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1. UvOD

1.1. Benzimidazol i derivati benzimidazola

Benzimidazol je biciklicki heterociklicki spoj koji se sastoji od fuzioniranog
benzenskog prstena i imidazolne jezgre, spojene u polozajima 4 i 5. Benzimidazolni prsten
sadrzi dva atoma duSika amfoterne prirode, koji mogu pokazivati 1 kisele i1 bazicne
karakteristike. Spoj postoji u dva tautomerna oblika (1 i 2) (slika 1), ovisno o tome na kojem se
od dva dusikova atoma nalazi vodikov atom. Tautomeri supstituirani na polozajima C-5 i C-6
smatraju se ekvivalentnima, dok u slu¢aju N-supstitucije tautomerija nije moguca, pa se mogu

izolirati dva razli¢ita izomera.t
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Slika 1. Tautomerne strukture benzimidazola

Terapeutski znacaj benzimidazolne jezgre prepoznat je jos 1944. godine, kada je Woolley?
pretpostavio da bi benzimidazol mogao sudjelovati u bioloskim procesima na nacin sli¢an
purinima.’ Nekoliko godina kasnije, Brink* je identificirao N-ribozil-dimetilbenzimidazol kao
produkt razgradnje vitamina B,, (slika 2), gdje ovaj spoj djeluje kao aksijalni ligand kobalta.®
Ova otkri¢a potaknula su sustavna istrazivanja benzimidazolnih derivata u svrhu ispitivanja

njihovih potencijalnih terapijskih svojstava.
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Slika 2. Struktura vitamina B1»



Alkaloidi benzimidazolnih derivata su vrlo rijetki u prirodi, stoga se samo par primjera
moze pronaci u literaturi. Kealiikvinon (3) su 1990. Scheuer i Clardy izolirali u obliku crvenih
iglica kao sekundarni metabolit karbonatne leukonoidne spuzve roda Leucetta. Schmitz i
suradnici su 1997. izolirali 2-deoksi-2-aminokealiikvinon (4) takoder iz spuzve Leucetta.
Jedina razlika ovih dviju struktura je prisutnost amino skupine u polozaju C-2 kod 2-deoksi-2-
aminokealikvinona u odnosu na enolnu skupinu kod kealiikvinona (6) (slika 3). Uz to, Proksch

i suradnici” izolirali su kealiinin (5-7) iz spuzvi Leucetta i Clathrina.
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Kealinin A-C
3 X=0H 5 A=R4=H, R,=0H, Rs=H
4 X=NH, 6 B = R4=H, R,=OMe, R3=H

7 C-= R1= OMe, R2=O|\/|e, R3=OMe
Slika 3. Prirodni spojevi benzimidazola

Benzimidazol predstavlja vazan strukturni motiv u medicinskoj kemiji zbog Ceste prisutnosti u
spojevima s raznolikim bioloskim udincima, medu kojima se istiCu antitumorsko,?
antioksidativno,” protuupalno,’® antivirusno,'" antihipertenzivno,'”? antimikrobno' i
antifungalno'* djelovanje. Zbog strukturne srodnosti s purinskim bazama adeninom i gvaninom,
benzimidazol se ¢esto opisuje kao purinski izoster, Sto mu omogucuje interakciju s bioloskim
makromolekulama poput DNK i RNK. Njegova sposobnost ostvarivanja vodikovih veza,
aromatskih interakcija, hidrofobnih 1 van der Waalsovih sila te =— povezivanja Cini ga Cestim

gradevnim elementom u dizajnu antitumorskih i1 drugih farmakoloski aktivnih spojeva.



2. SINTEZA SPOJEVA
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Shema 1. Reagensi i uvjeti: (i) NaNs, NaNO, HCI : H.O = 1 : 1; (ii) propargilni alkohol,
Cu(OAC)2, MeOH,; (iii) (COCI),, DMSO, EtzN, CH2Cly; (iv) KOH/K2COs3, aceton; (v) ZnOnp,
EtOH; (vi) Re(CO)sCl, CHCls.

2.1. Sinteza azida

Postupak:

Odgovarajuci anilin (1 ekv.) otopi se u 10 mL smjese klorovodi¢ne Kiseline i vode (1 : 1, v/v).
Dobivena otopina se ohladi na 0 °C, a zatim se uz pazljivo hladenje 1 uz mijeSanje postupno
dodaje vodena otopina natrijeva nitrita (1.4 ekv. u 4 mL vode), pri ¢emu se temperatura
reakcijske smjese odrzava ispod 10 °C. Nakon 30 minuta, u reakcijsku smjesu se pazljivo doda
otopina natrijeva azida (1.5 ekv. u 4 mL vode), uz kontrolu temperature koja ne smije prijeci
15 °C. Reakcijska smjesa se potom mijeSa 2—3 sata pri sobnoj temperaturi, a nakon toga se
pazljivo neutralizira dodavanjem zasiene vodene otopine natrijeva karbonata (kapaljkom).
Nakon dovrSetka reakcije, smjesa se prenese u ekstrakcijski lijevak i ekstrahira dva puta dietil-
eterom. Kombinirani organski slojevi se suSe preko bezvodnog magnezijeva sulfata, zatim

profiltriraju i upare pod sniZzenim tlakom do suhog.



2.2. Sinteza 1,2,3-triazola

Cu(OAc), Nzp
O 2o 222 O,

CH4OH

Postupak:

Prethodno sintetizirani azid otopi se u 3—4 mL metanola. U otopinu se zatim doda propargilni
alkohol (1.5 ekv.) te kataliticka koli¢ina bakrova(Il) acetata. Reakcijska smjesa se mijeSa na
temperaturi refluksa tijekom 2 h, a tijek reakcije se prati tankoslojnom kromatografijom. Nakon
zavrSetka reakcije, formirani talog se odvoji filtracijom, ispere s malom koli¢inom hladnog
metanola, a zatim s dietil-eterom. Dobiveni kruti produkt susi se na zraku ili pod snizenim

tlakom.



3. REAKCIJE DOKAZIVANJA PROTEINA

Proteini su makromolekule gradene od aminokiselina koje se medusobno povezuju
peptidnim vezama. Postoji velik broj aminokiselina, no ne ulaze sve u onu skupinu koje grade
proteine. Samo je 20 aminokiselina koje grade proteine, ostale nazivamo neproteinske
aminokiseline, npr. ornitin 1 citrulin. Aminokiseline takoder mozemo podijeliti na dvije grupe;
na esencijalne i neesencijalne. Esencijalne aminokiseline su one koje treba unositi u organizam
putem hrane jer ih ljudski organizam ne moze sam sintetizirati, dok su neesencijalne one koje

organizam sam moze sintetizirati.

3.1. TaloZne reakcije dokazivanja proteina

Talozne reakcije dokazivanja proteina temelje se na koloidnim svojstvima otopine
proteina. U vodi se proteinske molekule otapaju stvarajuci koloide. Pod utjecajem razli¢itih
¢imbenika dolazi do razaranja nativne konformacije proteina, §to dovodi do gubitka njegove
bioloske funkcije. Taj proces nazivamo denaturacija. Potpuno denaturirani protein poprima
razlicite nasumi¢ne konformacije koje su bioloski inaktivne. Do denaturacije proteina najcesce
dolazi poviSenjem temperature, promjenom pH (pri ekstremno niskim i visokim vrijednostima
pH), dodatkom organskih otapala, pri povecanoj koncentraciji soli, dodatkom teskih metala

(Hg?*, Pb?*, Ag*, Cd?") te dodatkom razli¢itih oksidansa i reducensa.
Pribor:

stalak s epruvetama, kapaljke, plamenik, drvena hvataljka

Kemikalije :
e Koncentrirana HCI
e FEtanol
e NaOH
e UZORAK: otopina bjelanjka

Priprema uzorka: bjelanjak se u ¢asi odvoji od Zutanjka, te se doda trostruki volumen vode.

Nakon mijeSanja staklenim Stapi¢em, otopina se profiltrira preko lijevka s filter papirom.

Postupak:
U devet epruveta uliti po 2 mL otopine bjelanjka te tretirati na slijede¢i nacin:
1. epruveta — kuhanjem otopine bjelanjaka u epruveti
2. epruveta —u otopinu bjelanjka dodati nekoliko kapi koncentrirane klorovodi¢ne kiseline
3. epruveta — u otopinu bjelanjka dodati nekoliko kapi otopine natrijevg hidroksida

4. epruveta — dodati nekoliko kapi etanola i protresti
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4. REFERAT

Ime i prezime, studij:

Broj stola:
Datum:

Naziv vjezbe:

JednadZba reakcije:

Pracenje tijeka reakcije tankoslojnom kromatografijom:
Racun:

Zakljucak:

Referat sinteza:

e Komentirajte dobivena iskoristenja
e Te odgovoriti na pitanja
1. Pronadite u literaturi primjere drugih reakcijskih uvjeta koji se koriste u sintezi
1,2,3-triazola, potkrijepite to literaturnim navodima
2. Na NMR spektru 1,2,3-triazola oznac¢i koji signal odgovara kojem protonu
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IH NMR (600 MHz, DMS@®)8.82 (s, 1H), 8.20 — 8.12 (m, 2H), 8.12 — 8.04 (m, 2H), 5/3956 Hz, 1H), 4.64 (dd= 5.6, 0.8 Hz, 2H), 2.63 (s, 3H).
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Referat dokazivanije proteina:

1. Sto je kvaterna struktura proteina, a §to tercijarna?
2. Sto je denaturacija proteina?
3. Opisati opazanja u provedenoj vjezbi za svaku epruvetu.
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