpcione spektre. Za kvantitativhu ocenu uticaja
rastvaraCa na apsorpcione maksimume svih jedinjenja, primenjeni su principi linearne
korelacije energija solvatacije (LSER, eng. Linear Solvation Energy Relationship) analize,
koris¢enjem Kamlet-Taft-ovog (Kamlet-Taftovog)modela. Kvantitativna analiza uticaja
supstituenata na apsorpcione maksimume 1,3-dihidro-3-arilimino-2H-indol-2-ona uradena je
pomo¢u modela linearne korelacije slobodnih energija (LFER, eng. Linear Free Energy
Relationships) primenom Hammett-ove (Hametove) jedna¢ine. LFER model u obliku
jednoparametarske jednacine (SSP, eng. Single Substituent Parameter) je takode primenjen za
analizu efekata supstituenata na pK. vrednosti. Prenosenje elektronskih efekata supstiuenata na
N-arilnom jezgru u polozaju 3 indolnog prstena, analizirani su na osnovu *H i *C NMR
hemijskih pomeranja koris¢enjem LFER principa primenom jednoparametarske Hametove
jednacine. Dobijene korelacije zajedno sa teoretskim proracunima pruzaju uvid na uticaj
molekulske konformacije na prenos efekata supstituenta, kao i na interakcije izmedu rastvaraca

I rastvorene supstance.



Teorijski proracuni su interperetirani uz pomo¢, ab initio MP2 i time-dependent density
functional (TD-DFT) kompjuterskih metoda primenom CAM-B3LYP funkcionala i 6-
311G(d,p) bazis seta. Pomocu teorijskih prora¢una odredene su optimizovane geometrije kao i
parametri optimizovanih geometrija, izraunati su teorijski apsorpcioni spektri oba tautomerna
oblika, HOMO/LUMO energije (EHomo/ELumo) 1 Egap vrednosti. MEP analiza je pruzila
vizuelizaciju raspodele elektronske gustine preko optimizovanih geometrija molekula i
dodatno objaSnjenje porekla interakcija izmedu rastvaraca i rastvorene supstance. Gustina
elektronskog naelektrisanja je odredena pomocu kvantne teorija Atoma u molekulu odnosno
Bader-ovom (Baderovom) analizom. Mape razlicite elektronske gustine 1,3-dihidro-3-
arilimino-2H-indol-2-ona su prikazane u vidu razlika izmedu elektronske gustine na prvog
pobudenog stanja i osnovnog stanja u programu gOpenMol. Uticaj supstituenata na
intramolekulski prelaz naelektrisanja (ICT, eng. Intramolecular Charge Transfer) je
interpretiran pomoc¢u TD-DFT metoda. Dodatno, rezultati TD-DFT proracuna su iskori$¢eni
za kvantifikaciju ICT-a na osnovu izraCunatog rastojanja izmedu dva baricentra (Dcr, eng.
Charge-Transfer Distance) i koli¢ine prenetog naelektrisanja (Qct, eng. Amount of Transferred
Charge.).

U nastavku istrazivanja uradeno je ispitivanje antimikrobne aktivnosti sintetisanih
jedinjenja primenom bujon-mikrodilucione metode. Ispitivanje je izvrSeno u cilju utvrdivanja
uticaja poloZaja i vrste supstituenta na fenil supstituisanom jezgru ispitivanih derivata izatina

na bioloSku aktivnost.

Takode je izvrSena detaljna analiza odnosa izmedu strukture 1 bioloSke aktivnosti
primenom 3D-QSAR tehnike molekulskog modelovanja. 3D-QSAR zasnovan na GRIND
(GRid nezavisni deskriptori) metodologiji je koris¢en za ispitivanje uticaja efekata geometrije

molekula i efekata supstituenata na antimikrobnu aktivnost.

Kljucéne reci: 1,3-dihidro-3-arilimino-2H-indol-2-on; E/Z izomeri; Efekat supstituenta;
Uticaj rastvaraca; Kvantnohemijska izraGunavanja; Baderova analiza; Antimikrobna aktivnost;

3D-QSAR.

Naucna oblast: Hemijske nauke

Uza naucna oblast: Organska hemija



Synthesis, structure and properties of isatin schiff bases

ABSTRACT

In this thesis, twenty-six substituted 1,3-dihydro-3-arylimino-2H-indol-2-ones have
been synthesized in order to study structure and properties of the isatin derivatives. The
examined molecules have been synthesized according to literature procedures and
characterized by melting point determination, UV, FTIR, *H and *3C NMR spectroscopy and
elemental analysis. Absorption spectra of the studied compounds have been recorded in twenty-
two solvents of different polarities in the range from 200 to 600 nm. The ratio of the E/Z
isomers of synthesized 1,3-dihydro-3-(substituted phenylimino)-2H-indol-2-one was tested
using the experimental and theoretical methodology. Time-dependent density functional (TD-
DFT) calculations provided theoretical UV spectra for the E and Z isomers in dimethyl
sulfoxide, ethanol and acetonitrile, on the basis of which the position of the vmax for E and Z

isomers was determined.

By the analyis of the UV-Vis absorption spectra, the influence of different solvents on
the position of absorption maxima was investigated. In addition, the influence of the nature and
position of the substituents in the aryl core at the 3-position of the indole nucleus on the
absorption spectra was examined. For the quantitative assessment of the solvent impact on the
absorption maximums of all compounds, the principles of Linear Solvation Energy
Relationship analysis (LSER) were applied using the Kamlet-Taft model. A quantitative
analysis of the influence of the substituents on the absorption maximums of 1,3-dihydro-3-
arylamino-2H-indol-2-one was made by dint of the LFER model using the Hammett equation.
The Linear Free Energy Relationships model (LFER) in the form of a Single Substituent
Parameter equation (SSP) was also used to analyze the substituents effects on pKa values. The
transfer of the electronic substituents effects on the N-aryl core at the position 3 of the indole
ring were analyzed using *H and *3C NMR chemical shifts by applying of the LFER principle
using a SSP Hammett equation. The obtained correlations, along with theoretical calculations,
provide an insight into the influence of molecular conformation on the transfer of the

substituent effects, as well as on the interactions between the solvent and solute.



Theoretical calculations were interpreted with the use of ab initio MP2 and time-
dependent density functional (TD-DFT) computer techniques using the CAM-B3LYP function
and the 6-311G (d, p) basis set. Theoretical calculations determined optimized geometry and
optimized geometry parameters, and the theoretical absorption spectra are calculated for both
tautomeric forms, as well as HOMO/LUMO energies (Exomo/ELumo) and Egap values. The
MEP analysis provided visualization of electron density distribution through optimized
molecular geometry and an additional explanation of the origin of the solvent—solute
interactions. Electronic density distribution was determined by quantum theory of Atom in a
molecule or Bader analysis. Density difference maps of 1,3-dihydro-3-arylamino-2H-indol-2-
one are shown as the difference between electron densities of the first excited state and the
ground state, in the gOpenMol program. The influence of the substituents on the intramolecular
charge transfer (ICT) was interpreted using the TD-DFT method. Additionally, the results of
the TD-DFT calculation were used to quantify the ICT based on the calculated Charge-Transfer
Distance (Dct) and the Amount of Transferred Charge (Qcr).

In the continuation of the study, the antimicrobial activity of the synthesized
compounds was studied using a broth microdilution method. The study was performed in order
to determine the effect of the position and the type of substituent on the phenyl-substituted

nucleus of the examined isatin derivatives on biological activity.

A detailed analysis of the relationship between the structure and the biological activity
was also performed using 3D-QSAR molecular modeling techniques. 3D-QSAR based GRIND
(GRid Independent Descriptor) methodology was used to demonstrate the influence of

substituents effect as well as of molecular geometry on antimicrobial activity.

Keywords: 1,3-dihydro-3-arylamino-2H-indol-2-one; E/Z isomers; Substituent effect;
Solvent effect; Quantum-chemical calculations; Bader's analysis; Antimicrobial activity; 3D-
QSAR.



SKRACENICE

A — Apsorbanca

ADMET - Apsorpcija, raspodela, metabolizam, eliminacija i toksi¢nost (eng. Adsorption,

Distribution, Metabolism, Excretion, and Toxicity)

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

ATCC — Americka kolekcija ¢elijskih kultura (eng. American Type Culture Collection)

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

COSY — Korelaciona spektroskopija

13C NMR — Nuklearna magnetna rezonanca ugljenika

CT — Prenos naelektrisanja (eng. Charge Transfer)

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

DcT — Rastojanja prenosa naelektrisanja (eng. Charge-Transfer Distance)
DFT — Teorija funkcionala gustine (eng. Density functional Theory)
DCM - Dihlormetan

DMSO - Dimetil-sulfoksid

DMSO-ds — Deuterisani dimetil-sulfoksid

DoM — direktna orto metalacija (eng. Directed ortho Metalation)

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

FFD — frakcionog dizajna faktora (eng. Fractional Factorial Design)

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

Infrared Spectroscopy)

GGA — Uopstena gradijentna aproksimacija (eng. Generalized-Gradient Approximation)



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

Independent Descriptors)

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)

!H NMR - Protonska nuklearna magnetna rezonanca

HOMO — Najvisa popunjena molekulska orbitala (eng. Highest Occupied Molecular Orbital)
ICT — Intramolekulski prelaz naelektrisanja (eng. Intramolecular Charge Transfer)
LDA — Aproksimacija lokalne gustine (eng. Local Density Approximation)

LFER — Linearna korelacija slobodne energije (eng. Linear Free Energy Relationships)
log P — logaritam particionog koeficijenta u sistemu 1-oktanol/voda

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

LSER — Linearna korelacija energija solvatacije (eng. Linear Solvation Energy Relationship)
LTO — Unakrsna validacija sa izostavljena dva objekta u toku analize (eng. Leave Two Out)

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

LV — Latentne varijable

MACC2 — Maksimalna automatska i unakrsna kovarijansa (eng. Maximum Auto- and Cross

Covariance)
MBC — minimalna baktericidna koncentracija (eng. Minimal Bactericidal Concentration).
MeOH — Metanol

MEP — mape molekulskog elektrostatickog potencijala (eng. Maps of Molecular Electrostatic
Potential)



MIC — minimalna inhibitorna koncentracija (eng. Minimal Inhibitory Concentration)

MIF — Polja molekulskih interakcija (eng. Molecular Interaction Fields)

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

MMPA — Analize preklopljenih parova molekula (eng. Matched Molecular Pairs Analysis)
NBA — N-bromoacetamid

NBS-DMSO — N-bromosukcinimid-dimetilsulfoksid

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

NOESY - Dvodimenzionalna spektroskopija Nuklearnog Overhauzerovog efekta (eng.

Nuclear Overhauser Spectroscopy)

PC — Glavne komponente (eng. Principal Components)

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

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

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

QSAR - Kvantitativna korelacija strukture i aktivnosti (eng. Quantitative Structure Activity

Relationship)

QSPR — Kuvantitativna korelacija strukture i svojstava (eng. Quantitative Structure Property

Relationship)
Qct — Koli¢ina prenetog naelektrisanja (eng. Amount of Transferred Charge)
RG — Nasumic¢ne grupe (eng. Random groups)

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

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

Calculation)
SSP — Jednoparametarska jednacina (eng. Single Substituent Parameter)

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

Density Functional Theory)



UV-Vis — Ultravioletna-vidljiva spektroskopija (eng. Ultraviolet-Visible Spectroscopy)
VRS — virtuelno receptorsko mesto (eng. Virtual Receptor Site)
VV — numeri¢ka vrednost varijable (eng. variable vale)

WEFT — teorija talasne funkcije (eng. Wave Function Theory)
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1. UvOD

Izatin (1H-indol-2,3-dion) i njegovi derivati predstavljaju veoma znacajne gradivne
komponente mnogih prirodnih supstanci. Osim toga, izatin je integralni deo mnogih sintetickih
supstanci koriS¢enih u medicini i pokazuje Sirok spektar aktivnosti kao Sto su antiviralna,
antikancer, antibakterijska, antituberkulozna, antifungalna i antikonvulzivna. Derivati izatina
imaju posebnu raspodelu u mozgu, perifernim tkivima, telesnim tecnostima kao specificna
mesta vezivanja. Najizrazitiji efekat izatina, koji se ogleda u blokiranju dejstva lekova i sli¢nih
supstanci je razlog velikog broja istrazivanja i eksperimentalnih dokazivanja. Razumevanje
funkcije 1 mesta delovanja izatina dovodi do razvoja novih farmakoloskih preparata koji
simuliraju ili imaju funkciju sprecavanja aktivnosti. Postoji veliki broj istrazivanja koji

potvrduju antimikrobnu, kao i antioksidativnu aktivnost Sifovih baza izatina.

Usled prisustva imino grupe, Sifove baze, derivati izatina mogu pokazivati E/Z
izomerizaciju §to je potvrdeno raznim istrazivanjima. Kod pojedinih vrsta jedinjenja, odnos
prisutnih E i Z izomera moze biti termodinamicki ili kineticki kontrolisan. Takode, na vrstu
dominantnog izomera uti¢e i polarnost rastvaraca. [zomerizacija E- i Z-izomera u rastvara¢ima

razli¢ite polarnosti se moze inicirati fotohemijski ili termicki.

Proucavanje strukture i svojstava heterocikli¢nih jedinjenja predstavlja osnovu mnogih
naucnih 1 medicinskih istrazivanja usled prisustva heterocikli¢nog prstena u mnogim znacajnim
biohemijskim supstancama i lekovima. Struktura, stabilnost, stereohemija, pKa vrednost,
ponasanje u rastvoru, lipofilnost i permeabilnost su kljuéni fizicko-hemijski parametri koji
uticu na farmakolosku aktivnost molekula. Derivati izatina predstavljaju veoma vazne
strukture u dizajniranju 1 otkrivanju lekova. Uzimaju¢i u obzir njihov farmaceutski znacaj 1
¢injenicu da je njihova aktivnost, pre svega, uslovljena sposobno$¢u vodoni¢nog vezivanja i
elektronskim interakcijama, sintetisano je dvadeset i Sest Sifovih baza 1,3-dihidro-3-arilimino-
2H-indol-2-ona u cilju proucavanja uticaja supstituenata iz arilidenskog dela na strukturu,

solvatohromizam, prenoSenje elektronskih efekata supsituenata i biolosku aktivnost.

Apsorpcioni spektri u razli¢itim rastvarac¢ima se u velikom broju istrazivanja koriste za
ispitivanje solvatohromnih svojstava organskih molekula. Snimanjem apsorpcionog spektra u
rastvaracima razliite polarnosti, ustanovljeno je da su polozaj, intenzitet 1 oblik apsorpcionih
traka najceSce definisani uticajem rastvarata. Ove promene su rezultat fizickih sila

intermolekulskih interakcija izmedu rastvaraca i rastvorene supstance koje prvenstveno



menjaju razliku energije izmedu osnovnog i pobudenog stanja apsorpcijske vrste koja sadrzi
hromoforu. Najces¢e koriS¢eni spektri koji pruzaju informacije o interakcijama izmedu

rastvaraca i rastvorene supstance su UV-Vis, IR, *H i 13C NMR spektri.

U okviru ove disertacije, spektralna svojstva, konstante kiselosti, solvatohromizam i
izomerizacija ispitivani su UV-Vis spektrofotometrijom. Uticaj rastvaraca na dipolarnost,
polarizabilnost i sposobnost formiranja vodoni¢nih veza (HBD i HBA) sa proucavanim
derivatima izatina ispitan je LSER analizom kori$¢enjem Kamlet-Taftove jedna¢ine. LFER
analiza je primenjena na UV, SCS i pKa vrednosti sintetisanih Sifovih baza izatina za ispitivanje
prenosa polarnih i rezonancionih efekata supstituenata primenom jednoparametarske, SSP

Hametove jednacine.

Detaljna studija o relativnoj stabilnosti E i Z izomera je zashovana nha
kvantnohemijskim prora¢unima koji predstavljaju veoma korisnu dopunu eksperimantalnim
rezultatima. Geometrija ispitivanih molekula je optimizovana MP2 proracunima. TD-DFT
proracuni su primenjeni za procenu prenosa energije, evaluaciju ICT procesa kao 1 dobijanje
teorijskih UV spektara. Takode, prenos efekata supstituenata je diskutovan u odnosu na

optimizovane geometrije molekula.

U nastavku istraZivanja ispitana je antimikrobna aktivnost testiranjem na 7 bakterijskih
1 2 gljivicna soja. Na osnovu dobijenih rezultata analiziran je uticaj polozaja 1 vrste

supstituenata na aktivnost prou¢avanih Sifovih baza.

Mnoga hemijska i fizicka svojstva, kao 1 bioloSka aktivnost direktno zavise od strukture
jedinjenja. Osim toga, strukturno sli¢na jedinjenja se sli¢no ponasaju $to omogucava da se na
osnovu molekulske strukture mogu predvideti odredena svojstva molekula pomocu
molekulskih deskriptora i odgovaraju¢ih matematickih modela Kkoji povezuju hemijsku
strukturu 1 bioloSku aktivnost molekula, QSAR odnosno QSPR model koji povezuje hemijsku
strukturu 1 fizi¢ko-hemijska svojstva molekula. U daljem radu, za bolje razumevanje
povezanosti izmedu strukture proucavanih derivata izatina i njihove antimikrobne aktivnosti
generisana su tri QSAR modela koriS¢enjem dobijenih eksperimentalnih rezultata uzimajuci
MIC vrednosti za S. sonnei, Y. enterocolitica i C. neoformans. U poslednjem delu doktorske

disertacije istrazeni su strukturni delovi znacajni za antimikrobnu aktivnost.



2. TEORIJSKI DEO

2.1. lzatin i njegovi derivati
2.1.1. Shiff-ove (Sifove) baze

Sifove baze predstavljaju veoma znagajnu vrstu organskih jedinjenja koja sadrze imino
ili azometinsku grupu (-RC=N-). Hugo Schiff je 1864. godine otkrio Sifove bazel
kondenzacijom primarnog amina sa aldehidima i ketonima pod odredenim uslovima (Slika
2.1). Strukturno posmatrano Sifove baze su azotovi analozi aldehida ili ketona kod kojih je
karbonilna grupa zamenjena imino ili azometinskom grupom.?® Najéesée se dobijaju
mesSanjem ekvimolarnih koli¢ina aldehida ili ketona i primarnog amina u prisustvu rastvaraca.
Reakcija dobijanja Sifovih baza pripada nukleofilnoj adiciji, reverzibilna je i moze se
odigravati uz zagrevanje u Kkiseloj ili baznoj sredini.*®* Dehidratacija intermedijarnog
hemiamina predstavlja korak koji odreduje stepen i brzinu odigravanja reakcije dobijanja

imina. Najcesce se odvija u slabo kiseloj sredini kako bi se spre¢ilo protonovanje amina.®

R
o OH N
L' + R NH, =— R——C——R, (H) - |c! + HO
™~
R Re() UhR R Ro(H

Slika 2.1 Reakcija nastajanja Sifovih baza
Sifove baze aromati¢nih karbonilnih jedinjenja su znagajno stabilnije i lak3e se sintetisu
od onih koje nastaju reakcijom alifati¢nih aldehida i ketona. Uzrok tome je relativna
nestabilnost kao i sposobnost polimerizacije Sifovih baza alifati¢nih karbonilnih jedinjenja’®

za razliku od aromati¢nih koje su stabilnije usled konjugacije.® !

Prisustvo aromati¢nog jezgra na atomima iz dvostruke veze ugljenik-azot u znacajno
meri doprinosi upotrebi Sifovih baza u oblasti farmakoloske, organske, neorganske i analiti¢ke
hemije.!>'® Kompleksna jedinjenja imina pokazuju §irok spektar biologkih svojstava:
antitumorna, antivirusna, antifungalna i antibakterijska.’®°® Takode se koriste za leGenje
dijabetesa?®?2 i HIV-a.2%2°

2.1.2. lzatin i njegovi derivati

Izatin (1H-indol-2,3-dion, Slika 2.2a)) je derivat indola (Slika 2.2b)) i predstavlja

veoma vaznu vrstu heterocikli¢nih jedinjenja. Erdmann i Laurent su 1840. godine otkrili izatin



kao proizvod oksidacije indiga (Slika 2.2c)) azotnom i hromnom kiselinom?2” (Slika 2.3).
Izatin se smatrao sintetickim jedinjenjem skoro 140 godina dok nije utvrdeno da se nalazi u
biljkama iz roda Isatis genus,?® u plodovima voc¢a Couroupita guianensis Aubl,?® sekretima
parotidne Zlezde Bufo zabe,®® i kod ljudi kao metaboli¢ki derivat adrenalina.'3* Zbog
prisustva hemijski reaktivnih grupa (karbonilne i amino) ima $iroku sintetsku primenu. Smatra
se privilegovanim supstratom u organskoj i medicinskoj hemiji i u velikoj meri se koristi kao

osnovna struktura mnogih bioloski aktivnih supstanci.

9)
Slika 2.2 a) Struktura izatina, b) indola i ¢) indiga
HNO;
E— @)
H,CrO,
\
H

Slika 2.3 Sinteza izatina oksidacijom indiga sa azotnom i hromnom kiselinom

PoloZaja karbonilne grupe na indolnom jezgru omoguéava laktam-laktim tautomeriju3
(Slika 2.4) i ¢ini strukturu izatina bioloski i farmakoloski aktivnom. Uvodenjem jakih elektron-
donorskih grupa kao §to su halogeni u polozaj 5 dobijaju se aktivnija jedinjenja.>>>" Di i
trihalogen supstituisani izatini u poloZajima 5, 6 1 7 imaju vecu citotoksic¢nost 1 pokazuju
antiproliferativnu aktivnost pri veoma malim koncentracijama.®®  N-alkilovanjem izatina

pospesuje se antimikrobna, antikacer, antiinflamatorna aktivnost.3%42



laktam laktim

Slika 2.4 Laktam-laktim tautomerija izatina sa numeracijom atoma

2.1.3. Hemijska reaktivnost izatina

U strukturi izatina jasno se uoCavaju reaktivna mesta koja pokazuju sposobnost
primanja i otpustanja protona. Karbonilne grupe predstavljaju proton-akceptorska mesta, dok
se proton moze odvojiti sa azota usled ¢ega izatin reaguje sa kiselinama i baza gradec¢i soli.
Osim toga, izatin lako podleze reakcijama alkilovanja, acilovanja, nitrovanja, halogenovanja i

sulfonovanja.

Za reaktivnost izatina su najznacajnije reakcije N-alkilovanja, elektrofilne aromatske
supstitucije na C5 ugljeniku i nukleofilni napad karbonilnog ugljenika C3 (Slika 2.5). Ukoliko
se na izatinu nalaze elektron-akceptorske grupe na benzenovom jezgru ili na azotu moze se

odigrati reakcija na karbonilnom ugljeniku C2.

R——X

Slika 2.5 Karakteristi¢na reaktivna mesta izatina

2.1.3.1. N-alkilovanje, arilovanje i acilovanje izatina

Postoji veliki broj metoda za N-alkilovanje izatina. Ovi derivati se najéesce sintetisu

reakcijom natrijumove soli izatina sa alkil-halogenidima ili sulfatima (Slika 2.6).%3



Slika 2.6 N-alkilovanje izatina

N-arilizatin se moze formirati iz izatina dejstvom aril-bromida u prisustvu bakar(l1)-
oksida i DMF-a (Slika 2.7):%

O Br
0
X CuO
o 4 — > N
’ DMF
N /\/
\ R
H

7\
\\R

Slika 2.7 Reakcija N-arilovanja izatina

Natrijum-hidrid predstavlja veoma jaku bazu koja se Cesto koristi za N-alkilovanje
izatina alkil-halogenidima. Ukoliko se reakcija vrsi delovanjem halogenmetil alifati¢nim ili

aromati¢nim ketonima u prisustvu DMF-a ogidrava se reakcija N-acilovanja izatina (Slika 2.8).
O
RCOCHJ
0
NaH DMF
A

Slika 2.8 N-acilovanje izatina



Dejstvom anhidrida siréetne kiseline na izatin kao proizvod acilovanja formira se
N-acetil izatin (Slika 2.9).%

CH;COOOCH;
0o — 0

Slika 2.9 Dobijanje N-acetil izatina

2.1.3.2.  Reakcije elektrofilne aromatske supstitucije izatina

Za aromati¢no jezgro benzena U Strukturi izatina karakteristi¢ne su reakcije elektrofilne
aromatske supstitucije kao to su: nitrovanje, sulfonovanje i halogenovanje. U vecini sluéajeva

odigrava se zamena vodonika u aromati¢nom jezgru benzena u polozaju 5.

Nitrovanjem izatina sme$om Kalijum-nitrata i sumporne kiseline dobija se 5-nitroizatin
(Slika 2.10):%

O
KNO3
O
HZSO4
\

Slika 2.10 Nitrovanje izatina

Reakcija sulfonovanja izatina dejstvom pusljive sumporne kiseline se odigrava na isti

naéin kao i nitrovanje uz nastajanje S-izatinsulfonske kiseline (Slika 2.11).46



HO,S
st04

Slika 2.11 Sulfonovanje izatina

Dejstvom N-bromoacetamida (NBA) takode se vrsi supstitucija vodonika u polozaju 5
benzenovog jezgra izatina atomom broma uz formiranje 5-bromoizatina. Ukoliko se
bromovanje izatina odigrava u prisustvu etanola ili siréetne kiseline, reakcijom elektrofilne

aromatske supstitucije u benzenovom jezgru dobija se 5,7-dibromizatin (Slika 2.12):%’

@) @)
Br
Br,
(@) —_— (@)
C,H;OH
\ \
H Br H

Slika 2.12 Bromovanje izatina

2.1.3.3.  Nukleofilni napad na karbonilne grupe izatina

Nukleofilni napad na karbonilne grupe izatina se moze izvrsiti na polozajima C2 i/ili
C3. Stereoselektivnost ove reakcije zavisi od prirode nukleofila, supsituenata na izatinskom
jezgru, posebno od supstituenta na azotu, kao i od koriS¢enog rastvaraca i temperature.
Dobijeni proizvodi mogu nastaviti reakciju u prisustvu drugog nukleofilnog agensa gradeci

provode ciklizacije.

Aktivnost izatina potiCe od reaktivnosti karbonilnih grupa prema nukleofilnim
agensima. Zapazeno je da se izatin u laktam tautomernom obliku lako podvrgava raskidanju i
otvaranju prstena pod uticajem nukleofilnih reagensa uz naknadnu ciklokondenzaciju kojom
nastaju Sestoclani ili sedmoclani heterociklusi. Prema Pfitzinger-ovoj (Pfizingerovoj) reakciji

izatin sa jedinjenjima koja sadrze COCH2 grupu gradi meduproizvod iz kojeg se u nastavku



reakcije dobijaju indolin-2-on derivati.*®*° U prvom delu reakcije izatin pod dejstvom alkalija
prelazi soli izatoinske kiseline. Ukoliko se na izatin deluje natrijum-hidroksidom dobija se
natrijum—izatat (Slika 2.13):

0 0
Na*OH"
0O —  » COONa*
N\ NH,
H

Slika 2.13 Reakcija izatina sa alkalijama

U nastavku Pfizingerove reakcije, dobijena so reaguje sa aldehidima i ketonima. U
prisustvu karbonilnih jedinjenja vrsi se ciklokondenzacija i formiranje hinolin 4-karboksilne
kiseline. Dialkilhinolin-4-karboksilne kiseline se naj¢e$ée dobijaju Pfizingerovom reakcijom
zagrevanjem smese izatina sa odgovaraju¢im ketonom u prisustvu alkalnog KOH ili NaOH

¢ija je celokupna jednacina hemijske reakcije predstavljena na Slici 2.14.4°

COOH

Slika 2.14 Pfizingerova reakcija za dobijanje dialkilhinolin-4-karboksilne kiseline

Kondenzacijom izatina sa aromati¢nim aminima u prisustvu odgovarajuceg alkohola
kao rastvaraCa, reaguje karbonilna grupa na C3 ugljenikovom atomu uz formiranje
1,3-dihidro-3-(supstituisani fenilimino)-2H-indol-2-ona (Slika 2.15). Navedena reakcija
predstavlja nukleofilnu adiciju i primenjena je za sintezu ispitivanih derivata izatina u okviru

ove doktorske disertacije.*



1) NH, 7 \
0 + ‘ — o)

N N N

\ \R \

H H

Slika 2.15 Dobijanje 1,3-dihidro-3-(supstituisani fenilimino)-2H-indol-2-ona

2.1.3.4. Redukcija izatina

Redukcijom izatina sa litijumaluminijum-hidridom u prisustvu piridina nastaje indol
(Slika 2.16).>

O
L1A1H4
O
p1r1d1n
A
H

Slika 2.16 Redukcija izatina

2.1.3.5. Oksidacija izatina

Oksidacijom izatina uglavno se dobija anhidrid izatoinske kiseline. Reakcija se moze
odigrati i1 ukoliko se na izatinskom azotu nalazi fenil supstituisano jezgro, a kao oksidaciono
sredstvo se koristi hrom(V1)-oksid ili perkiseline (Slika 2.17).5?
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CrO; 0

7\ 7
X |

Slika 2.17 Oksidacija izatina hrom(V1)-oksidom

2.1.4. Sinteza izatina
2.1.4.1. Sandmeyer-ova (Sendmajerova) metoda

Najstariji 1 najcesée koris¢eni postupak za sintezu izatina predstavlja metoda koju je
1919. godine razvio Sendmajer.>*°* Prvenstveno se vri kondenzacijom hlorala, hidroksiamina
i primarnog aril amima do 2-(hidroksiimino)-N-(fenil supstituisanog)acetamida koji
naknadnom elektrofilnom ciklizacijom u prisustvu jake kiseline kao $to je sumporna gradi
izatin (Slika 2.18). Metoda se moze uspesno koristiti za dobijanje aril supstituisanih derivata

izatina.

| ClCCHO =
g X1
NHZOH X

Slika 2.18 Sinteza izatina i njegovih derivate Sendmajerovom metodom

2.1.4.2. Koris¢enjem nitroacetanilida

Kearney (Kerni) i autori®® su 1991. godine sintetisali izatin pomocu nitroacetanilida.
Reakcijom anilina sa 1,1-dimetiltio-2-nitroetenom nastaje 1-arilamino-1-metiltio-2-nitroeten

(1) koji alkalnom hidrolizom gradi nitroacetanilid (2). Ciklizacija dobijenog nitroacetanilida

11



do izatin-3-oksima (3) wvrSi se pomocu koncentrovane sumporne kiseline ili
trifluorometansulfonske kiseline na sobnoj temperaturi. Naknadnom dehidratacijom

izatin-3-oksima dobija se odgovorajuci izatin (Slika 2.19).

O,N
" @\ + j\ " @\ N e O
|
b I o
NHz  Mes SMe

\ CF,SO,H
. H,S0, @\ o oH
T )k/ |
N
N T /@\OH
H

T
H
1

N I ——2Z

Slika 2.19 Sinteza kori$¢enjem nitroacetanilida

2.1.4.3. Martinet-ova (Martineova) sinteza izatina

Sinteza izatina Martineovom metodom podrazumeva reakciju aromati¢énog amino
jedinjenja (1) sa oxo malonatnim estrom ili njegovim hidratom u prisustvu kiseline. Ovom
reakcijom nastaje 3-(3-hidroksi-2-oksoindol) derivat karboksilne kiseline (2) Kkoji
oksidativnom dekarboksilacijom formira odgovarajuéi izatin (3).° Ova metoda je uspesno

primenjena za sintezu 5,6-dimetoksiizatina iz 3,4-dimetoksianilina (Slika 2.20).%’

OH
MeO MeO COOH MeO
O~ — -
MeO NH, MeO N\ MeO N
H

1 2 3

Slika 2.20 Martineova sinteza izatina
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2.1.4.4. Stolle—ova (Stoleova) sinteza izatina

Stoleova sinteza®® je najznacajnija zamena Sendmajerove metode. U ovom postupku
anilin reaguje sa oksalil hloridom do formiranja intermedijarnog hlorooksalilanilida koji
podleZe reakciji ciklizacije u prisustvu Luisovih kiselina (najéesée AlCls, BF3, Et20% ili
TiCl:®%) do odgovarajudeg izatina. Ova sinteza je koriS¢ena za sintezu 1-aril®® i policikli¢nih
derivata izatina fenoksiazina, fenotiazin i dibenzoazepina®® kao i indola®. Kod
dimetoksianilina ciklizacija se spontano odigrava uz dobijanje dimetoksiizatina bez prisustva
Luisovih kiselina (Slika 2.21).%4

(COCl),
B ——

MeO NH,

OMe

Slika 2.21 Stoleova sinteza izatina

2.1.45. Oksidacija NBS-DMSO reagensom

Postupak podrazumeva sintezu izatina iz indola bromovanjem i oksidacijom pomocu

N-bromosukcinimid-dimetilsulfoksid (NBS-DMSO) reagensom (Slika 2. 22).%°

O

Slika 2.22 Oksidacija indola sa NBS-DMSO reagensom

2.1.4.6. Gassman-ova (Gasman) sinteza izatina

Opsti postupak Gasmanove sinteze®®% se fundamentalno razlikuje od prethodnih
nacina dobijanja jedinjenja na bazi izatina jer podrazumeva formiranje i naknadnu oksidaciju

intermedijera 3-(metiltio)indol-2-ona uz nastajanje odgovarajuceg supstituisanog izatina.

13



Razvijene su dve komplementarne metode sinteze 3-(metiltio)indol-2-ona (2) ¢iji izbor
zavisi od elektronskih efekata supstituenata na aromati¢nom jezgru. U prisustvu elektron-
akceptorskih grupa derivat oksoindola se moze sintetisati reakcijom N-hloranilina (1) sa
metiltioacetatnim estrom za dobijanje azasulfonijumove soli (Slika 2.23). Ukoliko su na
benzenu prisutne elektron-donorske grupe koje destabilisu N-hloranilin i na taj na¢in umanjuju
prinos azasulfonijumovih soli, primenjuje se drugi postupak formiranja ove soli reakcijom
hlorsulfonijumove soli sa odgovarajué¢im anilinom (Slika 2.24) uz dobijanje veéeg prinosa 3-

(metiltio)indol-2-ona (2).

SMe

HgO/BF; ili Et,0
g ————>x 0
H,O/THF, 1

| 1) +-BuOCl
Xl_ —_——
F NH, 2)MeSCH,COOE
3) E;N; 4) Hy;O

4

Slika 2.23 Gasmanova sinteza sa elektron-akceptorskim grupama na benzenu

SMe
SMe

.. HgO/BF; ili Et,O
I g 3 L ED X
H,O/THF, ¢

| 1) CH,SCI,COOEt
x
| —_—

. +
G Ny, 2 EGN:3)H0

1

Slika 2.24 Gasmanova sinteza u prisutvu elektron-donorskih grupa na aromati¢nom jezgru

U oba sluc¢aja, daljom reakcijom sa N-hlorosukcinmidom (NCS) gradi se nestabilan
3-hlor-3-metiltio-2-oksoindol (3), koji hidrolizuje do izatina (4) u prisustvu crvenog ziva(Il)-
oksida i BFs ili Et20 u vodenom THF-u.

2.1.4.7. Metalacija anilidnih derivata

Najcesce koriséeni postupak sinteze izatina zasniva se na orto-metalaciji (DoM) N-
pivavoil- i N-(t-butoksicarbonil)-anilina. Anjon se tretira sa dietil-oksalatom, izatin se formira
nakon uklanjanja zaStite sa amino grupe i ciklizacijom nastalog intermedijera a-ketoestra
(Slika 2.25).5” Prednost ovog postupka se ogleda u regioselektivnosti za sintezu

4-supstituisanih izatina iz meta-supstituisanih anilina.

14



| l) n-BuLi, THF | ..
| | Q
2) (CO,E), THF ¢ 5

H H H
o CO,Et

Slika 2.25 Sinteza izatina metalacijom anilida

2.1.5. Sinteza ispitivanih derivata izatina

Ispitivani  1,3-dihidro-3-(supstituisani ~ fenilimino)-2H-indol-2-oni  sintetisati su
jednostavnom reakcijom kondenzacije izatina sa odgovarajuim primarnim aminom u
ekvimolarnom odnosu 1 : 1.%8 Izatin je rastvoren u metanolu, dodaju mu se aril amin ili
supstituisani anilin i siréetna kiselina. Reakciona smesa se zagreva na 70 °C 6 h uz mesanje
(Slika 2.26). Slican postupak je primenjen za sintezu derivata 5,7-dibromo-3-[(4-
metilfenil)imino]-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona i 3-(fenilimino)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona.®®
Reakcija kondenzacije se vr$i u apsolutnom metanolu dodavanjem siréetne kiseline do
pH = 4 uz refluks 7-11 h. Umesto metanola kao rastvara¢ se moze koristiti etanol uz dodatak

nekoliko kapi glacijalne siréetne kiseline.”®"

R
//
H,N-R (H,N-A
2 (H,N-Ar) o + o

. : CH;0H, 6 h refluks . - .
N N N
\ \ \

H H H

E izomer Z izomer

Slika 2.26 Sinteza derivata izatina reakcijom kondenzacije sa primarnim aminom

Reakcioni mehanizam podrazumeva nukleofilni napad amino azota aromaticnog amina

na karbonilni ugljenik izatina (C3) pra¢en eliminacijom vode (Slika 2.27).7
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@# - @f%o - @f% @@
Slika 2.27 Mehanizam reakcije kondenzacije

Reakcija kondenzacije izatina sa odgovaraju¢im primarnim aminom moze se odigrati
pomoc¢u mikrotalasa kori$éenjem montmorilonitne K10 gline na 800 W.”? Na ovaj nacin vreme
trajanja sinteze sirovog proizvoda se smanjuje sa 6 h na 3 min (Slika 2.28). Primenom
mikrotalasne sinteze ubrzava se dehidratacija neophodna za formiranje imina, smanjuje se

vreme potrebno za sintezu i poveéava se prinos proizvoda.”

R
//
0 N /
R R /
H,N-R (H,N-Ar) O
. K 10 glina, MW, 800 W 3 min o .. ..
N N
\ \
H H

Slika 2.28 Sinteza derivata izatina mikrotalasnom sintezom

Sinteza 1,3-dihidro-3-(supstituisanih fenilimino)-2H-indol-2-ona se moze izvrsiti u
apsolutnom metanolu bez prisustva siréetne kiseline.”* Kao rastvara¢ umesto metanola moze
se upotrebiti etanol™ " ili ¢esmenska voda uz odigravanje kondenzacije na sobnoj

temperaturi.’®

2.1.6. E i Z konformeri izatina

(E) — (2) sistem oznacavanja se primenjuje za odredivanje stereohemije jedinjenja koja
u svom sastavu sadrze dvostruke veze. Zasniva se na odredivanju prioriteta grupa prema Cahn—
Ingold—Prelog (Kan-Ingold-Prelog) konvenciji.”® Ukoliko se grupe sa najveéim prioritetom

nalaze sa razliite strane dvostruke veze molekul ima E konfiguraciju (E od entgegen, na
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nemackom: suprotno). Kod Z izomera (Z od zusammen, nemacki: zajedno) grupe sa najve¢im

prioritetom su sa iste strane dvostruke veze.® E i Z izomeri predstavljaju diastereoizomere.

Sintezom imina iz primarnog amina i aldehid ili ketona dobija se smesa E i Z izomera
(Slika 2.29).

R, R, R

. . N4
O + HN—/R; > N + H,O

(H)R, (H)R,

aldehid ili keton imin, smeSa £ 1 Z izomera

Slika 2.29 Nastajanje E i Z izomera imina

Na isti na¢in delovanjem primarnog amina na izatin gradi se smes$a E i Z izomera (Slika

2.30).

o N
.. H,N-PhR (H,N-Ar
o 2 ( 2 ‘) fe) + (6]
CH,0H .
N N\ N
H H H
E izomer Z izomer

Slika 2.30 Formiranje smese E i Z izomera ispitivanih derivata izatina

Poznato je da Sifove baze, derivati izatina pokazuju E/Z izomerizaciju usled prisustva
imino grupe. S-Feniletilamini kao Sto je tiramin u reakciji sa izatinom formira smesu dva
moguca stereoizomera (E i Z) koji mogu biti termodinamicki ili kineti¢ki kontrolisani (Slika
2.31). NMR asignacija pokazuje da glavni proizvod predstavlja E izomer. Vecéa koli¢ina
dobijenog izomera sadrzi najvecu koli¢inu energije a samim tim manju stabilnost. Odnos
integrala u *H NMR spektru ukazuje da je dobijeni odnos izomera E:Z = 5:1. Na osnhovu
prethodno navedenih podataka koji se odnose na pojedina¢ne E i Z izomere moze se zakljuciti

da E izomer predstavlja kineti¢ki favorizovani proizvod dok je Z izomer termodinamicki.®!
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Slika 2.31 Reakcija tiamina sa izatinom

Pojedine studije odnosa E i Z izomera 3-arilimino-2-indolona (1-benzil-3-(4-
metoksifenilimino)indol-2-ona ispitivale su uticaj kori$¢enog rastvaraca. Ukoliko se kao
rastvaraca upotrebi DMSO E izomer je dominantniji (E:Z = 79:21) dok je u toluenu odnos E i
Z izomer slican (E:Z = 58:42).%2 Rezultati NMR analize (E)-3-(3,4-dimetilfenil)imino-1-
metilindol-2-ona pokazali su da je proces rastvaranja E-izomera pracen delimi¢nom
izomerizacijom u Z-oblik. Kvantnohemijska izraGunavanja ispitivanih jedinjenja ukazuju da je
stabilniji oblik u vakuumu Z-izomer, dok promena na rastvara¢ veée polarnosti vodi ka
stabilizaciji E-oblika. U rastvara¢ima manje polarnosti, kao $to je hloroform, Z izomer je
stabilniji, za razliku od polarnijih rastvaraca sa vecom relativnom permitivno$§¢u na pr.:
dihloroetan, aceton, metanol, acetonitril, DMSO i voda, u kojima E izomer postaje stabilniji

usled stabilizacije rastvaradem.®

Takode je ispitivan mehanizam fotohemijski i termicki inicirane transformacije E- i Z-
izomera u rastvarac¢ima razlicite polarnosti na dva izatin N-fenilsemikarbazon kolorimetrijska
senzora.®* U drugim istrazivanjima fotohemijski (iridacija) i termicki tretman E-izomera izatin

N,N-difenilhidrazona vodi ka transformaciji u Z-izomer u reverzibilnom procesu.

Uvodenje metil grupe u polozaj 4 izatinskog jezgra primorava molekul da zauzme Z

konformaciju usled sternih smetnji izmedu supstituenta i benzenovog jezgra (Slika 2.32).8°
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Slika 2.32 Stabilizacija Z konformera uvodenjem metil grupe u izatinsko jezgro

2.2. Biolo§ka aktivnost

Izatin i njegovi metaboliti su sastavni deo mnogih prirodnih supstanci. Hemija izatina
i njegovih derivata kao heterocikli¢nih jedinjenja je posebno interesantna zbog Siroke primene
u medicinskoj hemiji. Izatin predstavlja sastavni deo mnogih sintetickih jedinjenja koja se
koriste u medicini i pokazuje Sirok spektar aktivnosti kao §to su antiviralna,®” antikancer,3®!

antimikrobna,®>® antibakterijska,®*® antituberkulozna,® antifungalna,®’*® antikonvuzalna®-

101 104-106
1

i mnoge druge. Izatin je takode kljuéna struktura za mnoge alkaloide'®>!%, boje

insekticide'%”1% i analiticke reagense.19911!

2.2.1. pKa vrednost kao parametar bioloske aktivnosti

Konstanta kiselo-bazne disocijacije (pKa) bioloski aktivnih jedinjenja predstavlja
kljuéni fizi¢ko-hemijski parametar koji uti¢e na mnoga biofarmakoloska svojstva. Njeno
poznavanje je od izuzetnog znacaja za razumevanje mnogih fundamentalnih reakcija u hemiji
i biohemiji. pKa vrednosti ukljucujuéi Ccistocu, stabilnost, rastvorljivost, lipofilnost i
permeabilnost su najznacajniji za ADMET svojstva (Apsorpcija, raspodela, metabolizam,
eliminacija i toksi¢nost, eng. Adsorption, Distribution, Metabolism, Excretion, and Toxicity)
potencijalno bioloski aktivnih supstanci. pKa leka uti¢e na lipofilnost, rastvorljivost, vezivanje
proteina i permeabilnost koji su direktno povezani sa farmakokinetickim karakteristikama kao
$to su apsorpcija, raspodela, metabolizam i izlu¢ivanje.!'? Primenom odgovaraju¢ih softvera
moguce je predvideti pKa vrednost koje se u odnosu na eksperimentalno dobijene rezultate

razlikuju za do 1 pK, jedinice. Za predvidanje mogu se upotrebiti razni ra¢unarski pristupi.**?
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U okviru komercijalnih paketa (na pr. ACD / Labs44) koristi se viSe metoda, kao $to je primena

QSAR modela zasnovanih na Hametovim jedna¢inama.

Za eksperimentalno odredivanje pKa vrednosti mogu se primeniti slede¢e metode:
potenciometrija, konduktometrija, voltametrija, kalorimetrija, NMR spektrofotometrija,
elektroforeza, podela i distribucija, rastvorljivost, UV-Vis spektrofotometrija, fluorometrija,
polarimetrija i kineti¢ka.'’® Najcesée koris¢enje metode su potenciometrija i UV-Vis

spektrofotometrija.

U ovom radu primenjena je UV-Vis spektrofotometrija metoda za odredivanje pKa
vrednosti. Alternativna metoda je potenciometrijskoj titraciji jer se mogu koristiti molekuli sa
manjom rastvorljivoséu i uzorci malih koncentracija (10° — 10® M) ukoliko ispitivano
jedinjenja sadrzi hromoforu u blizini jonizabilne grupe odnosno kiselinsko-baznog centra.!'4
UV-Vis spektrofotometrija je idealna zamena za potenciometriju titraciju ukoliko je pKa
vrednost mala ili velika (na pr. manja od 2 ili veéa od 11).1¥> Metoda se zasniva na razli¢itim
spektrima molekulskog i jonizovanog oblika. Spektri ispitivanog uzorka se snimaju u toku
titracije pri ¢emu dolazi do promene apsorpcionog spektra koji odrzava odnos izmedu
koncentracija molekulskog i jonskog oblika. Apsorbansa se naj¢es¢e meri na specificnim
talasnim duzinama. Pri pH koje odgovaraju pKa vrednostima javlja se najveta promena
apsorbanse. Odredivanje pKa vrednosti podrazumeva ¢ist uzorak ili da prisutne necisto¢e ne
apsorbuju u UV-Vis opsegu jer se spektar necistoa moze preklopiti sa spektrom ispitivanog

uzorka.l1®

Za odredivanje pKa vrednosti koriste se apsorbanse na apsorpcionom maksimumu
(Amax) ili talasnoj duzini na kojoj je razlika izmedu protonovanog i deprotonovanog oblika veca
u odnosu na talasnu duzinu apsorpcionog maksima (opt) pri poznatoj pH vrednosti. Primenom
linearne regresione analize odseCka i nagiba odgovarajuce prave i poznate apsorbanse samo

jednog oblika, moze se odrediti apsorbansa drugog oblika i pKa vrednost.t!’
2.2.2. Antimikrobna aktivnost

Siroka upotreba antibiotika u poslednjih nekoliko decenija izazvala je pojavu otpornosti
mikroorganizama na razliCite vrste lekova. Mnogi patogeni mikroorganizmi koji su odgovorni
za odredene bolesti ljudi 1 zivotinja razvili su mehanizme otpornosti na klasi¢ne terapije $to je
uslovilo intenzivna istrazivanja u oblasti prirodne i sinteticke organske hemije u cilju otkrivanja
novih vrsta lekova sa boljim terapeutskim svojstvima. Mnoge klase heterocikli¢nih organskih

jedinjenja koja u svom sastavu sadrze azot i sumpor pokazuju antimikrobnu aktivnost.!18128 U
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poslednje vreme, sintetiSu se i primenjuju lekovi nove generacije sa hibridnim strukturama,
koje kombinuju bioloska svojstva dva ili vise mala molekula. Oéekuje se da ¢e ove vrste
molekulskih bioloskih konjugovanih sistema imati uspeha u ciljanim terapijama infektivnih

bolesti.t?®

Za pracenje i odredivanje antimikrobne aktivnosti molekula mogu se koristiti razlicite
kvalitativne i kvantitativne standardizovane metode kao §to su: difuzione,*3%3! dilucione,'®? i
kombinovane metode.'3 Parametri aktivnosti kojima se odreduje osetljivost bakterija i gljivica

na postojece antimikrobne lekove i antimikrobnu aktivnost ispitivanih molekula su:

a) minimalna inhibitorna koncentracija (MIC, eng. Minimal Inhibitory Concentration);

b) minimalna baktericidna koncentracija (MBC, eng. Minimal Bactericidal Concentration).

MIC se definiSe kao najmanja koncentraciju ispitivanog antimikrobnog agensa koja
usporava vidljivi rast mikroorganizama, izrazava se u mg/mL ili mg/L. MBC predstavlja
najmanju koncentraciju antimikrobnog agensa koja sprecava rast > 99,9 % mikroorganizama
nakon subkultivacije inicijalne infektivne doze u medijumu bez ispitivanog agensa. Ukoliko
nakon inkubacije nema rasta upotrebljenih vrsta bakterija, supstanca pokazuje mikrobicidni
efekat, dok porast ukazuje na mikrobiostatski uticaj. Na osnovu zamucenosti bujona nakon
inkubacije, koji najcesce traje 24 h, moze se odrediti antimikrobna aktivnost ispitivanog
molekula. Ako je bujon nakon ispitivanja bistar, dejstvo supstance je mikrobicidno, a ukoliko

je zamuéen molekul pokazuje mikrobiostatsko dejstvo.

2.3. Korelaciona analiza u organskoj hemiji

Na osnovu kineti¢kih rezultata ispitivanja mehanizma hemijskih reakcija dobijaju se
podaci koji se odnose na molekule uklju¢ene u mehanizam pre i/ili za vreme koraka koji
odreduje brzinu hemijske reakcije. Pomocu dobijenih rezultata mogu se iskljuéiti mehanizmi
koji ne slede utvrdeni zakon brzine hemijske reakcije. Za podatke koji se odnose na prirodu
intermedijera, veze koje se raskidaju ili nastaju za vreme hemijske reakcije ne mogu se koristiti
kineticke metode ve¢ je potrebno primeniti druge metode fizicke organske hemije kao §to je
linearna korelacija slobodne energije (Linear Free Energy Relationship - LFER), koja pruza
informacije o strukturi aktiviranog kompleksa. Prou¢avanjem uticaja razli¢itih supstituenata na

reaktivnost molekula (efekat supstituenta) dobija se dublja analiza strukture prelaznog stanja.
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2.3.1. Efekti supstituenata i linearna korelacija slobodnih energija

Na osnovu preciznog proucavanja efekata supstituenata moze se odrediti kako se
reakciona slobodna energija i slobodna energija aktivacije menjaju u funkciji hemijske
strukture.'®* Eksperimentalnim putem moguée je pratiti promenu naelektrisanja du reakcione
koordinate zamenom, na primer, elektron-donorske grupe elektron-akceptorskom. Ukoliko se
u koraku koji odreduje brzinu hemijske reakcije gradi pozitivno naelektrisanje, susedna
elektron-donorska grupa c¢e stabilizovati prelazno stanje i na taj nacin pospeSiti reakciju, i
obrnuto. Promena supstituenta reaktanta ili rastvaraCa moze uticati i na solvataciju,
nukleofilnost, kiselost ili baznost, sterno nagomilavanje, sposobnost odlazeé¢e grupe i druga
hemijska svojstva. Veoma bitne informacije koje se odnose na mehanizam reakcije dobijaju se
iz proucavanja odnosa tj. povezanosti izmedu strukture i reaktivnosti ispitivanih organskih
molekula. One se zasnhivaju na promeni slobodne energije reakcije i parametrima koji su

prouzrokovani supstituentom, odnosno opisuju elektronske karakteristike supstituenta.

Povezanost izmedu molekulske strukture i reaktivnosti u toku hemijske reakcije zavisi
od uticaja strukture na raspodelu elektronske gustine u osnovnom i pobudenom Stanju
predstavlja efekte supstituenata.!® Na raspodelu elektronske gustine mogu uticati sledeéa tri

efekta: polarni (induktivni efekat i efekat polja), rezonancioni i sterni.

Induktivni efekat (I) pokazuje sposobnost atoma ili atomske grupe da privlaci ili odbija
elektrone kroz oveze. Kao referentni atom za poredenje koristi se vodonik. Moze biti pozitivan
odnosno elektron-donorski (+I, povecava elektronsku gustinu) i negativan tj. elektron-
akceptorski (-I, privlaci elektrone jace od atoma vodonika). Sa udaljenjem supstituenta od
reakcionog centra smanjuje se 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. Medutim, eksperimentalno je veoma tesko

razlikovati ova dva efekta, usled ¢ega su oba komponente induktivnog efekta.

Rezonancioni efekat (R) predstavlja prenos elektronskih efekata supstituenata kroz
sistem m-veza. Smanjenje ili povecanje elektronske gustine kroz sistem n-veza zasniva se na
konjugaciji m-molekulskih orbitala sa p- ili z-orbitalama supstituenta. Ukoliko supstituent
povecava elektronsku gustinu na reakcionom centru oznacava se kao ,, +R efekat™ i sadrzi
slobodni elektronski par ili z-elektrone na atomu koji je direktno vezan za aromati¢ni prsten
(-NH2, -NR2, -OH, -OR, -SR, -X, -CH=CH). -R efekat smanjuje elektronsku gustinu na
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reakcionom centru i najéeSée ne sadrzi vezivne p-orbitale vezane za z-akceptorski centar

(-NOg, -COCH).

Sterni efekat moze znacajno uticati na brzinu hemijske reakcije, kao i na konformacije
molekula. Veliki atomi ili grupe atoma uticu na sudare izmedu molekula, Ccesto
onemogucavajuci efikasne sudare pri kojima dolazi do reakcije. Na primer, Sn2 reakcija se

usporava usled sternih efekata sa povecanjem supstitucije na ugljeniku ili odlazecoj grupi.

2.3.2. Hametova jednacina

Hametova jednadina predstavlja osnovu za uspostavljanje kvantitativne veze
(korelacije) izmedu strukture i1 reaktivnosti organskih molekula, ukljuujuéi tu i njene
modifikacije.!3* Primeri pojedinih metoda primene Hametove jednaéine i njenih modifikovanih
oblika odnose se pre svega na nacin na koji supstituenti uticu na brzinu reakcije ili polozaj
ravnoteze, elektronske ili sterne intramolekulske interakcije, kao i na proucavanje reakcionog

mehanizma uz kori$éenje drugih fizi¢ko-hemijskih metoda.

Y, reakcioni centar

% v X, supstituent u meta- ili p ara- polozaju
K, konstanta hemijske ravnoteze
k, konstanta brzine hemijske reakcije

) = [
/\; /\;

Slika 2.33 Vrste aromatskih sistema koje je izu¢avao Hamet

t136,137j

Tridesetih godina proSlog veka Hame e otkrio da se termodinamicka ili kineticka

ponasanja mnogih aromatskih sistema (Slika 2.33) mogu korelisati jednac¢inama 2.1. ili 2.2.:

log—~ = 2.1
08 = PO (2.1)
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k
logk—0 = po (2.2)

u kojima simboli K i k oznacavaju konstantu hemijske ravnoteze i konstantu brzine reakcije
ispitivanih jedinjenja sa supstituentima; Ko i ko odgovarajuc¢e konstante hemijske ravnoteze i
brzine reakcije za nesupstituisani sistem; p predstavlja reakciona konstanta; o obelezava
konstantu supstituenta. Reakciona konstanta p je merilo osetljivosti reakcije ili hemijske
ravnoteze na efekte supstituenta, konstantna je za odredenu reakciju i uslove u kojima se
reakcija izvodi (temperatura, rastvara¢) 1 ne zavisi od prirode supstituenta. Konstanta
supstituenta o iskljucivo zavisi od prirode supstituenta i njegovog polozaja na jezgru, a ne

zavisi je od vrste hemijske reakcije.

Hametova jednac¢ina se moze primeniti ukoliko se supstituent nalazi u meta- ili para-
poloZaju u odnosu na reakcioni centar. AKo je supstituent pozicioniran na jezgru u orto-
polozaju u odnosu na reakcioni centar ne moze Se koristiti Hametova jednacina zbog blizine
supstituenta i reakcionog centra i njenog uticaja na reaktivnost usled sternih ili direktnih
polarnih efekta, koji mogu delimi¢no ili potpuno onemoguciti razmatranje kvantitativnog

dejstva elektronskih efekata supstituenata na reakcioni centar.

COOH CoOr
X % X
| e
\/ H,0, 25 °C \/
= =
X

Slika 2.34 Reakcija disocijacije meta- i para-supstituisanih benzoevih kiselina na 25 °C u
vodi kao rastvaracu

Kao model reakciju za izraCunavanje konstante supstituenata ¢ Hamet je predlozio
disocijaciju benzoeve kiseline u vodi na 25 °C (Slika 2.34).%" Za navedenu model reakciju
usvojena je vrednost reakcione konstante p = 1. Konstanta supstituenata ox predstavlja razliku
izmedu pKa vrednosti nesupstituisane benzoeve kiseline i pKa vrednosti m- i p-supstituisanih
benzoevih kiselina prikazana je uz pomo¢ jednacine 2.3 (ox = 0 za nesupstituisanu benzoevu

kiselinu):
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ox = logK — logK, = —pK, + (pK,), (2.3)

u kojoj je simbol K konstanta hemijske ravnoteze supstituisane benzoeve kiseline, a Ko
konstanta hemijske ravnoteze nesupstituisane kiseline. Dogovorom je uzeto da je referentna
vrednost za konstantu supstiutenta H iz jedna¢ine 2.3 posmatrane disocijacije nesupstituisane

benzoeve kiseline ox=0.

Elektron-akceptorske grupe svojim elektronskim efektom povecavaju vrednost
konstante ravnoteze Ka, usled stabilizacije karboksilatnog anjona, §to ¢e usloviti manju
numericku vrednost pKai vecu kiselost, dok ¢e vrednosti ox biti pozitivne. | obrnuto, elektron-

donorski supstituenti ¢e imati negativne vrednosti ox.

Reakciona konstanta p pokazuje osetljivost reakcije ili ravnoteze na elektronske efekte
supstituenata u odnosu na disocijaciju nesupstituisane benzoeve kiseline u vodi na 25 °C
(» = 1). Ukoliko je vrednost reakcione konstante velika, pozitivna ili negativna, odigrava se
velika promena elektronske gustine na centralnom atomu funkcionalne grupe odnosno
reakcionim centru. Ako se negativno naelektrisanje na reakcionom centru povecava, p ¢e biti
vece od nule a ove vrste reakcija ¢e biti ubrzane elektron-akceptorskim supstituentima,
odnosno usporene elektron-donorskim supstituentima. Vrednosti p su negativne za reakcije
kod kojih se u prelaznom stanju javlja pozitivno naelektrisanje, njih ubrzavaju elektron-

donorski odnosno usporavaju elektron-akceptorski supstituenti.®

Reakciona konstanta o zavisi od prirode i duzine bo¢nog niza, prirode rastvaraca i
temperature. Sa porastom broja ugljenikovih atoma dodavanjem metilenske grupe u bocnom
nizu, smanjuje se vrednost reakcione konstante. Ukoliko se u bo¢nim nizu nalazi konjugovani
sistem kroz njega se bolje prenose efekti supstituenata u odnosu na zasiceni sistem ugljeni¢nih
veza. Eksperimentalno je utvrdeno da sa porastom relativne permitivnosti rastvarac¢a vrednost
konstante p opada, §to odgovara smanjenju znacaja elektrostati¢kih sila, odnosno polarnih

efekata supstituenata u sredini velike relativne permitivnosti.

Osnovne konstante supstituenta om 1 op (Hametove o konstante) predstavljaju ukupan
elektronski efekat supstituenata, koji se manifestuje kao doprinos rezonancionog i polarnog
efekta supstituenata. Reakcija disocijacije m- i p- supstituisanih benzoevih kiselina u vodi na
25 °C pri p =1 se koristi za njihovo odredivanje. Za pojedine sisteme u kojima je moguca
direktna rezonanciona interakcija izmedu supstituenata i reakcionog centra Hametova

korelacija nije zadovoljavajuca ukoliko se primene osnovne konstante supstituenata om i ap.
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Usled toga se ukazala potreba za uvodenjem novih o konstanti, ¢° koje ée prikazivati prenos
efekata supstituenata kroz metilensku grupu, nukleofilne (o) i elektrofilne (¢*) konstante

supstituenata. '3

Razlike u vrednostima ¢ i ¢° se javljaju kao posledica rezonancionog efekta, §to
uslovljava da svi meta-supstituenti, kao i ve¢ina para-supstituenata, imaju identi¢ne vrednosti
o i 6°. Znadajnija odstupanja u vrednosti se uo¢avaju u slu¢aju para-supstituenata sa izrazitim
+R efektom (OCHs, NH2, N(CHs)2). Kao model reakcija za odredivanje konstante ¢° Taft'* je
upotrebio reakciju disocijacije supstituisanih fenilsiréetnih kiselina, odnosno saponifikacije

etilestara supstituisanih fenilsir¢etnih kiselina.

Kod reakcionih sistema u kojima zbog direktne konjugacije —R para supstituenta sa
reakcionom centrom bogatim elektronima postoji odstupanje o para elektron-akceptorskih
supstituenata od Hametovih ¢ vrednosti. U ovim i sli¢énim slu¢ajevima koristi se elektrofilna
konstanta supstituenata (¢7).1** Model reakcija za izratunavanje konstanti ¢~ je disocijacije
meta- i para-supstituisanih anilinijum katjona.}*?!4® Konstante ¢~ su izraunate na osnovu
vrednosti o dobijenih za meta- ili para-supstituisane derivate sa elektron-donorskim
supstituentima i eksperimentalno odredenih pKa vrednosti za elektron-akceptorske supstituente

U para-poloZaju.

U reakcionim sistemima u kojima je razlog odstupanja vrednosti o prisustvo
p-elektron-donorskih supstituenata (-NH2, -OMe i dr.) od Hametovih ¢ vrednosti njihova
direktna rezonanciona interakcija sa elektron-deficitarnim reakcionim centrom,'* uvode se
elektrofilne konstante supstituenata i oznaCavaju se sa o'. AKO se U p-polozaju nalazi
supstituent koji lako stupa u rezonancionu interakciju sa elektron-deficitarnim centrom,
odnosno sa +R efektom, razlike izmedu konstanti o i o* su velike. Razlike izmedu o i " su

neznatne ili jednake nuli u slu¢aju prisustva grupe koja privlaci elektrone —R efektom.'#®

Upotreba ¢ i o~ konstanti prosiruje primenu Hametove jednadine na osnovu ¢ega se
mogu dobiti informacije o prirodi prelaznog stanja. Ukoliko u molekulu postoji znacajna

delokalizacija naelektrisanja primena ¢* i 6~ je neophodna.
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2.3.2.1. Modifikovana i proSirena Hametova jednacina

Pokusaj da se fenomen direktne rezonancione interakcije supstituenata i reakcionog
centra korelie pomocu izabranih konstanti g, 6" ili 6~ Gesto daje ogranicene rezultate. Za svaki
supstituent koji pokazuje izvestan rezonancioni efekat moze se ocekivati ¢itava skala konstanti

+

supstituenata i to ne samo za parove izolovanih vrednosti ¢*, ¢ za +R ili 67, 0 za -R
supstituente. Usled specificnosti istrazivanih sistema javila se potreba za modifikacijom

jednostavne Hametove jednacine (2.4).
Q=po+h (2.4)

Yukawa i Tsuno'#6-148 predlozili su jedna¢inu (2.5) koja u sebi sadrzi vigestruku linearnu

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

k
logk—0 =plo+r(c™ —0o)] (2.5)

u kojoj p oznacava reakcionu konstantu, vrednosti ¢ su Hametove konstante, vrednosti ¢* su
Brown-ove (Braunove) konstante. Kvalitativna mera rezonantne interakcije supstituenata i
reakcionog centra predstavlja nova konstanta r. Ukoliko je r = 0 dobija se klasi¢cna Hametova

zavisnost.

Jednacinu znacajno Sire primene predloZili su Taft i Lewis (Taft i Luis) uz odgovarajuci
izbor konstanti supstituenata.'*® Ona predstavlja prosirenu Hametovu jednacinu jednacinu (2.6)
obuhvata slozenost ukupnog elektri¢nog efekta supstituenta razdvajajuci ga na lokalizovani 1

delokalizovani efekat:
Q=ao;+Log+h (2.6)

U ovoj jednacini Q predstavlja korelisanu veli¢inu (log k, log K, i dr.), h je odsecak,

i £ definiSu relativan udeo induktivnog, odnosno rezonancionog efekta kroz konstante om i op

uz pomo¢ izraza 2.7. i 2.8.1%°
Om = 07 + aog (2.7)
o, = 07 + og (2.8)

Posto je elektri¢ni efekat supstituenata slozen iz lokalizovanih (induktivnih i/ili polja)
i delokalizovanih (rezonancionih) faktora, na osnovu Taftove sugestije!*® moze se napisati

sledec¢a jednacina:
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o= Ao+ dog (2.9)

2.3.2.2.  Primena Hametove jednac¢ine

Najznacajnija prakticna primena Hametove jednaline se ogleda u proucavanju
reakcionog mehanizama tj. prirode prelaznih stanja, kao i odredivanju nepoznatih konstanti
supstituenta. Postoji veliki broj istrazivanja koji pokazuju da uticaj meta- ili para-supstituenata
u posmatranoj reakciji moze potvrditi ili opovrgnuti pretpostavljeni reakcioni mehanizam. Na
osnovu vrednosti reakcione konstante p, prirode o vrednosti koris¢enih u korelaciji, linearnosti
ili nelinearnosti pojedina¢nih Hametovih zavisnost mogu se izvesti znacajni zakljucci koji se
odnose na objasnjenje elektronskih ili sternih intramolekulskih interakcija, uticaja
supstituenata na brzinu reakcije i na polozaj hemijske ravnoteze.'** U ovu svrhu moze se

primeniti Hametove jednac¢ina, modifikovana i prosirena, na razne fizicko-hemijske metode.

Za proucavanje elektronskih efekata supstituenata u okviru ispitivanih serija jedinjenja
mogu se korelisati spektroskopski podaci (FT-IR, UV-Vis, NMR)!¥®15! j pK,!%2 vrednosti sa
razli¢itim konstantama supstituenata. Za analiziranje uticaja supstituenata moze se primeniti
jednoparametarska ili dvoparametarska prosirena Hametova jednacina. U ovoj doktorskoj
disertacija koris¢ena je jednoparametarska (SSP, eng. Single Substituent Parameter) Hametova

jednacina za korelisanje sa pKas, UV i NMR eksperimentalnim podacima.

2.4. Linearna korelacija solvatacionih energija (LSER)
2.4.1. Solvatohromizam organskih molekula

Propustanjem snopa elektromagnetnih zraka kroz uzorak odredene supstance u
zavisnosti od njene strukture moze do¢i do apsorpcije ili propustanja zracenja. Molekul
apsorbovanjem elektromagnetnog zracenja energije AE = hv, prelazi iz oshovnog u
eksicitovano stanje $to ¢e uzrokovati pojacane vibracije ili rotacije atomskih jezgara, ili prelaz
elektronskog sistema na visi energetski nivo. Vracanjem sistema u osnovno stanje, emituje se
energija koja je karakteristicna za datu supstancu. Ultraljubicasta spektroskopija proucava
apsorpciju elektromagnetnog zracenja u oblasti izmedu 200 i 400 nm. Dobijeni apsorpcioni
spektri viseatomskih molekula daju odgovor o prelazima elektrona lokalizovanih u vezama ili

odredenim funkcionalnim grupama. Moguc¢i su slede¢i elektronski prelazi:
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— 6—0*, U kojima elektroni vezivne o orbitale prelaze u manje stabilnu antivezivnu o*

orbitalu.

— n—x*, pri cemu elektroni slobodnog elektronskog para prelaze u manje stabilnu

antivezivnu z* orbitalu;

— n—r*, kada elektroni vezivne z orbitale prelaze u manje stabilnu antivezivnu z*

orbitalu.

U hromoforima ili hromofornim grupama odigravaju se moguci navedeni elektronski
prelazi. Njihovo prisustvo u ispitivanom molekulu izazvaée apsorpciju energije u
ultraljubicastoj i vidljivoj oblasti. Svaka hromofora ima karakteristicnu vrednost talasne duZine
koja odgovara maksimumu apsorpcije i odredena je strukturom molekula. Preostali deo
molekula ne apsorbuje zracenje, ali moze uticati na polozaj apsorpcionog maksimuma.
Pomeranje apsorpcionog maksimuma ka ve¢im talasnim duzinama naziva se batohromni efekat
i njega izazivaju elektron-donorske grupe (alkil-, alkoksi-, hidroksi-, amino-, i dr.). Sa druge
strane, hipsohromni efekat predstavlja pomeranje ka manjim talasnim duzinama usled

prisustva elektron-akceptorskih grupa (nitro-, karboksilna-, sulfonska- i dr).

Polozaj, intenzitet i oblik apsorpcionih traka u UV-Vis spektrima zavise od izbora
rastvarada, brzine hemijske reakcije i polozaj hemijske ravnoteze.®31% Prou¢avajuéi reakciju
esterifikacije sircetne kiseline etanolom Berthelot i Pean de Saint-Gilles®®! (Bertelo i Pen de
Sent-Zil) su prvi uo¢ili uticaj rastvara¢a na brzine hemijskih reakcija primetivsi da se reakcija

usporava dodatkom neutralnih rastvaraca.

Promene intenziteta i polozaja traka su posledica razli¢itih vrsta intermolekulskih
interakcija kao $to su: dipol-dipol, dipol-indukovani dipol, jon-dipol, vodoni¢ne veze i dr.
izmedu rastvaraca i rastvorene supstance. Uticaj rastvaraca na UV-Vis spektre odnosno na
pomeranje i promenu inteziteta apsorpcionih traka naziva se solvatohromizam. Hipsohromno
pomeranje se odnosi na pomeranje apsorpcionog maksimuma ka manjim talasnim duzinama
usled povecanja polarnosti rastvaraca 1 predstavlja negativni solvatohromizam. U suprotnom,
odnosno pomeranje apsorpcionih maksimuma ka veéim talasnim duzinama usled polarnosti

rastvara¢ oznac¢ava barohromno pomeranje ili pozitivni solvatohromizam.

Izrazena solvatohromna svojstva pokaziva¢e molekuli koji sadrze z-elektrone usled
kojih se znacajno razlikuje raspodela naelektrisanja u osnovnom i pobudenom stanju. Relativno

mali uticaj rastvaraa na UV-Vis spektre zapaza se kod sledecih jedinjenja: aromati¢na
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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

Svojstvo polarnosti rastvaraca omogucava da se uticaj rastvaraCa na reaktivnost
organskih molekula sagleda kvalitativno. Za kvantitativno sagledavanje uticaja rastvaraca
pomocu fizi¢kih konstanti neophodno je koriS¢enje skala polarnosti rastvaraa koje se
zasnivaju na poznatim reakcijama osetljivim na rastvarace. Na osnovu ovakvih reakcija
izrazava se empirijska mera polarnosti rastvaraca, tj. empirijska mera njegove solvatacione
moc¢i u koris¢enoj model reakciji. Empirijski parametri polarnosti dobijeni na osnovu jedne

reakcije nisu univerzalni i ne mogu da se primene na sve ostale.

Uticaji rastvaraca na reaktivnost organskih jedinjenja i njihove apsorpcione spektre su
slozeniji i Cesto specifi¢niji u poredenju sa uticajima supstituenata. Svojstvo polarnosti
rastvarata omogucava da se ti uticaji sagledaju samo kvalitativno. Medutim, nemoguénost da
se uticaji rastvaraca i kvantitativno izraze, preko fizickih konstanti, podstakla je uvodenje
empirijskih skala. Empirijske skale polarnosti rastvaraca se zasnivaju na poznatim reakcijama,
koje su osetljive na rastvarace. Njima se izrazava empirijska mera polarnosti rastvaraca,
odnosno empirijska mera njegove solvatacione moc¢i u datoj model reakciji. Empirijski
parametri polarnosti koji su odredeni na osnovu jedne reakcije nisu univerzalni i ne mogu se
primetiti na sve ostale usled jer sposobnost solvatacije rastvaraca ne zavisi samo od polarnosti

rastvaraca, ve¢ 1 od svih intermolekularnih interakcije.

Razdvajanjem efekata rastvaraca na razliite vrsta interakcija izmedu molekula
rastvaraca i rastvorene supstance, dobijeni parametri mogu objasniti njihove veli¢ine. Ovakav
aspekt razmatranja solvatacije predstavlja viSeparametarski pristup u kojem se svaki parametar
odnosi na odredenu interakciju u ukupnoj solvataciji molekula. Na osnovu ovog pristupa
moguce je predvideti vrednosti zavisno promenljive na osnovu vrednosti nezavisno
promenljivih. On se moZe primetni na set podataka dobijenih za veliki broj dobro odabranih

rastvaraca.

Uticaj pojedinacnih vrsta interakcija na efekte rastvaraca nije mogucée uvek razdvojiti

usled Cega se efekti rastvarata mogu na dve grupe doprinosa: specificne (donor-akceptor,
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kiselo-bazne uz uklju¢ene vodoniéne veze) i nespecificne (poticu od delovanja rastvaraca kao

dielektricnog kontinuuma) interakcije.

2.4.2.1. Kamlet-Taftova skala polarnosti

Kamlet i Taft su razvili viSeparametarsku solvatohromnu jednac¢inu'®? koja predstavlja

linearnu korelaciju energije solvatacije (LSER, engl. linear solvation energy relationship):
A= A, + s(m," +d8) + aa; + bp, (2.11)

Veli¢ina A oznacava fizicko—hemijsko svojstvo rastvorene supstance ¢ija se zavisnost
od rastvaraca ispituje; Ao je ekstrapolisana vrednost svojstva u cikloheksanu kao referentnom

rastvaracu.

Parametar m1* predstavlja meru polarnosti/polarizabilnosti rastvaraca i funkcija je
njegovog dipolnog momenta x = -0,1 + 4,371*. Moze imati vrednosti od 0,00 (cikloheksan) do
1,00 (DMSO).

Parametar do se koristi za korekciju polarizabilnosti i iznosi 0 (nehlorovani alifati¢ni
rastvaraci), 0,5 (polihlorsupstituisani alifati¢ni rastvaraci) i 1,00 (aromati¢ni rastvaraci) usled

najvece razlike u polarizabilnosti izmedu tri navedene grupe rastvaraca.

Parametar a1 opisuje sposobnost rastvarac¢a da bude donor protona (odnosno akceptor
elektronskog para) u vodoni¢noj vezi. Njegove vrednosti se nalaze u rasponu od 0,00 (nepolarni
aproti¢ni rastvaraci, npr. n-heksan) do 1,00 (metanol). Sa druge strane parametar S objasnjava
sposobnost rastvaraca da primi proton (odnosno da preda elektronski par) u vodoni¢noj vezi i
ima vrednosti izmedu 0,00 (nepolarni aproti¢ni rastvara¢i, npr. n-heksan) i 1,00 (triamid

heksametilfosforne kiseline).1%®

Koeficijenti s, d, a i b predstavljaju kvantitativnu meru uticaja skale, odgovarajuéih
parametara rastvaraca. Posto su «, 1 m1* normalizovane skale, uzima se da koli¢nici a/s, b/s
ili a/b ukazuju na kvantitativnu meri relativnog doprinosa jednog odredenog parametra u

odnosu na drugi.

Jedan od nedostataka Kamlet-Taftove skale je nemoguc¢nost opisivanja solvatohromnih
svojstva nepolarnih supstanci koje ne uspostavljaju vodoni¢ne veze sa rastvaracem, jer su
dipolarnost 1 polarizabilnost rastvaraca predstavljene samo jednim parametrom x*.

Odredivanje Kamlet—Taftovih parametara se ne zasniva na definisanom referentnom procesu,
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ve¢ se dobijaju usrednjavanjem rezultata merenja razlicitih referentnih jedinjenja Sto takode

predstavlja nedostatak.
Primenjena na UV-Vis apsorpcione frekvence Kamlet-Taftova jedna¢ina ima oblik:
Vimax = Vo + aa + bB + sm” (2.12)

u kojoj parametar z* oznaCava polarnost/polarizabilnost i zasnovan je na pomeranjima

apsorpcionih frekvenci m—m* prelaza nekoliko referentnih jedinjenja,'®

vo predstavlja
apsorpcionu frekvencu rastvorene supstance u referentnom sistemu, a vmax je apsorpciona

frekvenca jedinjenja u odredenom rastvaracu.

2.5. Teorija funkcionala gustine (DFT)

Napredak u razvoju ra¢unarske tehnologije omogucio je transformaciju Ciste teorije na
racunarske programe. Na taj nacin je olakSano reSavanje talasne jednacine za slozeni atomski
sistem prevodenjem u jednostavan zadatak, kao i u razumevanje hemijskih principa.
IzraCunavanje elektronske strukture molekula zasniva se na dva pristupa: teoriji talasne
funkcije (WFT, eng. Wave Function Theory) i teoriji funkcionala gustine (DFT, eng. Density
functional Theory). WFT se temelji na Schrédinger-ovoj (Sredingerovoj) jednaéini,*®® a nakon
toga je razvijen DFT na temelju broja aproksimacija.'®1%” Napredak DFT-a uéinio je kvantnu

hemiju mostom koji povezuje hemiju, fiziku i matematiku.

Za predvidanje svojstava atoma, molekula i drugih sistema neophodno je temeljno
poznavanje ravnotezne geometrije odnosno strukture, vibracionih frekvencija, elektronske
gustine, raznih ukupnih energija kao i linearne i nelinearne zavisnosti na spoljasnja staticka
ispitivanja. Jedan od na¢ina dobijanja potrebnih svojstava je reavanje Sredingerove jednacine
za N elektrona (N broj elektrona) u osnovnom stanju. Pomoc¢u raunarskih metoda moze se
postic¢i velika efikasnost i za velike vrednosti N. Osnovni cilj DFT-a je da zameni mnoge
sloZene 1 teSko izracunljive talasne funkcije elektrona koje sadrze 3N varijable (N elektrona sa
tri prostorne promenljive) sa funkcijom elektronske gustine koja ima samo tri varijable. DFT
Kohn-Sham-a'®®1% (Kon-Sama) je predvideo elektronsku gustinu osnovnog stanja, ukupnu
energiju i druga povezana svojstva koris¢enjem spina. Stoga, ovaj svestrani metod za proracun

elektronske strukture kondenzuje fizicku materiju i kvantnu hemiju.
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Upotreba DFT-a zauzima vodeée mesto u savremenim nau¢nim radovima ¢ime njegov
znacaj konstantno raste. Izuzetnost DFT metode se zasniva na najboljem odnosu preciznosti
rezultata i kompjuterskih resursa.’®”1%1"1 prye dve publikacije sa praktiénom primenom DFT—
a objavljene su sredinom 60-tih godina XX veka od strane Hohenberg-a (Hohenberga), Kona
i Sama, kada je zapaZena kao najuspesniji pristup za izraGunavanje elektronske strukture
materije.}’>1"® Zbog svoje specifi¢nosti, DFT metoda se primenjuje u prou¢avanju razli¢itih
vrsta materije (atoma, molekula), kompleksnih materijala, pobudenih i prelaznih stanja,
medumolekulskih interakcija, mehanizama hemijskih reakcija, odredivanju NMR spektara i

drugih fizi¢cko-hemijskih parametara ispitivanih jedinjenja.

U svojoj formulaciji, DFT metoda se zasniva na cCinjenici da se poznavanjem
elektronske gustine osnovnog stanja sistema, mogu veoma precizno, odrediti razli¢ita svojstva
molekula, kao S§to su: geometrija, elektricna i magnetna svojstva, jonizaciona energija,

vibracione frekvencije i dr.

Glavni cilj svih kvantnohemjskih pristupa je reSenje nerelativisticke, vremenski

nezavisne Sredingerove jednacine:
A¥(ry, ..., y) = E¥(ry, ..., 7y) (2.13)

u kojoj je viSeelektronska talasna funkcija ¥(rs,...,rn) funkcija od 3N promenljivih (N
elektrona sa tri prostorne promenljive). Eksplicitnim resavanjem Sredingerove jednadine
moglo bi se predvideti ponasanje bilo kog elektronskog sistema $to nazalost nije moguce usled
postojanja velikog broja slobode. DFT metoda opisuje sistem elektrona koji medusobno
interaguju preko njihove gustine a ne preko viseelektronske talasne funkcije. Na osnovu toga,
za sistem od N elektrona koji se ponaSaju u skladu sa Paulijevim principom 1 medusobno
odbijaju elektrostatickim interakcijama, osnovna promenjiva sistema tj. elektronska gustina

zavisi samo od tri prostorne koordinate x, y i z.

DFT metoda se zashiva na dve teoreme koje su objavili Hohenberg i Kon,2 i seta

jednacina koje su dobijene iz ovih teorema od strane Kona i Sama.*”® Prva teorema glasi:

., Energija osnovnog stanja iz Sredingerove jednacine je jedinstveni funkcional

elektronske gustine

Prema ovoj teoremi elektronska gustina odreduje sva svojstva osnovnog stanja sistema,

odnosno reSavanjem Sredingerove jednacine dobija se energija osnovnog stanja sistema. Ova
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teorema ne objasnjava prirodu funkcionala pomoc¢u kojeg se moze odrediti energija 0Snovnog

stanja, $to je uslovilo da druga Hohenberg-Konova teorema glasi:

., Elektronska gustina koja minimizuje energiju ukupnog funkcionala je prava

elektronska gustina koja odgovara potpunom resenju Sredingerove jednacine *

Ova teorema dokazuje postojanje varijacionog principa u DFT metodama koji je

ogranicen samo na molekule u osnovnom stanju i ne moze se primeniti na pobudena stanja.

Ove dve teoreme su osnova DFT metode, ali ne pruzaju informacije o nac¢inu na koji se
mogu izvoditi prora¢uni. Kon i Sam su pokazali da se problem pronalaZenja prave elektronske
gustine mozZe resiti uvodenjem seta jednoelektronskih jednacina.l”® Elektronska gustina ima

isti izraz (2.14) kao da je izvedena iz Slejterove determinante:
p() = Y W (214)
i

gde ¥ predstavlja popunjene atomske/molekulske orbitale, nazvane Kon-Samove orbitale.
Kon i Sam su predlozili izra¢unavanje kineticke energije neinteraktivnog sistema pomo¢u iste
gustine kao kod realnog, interagujuceg sistema, gde se neinteragujuceg elektroni kre¢u u polju
efektivnog potencija ostalih elektrona. Ukupna elektronska energija se moze podeliti na

“poznate” i “nepoznate” termove (2.15):
E[T] = Ts [T] + Eext [1"] + ECoul [1"] + Exc [T] (215)

“Poznati” termovi su: kineticka energija elektrona Ts, elektron-jezgro privlacenje Eext,
elektron-elektron odbijanje Ecoul, 1 “nepoznati” term izmene-korelacije (exchange-correlation)

Exc. Jedini izraz za koji se ne moZe napisati eksplicitna forma funkcionala je Exc.

Minimizacijom funkcionala energije se dobijaju Kon-Samove jednaéine:

l—%vz + Veff(r)l ¥;(r) = g% (r) (2.16)

Verr(r) = Vext (1) + Vg (1) + Ve (1) (2.17)

(r) = Zl'z"i(r)l2 (2.18)

Ve = ozt (2.19)
Sp(1)

34



Kon-Samove jednacdine se mogu resavati iskljudivo iterativnim tehnikama pomocu
metode samosaglasnog polja jer efektivni potencijal Vess zavisi od n(r), odnosno od #(r), sto
predstavlja reSenje jednacina. Na osnovu izraunatih energija i funkcija moguce je dobiti ostale
karakteristike osnovnog stanja kao Sto su: ukupna energija osnovnog stanja, gustina

naelektrisanja, vibraciona svojstva molekula i dr.

Potencijal izmene-korelacije (Vxc) opisuje efekte Paulijeve izmene i Kulonovih
interakcija ukljucujuéi cCisto elektrostaticko odbijanje izmedu elektrona i njihovu kvantnu
prirodu. Ovaj term je definisan kao funkcional izvoda energije izmene-korelacije (Exc) u
odnosu na elektronsku gustinu. Pronalazenje i matematicko opisivanje ovog funkcionala je
veoma zahtevno, usled ¢ega su razvijeni brojni aproksimativni funkcionali za ukljucivanje ovih
efekata u DFT formalizam. Na osnovu teorijskih postavki na kojima se zasnivaju,
aproksimativni funkcionali se mogu podeliti u tri velike grupe: aproksimacija lokalne gustine
(LDA, eng. Local Density Approximation), aproksimacija generalizovanog gradijenta (GGA,

eng. Generalized-Gradient Approximation) i hibridni funkcionali (Hybrid Functional).

2.5.1. Aproksimativni funkcionali

Prvi pokusaji da se proceni vrednost funkcionala izmene-korelacije su se zasnivali na
aproksimaciji lokalne gustine. U LDA metodi Exc se ra¢una pod pretpostavkom da se sistem

lokalno ponasa kao uniformni elektronski gas, odnosno:

Exc = f p (Metl4(p(r)) (2.20)

£LDA(p) predstavlja gustinu izmensko-korelacione energije elektrona u uniformnom
gasu gustine p. Primenom aproksimacije lokalne gustine dobijeni su iznenadujuce dobri
proracuni ukupne elektronske energije. Medutim, posto ova metoda sistematski precenjuje
vrednosti energije veza i loSe reprodukuje termohemijska svojstva molekula, njihova upotreba

u racunarskoj hemiji je veoma mala.

Druga klasu funkcionala koji imaju znatno ve¢u primenu u ra¢unarskoj hemiji i daju
bolje rezultate u odnosu na LDA funkcional, ¢ine funkcionali koji se zasnivaju na aproksimaciji
generalizovanog gradijenta. U ovoj aproksimaciji funkcional izmene-korelacije zavisi i od

vrednosti elektronske gustine i od njenog gradijenta (2.24):
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Bre = | p )28 (p(r),Tp(r))dr (221)

Lokalne nehomogenosti elektronske gustine se mogu uzeti u obzir pomocu zavisnosti
energija izmene-korelacije od gradijenta elektronske gustine. Za razliku od LDA funkcionala,
izraz za odredivanje €26 nije jedinstven, usled &ega postoje brojni funkcionali koji se
zasnivaju na aproksimaciji generalizovanog gradijenta (GGA). Ovi funkcionali se medusobno
razlikuju po: broju ogranic¢enja koja ispunjavaju, broju parametara koje poseduju kao i koli¢ini
empirijskih podataka koji su koriS¢eni prilikom njihove konstrukcije. Najpoznatiji i najéesce

kori$éeni GGA funkcionali su PW91,'"4 PBE'® i BLYP.1®

Generalno posmatrano, GGA funkcionali daju znatno bolje rezultate u odnosu na LDA
funkcionale ali se ne mogu koristiti pri raCunanju stanja daleko od minimuma, kao §to su
energije hemijskih reakcija. GGA funkcionali su veoma zastupljeni za proraunavanje
molekula u ¢vrstom stanju jer daju precizne geometrije, elasticna svojstva periodi¢nih ¢vrstih
tela i kvalitativno ispravnu strukturu elektronskih traka. Ipak, ovi funkcionali sistematski

potcenjuju razliku u energiji izmedu elektronskih traka.

Meta-GGA funkcionali povecavaju fleksibilnost funkcionala izmene-odbijanja
dodaju¢i Kon-Samovu gustinu kineticke energije (zxs) elektronskoj gustini i njenom izvodu
(2.22, 2.23):

Fre = [ 0 028 (p ), 901, P (), s (r))dr (2.22)

1
Ts(1) = =5 ) 1) (2.23)

Usled povecane fleksibilnosti meta-GGA funkcionali su ta¢niji prilikom izra¢unavanja

svojstava molekula u odnosu na GGA i LDA funkcionale.

Pomenuti funkcionali (LDA, GGA i meta-GGA) su funkcionali semilokalnog tipa jer
gustina eneregije izmene-korelacije u nekom delu prostora zavisi samo od svojstva tog dela
prostora. Beke je pokazao da je moguée znacCajno poboljSati proracune termohemijskih
svojstava molekula koris¢enjem GGA funkcionala uz dodatak dela energije izmene izraCunate

Hartree-Fock—ovom (Hatre-Fokovom) metodom na Kon-Samovim orbitalama.*’”

Upotreba ove dodate Hatre-Fokovove izmene se moze opravdati uvodenjem formule

adijabatskog povezivanja:1’817
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Beelol = | | Qi =110 |da = [ vkaa (224)

o \ & 0
gde vrednost 4 = 0 predstavlja neinteragujuéi Kon-Sam sistem, dok je A = 1 potpuno realan
sistem, tj. parametar 1 pokrece korelacije elektrona. Pomoc¢u parametra A moze se ukljucivati
ili iskljucivati racunanje elektronske korelacije. Potencijal izmenske-korelacije (Ux) za
vrednost 1 = 0 predstavlja taénu Hatre-Fokovovu energiju izmene radunatu sa Kon-Samovim

orbitalama (2.25).

occ
1 Y (r ¥ (r)¥ (r)¥ (r
U)?C=—Ezj l( 1) ]( 2) ]( 1) l( Z)drldrz (225)
ij

LEY)

Funkcional izmene-korelacije se moze aproksimirati interpolacijom izmedu poznatog
Z = 0 limita (Hatre-Fokovova izmena) i 4 = 1 predstavljenog semilokalnim funkcionalom
izmene-korelacije (2.26):

Exc[p] = axUJ(c)c + (1 - ax)Eggmilocal [p] (2-26)

Funkcionali koji koriste deo Hatre-Fokovove izmene nazivaju se hibridni funkcionali.
Oni ne pripadaju semilokalnim funkcionalima jer raCunanje Hatre-Fokovove izmene zahteva
dvostruko integraljenje celog realnog prostora usled ¢ega njihova primena zahteva vise
raunarskog vremena. Najpoznatiji hibridni funkcionali su B3LYP,8° TPSSh,!8! PBE1PBE#?
i M06.183

2.5.2. Bazis setovi

Znacajan element za molekulsko modelovanje su bazisni setovi ili krac¢e bazisi. U
velikoj meri uticu na tacnost i duzinu proracuna. Predstavljaju skupove vektora koji definiSu
prostor u kome se posmatra i reSava neki problem, odnosno set talasnih funkcija koje opisuju
oblik atomskih orbitala. To su matemati¢ke funkcije (bazisne, osnovne funkcije) ¢ije linearne
kombinacije grade molekulske orbitale. MoZe se koristiti linearna kombinacija bilo kog skupa
matematickih funkcija koje su pogodne za manipulisanje ukoliko njihova linearna kombinacija

daje dobar prikaz molekulskih orbitala.

Za opisivanje raspodele elektrona oko atoma mogu se koristiti razlicite vrste funkcija

pri cemu se Slejterove (semi-empirijski proracuni) i Gausove (ab initio i DFT pristup) funkcije
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najviSe primenjuju jer su najjednostavnije. Obe funkcije imaju odredene nedostatke, usled ¢ega
se za poboljsanje efikasnosti vrsi aproksimiranje Slejterovih funkcija Gausovim. Ova vrsta
reSenja poboljsava efikasnost ali nije sasvim adekvatna jer Gausove funkcije neuporedivo losije
prikazuju raspodelu elektrona oko atoma u odnosu na Slejterove funkcije. Na taj nacin se doslo
do odgovarajuceg reSenja u kojem se Slejterove funkcije aproksimiraju sa vise Gausovih

funkcija.

Za DFT metodu, u kombinaciji sa B3LYP funkcionalom, od posebnog je znacaja
6-31G(d) bazis u kojem brojevi 6 i 3 oznacavaju aproksimacije Slejterovih orbitala sa
Gausovim funkcijama i obrnuto. Broj 1 ukazuje da su sa po jednom Gausovom funkcijom
zamenjene sve ostale Slejterove orbitale. Slovo d pokazuje da se orbitalama ,,dozvoljava“ da
budu pomerenije u jednu stranu. Ovaj bazis se moze poboljsati dodavanjem polarizacionih
funkcija 1 na lake atome, tj. atome vodonika (proton), kada se pomenuti bazis oznacava kao 6-

31G(d,p).

2.5.3. Molekulski deskriptori

Veli¢ine ¢ije numeri¢ke vrednosti opisuju odredeno fizicko-hemijsko svojstvo
predstavljaju molekulske deskriptore. Broj potrebnih molekulskih deskriptora za izrazavanje
odredenog svojstva zavisi od slozenosti ispitivanog sistema. S obzirom da kvantitativna analiza
povezanosti izmedu strukture jedinjenja i njegove aktivnosti podrazumeva predvidanje fizi¢ko-
hemijskih svojsta na osnovu molekulske strukture, pravilan izbor i primena molekulskih
deskriptorora je od klju¢nog znacaja. Postoji veliki broj molekulskih deskriptora a ovde ¢e biti

navedeni samo oni kori$¢eni tokom izrade ove disertacije.

2.5.4. Mape molekulskog elektrostatickog potencijala

Elektronska gustina opisuje raspodelu elektrona u molekulu i veoma je znacajna za
njegova hemijska svojstva. Posto molekuli predstavljaju dinamicki sistem sastavljen od
protona i elektrona procena elektronske gustine nije lak zadatak i ne moze se resiti metodama
klasicne mehanike. Savremene metode za odredivanje elektronske gustine molekula se

uglavnom zasnivaju na kvantnohemijskim prora¢unima.8418°
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Mape molekulskog elektrostatickog potencijala (MEP; eng. molecular electrostatic
potential) pokazuju potencijal koji ¢e jedinica pozitivnog naelektrisanja osetiti u bilo kojoj
tacki oko molekula usled raspodele elektronske gustine i jezgara u molekulu. One se dobijaju
kada se na izoelektronsku povrsinu oko molekula (zakrivljena povrSina oko molekula koja
povezuje tacke iste elektronske gustine) mapira vrednost elektrostatickog potencijala za svaku
taCku. Regioni sa pozitivnom vrednostima elektrostatickog potencijala se po dogovoru

prikazuju plavom bojom, dok se regioni negativnog potencijala oznaéavaju crvenom bojom.*8®

Vrednost elektrostatickog potencijal se smatra znacajnom za predvidanje hemijske
reaktivnosti molekula. Vece, pozitivne vrednosti elektrostatickog potencijala ukazuju na
relativno odsustvo negativnog naelektrisanja dok male, negativne vrednosti ukazuju na veéu
zastupljenost elektrona. U skladu sa time, ocekuje se da ¢e regioni negativnog potencijala biti
mesta protonacije i elektrofilnog napada, dok regioni pozitivnog potencijala mogu ukazivati na

elektrofilnost i mesta nukleofilnog napada.*®*

Elektronski parametri jedan su od znacajnijih faktora koji reguliSu interakciju leka i
receptora, usled Cega mapa molekulskog elektrostatickog potencijala (MEP) moze biti
alternativni pristup za razumevanje elektrostatickih doprinosa bioloskoj aktivnosti ispitivanih

molekula.

Za konstrukciju mape molekulskog elektrostatickog potencijala potrebna su tri koraka:
konstrukcija povrSine jednake elektronske gustine oko molekula, raCunanje elektrostatickog
potencijala na svakoj tacki izoelektronske povrSine 1 nanosSenje boja za oznacavanje povrsine

dobijenim vrednostima potencijala.

Molekulski elektrostaticki potencijal V(r) predstavlja fizicku veli¢inu koju generiSu
elektroni 1 jezgra 1 on se moZe odrediti eksperimentalno difrakcionim metodama kao 1
ra¢unarskim putem.'®” U odredenoj tacki (X, Y, z) u blizini molekula molekulski elektrostati¢ki
potencijal je definisan u smislu energije interakcije izmedu elektronskog naelektrisanja
generisanog od elektrona i jezgra koje poti¢e iz molekula i pozitivnog ispitivanog (test)
naelektrisanja (protona) lociranog na udaljenosti r. Za ispitivano jedinjenje vrednost V(r) se

izradunava pomoéu jednadine (2.27):18

Zy p(r")

V() = -
D= 21" )

dr' (2.27)
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u kojoj Za oznacava naelektrisanje jezgra A, koje se nalazi na Ra, o(r’) je funkcija elektronske

gustine molekula a r’ varijabla integraljenja.

2.55. HOMOiLUMO

HOMO 1 LUMO predstavljaju grani¢ne molekulske orbitale, odnosno najviSu
popunjenu molekulsku orbitalu (HOMO eng. Highest Occupied Molecular Orbital) i najnizu
praznu molekulsku orbitalu (LUMO eng. Lowest Unoccupied Molecular Orbital). Po
jednostavnijim teorijama elektronskih prelaza, kada molekul apsorbuje svetlost, elektron
postaje pobuden i prelazi iz HOMO u LUMO. Razlika u energiji izmedu ove dve grani¢ne
orbitale odreduje i talasnu duZzinu apsorpcionog maksimuma. Ova razlika u energijama se
ozna¢ava kao HOMO-LUMO energija ili kao HOMO-LUMO rastojanje (GEP). Sto je manja
HOMO-LUMO energija veca je reaktivnost molekula.'® Po pravilu, molekuli sa velikim
vrednostima energije HOMO su elektron-donori dok su molekuli sa niskim vrednostima

energije LUMO elektron-akceptori.

HOMO energija je direktno povezana sa jonizacionim potencijalom molekula i
karakteriSe njegovu sposobnost da izvrsi nukleofilni napad. Sa druge strane, LUMO energija
je direktno povezana sa afinitetom prema elektronu i predstavlja osetljivost jedinjenja u odnosu

na nukleofilni napad.'®®

HOMO 1 LUMO energije se ve¢ decenijama koriste kao indikatori hemijske
reaktivnosti 1 ¢esto se koreliSu sa drugim vaZznim parametrima kao S§to su afinitet prema

elektronu, jonizacioni potencijal i dr.290-1%4

Na osnovu DFT prorac¢una mogu se generisati HOMO 1 LUMO deskriptori. Deskriptor
HOMO energije suprotnog znaka se naziva jonizacionim potencijalom i predstavlja meru
nukleofilnosti molekula, dok suprotna vrednost LUMO deskriptora oznafava njegovu

elektrofilnost.

Za molekulsko modelovanje, veoma vazan kvantno-molekulski deskriptor i indikator
stabilnosti predstavlja HOMO-LUMO rastojanje. Sto je veéa vrednost ovog deskriptora veca
je stabilnost molekula i obrnuto, manja vrednost ukazuje na manju stabilnost ispitivanog

molekula.

GEP = ELumo-EHowmo

40



2.5.6. Spektroskopija i spektroskopske veli¢ine

Proveravanje primenljivost odredenog nivoa teorije molekulskog modelovanja moze se
izvrsiti izraCunavanjem spektroskopskih veli¢ina. Od izuzetnog znacaja su predvidanje IR,

NMR, Ramanovih i UV-Vis spektara.

Pomocu vremenski zavisne teorije funkcionala gustine (TD-DFT, eng. Time Dependant
- Density Functional Theory) mogu se proracunati talasne funkcije molekulskih orbitala koje
osciluju izmedu osnovnog i pobudenog stanja. Izracunati UV-Vis spektri se dobijaju na osnovu

elektronskih prelaza iz osnovnog u pobudeno stanje primenom TD-DFT metode.

U ovom radu primenjeni su TD-DFT proratuni za izraCunavanje teoretskih

apsorpcionih spektara u gasovitoj fazi i pojedinim rastvaracima.

2.6. Topoloska analiza gustina naelektrisanja, Bader-ova (Baderova) analiza

Teorija funkcionala gustine (DFT) se najceS¢e koristi za izraCunavanje mnogih
elektronskih interakcija izmedu atoma u molekulima kao i u ¢vrstom stanju. Ta¢no opisivanje
ovih slozenih interakcija je veoma sloZzeno, ali takode moze biti izazovno izvrSiti
racionalizaciju izracunatih energija.’®® Jedna mocna i slikovita tehnika za to predstavlja
razlaganje svojstva molekula ili materijala na doprinose pojedinacnih atoma. Bader je
predlozio elegantan nac¢in za tu podelu.!®® Njegova ideja se sastojala u primeni topoloske
analize gustine naelektrisanja za podelu prostora unutar molekulskih sistema na atomske
(Baderove) zapremine. Svaka Baderova zapremina sadrZi jedan maksimum elektronske gustine
koji je odvojen od drugih zapremina povrsinama na kojima je gustina naelektrisanja minimum.
Uobicajeno postoji jedan maksimum elektronske gustine na svakom atomskom centru 1 jedna
Baderova zapremina za svaki atom, §to nije uvek obavezno jer postoje slucajevi u kojima
Baderova zapremine ne sadrzi jezgro.'® Deljene povrsine, odnosno povrsine nultog fluksa koje
razdvajaju ove zapremine se nalaze na hemijskim vezama izmedu atoma. Prednost Baderove
raspodele u odnosu na druge Seme raspodele (npr. Mulliken-ova populaciona analiza) se ogleda
u tome $to se zasniva na ispitivanju elektronske gustine, i predstavlja opservablu koja se moze
eksperimentalno izmeriti ili teorijski izracunati. Osim toga izraCunavanja elektronske gustine
su veoma malo osetljiva na primenjeni bazis set. U tom pogledu, Baderova analiza je obimnija

od ostalih metoda raspodele koje se temelje na talasnoj funkciji.19-2%
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Postoji nekoliko razli¢itih pristupa za izraCunavanje Baderovih zapremina. Prvi
algoritmi su primenjeni za kvantnohemijske prora¢une malih molekula, u kojima se moze
izradunati gradijent gustine naelektrisanja iz derivata analiti¢ke talasne funkcije.!%2%:202 Qve
metode prvo pronalaze stacionarne tacke u gustini naelektrisanja, a zatim slede putanje duz
gradijenta gustine iz ovih tacaka kako bi mapirali njihovu povezanost sa povrSinom nultog
fluksa. Sa podeljenim povr§inama prikazanim na ovaj nacin, naelektrisanje u svakoj Baderovoj
zapremini moze se radijalno integraliti od maksimuma gustine naelektrisanja do povrSine
nultog fluksa. Ova vrsta pristupa je primenljiva samo na male molekule jer zahteva znacajne
ra¢unarske resurse ukoliko se primeni na velike sisteme, 19203

PredloZeno je nekoliko poboljsanja izvornog pristupa. Popelier (Popelije) je razvio
metod za preciznije integrisanje gustine naelektrisanja unutar svake Baderove zapremine
primenom Fourier-Chebishev-ovog (Furije-Sebisevog) fitovanja?® i metod bisekcije kako bi
analiti¢ki predstavili deljene povrsine.?%® Drugi pristupi koje je predloZio Popelije uklju¢uju
koriséenje teoreme divergencije kao zamene trodimenzionalne integracije preko Baderovih
zapremina u dvodimenzionalni integral preko deljenih povr§ina,®® i primenu pretrazivanja
granjanja za sloZenije topologije vezivanja izmedu kriti¢nih tacka.?’®?%" Interesantno je

napomenuti da se pocetak i razvoj Baderove teorije vremenski poklapaju sa postavkom i

razvojem osnova teorije funkcionala gustine (DFT).

Osnovu Baderove teorije atoma u molekulu (AIM, eng. Atoms in Molecules)
predstavlja analiza raspodele elektronskog naelektrisanja, po ¢emu se sustinski razlikuje od
orbitalnih metoda u kojima se do kvantitativnih svojstava dolazi na osnovu talasne funkcije.
AIM teorija je utemeljena na proSirivanju domena kvantne mehanike na podsistem odnosno
atom u molekulu, pomocu koga se mogu predvideti svojstva atoma u okviru posmatranog
sistema. Iz topoloSke analize naelektrisanja moZe se odrediti koncept atoma, veza, strukture i

strukturne stabilnosti.

U ovoj doktorskoj disertaciji primenjena je Baderova analiza naelektrisanja za
dobijanje podataka o raspodeli elektronske gustine pomocu Baderovih zapremina sto
predstavlja dobru aproksimaciju za ukupno elektronsko naelektrisanje atoma. Pomocu ove
analize izraCunate su razlike parcijalnih atomskih naelektrisanja izmedu pobudenog i osnovnog

stanja kao i promene u ukupnoj elektronskoj gustini molekula.
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2.7. Analiza odnosa izmedu strukture i aktivnosti/svojstava organskih molekula
(QSAR/QSPR)

Broj mogucih organskih hemijskih jedinjenja je izuzetno veliki i nemoguce je potvrditi
da ¢e ikada sva biti sintetisana i ispitana. Na osnovu poznatih hemijskih zakona koji definisu
hemijsku strukturu, odnosno udruzivanje atoma u molekule, mogu se predvideti moguce
strukture molekula. Mnoga hemijska svojstva, bioloska aktivnost kao i fizicka svojstva (boja,
gustina, tacka topljenja i dr.) direktno zavise od strukture jedinjenja. Takode je poznato da se
strukturno sli¢na jedinjenja slicno ponaSaju. Na osnovu molekulske strukture moguce je
predvideti odredena svojstva molekula pomocu molekulskih deskriptora i odgovaraju¢ih

matemati¢kih modela.

Molekulski deskriptori su parametri koji predstavljaju numericke vrednosti odredenih
svojstava hemijskih jedinjenja. Prema definiciji, oni su konacni rezultat logi¢kog i
matematickog postupka koji pretvara hemijsku informaciju sadrzanu u simbolickom
predstavljanju molekula u numericku vrednost ili su rezultat nekog standardizovanog
eksperimenta. Rac¢unskim (primenom odredenog matematickog modela) ili eksperimentalnim
putem se moze do¢i do numericke vrednosti molekulskog deskriptora. Sa povecanjem
slozenosti prouc¢avanog sistema, raste i broj molekulskih deskriptora koji je potrebno upotrebiti

za izrazavanje posmatranog svojstva.

Izbor molekulskih deskriptora je veoma vazan za dobijanje zadovoljavajucih 1
smislenih korelacija, i oni zapravo predstavljaju od najznacéajnijih parametara u formiranju
modela. U osnovi svakog matematickog modela koji povezuje svojstva molekula sa
molekulskim deskriptorima nalazi se empirijska matematicka funkcija koja uz pomo¢é
molekulskih deskriptora, u S$to je moguce vecoj meri, precizira ispitivano svojstvo.
Matematicki model ¢iji je cilj da poveze hemijsku strukturu i biolosku aktivnost molekula
skrac¢eno se oznacava sa QSAR (eng. Quantitative Structure Activity Relationship), dok se
model koji povezuje hemijsku strukturu i fizicko-hemijska svojstva molekula obelezava sa

QSPR (eng. Quantitative Structure Property Relationship). Ova veza je prikazana na Slici 2.35.

Pomoc¢u QSAR analize mogu se u velikoj meri izbeci slozena i skupa istrazivanja,
sinteze, eksperimentalna merenja kao i ustedeti dragoceno vreme. Ova analiza ima izuzetan
doprinos u farmaceutskoj industriji pri otkrivanju nove supstance kao potencijalnog leka jer
obuhvata razumevanje odnosa izmedu strukture, svojstava i dejstva lekova, osmisljavanje

lekova sa poboljsanim svojstvima kao i predvidanje svojstava molekula pre sinteze.
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fizicko-hemijska svojstva bioloska aktivnost

Slika 2.35 Dijagram mogucih puteva za izraCunavanje svojstava hemijskih molekula

U X1X-om veku objavljeni su prvi radovi u kojima je tumacena veza izmedu strukture
i bioloske aktivnosti jedinjenja.?%® Osnove QSAR-a koje i danas poznajemo postavljene su u
periodu od 1962 do 1964. godine od strane Hansch-a a (Hansa).?®° U klasi¢noj QSAR analizi

najcesce se koriste sledeéi fizicko-hemijski parametri:

e Hametove o vrednosti, koje kvanitifikuju elektronske efekte supstitenta;
¢ logP i n konstante, koje odrazavaju lipofilnost molekula ili supstituenata i

e Taftove Eskonstante za kvantifikaciju sternih uticaja supstituenata.

Sa napretkom raCunara razvijeni su i brojni drugi parametri koji se koriste u QSAR

jednac¢inama Hansovog tipa.

U procesu razvijanja novog leka, medicinski hemicari sintetiSu seriju jedinjenja u kojoj
se zadrzava osnovno jezgro molekula uz promenu supstituenata. Ispitivanjem bioloske
aktivnosti sintetisane serije jedinjenja moguce je zakljuciti koji supstituenti poboljSavaju
biolosko dejstvo molekula. Promenom supstituenata takode se modifikuju 1 mnogi fizicko-
hemijski parametri koji uticu na ADMET svojstva molekula. Prou¢avanjem odnosa strukture i
aktivnosti slican je LFER-u tj. analizira doprinos supstituenta odredenom fizickom svojstvu
molekula (pKa, logP, i dr.) bez obzira na hemijsku prirodu osnovnog jezgra za koji je

supstituent vezan.

Farmaceutske kompanije koriste obimne baze podataka o bioloskoj aktivnosti i

ADMET karakteristikama potencijalnih lekova u cilju pronalazenja pravilnosti i sticanja novih
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saznanja. U ovim pretragama primenjuju se razli¢ite metodologije, a jedna od njih je i analiza
preklopljenih parova molekula (MMPA, eng. Matched Molecular Pairs Analysis, MMPA).?%0
MMPA se zasniva na supstituciji jedne grupe u molekulu drugom i posmatranju efekta ove
zamene na odredeno svojstvo u ¢itavoj bazi podataka. Ova istrazivanja pokazala su da pojedine,
specificne strukturne promene imaju mnogo izrazeniji uticaj nego sto bi se o¢ekivalo na osnovu

klasi¢ne QSAR analize.

Dobijeni rezultati MMPA velikog broja parova mogu se kodirati i prevesti u program
koji ¢e, sa odredenom dozom nesigurnosti, dati kvantitativni podatak o procentu promene
pojedinog svojstva molekula uvodenjem izabranog supstituenta. Pomocéu ovakvog programa
moguce je predloziti potencijalne strukture sa povoljnijim svojstvima u odnosu na polaznu
strukturu. Mane klasi¢énih QSAR modela se odnose na predvidivost i domen primenljivosti,

usled cega MMPA sve viSe nalazi primenu u farmaceutskoj praksi.

2.7.1. 3D QSAR analiza

Razvijen je metod poznat kao 3D QSAR u kome se uzimaju u obzir ukupna svojstva
molekula umesto individualnih, pojedina¢nih doprinosa grupa ili delova molekula. Osnova 3D
QSAR metode se zasniva na pretpostavci da su za biolosko dejstvo molekula najvazniji
veli¢ina, oblik i elektrostaticko polje oko njega. Kompanija Tripos je razvila jedan od najcesce
upotrebljavanih 3D QSAR metoda koji predstavlja uporednu analizu (CoMFA, eng.
Comparative Molecular Field Analysis).?!! Ona se primenjuje na seriju jedinjenja koja su
poravnata i svrstana na osnovu odredenih kriterijuma za izbor aktivne konformacije tj.
konformacije identi¢noj onoj koju zauzima u aktivhom mestu bioloske mete. Ukoliko
informacija o strukturi molekula u aktivnom mestu bioloSke mete nije eksperimentalno
odredena, uzimaju se energetski najpovoljnije konformacije ili konformacije dobijene
uklapanjem fleksibilnih molekula u aktivno mesto (doking analiza). Glavni problemi CoMFA
metode su izbor aktivne konformacije 1 odsustvo ¢vrsto utemeljenih pravila za poravnavanje

struktura molekula.

Iz aktivne konformacije se generiSe farmakofora, koja predstavlja skup tacaka
molekula u prostoru koje odreduju interakciju molekula sa bioloSkom metom, nakon ¢ega se
svi molekuli u prostoru pozicioniraju na naéin koji obezbeduje maksimalno preklapanja
farmakofornih tacaka. Zatim se postavlja 3D resetka oko molekula u ¢ijim se ¢vornim tatkama

ispituju sterna 1 elektrostaticka svojstva molekula postavljanjem odredenih hemijskih proba.
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Energija interakcije izmedu molekula i probe se odreduje u svakoj ¢vornoj tacki. Dobijena
matrica energija interakcija predstavlja skup deskriptora koji se mogu korelisati sa bioloskom
aktivnoscu jedinjenja. Prostorna varijacija energije interakcije izmedu molekula i odgovarajuce
probe predstavlja polje molekulskih interakcija (MIF, eng. Molecular Interaction Fields). 1z
MIF-ova se dobijaju informacije o energetski povoljnim i nepovoljnim pozicijama probe u
prostoru oko molekula. Informacije iz MIF-ova mogu se prevesti i u deskriptore pogodne za
klasi¢ni (2D) QSAR pomocu programa BIOCUBE.?'?

Za razliku od klasi¢nih QSAR modela Hansovog tipa gde broj jedinjenja mora biti bar
cetiri do pet puta veci od broja deskriptora, kod 3D QSAR modela broj varijabli znacajno
nadmasuje broj jedinjenja. Iz tog razloga, matematicka relacija izmedu bioloske aktivnosti i
nezavisnih varijabli u 3D QSAR-u je naj¢e$¢e regresiona analiza delimi¢nih najmanjih
kvadrata (PLS, eng. Partial Least Squares). PLS se koristi za kvantitativnhu korelaciju

deskriptora izvedenih iz molekulskih polja i jac¢ine bioloskog dejstva ispitivanih jedinjenja.

U cilju prevazilazenja problema prostornog poravnavanja struktura, Pastor (Pastor) i
saradnici razvili su GRIND metod, u kom su deskriptori nezavisni od medusobnog prostornog
svrstavanja molekula (eng. GRid Independent Descriptors) koji je zasnovan na MIF-ovima.?t?

Pomoc¢u ovog metoda generisu se varijable nezavisne od polozaja molekula u 3D resetki.

2.7.2. GRIND deskriptori

U istraZzivanju novih lekova koriste se MIF-ovi razli¢itth hemijskih proba za
identifikaciju pogodnih vezivnih mesta na strukturama bioloSkih meta. Oni se mogu izracunati
1 za seriju malih molekula ¢ime se karakteriSe njihov potencijal da deluju kao ligandi koji se
vezuju za makromolekule. MIF-ovi nekoliko razli¢itih proba oko strukture malog molekula
oblikuju ,,virtuelno* receptorsko mesto (VRS, eng. Virtual Receptor Site). Kada se koriste na
ovaj nacin, MIF-ovi predstavljaju molekulske deskriptore datih struktura i mogu se primeniti
u razli¢itim QSAR modelima. Molekulski deskriptori zasnovani na MIF-ovima su kori$éeni u

razli¢itim 3D QSAR modelima kao §to su: COMFA, CoMSIA %4 GRID-GOLPE. 2%

Za poredenje MIF-ova razli¢itih molekula, molekuli moraju biti precizno preklopljeni
na nacin koji omogucava da se fragmenti koji interaguju sa istim delovima bioloske mete

nalaze na priblizno istim poloZajima.
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Osim problema sa preklapanjem molekula, postoji problem koji poti¢e i od same
prirode MIF-ova. Posto se MIF-ovi ra¢unaju za nekoliko razli¢itih hemijskih proba u velikom
broju ¢vornih tacaka resetke oko molekula, broj deskriptora je ogroman i Cesto prevazilazi
nekoliko stotina hiljada, usled ¢ega se za obradu podataka moraju koristiti multivarijantne
metode kao §to je analiza glavne komponente komponenata (PCA, eng. Principal Component

Analysis).?®

U cilju prevazilaZenja ovih problema, razvijen je novi tip molekulskih deskriptora koji
kondenzuju informacije iz inicijalno izra¢unatih MIF-ova u mnogo manji broj informativnih
varijabli. Kao rezultat dobijeni su Volsurf?’ i GRIND?! deskriptori za opisivanje
farmakokinetickih i farmakodinamickih svojstava tj. njegovu sposobnost vezivanja za bioloske
mete. Pomoc¢u GRIND deskriptora vrsi se ekstrakcija najrelevantnijih informacija iz MIF-ova

i njihovo kondenzovanje u korisne varijable.
Osnovne prednosti GRIND deskriptora su:

e Rezultujucée varijable su nezavisne od medusobne pozicije ili orijentacije molekula u
prostoru;

e Varijable imaju hemijsko znacenje i mogu se lako interpretirati;

e Mali broj varijabli treba da sadrzi veliki procenat informacija;

e Dobijene varijable su pogodne za analizu standardnim hemometrijskim metodama kao
Sto su PCA 1 PLS;

e Deskriptori se mogu izracunati brzo i automatski.

Izracunavanje GRIND deskriptora sastoji se iz sledeca tri koraka:

1) izracunavanje MIF-ova. Tri osnovne probe koje se koriste za izra¢unavanje MIF-ova su:
DRY, koja karakterise hidrofobne karakteristike molekula; O (sp? hibridizovani atom
kiseonika) koji opisuje akceptore vodonic¢nih veza i N1 proba (planarni atom azota amidne
veze). Zbog znaCaja samog oblika molekula u prepoznavanju i uklapanju molekula u
aktivno mesto mete, definisana je i TIP proba koja opisuje oblik na osnovu lokalne
zakrivljenosti povr§ine molekula;?!8

2) ekstrakcija najvaZnijih regiona. U ovoj fazi odbacuje se veéina informacija iz inicijalno
izraCunatih MIF-ova i zadrzavaju se samo oblasti MIF-ova u kojima ligand ostvaruje
najpovoljnije interakcije. Odabrane oblasti MIF-ova moraju imati energetski najpovoljnije

interakcije sa molekulom i odredeno medusobno rastojanje zbog izbegavanja gomilanja
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slicnih informacija. Za ekstrakciju najvaznijih regiona, program Pentacle pored prvobitno
napravljenog ALMOND algoritma koristi i AMANDA?*® algoritam koji daje drugu
generaciju GRIND deskriptora (GRIND-2);

3)  prevodenje informacije iz MIF u deskriptore (,, kodiranje*). U ovom koraku se bez
upotrebe njihovih koordinata ili spoljasnjeg referentnog sistema opisuje prostorni raspored
¢vorova izabranih najznacajnijih regiona. Svaka GRIND varijabla sadrzi informaciju o
rastojanju izmedu dva ¢vora i energiji MIF-ova u datim tatkama. Ovo se postize primenom

MACC?2 kriterijuma (eng. Maximum Auto- and Cross Covariance) u programu Pentacle?%,

a) b)

e .

! |

‘ |
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Slika 2.36 a) Korelogrami varijabli proizvoljno izabranog jedinjenja izracunati u programu
Pentacle, b) Hitmapa serije jedinjenja sortiranih prema rastucoj bioloskoj aktivnosti (svaki
red hitmape oznacava jedno jedinjenja, dok svaka kolona predstavlja jednu varijablu)??!

e d——
e
R ey

Dobijeni deskriptori mogu se predstaviti kao korelogrami ili kao kao ,hitmape*.
Korelogrami (Slika 2.36 a)) se koriste za poredenje inteziteta razlicitih varijabli koje opiusuju
jedno jedinjenje. U njima su rastojanja predstavljena na x-osi a normalizovani proizvodi
energija interakcija na y-osi. ,,Hitmape* (Slika 2.36 b)) daju pregledniji uvid varijabli za sva
jedinjenja u seriji. One su vrste matrica u kojima svaki red oznacava jedno jedinjenje a svaka
kolona odgovarajucu varijablu, pri cemu boja odgovara intenzitetu varijable. Za niske vrednosti
koeficijenta varijable koristi se crvena boja, dok a plava boja ukazuje na visoku vrednost
koeficijenta varijable.
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2.7.3. Trodimenzionalna analiza povezanosti strukture i aktivnosti (3D QSAR)

zasnovana na poljima molekulskih interakcija

Za klasifikaciju molekula i dobijanje QSAR modela mogu se koristi izracunati GRIND-
2 deskriptori. PCA pokazuje sli¢nosti i/ili razlike u okviru ispitivane grupe jedinjenja.
Originalna X-matrica varijabli prevodi se pomoc¢u nekoliko ortogonalnih projekcija u set novih,
medusobno nezavisnih varijabli koje predstavljaju glavne komponente (PC eng. Principal
Components). Dobijena PC sadrzi $to je moguce veci procenat informacija iz polaznog seta Sto
se postize odgovaraju¢im projekcijama. Najcesce se vecina informacija nalazi u prve nekoliko

PC. PCA razlaze matricu X varijabli na proizvod dve matrice:
X=TP+E

u kojoj se oznaka P odnosi na matricu doprinosa (,,Joading matrix*) i sadrzi informaciju o
varijablama; T je matrica skorova (,,score matrix*) sa informacijama 0 objektima. U ovoj
matrici je svaki objekat odnosno molekul opisan u prostoru glavnih komponenti, umesto u
multidimenzionalnom prostoru originalnih varijabli. Simbol E oznatava matricu reziduala,
koja predstavlja neobjasnjenu X varijansu.

PCA-X Group 1
A Group 2

Y

4 :
6 4

1 T T ' 1

0 2 4
t[1]
R2X[1] = 0.552 R2X[2] = 0.194 Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

q
o

Slika 2.37 Grafik PCA rezultata za molekule iz dve strukturno razli¢ite grupe u prostoru PC
modela???
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Za prikazivanje PCA modela najpogodniji je grafik PCA skorova (Slika 2.37). Ovaj
grafik slikovito pokazuje relativni polozaj objekata u konfiguracionom prostoru glavnih
komponenti jer medusobno rastojanje izmedu objekata odrazava njihovu medusobnu sli¢nost.
Grafik PCA skorova je veoma koristan u identifikaciji grupe objekata, kao i u uocavanju
objekata ¢ija svojstva odstupaju od ostatka seta (,,outliers”, spoljne vrednosti). Objekti koji se

nalaze unutar elipsoidne linije mogu se smatrati sli¢nim na 95 % -nom intervalu pouzdanosti.

Predstavljanje PCA modela moze se izvrsiti i pomocu PCA grafika doprinosa.
Analizom grafika PCA doprinosa moguce je utvrditi koji strukturni fragmenti jedinjenja
najvise doprinose glavnim komponentama. Najéesée prva PC razdvaja molekule po veli¢ini,

druga po prisustvu/odsustvu HBD/HBA, treca po hidrofilnosti/hidrofobnosti i dr.

PLS analiza predstavlja regresionu tehniku koja objasnjava jednu ili viSe zavisnih
varijabli (Y) od prediktora, odnosno nezavisnih varijabli (X). Ona je zapravo jedina
odgovarajuca regresiona tehnika koja moze dati validan rezultat iz X matrica koje se koriste u
3D QSAR-u. Pomo¢u PLS analize razlaze se matrica X na proizvod matrice doprinosa (P) i
matrice skorova (T) i dobija se set latentnih varijabli (LV) koje su u odredenoj meri analogne
sa glavnim komponentama u PCA. LV moraju prikazivati strukturu kako X- tako i Y- matrice
I obezbediti maksimalno fitovanje izmedu X i Y vrednosti. Ekstrahovane LV su poredane
prema opadaju¢em redosledu znacaja i medusobno su ortogonalne. Prva LV uvek sadrzi

najveci procenat informacija.

Dva najznacajnija statisticka parametra koja se dobijaju iz PLS modela su: r?ac,
akumulativni koeficijent korelacije (r?) modela koji pokazuje deo Y- varijanse objasnjen
modelom i gacc, indeks prediktivne sposobnosti modela dobijen unakrsnom validacijom. Sto
je vrednost akumulativnog koeficijenta korelacije bliza vrednosti 1, 1 §to je indeks prediktivne
sposobnosti modela sli¢nije vrednosti akumulativnom koeficijentu korelacije rezultat je bolji.
Oba staticka parametra se dobijaju primenom programa ALMOND i Pentacle. Vrednosti r? i
g2 odreduju da li je dobijeni model dobrog kvaliteta kao i optimalan broj LV modela. Po
pravilu, prihvatljiv 3D QSAR bi trebao da ima r? iznad 0,8 i g%iznad 0,5. Po pitanju broja LV,
bira se model sa vi§im g2 ali se moze odbaciti LV ukoliko je njen doprinos vrednostima r?i g?

mali.

Procena prediktivne sposobnosti modela je znacajna zbog broja LV koje treba zadrzati
u kona¢nom modelu i procene kvaliteta modela. Za procenjivanje prediktivne sposobnosti

modela primenjuje se unakrsna validacija (CV, eng. Cros-Validation). U ovoj tehnici
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prvenstveno se formiraju redukovani modeli u kojima su pojedini objekti uklonjeni na osnovu
kojih se predvidaju Y vrednosti za objekte koji su uklonjeni iz po¢etnog modela. Dobijene
predvidene (Y’) vrednosti se porede sa eksperimentalnim Y vrednostima i izraCunava se
standardna devijacija greske predvidanja (SDEP, eng. Standard Deviation of Error of
Calculation) i g (prediktivni korelacioni koeficijent). CV tehnikom se dobija unutra$nja
validacija i procena prediktivne sposobnosti modela, bez upotrebe spoljnih setova podataka.
Mane ove tehnike se ogledaju u nepostojanju opste saglasnosti oko kriterijuma za formiranje

redukovane grupe objekata i broja zadrzanih objekata u redukovanom setu.
Unakrsna validacija se moze izvrsti na nekoliko nacina:

— LOO (eng. Leave One Out) u kojoj se redukovani modeli prave izostavljanjem jednog
objekta u svakom ciklusu u toku analize, procedura se ponavlja dok svi objekti nisu po

jednom izostavljeni;

— LTO (eng. Leave Two Out) u okviru koje se modeli grade izostavljanjem dva objekta
uz ponavljanje procedura dok svi objekti, u grupama po dva, nisu po jednom

izostavljeni;

— Nasumic¢ne grupe (eng. Random Groups) u kojoj se objekti grupi$u na nasumican nacin

u N grupa od kojih svaka sadrzi jednak, ili priblizno jednak broj objekata, nakon cega

se u svakom ciklusu po jedna grupa izostavlja iz analize. Broj objekata u svakoj grupi

odreduje korisnik, sa povecanjem grupe izostavljenih objekta metod CV je statisticki
validniji.

Izbor najpogodnijeg CV metoda uvek zavisi od svojstava setova podataka Kkoji se
koriste u QSAR analizi, u kojima su objekti Cesto ,klasterizovani“, odnosno pripadaju
odredenom broju grupa slicnih molekula. Kod , klasterizovanih* objekata statisticki validnija
CV ¢e se dobiti ukoliko se grupe formiraju sa sliénim molekulima u okviru iste grupe. Osim
toga, primenom LOO i LTO vec¢ina informacija koje sadrze uklonjeni objekti ili parovi
objekata ve¢ se nalaze unutar modela, usled ¢ega se sistematski dobijaju preterano optimisti¢ni
rezultati, kao i SDEP. Za postizanje mnogo bolje procene realne prediktivne sposobnosti
modela primenjuje se metoda nasumi¢nih grupa. Na ovaj na¢in dobijene g%cc vrednosti su
numericki nize, ali je sama prediktivnost pouzdanija. U ovom pristupu broj grupa je fiksiran
uz realnu moguénost uklanjanja kompletne grupe sli¢nih molekula iz analize u redukovanom

modelu. Procedura se ponavlja ve¢i broj puta za dobijanje stabilnih rezultata. Drugi nacin
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procene prediktivnosti modela predstavlja upotrebu eksternog seta jedinjenja koji se ne nalaze

u setu iz kojeg je model izveden.

Nedostatak 3D QSAR metode se ogleda u malom broju od ukupnog broja X varijabli
koje se koreliSu sa Y vrednostima ¢ime doprinose pojavi tzv. ,,Suma‘. Za smanjenje ,,Suma‘ i
povecanje osetljivosti modela prema najinformativnijim varijablama, primenjuju se razne
metode za uklanjanje varijabli koje stvaraju Sum Sto se u programu Pentacle moze izvrsiti

primenom frakcionog dizajna faktora (FFD eng. Fractional Factorial Design).

2.7.4. Prikazivanje PLS modela

Za identifikaciju objekta koji imaju uticaj na model kao i grupisani objekt moze se
koristiti TU grafik (Slika 2.38 a)). Iz grafika se moze videti korelacija izmedu X i Y za svaku
LV koju daje model, takode se mogu identifikovati objekti koji imaju veliki uticaj na model,

kao i grupisani objekti.

Grafik PLS skorova (Slika 2.38 b)) sli¢an je grafiku PCA skorova. U njemu su objekti
rasporedeni u prostoru dve LV a udaljenost izmedu dva objekta odrazava njihovu sli¢nost.
Objekti unutar elipse se mogu smatrati slicnim na 95 %-tnom intervalu pouzdanosti. Isto kao
kod PCA, mogu se konstruisati grafici PLS doprinosa u obliku histograma za sagledavanje

uticaj pojedinacnih varijabli na konkretnu LV.
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Slika 2.38 a) TU (PLS) grafik, b) Grafik PLS skorova
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Grafik izabrane varijable X u zavisnosti od Y (,,VarX selected - Y*, (Slika 2.39 a))
prikazuje korelaciju odredene varijable sa bioloSkom aktivnos$¢u jedinjenja. U modelu se uvek

traze varijable koje jasno diskriminiSu aktivna od neaktivnih jedinjenja.

Grafik PLS koeficijenata (Slika 2.39 b)) je najinformativniji u smislu interpretacije
rezultata modela. Korisno je posmatrati istovremeno grafik ,,VarX selected - Y i grafik PLS
koeficijenata. Varijable sa pozitivnim PLS koeficijentima odnosno pozitivnim vrednostima
imaju povoljan uticaj na bioloSku aktivnost jedinjenja i obi¢no su izrazene kod najaktivnijih
jedinjenja, dok varijable sa negativnim koeficijentima imaju negativan doprinos.
Posmatranjem nekoliko varijabli sa najve¢im koeficijentima dobijaju se informacije o
funkcionalnim grupama i prostornom rasporedu koji imaju povoljan uticaj na bioloSku
aktivnost jedinjenja. Ove informacije se dalje prevode u set hipoteza koje se koriste za

racionalizaciju postojecih rezultata i osmisljavanje novih, aktivnijih jedinjenja.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Sinteza derivata izatina

U cilju proucavanja strukture i svojstava derivata izatina, u ovom radu su sintetisane

dve serije jedinjenja:

a) prva serija (serija 1) koja sadrzi 11 derivata 1,3-dihidro-3-arilimino-2H-indol-2-ona
sa slede¢im supstituentima: H (1); o-bromfenil (2); m-bromfenil (3); p-bromfenil (4); 3-metil-
2-piridinil (5); 4-metil-2-piridinil (6); 5-metil-2-piridinil (7); 6-metil-2-piridinil (8); 3-hinolinil
(9); 6-hinolinil (10) i 2-(8-hidroksi) hinolinil (11).

b) druga serija (serija 2) 1,3-dihidro-3-fenilimino-2H-indol-2-ona koja obuhvata 16
derivata sa supstituentima u razli¢itim poloZajima fenilnog jezgra: H (1); 2-OH (2); 3-OH (3);
4-OH (4); 2-OCHs(5); 3-OCHBa (6); 4-OCHs (7); 2-CI (8); 3-Cl (9); 4-Cl (10); 2-1(11); 3-1 (12);
4-1 (13); 2-NO2 (14); 3-NO2 (15) i 4-NO2 (16).

Ispitivani molekuli su sintetisani prema postupcima iz literature i okarakterisana su
odredivanjem temperature topljenja, UV, FTIR, H i ¥C NMR spektroskopijom i
elementalnom analizom. Apsorpcioni maksimumi proucavanih jedinjenja odredeni su u 22

rastvaraca razlicite polarnosti.

3.1.1. Opsti postupak dobijanja

Ispitivani derivati izatina nastaju reakcijom kondenzacije ekvimolarne koli¢ine izatina
sa odgovarajuci primarnim aromati¢énim aminom (Slika 3.1). lzatin (5 mmol) je rastvoren u
metanolu (40 mL), uz dodatak odgovaraju¢eg amina ili anilina (5 mmol) i glacijalne sir¢etne
kiseline (10 mL). Reakciona smesa se refluktuje 6 h na 70 °C uz mesanje. Nakon toga, smesa
je ostavljena da odstoji u smesi za hladenje na sobnoj temperaturi bez meSanja. Dobijeni kristali
su filtrirani, osuSeni i prekristalisani iz metanola ili odgovaraju¢e smese rastvaraca. Prosecan

prinos je iznosio oko 70-79 %.

3.2. Karakterizacija sintetisanih jedinjenja

Za sintezu derivata izatina koris¢ene su komercijalne supstance Cisto¢e p.a. (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA).
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Karakterizacija ispitivanih derivata izatina ukljucujuci i potvrdu sintetisanih struktura

izvriena je odredivanjem tacke topljenja, *H, 3C NMR i FT-IR spektroskopskim analizama.

T, -jedinica .-

Serija 1
O
H,N-PhR (H,N-Ar)
5 mmol _
CH;0H
N
\H
5 mmol
3
R
Serija 2 4
O
5
H,N-PhR (H,N-Ar)
5 mmol
CH;0H
N -
\ """ 115 - jedinica
H
5 mmol E izomer Z izomer
Serija 1 Serija 2
Molekul R Ar Molekul R
1 H 1 H
2 2-Br 2 2-OH
3 3-Br 3 3-OH
4 4-Br 4 4-OH
5 3-metil-2-piridinil 5 2-OMe
6 4-metil-2-piridinil 6 3-OMe
7 5-metil-2-piridinil 7 4-OMe
8 6-metil-2-piridinil 8 2-Cl1
9 3-hinolinil 9 3-Cl
10 6-hinolinil 10 4-Cl
11 2-(8-OH) hinolinil 11 2-1
12 3-1
13 4-1
14 2-NO;
15 3-NO;
16 6-NO2

Slika 3.1 Opsti postupak dobijanja derivata izatina

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR, eng. Fourier

Transform Infrared Spectroscopy) ispitivanih jedinjenja snimljeni su na instrumentu BOMEM

55



(Hartmann & Braun), MB serije u obliku KBr Tabelata i koris¢enjem ATR NICOLET iS10 u
oblasti izmedu 400 i 4000 cm™ sa rezolucijom od 4 cm™. Cistoéa dobijenih jedinjenja

potvrdena je elementalnom analizom.

'H i 3C NMR Kkarakterizacija je izvriena na instrumentu Varian Gemini 2000 (200/50
MHz) na 25 °C. Vrednosti hemijskih pomeranja (o) izrazene su u milionitim delovima (ppm)
u odnosu na tetrametilsilan (64=0 ppm) za *H NMR, i DMSO (6c=39.5 ppm) u *C NMR,
koris¢enjem pika rastvaraca kao referentni standard. 2D spektri jedinjenja (COSY, NOESY,
1H-3C HSQC, H-*C HMBC) su snimljeni u DMSO-u na BrukerAvance 500 spektrometru
(500/125 MHz). Za opisivanje 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, spm — §iroki preklopljeni multiplet.

UV apsorpcioni spektri ispitivanih molekula su snimljeni u opsegu od 200 do 600 nm
koris¢enjem UV-Vis Shimadzu 1700A spektrofotometra u 22 rastvaraca spektroskopske
Cistoce (Fluka) a razli¢ite polarnosti. Spektri su snimljeni na 25 °C pri koncentraciji 1,00
- 10> mol dm=3. Dobijeni spektri su upotrebljeni za proucavanje uticaja supstituenata na

solvatohromizam proucavanih derivata izatina.

Karakterizacija ispitivanih molekula prikazana je u Tabelama P7.1 — P7.4.

3.3. Odredivanje konstanti Kiselosti ispitivanih derivata izatina (serija 2)

Konstante kiselosti derivata izatina su odredene spektrofotometrijskom titracijom na T
=298 + 1 K. Radni rastvor (¢ =9 x 10 mol L) je pripremljen rastvaranjem ta¢no odmerene
suve supstance u 10,00 mL DMSO; 10 mmol™* fosfatnog pufera (pH = 1,77, 1 = 0,1 M NaCl)
je dodato do 100 mL. Male zapremine 1 M KOH su postepeno dodavane, dok nije postignut
pH 13,00 £ 0,02 pri ¢emu je promena ukupne zapremine rastvora na Kraju titracije manja od 2
%. pH vrednost je kontinualno merena u toku titracije a UV-Vis spektri su snimani nakon
uravnotezavanja pH vrednosti. UV-Vis spektri su snimljeni u odnosu na fosfatni pufer kao
slepu probu. pH elektroda je kalibrisana standardnim puferskim rastvorima (pH 4,01, 7,00, i
9,21). Konstante kiselosti jedinjenja izatina su izracunate na osnovu transformisanih oblika
klasi¢nih spektrofotometrijskih jednacina (3.1 ili 3.3)%2>22* koje daju linearnu zavisnost (3.2 ili
3.4):
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Aga—A

A= Ay, p+ + [Hs07] Ka1 (3.1)
ili:
(A-Ayy) - 10°H = 22t 1 4 3.2
HA
Ka1 Ka1
1
A=Ap-+ (Aya—A)- [H;07] - %o (3.3)
ili
(A - AHA) " 10pH - KaZ " AA_ - KaZ " A (34)

u kojima A predstavlja apsorbansu pojedinih vrsta (H2A*, HA ili A") oznacéenih u subskriptu, a
Kai 1 Ka2 oznaCavaju prvu i drugu konstantu disocijacije ispitivanih derivata izatina,

respektivno.

3.4. LSER analiza

Kvantifikacija uticaja nespecificnih (kao Sto su dipolarnost/polarizabilnost) i
specifi¢cnih (sposobnost vodoni¢nog vezivanja) interakcija na vmax SU tumaceni primenom

LSER principa pomoé¢u Kamlet-Taftove jednagine (3.5):22°
Vimax = Vo +S7°+ b + aa (3.5

u kojoj vrednost apsorpcione frekvencije vmax zavisi od supstituenata, z* predstavlja indeks
dipolarnosti/polarizabilnosti rastvaraca; f oznaCava meru rastvaraca da primi proton pri
uspostavljanju vodoni¢ne veze (HBA, eng. Hydrogen-Bonding Acceptor) odnosno baznost; o
je mera rastvaraca da da proton pri uspostavljanju vodoniéne veze (HBD, eng. Hydrogen-Bond
Donor) tj. kiselost i vo je regresiona vrednost u cikloheksanu kao referentnom rastvaracu.
Parametri rastvaraca koriSc¢eni u jednacini (3.5) su dati u Tabeli P7.5. Regresioni koeficijenti
S, b i a u jednacini (3.5) mere relativnu osetljivost apsorpcionih frekvencija na razlicite

parametre rastvaraca. Ova metoda omogucéava detaljnu analizu uticaja rastvarac¢a na vimax.

3.5. LFER analiza

LFER analiza koja se odnosi na prenosenje polarnih (polja/induktivnih) i rezonacionih

efekata supstituenata je primenjena na pKa, UV i NMR podatke ispitivanih jedinjenja obe serije
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koris¢enjem Hametove jednoparametarske jednacine (SSP, eng. single substituent parameter)

analizu:
s= po+h (3.6)

u kojoj je s vrednost koja zavisi od supstituenta: NMR hemijsko pomeranje uslovljeno
supstituentom (SCS, eng. substituent induced chemical shift), pKa, ili vmax; p oznacava
konstantu proporcionalnosti (reakciona konstanta) koja odrazava osetljivost spektralnih
podataka na efekte supstituenta; o predstavlja konstantu supstituenta (Tabela P7.6), i h je
odsedak (npr. opisuje nesupstituisane ¢lanove serija).??%%2’ SSP jednacina pripisuje sve efekte
supstituenata aditivnom doprinosu polarnih i 7zdelokalizovanih odnosno rezonancionih

efekata pomocu odgovarajucih vrednosti o.

3.6. Antimikrobna aktivnost (serija 2)

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti prouc¢avanih molekula odredena je minimalna
inhibitorna koncentracija (MIC, eng. Minimal Inhibitory Concentration) primenom bujon-
mikrodilucione metode u skladu sa CLSI 2005.22822° Antimikrobna aktivnost je testirana na 7
bakterijskih i 2 gljivicna soja Americke kolekcije ¢elijskih kultura (ATCC, eng. American
Type Culture Collection): Staphylococcus aureus 6538, Listeria monocytogenes 19115,
Shigella sonnei 29930, Yersinia enterocolitica 27729, Escherichia coli 25922, Proteus hauseri
13315, Pseudomonas aeruginosa 9027, Cryptococcus neoformans 76484 i Candida albicans
10231. Mikrobna gustina je podeSena na 105 jedinica koje formiraju kolonije. Antimikrobno
ispitivanje je izvedeno u 96-¢elijskim mikrotitar plocama (Sarstedt, Germany). Ispitivana
jedinjenja su rastvorena u 5 % vodenom rastvoru DMSO-a, i serijski razblaZivana u rasponu
koncentracija od 0,6 do 1250 pg/mL. Trifeniltetrazolium-hlorid (TTC, 0,0075 %) je dodat
bakterijskoj suspenziji kao indikator rasta. Za pozitivnu kontrolu rasta koris¢en je 5% DMSO
u odgovarajuéem medijumu. Sve bakterijske vrste su inkubirane 24 h na 37 °C, dok je kvasac
inkubiran 48 h na 32 °C. Koncentracija jedinjenja na kojoj nije bilo vidljivog rasta
mikroorganizama je uzeta kao MIC vrednost. Amoksicilin trihidrat i flukonazol su koris¢eni

kao za standard za bakterijske i gljivicne sojeve, respektivno.
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3.7. Optimizacija molekulske geometrije i teorijski proracuni apsorpcionih spektara
3.7.1. DFT, TD-DFT i MEP (serija 1)

Geometrije osnovnog stanja ispitivanih molekula 1 — 11 (serija 1) su u potpunosti
optimizovane DFT-i metodom, preciznije Becke-ovim (Bekeovim) troparametarskim
funkcionalom izmene (B3) i Lee-Yang—Parr-ovim (Li-Jang-Parovim) korelacionim
funkcionalom (LYP) sa 6-311G(d,p) bazis setom i sa striktnim Kkriterijumima konvergencije.
Frekvencije harmonijskih vibracija su izracunate istom metodom kako bi se potvrdila priroda
pronadenih stacionarnih taCaka. Za svako optimizovano jedinjenja pronaden je globalni
minimum. Pomoc¢u TD-DFT metode izracunati su teorijski apsorpcioni spektri jedinjenja 1
(Tabela P7.7) u acetonu, acetonitrilu, etanolu, tetrahidrofuranu, DMSO-u, formamidu i toluenu
koris¢enjem CAM-B3LYP funkcionala®® i 6- 311G(d,p) bazis seta. U ovim TD-DFT
proracunima rastvarac je simuliran standardnim modelom polarizovanog kontinuuma (PCM,
eng. Polarizable Continuum Model).?®* Svi kvantnohemijski prora¢uni su radeni u
programskom paketu Gaussian09.2%2 Mape molekulskog elektrostati¢kog potencijala (MEP) su

nacrtane u programu gOpenMol program.3

3.7.2. Kvantnohemijski prora¢uni E i Z izomera, Baderova analiza (serija 2)

Geometrije osnovnog stanja ispitivanih derivata izatina za oba izomera (E i Z) moleluka
1-16 (serija 2) su optimizovani MP2 metodom. Prvo je izvrSena konformaciona pretraga svih
izomera kako bi se pronasle optimalne vrednosti ugla & (Slika 3.1). Za ovu pretragu primenjena
je MP2 metoda sa 6-31G(d,p) bazis setom. Nakon toga, konformer sa najnizom energijom je
ponovo optimizovan kori§¢enjem iste metode ali sa znatno veéim  6-311G(d,p) bazis setom.
Za atome joda (jedinjenja 11, 12 and 13) upotrebljen je posebno dizajniran bazis set 6-311G
kvaliteta sa dodatnim funkcijama.?® Za svako optimizovano jedinjenje pronaden je globalni

minimum koji je potvrden proracunima frekvencija harmonijskih vibracija.

TD-DFT metodom su izracunati teorijski apsorcioni spektri oba tautomerna oblika u
gasnoj fazi, etanolu, tetrahidrofuranu i DMSO pomoéu CAM-B3LYP funkcionala®° i
6-311G(d,p) bazis seta na MP2/6-311G(d,p) optimizovanim geometrijama. Rastvara¢ u TD-

DFT prora¢unima je simuliran standardnim modelom polarizovanog kontinuuma (PCM).?%

Indikatori kvalitativnog prenosa naelektrisanja: rastojanje prenosa naelektrisanja (Dcr,

eng. Charge-Transfer Distance) i koli¢ina prenetog naelektrisanja (Qct, eng. Amount of
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Transferred Charge) su izraCunati prema metodama predlozenih od Baher-a (Bahera) i
saradnika.?®® Sva kvatnohemijska prora¢unavanja su izvr$ena koriséenjem Gaussian09
programa.?®’ Baderova analiza i parcijalna atomska naelektrisanja su odredena pomocéu
programa “Bader”.1% Mape razlike gustine su iscrtane kao razlika izmedu elektronske gustine

prvog pobudenog i osnovnog stanja u programu gOpenMol.?*?

3.8. 3D QSAR model (serija 2)

Kao nezavisne varijable primenjeni su GRIND-2 deskriptori dobijeni iz polja
molekulskih interakcija (MIF, eng. Molecular Interaction Fields).?® Pomoéu programa
Pentacle v. 1.06% su izradunati GRIND-2 deskriptori, i izvriena je regresiona analiza
delimi¢nih najmanjih kvadrata (PLS, eng. Partial Least Squares). MIF-ovi su izracunati
koris¢enjem cCetiri hemijske probe: DRY, koja mapira hidrofobne regije molekula; O
predstavlja karbonilnu sp? probu za otkrivanje regiona molekula sa sposobno$éu davanja
protona pri formiranju vodoni¢ne veze (HBD); N1 je planarna—NH ravan koja ozna¢ava proton
akceptore pri uspostavljanju vodoni¢ne veze (HBA) molekula; i TIP proba za opisivanje oblika
molekula. Vazna mesta oko molekula (hot spots) su ekstrahovana iz MIF-ova primenom
AMANDA diskretizacionog algoritma.?'® Kodiranje filtriranih MIF-ova u GRIND varijable je
izvr§eno pomocu algoritma maksimalne automatske i unakrsne kovarijanse (MACC2, eng.
Maximum Auto- and Cross Covariance). Dobijena vazna mesta (hot spots) predstavljaju 3D
polozaj favorizovanih farmakofornih tac¢aka molekula i1 oblik ,,virtuelnog* receptorskog mesta
(VRS, eng. Virtual Receptor Site). Zbog bolje rezolucije, rastojanje izmedu dve ¢vorne tacke
je smanjeno sa 0,5 na 0,4 A.Svi drugi parametri za MIF prora¢unavanja su bili podrazumevani

(default vrednosti).

Izbor optimalne konformacije predstavlja kritican korak u 3D QSAR modelovanju.
Ukoliko je poznata ta¢na molekulska meta, doking jedinjenja u aktivno mesto moze dati
odgovarajuce ,,bioaktivne konformacije. Posto nisu poznate tatne mete nasih jedinjenja prema
bilo kojem od ispitivanih mikrobioloskih sojeva, u ovoj doktorskoj disertaciji kao bioaktivna
konformacija uzeta je energetski najpovoljnija konformacija. Konformacije molekula su
generisane sistemskim promenama torzionog ugla @za 30° i izvrSena je minimizacija energije
svakog rotamera koriS¢enjem semiempirijskog PM6 metoda implementiranog u MOPAC

2016.2% Konformer najnize energije svakog jedinjenja je upotrebljivan za dalja izradunavanja
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MIF-ova. VEGA ZZ 3.1.0 program je primenjen kao graficki interfejs (GUI, eng. Graphical

User Interface).?%°
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Strukturna i spektralna analiza derivata izatina (serija 2)

Za sticanje boljeg uvida u povezanost ispitivanih struktura, konformacije i polozaja
supstituenta sa dobijenim eksperimentalnim i izracunatim podacima izvrSena je detaljna

spektralna analiza.

U IR spektrima ispitivanih derivata izatina intenzivne trake u oblasti 1602-1661 cm™ i
1740-1753 cm™ su pripisane vibracijama istezanja {C3=N) imino i 1{C2=0) amidne grupe,
respektivno, dok apsorpcija u oblasti 3048-3463 cm™ potice od YNHy) vibracija.?*

U BC-NMR spektrima svih prou¢avanih molekula, broj signala odgovara broju
ugljenikovih atoma. Rezultati elementalne analize su bili u opsegu + 0,4 % u odnosu na

teorijske vrednosti.

Poznato je da imino jedinjenja, usled rotacije oko dvostruke veze, mogu zauzimati
E- ili Z-konfiguraciju oko C=N dvostruke veze kao i da je hemijsko okruZenje azometinskog
uglienika (C3) razli¢ito za ispitivane izomere.?*>?*3 |zatinski derivati serije 2 pokazuju
hemijsko pomeranje azometinskog ugljenika u opsegu 150,43 — 156,72 za E izomer, i 150,90
— 155,16 za Z izomer (Tabela 7.8). Za jedinjenja 3, 623, 7 i 132*2 uzeti su poznati literaturni
podaci.

Stereohemija imina je nesumnjivo potvrdena pomocu 2D homonuklearnih (COSY i
NOESY) i heteronuklearnih (HSQC i HMBC) NMR tehnika. Kao primer, hemijska pomeranja
jedinjenje 10 iz serije 2 su odredena kombinovanom primenom jednodimenzionalne (*H i *C
proton razdvajanja, Slike 7.1 — 7.2) i dvodimenzionalne (COSY, NOESY, HSQC i HMBC,
Slike 7.3 — 7.6) NMR spektroskopije. Za ispitivanje konformacije jedinjenja 10 iz serije 2 u
rastvoru upotrebljen je 2-D NOESY spektar (Slika 7.4). Glavni izomer u rastvoru DMSO-ds je
E konformer sto je potvrdeno prisustvom korelacije C4-H i C2'-H atoma (Slika 7.4) u NOESY
spektru.

Pored toga, signal na H1 E-izomera je znacajno pomeren ka nizim hemijskim
pomeranjima (eng. upfield, oko 1 ppm) u odnosu na H1 signal nesupsituisanog izatina.
Dodatno, hemijska pomeranja protona prisutnog u Z izomeru pokazuju malu razliku u
poredenju sa signalom nesupsitutisanog molekula. Odnos izomera 7,5:2,5 za jedinjenje 10 u
DMSO-ds je dobijen iz *H NMR spektra (Slika 7.1). Analogno, analize 1H NMR podataka za

N1-H1 proton su kori$éene za izracunavanje odnosa E/Z izomera ispitivanih molekula serije 2
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(Tabele 7.4 i 7.8). Dobijeni rezultati pokazuju da je E izomer dominantniji u rastvoru DMSO-
a bez obzira na uticaj supstituenata. Cetiri jedinjenja sa 2- i 4-NOg, i 3-OH i 3-OCHj3 grupama
su pokazala iskljucivo prisustvo E izomera. Sa druge strane, elektron-donorske grupe svojim
prisustvom prouzrokuju stabilizaciju Z izomera. Prethodno navedena svojstva mogu doprineti
promeni fizicko-hemijskih karakteristika i razlikama u bioloskoj aktivnosti izmedu ispitivanih

jedinjenja u funkciji razli¢itog odnosa prisutnih izomera.

U nastavku ove disertacije odredene su konstante kiselosti i izvrSena je detaljna analiza

uticaja rastvaraca na ravnotezu izomernih derivata izatina primenom UV-Vis spektroskopije.

4.2. Odredivanje konstanti kiselosti (serija 2)

Konstante kiselosti su odredene pomocu spektrofotometrijske titracije ispitivanih
jedinjenja serije 2 na T = 298 + 1 K. Kao primer, prikazan je UV-Vis spektar molekula 16
(4-NO2) u pH opsegu 7,60 — 12,52 na Slici 4.1.

1,0
pH
pH-7.60 ( —— HA) — 1252
\ —— 12,33
| 1217

[} pH1282( — A°) 11,96

— !
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
A, NM

Slika 4.1 UV-Vis spektar molekula 16 u pH opsegu 7,60 — 12,52 na 25 °C
Unutar ispitivanog opsega pH vrednosti (6,02—12,92) predvidena protoliticka ravnoteza
derivata izatina u vodenom rastvoru je predstavljena na Slikama 4.2 i 4.3. Odgovarajuci

dijagrami raspodele prikazani su na Slikama 4.4 i 4.5.
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Slika 4.3 Protoliticka ravnoteza hidroksi supstituisanih derivata izatina u vodi kao rastvaracu
(jedinjenja 2-4)

1,0

0,8 4 HzL

06 PK,1
0,4

0,2

0,0 T T T I

pH

Slika 4.4 Dijagram raspodele derivata izatina bez hidroksilne grupe, prikazan primer za
jedinjenje 16 za protoliti¢ku ravnotezu na Slici 4.2
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Slika 4.5 Dijagram raspodele hidroksi supstituisanih derivata izatina, predstavljen je primer
za molekul 2, ¢ija je protoliticka ravnoteza data na Slici 3.3

U hidroksi supstituisanim jedinjenjima dobijene su dve pKa vrednosti koje odgovaraju
disocijaciji protona na kiseoniku (pH 8,00-9,00) i izatinskog azota (pH 9,68-12,11). Konstante
kiselosti, Ka, Ka1 i Ka2 vrednosti, su izracunate u skladu sa linearnim oblicima jednacina 3.2 i
3.4.22% Vrednosti za Ka i Ka2 za hidroksi supstituisana jedinjenja su odredene kao nagib
odgovarajuce linearne zavisnosti na dve talasne duzine (oko 300 i 370 nm), dok je Ka1 dobijen
kao nagib odgovarajuce linearne zavisnosti oko 500 nm. Primer prora¢una K, za jedinjenje 16

je predstavljeno na Slici 4.6.

0,0E+OO T T T T T 1

0,25 0,35 0,45 0,55 0,65 0,75 0,85
-5,0E-14 -

-1,0E-13 -~
-1,5E-13 -~

-2,0E-13 -

(A-A,,)x107H

-2,5E-13 - *

-3,0E-13 -
2

Apsorbanca

-3,5E-13 -

Slika 4.6 Odredivanje K, za jedinjenje 16 na 380 nm prema jednacini 3.4;
nagib = 7,72 - 103, odse¢ak = —6,594 - 1023 r = 0,972
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Dobijene vrednosti pKa, pKai i pKa2 su date u Tabeli 4.1. Kao §to je prikazano na
Slikama 4.2 i 4.3, Ka i Ka2 predstavljaju disocijaciju amidnog N-H protona, dok Ka: odgovara

disocijaciji hidroksi supstituisanih izatina (Slika 4.3).

Tabela 4.1 Eksperimentalne pKa vrednosti ispitivanih derivata izatina serije 2

Molekul / supstituent pKa pPKa,z1 pKa2
1/H 10,83

2/2-OH 8,75 12,52
3/3-OH" 8,62 11,92
4/ 4-OH 8,54 12,31
5/2-OMe 10,95

6/ 3-OMe” 10,03

7/ 4-OMe 11,49

8/2-Cl 10,99

9/3-Cl 9,84

10/ 4-ClI 9,68

11/ 2-1 10,11

12/ 3-1 10,85

13/ 4-1 10,68

14/ 2-NO2" 11,09

15/ 3-NO2 11,37

16 / 4-NO2" 11,12

“pKaodreden za E izomer, i za smeSu izomera definisanih u Tabeli 7.8

Razlike u vrednostima jonizacionih konstanti pokazuju zavisnost od elektronskih
efekata supstituenata, kao i odgovarajuci doprinos sternih efekata u jedinjenjima 2, 5, 8 i 11.
Slicne pKa i pKaz vrednosti molekula 15 i 16, ukljucujuéi i jedinjenja 3 i 4, ukazala su na
neocekivano ponasanja navedenih molekula s obzirom na nacin prenosa efekata supstituenata
kroz m1- 1 m-jedinice (Slika 3.1). Hidroksilna grupa svojim elektron-donorskim svojstvima u
jedinjenjima 2-4 doprinosi blagom smanjenju pKa vrednosti. Neocekivano velike pKa, 0dnosno
smanjena kiselost za jedinjenja 14-16, u odnosu na 2-4, su rezultat odredenog stepena slabljenja
prenosa efekata supstituenata kroz azometinske veze i konkurentnih z-konjugacionih

interakcija u z1- 1 m2-jedinicama (Slika 3.1).

Sa druge strane, vrednosti jonizacionih konstanti jedinjenja 5-13 se ponaSaju

uobicajeno ukazujuci da polozaj supstituenata daje najveci doprinos promenama pKa vrednosti.

Efekat produZene konjugacije kroz azometinsku grupu moze doprineti izmenjenom

prenosu efekata supstituenata usled promene proton-donorskih/akceptorskih svojstava
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odgovaraju¢ih mesta podloznih za disocijaciju. Za razumevanje i kvantifikaciju uticaja
strukturnih efekata i jonizacionih konstanti ispitivanih jedinjenja izvrSena je LFER analiza
koris¢enjem SSP jednacine 3.6. Korelacioni rezultati izracunatih pKa i pKa2 vrednosti (Tabela

4.1) sa izabranim konstantama supstituentima (Tabela 7.6) su date u Tabeli 4.2.

Tabela 4.2 Korelacioni rezultati pKa i pKa2 vrednosti sa o konstantama primenom SSP

jednacine
p h R F sd n  ukljudena
jedinjenja
pKali (-1,01 (-2,56 10,92 1,2.3.4.5 6 7,
pKa2 £026)2  0,19)6 0,07 0,989 181,15 0,165 11 9 10 11,13
pKa (igfg) iggz 0,974 3749 0,081 4 8,14,15 16

Dobijeni rezultati jasno pokazuju da odnos pKai ¢ u znac¢ajnoj meri zavisi od elektron-
akceportskih i elektron-donorskih efekata supstituenata, ¢cime se menja kiselost N-H vodonika
izatinskog prstena. Obrnuti efekat supstituenta na promenu pKa vrednosti oznaCava da
povecanje elektron-akceptorskih sposobnosti supstituenta prouzrokuje porast pKa vrednosti

iako se o povecava.

4.3. Uticaj rastvaraca na UV spektre

Elektronska svojstva ispitivanih derivata serije 1 i izomernih oblika serije 2 su veoma
osetljiva na svojstva rastvaraca kao $to su polarnost, stabilizacija naelektrisanja u solvatacionoj
sferi 1 promena elektronske strukture rastvorene supstance u osnovnom i pobudenom stanju
usled interakcija sa okolnim molekulima rastvaraca.?*4?% QOsim toga, na obim i intenzitet
interakcija izmedu rastvaraca i rastvorene supstance znacajno uti¢u geometrija molekula i

efekti supstituenata.

Za ispitivanje svojstava i stanja ravnoteze, interne konverzije geometrijskih izomera,
mehanizma izomerizacija i interakcija izmedu rastvaraca i rastvorene supstance koje zavise od
strukturnih svojstava ispitivanih izomera mogu se koristiti razlicite spektroskopske
tehnike.®3246.247 UV-Vis tehnika predstavlja koristan metod za ispitivanje spektralnih svojstava
geometrije izomera, njihovu osetljivost u odnosu na Kkarateristike rastvaraca, efekte
supsituenata, kiselost, temperaturu i dr. U cilju sprovodenja ispitivanja ove vrste, snimljeni su

UV-Vis spektri serije 1 i serije 2 u 22 rastvaraca razli¢ite polarnosti pri koncentraciji od 1-10°
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mol L. Karakteristi¢ni apsorpcioni spektri ispitivanih jedinjenja serije 1 u acetonu, AcN,
BzOH i DMF-u prikazani su na Slici 4.7, a za seriju 2 u DMSO, THF i etanolu na Slici 4.8.
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Slika 4.7 UV-Vis apsorpcioni spektri jedinjenja 1-11 serije 1 u a) acetonu, b) AcN, c¢) BzOH
i d) DMF-u

vmax pomeranja serije 1 u UV apsorpcionim sprektrima pokazuju relativno slabu
zavisnost od efekata rastvaraca i supstituenata (zapazene promene su u opsegu 10—20 nm) u
odnosu na nesupsituisano jedinjenje 1. Podaci iz Tabelama 4.3 i 7.9 ukazuju da vrednosti
apsorpcionih frekvencija ispitivanih jedinjenja zavise od elektronskih efekata supsituenata na
C3 polozaju indol-2-on jezgra. Prisustvo Br kao supstituenta na C4 polozaju fenilnog jezgra
(molekul 4) kao i svi hinolinski derivati (jedinjenja 9, 10 i 11) doprinose pozitivnom
solvatohromizmu u odnosu na nesupstituisano jedinjenje. Druga jedinjenja pokazala su
promenu vmax pomeranjem ka visim talasnim duzinama u 2-hloretanolu, 2-metoksietanolu,
DMF-u, DMAc-u i AcN-u, dok za preostale koriS¢ene rastvarace nije bilo moguce zapaziti
pravilnost (nepravilno ponaSanje u odnosu na supsituent i rastvarac). Najvece batohromno

pomeranje je pronadeno kod molekula 9 u skoro svim upotrebljenim rastvarac¢ima.
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Tabela 4.3 Apsorpcione frekvencije izatinskih jedinjenja serijel u izabranim rastvarac¢ima (pik na visim talasnim duzinama)

Rastvara¢/ Ymaxx1073 / cm?

Jedinjenje 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Metanol (MeOH) / 26,95 24721 / 26,81 / 29,37 24,01 2358 241 24,01
Etanol (EtOH) 24,48 2418 2427 241 2667 2639 2157 24,15 2339 24,04 24,18
2-propanol (iPrOH) 24,21 / 243 2415 23,78 / / / 23,95 23,89 23,87
2-butanol (2-BuOH) 23,95 243 2439 23,92 26,11 23,89 24,94 23,92 2331 2381 23,89
Cikloheksanol (ChOH) 2463 24,15 2424 2392 2571 23,87 23,81 238l 2312 2367 23,78
Benzil-alkohol (BzOH) 2491 24,13 2421 23,95 2513 23,84 24,07 23,75 23,47 23,84 23,84
2-Metoksietanol (2ME) / 2418 24,13 23,98 26,67 26,92 / 24,24 / 23,92 23,98
2-Hloretanol (2CE) / / 2558 2392 23,98 2395 2395 2398 2551 243 26,63
1,2-dimetoksietan (DME) 2445 2421 2427 23,87 24,78 24,78 2474 24,88 22,99 24,04 23,75
Toluen 24,04 2451 2421 2358 24,88 24,81 24,88 2491 2291 / 23,42
Dihlorometan (DCM) 2421 24,18 24,45 23,98 24,84 2395 24,69 23,92 23,72 2413 23,95
Aceton 2466 24,48 24,48 24,13 24,84 2464 2506 24,94 2323 2392 23,95
Cikloheksanon (ChO) 2451 24,07 243 2384 2571 2445 2481 24,78 2291 23,75 23,67
Etil-acetat (EtAc) 2454 2457 2424 2398 2506 24,94 2497 24,84 2312 2381 23,78
Formamid (F) 2484 2418 2454 243 2548 23,92 2421 24,18 23,78 23,92 24,07
Dimetilformamid (DMF) 2415 24,13 24,12 23,98 24,07 23,98 24,10 24,04 2312 237 23,81
Dimetilacetamid (DMAC) 23,98 2392 23,96 23,87 2389 23,78 2387 2381 2304 2381 23,56
N-Metil-2-pirolidon (NMP) 23,70 24,04 23,92 23,75 23,81 23,72 24,01 23,81 22,88 2361 2421
Acetonitril (AcN) 25,41 2451 24,66 2442 2528 243 2469 2500 23,72 2427 23,78
Dimetilsulfoksid (DMSO) 2439 24,13 24,13 23,98 2554 241 2448 23,89 2317 23,78 23,558
Tetrahidrofuran (THF) 23,95 243 24,15 23,89 2513 24,69 24,75 2481 22,96 2358 23,64
2-Pirolidon (2-Py) 2410 24,04 2424 2407 23,81 23,84 2392 23,84 2301 23,84 24,01
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Slika 4.8 Apsorpcioni spektri jedinjenja 1 - 16 serije 2 u a) DMSO-u, b) etanolu i ¢) THF

Apsorpcioni spektri ispitivanih jedinjenja serije 2, snimljeni u 22 rastvaraca,
pokazali su da sadrze dve trake na vmax ~300 i 425 nm (Slika 4.8). U okviru ove doktorske
disertacije, za odredivanje poloZaja vmax K0ji odgovaraju E i Z izomerima bilo je neophodno
primeniti TD-DFT proracune. TD-DFT je uspe$no iskoris¢en za prouc¢avanje solvatisanih
molekula, elektronske prelaze i procenu transfera elektronske gustine.?*324° Rezultati
TD-DFT proracuna obezbedili su teorijske spektre za oba E i Z izomera u DMSO-u, EtOH-
u i AcN-u (Slike 7.7 1 7.8, respektivno). Apsorpcioni maksimum Z izomera se javlja na
vi§im talasnim duZinama (traka sa manjom energijom) od E oblika u svim ispitivanim
rastvara¢ima kao i u gasovitoj fazi. Na osnovu TD-DFT rezultata izvrSena je dekonvolucija
eksperimentalnih spektara. Primer primenjene procedure za molekule 7 (4-OMe) i 12 (3-1)
je predstavljen na Slici 7.9. Potvrda primenjene metodologije je izvrSena na osnovu
uporedne studije NMR analize (Tabela 7.4), TD-DFT rezultata i protumacenih
eksperimentalnih spektara u DMSO-u. Nakon potvrde metodologije, uradeno je
odredivanje apsorpcionih maksimuma, a dobijeni rezultati su sumirani u Tabelama 3.4 i

7.10, respektivno.
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Tabela 4.4 Apsorpcione frekvencije izatinskih jedinjenje serije 2 u izabranim rastvara¢ima za E izomere

Rastvara¢/ vmaxx1073 (cm?)

Jedinjenje 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
MeOH 25,84 23,87 25,03 23,43 25,00 26,14 23,06 2550 2541 2549 2461 2538 2455 23,79 2589 26,63
EtOH 26,31 23,24 2501 23,03 2457 26,38 22,36 2530 2511 2511 24,98 2567 2513 23,99 2514 26,17
iPrOH 25,60 23,53 27,91 22,92 24,14 23,18 22,53 24,77 2505 24,58 24,99 2513 24,85 23,83 2457 2581
2-BuOH 2399 2290 2521 2324 2391 2447 2216 24,87 2440 2412 2413 2446 24,07 24,08 24,44 26,04
ChOH 24,79 22,89 22,85 23,58 24,68 24,97 22,36 24,79 24,79 24,76 23,97 24,71 24,31 24,89 2563 26,06
BzOH 2556 23,38 22,38 2353 24,18 26,14 22,39 2455 2528 24,85 23,68 24,81 24,06 24,41 2465 26,14
2ME /2311 |/ 2354 2419 | 2227 2457 2501 24,78 251 2454 2415 2449 2560 26,48
2CE 2525 20,99 2530 2251 24,79 27,00 19,53 24,69 24,61 24,92 2505 24,83 24,95 23,95 2420 24,84
DME 24,47 24,10 2514 22,99 2561 27,60 22,81 24,81 2505 24,46 2526 24,93 23,87 2502 24,80 27,32
Toluen 25,84 22,48 23,10 23,00 24,98 26,11 21,77 2517 24,57 24,37 24,49 2418 23,92 24,85 23,33 24,48
DCM 25,64 22,63 | 24,48 24,42 2493 21,87 24,99 2490 24,73 24,79 24,86 2456 2153 [/ 2510
Aceton 24,70 23,75 26,20 23,43 2533 2539 22,65 24,74 24,96 24,64 24,48 2449 24,05 2481 2363 27,05
ChO 24,40 23,70 25,67 23,58 24,78 26,29 22,47 24,61 2524 2493 2415 243 2435 2459 2486 26,91
EtAc 2465 23,98 2640 2343 2526 2540 2228 2496 2536 2397 2458 2432 2386 2515 /| 27,81
F 2534 23,33 24,32 23,04 24,66 24,61 22,67 24,90 2536 2527 2459 2555 24,94 2367 24,36 2567
DMF 25,87 23,40 2453 22,84 24,36 24,78 21,82 24,12 2443 2434 2471 2427 2444 24,09 2462 2593
DMAC 2432 23,43 2523 23,12 23,64 24,13 22,10 23,94 24,81 2453 2457 24,12 2456 23,75 2448 2580
NMP 24,08 23,25 24,91 21,96 24,21 2455 21,95 23,98 24,86 2459 2446 24,61 24,74 23,88 24,67 2581
AcN 26,17 24,00 24,80 2357 2504 2532 22,76 2541 2599 2526 2535 2537 2533 2510 24,36 27,17
DMSO 26,14 23,58 2512 23,00 24,09 26,46 22,33 24,48 2491 2461 24,64 24,72 2459 23,86 2443 2578
THF 2416 23,05 2542 2295 24,84 2426 21,76 2500 24,58 2415 24,65 2425 23,89 24,28 2428 2751
2-Py 2496 23,16 24,28 2308 24,13 2535 22,01 24,01 24,79 2493 23,97 2513 24,66 23,98 24,48 2585
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Podaci iz Tabela 4.4 i 7.10 potvrduju da polozaj UV-Vis apsorpcionih frekvencija
serije 2 zavisi od prirode prisutnog supstiuenta. Postoji odgovarajuca pravilnost u promeni
vimax, uvodenjem bilo elektron-donorskog ili elektron-akceptorskog supstiuenta, koja doprinosi
povecanju solvatohromizma u odnosu na nesupstituisano jedinjenje. Sa druge strane, pronaden
je odgovarajuci izuzetak za jedinjenja 6, 151 16 u E izomernom obliku, kao i za jedinjenje 14
u Z obliku.

4.3.1. Solvatohromna svojstva (serija 1)

UV-Vis apsorpcioni spektri ispitivanih derivata izatina serije 1 (1-11) su mereni na
25 °C u dvadeset i dva rastvaraca u opsegu 200-600 nm (Tabele 4.3 i 7.9). Dobijeni UV-Vis
spektri sadrze dva pika koja odgovaraju razlicitim elektronskim prelazima.

Efekti rastvarata kao $to su dipolarnost/polarizabilnost i sposobnost gradenja
vodoni¢nih veza na pomeranja apsorpcionih maksimuma su tumaceni primenom principa
LSER i kori$éenjem Kamlet-Taftove solvatohromne jednacine 3.5%%°. Rezultati korelacione
analize prikazani su u Tabelama 4.5 i 7.11, a koeficijenti vo, S, b i @ su odredeni sa nivoom

pouzdanosti od 95 %.

Prema korelacionim rezultatima serije 1 dobijenih primenom Kamlet-Taftove
jednacine moze se zapaziti kompleksna povezanost i izmena solvatohromnih koeficijenata u
odnosu na postojece efekte rastvaraca i supstituenata (Tabela 4.5). Pozitivan znak koeficijenata
s i a za izatinske derivate (jedinjenja 1, 3-5, i 9-11) ukazuje na hipsohromno pomeranje sa
porastom dipolarnosti i polarizabilnosti rastvaraca 1 HBD. Najvece hipsohromno pomeranje
apsorpcionog maksimuma u odnosu na koeficijente s i a, je pronadeno za molekule 5 i 9,

respektivno.

Pozitivne vrednosti koeficijenta s i a ukazuju na bolju stabilizaciju osnovnog u odnosu
na elektronsko pobudeno stanje sa pove¢anjem polarnosti rastvaraca, tj. veca dipolarna svojstva
molekula u osnovnom stanju sa izrazenijim HBA svojstvima solvatisanih molekula. Za druge
molekule, situacija je obrnuta. Uzimaju¢i HBA efekte rastvaraca, negativna vrednosti
koeficijenta b, izuzev za jedinjenje 5, ukazuje na bolju stabilizaciju pobudenog stanja od strane

rastvaraca preko proton HBA interakcija.
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Tabela 4.5 Rezultati korelacione analize za derivate izatina serije 1 (pik na visim talasnim duzinama) prema jednacini 3.5

Wwx10-3 sx10-3 bx10-3 ax10-3

Jedinjenje (cmY) (cm-) (cm-) (cm-) R2 Sd® F° Pad Pp Pa Rastvaradi iskljuceni iz korelacije
NS W TR
N S TR
3 ig”% ?_507,13 ;_Ll(ffz i’ol,gs 0,99 007 15879 20,87 47,70 3144 %E’en%%‘ﬂ’ BzOH, 2ME, F,
e i o am e B S SR
5 if’)"ij i’(‘i; i’(?,il 2’01;9 095 029 3331 7101 2671 2,28 éﬁg oS0, B2OH, Toluen,
6 ig:gg ;10,’0119 ;1(;?274 ;:001,6120 095 015 3400 3156 4906 1038 oo o Ftanol DCM, 2ME,
e i e s RO
8 ig’,gg ;%?272 i202287 ;:%,6111 095 016 4310 2513 59,07 1580 iPrOH, 2ME, DCM, Toluen, Etanol
9 T0%  ioaa i0a9  too3 094 025 3155 33,06 2460 4234 2ME, 2CE, Etanol, BzOH, F i 2-Py
10 if’)zg %24 ;%,61% 2’536 094 007 32,38 2934 3892 3174 Toluen, AcN, BzOH, F, 2ME
10 if’)ﬁ ?_;5‘32 ;%,6099 2;)51‘(‘)6 096 007 4218 26,79 41,07 3214 Toluen, AcN, BzOH, F, 2ME, DME
1 B0 182 03 242 (o oo o s0s2 a773 2CE, BZOM, F, DCM, Etanol, 2-Py,

+0,41 +0,63 +0,41 +0,30 iPrOH i ChOH

2 Korelacioni koeficijent; ® Standardna devijacije; ¢ Fisher-ove (Fiserov) test; ¢ Procenta doprinosa solvatohromih parametara dobijeni
primenom Kamlet-Taftove jednacine (%);
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Procenat doprinosa solvatohromnih parametara (Tabela 4.5) za sve izatinske
derivate serije 1 pokazuju da je najveca Py vrednost za molekul 5 (71,01 %) sa najmanjom
vrednosti P, (2,28 %). Suprotno je primeceno za jedinjenje 1 sa najve¢om vrednosti za Pg
(70,72 %) i najmanjom vrednosti P (8,88 %). Najveca vrednost P, je dobijena za molekul
4 (51,28 %).

Prema korelacionoj analizi dobijenom primenom Kamlet-Taftove jednacine
ustanovljeno je da negativan znak koeficijenta s i a (Tabela 7.11), osim za molekul 9
(dobijene su pozitivne vrednosti od 1,57 1 1,42, respektivno), ukazuje na batohromno
pomeranje sa porastom dipolarnosti i polarnosti rastvaraca. Na osnovu prethodnog, moze
se zakljuciti da je bolja stabilizacija pobudenog elektronskog stanja u odnosu na osnovno,
tj. vec¢a dipolarnost i polarizabilnost i HBD svojstva solvatisanih molekula u pobudenom
stanju. Zamena znaka koeficijenta b, odnosno pozitivne vrednosti su pronadene za
jedinjenja 3, 4, 8, 11 pokazuje bolju stabilizaciju izatinskih derivata u osnovnom stanje, tj.

pronadene su ve¢e HBA interakcije rastvaraca sa rastvorenim molekulom.

Nespecifiéni efekti rastvaraca su razlog veceg doprinosa UV-Vis spektralnih
pomeranja svih proucavanih jedinjenja serije 1 (Tabela 7.11), osim za jedinjenje 9 sa
najve¢im doprinosom HBA efekata rastvaraca (45,04 %), i molekul 11 sa najveéim
doprinosom P, (44,15 %). Najveca vrednost za P je dobijena za jedinjenje 5 (65,41 %).
Manji doprinos ima HBA efekat nastvaraca, a najveca vrednost za ovaj efekat rastvaraca je
pronadena za jedinjenje 9 (-2,45), a izuzetno mala vrednost je dobijena za jedinjenja 6 — 8
(-0,05, -0,06 i 0,02, respektivno). Prikazani rezultati, dobijeni primenom Kamlet-Taftovog
modela, ukazuju je uticaj rastvarac¢a na promenu UV-Vis apsorpcione spektre prouc¢avanih
izatinskih derivata serije 1 veoma slozen odnosno kompleksan usled razli¢itih doprinosa
efekata rastvaraca i supstituenta u ispitivanim jedinjenjima. Takode se mozZe zakljuciti da
je elektronsko ponaSanje atoma azota u indol-2-on delu znac¢ajno razli¢ito izmedu derivata
sa velikim doprinosom lokalizovanih HBA efekata prouzrokovanog i poboljSanog od strane

elektron-akceptorskih hinolinskih i metil supstituisanih piridil grupa.
4.3.2. LSER analiza UV podataka (serija 2)

Doprinos specificnih 1 nespecificnih interakcija izmedu rastvaraca i rastvorene
supstance je kvantitativno je procenjen primenom LSER jednacine 3.5. LSER koncept koji
su razvili Kamlet 1 Taft predstavlja uspeSnu metodologiju najceS¢e koriS€enu za

kvantitativnu obradu solvatacionih efekata. Na ovaj na¢in se obraduju privla¢ne i odbojne
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interakcije izmedu rastvaraca i rastvorene supstance a takode je omogucena procena
veliCine interakcija izmedu rastvaraca i rastvorene supstance. Korelacioni rezultati dobijeni
primenom Kamlet-Taftovog modela su prikazani u Tabeli 4.6 za E izomer, i Tabeli 7.12 za
Z izomer. Procenti doprinosa nespecificnih (Px) 1 specifi¢nih interakcija izmedu rastvaraca

I rastvorene supstance (Pg i P,) su takode predstavljeni u Tabelama 4.6 1 7.12.

Korelacioni rezultati za E i Z izomer (Tabele 4.6 i 7.12, respektivno) pokazuju
znacajan uticaj efekata rastvaraca i supstituenata na promenu i variranje solvatohromnih
koeficijenata. Negativan znak koeficijenta s i a, dobijeni u korelacijama za E izomer koji
se odnose na nespecificne i HBD efekte rastvaraca (Tabela 4.6) ukazuju na batohromno
pomeranje apsorpcionih maksimuma sa povecanim doprinosom
dipolarnosti/polarizabilnosti i HBD sposobnosti rastvaraca. Suprotan znak je pronaden za
jedinjenja 1, 6-10, 12 i 13 (koeficijent s) kao i molekule 1, 6-10, 12, 13 i 15 (koeficijent a).
Najveca vrednost koeficijenta s (-3,66) i a (-2,82) je zapaZena za jedinjenje 3 (Tabela 4.6).
Na osnovu navedenih vrednosti moze se zakljuciti da je najizrazeniji prenos efekata
supstituenata, tj. elektron-donorska sposobnost hidroksilne grupe (jedinjenje 3) u meta-
polozaju ka izatinskom jezgru usled povecane osetljivosti elektronske gustine na
dipolarnost/polarizabilnost 1 sposobnost vodoni¢nog vezivanja rastvaraca. Nasuprot
korelacijama E izomera, za Z izomere su uglavhom dobijene pozitivne vrednosti
koeficijenata s i a, ukazuju¢i na hipsohromno pomeranje apsorpcionog maksimuma.
Negativan znak koeficijenata s i a za Z izomer, su zapazeni u molekulima 2-4 i 14-16 sa
jakim elektron-donorskim (OH) i elektron-akceptorskim (NO2) grupama (izuzetak su
jedinjenja 14 i 15 za vrednosti koeficijenta a). Ovi rezultati ukazuju da direktna
m-konjugacija u molekulu kao celini doprinosi stabilizaciji pobudenog stanja. To moze biti
posledica prenosa efekata supstituenata na veéem rastojanju koji pospeSuju polarizaciju
karbonilne grupe i na taj nacin povecavaju sposobnost vodoni¢nog vezivanja karbonilnog
kiseonika i razdvajanje elektronskih naelektrisanja. Najvec¢i doprinos HBD efekata
solvatohromnim svojstvima je zapazen za molekul 4 (batohromno pomeranje, Tabela 4.6)
dok je sli¢na pozitivna vrednost pronadena za jedinjenja 6, 7 i 10 (hipsohromna pomeranja,
Tabela 7.12).
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jednacine (%);.

Tabela 4.6 Korelacioni rezultati izatinskih jedinjenja serije 2 za E izomere dobijene prema Kamlet—Taftovoj jednacini

Molekul  wx102 sx10° bx10° ax10° R? Sd®  F° Pl Ps Pa Rastvaraéi iskljueni iz korelacije
(ecm™) (em™) (em™) (cm?)

1 24,99 0,45 -1,60 1,50 0,946 0,219 25,68 12,68 45,07 42,25 2ME, DMSO, DMF, EtOH, iPrOH,
+0,32 +0,35 +0,32 +0,19 AcN, 2CE, 2-BuOH, Toluen

2 24,67 -2,09 1,05 -2,52 0,969 0,217 50,82 36,93 1855 44,52 MeOH,F, BzOH, AcN, THF,
+0,32 +0,41 +0,25 +0,21 Toluen, EtOH, iPrOH

3 26,96 -3,66 1,89 -2,82 0,903 0,488 11,72 43,73 22,58 33,69 2ME, DCM, Toluen, 2CE, iPrOH,
+0,73 +0,81 +1,03 +0,60 ChOH, F, Aceton, MeOH, EtOH

4 22,58 -065 141 -041 0914 0,132 1347 26,32 57,09 16,60 DCM,2ME, BzOH, NMP, MeOH,
+0,19 +0,28 +0,22  +0,13 AcN, Aceton, F, EtAc, ChOH

5 27,01 -1,37 -207 -0,32 0943 0,175 32,02 36,44 5505 851 2-BuOH, 2ME, DCM,
+0,25 +0,24 +0,29 +0,12 Toluen, MeOH, DMACc

6 24,07 1,03 -0,60 2,08 0,926 0,385 15,97 27,76 16,17 56,06 BzOH,2ME, DME, Toluen, iPrOH,
+0,90 +1,03 +0,49 +0,39 ChOH, F, DMSO, EtAc, 2-BuOH

7 21,84 0,32 -0,46 1,11 0,918 0,186 14,21 16,93 24,34 58,73 2CE, DME, Aceton, AcN, ChOH, EtAc,
+0,24 +0,27 +0,23  +0,17 DMSO, DMAc, DCM, EtOH

8 24,83 0,32 -1,27 1,33 0,943 0,190 21,48 10,96 43,49 4555 THF,2-Py, BzOH, EtAc, Toluen,
+0,50 +0,55 +0,28 0,28 DME, AcN, 2CE, F, 2ME

9 24,31 0,76 -0,22 0,67 0,928 0,109 20,72 46,06 13,33 40,61 2CE, EtAc, AcN, ChOH, DME,
+0,14 +0,16 +0,12  +0,09 2-BuOH, DMF, 2-Pyr

10 23,96 0,91 -0,40 1,13 0,932 0,164 24,33 37,30 16,39 46,31 AcN, ChOH, BzOH, 2-BuOH,
+0,21 +0,26 +0,18 +0,13 2CE, Toluen, 2-PrOH

11 26,13 -2,71 0,30 -0,01 0,925 0,208 1591 89,74 9,93 0,33 DMSO, DMACc, 2-BuOH, ChOH, 2ME,
+0,30 +0,41 +0,39 0,17 DCM, AcN, F, DMF, NMP

12 23,70 1,10 -0,22 1,38 0,947 0,174 34,43 40,74 8,15 51,11 2CE, DME, BzOH,
+0,21 +0,27 +0,19  +0,15 AcN, 2-BuOH, DMAc

13 22,97 1,65 0,10 0,56 0,958 0,108 48,46 71,43 4,33 24,24 BzOH, AcN, EtOH,
+0,12 +0,15 +0,11 0,09 iPrOH, 2CE

14 26,80 -153 -193 -0,81 0,95 0,171 41,91 3583 4520 18,97 DCM, ChOH,2ME, Toluen,
+0,25 +0,27 +0,29 0,12 THF, BzOH

15 27,26 -2,43 -0,74 0,09 0,906 0,265 12,14 7454 22,70 2,76 DCM, EtAc, 2CE, Toluen, Aceton,
+0,49 +0,50 +0,35 +0,24 2-BuOH, iPrOH, THF, DME, AcN

16 29,98 -210 -287 -0,87 0,957 0,230 47,26 3596 49,14 14,90 Toluen, DCM, MeOH,
+0,33 +0,30 +0,38 +0,19 2ME, 2CE

2 Korelacioni koeficijenti; ® Standardna devijacija ¢ Fiserov test; 9 Procenat doprinosa solvatohromnih parametara dobijeni primenom

Kamlet-Taftove
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Pozitivne vrednosti koeficijenta b dobijene su za E izomere jedinjenja 2-4, 11113 i
Z izomere molekula 2-5, 7, 12 i 13, na osnovu kojih se moze zakljuéiti da je bolja
stabilizacija molekula u osnovnom stanju (Tabele 4.6 i 7.12). Navedena pozitivna vrednost
koeficijenta b ukazuje da proton-akceptorske sposobnosti amidnog azota i karbonilnog
kiseonika (C2=0) uglavnom doprinose umerenom do velikom stepenu stabilizacije
molekula u osnovnom stanju. Najvece vrednosti koeficijenta b su pronadene za E izomer
molekula 16 (-2,87; Tabela 4.6) i Z izomer jedinjenja 4 (3,66; Tabela 7.12). U osnovi,
odstupanje od opsteg trenda vrednosti koeficijenata s, a i za ova jedinjenja (Tabela 4.6) je
posledica efekata supstituenata i geometrije ispitivanih jedinjenja. UopsSteno posmatrano,
sloZzeni uticaji svojstava rastvaraa na promenu Vmax mogu se tumaciti analizom
korelacionih parametara u odnosu na doprinos efekata rastvaraca i supstituenta, kao i efekat

geometrijskih karakteristika proucavanih derivata izatina.

U cilju detaljnijeg ispitivanja interakcija izmedu rastvaraca i rastvorene supstance,
izvrSena je MEP analiza za vizualizaciju raspodele naelektrisanja preko ispitivanih
jedinjenja serije 2 (Slike 4.9 i 7.10). MEP potencijal u odredenoj tacki u prostoru oko
molekula daje informacije o mrezi elektrostatickih interakcija u odnosu na ukupnu

raspodelu naelektrisanja.

Ova vrednost se moze korelisati sa razlicitim molekulskim svojstvima kao §to su:
dipolni moment, elektronegativnost, delimi¢no naelektrisanje 1 hemijska reaktivnost.
Izopovrs$ina elektronske gustine mapirana elektrostatiCkim potencijalom opisuje veli¢inu,
oblik, gustinu naelektrisanja i mesto reaktivnosti molekula. Vrednosti elektrostatickog
potencijala na povrSini su prikazane razliitim bojama: crvena oznacava regione sa
najve¢im elektronegativnim elektrostatickim potencijalom (sa velikom elektronskom
gustinom) odnosno najpovoljnija mesta za HBD interakcije rastvaraca 1 rastvorene
supstance; plava predstavlja regione sa najpozitivnijim elektrostatickim potencijalom, tj.
regije sa malom elektronskom gustinom povoljne za nukleofilni napad (prioritet HBA
interakcija izmedu rastvaraca i rastvorene supstance), i zelena za prikazivanje regiona sa
nultim potencijalom. Potencijal raste u slede¢em redosledu crvena < narandzasta < zuta <
zelena < plava. Kao §to se moze videti sa MEP mapa (Slike 4.9 i 7.10), negativni regioni,
odnosno najvec¢a HBA sposobnost je uglavnom lokalizovana iznad karbonilne grupe C2=0
I iznad metoksi i nitro supstituenata u jedinjenjima 5-7 i 14-16, respektivno. Na osnovu

MEP mapa ispitivanih derivata takode se moze zapaziti da se regioni sa negativnim
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potencijalom nalaze iznad elektronegativnih atoma, a da su regioni sa pozitivnim
potencijalom iznad izatinske fenil grupe i iznad supstituenata u molekulima 6, 9-13 i 15-16
u E izomernom obliku. Preostali delovi struktura su okruzeni nultim potencijalom (Slika
4.9). Izatinska jedinjenja koja zauzimaju Z konformaciju imaju sli¢ne pozitivne potencijale

ali sa manjim intenzitetom promene MEP-a u odnosu na supstituente.

Slika 4.9 MEP mape jedinjenja 1-16 serije 2 u E izomernom obliku (gasovita faza)
izraunati pomoc¢u B3LYP/6-311G(d,p) metode u osnovnom stanju
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4.3.3. LFER analiza UV podataka (serija 1)

U ovoj doktorskoj disertaciji, za dobijanje boljeg uvida u elektronske efekte
supstituenata na apsorpcione maksimume i NMR hemijska pomeranja primenjen je LFER
koncept linearne korelacije slobodne energije na vmax i SCS vrednosti, odnosno hemijska
pomeranja uslovljena prisustvom supstituenta izatinskih derivata serije 1. IzvrSena je
analiza primenom LFER principa u obliku Hametove jednacine.'®’ Hametove konstante
supstituenata su date u Tabeli 7.13, a dobijeni korelacioni rezultati su prikazani u Tabeli
4.7. Na osnovu dobijenih rezultata zapaza se razliCita osetljivost hemijskog pomeranja na
efekte supstituenata. 1z Tabele 4.7 moze se primetiti da su korelacije dobrog ili veoma
visokog kvaliteta Sto svakako potvrduje da SCS vrednosti odrazavaju elektronske efekte
supstituenata. Takode je o¢igledno da su hemijska pomeranja na fenilnom odnosno arilnom

C1’ atomu pokazala povecanu osetljivost i uobic¢ajene efekte supstituenata.

Tabela 4.7 Korelacioni rezulati SCS sa ¢ konstantama prema Hametove (SSP) jednadini

Atom p h R F sd n Ukljuceni supstituenti
i%zoi i(l)(zé 0957 3284 0004 5 fﬂﬂzﬁy'\"(f,iypy -Me-2by. 5
H ;E%?‘O“S i%%g 0971 49 0004 5 g;/'f"g_ﬁg’_g_P‘;'\g?ﬁ;Py, 5-Me-2-
;20’70127 i(z)‘llg 0,993 14534 0016 4 NO",CN, 4-Me-2-Py, 6-Me-2-Py
Cz ;10,397 igfld?;o 0952 3913 0105 6 B S-Br, CN, 5-Me-2-Py, 6-
i506985 1276?2 0960 3565 0089 5 6c_|\|H,y2-|3r, 4-Me-2-Py, 6-Me-2-Py,
c3 i’(igg ig’lo,gz 0,974 36,62 0019 4 2-Br,3-Br,3-Me-2-Py, 6-Me-2-Py
gf)g i‘%? 0,057 4328 1392 6 g‘_fﬁj’"?_rmﬁ'gf;,;"Me'z'Py’ >Me-
cr’ ﬂgg 13?9,26 0,989 12971 0,651 5 g_rM?_gfb;'Me'z'Py’ 5-Me-2-Py,
210?2 j1:(5)16;0 0952 28,76 0,701 5 6”_’M':32_’P3'Me'2'Py' 5-Me-2-Py,

“ NMR podaci za 4-NO; i 4-CN su preuzeti iz literature: ref.?>°

Prikazani rezultati ukazuju da oba efekta supstituenta, elektron-donorski i elektron-

akceptorski, imaju znaCajan uticaj na pomeranje elektronske gustine U ispitivanom
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molekulu. Efektivnost prenosa efekata supstituenata je odredena konformacionom
(geometrijskom) promenom ispitivanih molekula koje poti¢u od neplanarne rotacije aril
supstituenta u odnosu na ravan indol-2-ona, definisanu torzionim uglom & (Slika 3.1).

Suprotan efekat (eng. reverse effect) supstituenata je zapazen na H1 i C2 ugljeniku.

Postojanje ovih korelacija je tumaceno kao dokaz efekta supstituenta na promenu
elektronske gustine iznad ispitivanog molekula. Prisustvo elektron-akceptorpske keto grupe
na C2 polozaju (C2=0), i elektron-donorske amino grupe (N1-H), kao deo z1-elektronskog
sistema amidne grupe, doprinosi intenzivnoj elektronskoj interakciji koja postoji u 3-(imino
supstituisanom)-2-Py ostatku.?®! Korelacije za C2 pokazale su negativne vrednosti
korelacionog koeficijenta p. Negativan znak reakcione konstante, p, ukazuje na suprotno
ponasanje, tj. SCS vrednosti se smanjuju iako se sposobnost supstituenata da privlaci
elektrone, merena sa o, povecava. Ovakav rezultat jasno odrazava obrnuto ponasanje u
odnosu na normalnu polarizaciju u keto grupi koji proizlazi iz doprinosa dva suprotna
efekta: elektron-akceptorskog C2=0 grupe i arilnih supstituenata sa uceS¢em elektron-
donorskog efekta indolnog azota. Veli¢ina ovog efekta u najveéoj meri zavisi od elektron-
akceptorskog karaktera aril supstituenata, koji uzrokuje obrnuto pomeranje z-elektronske
gustine sa C2=0 keto grupe. Doprinos rezonancionih interakcija zavisi od prostornog
rasporeda arilnog dela, a samim tim, povoljna konformacija obezbeduje efektivan prenos
rezonacionih efekata sa C2 na C3 ugljenik. Na osnovu toga, ofekuje se da ¢e prisustvo
elektron-donorske grupe podrzati polarizaciju C2=0, dok electron-akceptorska grupa ima
suprotan efekat koji se ogleda u obrnutoj polarizaciji. Normalna polarizacija na C3
ugljeniku odrazava doprinos elektronskih efekata obe n-elektronske jedinice (Slika 3.1), a
prvenstveno je odredena polarizacijom C=N imino veze koja je manjoj ili vecoj meri
poremecena usled promene supstituenta na fenil odnosno aril ostatku. Ocigledno je da
hemijska pomeranja C1 'pokazuju povecanu osetljivost i normalan efekat supstituenta u
odnosu na konstantu supstituenta. Ovaj nalaz je ¢esto zapazen u literaturi i pojavljuje se kao
posledica elektronskih interakcija na malim rastojanjima sa supstituentom u para-polozaju

fenilnog prstena.

Rezultati korelacije UV - Vis apsorpcionih maksimuma ispitivanih jedinjenja,
dobijeni primenom LFER-ovih principa, prikazani su u Tabeli 4.8. Rezultati LFER-a
ukazuju na kompleksne uticaje efekta rastvaraca i supstituenta na pomeranje UV-Vis

apsorpcionih maksimuma (Tabela 4.8). Ovi rezultati pokazuju da efekti rastvaraca:
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dipolarnost/polarizabilnost, HBD i HBA sposobnosti uzrokuju odgovarajuéu osetljivost

poloZaja apsorpcionih maksimuma (vmax) Na efekte supstituenta.

Tabela 4.8 Rezultati korelacije vmax Vrednosti serije 1 sa o konstantama supstituenta
primenom Hametove (SSP) jednacine

Atom Rastvara¢ p h R F sd Uklju_cenl .
Supstltuentl
0,90 33,08 2-Br, 3-Br, 4-Me-
DMF Yons sou1 0961 2448 0043 4 Zo0 o NS
2-Br, 4-Br, 4-Me-
047 3305 958 3333 0030 5 2-Py, 5-Me-2-Py,
£0,08 0,05
6-Me-2-Py
Etanol
03 3314 H, 4-Br, 4-Me-2-
’ 14 0961 3592 0036 5 Py,5-Me-2-Py, 6-
_ 10,06 0,03
Pik na Me-2- Py
niZoj H, 2-Br, 4-Me-2-
talasnoj -3,19 35,90 Py, 5-Me-2-Py, 6-
duZini 1031 =017 0981 10297 0180 6 \ro o by 8-OH-
AcN 2-Hy
3-Br, 4-Br, 4-Me-
0253406 926 6090 0012 5 2-Py. 5-Me-2-Py,
10,03 £0,02
6-Me-2-Py
3-Br, 4-Br, 4-Me-
THF 112 3337 4975 5752 0058 5 2-Py, 5-Me-2-Py,
1015 £0.08
6-Me-2-Py
2-Br, 3-Me-2-Py,
1312488 5967 2880 0020 4 4-Me-2-Py, b
1024 0,15
DMF Me-2-Py
0,82 24,15 H, 4-Br, 6-Hy, 8-
012 Go0s 0079 4504 0086 4 CLEEL
Pik na H, 2-Br, 3-Br, 6-
visoj Etanol oL 2807 0977 6221 0033 5 Me-2-Py, 8-OH-
talasnoj ’ ’ 2-Hy
duZini H, 2-Br, 3-Br, 4-
AcN 1672538 980 8207 0100 5 Me-2-Py, 8-OH-
£0,18 £0,09
2-Hy, 6-Hy
3-Br, 4-Br, 4-Me-
THE 203 2342 471 4885 0115 5 2-Py, 5-Me-2-Py,
1029 +0.16
6-Me-2-Py,

Dipolaran rastvara¢ DMF; i rastvarac sa malim HBD efektom, AcN, 1 velikim HBD

efektom, etanol, doprinose suprotnom ponaSanju pomeranja apsorpcionih frekvencija na

viSim talasnim duzinama u odnosu na efekte supstituenata. Aproticni rastvaraci se ponasaju
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kao slabi rastvaraci koji imaju mali potencijal za solvataciju anjona, dok sa druge strane
pokazuju dobra solvataciona svojstva u odnosu na pozitivno naelektrisanje i najéescée bolje
stabiliSu veca 1 znaCajno dispergovana pozitivna naelektrisanja. Manji doprinos efekata
supstituenata u rastvaracu sa ve¢om relativnom permitivno$¢u moze se objasniti ¢injenicom
da veoma dipolarni medijum znacajnije doprinosi pomeranju elektronske gustine, a sa
druge strane ovi efekti uticu na smanjenje osetljivosti promene polozaja apsorpcionog
maksimuma izazvanih elektronskim efektima supstituenata. Sli¢no ponasanje je pronadeno
za AcN i etanol, a takode se moze zapaziti da je dipolarnost/polarizabilnost rastvaraca
najznacajniji efekat koji doprinosi suprotnoj zavisnosti vmax 0d efekata supstituenata
(reverse substituent effect). Pronaden je suprotan efekat supstituenata na promenu vmax U

THF-u.

U dva rastvaraca koji pokazuju HBD svojstva, AcN i etanol, dobijene su negativne
vrednosti korelacionog koeficijenta sa pikom na niZim talasnim duzinama za prvi rastvarac.
Nesto veca osetljivost vmax na efekte supstiuenata je pronadena za AcN (prvi set rastvaraca)
I THF. U DMF-u, dobijen je negativan solvatohromizam u odnosu na efekte supstituenta,
Sto ukazuje na bolju stabilizaciju osnovnog stanja proucavanih jedinjenja. NeSto nize
vrednosti i slican trend korelacije nagiba su pronadeni za etanol, usled smanjenog doprinosa
efekta dipolarnosti/polarizabilnosti rastvaraca. Ovaj rezultat ukazuje da prenos elektronskih
efekata supstituenata znacajno zavisi od konformacije ispitivanih molekula i svojstava
rastvaraca. Prikazani rezultati takode pokazuju da se prenos elektronskih efekata
supstituenata kroz z-rezonancione jedinice odvija uravnotezenim doprinosom dva nacina:
kroz lokalizovanu z-elektronsku jedinicu i sveobuhvatni konjugovani sistem proucavanih
jedinjenja. Njihov doprinos zavisi od seta jedinjenja koji imaju supstituente razlicitih
svojstava, kao 1 od karakteristika rastvarac¢a. Ova €injenica ukazuje da promena elektronske
gustine poti¢e od lokalizovane/prosirene delokalizacije u elektron-akceptor supstituisanim
jedinjenjima. Kao posledica, javlja se manji efekat supstituenata u rastvaracu sa vecom

sposobnos¢u HBA odnosno prihvatanja protona pri formiranju vodoni¢ne veze.

4.3.4. LFER analiza UV podataka (serija 2)

Da bi se analizirali efekti supstiuenata na ICT ispitivanih derivata izatina, primenjeni
su principi LFER-a na UV-Vis spektralne podatke koris¢enjem Hametove jednacine (3.6).

Dobijene su nelinearne korelacije a rezultati su navedeni u Tabeli 4.9 za oba E i Z izomera.
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Tabela 4.9 Korelacioni rezultati vmax Sa o konstantama dobijeni za E i Z izomere serije 2

primenom Hametove (SSP) jednacine

Oblik Rastvara¢ p h R F sd n Isklju¢eno
jedinjenje
AcN (231 (257 24,77 097 7221 0,16 11 1,7,9,15,
+0,29)0> +0,22)0 +0,06 16
DMSO (2,80 (2,40 2420 098 96,15 0,13 11 1,3,6,7,
+0,24)0? +0,17)0 +0,05 16
EtOH (5,30 (4,95 2429 0,96 59,44 0,28 12 1,4,6,16
+0,59)0? +0,45)0 =+0,11
2CE (9,20 (8,89 23,30 0,93 31,77 0,70 13 1,4,6
+1,44)6> +1,13)0 +0,27
Acetone  (-0,90 (1,60 24,10 094 21,72 021 9 1,3,5,6,
£ £0,39)¢> +0,28)c 0,09 7,15, 16
Toluen (2,47 (411 23,26 097 56,24 0,30 11 1,4,5,6,
+0,63)0? +0,49)0 +0,13 15
THF (-3,07 (3,84 2345 093 26,68 036 11 1,3, 4,5,
+0,74)6> +0,57)0 +0,15 16
F (513 (417 2425 094 3573 0,32 12 1,4,8,16
+0,65)> +0,50)0 0,12
DMAC (2,71 (212 2416 094 29,36 0,21 11 3,5,7,12,
£0,39)0> +0,28)c +0,08 16
2-Pyr (535 (469 2400 095 37,64 033 12 1,4,11,16
+0,69)¢> +0,54)0 +0,13
AcN (3,81 (-4,27 23,74 098 8144 0,19 10 2 3,4,5,
£0,51)¢> +0,37)0 0,09 9,14
DMSO (6,62 (441 2310 095 2758 040 9 2 3,45,
+£0,90)0> +0,75)0 0,19 6,8, 15
EtOH (2,81 (-354 2388 094 21,06 031 9 1,2 34,
+0,87)0> +0,60)c 0,16 5,14, 16
2CE (7,10 (1,49 21,99 095 30,28 058 9 2 3,46,
£1,33)6> +£1,10)0 0,25 8,15, 16
Acetone (8,49 (-5,34 22,27 093 38,21 0,48 14 4,8
£0,98)c? +0,76)c +0,17
Z Toluen (7,93 (440 2162 094 27,86 051 10 1,2 3,4,
£1,16)6> +0,97)c +0,24 6, 16
THF (9,39 (4,84 21,85 097 6150 044 12 4,8,13,15
+£0,90)0> +0,70)c +0,16
F (2,84 (1,13 2295 095 28,02 020 9 3,457,
+0,50)0° +0,44)0 +0,09 8,15, 16
DMAC (7,97 (527 22,37 096 36,03 041 9 3,4,5,8,
+0,94)0> +0,71)0 0,17 9,11, 16
2-Pyr (4,58 (2,82 22,73 093 1501 036 8 3,4,6,8,
+0,84)0°> +0,65)0 +0,15 11, 12, 15,
16
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Rezultati LFER-a odrazavaju kompleksne i uravnotezene uticaje elektronskih
efekata rastvaraca i supstituenata na pomeranje apsorpcionih maksimuma oba izomera
(Tabela 4.9). Najbolje korelacije su dobijene pomoc¢u polinomske (kvadratne) jednaéine
drugog reda. S obzirom na rezultate korelacije za E i Z izomere, moze se zapaziti da oblik
krivih u velikoj meri zavisi od koris¢enog rastvaraca (Slika 4.10 i Slike 7.11 — 7.14). Vecina
krivih (parabole) nisu paralelne u odnosu na y osu ukazuju¢i da nema proporcionalne
promene vmax U 0dnosu na elektronske efekte supstituenata. Dobijene su dve vrste parabola:
otvorena na dole za E izomer (Slika 4.10 a)) i otvorena na gore za Z izomer (Slika 4.10 b)).
Veca osetljivost vmax Na efekte supstituenata je pronadena u proti¢nim rastvaraima za

derivate izatina u E izomernom obliku.

Najznacajniji korelacioni koeficijent je pronaden uz ne-kvadratni ¢lan §to ukazuje
na umeren/veliki uticaj efekata supstituenta na stabilizaciju u osnovnom stanju molekula u
E obliku. Najvece vrednosti koeficijenta sa o konstantom zapazene su za rastvarace koji
pokazuju znacajnu sposobnost davanja protona, tj. 2CE rastvarac (8,89), a znatno nize
vrednosti su pronadene za EtOH (4,95) i F (4,17). Na osnovu rezultata takode se zapaza da
HBD efekat rastvaraca u velikoj meri doprinosi stabilizaciji mesta koje prihvataju protone
u osnovnom stanju proucavanih molekula. Sa druge strane, rastvara¢ sa velikom relativnom
permitivno$¢u pokazao je manji doprinos efekata dipolarnosti/polarizabilnosti u osnovnom
stanju. Dipolarni aproti¢ni rastvara¢i ponasaju se kao slabi solvatatori anjona, sa veéim
potencijalom za stabilizaciju vecih i vise dispergovanih pozitivnih naelektrisanja. Sa druge
strane, energija potrebna za razdvajanje naelektrisanja bilo u osnovnom ili u pobudenom
stanju relativno je sli¢na ili je zanemarljivih razlika, $to dovodi do manje osetljivosti na

stabilizaciju izrazenom koeficijentom s.

Suprotan oblik korelacione krive pronaden je za Z izomer, Sto ukazuje na veca
hispohromna pomeranja vmax u jedinjenjima sa izrazenim elektron-donorskim ili elektron-
akceptorskim svojstvima. Negativan znak linearnog koeficijenta, dobijen u korelaciji za Z
izomer, pokazuje batohromno pomeranje apsorpcionog maksimuma sa porastom doprinosa
dipolarnosti/polarizabilnosti 1 HBA sposobnosti rastvaraca. Najveca vrednost koeficijenta
u linearnim jedna¢inama pronadena je za aceton (-5,34), dok je pozitivan koeficijent sa
kvadratnom jednacinom zapazen za THF (9,39) Sto ukazuje na vecu stabilizaciju osnovnog

stanja.
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Slika 4.10 Korelacija vmax VS parametri supstituenata za jedinjenja 1-16 (a) E izomeri, b) Z
izomeri) u AcN

4.3.5. LFER analiza NMR podataka (serija 2)

Za dobijanje boljeg uvida u nacin prenoSenja efekata supstituenata izvrSena je
odgovaraju¢a analiza **C NMR hemijskih pomeranja. Opsti zakljucak koji proizilazi iz
podataka u Tabeli 7.8 ukazuje da svi supstituenti iz fenilnog prstena uti¢u na SCS vrednosti
atoma ugljenika koji oslikavaju efekte prenosa naelektrisana (C1', C2 i C3) putem njihovih
elektronskih efekata. Efikasnost prenosa efekata supstituenata takode zavisi od
konformacije proucavanih jedinjenja i vrednosti torzionog ugla @ (Slika 3.1). Torzioni
uglovi @ su dobijeni iz optimizovanih geometrija koris¢enjem MP2 metode sa

6-311G (d, p) bazis setom (Tabele 4.14 i 4.15).

Analiza efekata supstituenata na NMR podatke atoma ugljenika koji odrazavaju
efekat prenosa naelektrisanja, izvrSeno je koriS¢enjem LFER-ove jednacine (3.6) sa
konstantama supstituenata o, a rezultati dobijenih korelacija za azotov H i C2, C3 i C1'

ugljenike su predstavljeni u Tabelama 4.10 i 4.11, i na Slici 7.15.

Zapazene p vrednosti ukazuju na razli¢itu osetljivost SCS na efekte supstituenata.
Iz Tabela 4.10 i 4.11 moze se primetiti da su korelacije dobrog i visokog kvaliteta §to
pokazuje da promena NMR podataka odrazava osetljivost na elektronske efekte
supstituenata. Ispitivanje prenosa elektronskih efekata supstituenata kroz definisane
m-rezonancione jedinice proucavanih jedinjenja ukazuje da doprinos prenosa elektronskog
efekta supstituenata kroz izolovane z-elektronske jedinice i celokupan konjugovani sistem

istrazivanih molekula, kao 1 njihov odnos, zavisi od razmatrane vrste prisutnih
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supstituenata. Rezultati korelacije za C2 i C3 u oba oblika i C1' u E obliku pokazali su
nelinearnu (paraboli¢nu) zavisnost u odnosu na efekte supstituenata. Male konstante
proporcionalnosti su pronadene u korelacijama za H(N) u oba oblika.

Tabela 4.10 Korelacioni rezultati NMR podataka izatinskih derivata serije 2 u E
izomernom obliku sa ¢ konstantama primenom Hametove jednacine (3.6)

atom p h R F sd n  Isklju¢eni molekuli
H(N) 0,10 10,95 0,965 120,76 0,013 11 1,3,9, 11,
+0,01 +0,00 15

C2 (-5,52  (-0,48 164,18 0,964 71,96 0,474 14 1,3, 11,
+0,80)0°> +0,56)0 0,15 15

C3 (-551  (-0,43 156,05 0,936 28,39 0,646 11 8,15
+1,20)6®> +0,89)c +0,23

C1'" (-17,73 (14,56 149,33 0,938 2572 1,209 10 7,8, 11,
+2.64)0°> +2,05)0 0,51 15, 16

Tabela 4.11 Korelacioni rezultati NMR podataka izatinskih derivata serije 2 u Z
izomernom obliku sa ¢ konstantama primenom Hametove jednacine (3.6)

atom p h R F sd n Iskljuena jedinjenja
H(N) 0,09 10,84 0,933 33,50 0,017 7 1,3,5,6,7,
+0,02 +0,01 9,11, 14, 16
C2 (298 (0,86 159,69 0,926 12,05 0,219 7 1,3,6,10, 11,
+£0,69)0> +0,36)c +0,14 12,13, 14, 16
C3 (3,18  (-0,56 153,62 0,953 14,86 0,229 6 1,2,3,5,6,
+0,63)0> +0,35)0 +0,14 7,11, 14, 15, 16
c1' 9,28 148,12 0,970 80,94 0,665 7 3,6,7,8,9,
+1,03 +0,26 10, 14, 15, 16

Ocigledno je da hemijska pomeranja Cl' odrazavaju povecanu osetljivost i
normalan efekat supstituenata u Z obliku (Tabela 4.11), dok je sli¢no ponasanje i manji
efekat pronaden za jedinjenja u E obliku. (Tabela 4.10). Reversni efekat supstiuenata je
zapazen za molekule sa elektron-donorskim supstituentima C2 i C3 u E obliku, i C2 u Z
obliku (Tabele 4.10 i 4.11). Negativan znak reakcione konstantne, p, oznacava reversno
ponasanje, tj. vrednost SCS se smanjuje, iako se sposobnost privlacenja elektrona od strane
supstituenata, merena o konstantom, povecava. Reversni efekat supstituenta se moze
pripisati lokalizovanoj z-polarizaciji®®?, koja preovladava nad prosirenom z-polarizacijom

(Tabela 4.10). Detalji o poreklu z-polarizacije dati su u narednom poglavlju.
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4.3.6. Komparativna LFER analiza NMR podataka za azometinski ugljenik

izabranih serija imino jedinjenja (serija 2)

Proucavanje mehanizma prenosa elektronskih efekata supstituenata u aromati¢cnom
delu s bocnim nizom, tj. imino derivata (Slike 7.16 1 7.17) moze dati vazne informacije u
analizi i kvantifikaciji doprinosa polarnih (induktivnih i efekat polja)®3 i polarizacionih
efekata na ugljenikovom atom koji oslikava prenos naelektrisanja. U mnogim organskim
jedinjenjima prouc¢avana su 3C NMR hemijska pomeranja na azometinskom ugljeniku u
cilju ispitivanja prenosa elektronskih efekata supstituenata.?>*2*° Literaturne vrednosti
hemijskih pomeranja na azometinskom ugljeniku su uzete za N-benzilidenaniline (serija 3,
Slika 7.16)%, i N-(fenil supstituisane)piridine-2- i -3-aldimine (serija 4, i 5, Slika 7.16)?%,
N-( fenil supstituisane)piridin-4-aldimine (serija 6, Slika 7.16)?®', i 4-supstiuisane N-[1-
(piridin-3- i -4-il)etiliden]aniline (serija 7 i 8, Slika 7.17).2°® Za dobijanje boljeg uvida u
prenos elektronskih efekata supstituenta X na anilinski prsten, izvrSena je obimna analiza
13C NMR hemijskih pomeranja na ugljenikovom atom koji odrazava prenos naelektrisanja.
Hemijska pomeranja na azometinskim ugljenikovim atomima u odnosu na nesupstituisano
jedinjenje predstavljena su u Tabeli 7.14. Hidroksi, metoksi, dimetilamino i metil grupa kao
elektron-donorski substituenti indukuju pomeranja ka vi§im hemijskim pomeranjima (eng.
downfield shifts) na imino ugljeniku, dok elektron-akceptorski supstituenti (halogeni: hlor
i brom, estar, acetil, nitro i trifluorometil) indukuju pomeranja ka nizim hemijskim
pomeranjima (eng. upfield shifts). Atom fluora indukuje pomeranje ka viSim hemijskim
pomeranjima na imino ugljeniku u N-benzilidenanilinima sa obrnutim efektom u

N-[1-(piridin-4-il)etiliden]anilinima.

Literaturni podaci serija 3-82°°-2°8 za azometinski ugljenik su korelisani sa razli¢itim

skalama, najbolje korelacije su dobijene za razli¢ite vrednosti o ¢iji je izbor prikazan u

Tabeli 7.6 a dobijeni rezultati predstavljeni su u Tabeli 4.12.

Strukturna sli¢nost serija 2—8 daje moguénost poredenja korelacionih rezultata u
odnosu na strukturne razlike heterocikli¢ne strukture vezane na C3 atomu (Slika 3.1). Dipol
supstituenta polarizuje vinil z-elektrone i uzrokuje razdvajanje suprotnih naelektrisanja na
susednim atomima, koji zavisi od heterocikli¢nog sistema vezanog na C3 ugljeniku. Za
dobijanje dubljeg uvida u faktore koji odreduju ovu vrstu pojava, izvrSena je sveobuhvatna
analiza elektronskih i strukturalnih efekata za prouCavane derivate izatina 1 uporedena je sa

rezultatima dobijenim za $est imino serija 3 — 8 (Slike 7.16 i 7.17). 5528 [zyr$ena je LFER
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analiza NMR podataka 4-supstituisanin  N-benzilidenanilina  (3), N-(fenil
supstituisanih)piridin-3-aldimina (4), N-(fenil supstituisanih)piridin-2-aldimina (5), N-
(fenil  supstituisanih)piridin-4-aldimina (6) 1 4-supstituisanih  N-[1-(piridin-3-il)-
etiliden]anilina (7 i 8). Teorijska proracunavanja su pokazala da je E konfiguracija

optimizovane strukture daleko stabilniji izomer za obe serije ketimina (serija 7 i 8).2%8

Rezultati LFER analize za azometinski ugljenik serija 3-8, u obliku SSP jednacine

sa o konstantom su prikazani u Tabeli 4.12.

Tabela 4.12 Korelacija SCS vrednosti za azometinski ugljenik za serije 3-8 sa SSP
jednacinom.

ref,
255

Serija p h r F s

4,50(+£0,26) 0,63(+0,13) 0,992 293 0,34
5,35(+0,41) 0,44(x0,16) 0,986 166 0,43
5,23(+0,33) 0,37(x0,13) 0,990 246 0,35
5,80(+0,45) 0,67(x0,18) 0,985 163 0,48
2,30(+0,18) 0,31(=0,07) 0,986 128 0,18
2,98(£0,28) 0,43(x0,12) 0,979 114 0,30
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Manja osetljivost na elektronske efekte supstituenata za serije 7 i 8 utvrdena je iz
dobijenih vrednosti p (Tabela 4.12). Normalni efekti supstituenata su zapaZzeni za sva
ispitivana jedinjenja, izuzev izatinske serije u E izomernom obliku. Mogu se prepoznati dve
grupe korelacionih rezultata za azometinski ugljenik: serije 3-6 i serija 7 i 8. Vrednosti
koeficijenta p za C3 su sli¢ne za serije 46 sa najvecom vrednoscu 5,80 pronadenoj za seriju
6 (Tabela 4.12). Ovaj redosled zapravo odraZava sposobnost elektronske gustine na C3
ugljeniku za interakciju sa dve susedne piridil grupe, koje zauzvrat mogu ostvarivati
kompetitivnu rezonancionu interakciju sa prisutnim fenil supstituentom. Azometinski C3
atom postaje elektron deficitaran usled velikih elektron-akceptorskih svojstava "aza"
supstituenta. Ovi rezultati ukazuju na manji doprinos rezonantnog efekta verovatno usled
ravnoteznih/suprotnih efekata supstituenata i heterocikli¢nog ostatka, prouzrokujuéi veéi

doprinos z-polarizacije na C3 ugljeniku u izatinskoj seriju E izomernog oblika.

Delokalizacija usamljenog elektronskog para u "aza" grupi doprinosi smanjenju
elektronske gustine i, usled toga, se povecava osetljivost imino ugljenika na efekat polja.

Konkurentne rezonancione interakcije (strukture 11-VI; Slika 7.18) ucestvuju u razli¢itoj
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meri u promenama NMR pomeranja na imino ugljeniku. Elektron-akceptori u odredenoj
meri uticu na smanjenje proSirene m-delokalizacije u anilinskom delu molekula usled
favorizovanih n,z-rezonantnih interakcija anilinskog tipa (struktura 1V; Slika 7.18).
Nasuprot tome, elektron-donori podrzavaju veci doprinos struktura V i VI (Slika 7.18).
Korelacioni rezultati za imino ugljenik (Tabela 4.12) pokazuju da ne samo elektronska
svojstva heteroatoma, veé i geometrijska svojstva uti¢u na njihovo specifiéno ponaganje.
Uvodenje metil grupe, prisutne u serijama 7 i 8, daje odgovarajuci sterni efekat i pozitivan

induktivni efekat koji obezbeduje rezonanciju imino tipa.2°22°3:2%5.2%

Uopsteno moze se zakljuciti, prema rezultatima LFER-a (Tabela 4.12), da prenos
elektronskih efekata supstituenata kroz definisane z—rezonancione jedinice ukazuje na to
da se ove jedinice u zavisnosti od prisutnih supstituenata ponasaju ili kao izolovani ili
konjugovani  fragmenti. Znacaj produzene = z-Oelokalizacije kroz definisane
m-rezonancione jedinice serije 2 (Slika 3.1) je uglavnom prisutan unutar z-rezonancionih

jedinica sa odgovaraju¢im doprinosom z-polarizacije.

4.4. DFT, TD-DFT proracuni i Baderova analiza: priroda grani¢nih molekulskih
orbitala

4.4.1. Optimizovane geometrije i MEP analiza ispitivanih derivata izatina

(serija 1)

Za dodatnu analizu efekata rastvaraca i supstituenata na apsorpcione frekvencije i
konformacione promene proucavanih jedinjenja, izvrSeni su neophodni teorijski proracuni,
tj. optimizacija geometrije i MEP analiza. Geometrijska optimizacija ispitivanih molekula
izvedena je primenom B3LYP funkcionala sa 6-311G (d, p) bazis setom. Najstabilnije
konformacije molekula 1-11 serije 1 su prikazane na slici Slici 4.11. Izracunati elementi
optimizovanih geometrija jedinjenja su predstavljeni u Tabeli 4.13. Teorijski apsorpcioni
spektri molekula 1 (dobijeni podaci su prikazani u Tabeli 7.7) u acetonu, acetonitrilu,
etanolu, tetrahidrofuranu, DMSO, formamidu i toluenu su izra¢unati TD-DFT metodom i

pokazali su veoma dobro slaganje sa eksperimentalnim podacima.

Optimizacija geometrije, sa fokusom na odredivanju vrednosti torzionog ugla 6
(Slika 3.1), daje dragocene rezultate potrebne za bolje razumevanje prenosa efekata

supstituenata, tj. raspodele elektronske gustine. Planarniji molekul, tj. molekul sa manjim

89



torzionim uglom, indukuje batohromno pomeranje u apsorpcionom spektru.260261 U
ispitivanim molekulima vrednosti & su razliite i uglavnom zavise od prisutnog
supstituenta. Nesto vec¢e odstupanje @ je primeéeno za jedinjenja 2, 5-8 i 11 (Tabela 4.13),
Sto ukazuje na znaCaj produzene rezonancione interakcije u elektron-donorskim
supstituisanim jedinjenjima. Nasuprot tome, u elektron-akceptorskim supstituisanim
molekulima odgovaraju¢i doprinos n,z-konjugacije (uce$é¢e slobodnog para na azotu)
ukupnoj elektronskoj interakciji sa m-elektronskim sistemom piridonske jedinice uzrokuje

promenu z-elektronske gustine.

Tabela 4.13 Parametri optimizovanih geometrija serije 1 dobijeni DFT prora¢unima

Molekul Meduatomsko rastojanje (A) Torzioni ugao”
N1-C2 C2=0 C(C2-C3 C3=N N-CI 0/°
1 1,3830 1,2208 1,5451 1,2849 1,3931 0,021
2 1,3857 1,2125 15449 1,2751 1,4053 69,686
3 1,3819 1,2202 1,5464 1,2845 1,3933 0,045
4 1,3820 1,2210 1,5451 1,2854 1,3913 0,006
5 1,3889 1,2120 1,5464 1,2762 1,4058 60,636
6 1,3888 1,2120 1,5469 1,2757 1,4062 61,201
7 1,3892 1,2121 15469 1,2769 1,4046 58,482
8 1,3890 1,2121 15472 1,2762 1,4056 59,411
9 1,3827 1,2195 1,5462 1,2854 1,3889 0,179
10 1,3818 1,2216 15446 1,2856 1,3917 0,029
11 1,3876 1,2122 15480 1,2770 1,4018 60,877

* Torzioni ugao izmedu izatinske i aril ravni

Elementi geometrije supstituisanih derivata izatina sli¢ni su sa elementima
nesupstituisanog jedinjenja. Uvodenje uglavnom elektron-akceptorskih supstituenta izaziva
smanjenje duzine veze C3=N, tj. supstituent podrzava normalnu polarizaciju u imino grupi,
Sto uzrokuje odgovaraju¢e pomeranje elektronske gustine na azot. Prisustvo elektron-
donorske grupe vezane za kompleksnu strukturu arilnog dela doprinosi pomeranju
elektronske gustine od fenilnog prstena ka indolnom delu, $to prouzrokuje povecanje
planarizacije molekula. Smanjenje duzine C2=0 je uslovljeno superpozicijom dva efekta:
normalne polarizacije u C2=0 vezi i suprotnog efekta elektron-akceptorske grupe na
polozaju C3, §to uzrokuje blago pomeranje rm-elektronske gustine ka karbonilnom
ugljeniku. Kao posledica toga, N1-C2 veza postaje duza, u odnosu na jedinjenje 1 kao

rezultat prigusivanja amidnog tipa rezonance.
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Vece odstupanje od planarnosti pronadeno je za molekule 2, 7, 81 11 $to je povezano
sa orto -efektom 2-Br u jedinjenju 2, prisustvom elektron-donorske metil grupe smestene u
piridilu na razli¢itom polozajima (molekuli 7 i 8), kao i sa jakom elektron-donorskom
hidroksilnom grupa u jedinjenju 11. U proucavanim jedinjenjima deluju dva suprotna
elektron-akceptorska efekta: elektron-akceptorski arilni supstituenti i indol-2-on jezgro koji
utiCu na odgovaraju¢e geometrijsko prilagodavanje ovih molekula kao odgovor na
elektronsku potraznju elektron deficitarnog okruzenja. Osim blizine elektronske gustine na
C2=0 i atoma azota u molekulima 5-8 i 11, pove¢anom odstupanju od planarnosti takode
doprinosi odbijanje negativnog potencijala prisutnog na ovim molekulskim fragmentima.

Promena svojstava supstituenata jasno ukazuje na to da su doprinosi i
konformacionog uredenja i donorsko-akceptorska svojstva ukljuceni u elektronske
promene ispitivanih jedinjenja. Pored toga, elektronska gustina proucavanih molekula
dobijena pomocu MEP analize omoguéava vizualizaciju raspodele elektronske gustine za
proucavana jedinjenja. MEP analiza je koriS¢ena za procenu i vizualizaciju raspodele
naelektrisanja u ispitivanim jedinjenjima i ilustruje trodimenzionalne raspodele
naelektrisanja preko proucavanih molekula. MEP potencijal u tacki u prostoru oko
molekula daje informacije o nultom elektrostatickom efektu proizvedenom u toj tacki od
ukupne raspodele naelektrisanja (elektron + proton) molekula i koreliSe se sa dipolnim
momentima, elektronegativno$c¢u, parcijalnim naelektrisanjem i1 hemijskom reaktivno$¢u
molekula. On predstavlja vizuelni metod za razumevanje relativne polarnost
molekula.?%%53 Elektrostati¢ki potencijal je mapiran na povrsinu jednake elektronske
gustine (0,0004 e/A®) i prikazuje veli¢inu, oblik, gustinu naelektrisanja i mesto hemijske
reaktivnosti molekula. MEP predstavljen na Slici 4.12 ilustruje trodimenzionalnu raspodelu
naelektrisanja oko ispitivanih molekula. Kao $to se vidi iz Slike 4.12, razli¢ite vrednosti
elektrostati¢kog potencijala na povrsini su predstavljene razli¢itim bojama; plava pokazuje
regione najelektronegativnijeg elektrostatiCkog potencijala, ukazuje na oblast velike
elektronske gustine, tj. mesta pogodna za elektrofilni napad; crvena oznacava region
najpozitivnijeg elektrostatickog potencijala, tj. region male elektronske gustine povoljan za
nukleofilni napad, a zelena predstavlja region nultog potencijala. Potencijal se smanjuje u
slede¢em redosledu crvena >narandzasta >Zuta >zelena >plava. Crvena boja ukazuje na jak
privla¢ni potencijal, region povoljan za HBA interakciju rastvaraca, dok plava boja

naznacava odbojni potencijal i ukljucuje mesta pogodna za HBD interakcije rastvaraca.
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10 11

Slika 4.11 Optimizovane geometrije proucavanih jedinjenja serije 1
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10 11

Slika 4.12 MEP potencijal ispitivanih molekula serije 1

Postoji oc¢igledan negativni potencijal na atomu kiseonika, koji je deo keto grupe
(C2=0) u strukturi indol-2-ona, i atomu azota prisutnog u strukturi aril supstituenta. Prema
tome, za ve¢inu HBA sposobnosti ispitivanih jedinjenja se moze pretpostaviti da poticu iz
keto grupe (C2=0) i arilnog azota koji su elektron-akceptorske grupe i uzrokuju poveéanje
elektronske gustine na ova dva mesta, stvarajuéi favorizovanu interakciju sa proton-
donorskim rastvara¢ima.

U molekulima koji sadrZe heterocikli¢nu strukturu sa atomom azota primecuje se
povecanje elektronske gustine, koja deluje kao centar koji pokazuje znacajnu protona-

akceptorsku interakciju sa molekulima rastvaraca (poveéan HBD efekat).
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Neplanarnost ispitivanog molekula zna¢ajno doprinosi raspodeli gustine i prenosu
elektronske gustine koja se javlja usled uticaja i rastvaraCa i supstituenata. Posebno je
interesantno napomenuti da osim induktivnog efekta, rezonancioni efekat azotovog atoma
igra vaznu ulogu u poveéanju negativnog potencijala supstituenata $to prouzrokuje
znacajan doprinos HBD efekata rastvaraca. U jedinjenjima u kojima su heteroatomi azota
u orto polozaju u odnosu na vezu C=N (molekuli 6-8), zapazaju se¢ sterne smetnje i
povecava se elektronska gustina azota kao rezultat dobijene konformacije ispitivanog
jedinjenja Sto ima za posledicu smanjenje elektronske gustinu u ostatku heterocikli¢nog
prstena. Ovi faktori doprinose poveéanju proton-akceptorskih sposobnosti sa molekulima
rastvaraca koji imaju izrazen HBD efekat.

Ispitivan je uticaj polozaja supstituenta na elektronske efekte, a razlicite geometrije
i raspodele elektronske gustine su zapaZene u jedinjenjima 2-4 uzetim kao primeri. Efekat
atoma broma, koji pokazuje negativan induktivan i pozitivan rezonacioni efekat, na
raspodelu elektronske gustine preko jedinjenja 2-4, znaajno zavisi od polozaja
supstituenta, tj. orto, meta ili para-polozaja. Elektron-akceptorski efekat atoma broma utice
na pomeranje elektronske gustine ka supstituentu $to zna¢ajno menja geometriju orto, meta
| para-derivata, a time i razlike u raspodeli elektronske gustine i stoga doprinosi razli¢itim

interakcijama sa rastvaracem.

4.4.2. Kvantnohemijski proracuni i Baderova analiza (serija 2)

Za dobijanje boljeg uvida u efekte rastvaraa i supstituenata na Vmax, 1j.
solvatohromizam izomernih oblika i konformacione promene jedinjenja serije 2
zasnovanih na izatinu, uradeni su kvantnohemijski proracuni. Optimizacija geometrije i
analiza gustine naelektrisanja izvrSena je koris¢enjem MP2 metode sa 6-311G (d, p) bazis
setom. Dobijena je znacajna stabilnost molekula 1-3, 6-9 i 11-13 u E izomernom obliku
(Tabela 4.14).
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Tabela 4.14 Optimizovane relativne energije izatinskih derivata serije 2

Molekul Izomer Energija  Molecul lzomer Energija
(kcal) (kcal)
1 E 0,0 9 E 0,0
z 0,288 Z 0,151
2 E 0,0 10 E 0,155
z 0,551 z 0,0
3 E 0,0 11 E 0,0
z 0,519 z 0,280
4 E 0,347 12 E 0,0
z 0,0 z 0,406
5 E 1,301 13 E 0,0
z 0,0 z 0,175
6 E 0,0 14 E 1,563
Z 0,972 z 0,0
7 E 0,0 15 E 0,545
Z 0,612 z 0,0
8 E 0,0 16 E 0,641
z 0,357 z 0,0

Dodatno, geometrije proucavanih molekula su u potpunosti optimizovane

koris¢enjem MP2 metode, a elementi optimizovanih geometrija su navedeni u Tabelama

4151 7.15.

Tabela 4.15 Elementi optimizovanih geometrija ispitivanih jedinjenja serije 2 u E obliku,

dobijeni primenom MP2/6-31G(d,p) metode

Jedinjenje/

: N1-C2 C2-C3 C3=N3 N3-Ph 7]

Supstituent

1/H 1,3859 1,5283 11,2893 11,4179 89,968
2/2-OH 1,3865 11,5258 11,2941 1,399 46,303
3/3-OH 1,3857 1,5283 11,2895 11,4183 84,168
4/4-OH 1,387 15277 11,2903 11,4152 71,845
5/2-OMe 1,3848 1,5287 11,2907 1,414 69,815
6/3-OMe 1,3858 11,5282 11,2895 14196 87,603
7/ 4-OMe 1,387 15275 11,2905 1,4144 70,794
8/2-Cl 1,3857 11,5284 11,2895 1,413 84,607
9/3-Cl 1,3854 15288 11,2896 1,4155 85,65
10/ 4-Cl 1,3855 1,5287 11,2896 1,4164 89,997
11/2-1 1,3865 11,5284 11,2912 11,4129 89,634
12/ 3-1 1,386 15291 11,2909 1,4141 79,726
13/ 4-1 1,386 1,529 12906 1,4154 89,997
14/ 2-NO2 1,3859 1,5273 11,2881 11,4093 87,865
15/3-NO2 1,3852  1,5291 11,2895 11,4117 82,155
16 / 4-NO2 1,385 1529 11,2894 14117 89,986
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Iz dobijenih rezultata (Tabele 4.15 i 7.15) uo¢ena su odredena odstupanja u odnosu
na efekte supstituenata i zapazene su razlike u trendu elemenata optimizovanih geometrija
oba izomerna oblika derivata izatina (Tabela 4.15 1 7. 15). Pojedine vrednosti duzina veza
su u opsegu statistickih greSaka i zbog toga nisu odgovaraju¢e za evaluacionu svrhu.
UopSteno posmatrano, mogu se zapaziti mali/umereni uticaji elektronskih efekata
supstituenata. Mala promena duzine N1-C2 veze ukazuje na manji uticaj efekta
supstituenata, tj. mali doprinos rezonance u interakciji u amidnoj grupi (zz-jedinica; Slika
3.1), i malu unakrsnu interakciju sa mi-jedinicom. Istovremeno, duzina C2-C3 veze se
poveéava u molekulima koja sadrze jak/umeren hidroksi/metoksi elektron-donorski
supstituent u 2- i 4-polozaju E i Z izomera, iskljucujuéi jedinjenje 5UEi2i5uZ
izomernom obliku. Malo poveéanje je zabeleZzeno za meta-supsitituisane derivate. Ovakav
trend promene duzine C2-C3 veze ukazuje da dva suprotna elektron-akceptorska efekta
deluju u m2-jedinici: elektron-akceptorski fenil supstituisan prsten i C2=0 karbonilne grupe
kao odgovor na elektronsku potraznju elektron deficitarnog okruZzenja. Normalna

polarizacija karbonilnih grupa je potisnuta i uzrokuje malo smanjenje duzine veze.

Uvodenje elektrona-donorskih i elektrona-akceptorskih supstituenata dovodi do
povecanja duzine C3=N3 veze u svim E izomerima, izuzev u jedinjenju 14 (2-NO).
Rezultati su prili¢no opreéni za molekule u Z izomernom obliku medu kojima je najvece
povecanje duzine veze utvrdeno za 2- i 4-OH/2- i 4-OCHzs supstituisana jedinjenja.
Suprotan trend je uo¢en kada je prisutan elektron-akceptor (nitro grupa). Jedinjenja sa orto-
, meta- i para-halogen supstituentom pokazala su slicne vrednosti za duzinu N1-C2 i
C3=N3 veze u derivatima E izomernog oblika, osim u molekulu 11. Prisustvo halogena
prouzrokuje smanjenje duzine N3-Ph veze u svim E izomerima sa najve¢im pronadenim
efektom za orto-supstituisana jedinjenja. Ovaj rezultat odrazava efekat produzene
konjugacije koja deluje u z1- i m-jedinici na smanjivanje z-elektronske gustine prema

C2=0 karbonilnoj grupi i podrzava n,z-konjugaciju u zz-jedinici.

Smanjenje duzine N3-Ph veze, koja je deo anilinskog n-elektronskog sistema (r1-
jedinice), doprinosi veéem stepenu n,z-konjugacije. Ova veza je neSto duza samo u
elektron-donorski supstituisanim derivatima 3-OH/3-OCHa. Sa druge strane, zapaZen je
interesantan trend za proucavane molekule u Z izomernom obliku: generalno, zapazeno je
da su sve duzine N3-Ph veze manje za orto- i para-supstituisana jedinjenja nego u

nesupstituisanom jedinjenju 1, dok se veza povecava za sva nitro supstituisana jedinjenja.
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Ovi rezultati upucuju na slabljenje rezonancione interakcije kod jedinjenja 14-16 kao

posledica konkurentnih interakcija u okviru z1- i m-rezonancionih jedinica.

Bolje razumevanje prenosa efekata supstituenata zasnovano je na vrednosti
torzionog ugla @ (Slika 3.1) koji doprinosi produzenoj konjugaciji. Planarnija struktura
obezbeduje veci doprinos produzene z-konjugacije, koja zauzvrat izaziva batohromno
pomeranje u UV spektru. VVrednosti torzionog ugla 6za E izomere su veoma sli¢ne, osim u
2- i 4-supstituisanim jedinjenjima, npr. 2-OH i 2-OCHjs, $to ukazuje na znacaj produzene

rezonancione interakcije u elektron-donorski supstituisanim molekulima.

Elektron-donorski  supstituent (hidroksi i1 metoksi) obezbeduje pomeranje
elektronske gustine iz zi-jedinice (supstituisani fenil prsten) u izatinski deo, uzrokujuéi u
vecoj meri planarizaciju celog molekula. Takode, odstupanje od planarnosti povecava se sa
porastom sternog efekta fenil supstituenta, izuzev kod molekula 7 u Z izomernom obliku
(4-OCHz) sa skoro planarnom geometrijom (6= 0,01). U poredenju sa nesupstituisanim Z
izomerom, dobijene su vece vrednosti € za halogen i nitro supstituisana jedinjenja (Tabela
7.15). U ovim jedinjenjima doprinos »n,7-konjugacije (ucestvuje slobodni par na azotu) na
ukupnu elektronsku interakciju uzrokuje narusavanje/poremecaj z-elektronske gustine u
molekulu kao celini. Odstupanje od planarnosti se povecava sa smanjivanjem elektron-

akceptorske sposobnosti prihvatanja arilidenskog supstituenta.

U sledec¢em koraku ove disertacije proucavan je mehanizam elektronskih ekscitacija
1 raspodele elektronske gustine u osnovnim i pobudenim stanjima izraCunavanjem
HOMO/LUMO energija (EHomo/ELumo), i Egap Vvrednosti (energetska razlika izmedu
HOMO i LUMO) (Tabele 7.16-7.19). Rezultati TD-DFT-a za izatine u Z izomernom obliku
pokazali su znacajan doprinos pojedinaénih HOMO — LUMO prelaza iz osnovnog stanja
u pobudeno stanje, vec¢i od 60 % za sva izracunata jedinjenja, izuzev za molekule 15 (47
%) 116 (48 %) (Tabela 7.16). Sli¢ni rezultati su dobijeni za jedinjenja u E izomernom obliku
(veéi doprinos od 59 % za sva), osim molekula 11 (40 %) (Tabela 7.17).

Nize Egsp vrednosti su zapaZene za sva jedinjenja u Z izomernom obliku, izuzev
molekula 2. Sto se ti¢e elektrona-donorskih supstituenata, mogu se uo¢iti mali uticaj na
promene Egap, a najmanje vrednosti su pronadene za hidroksi i metoksi supstituisana
jedinjenja, tj. jedinjenja 4 (5,59) i 7 (5,60), respektivno. Ovi rezultati su u skladu sa

najve¢im batohromnim pomeranjem. Prema TD-DFT analizi, efekti rastvaraca na promenu
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Enomo/ELumo 1 Egap pokazali su male razlike izmedu rezultata dobijenih za gasovitu fazu

(Tabela 7.18) i prorac¢una koji uklju¢uju rastvarate DMSO, EtOH i AcN (Tabela 7.19).

Za dobijanje podataka o raspodeli elektronske gustine, izvrSena je Baderova analiza
naelektrisanja. Baderova teorija atoma u molekulima je korisna za definisanje
naelektrisanja obuhvacenog Baderovim volumenom kao dobre aproksimacije ukupnog
elektronskog naelektrisanja atoma. Numeracija atoma i prstena koriS¢ena u Baderovoj
analizi data je na Slici 7.19. Razlika atomskih naelektrisanja u pobudenom i osnovnom
stanju (4charge) za odgovarajuce atome, kao i izraCunate promene u sveukupnoj elektronskoj

gustini molekula predstavljeni su u Tabelama 7.20-7.22, i na Slikama 4.13 i 7.20.

Prisustvo elektron-donorskog supstituenta (hidroksi i metoksi) u E izomerima,
uzrokuje smanjenje elektronske gustine na C1° (osim kod molekula 2, 2-OH i 6, 3-OMe),
imino ugljeniku C3 i imino azotu N3, u odnosu na nesupstituisano jedinjenje 1 (Slika 4.13
| Tabele 7.20-7.22). Sa druge strane, prisustvo halogenih supstituenata dovodi do povecanja
koli¢ine naelektrisanja (Acharge) na C1° 1 imino azotu N3, dok imino ugljenik C3 ima sli¢ne
vrednosti kao jedinjenje 1. Efekat elektron-akceptorskog karaktera nitro grupe u E
izomerima indukuje smanjenje elektronske gustine na C1°, kao i na imino azotu N3 i

povecanje elektronske gustine na imino ugljeniku C3 u odnosu na *molekul 1.

U odnosu na Z izomer nesupstituisanog jedinjenja 1 vrednost koli¢ine naelektrisanja
(Acharge) Na C1' i imino ugljeniku C3 se smanjuje ukoliko je hidroksilna grupa u orto i para-
polozaju, kao i ako je metoksi grupom u para-polozaju (Slika 7.20 i Tabele 7.20-7.22).
Nasuprot tome, elektronska gustina na imino azotu N3 se povecava u prisustvu 2-OH i 4-
OMe, molekula 2 i 7, respektivno. Svi hloro supstituisani Z izomeri, ukljucujuéi i jedinjenje
13 (4-1), imaju vecu koli¢inu naelektrisanja (Acharge) na C1' u poredenju sa molekulom 1.
Ako su atomi halogena u orto-polozaju, imino ugljenik C3 i azot N3 dobijaju Acharge.
Prisustvo elektron-akceptorske nitro grupe prouzrokuje smanjenje elektronske gustine na
C1'1 C3 imino ugljeniku, dok se suprotna promena zapaza na imino N3 azotu. Sveukupno
posmatrano, TD-DFT i1 LFER rezultati su medusobno saglasni i odrazavaju uticaje prenosa
elektronskih efekata supstituenata na promenu Acharge U OKViru posmatrane imino grupe koja

povezuje fenilno i izatinsko jezgro.
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13 14 15 16

Slika 4.13 ICT procesi iz osnovnog u pobudeno stanje za jedinjenja 1-16 serije 2 u E
izomernom obliku (crveno, elektronska gustina se poveéava u toku prelaza; plava,
elektronska gustina se smanjuje u toku prelaza).

Intramolekulski prelaz naelektrisanja (ICT, eng. Intramolecular Charge Transfer)
nastaje kada apsorpcija fotona podsti¢e znacajnu deformaciju elektronskog oblaka usled

odgovaraju¢eg (delimi¢nog odnosno ukupnog) elektronskog pomaka od jednog dela
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molekula u drugi. Procena ICT se moze izvr$iti pomocu jednostavnog i efikasnog modela
na osnovu izracunate ukupne raspodele naelektrisanja i promena u osnovnom i pobudenom
stanju.236:264265 | nastavku ove disertacije, indikatori kvalitativnog transfer naelektrisanja
su odredeni pomoc¢u TD-DFT metode proracunavanjem rastojanja izmedu dva baricentra,
zone smanjenja i povecanja gustine, odnosno rastojanja prenosa naelektrisanja (Dcr, eng.
Charge-Transfer Distance) i koli¢ine prenetog naelektrisanja (Qct, eng. Amount of
Transferred Charge) u toku ekcitacije. Rezultati izra¢unatih Qcti Dct su prikazani u Tabeli
4.16 1 Slikama 4.14 1 7.21.

Na osnovu predstavljenih rezultata, moze se uociti jasan ICT proces sa prenosom
elektronske gustine iz izatinskog prstena ka supstituisanoj fenil grupi u toku ekscitacije za
oba izomerna oblika. Takode je zapazeno da se najjaci ICT odvija u molekulima 14
(2- NOy) za Z izomere i 6 (3-OMe) za E izomere, pokazujuci transfer od 0,732 e preko
2,131 A 0,776 e preko 2,608 A, respektivno. Sa druge strane, u molekulu 7 (4-metoksi
supstituent), intramolekularni prenos naelektrisanja od 0,703 e preko 0,156 A ima karakter
lokalnog procesa koji se javlja u okviru imino grupe koja povezuje fenilno i izatinsko jezgro
(Slika 7.21). Promena supstituenata jasno ukazuje da su doprinosi konformnog uredenja i
oba donorsko-akceprtorska karaktera uklju¢eni u ICT mehanizam prouc¢avanih molekula

serije 2.

Poredenjem promene vrednosti Qct od orto ka para polozaju, prikazanih u Tabeli
4.16, zapaza se trend smanjenja Qct U Z izomerima, za halogen (hloro i jodo) i nitro
supstituisane derivate izatina. Sa druge strane, promena Qct vrednosti nitro supstituisanih
derivata izatina u E izomerima pokazuje trend rasta. Za hidroksi i metoksi supstituisane
derivate u oba izomerna oblika, E i Z, kao i sa hlor i jod supstituisanim E izomernim
molekulima, izraGunate Qct vrednosti za orto, meta i para polozaje predstavljaju nelinearnu
zavisnost. Specifi¢no ponasanje hidroksi supstituisanih derivata izatina u E i Z oblicima i
metoksi derivata u E konformaciji, ogleda se u ve¢im Qct vrednostima pronadenim za meta
supstituisana jedinjenja. S druge strane, metoksi supstituisani molekuli u Z obliku, kao i a
hlor i jod supsituisani u E obliku imaju manju vrednost za meta supstituisane derivate

izatina.
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13 14 15 16

Slika 4.14 ICT u molekulima 1-16 serije 2 za E izomere. PoloZaji baricentara za gubitak
naelektrisanja (plavi krug) i porast naelektrisanja (ljubicasti krug) u toku prelaza
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Tabela 4.16 Rastojanje izmedu dva baricentra (Dct) i koli¢ina prenetog naelektrisanja

(Qcr).

Jedinjenje/supstituent, Qcr, DcrT, Jedinjenje/supstituent, Qcrt,  Dcr,
E izomer (e) (A) Z izomer (e) (A)
1/H 0,762 2,363 1/H 0,669 1,93
2/2-OH 0,624 2,27 2/2-OH 0,626 1,993
3/3-OH 0,762 2,51 3/3-OH 0,684 2,172
4/4-OH 0,742 2,74 4/4-OH 0,644 2,149
5/2-OMe 0,71 2,208 5/2-OMe 0,69 2,291
6/ 3-OMe 0,776 2,608 6/3-OMe 0,683 1,974
7/ 4-OMe 0,737 2,78 7/ 4-OMe 0,703 0,156
8/2-Cl 0,757 2,286 8/2-Cl 0,708 2,142
9/3-Cl 0,746 2,194 9/3-Cl 0,676 1,889
10/ 4-Cl 0,766 2,509 10/4-Cl 0,661 1,999
11/2-1 0,762 2,333  11/2-l 0,692 2,049
12/ 3-1 0,728 2,121 12/ 3-I 0,674 1,871
13/ 4-1 0,766 2,574  13/4-I 0,661 2,066
14/ 2-NOz2 0,674 1,062 14/2-NO2 0,732 2,131
15/ 3-NO2 0,711 1819 15/3-NO2 0,693 1091
16 / 4-NO2 0,729 1,881 16/4-NO2 0,671 1,753

4.5. Antimikrobna analiza (serija 2)

Literaturnim pretrazivanjem je za ispitivane derivate izatina serije 2 pronadeno da
molekuli 1 (H), 5 (2-OMe), 6 (3-OMe), 7 (4-OMe), 8 (2-Cl), 9 (3-CI), 10 (4-CI) i 16
(4-NO,) pokazuju antikonvulzivnu kao i antidepresivnu aktivnost,”® medu kojima
jedinjenje 16 (4-NO2) ima najsnaznije depresantno svojstvo. Takode, molekul 2 (2-OH)
pokazuje veéu antibakterijsku i antifungalnu aktivnost kao ligand u rutenium(lll)
komplesima.?®® Osim toga, antibakterijsku aktivnost na sulfat redukujuée bakterije
ispoljavaju jedinjenja 4 (4-OH), 7 (4-OMe) i 10 (4-Cl), dok molekul 10 (4-Cl) pokazuje i

aktivnost prema bakterijama koje oksiduju gvozde.?’

U okviru ove disertacije, testirana je antimikrobna aktivnost derivata izatina serije
2 na: Staphylococcus aureus +, Listeria monocytogenes +, Shigella sonnei -, Yersinia
enterocolitica -, Escherichia coli -, Proteus Hauseri -, Pseudomonas Aeruginosa -,
Cryptococcus neoformans and Candida albicans. Amoksicilin (AMX) i flukonazol (FLU)
su koriS¢eni kao standard za antibakterijsko ispitivanje. Dobijeni rezultati su prikazani u
Tabeli 4.17. Molekuli 7 (4-OMe), 12 (3-1) i 13 (4-1) su iskljuéeni iz antimikrobne analize

usled male rastvorljivosti u 10 % DMSO. U opsegu ispitivanih koncentracija, sva druga
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proucavana jedinjenja serije 2 pokazala su aktivnost na barem pojedine mikrobioloske vrste

koris¢enih u ovom istrazivanju.

Aktivnost ispitivanih derivata izatina na iste mikrobioloske sojeve je slicna u vecini
slucajeva, sa nekoliko izuzetaka, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da razliciti supstituenti
koris¢eni u ovom istrazivanju imaju mali efekat ili ne uti¢u na antimikrobnu aktivnost
ispitivanih  jedinjenja. Ipak, postoji trend znaCajne aktivnosti orto-supstituisanih
hidroksilnih i hlor derivata kao i orto- i para-nitro derivata u odnosu na vecinu sojeva.
Medu navedenim supstituentima, prvi pripadaju elektron-donorima, a drugi elektron-
akceptorima ali su sveukupno posmatrano elektronegativne grupe $to moze biti veoma
znacajno svojstvo za antimikrobnu aktivnost. Razlika je najizrazenija u slucaju aktivnost
molekula 2 (2-OH) i 3 (3-OH) na Yersinia enterocolitica, koja je uvecana za vise od 10
puta (MIC = 156 za 2-OH i MIC> 1250 za 3-OH).

Generalno posmatrano ne postoji razlika u aktivnosti izmedu G+ i G- bakterija, ali
treba napomenuti da su pojedine vrste osetljivije. Listeria monocytogenes, Shigella sonnei,
Yersinia enterocolitica i Proteus hauseri su uopsSteno posmatrano osetljivije u odnosu na

druge bakterijske vrste.

Po pitanju gljiviénih sojeva, Cryptococcus neoformans je pokazao daleko vecu
osetljivost na jedinjenja u odnosu na Candida albicans. Vrednosti MIC za Candida
albicans su sli¢ne dobijenim za bakterijske sojeve, dok su vrednosti MIC za Cryptococcus
neoformans u pojedinim slucajevima ¢ak 100 puta vece (molekuli 2, 2-OH i 11, 2-I,
MIC=0,019). Jedinjenja 3 (3-OH), 4 (4-OH), 8 (2-Cl), 14 (2-NO>), 16 (4-NO>) su takode
pokazala znacajnu antifungalnu aktivnost na ovaj oportunisticki ljudski patogen
(MIC=0,038).

Celokupna aktivnost ovih jedinjenja je najizrazenija u odnosu na pomenuti
Cryptococcus neoformans. Molekuli 2 (2-OH) i 8 (2-Cl) pokazuju najbolju aktivnost na
Candida albicans (MIC=0.313) od svih ispitivanih jedinjenja. Dobijeni rezultati ispitivanja
antimikrobne aktivnosti upuc¢uju na nuznost daljeg uvodenja drugih supstituenata na fenil

ili heterocikli¢ni prsten derivata izatina za dalja istrazivanja.
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Tabela 4.17 MIC vrednosti izatinskih derivata serije 2 na ispitivane mikrobne sojeve (ug/mL).

Jedinjenje/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 AMX FLU
mikrobni soj

S. aureus 1250 1250 1250 >1250 1250 1250 - 1250 1250 >1250 1250 - - 1250 >1250 1250 0,17

L. 1250 313 >1250 >1250 1250 1250 - 313 1250 1250 1250 - - 313 1250 313 0,34
monocytogenes

S. sonnei 625 313 1250 625 625 625 - 313 625 1250 >1250 - - 313 1250 156 5,42

Y. enterocolytica 1250 156 >1250 313 1250 625 - 313 625 1250 1250 - - 156 1250 156 10,84

E. coli 1250 1250 >1250 >1250 >1250 1250 - 1250 >1250 >1250 >1250 - - 1250 1250 1250 5,42

Proteus Hauseri 1250 313 >1250 1250 1250 1250 - 313 1250 1250 156 - - 313 1250 313 2,71
Pseudomonas 625 1250 >1250 >1250 >1250 >1250 - 1250 >1250 1250 1250 - - 625 1250 625 21,68
Aeruginosa

C. neoformans 156 19 39 39 156 >1250 - 39 156 156 19 - -39 156 39 6,25
C. Albicans 1250 313 >1250 >1250 >1250 >1250 - 313 625 1250 1250 - - 1250 1250 313 12,50
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4.6. Kvantitativna korelacija strukture i aktivnosti, QSAR (serija 2)

Radi nalazenja strukturnih delova derivata izatina znacajnih za antimikrobnu aktivnost
jedinjenja 1-16 serije 2, generisana su tri QSAR modela uzimaju¢i MIC vrednosti za S. sonnei,
Y. enterocolitica i C. neoformans. MIC vrednosti su prvenstveno prevedene iz pg/mL u
molarne jedinice (M), a kao zavisna varijabla za dalja izra¢unavanja uzete su samo —log(MIC)
vrednosti. Statisti¢ki znacajan model se dobijen samo za aktivnost jedinjenja prema C.

neoformans koji je nastavku ove disertacije detaljno objasnjen.

4.6.1. Model za antimikrobnu aktivnost jedinjenja na C. neoformans (serija 2)

Analiza glavnih komponenata (PCA; eng. Principal Components Analysis) je izvrSena
primenom celog seta GRIND-2 deskriptora. U cilju filtriranja suvis$nih varijabli iz modela,
izvrSena su dva ciklusa frakcionog faktorskog dizajna (FFD, eng. Fractional Factorial Design),
a dobijeni statisticki podaci predstavljeni su u Tabeli 4.18. Model sa 3 glavne komponente (PC)
objasnio je 77,78 % od sume X kvadrata (SSXacc), i 70,22 % od X varijanse (VarXacc).

Tabela 4.18 Statisticki parametri PCA modela dobijenog nakon dva FFD ciklusa (od 560
varijabli, zadrzano je 271 u modelu).

Komponente SSX SSXacc VarX VarXacc

1 49,92 49,92 45,27 45,27
2 14,62 64,54 12,03 57,30
3 13,24 77,78 12,92 70,22

Model PLS je napravljen kako bi se korelisala strukturna svojstva jedinjenja sa
antimikrobnom aktivno$¢u prema C. neoformans. Nakon filtriranja deskriptora kroz 2 FFD
ciklusa, predvidivost modela je znacajno poboljSana. Dobijeni model sadrzavao je samo dve
latentne promenljive (LV), uz vrlo dobre statisti¢ke parametre (r? = 0,89, g2 (LOO) = 0,69) i
standardnom devijacijom predvidanja greske (SDEP) od 0,29 M. U cilju daljeg utvrdivanja
prediktivne mo¢i modela, primenjeni su LTO i RG postupci unakrsne validacije (CV). Tabela
4.19 prikazuje statistiku PLS modela dobijenog sa tri CV procedure. Za eliminisanje slu¢ajne
korelacije, izvrSeno je 10 ciklusa y-randomizacije (nasumicnog pripisivanja eksperimenalno

odredenih aktivnosti jedinjenjima) i dobijeni su statisticki inferiorni modeli u svakom koraku.
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Tabela 4.19 Statisticki parametri 2LV PLS model nakon primene CV procedura.
Podesavanja: FFD-LV = 2, 20 % vestackih varijabli, 20 nasumic¢nih ciklusa, 3 nasumic¢ne
grupe, 2 ciklusa FFD

Model SSXacc SDEC SDEP r?ac qzacc
2LV (LOO) 64,22 0,17 029 0,89 0,69
2LV (LTO) 6439 018 031 0,88 0,64
2LV(RG) 7061 0,18 0,34 088 0,57

2LV (LOO) model je koris¢en za predvidanje aktivnosti tri jedinjenja koja nisu bila
rastvorna u eksperimentalnim uslovima, tj. u DMSO (7, 12, 13). Predvidena aktivnost
jedinjenja 7 iznosila je 3,070 (u pMIC jedinicama, §to odgovara 215 pg/mL). Predvidena

aktivnost za molekule 12 i 13 ima vrednost 181 i 157 ug/mL, respektivno.

Iz grafika PLS koeficijenata (Slika 4.15) identifikovano je nekoliko varijabli znac¢ajnih
za aktivnosti koje razdvajaju vise i manje aktivna jedinjenja. Varijable sa pozitivnim PLS
koeficijentima su pozitivno korelisane sa aktivnoS$¢u, dok varijable sa negativnim PLS

koeficijentima su povezane sa delovima strukture derivata izatina koji smanjuju aktivnost.
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Slika 4.15 Grafik PLS koeficijenata za model sa 2 LV, dobijen sa LOO CV procedurom.
Najinformativnije varijable su ozna¢ene brojevima i dalje diskutovane u disertaciji.

Najinformativnije varijable u PLS modelu su one koje jasno razdvajaju vise i manje
aktivna jedinjenja. Strukturni delovi povezani sa najinformativnijim varijablama su opisani u
Tabeli 4.20.
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Tabela 4.20 Pregled najznacajnijih varijabli i njima odgovarajucih strukturnih elemenata
Skracenica: numericka vrednost varijable (VV, eng. variable value)

Blok
proba

Broj
varijable
(N°)

Rastojanje
A)

Uticaj

Strukturni elementi, komentari

N1-N1

N1-N1

TIP-
TIP

DRY-

O-N1

O-N1

O-N1

N1-

TIP

N1-
TIP

124

144

221

255

407

417

428

537

544

3,84-4,16

10,24 -
10,56

16,96 -
17,28

9,92-19,24

4,80- 5,12

8,00 - 8,32

11,52 -
11,84

10,56-
10,88

12,80-
13,12

Dva HBA na molekulu sa malim rastojanjem.
Jedan ¢vor ove varijable je uvek postavljen
oko imino N atoma.

Dve HBA grupe na ve¢em rastojanju. Izrazena
samo u molkulima 2-4. Jedan ¢vor je oko
karbonilnog O atoma, a drugi je oko -OH
grupe.

Predstavlja dva sterno vazna mesta na velikom
rastojanju. Jedinjenje 10, 4-Cl derivat, ima
najvecu vrednost ove varijable (VV).
Optimalno rastojanje izmedu HBD grupe i
hidrofobnog ostatka molekula. 1zrazenija u
najaktivnijim jedinjenjima (2-4, 11). Za
molekule 2-4, ¢vor DRY probe je na
izatinskom prstenu, dok jedinjenje 11 ima
DRY c¢vor na fenilnom prstenu, blizu atoma
joda.

HBA i HBD grupe na malom rastojanju
doprinose aktivnosti. Prisutan samo u
najaktivnijim molekulima (2-4, 14). Najveca
VV je za jedinjenje 2.

HBA i HBD grupe na ovom rastojanju
negativno doprinose aktivnosti. Izrazeno u
svim manje aktivnim i jo§ nekoliko aktivnijih
molekula. N1 ¢vor je povezan sa imino N
atomom kao HBA u svim jedinjenjima koja
1zraZavaju ovu varijablu.

Vece rastojanje izmedu HBD i HBA,
pozitivno se koreliSe sa aktivno$¢u. Izrazeno
samo u molekulima 2-4. NH iz izatinskog
prstena je HBD deo ove varijable, u interakciji
sa O probom.

HBA grupa na ovom rastojanju od sternog
vaznog mesta negativno utice na aktivnost.
Izrazenija u manje aktivnim jedinjenjima, sa
najve¢om VV za jedinjenje 6.

Optimalno rastojanje izmedu HBA i sterno
vaznog mesta. Oblik molekula oko izatinskog
prstena je povezana sa TIP ¢vorom ove
varijable, a OH grupa jedinjenja 2-4 sa N1
c¢vorom.
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Pozitivno korelisane varijable su prikazane na jedinjenju 2 kao modelu za aktivnija
jedinjenja (Slika 4.16). Varijable sa negativnim uticajem na aktivnost predstavljene su na

najmanje aktivnom jedinjenju, 6 (Slika 4.17).

Slika 4.16 Strukturni elementi koji doprinose povecanju aktivnosti jedinjenja 1-16 serije 2,
prikazane na jedinjenju 2 (crvene linije)

Slika 4.17 Strukturni elementi koji doprinose smanjenju aktivnosti jedinjenja 1-16 serije 2,
predstavljene na jedinjenju 6 (plave linije)
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5. ZAKLJUCAK

U cilju ispitivanja strukture i svojstava Sifovih baza izatina sintetisano je 26
1,3-dihidro-3-arilimino-2H-indol-2-ona, podeljenih u dve serije na osnovu vrste prisutne aril
grupe i supstituenata vezanih za arilimino deo proucavanih izatinskih derivata. Ispitivana
jedinjenja su sintetisana u skladu sa literaturnim postupcima i okarakterisana su odredivanjem
temperature topljenja, UV-Vis, FTIR, H i 3C NMR spektroskopijom i elementalnom
analizom. Za obe serije jedinjenja ispitan je uticaj rastvaraca, efekat supstituenata primenom
odgovaraju¢ih metoda, i izvrSeni su kvatnohemijski prorauni. Apsorpcioni maksimumi

proucavanih jedinjenja snimljeni su u 22 rastvaraca razli¢ite polarnosti.

UV-Vis i NMR podaci za 11 derivata izatina, Sifovih baza, iz serije 1 su analizirani
primenom LSER i LFER principa. Solvatohromizam ispitivanih jedinjenja je analiziran
primenom Kamlet-Taftovog modela. Pozitivan znak s i a koeficijenta jedinjenja 1, 3-5, 9-11
(pik na visim talasnim duzinama) ukazuje na hipsohromna pomeranja. Uzimajuc¢i u obzir HBA
efekte rastvaraCa, negativna vrednost koeficijenta b, osim za molekul 5, pokazuje bolju
stabilizaciju prelaznog stanja. Nasuprot tome, negativni znak koeficijenata s i a, osim za
jedinjenje 9, ukazuje na batohromno pomeranje pika na nizim talasnim duzinama sa
poveéanjem dipolarnosti odnosno polarizacije rastvaraca. Izmena znaka koeficijenta b,
odnosno pozitivne vrednosti su pronadene za molekule 3, 4, 8 i 11, i pokazuju bolju

stabilizaciju osnovnog stanja.

LFER analiza primenjena na NMR hemijske podatke i vmax serije 1 implicira da efekti
rastvaraCa imaju znacajan uticaj na nacin prenosa efekata supstituenata. LFER analiza NMR
podataka na H1 i C2 ugljeniku ukazuju na obrnuto ponaSanje, a najveca osetljivost na efekte
supstituenata zapazena je za C1'. Pozitivni solvatohromizam je pronaden u slede¢im
rastvara¢ima: THF-u, DMF-u i etanolu za pikove na nizim talasnim duzinama. Obrnuto

ponasanje je zapazeno u AcN-U.

Kvantnohemijski proracuni serije 1 pokazuju da prisustvo supstituenata znacajno
menja prosirenu konjugaciju. Iz MEP mapa proucavanih molekula se moZe zakljuciti da su
regioni sa negativnim potencijalom lokalizovani iznad elektronegativnog atoma kiseonika u
C2=0 i azota u piril i hinolil prstenu na mestu C3=N. Sa druge strane, regije sa pozitivnim
potencijalom su iznad fenilnog jezgra i preostalih supstituisanih prstenova koji pokazuju region

male elektronske gustine povoljan za nukleofilni napad. Teorijski proracuni i eksperimentalni
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rezultati dali su uvid o uticaju molekulske konformacije na prenos efekata supstituenata kao i

doprinosu razli¢itih interakcija izmedu rastvaraca i rastvorene supstance.

Odnosi E/Z izomera za 16 ispitivanih izatinskih derivata serije 2 su odredeni na osnovu
NMR podataka, teorijskih proracuna i dekonvolucije UV-Vis spektara. Uticaji supstituenta i
efekat rastvaraCa na vmax Oba izomerna oblika proucavanih derivata izatina su uspes$no

procenjeni na osnovu eksperimentalnih podataka i teorijskih proracuna.

Spektrofotometrijskom titracijom odredene su konstante kiselosti prouc¢avanih derivata
izatina serije 2. Eksperimentalno dobijene pKa i pKaz amidnog N-H protona su u opsegu 9,68
— 11,49 za molekule 1 i 5-16, i 11,92 — 12,52 za jedinjenja 2-4, dok je vrednost pKa1 koja
odgovara hidroksilnom protonu u intervalu 8,54 — 8,75. LFER analiza pKa vrednosti pokazuje
da odnos pKai o U znacajnoj meri zavisi od elektron-akceptorskih i elektron-donorskih efekata
supstituenata, ¢ime se menja kiselost N-H vodonika izatinskog prstena. Obrnuti efekat
supstituenta na promenu pKa vrednosti ukazuje da poveéanje elektron-akceptorskih

sposobnosti supstituenta prouzrokuje porast pKa vrednosti iako se o povecava.

LSER analiza UV-Vis spektara za E i Z izomere serije 2 primenom Kamlet-Taftovog
modela pokazala je zna¢ajan uticaj efekata rastvaraca i supstituenata na promenu i variranje
solvatohromnih koeficijenata. Negativan znak koeficijenta s i a, dobijeni u korelacijama za E
izomer koji se odnose na nespecificne i HBD efekte rastvaraca ukazuju na batohromno
pomeranje apsorpcionih maksimuma sa povecanjem dipolarnosti/polarizabilnosti i HBD
sposobnosti rastvaraca. Nasuprot korelacijama E izomera, za Z izomere su uglavnom dobijene
pozitivne vrednosti koeficijenata s i a, oznacavajuc¢i obrnuti trend odnosno hipsohromno
pomeranje apsorpcionog maksimuma. Specifiéne interakcije tj. proton-akceptorske
sposobnosti amidnog azota i karbonilnog kiseonika (C2=0) uglavnom doprinose umerenom
do velikom stepenu stabilizacije molekula u osnovnom stanju sa neznatnim uticajem prisutnih

supstituenata.

MEP analizom proucavanih molekula serije 2 izvrSena je vizualizacija raspodele
naelektrisanja preko ispitivanih jedinjenja. Negativni regioni odnosno mesta pogodna za
elektrofilni napad su uglavnom lokalizovana iznad karbonilne grupe C2=0, metoksi i nitro
supstituenata. Na osnovu MEP mapa ispitivanih derivata u E izomernom obliku moze se
zakljuciti da se regioni sa negativnim potencijalom nalaze iznad elektronegativnih atoma, dok
su regioni sa pozitivnim potencijalom lokalizovani na izatinskuzoj fenil grupu i

supstituenatima u molekulima 6, 9-13 i 15-16. Prouc¢avani molekuli serije 2 koji zauzimaju Z
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konformaciju imaju sli¢ne pozitivne potencijale ali sa manjim intenzitetom promene MEP-a u

odnosu na E derivate izatina sa istim supstituentima.

LFER rezultati serije 2 odrazavaju kompleksne i uravnotezene uticaje rastvarac¢a na
elektronske efekte supstituenta serije 2. LFER analiza NMR podataka za C1' pokazuje najveci
efekat, dok je obrnuti efekat supstituenata zapazen za elektron-donorske supstituente na C2,
C31iC1'uE obliku, i C2 u Z, objasnjen doprinosom z-polarizacije. Hemijska pomeranja C1'
pokazuju povecanu osetljivost i normalan efekat supstituenata u Z obliku, dok je slicno
ponasanje i manji efekat pronaden za jedinjenja u E obliku. Reversni efekat supstituenata je
zapazen za molekule sa elektron-donorskim supstituentima za C2 i C3 u E obliku, i C2 u Z
obliku. Negativan znak reakcione konstantne, p, oznacava reversno ponasanje, tj. vrednost SCS
se smanjuje, iako se sposobnost privlacenja elektrona od strane supstituenata, merena o
konstantom, povecava. Reversni efekat supstituenta se moze pripisati lokalizovanoj z-

polarizaciji, koja preovladava nad prosirenom z-polarizacijom.

Ukljucivanje efekata rastvarata u TD—-DFT proracune pokazalo je da zna¢ajan uticaj na
ICT karakter imaju i efekti supstituenata serije 2, u zavisnosti od njihovog poloZaja u molekulu
kao 1 efekti rastvaraca. ICT proces se odigrava iz izatinskog dela prema supstituisanom
fenilnom jezgru sa znacajnom koli¢inom ICT-a pronadenom za jedinjenje 14 u Z-obliku i 6 u
E-obliku, pokazujuéi prenos od 0,732 e preko 2.131 A i 0,776 e preko 2,608 A, respektivno.

Ispitivani derivati izatina serije 2 ispoljili su umerenu aktivnost prema bakterijskim
sojevima sa najznacajnijom aktivno$¢u prema C. neoformans. Jedinjenja sa hidroksi, nitro
grupom i hlorom u orto- polozaju kao i para- nitro supstituisani derivati pokazali su bolju

aktivnost.

3D QSAR model ukazuje da su hidroksilne grupe kao supstituenti vazne za jacinu
aktivnosti jedinjenja serije 2 prema gljivicnom soju C. neoformans. Zamena OH sa OMe
grupom uklanja HBD sposobnost supstituenta Sto je prepoznato kao znacajan parametar
aktivnosti. U isto vreme, povecavanjem duzine molekula uvodenjem voluminoznijih
supsituenata u meta- ili para- polozaj fenilnog jezgra, smanjuje se aktivnost jedinjenja. Imino
povezujuca grupa Serije 2 je prepoznata kao strukturni motiv koji smanjuje aktivnost
jedinjenja, jer je korelaciji sa nekoliko varijabli koje negativno uticu na aktivnost. Zamena
imino grupe (C=N) sa C=C ili nekom drugom alkil grupom najverovatnije bi dovela do

povecanja aktivnosti izatinskih derivata prema soju C. neoformans.
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7. PRILOG

Tabela 7.1 Prinos, tacka topljenja, FT-IR, *H i *C NMR podaci sintetisanih jedinjenja (serija 1)

TH NMR
L Elementalna 13C NMR
Br. R Prinos i t.t. analiza IR (cm-1) ézts(;(()p?)/lr:')z DMSO- (50 MHz, DMSO-d6)(ppm)
Teoretski (%)
Prinos: 76 %; Eksp: C: 75,66 H: 6,65 (d, 1H, 4), 6,74 (t, 1H, 112,1 (C-7), 116.4 (C-3a), 118,1
P 22102 °C 4541260 i, g, 5).695(d 1H.4),7.04(d, (C-2'6),123,0 (C-5), 125,70 (C-4),
1 @ (metanol) Pronadeno  goor’ ettt 2H, 2°6'), 726 (t, 1H, 6 ), 1266 (C-4), 129.7 (C-3'5"), 1346
/Lt 209,7-2114 (%) 1254 230t 1H,7), 7,44 (1, 2H, (C-6), 1460 (C-7a), 151,88 (C-1"),
o268 C: 7542 H: 3'.5)10,76 (s, 1H, N1-H). 156,20 (C-3), 164,21 (C-2).
4,65 N: 12,38
ori o 68 % g?orgt;‘;'él(%&_ 6,41 (d, 1H, 4), 6,38 (td, 1H, 89.1 (C-2), 111.6 (C-7), 116.74 (C-
N o ¢ soinga 5),6.78 (d, 1H, 6'), 6,94 (d, 3a), 11958 (C-6"), 122.21 (C-5),
, oo SOANOSO 3342 1746, 1H, 6), 7.34 (d, 1H, 4'), 1234 C-4), 12582 (C-4), 12713
N T es2206 (0 1659, 1252.  7,36-7.43 (m, 2H, 7, 5' ). (C-5"); 133.02 (C-3"), 135.11 (C-6),
T R 762 (d, 1H, 37), 10.66 (s, 147.62 (C-1°), 148.04 (C-7a), 152.1
> 04 n 028 1H, N1-H). (C-3), 164.1 (C-2).
i s 66 06, (T:‘?orggs‘;'él(%&_ 6,38 (d, 1H, 4), 6,39 (td, 1H, 88,56 (C-3°), 111,8 (C-7), 116,70
7 ke 23593 °C 301N-930 5), 6,88 (d, 1H, 67), 6,91 (d, (C-3a), 119,69 (C-6"), 122.24 (C-5),
; C manad SOLN S0 3340, 1744, 1H, 6), 728 (d, 1H, 5), 1234 C-2), 12577 (C-4), 126,23
N e e 12202 (30 1658, 1250. 7,37 (dd, 1H, 7), 7,54-7,68 (C-4"); 135.06 (C-6), 136,02 (C-5"),
T g ) (m, 2H, 2', 4°), 10,84 (s, 147,61 (C-1), 148,2 (C-7a), 152,03
592 b2 1H, N1-H). (C-3), 164,03 (C-2).
—____ Prinos. 80 % Teoretski () 2,0 174e 640 (d, 1M, 4), 6,71 (td, IH, 89,55 (C-4°), 111,01 (C-7), 115,87
4 O Eksp: 244241 °C C: 5584 H: Soio 2% 5) 6,83 (d, 21,26, 691 (C-3a), 119,69 (C-2’, C-67), 122,18
7 (metanol) 3,01 N: 9,30 ’ (d, 1H, 6), 7,35 (dd, 1H, 7), (C-5), 125,72 (C-4), 135,0 (C-6),

130



Lit: 220,9-223 °C®®  Pronadeno 7,76 (td, 2H, 3, 5'), 10,81 138,58 (C-37,C-5"), 147,39 (C-7a),
0 s) ’Nl_ﬂ' ) - ) ’ = I )
(%) (s, 1H, N1-H) 147,63 (C-1°), 152,09 (C-3), 164,11
C: 55,98 H: (C-2).
2,96 N: 9,31
1 (0
g?or%s‘;'s(”’gl_ 231 (s, 3H, CH3), 6,41 (d, 19,7 (CH3): 111,88 (C-7), 115,98
o ¢ Prinos: 64 %: 12N 1L86 3445 3101 1H:4).6.72(td,1H,5),6,96 (C-3a), 118,73 (C-4’), 122,19 (C-
T\ Eksp:239-240  °C Pronadeno 1751, 1729, (& 1H.6), 7.06(d, 1H, 4, 5), 12582 (C-4), 131,24 ( C-3"),
N/ vt o0 L6o. 1951 | 738 (dd, 1H, 7), 7,66 (dd, 135,12 (C-6), 138,22 (C-5), 147,44
A o 7641 H: el 1H, 57,836 (dd, 1 H, 3°), (C-7a), 151,64 ( C-37), 152,16 (C-
£ 06N 1170 11,05 (s, 1H, N1-H). 3), 158,3 (C-17), 163,4 (C-2).
1 (0,
(T;or%szus(m&_ 2,34 (s, 3H, CH3), 6,41 (d, 19,8 (CH3); 111,91 (C-7), 115,99
/™ Prinos: 72 %; 10N 1186 3444 3197 1H4).668(id,1H,5),6,93 (C-3a), 117,90 (C-6°), 122,19 (C-
= Eksp: 204205 °C o ° o o UL o (1H,6), 7,11 (d, 1H,6°), 5), 12568 (C-4), 1273 ( C-4),
A\ )+ (DMF/metanol) (%) L6o7 1054 | 738 (dd, 1H,7), 7,45 (dd, 135,13 (C-6), 147,38 (C-7a), 148,58
N Lit: 204-206 °C%® C: 7636 H: ’ " 1H,4)8,42(dd, 1 H,3"), (C-5), 151,44 ( C-3"), 152,32 (C-
E 20N 1188 11,04 (s, 1H, N1-H). 3), 155,32 (C-17), 163,4 (C-2).
1 (0,
Lorenk 0 233 (s, 3H, CH3), 6,43 (d, 19,5 (CH3): 111,88 (C-7), 116,01
. s Prinos: 60 %: 512N: 11,86 3447, 3193, L14),672(td 1H,5) 688 (C-33) 117,73 ( C-67), 122,22 (C-
—o. Eksp: 203-204 °C Promadeno 1753, 1733, (& 167,695 (d, 1M, 6), 5), 12574 (C-4), 1323 ( C-4)),
N7’ (DNFI"F/metanol) %) L6os. 1953 | 737 (dd, 1H, 7),7,63 (dd, 135,1 (C-6), 138,58 (C-5"), 147,41
& 2633 11493 1Y, 57,833 (dd, 1 H, 37), (C-7a), 151,74 (C-3°), 152,2 (C-3),
1N 1173 11,07 (s, 1H, N1-H). 154,4 (C-1°), 163,6 (C-2).
1 (0
g‘?or?gg's(/‘a_ 2,30 (s, 3H, CH3), 6,43 (d, 19,4 (CH3); 111,92 (C-7), 116,01
¢ s Brinos: 71 %: 10N 1186 3447 3191 1H4).674(id, 1H,5),6,88 (C-3a), 114,73 (C-6"), 122,26 (C-
| S0 o ke L ! ' (d, 1H, 6), 6,94 (d, 1H, 6"), 5), 123,42 (C-4), 125,91 (C-4),
N\ Eksp: 185-187 °C Pronadeno 1753, 1731, ,
\— (OMEmetanol) (%) 1606 1003 | 740 (dd, 1H,7), 7,68 (dd, 135,22 (C-6), 137,50 (C-5"), 147,51
0 600 1 1E9% 1'H, 577,72 (dd, 1 H, 47), (C-Ta), 151,62 ( C-3), 152,18 (C-
1N 1190 11,03 (s, 1H, N1-H). 3), 156,42 (C-17), 163,5 (C-2).
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Prinos: 59 %:;

Eksp: 300-301 °C
(DMF/metanol)
Lit: 303-304 °C*°

Teoretski (%)

C. 74,71 H:

4,06 N: 15,38
Pronadeno
(%)

C: 75,01 H:

3,99 N: 15,24

6,33 (d, 1H, 4), 6,69 (td, 1H,
5), 6,92 (d, 1H, 6), 7,11 (t,
1H, 6" ), 7,35 (dd, 1H, 7),
7,44-7,82 (dtdd, 2H, 4", 5"),
7,87 8,15 (m, 2H, 7, 8"),
8,68 (dd, 1H, 27),11,03 (s,
1H, N1-H).

111,34 (C-7), 116,20 (C-3a), 122,33
(C-5), 125,52 (C-4), 127,79 (C-6"),
128,11 (C-4%), 128,30 (C-5),
128,50 (C-8°), 12920 (C-7’a),
135,11 (C-7°),135,34 (C-6), 143,11
(C-2%), 144,51 (C-1°) , 146,53 (C-
3’a), 147,70 (C-7a), 154,25 (C-3),
163,52 (C-2).

Prinos: 64 %;

Eksp: 290-291 °C
(DMF/metanol)

Teoretski (%)

C. 74,71 H:

4,06 N: 15,38
Pronadeno
(%)

C: 7498 H:

3,94 N: 15,27

6,35 (d, 1H, 4), 6,72 (td, 1H,
5), 6,94 (d, 1H, 6), 7,30 (t,
1H, 7°), 7,37 (dd, 1H, 7),
7,52 -7.85 (m, 2H, 4, 8"),
8,09 — 8,40 (m, 2H, 2,3"),
8,79 (dd, 1H, 57),11,06 (s,
1H, N1-H).

111,28 (C-7), 115,9 (C-3a), 122,29
(C-5), 125,47 (C-4), 126,76 (C-2"),
127,66 (C-4%), 128,10 (C-8),
129,80 (C-2’a), 133,10 (C-7°),
135,11 (C-3°),136,56 (C-6), 146,98
(C-6’ a), 147,54 (C-7a), 149,11 (C-
5%), 151,11 (C-1°) , 154,31 (C-3),
163,8 (C-2).

OH
pe

Prinos: 70 %:;

Eksp: 283-285 °C
(DMSO/metanol)

Teoretski (%)

C: 70,58 H:

3,83 N: 14,53
Pronadeno
(%)

C: 70,66 H:

3,95 N: 14,67

3048,1742,
1614, 1311,
1254,
3061,1742,
1618, 1302,
1254,
3451, 3056,
1740,1626,
1302.

6,33 (d, 1H, 4), 6,67 (t, 1H,
5), 6,92 (d, 1H, 6), 7,35 (t,
1H, 57), 7,45 — 7,61 (m, 3H,
7467 ), 8,14 (d, 1H, 3"),
8,35 (d, 1H, 2), 9,80 (d,
1H, 87), 11,06 (s, 1H, N1-
H).

111,24 (C-7), 112,00 (C6'); 116,13
(C-3a), 117,71 (C4"); 118,65 (C2"):;
122,41 (C-5), 125,58 (C-4), 127,97
(C5°); 128,71 (C3a’); 135,41 (C-6),
136,03 (C37); 138,10 (C7a’);
147,70 (C-7a), 153,36 (Cl°);
159,25 (C-3), 163,52 (C-2); 175,72
(C7).

132



Tabela 7.2 Lista sintetisanih derivata izatina sa rezultatima elementalne analize (serija 2)

Br. Jedinjenje Supstituent R Elementalna analiza
Izracunato Pronadeno

1 1,3-dihidro-3-(fenilimino)-2H-indol-2-on H %C, 75,66; %H, 4,54; %N, 12,60; %C, 75,61; %H, 4,57; %N, 12,61;
%0, 7,20 %0, 7,21

2 1,3-dihidro-3-[(2-hidroksifenil)imino]-2H-indol-2-on 2-OH %C, 70,58; %H, 4,23; %N, 11,76; %C, 70,56; %H, 4,18; %N, 11,79;
%0, 13,43 %0, 13,47

3 1,3-dihidro-3-[(3-hidroksifenil)imino]-2H-indol-2-on 3-OH %C, 70,58; %H, 4,23; %N, 11,76; %C, 70,59; %H, 4,19; %N, 11,78;
%0, 13,43 %0, 13,44

4 1,3-dihidro-3-[(4-hidroksifenil)imino]-2H-indol-2-on 4-OH %C, 70,58; %H, 4,23; %N, 11,76; %C, 70,56; %H, 4,22; %N, 11,77;
%0, 13,43 %0, 13,45

5 1,3-dihidro-3-[(2-metoksifenil)imino]-2H-indol-2-on 2-OCHs %C, 71,42; %H, 4,79; %N, 11,10; %C, 71,44; %H, 4,77; %N, 11,06;
%0, 12,68 %0, 12,73

6 1,3-dihidro-3-[(3-metoksifenil)imino]-2H-indol-2-on 3-OCH3s %C, 71,42; %H, 4,79; %N, 11,10; %C, 71,46; %H, 4,76; %N, 11,08;
%0, 12,68 %0, 12,70

7 1,3-dihidro-3-[(4-metoksifenil)imino]-2H-indol-2-on 4-OCHs %C, 71,42; %H, 4,79; %N, 11,10; %C, 71,47; %H, 4,78; %N, 11,04,
%0, 12,68 %0, 12,71

8 1,3-dihidro-3-[(2-hlorfenil)imino]-2H-indol-2-on 2-Cl %C, 65,51; %H, 3,53; %Cl, 13,81; %C, 65,48; %H, 3,58; %Cl, 13,78;
%N, 10,91; %0, 6,23 %N, 10,92; %0, 6,24

9 1,3-dihidro-3-[(3-hlorfenil)imino]-2H-indol-2-on 3-Cl %C, 65,51; %H, 3,53; %Cl, 13,81; %C, 65,45; %H, 3,59; %Cl, 13,78;
%N, 10,91; %0, 6,23 %N, 10,88; %0, 6,30

10 1,3-dihidro-3-[(4-hlorfenil)imino]-2H-indol-2-on 4-Cl %C, 65,51; %H, 3,53; %Cl, 13,81; %C, 65,47; %H, 3,57; %ClI, 13,79;
%N, 10,91; %0, 6,23 %N, 10,93; %0, 6,24

11 1,3-dihidro-3-[(2-jodfenil)imino]-2H-indol-2-on 2-1 %C, 48,30; %H, 2,61; %I, 36,45; %C, 48,26; %H, 2,64; %l, 36,40;
%N, 8,05; %0, 4,60 %N, 8,07; %0, 4,63

12 1,3-dihidro-3-[(3-jodfenil)imino]-2H-indol-2-on 3-1 %C, 48,30; %H, 2,61; %I, 36,45; %C, 48,34; %H, 2,62; %l, 36,39;
%N, 8,05; %0, 4,60 %N, 8,03; %0, 4,62

13 1,3-dihidro-3-[(4-jodfenil)imino]-2H-indol-2-on 4-] %C, 48,30; %H, 2,61; %l, 36,45; %C, 48,28; %H, 2,63; %l, 36,42;
%N, 8,05; %0, 4,60 %N, 8,03; %0, 4,64

14 1,3-dihidro-3-[(2-nitrofenil)imino]-2H-indol-2-on 2-NO; %C, 62,92; %H, 3,39; %N, 15,72; %C, 62,86; %H, 3,42; %N, 15,75;
%0, 17,96 %0, 17,97

15 1,3-dihidro-3-[(3-nitrofenil)imino]-2H-indol-2-on 3-NO; %C, 62,92; %H, 3,39; %N, 15,72; %C, 62,94; %H, 3,40; %N, 15,74;
%0, 17,96 %0, 17,92

16 1,3-dihidro-3-[(4-nitrofenil)imino]-2H-indol-2-on 4-NO; %C, 62,92; %H, 3,39; %N, 15,72; %C, 62,93; %H, 3,39; %N, 15,72;

%0, 17,96

%0, 17,96
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Tabela 7.3 FT-IR Karakterizacija ispitivanih derivata izatina (serija 2)

R IR (KBr) Vmax (Cm-l)

3194,86 (N-H istezanje amidne grupe), 1713,57 (C=0 amidno istezanje), 1613,91 (C=N imino istezanje),

2-OH 3124,42 (N-H istezanje amidne grupe), 1716,82 (C=0 amidno istezanje), 1613,54 (C=N imino istezanje), 1342,60
(hidroksilno C-O istezanje),

3-OH 3128,74 (N-H istezanje amidne grupe), 1722,99 (C=0O amidno istezanje), 1614,77 (C=N imino istezanje), 1341,56
(hidroksilno C-O istezanje),

4-OH 3194,86 (N-H istezanje amidne grupe), 1725,83 (C=0 amidno istezanje), 1610,31 (C=N imino istezanje), 1332,82
(hidroksilno C-O istezanje),

2-OMe 3461,30 (N-H istezanje amidne grupe), 1745,31 (C=0 amidno istezanje), 1605,52 (C=N imino istezanje), 1193,36 (metoksi
C-O istezanje),

3-OMe 3436,62 (N-H istezanje amidne grupe), 1735,83 (C=0 amidno istezanje), 1602,19 (C=N imino istezanje), 1183,44 (metoksi
C-O istezanje),

4-OMe 3462,29 (N-H istezanje amidne grupe), 1745,33 (C=0 amidno istezanje), 1604,03 (C=N imino istezanje), 1193,69 (metoksi
C-O istezanje),

2-Cl 3189,86 (N-H istezanje amidne grupe), 1724,17 (C=0 amidno istezanje), 1613,47 (C=N imino istezanje), 660,23 (C-ClI
istezanje),

3-Cl 3189,99 (N-H istezanje amidne grupe), 1724,11 (C=0 amidno istezanje), 1613,63 (C=N imino istezanje), 660,01 (C-ClI
istezanje),

4-Cl 3189,99 (N-H istezanje amidne grupe), 1724,39 (C=0 amidno istezanje), 1613,14 (C=N imino istezanje), 660,09 (C-ClI
istezanje),

2-1 3190,00(N-H istezanje amidne grupe), 1727,09(C=0 amidno istezanje), 1613,33 (C=N imino istezanje), 661,26(C-I
istezanje),
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3-1

4-|

2-NO2

3-NO,

4-NO2

3189,30(N-H istezanje amidne grupe), 1724,02(C=0 amidno istezanje), 1613,35 (C=N imino istezanje), 660,49(C-I
istezanje),

3161,24 (N-H istezanje amidne grupe), 1722,15 (C=0 amidno istezanje), 1604,59 (C=N imino istezanje), 652,49 (C-I
istezanje),

3189,73 (N-H istezanje amidne grupe), 1746,57 (C=0 amidno istezanje), 1613,17 (C=N imino istezanje), 1330,96 (nitro
C-NOg; istezanje),

3178,65 (N-H istezanje amidne grupe), 1746,69 (C=0 amidno istezanje), 1608,75 (C=N imino istezanje), 1336,95 (nitro
C-NOgz istezanje),

3192,21 (N-H istezanje amidne grupe), 1745,24 (C=0 amidno istezanje), 1614,67 (C=N imino istezanje), 1330,74 (nitro
C-NO: istezanje),
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Tabela 7.4 Prinos, tacka topljenja, *H i 3C NMR podaci sintetisanih jedinjenja (serija 2)

Br.

Prinos; t.t.
rastvarac ili
smes$a rastvaraca
upotreljenih za
prekristalizaciju

Odnos
E:Z
izomera

'H NMR
(500 MHz, DMSO-ds)(ppm)

BC NMR
(125 MHz, DMSO-ds)(ppm)

10

72 %; 182-184 °C
(metanol)

69 %;
190-191 °C
(DMSO/metanol)

61 %;
238-240 °C
(DMSO/metanol)

72 %;

7,5:2,5

7,5:2,5

8:2

7,5:2,5

Izomer E 6,70 (d, LH, 4), 6,75 (dd, 2H, 2',6"), 6,80-6,94
(m, 3H, 5,6,7), 7,33 (td, 2H, 3", 5°), 9,57 (s, 1H, 4’-OH),
10,92 (s, 1H, N1-H); Izomer Z 6,77 (td, 1 H, J= 8,2,
1,0), 7,01-7,09 (m, 3 H, H-5, H-2’, H-5"), 7,35-7,45 (m,
J=78,12Hz,2 H, H-3", H-5"), 7,53 (td, J = 7,7 Hz, 1
H, H-6), 7,61-7,66 (m, H-4), 10,81 (s, 1 H, N1-H).

Izomer E 3,69 (s, 3H, OCH3), 6,43 (d, H-4), 6,74 (m, H-
5,H-7;2H), 6,92 (d, J =8,8 Hz, 1 H, H-2"), 7,01 (dd,1
H, H-3"), 7,34 (t, 1 H, H-6), 10,98 (br s, 1 H, N1-H);
Izomer Z 3,77 (s, 3H, OCHs), 6,87 (d, 2 H, H-4, H-3"),
7,08 (d, 1 H, H-5), 7,14 (d, 1 H, H-2"), 7,47 (dd, 1 H, H-
6), 7,59 (m, 1 H, H-7), 10,81 (br s, 1 H, N1-H).

Izomer E 3,79 (s, 3H, OCHj3), 6,64 (dd, J = 7,8, 0,6 Hz,
1H,H-4),6,75 (td,J=7,7,1,1 Hz, 1 H, H-5), 6,88 (dm,
J=72Hz,1H, H-7),6,97 (d,J =8,8 Hz, 2 H, H-2’, H-
6’), 7,03 (d, J = 8,8 Hz, 2 H, H-3’, H-5"), 7,33 (td, J =
7,8, 1,2 Hz, 1 H, H-6), 10,91 (br s, 1 H, N1-H); Izomer
Z 3,77 (s, 3H, OCHg), 6,83 (d, J =8 Hz, 1 H, H-4), 6,89
(masked d, 1 H, H-3°, H-5), 7,03 (masked t, 1 H, H-5),
7,17 (d, J = 8,8 Hz, 2 H, H-2’, H-6"), 7,40 (td, J = 7,6,
1,2 Hz, 1 H, H-6), 7,55 (dd, J = 7,6, 0,4 Hz, 1 H, H-7),
10,91 (br s, 1 H, N1-H).

Izomer E 6,43 (dd, J=7,7,0,6 Hz, 1 H, H-4), 6,77 (td,
J=7,7,09Hz, 1H,H-5),6,90(d,J=7,8Hz 1H,H-

Izomer E 111,65 (C-7), 116,12 (C-3a), 120,09 (C-2,
C-6%), 122,33 (C-5), 125,09 (C-4), 134,28 (C-6),
139,64 (C-3°,C-5°), 144,92 (C-7a), 146,52 (C-1°),
155,73 (C-3), 156,64 (C-4°), 164,06 (C-2); 1zomer Z
115,00 (C-7), 116,20 (C-3a), 121,921 (C-2’, C-6"),
124,12 (C-5), 125,14 (C-4), 141,85 (C-6), 142,64 (C-
3°,C-5%), 143,92 (C-7a), 144,93 (C-1°), 154,29 (C-3),
155,21 (C-4), 159,09 (C-2).

Izomer E 55,59 (OCHs), 111,74 (C-7), 115,58 (C-3"),
117,71 (C-3a), 118,72 (C-2"), 121,15 (C-5), 125,0 (C-
4), 134,77 (C-6), 147,85 (C-7a), 151,00 (C-1°), 155,87
(C-3), 159,69 (C-4"), 163,83 (C-2); 1zomer Z 55,73
(OCHs), 111,10 (C-7), 112,51 (C-3), 116,61 (C-3a),
122,28 (C-5), 122,66 (C-4), 123,09 (C-2), 134,55 (C-
6), 146,44 (C-7a), 148,39 (C-1°), 154,35 (C-3), 159,12
(C-4%), 159,69 (C-2).

Izomer E 55,5 (OCHs), 111,6 (C-7), 1149 (C-3"),
116,0 (C-3a), 119,6 (C-2), 121,9 (C-5), 125,1 (C-4),
134,4 (C-6), 143,3 (C-1°), 147,0 (C-7a), 154,7 (C-3),
157,3 (C-4"), 163,8 (C-2); lzomer Z 55,5 (OCHj),
110,7 (C-7), 113,6 (C-3"), 114,9 (C-3a), 122,3 (C-5),
122,5 (C-4), 122,9 (C-2), 133,7 (C-6), 141,2 (C-1"),
145,2 (C-7a), 151,8 (C-3), 157,7 (C-4*), 158,9 (C-2).

Izomer E 111,67 (C-4"), 119,37 (C-7), 120,96 (C-3a),
121,94 (C-2"), 122,99 (C-5), 125,47 (C-4), 134,75 (C-
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11

12

13

216-218 °C
(metanol)

77 %;
172-174 °C
(DMF/metanol)

70 %;
2479 °C
(DMF/metanol)

61 %;
269.3 °C
(DMF/metanol)

8:2

7:2

7,5:2,5

7), 7,00-7,05 (m, 2 H, H-2’, H-6" ), 7,34 (m, 1 H, H-6),
7,51 (m, 2 H, H-3°, H-5"), 10,99 (s, 1 H, N1-H); Izomer
Z6,87 (d, J=7,8 Hz, 1 H, H-4), 7,01-7,05 (m, 2 H, H-
2’, H-5%) 7,07 (dd, J=7,6,0,8 Hz, 1 H, H-5), 7,34 (m, 1
H, H-3%), 7,37 (d, J = 1,2 Hz, 1 H, H-5%), 7,45 (td, J =
7,7, 1,3 Hz, 1 H, H-6), 7,58 (dd, J = 7,5, 0,6 Hz H-4),
10,88 (s, 1 H, N1-H).

Izomer E 6,19 (d, 1H, 4), 6,70 (t, 1H, 5), 6,86-7,08 (m,
3H, 6,5',7), 7,43 (dd, 2H, 4°,6" ), 7,96 (d, 1H, 3"), 11,05
(s, 1H, N1-H); Izomer 2 6,90-7,15(d, 2 H, H-4, H-3"),
7,08 (d, 1 H, H-5), 7,13 (d, 1 H, H-2"), 7,42 (dd, 1 H, H-
6), 7,54 (m, 1 H, H-7), 10,94 (br s, 1 H, N1-H).

Izomer E 6,35(d, 1H, 4), 6,77 (t, 1H, 5), 6,89 (d, 1H, 7),
6,92-7,03 (m, 2H, 6, 4"), 7,26 (t, 1H, 5°), 7,38-7,61 (dd,
2H, 2,6"), 10,98 (s, 1H, N1-H); Izomer Z 6,95 — 7,16
(d, 2 H, H-4, H-3"), 7,06 (d, 1 H, H-5), 7,12 (d, 1 H, H-
2%), 7,45 (dd, 1 H, H-6), 7,56 (m, 1 H, H-7), 10,86 (br s,
1 H, N1-H).

Izomer E 6,44 (d, J =7,6 Hz, 1 H, H-4), 6,74 (td, J =
7,7,0,6,1H, H-5), 6,83 (d, J=8,8 Hz, 2 H, H-3", H-5"),
6,88 (d,J=8Hz,1H,H-7),7,35(td, J=7,6, 1,2 Hz, 2
H, H-2’, H-6"), 7,79 (d, J = 8,4 Hz, 2 H, H-3), 10,97 (s,
1 H, N1-H); lzomer Z 6,80-6,87 (m, 3 H, H-7 and H-
2°), 7,05 (t,J = 7,2 Hz, 1 H, H-5), 7,45 (td, J = 7,8, 1,2
Hz, 1 H, H-5), 7,45 (td, J=7,8, 1,2 Hz, 1 H, H-6), 7,57
(d,J=7,2Hz, 1 H, H-4), 7,62 (d, J = 8,8 Hz, 2 H, H-3"),
10,87 (s, 1 H, N1-H).

6), 138,43 (C-3’), 147,14 (C-7a), 149,23 (C-1’),
155,40 (C-3), 163,39 (C-2); Izomer Z 110,89 (C-4°),
115,63 (C-7), 119,45 (C-3a), 121,24 (C-2’), 122,43
(C-5), 124,73 (C-4), 134,50 (C-6), 137,46 (C-3),
145,88 (C-7a), 147,95 (C-1°), 153,67 (C-3), 158,56
(C-2).

Izomer E 86,35 (C-2"), 111,76 (C-7), 116,14 (C-3a),
118,75 (C-6°), 122,78 (C-5°), 123,28 (C-5), 125,84
(C-4), 129,11 (C-4’), 135,53 (C-6), 138,69 (C-3"),
147,32 (C-7a), 152,48 (C-1°), 156,72 (C-3), 164,17
(C-2); 1zomer Z 86,35 (C-2°), 112,06 (C-7), 116,12
(C-3a), 118,73 (C-6"), 121,99 (C-5°), 123,22 (C-5),
125,77 (C-4), 129,03 (C-4), 135,41 (C-6), 138,43 (C-
3%), 147,12 (C-7a), 151,66 (C-1°), 154,57 (C-3),
158,70 (C-2).

Izomer E 94,47 (C-3"), 111,98 (C-7), 117,21 (C-3a),
118,74 (C-6"), 122,18 (C-5°), 123,35 (C-5), 125,74
(C-4), 130,71 (C-4’), 134,89 (C-6), 135,09 (C-3"),
147,47 (C-7a), 152,21 (C-1°), 155,82 (C-3), 163,64
(C-2): 1zomer Z 90,01 (C-3"), 111,0 (C-7), 121,2 (C-
3a), 121,5 (C-2°), 122,8 (C-5), 122,9 (C-4), 135,1 (C-
6), 137,1 (C-4"), 145,9 (C-7a), 151,04 (C-1°), 153,97
(C-3), 158,7 (C-2).

Izomer E 884 (C-4°), 111,8 (C-7), 1158 (C-3a),
120,1 (C-27), 122,0 (C-5), 125,6 (C-4), 134,9 (C-6),
138,4 (C-3"), 147,3 (C-7a), 150,2 (C-1°), 155,3 (C-3),
163,5 (C-2); 1zomer Z 88,9 (C-4), 111,0 (C-7), 121,4
(C-3a), 121,6 (C-2°), 122,5 (C-5), 123,1 (C-4), 134,6
(C-6), 137,2 (C-3"), 146,0 (C-7a), 149,1 (C-1°), 153,5
(C-3), 158,7 (C-2).
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14

16

65 %:;
195-197 °C
(DMF/metanol)

60 %:;
238-240 °C
(DMF/metanol)

1:0

1:0

Izomer E 6,60 (ddd, 1H, 4), 6,90 (t, 1H, 5), 7,00 (dd,
1H, 6), 7,10 (t, 1H, 5"), 7,38 — 7,55 (m, 3H, 7,4°,6" ),
7,60 (d, 1H, 47), 7,95 (dd, 1H, 3"), 11,03 (s, 1H, N1-H).

E izomer: 6,62 (d, 1H, 4), 6,90 (dd, 2H, 2",6"), 6,95-7,08
(m, 2H, 5,6), 7,56 (dd, 1 H, 7), 7,90 (ddd, 2H, 3', 5°),
11,04 (s, 1H, N1-H).

Izomer E 112,45 (C-7), 115,72 (C-3a), 118,08 (C-6"),
119,43 (C-5"), 123,02 (C-5), 124,95 (C-4), 125,63 (C-
4%), 130,53 (C-6), 135,90 (C-3"), 145,98 (C-7a),
145,85 (C-17), 150,43 (C-3), 159,04 (C-2), 184,86 (C-
2).

E izomer: 112,43 (C-7), 112,61 (C-3a), 118,07 (C-2’,
C-6"), 123,00 (C-5), 124,94 (C-4), 126,66 (C-6),
135,87 (C-3°,C-5"), 138,62 (C-7a), 150,97 (C-1°),
155,96 (C-3), 159,63 (C-2), 184,67 (C-4").
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Tabela 7.5 Parametri rastvara¢a®®®?’® koris¢eni u Kamlet-Taftovoj jednagini.

Rastvarac T o B
Metanol (MeOH) 0,60 0,66 0,98
Etanol (EtOH) 0,54 0,75 0,86
2-propanol (iPrOH) 0,48 0,84 0,76
2-butanol (2-BuOH) 0,40 0,80 0,69
Cikloheksanol (ChOH) 0,45 0,84 0,66
Benzil-alkohol (BzOH) 0,98 0,52 0,60
2-Metoksietanol (2ME) 0,71 0 0
2-Hloretanol (2CE) 0,46 053 1,28
1,2-dimetoksietan (DME) 0,53 0,41 0
Toluen 0,54 0,11 0
Dihlorometan (DCM) 0,82 0,1 0,13
Aceton 0,71 0,43 0,08
Cikloheksanon (ChQ) 0,76 0,53 0
Etil-acetat (EtAc) 0,55 0,45 0
Formamid (F) 0,97 048 0,71
Dimetilformamid (DMF) 0,88 0,69 0
Dimetilacetamid (DMAC) 0,88 0,76 0
N-Metil-2-pirolidon (NMP) 0,92 0,77 0
Acetonitril (AcN) 0,75 04 0,19
Dimetilsulfoksid (DMSO) 1,00 0,76 0
Tetrahidrofuran (THF) 0,58 0,55 0
2-Pirolidon (2-Py) 0,85 0,77 0,36

Tabela 7.6 Vrednosti Hametovih sigma konstanti?’*?"? za seriju 2

Supstituent c

H 0,00
2-OH -0,2
3-OH 0,12
4-OH -0,37
2-O° -1,10
3-O -0,47
4-O -0,81
2-OMe 0,04
3-OMe 0,20
4-OMe -0,27
2-Cl 0,79
3-Cl 0,37
4-Cl 0,40
2-1 0,31
3-1 0,35
4- 0,18
2-NO> 0,95
3-NO: 0,71
4-NO> 0,78

139



Tabela 7.7 Izracunate i eksperimentalne vrednosti apsorpcionih frekvencija jedinjenja 1 u izabranim
rastvarac¢ima (pik na visim talasnim duzinama) (serija 1)

VmaxX 103 /cm?

Rastvaraé¢

Izracunato (TD-DFT) Eksperimentalno
Aceton 24,10 24,66
Acetonitril 24,13 25,41
Etanol 24,11 24,48
THF 23,97 23,95
DMSO 24,12 24,39
Formamid 24,13 24,84
Toluen 23,66 24,04

Tabela 7.8 *H i *C NMR podaci odgovarajuéeg ugljenika i azota koriséeni u LFER korelaciji i odnos E/Z
izomera (serija 2)

Supstituent/

oblik N-H C2=0 C3=N3 C1’ Reference Odnos izomera
H/E 10,76 163,50 156,65 151,67 - E/Z=8:2
H/Z 10,64 158,97 155,10 148,96 -

2-OH/E 10,94 163,95 155,80 146,62 - E/Z=8:2
2-OH/Z 10,80 159,64 150,90 145,62

3-OH/E 10,10 164,0 155,0 139,0 243 E
4-OH/E 10,92 164,06 155,73 146,52 - E/Z=75:25
4-OH/Z 10,81 159,09 154,29 144,93

2-OMe / E 10,98 163,83 155,87 151,0 - E/Z=75:25
2-OMe/ Z 10,81 159,69 154,35 148,39

3-OMe/ E 10,97 164,0 155,0 147.0 243 E
4-OMe / E 10,91 163,8 154,7 143,3 242 E/Z=8:2
4-OMe/ Z 10,91 158,9 151,8 141,2 242

2-Cl/ E 11,04 163,42 156,63 150,95 - E/Z=8:2
2-Cl/Z 10,92 158,52 155,16 147,59 -

3-CI/E 11,04 163,57 155,94 150,97 - E/Z=8:2
3-Cl/z 10,91 159,63 154,10 147,45 -

4-CI/ E 11,00 163,39 155,40 149,23 - E/Z=75:25
4-Cl/ Z 10,88 158,56 153,67 147,95

2-11E 11,05 164,17 156,72 152,48 - E/Z=8:2
2-1127 10,94 158,70 154,57 151,66

3-1/E 10,98 163,64 155,82 152,21 - E/Zz=7:2
3-1/Z 10,86 158,81 153,97 151,04

4-11 E 10,97 163,5 155,3 150,2 242 E/Z=75:25
4-117 10,87 158,7 153,5 149,1 242

2-NO2/ E 11,03 159,04 150,43 145,85 - E
3-NO2/ E 10,99 163,79 155,48 147,33 - ElZ=7:2
3-NO,2/Z 10,88 158,79 153,33 145,99

4-NO;/ E 11,04 159,63 155,96 150,97 - E
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Tabela 7.9 Apsorpcione frekvencije izatinskih jedinjenja serije 1 u izabranim rastvara¢ima (pik na visim talasnim duzinama)

Rastvara¢/ Ymaxx1072 (cm™)

Jedinjenje 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
MeOH 34,31 33,39 33,5 33,44 33,39 33,73 33,61 33,73 32,63 33,9 34,01
EtOH 33,17 33,28 33,44 33,17 33,22 33,39 33,33 33,39 31,5 34,07 33,22
iPrOH 33,50 33,67 33,67 33,61 33,28 33,61 33,61 33,67 33,11 / 33,96
2-BUOH / / / / / / / / 31,35 /

ChOH / / / / / / / / / /

BzOH / / / / 31,7 / / / / 31,06

2-Me / 33,44 33,44 33,5 33,5 33,06 33,56 33,78 32,79 34,01 33,78
2-CE / 33,11 33,06 33,28 32,89 33,06 33,06 33,28 32,73 / 32,73
DME / 34,01 33,78 33,96 34,19 34,25 34,07 34,07 31,3 34,19 34,36
Toluen / 33,73 33,61 33,78 / / / / 31,15 31,4 33,33
DCM / 33,67 33,73 33,61 / 33,73 33,61 33,78 32,95 34,19 33,9
Aceton / / / / / / / / / /

ChO / / / / / / / / / /

EtAc 35,03 34,01 33,9 34,07 / 34,13 34,13 34,19 31,4 34,42 34,48
F / 33,22 33,17 33,11 33,17 33,22 33,22 33,22 32,36 33,84 33,84
DMF / 33,56 33,44 33,56 34,13 33,67 33,73 33,73 31,4 34,19 34,25
DMAC 36,30 33,67 33,67 33,67 33,73 33,73 33,61 33,78 31,3 34,25 34,25
NMP / 33,61 33,39 33,56 / 33,78 33,56 33,61 31,2 34,19 34,07
AcN 35,97 33,84 33,96 34,01 / 33,9 33,9 33,90 32,84 34,54 34,36
DMSO / 33,5 33,56 33,73 33,73 33,61 33,61 33,67 31,25 34,13 34,01
THF 36,83 33,84 33,73 33,67 34,25 34,13 34,07 34,13 31,3 34,25 34,25
2-Py / 33,67 33,67 33,67 33,5 33,73 33,61 33,61 31,45 34,42 34,01
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Tabela 7.10 Apsorpcione frekvencije izatinskih jedinjenje serije 2 u izabranim rastvara¢ima za Z izomer

Rastvaraé/
Jedinjenje
MeOH
EtOH
2-ProOH
2-BuOH
ChOH
BzOH
2ME
2CE
DME
Toluen
DCM
Acetone
ChO
EtAc

F

DMF
DMAc
NMP
AcCN
DMSO
THF
2-Py

Vmaxx10~3 (cm—l)

1
23,87
23,27
23,05
20,70
22,27
22,91

23,08
22,09
22,49
23,24
22,26
21,69
21,78
23,18
23,07
22,16
22,24
23,68
23,22
21,78
22,74

2
23,53
22,14
21,96
22,33
22,36
22,23
22,96
20,47
23,35
20,93
22,57
23,28
23,16
22,41
23,16
23,03
23,35
23,21
23,51
23,09
22,75
22,89

3
21,45
20,85
21,39
21,25
20,52
20,78

19,68
20,79
19,58

21,36
21,34
20,79
20,59
19,99
20,57
20,28
22,08
20,99
21,07
20,14

4
21,68
21,52
21,51
21,35
21,72
21,58
21,87
19,13
21,37
19,77
21,78
21,77
21,72
21,50
21,30
21,22
21,33
20,60
21,73
21,34
21,30
21,11

5
22,66
22,15
22,44
22,38
22,85
21,65
21,64
21,41
22,38
21,03
22,31
22,29
21,49
21,77
22,37
22,26
20,26
22,03
22,28
22,21
21,56
22,67

6
22,74
23,65
21,58
24,42
21,24
22,81

23,65
23,07
23,30
23,92
21,87
22,51
21,32
22,65
22,07
21,15
23,03
22,81
24,12
20,80
23,39

7
26,41
25,04
25,65
24,81
25,06
25,07
24,62
22,61
25,29
23,49
24,52
24,62
24,61
25,30
25,63
24,59
24,77
25,34
25,26
24,84
24,38
24,32

8
23,45
22,93
22,52
22,33
21,83
21,72
22,23
21,34
21,43
22,27
22,66
21,61
21,79
22,01
22,79
21,21
20,99
21,12
22,60
22,78
22,33
21,14

9
23,36
22,71
22,97
21,72
22,12
22,71
23,17
22,81
22,99
21,88
22,52
22,06
22,54
22,54
22,88
21,79
22,84
22,65
23,61
22,51
21,91
22,38

10
23,16
22,718
22,42
21,35
22,21
22,39
22,81
22,24
21,61
21,28
22,94
21,71
22,48
21,15

22,7
21,69
21,93
22,03
22,71
22,12
21,44
22,47

11
22,33
23,31
22,99
20,96
20,86
21,35
22,73
22,06
22,91

20,8
22,53
21,49
21,03
23,16
22,92
22,42
22,19
21,98
22,91
22,21
21,74
20,98

12
23,14
23,19
22,95
22,09
22,74
22,61
23,32
21,92
22,36
21,12
22,51
21,71
21,33
21,21
23,05
21,57
21,54
22,09
22,99
22,59
21,45
22,86

13
22,11
22,87
22,77
21,58
21,91
21,65
21,78
22,07
21,07
21,06
22,51
20,98
22,02
21,11
23,02
22,26
22,14
22,26
22,86
22,16
22,83
22,23

14
26,17
24,97
25,02
24,74
25,03
25,05
25,23
27,07
25,66
25,09
24,87
25,46
26,56
26,30
24,48
24,41
24,62
24,09
25,28
24,46
25,93
24,13

15
23,03
22,66
22,71
22,84
23,23
22,92
22,87
22,33
21,69
22,38

/
22,34
21,84

/
22,76
22,15
22,38
21,99
22,70
22,00
21,60
22,02

16
22,39
21,85
21,77
21,64
21,55
22,41
22,61
21,79
23,20
21,46
21,88
22,48
22,79
23,98
21,66
21,96
21,96
21,82
22,72
24,36
23,27
21,80
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Tabela 7.11 Rezultati korelacione analize za izatinske derivate serije 1 (pik na nizim talasnim duzinama) prema Kamlet—Taftovoj jednacini

Jedinjenje” (vg:;l_?)‘?’ ?;1:5; l();nl]f)l_; ?;nl]?l_; Ra Sdb Fec Pnd Pp Pa Rastvaradi iskljuéeni iz korelacije

. 0B S 0% o o am ma o e SO SO A o0
B e 0O o o o s o e ST
C RSB 0 9 uio e s on s 4RI2LOOH SN A G
S me I SE SN e s v s SO e A
o R 00 O 58 0 o s soe 2w was LA SON ol A
;B U U ST o ou e s s 0LOC 0N TR A
8 e W L 096 009 3998 5780 116 4104 Z Qi ShOH:BZOH. Toluen, Aceton
o BB 1T 1 o o s aw v s G0N Asoe O PON
10 / / / / / / / / / / /

5 BE TR o o o s 2 i G008 SOH AR 00

" Za jedinjenja 1 and 10 nisu dobijeni statisti¢ki znac¢ajne vrednosti korelacije; 2 Korelacioni koeficijent; ® Standardna devijacija; ¢ Fiserov

test; 9 Procenat doprinosa solvatohromnih parametara dobijeni primenom Kamlet-Taftove jednagine (%);
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Tabela 7.12 Rezultati korelacione analize za Z izomere serije 2 prema Kamlet-Taftovoj jednacini

-3 -3 -3 -3
Molekul (1;0:11_?) ?;:191) ?anl](_)l) ?anig) R? Sd° F P,d Pp Pa Rastvarac iskljucen iz korelacije

1 22,06 0,25 -0,38 1,67 0,943 0,247 26,93 10,87 16,52 72,61 2ME, 2-BuOH, AcN, DMSO, DMF, 2-CE,
+0,31 +0,38 +0,39 +0,20 DCM, ChO

2 23,00 -0,20 0,63 -1,81 0,943 0,267 3459 7,58 23,86 68,56 MeOH, Toluen, F, EtAc, AcN
+0,35 +0,41 +0,28 +0,21

3 21,45 -3,94 3,24 -1,29 0,966 0,182 36,87 46,52 38,25 1523 2ME, DCM, AcN, MeOH, Aceton, BzOH,
+0,25 +0,43 +0,34 +0,18 F, ChO, ChO, DMSO

4 21,09 -2,52 3,66 -2,14 0,923 0,344 17,33 30,29 4399 2572 MeOH, BzOH, 2-ME, DCM, F, AcN, Aceton,
+0,45 +0,70 +0,58 +0,45 NMP, EtOH

5 20,56 0,57 1,45 0,81 0,938 0,214 21,82 20,14 51,24 2862 DMAc, DCM, 2-CE, DME, BzOH,
+0,28 +0,32 +0,33 +0,19 Aceton, EtOH, AcN, 2-ME

6 17,45 6,69 -0,57 2,14 0,937 0878 19,16 71,17 6,06 22,77  BzOH, 2-ME, 2-BuOH, F, DME, Toluen,
+0,76 +0,90 +0,67 +0,38 DMAc, EtOH, DMF, DCM

7 22,03 2,79 0,64 2,11 0,945 0,278 22,04 50,36 1155 38,09 2CE, DME, EtAc, 2-Py, BzOH, EtOH,
+0,49 +0,64 +0,37 +0,34 F, DMSO, 2-ME, AcN

8 22,41 0,03 -1,77 1,98 0,950 0,246 36,80 0,79 46,83 52,38  2CE, DMSO, THF, BzOH,
+0,30 +0,38 +0,27 +0,21 2-Py, AcN

9 22,43 1,13 -0,64 0,97 0,916 0,200 13,98 41,24 23,36 3540 DME, AcN, DMAc, 2ME, EtAc, 2-PrOH,
+0,28 +0,30 +0,27 +0,16 ChO, NMP, MeOH, DMSO

10 20,84 2,46 -1,57 2,12 0,946 0,214 33,83 40,00 2553 34,47 2CE, BzOH, F, ChO,
+0,30 +0,39 +0,25 +0,21 Toluen, 2-BuOH

11 20,80 2,56 -1,34 0,55 0934 0,266 18,17 57,53 30,11 12,36  Toluen, iPrOH, EtOH, ChO, Aceton,
+0,43 +0,46 +0,30 +0,22 BzOH, EtAc, DME, 2-Py, AcN

12 20,62 1,28 0,04 2,05 0,940 0,300 27,89 37,98 1,19 60,83 2CE, DME, BzOH, 2ME,
+0,40 +0,49 +0,37 +0,25 AcN, DMSO, 2-BuOH

13 19,84 2,47 0,15 0,86 0,952 0,183 3587 70,98 431 2471  THF, BzOH, AcN, iPrOH,
+0,21 +0,28 +0,21 +0,13 EtOH, Aceton, DCM

14 28,04 -3,86 -0,03 0,62 0,955 0,279 38,16 8559 0,67 13,75  ChO, 2-BuCOH, Toluen, ChO,
+0,35 +0,44 +0,35 +0,18 iPrOH, EtOH, 2-Py

15 23,13 -0,33 -1,11 0,81 0,935 0,165 1853 14,67 49,33 36,00 DCM, EtAc, THF, DME, ChO,
+0,28 +0,29 +0,22 +0,15 iPrOH, 2CE, DMAC, Toluen

16 24,57 -1,25 -2,00 -0,88 0,946 0,188 28,63 30,27 48,43 21,31  Toluen, DMSO, DCM, BzOH, 2-ME,
+0,34 +0,32 +0,32 +0,15 MeOH, EtAc, THF

a Korelacioni koeficijenti;  Standardna devijacija ¢ Fiserov test; ¢ Procenat doprinosa solvatohromnih parametara dobijeni primenom Kamlet-Taftove jednacine (%);
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Tabela 7.13 Konstante supsituenata®’? serije 1

Broj jedinjenja X c
1 H 0
2 2-Br 0,58
3 3-Br 0,39
4 4-Br 0,23
5 3-Me-2-Piridil  0,63"
6 4-Me-2- Piridil 0,68"
7 5-Me-2- Piridil 0,58"
8 6-Me-2- Piridil 0,68"
9 3-hinolil 0,5
10 6- hinolil 0,6
11 8-OH-2- hinolil 0,47"

“ o konstanta je izra¢unata kao aditivna vrednost; 4-NO; (0.78) i 4-CN (0.66) su
preuzeti iz literature®®

Tabela 7.14 3C NMR hemijska pomeranja azometinskih ugljenikovih atoma u
supstituisanim N-benzilidenanilinima (serija 3), N-(fenil supstituisanim)piridin-3-aldiminima
(serija 4), N-(fenil supstituisanim)piridin-2-aldiminima (serija 5), N-( fenil
supstituisanim)piridin 4-aldiminima (serija 6), N-[1-(piridin-3-il)etiliden]anilinima (serija 7) i
N-[1-(piridin-4-il)etiliden]anilinima (serija 8).

X serija3” serija4 serija5 serija6 serija7 serija8
H 160,07 156,799 160,331 157,673 164,005 164,515
p-N(CHs)2 -4,45 -4915 5,097 -5717 -1,475 -1,839
p-OH - - - - -0,655 -0,819
p-OCHjs -2,12 -2,021  -2,239 -2,676 -0,447 -0,237
p-CHs -1,26 -0,728 -0,691 -1,074 -0,054 -0,115
p-F -0,47 - - - - 0,856
p-Cl 0,33 0,701 0,492 0,492 0,933 1,056
p-Br - 0,601 0,619 0,546 1,002 1,020
p-COOCHz - - 1,857 1,785 - 2,185
p-COCHs - 1,857 1,857 1,930 1,368 2,185
p-COOEt 1,27 - - - - -
p-NO2 - 2,39 3,023 - - -

m- NO> - 2,841 2,731 2,749 - -
m-CFs - 1,548 1,621 1,493 - -

m-Cl - - 0,947 - - -

“13C NMR hemijska pomeranja (u ppm) izraZena u odnosu na nesupstituisano jedinjenje;
downfield pomeranja ka vis$im hemijskim pomeranjima odnosno ka manjim talasnim
duzinama su pozitivna
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Tabela 7.15 Elementi optimizovanih geometrija ispitivanih jedinjenja u Z izomernom obliku,
dobijeni primenom MP2/6-31G(d,p) metode (serija 2)

Jedinjenje _

/Supstituent N1-C2 C2-C3 C3=N3 N3-Ph o
1/H 1,3874 15418  1,2886  1,4107 57,191
2/2-OH 1,3705  1,5286 1,293 1,3919 48,46
3/3-0OH 1,3877 1,5417 1,2885 1,4115 57,846
4/ 4-OH 1,3876  1,5405  1,2915 14051 50,287
5/2-OMe 1,3869 15362  1,2887 1,408 56,797
6/ 3-OMe 1,3877 15424  1,2875 14135 60,625
7/ 4-OMe 1,383 15409  1,2967 1,3924 0,01
8/2-Cl 1,3862 15399  1,2866  1,4102 67,495
9/3-Cl 1,3862 15421 1,288 14116 60,458
10/ 4-Cl 1,3861  1,5417  1,2893  1,4085 55,701
11/2-1 1,3845 15359  1,2916 14075 62,299
12/ 3-1 1,3846  1,5378  1,2919  1,4113 59,374
13/ 4-1 1,3844 1,5373 1,2927 1,4091 55,187
14/ 2-NO2 1,3832 15343  1,2837  1,4146 82,077
15/3-NO2 1,3847 15413  1,2867 1,4122 66,878
16 / 4-NO2 1,3845 1,5412 1,2871 1,4111 63,527
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Tabela 7.16 Rezultati TD-DFT proracuna za prelaz iz osnovnog u prvo vertikalno pobudeno stanje za Z izomere serije 2 u EtOH

Broj Energija Oscilatorna P L ClI koeficijent % doprinosa jednoelektronskih
LT obudivanje . *
jedinjenja (eV) snaga ekspanzije prelaza

1 2,939 0,111 HOMO—LUMO 0,608 74

HOMO-1->LUMO 0,212 9
HOMO-4—LUMO -0,200 8
2 2,999 0,245 HOMO—LUMO 0,592 70
HOMO-3—LUMO 0,212 9
HOMO-4—LUMO 0,200 8
HOMO-2—LUMO -0,158 5
3 2,922 0,11 HOMO—LUMO 0,608 74
HOMO-4—LUMO 0,212 9
HOMO-2—LUMO -0,212 9
4 2,803 0,204 HOMO—LUMO 0,636 81
HOMO-4—LUMO -0,224 10
5 2,775 0,113 HOMO—LUMO 0,652 85
HOMO-4—LUMO 0,158 5
HOMO-3—LUMO -0,141 4
6 2,939 0,093 HOMO—LUMO 0,548 60
HOMO-2—LUMO -0,292 17
HOMO-4—LUMO 0,200 8
HOMO-1—LUMO 0,187 7
7 3,181 0,528 HOMO—LUMO 0,663 88
HOMO-1-LUMO -0,212 9
8 3,004 0,064 HOMO—LUMO 0,587 69
HOMO-1-LUMO -0,265 14
HOMO-4—LUMO 0,187 7
9 3,005 0,094 HOMO—LUMO 0,574 66
HOMO-1->LUMO -0,265 14
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10

11

12

13

14

15

16

2,936

2,939

2,97

2,92

3,213

3,084

3,073

0,145

0,077

0,099

0,166

0,008

0,064

0,127

HOMO-4—LUMO
HOMO-3—LUMO
HOMO—LUMO
HOMO-4—LUMO
HOMO-1-LUMO
HOMO-2—LUMO
HOMO—LUMO
HOMO-2—-LUMO
HOMO-1-LUMO
HOMO-5—LUMO
HOMO—LUMO
HOMO-2—-LUMO
HOMO-1-LUMO
HOMO-5—LUMO
HOMO—LUMO
HOMO-4—LUMO
HOMO-1-LUMO
HOMO—LUMO
HOMO—LUMO
HOMO-1-LUMO
HOMO-4—LUMO
HOMO—LUMO
HOMO-1-LUMO
HOMO—LUMO+1

0,200
0,141
0,616
-0,235
0,158
0,158

0,587
-0,212
-0,200
0,187

0,566
0,235
-0,212
0,173

0,604
0,255
0,612
-0,224
0,485
-0,418
0,173
0,490
-0,381
0,187

“Rezultati prikazani samo za pobudivanja sa doprinosm veé¢im od 10 %
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Tabela 7.17 Rezultati TD-DFT proracuna za prelaz iz osnovnog u prvo vertikalno pobudeno stanje za E izomere serije 2 u EtOH

. N . Cl . . .
Bro Energija Oscilatorna . .. % doprinosa jednoelektronskih
jedinjejnja (e\(}]'l)J snaga Pobudivanje kOEf'C'J?.nt* i prJeIaza*
ekspanzije
1 3,501 0,074 HOMO—LUMO 0,700 98
2 3,023 0,296 HOMO—LUMO 0,667 89
3 3,376 0,025 HOMO—LUMO 0,570 65
HOMO-2—LUMO 0,316 20
HOMO-4—LUMO 0,187 7
HOMO-5—LUMO -0,158 5
4 3,087 0,093 HOMO—LUMO 0,656 86
HOMO-4—LUMO 0,173 6
HOMO-5—sLUMO 0,158 5
5 3,237 0,087 HOMO—LUMO 0,574 66
HOMO-1-LUMO -0,324 21
HOMO-4—LUMO 0,158 5
6 3,361 0,006 HOMO—LUMO 0,561 63
HOMO-2—LUMO 0,324 21
HOMO-4—LUMO -0,187 7
HOMO-5—LUMO -0,158 5
7 3,073 0,11 HOMO—LUMO 0,656 86
HOMO-4—LUMO 0,173 6
HOMO-5—LUMO -0,158 5
8 3,402 0,026 HOMO-1-LUMO 0,543 59
HOMO—LUMO -0,354 25
HOMO-4—LUMO 0,173 6
9 3,447 0,07 HOMO—LUMO 0,640 82
HOMO-1-LUMO 0,235 11
10 3,469 0,079 HOMO—LUMO 0,704 99
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11

12

13
14
15

16

3,318

3,4

3,458
3,383
3,414

3,411

0,022

0,082

0,085
0,08
0,084

0,095

HOMO—LUMO
HOMO-1-LUMO
HOMO-2—LUMO
HOMO-4—LUMO

HOMO—LUMO
HOMO-1-LUMO
HOMO-2—LUMO
HOMO-1-LUMO

HOMO—LUMO

HOMO—-LUMO+1
HOMO—LUMO
HOMO—LUMO

0,447
0,424
-0,255
0,158
0,612
-0,200
0,200
0,700
0,678
0,616
-0,308
0,696

40
36
13

75

98
92

76
19

97

“Rezultati prikazani samo za pobudivanja sa doprinosm veéim od 10 %
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Tabela 7.18 Izracunate energije HOMO i LUMO orbitala i Egap za jedinjenja 1 - 16 u gasovitoj fazi (serija 2)

Jedinjenje

lzomer

Gasovita faza

10

11

12

13

14

15

16

MNMTMNMNMNMNMNMNMNMTMNMNMNMNMTMNMNMNMN

Energija orbitala (eV)

Enowmo ELumo Egap
-7,36 -1,42 5,94
-7,85 -1,32 6,53
-7,44 -1,68 5,76
-7,35 -1,71 5,64
-7,20 -1,46 5,74
-7,62 -1,37 6,25
-6,96 -1,37 5,59
-7,28 -1,33 5,95
-6,99 -1,29 5,70
-7,63 -1,37 6,26
-7,27 -1,35 5,93
-7,51 -1,32 6,18
-7,03 -1,43 5,60
-7,19 -1,30 5,89
-7,54 -1,51 6,04
-7,92 -1,45 6,48
-7,61 -1,59 6,02
-7,99 -1,49 6,49
-7,43 -1,61 5,82
-7,88 -1,49 6,39
-7,51 -1,61 5,90
-7,84 -1,48 6,36
-7,59 -1,64 5,95
-7,93 -1,52 6,41
-7,39 -1,67 5,72
-7,75 -1,51 6,24
-7,91 -1,51 6,40
-8,00 -1,57 6,43
-7,93 -1,75 6,18
-8,14 -1,72 6,42
-7,99 -1,91 6,08
-8,21 -1,76 6,46
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Tabela 7.19 Izracunate energije HOMO i LUMO orbitala i Egqp za jedinjenja 1 - 16 u DMSO, EtOH i AcN (serija 2)

Jedinjenje lzomer DMSO EtOH AcN
Energija orbitala (eV)

Ervomo Erumo Egyp Enomo Erumo Egap Enomo Erumo Egap

1 Z -7,58 -1,57 6,01 -7.57 -1.56 6.00 -7.57 -1.57 6.00
E -7,86 -1,45 6,41 -7.86 -145 642 -7.86 -145 641

2 Z -7,65 -1,80 5,86 -7.65 -1.79 585 -7.65 -1.80 5.85
E -7,47 -1,76 5,71 -7.46 -1.76 570 -7.46 -1.76  5.71

3 z -7,46 -159 588 -7.45 -1.58 587 -7.46 -1.59 5.87
E -7,74 -1,48 6,27 -7.74 -1.47 6.26 -7.74 -1.47 6.26

4 Z -7,19 -155 564 -7.18 -1.54 564 -7.19 -1.55 5.64
E -7,39 -146 593 -7.39 -146 593 -7.39 -1.46 5.93

5 Z -7,30 -1,52 578 -7.29 -151 578 -7.30 -1.52 5.78
E -7,76 -155 6,21 -7.76 -154 6.21 -7.76 -1.55 6.21

6 Z -7,58 -155 6,03 -7.57 -154 6.03 -7.58 -1.54 6.03
E -7,67 -146 6,21 -7.67 -146 6.21 -7.67 -146 6.21

7 Z -7,23 -1,64 559 -7.22 -1.63 559 -7.22 -1.64 5,59
E -7,35 -1,47 5,88 -7.34 -146 588 -7.34 -1.46 5.88

8 Z -7,74 -162 6,12 -7.73 -1.61 6.12 -7.74 -1.61 6.12
E -7,91 -157 6,34 -7.91 -1.57 6.34 -7.91 -1.57 6.34

9 Z -7,72 -164 6,08 -7.71 -1.64 6.08 -7.72 -1.64 6.08
E -7,90 -153 6,37 -7.90 -1.53 6.37 -7.90 -1.53 6.37

10 Z -7,58 -166 593 -7.58 -1.65 592 -7.58 -1.66 5.93
E -7,90 -151 6,38 -7.90 -151 6.39 -7.90 -1.51 6.38

11 Z -7,71 -1,71 6,00 -7.70 -1.70 6.00 -7.70 -1.70 6.00
E -7,91 -160 6,31 -7.91 -159 6.32 -7.91 -1.60 6.31

12 Z -7,71 -1,69 6,03 -7.71 -1.68 6.03 -7.71 -1.69 6.03
E -7,88 -156 6,32 -7.89 -156 6.33 -7.88 -1.56 6.32

13 Z -7,56 -1,71 585 -7.55 -1.70 585 -7.56 -1.71 5.85
E -7,85 -153 6,32 -7.85 -1.53 6.32 -7.85 -1.53 6.32

14 Z -7,91 -159 6,33 -7.91 -1.58 6.33 -7.91 -1.59 6.33
E -7,93 -163 6,30 -7.93 -1.63 6.30 -7.93 -1.63 6.30

15 Z -7,84 -166 6,18 -7.84 -166 6.19 -7.84 -1.66 6.18
E -7,93 -1,74 6,19 -7.94 -1.73 6.20 -7.93 -1.73  6.20

16 Z -7,86 -1,87 5,99 -7.86 -1.87 599 -7.86 -1.87 5.99
E -7,95 -161 6,33 -7.96 -162 6.34 -7.95 -1.62 6.34
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Tabela 7.20 Razlika u atomskom naelektrisanju (Acharge) izmedu pobudenog i osnovnog stanja za odgovarajuce atome u Z i E izomerima serije

2
Broj atoma Acharge
/supstituent 2-OH 3-OH 4-OH 2-OMe 3-OMe 4-OMe
Izomer Z E Z E Z E z E z E z E z E
C2 0,0442 0,0494 0,0533 0,0341 0,0496 0,0494 0,047 0,0472 0,0579 0,0447 0,0445 0,0508 -0,0445  0,0477
C3 0,1473 0,1557 0,1137 0,1577 0,1523 0,1683 0,1406 0,1866 0,1596 0,1647 0,1504 0,1742 0,0676 0,1862
C3a -0,0024  -0,0038 -0,0017 -0,0028 -0,0019 -0,0034 -0,0021 -0,0014 -0,0003 -0,0052 -0,0021 -0,0019 -0,0094 -0,0011
C4 0,0217 0,0128 0,0089 0,0332 0,0243 0,0124 0,0199 0,0106 0,0272 0,0094 0,0235 0,0133  -0,0073  0,0114
C5 -0,0001  -0,0004 0 -0,0006  -0,0001 -0,0002 -0,0001 -0,0002 0 -0,0002  -0,0001 -0,0003 0 -0,0002
C6 0,037 0,0618 0,0298 0,0342 0,0383 0,0602 0,0331 0,0507 0,0401 0,0517 0,0394 0,0605 0,033 0,0424
C7 0 -0,0001 0 0,0001 0 -0,0001 0 0,0001 0 -0,0001 0 0 0 0,0001
C7a 0,0346 0,051 0,0304 0,0242 0,0356 0,051 0,0309 0,0482 0,0364 0,0422 0,0367 0,0523 0,0296 0,0478
cr -0,0013  -0,0031 -0,0167 -0,0096 -0,001  -0,0023 -0,0098 -0,0023 -0,0011 -0,0022 -0,0007 -0,004  -0,0037 -0,0019
c2 -0,0177  -0,0335 -0,0376 -0,0861 -0,0539 -0,0229 -0,0663 -0,0972 -0,0617 -0,0504 -0,0823 -0,0334 0,0013 -0,0693
Cc3® -0,0455  -0,0456  -0,0443 -0,0191 -0,0046 -0,0412 -0,0064 -0,0104 -0,035 -0,0231 -0,0022 -0,0493 0 -0,0393
c® -0,0155  -0,0168 -0,0108 -0,0208 -0,0188 -0,0225 -0,0127 -0,0183 -0,0233 -0,0206 -0,0149 -0,0247  0,0387 -0,0191
(o -0,0081  -0,0583 -0,0186 -0,0106 -0,043  -0,0551 -0,0045 -0,0656 -0,0091 -0,0411 -0,0438 -0,0618 0 -0,0621
Cce’ -0,0548  -0,0359 -0,0435 -0,0629 -0,0539 -0,0487 -0,0601 -0,0277 -0,0774 -0,0385 -0,0188 -0,0491 -0,0113 -0,0261
C7’ (OCHs) -0,0182  -0,0048 -0,0059  -0,0011 0 -0,0068
H1 0 0 0 -0,0002  -0,0001 -0,0006  -0,0002 0 0 0 -0,0008  -0,0002 0 -0,0001
H4 0 0 0 0 0 -0,0036 0 -0,0015 0 0 0 -0,0022 0 -0,0025
H5 -0,0001 0 -0,0009  -0,0005 0 -0,0034 0 -0,0017  -0,0001 0 0 0 -0,0021  -0,0001
H6 0 -0,0009 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -0,0003 0 0
H7 0 0 0 0 0 -0,0004 0 -0,0001 0 -0,0004  -0,0002 0 0 -0,0002
H2’ 0 0 - - 0 0 0 0 - - 0 0 0 -0,0007
H3’ -0,0101  -0,0261 0 -0,0006 - - -0,0101  -0,0208 -0,0095 -0,0085 - - 0 -0,0096
H4’ -0,0158  -0,0143  -0,0085 -0,0157 0 -0,0251 - - -0,0089  -0,0208 -0,014  -0,0294 - -
H5’ -0,0209  -0,0247 0 -0,0151  -0,0099 -0,0485 -0,0064 -0,0169 -0,0133  -0,0205 -0,01 -0,0299  -0,0001 -0,0184
H6’ 0 0 0 0 0 0 -0,0216 0 -0,0002 0 -0,0001  -0,0027 0 -0,0009
H (OH) -0,0118 0 -0,0037  -0,0007 -0,0066 -0,0129
H’ (OCHa) -0,0007 -0,0003 -0,0012 -0,0011 0 -0,0053
H>’ (OCH3) 0 -0,0019 -0,0004 -0,0038 0,0001 -0,0009
H’>’ (OCHa) 0 0 -0,0001  -0,0014  0,0002  -0,0032
02 -0,0385  0,0453 0,0324 0,0253  -0,0407 0,0453 -0,0021 0,0452 -0,0224 0,0368 -0,0404 0,0479 -0,0312  0,0446
O (OH) -0,0101  -0,0332 -0,0234 -0,0268 -0,0378  -0,0577
O (OCHs) -0,0191  -0,0285 -0,0045 -0,0266 0,011 -0,0618
N1 -0,0048  0,0048 0,0127  -0,0006 -0,0042 0,0043 -0,0012  0,0044 0,0029 0,0022  -0,0053 0,0056 -0,0098  0,0043
N3 -0,0385 -0,1171 -0,0768 -0,0303  -0,021  -0,0855 -0,0234 -0,0586 -0,0236 -0,0848 -0,0467 -0,0813 -0,0622 -0,0551
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Tabela 7.21 Razlika u atomskom naelektrisanju (Acharge) izmedu pobudenog i osnovnog stanja za odgovarajuce atome u Z i E izomerima serije

Broj atoma
/supstituent
Izomer
C2
C3
C3a
C4
C5
C6
C7
C7a
cr
Cc2
C3’
c4
C5s
(01
H1
H4
H5
H6
H7
H2’
H3’
H4’
HS’
Heé’
02
N1
N3
Cl

Acharge
2-Cl 3-Cl 4-Cl 2-1 3-1 4-1
y4 E 4 E 4 E 4 E 4 E 4 E
0,047  0,0487 0,04 0,0472 0,0425 0,0489 0,0496 0,0491 0,0448 0,0445 0,0451 0,0498
0,631 0,631 0,1492 0,1451 0,495 10,1795 0,1522 0,1712 0,1455 0,1567 0,1481 0,1547
-0,0017 -0,0049 -0,0029 -0,0058 -0,0029 -0,0036 -0,002 -0,0045 -0,0027 -0,0065 -0,0027 -0,0037
0,0273 0,014 0,0225 0,0157 0,0201 0,0162 0,0219 0,0159 0,021 0,0045 0,0198 0,019
-0,0001 -0,0004 -0,0001 -0,0003 -0,0002 -0,0004 -0,0001 -0,0004 -0,0001 -0,0003 -0,0002 -0,0004
0,0434 0,0612 0,0382 0,0543 0,0357 0,038 0,0407 0,0608 0,0373 0,0255 0,0353 0,0589
0 -0,0002 0 -0,0001 0 -0,0001 0 -0,0001 0 -0,0002 0 -0,0001
0,0408 0,0502 0,0349 0,0485 10,0326 0,0518 0,038 0,0498 0,0335 0,0444 0,0333 0,0518
-0,0004 -0,0018 -0,0007 -0,001 -0,0007 -0,0013 -0,0013 -0,0012 -0,0013 -0,0009 -0,0006 0
-0,0394 -0,0508 -0,0693 -0,044 -0,0359 -0,0335 -0,033 -0,0374 -0,066 -0,0521 -0,0288 -0,0342
-0,0421 -0,0441 -0,0014 -0,0302 -0,027 -0,0483 -0,0434 -0,0489 -0,0011 -0,0249 -0,0253 -0,0451
-0,0163 -0,0138 -0,0171 -0,0162 -0,0139 -0,0176 -0,0174 -0,0119 -0,015 -0,0098 -0,0246 -0,026
-0,0269 -0,0433 -0,0437 -0,0547 -0,0156 -0,0524 -0,0187 -0,0486 -0,0414 -0,043 -0,0231 -0,0449
-0,0562 -0,0293 -0,0192 -0,0318 -0,0467 -0,0336 -0,0542 -0,0319 -0,0181 -0,0277 -0,0505 -0,0329
0 -0,0007 0 -0,0005 0 -0,0034 -0,0038 -0,0006 0 -0,0005 -0,0004 -0,0046
0 0 0 -0,0008 0 -0,0075 -0,0036 -0,0025 0 -0,0003 0 -0,0026
0 -0,0073 -0,0002 -0,0008 0 0 -0,0005 -0,0013 -0,0001 0 -0,0003 0
-0,0013 -0,0001 0 -0,0011 0 -0,0003 0 -0,0002 0 -0,0002 -0,0003 0
0 -0,0014 -0,0002 -0,0004 0 -0,0008 0 -0,0002 -0,0001 -0,0012 -0,0002 -0,0069
- - 0 -0,0002 0 -0,0009 - - 0 0 0 0
-0,0122 -0,0232 - - -0,0083 -0,0247 -0,0077 -0,0225 - - -0,007 -0,0285
-0,016 -0,016 -0,0147 -0,019 - - -0,0183 -0,0149 -0,0108 -0,0133 - -
-0,0299 -0,0249 -0,0086 -0,0126 -0,0063 -0,0233 -0,0135 -0,027 -0,0001 -0,0108 -0,0018 -0,0276
0 0 0 -0,0044 0 -0,0008 0 -0,0005 0 -0,0001 -0,0233 -0,0011
-0,0338 0,0422 -0,043 0,0364 -0,0372 10,0433 -0,0345 0,0225 -0,0471 10,0342 -0,015 0,0428
-0,004 0,0043 -0,007 0,0025 -0,0049 0,005 -0,0029 0,0037 -0,0044 -0,0012 -0,0029 0,0049
-0,0232 -0,103 -0,0436 -0,1035 -0,0433 -0,0941 -0,0221 -0,0715 -0,0426 -0,0842 -0,0421 -0,095
-0,0181 -0,0185 -0,013 -0,0223 -0,0376 -0,036
-0,0254 -0,0473 -0,0214 -0,0329 -0,0325 -0,0284
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Tabela 7.22 Razlika u atomskom naelektrisanju (Acharge) izmedu pobudenog i osnovnog
stanja za odgovarajuce atome u Z i E izomerima serije 2

Broj atoma Acharge
/supstituent

14 (2-NO2) 14 (2-NO2) 14 (2-NO2)
Izomer Z Z Z Z Z Z
C2 0,0402 0,0272 0,0426 0,0405 0,0362 0,0414
C3 0,1695 0,1401 0,1528 0,1492 0,1511 0,1393
C3a -0,0016 -0,0104 -0,0031 -0,0088 -0,0032 -0,0082
C4 0,0327 0,0089 0,0247 0,0078 0,0215 0,0195
C5 0 -0,0015 -0,0001 -0,0005 -0,0002 -0,0005
C6 0,0496 0,0303 0,0406 0,0253 0,0368 0,0223
C7 -0,0001 -0,0005 0 -0,0003 0 -0,0004
C7a 0,0481 -0,0121 10,0375 0,0391 0,0329 0,0475
cr -0,001 -0,0003 0 -0,0018 -0,0002 -0,0013
cY -0,0418 -0,025 -0,022 -0,0325 -0,0167 -0,0247
Cc3® -0,0324 -0,0163 -0,0438 -0,0286 -0,0374 -0,0316
c4 -0,0131 -0,0068 -0,0144 -0,0129 -0,0125 -0,0154
Ccs -0,0386 -0,0304 -0,031 -0,0299 -0,0319 -0,0314
ce’ -0,0267 -0,0181 -0,036 -0,0223 -0,0347 -0,0238
H1 0 -0,005 -0,0017 -0,0001 0 -0,0004
H4 0 -0,0012 0 -0,0023 0 0
H5 -0,0003 -0,0016 0 0 0 -0,0022
H6 -0,0002 -0,0012 0 0 -0,0001 -0,0001
H7 -0,0008 -0,0026 0 -0,0009 0 -0,002
H2’ - - 0 0 0 0
H3’ -0,0159 -0,0139 - - -0,006 -0,0156
H4’ -0,0162 -0,0107 0 -0,0101 - -
HS -0,0188 -0,0189 -0,0106 -0,0143 -0,0045 -0,0161
H6’ 0 -0,0001 0 -0,0001 -0,0009 -0,0001
02 -0,0526 0,0028 -0,0486 0,0207 -0,0504 0,0166
0’ (NO2) -0,0055 -0,0019 -0,0019 -0,0007 -0,0023 -0,0061
0’ (NO2) -0,0054 -0,0013 -0,0098 -0,014 -0,0034 -0,0056
N1 -0,0056 -0,0076 -0,0074 -0,0058 -0,0099 0,0004
N3 -0,0599 -0,018 -0,0515 -0,0837 -0,0528 -0,0852
N (NO2) -0,0037 -0,0038 -0,0035 -0,0129 -0,0114 -0,0163
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Slika 7.7 TD-DFT izrac¢unati UV-Vis spektri E izomernog oblika u a) DMSO, b) EtOH, c)
AcN (serija 2)
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Slika 7.8 TD-DFT izrac¢unati UV-Vis spektri Z izomernog oblika u a) DMSO, b) EtOH, c)
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13 14 15 16

Slika 7.10 MEP mape jedinjenja 1-16 serije 2 u Z obliku (gasovita faza) izracunati pomocu
B3LYP/6-311G(d,p) metode u osnovnom stanju
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Slika 7.11 Korelacija vmax VS parametara supstituenata za jedinjenja 1-16 u 2-CE za E
izomere serije 2
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Slika 7.12 Korelacija vmax VS parametara supstituenata za jedinjenja 1-16 u 2-CE za Z izomere
serije 2
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Slika 7.14 Korelacija vmax VS parametara supstituenata za jedinjenja 1-16 u DMSO za Z
izomere serije 2
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NMR pomeranja

Slika 7.15 Korelacioni rezultati SCS vrednosti izatinskih derivata (E izomeri) sa o
konstantama primenom Hametove jedna¢ine 3.6. (2) na C2; variabla (¢%) = -5,52, variabla (o)
=-0,48, odsecak = 164,18, r = 0,964 (serija 2)

Slika 7.16 Strukture 4-supstituisanih N-benzilidenanilina (Ar = fenil, serija 3), N-fenil
supstituisani aldimini (Ar = 3-piridil serija 4; Ar = 2- piridil serija 5; Ar = 4- piridil serija 6).

F

o, TG

Slika 7.17 Strukture 4-supstituisanih N-[1-(piridin-3-il)etiliden]anilina (serija 7) i 4-
supstituisanih N-[1-(piridin-4-il)etiliden]anilina (serija 8).
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Slika 7.18 Mezomerne strukture imino derivata sa elektron-donorskim i elektron-
akceptorskim grupama

Slika 7.19 Numeracija atoma kori§¢ena u Baderovoj analizi za proucavana jedinjenja
(primeri dati za a) 3 (3-OH), b) 6 (4-OMe) i ¢) 15 (3-NO) molekule serije 2
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13 14 15 16

Slika 7.20 ICT procesi iz osnovnog (crveno) u pobudeno stanje (plavo) za jedinjenja 1-16
serije 2 u Z izomernom obliku
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Slika 7.21 ICT u molekulima 1-16 serije 2 za Z izomere. Polozaji baricentara za gubitak
naelektrisanja (cijan krug) i dobijanje naelektrisanja (ljubi¢asti krug) u toku prelaza
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pirimidin karboksilnih kiselina u reakciji sa diazodifenilmetanom* pod mentorstvom prof. dr
Bratislava Jovanovica, odbranila je 25.06.2007. godine i stekla zvanje magistra tehnickih

nauka.

Od 1998. godine pa na dalje zaposlena u Visokoj Skoli strukovnih studija Beogradska
politehnika. Od 1998. do 2007. godine radila je kao saradnik na predmetima Hemija, Hemija 1
i Hemija 2. Od 2007. do danas, realizuje nastavu na predmetu Hemija koji se slusa na Cetiri
studijska programa odeljenja za tehnologije Beogradske politehnike. Zvanje predavaca u
navedenoj ustanovi, a iz uze struéne oblasti — Primenjena Hemija, stekla je 26. decembra 2007.
godine. Clan je Saveta Skole od 07.03.2012. Od 01.06.2012. radi u sektoru nastave na
poslovima Koordinatora nastave. Pohadala seminar ,,Usavr$avanje univerzitetskih nastavnika
— bazi¢ni program®, u Beogradu 2006. godine. Rukovodilac projekta ,,Upotreba Moodle
platforme za e-ucenje na predmetu Hemija u $kolskoj 2010/11 godini“.Od 2015. godine
angazovana je na projektu ,,WamPPP 2015, Erasmus +“. mr Dominik Brki¢ se sluzi engleskim,
francuskim i ruskim jezikom. Za potrebe nastave i nauc¢no-istrazivackog rada, odli¢no se sluzi

racunarom i koristi odgovarajuce softverske pakete.

Dominik Brki¢ je kao koautor 1 autor do sada ucestvovala u izradi i publikaciji ukupno
39 radova u kategorijama: 1 rad kategorije M21, 5 radova kategorije M23, 20 radova kategorije
M33, 1 rad kategorije M34, 1 rad kategorije M51 i 11 radova kategorije M63. Iz oblasti
istrazivanja kojoj pripada predlozena tema doktorske disertacije, kandidat je autor 2 naucna

rada objavljena u medunarodnom ¢asopisu (oznaka grupe M20: vrsta rezultata M21, M23).



Spisak objavljenih radova i saopStenja proistekli iz disertacije

Kategorija M21:

1. D. Brki¢, A. Bozi¢, A. Marinkovi¢, M. Mil¢i¢, N. Prlainovi¢, F. Assaleh, 1. Cvijetié,
J. Nikoli¢, S. Drmani¢, ,,Detailed solvent, structural, quantum chemical study and antimicrobial
activity of isatin Schiff base®“, Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular

Spectroscopy, Vol. 196, pp. 16-30, DOI: 10.1016/j.saa.2018.01.080, 2018, ISSN: 1386-1425,
IF: 2,536.

Kategorija M23:

1. D. Brki¢, A. Bozi¢, V. Nikoli¢, A. Marinkovi¢, H. Elshaflu, J. Nikoli¢, S. Drmanié,*
Solvatochromism of isatin based Schiff bases: An LSER and LFER study* Journal of the
Serbian Chemical Society. Vol. 81, Issue 9, p979-997. DOI: 10.2298/JSC160119049B, 2016,
ISSN: 0352-5139, IF: 0.822.



Oopa3an 5.

N3jaBa 0 ayTopcTBY

IMormucanu Jomuuuk bpkuh

bpoj nnnekca
U3jaBibyjem
J1a je TOKTOPCKa JArcepTallyja 1moj HacJIOBOM

.CHHTE32a, CTPYKTYPA U cBojcTBa IHlndoBux 0a3za nuzarnua“

pe3yiTaT COIICTBECHOI' UCTPAXKUBAYKOI paja;

Jla AUcepTalyja y HeJMHA HU y JISJIOBUMA HUje Omiia MpeuIosKeHa 3a CTULAbE APYTe
JUIIIOME TIpeMa CTY/IHjCKUM MPOrpaMuMa JPYruX BUCOKOIIKOJICKUX yCTAaHOBA,;

Jla Cy pe3yiTaTh KOPEKTHO HAaBEJCHU U

Jla HUCaM KPIIIHJIa ayTOpCKa IpaBa U KOPUCTHIIA MHTEICKTYATHY CBOJUHY JIPYTUX JIHIIA.

IMoTrnuc ayropa

V¥ beorpany, 21.05.2018. ronune




Oopa3an 6.

N3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE M €JIEKTPOHCKE Bep3Huje

JTOKTOPCKOT paja

Nwme u npesume ayropa JJomunuk bpkuh

Bbpoj unnekca
Crynujcku mporpam:

Hacnos pana ,,Cunre3a, crpykrypa u cBojcrBa lllndoBux 6a3a mzaruna‘

Menrop ap Cama JIpmanuh, Banpeanu npodecop

W3jaBibyjemM 11a je mrTamIiana Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA €JIEKTPOHCKO)]
BEp3UjH KOjy caM Ipegana paad [oxpameHa y JIMTHTAIHOM pPeno3uTopujymy

Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM Aa ce 00jaBe MOjH JMYHU TMOJAIM BE3aHU 3a NOOWjame aKaJIeMCKOT
Ha3MBa JOKTOpA HayKa, Kao IITO Cy UMe U IIPe3uMe, TOANHA U MECTO polerma U JaTyM oJi0paHe

pana.

OBu NMYHU nogamu Mory ce O6jaBI/ITI/I Ha MPCKHHM CTpaHUIlaMa JUIUTAJIHC

O6ubnuoTeke, y eeKTPOHCKOM KaTaJlory U y myOnukanujama YHuBep3urera y beorpany.

IHornuc ayropa

V¥ beorpany, 21.05.2018. ronune




Oopa3zan 7.

N3jaBa o0 kopuinhemwy

Ornamhyjem YHUBEp3uTeTCKy OMOIMOTEKY ,,CBeTo3ap MapkoBuh* na y JlururamHu
perno3uToprjymM YHuUBep3uTeTa y beorpamy yHece MOjy TOKTOPCKY AHMCEpTaljy IO

HaCJIOBOM.

.CHHTE32a, CTPYKTYPA U cBojcTBa HllndoBux 0a3za nuzaruua“

KOja je MOje ayTOPCKO JeJo.

HI/IcepTaHI/ij Ca CBUM IIpWJIO3HWMa IIpeaaja caM y CICKTPOHCKOM (bopMaTy IIOroAHOM

3a TPajHO apXUBUPAHE.

Mojy [IOKTOPCKY OUCEpTaljy moxpameHy Yy JIMTHTATHOM pPEerno3UTOPHjyMy
YuuBepsutera y beorpaay u q0CTynHy y OTBOPEHOM IPUCTYIY MOTY Jia KOPHCTE CBU KOjU
MIOINTY]y oApende canpkaHe y omabpanom tumy nwuienne KpearuBHe 3ajenuure (Creative

Commons) 3a K0jy caM ce O/Ty4nJIa.
1. AyropctBo (CC BY)
2. AyropctBo — Hekomepimjaiaao (CC BY-NC)
3. AyropctBo — HekoMepurjaiaHo — 6e3 mpepana (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEpIHMjaTHO — neautu moja uctum yeiaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 nipepana (CC BY-ND)
6. AyropctBo — nenutu o uctum yciaosuma (CC BY-SA)

(Monumo 1a 3a0KpyKHUTE CaMo jeHY OJ] IIECT MOHY)EeHHUX JIUIEHIIH.
Kparak onwc JIMIEHIN je cCacTaBHU JIe0 OBE H3jaBe).

IHornuc ayropa

V¥ beorpany, 21.05.2018. ronune




1. AyropcrBo. [lo3BojbaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYIM]Y M jaBHO CAOMIITaBAHE
7ena, U pepajie, ako ce HaBee MMe ayTopa Ha HauKH ojpeleH o1 cTpaHe ayTopa Wi JaBaoa

JIMIICHIIC, YaK U y KoMepuujasiHe cBpxe. OBO je HajcI000IHH]ja O CBUX JIMIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HekoMepuMjajHo. J[03BOJbaBaTe yMHOXaBame, TUCTPUOYLH]Y U
JaBHO CaoMIlTaBame Jieja, U pepajie, ako ce HaBe/Ie MMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o cTtpane

ayTopa WM JaBaouia juienie. OBa JMiieHIa He 103B0JbaBa KOMeplrjaIHy yrnoTpely aena.

3. AyTOopcTBO — HeKOMepUHjaJHO — 0e3 mpepaaa. /[03BoJbaBaTe yMHOXKaBame,
JTUCTPUOYIM]Y U jaBHO CaoIlIITaBame jeia, 0e3 mpomMeHa, peoOIuKoBama WiIu ynorpeoe nea
y CBOM JIely, aKO C€ HaBeJle MMe ayTopa Ha Ha4MH oJjpel)eH o/ cTpaHe ayTopa WM JaBaola
munenne. OBa JIMIIeHIIa He T03B0JbaBa KOMEPILIMjaIHy yroTpeOy aena. Y OQHOCY Ha CBE OCTaje

JUIEHIIe, OBOM JIMIICHIIOM Ce orpaHu4aBa Hajpehu oOuM mpaBa kopuinhema aena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPUHjaJIHO — AeJIUTH MO UCTUM YycaoBuMa. J[03BosbaBaTe
YMHOXaBame, JUCTPUOYNH]y M jaBHO CAOIITaBame JeJla, U Mpepaje, ako ce HaBele HMe
ayTopa Ha HauyMH ojpeheH o cTpaHe ayTopa WIM JaBaolla JIMLEHIIE M aKo ce mpepaja
IUCTpUOyHpa 1o/ UCTOM MM CIIMYHOM JIMIeHoM. OBa JIMLIEHIIa He 103B0JbaBa KOMEPILMjalIHy

ynotpeOy ziena u npepaja.

5. AyTopcTBo — 0e3 mpepaja. J[03BojbaBaTe yMHOXKaBamwe, AUCTPUOYLH]y U jaBHO
caoniuTaBame Jiena, 0e3 npoMeHa, MpeoOINKOBamba WK yIIoTpede /1ea y CBOM JIelly, ako ce
HaBeJle M€ ayTopa Ha HauuH oJpel)eH oJ] CTpaHe ayTopa Wi JaBaona guneHe. OBa JuieHna

J103BOJbaBa KOMEPIIMjAIHY yIIOTpeOy aena.

6. AyTOpCcTBO — AeJUTH MOJ HCTHM YyciaoBuMma. J[03BoJbaBaTe yMHOXKaBambe,
TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAONIITaBaWkE Jieja, U Mpepaje, ako ce HaBelle UMe ayTopa Ha HauuH
olpeheH o cTpaHe ayTopa WM JlaBaolla JUIEHIIE U aKo ce Ipepajaa JUCTpudyunpa 1noj uCToM
WM CIMYHOM NunieHIioM. OBa IUIIeHIIa 103B0JbaBa KOMEpIIUjaIHy yrnoTpely Aena U npepaja.

CJ'II/I‘-IHajC CO(I)TBCpCKI/IM JIMICHIIaMa, OAHOCHO JIMIICHIIaMa OTBOPCHOT KO/J1a.



