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Sazetak

U cilju proucavanja djelovanja oksimskih derivata heterostilbena kao reaktivatora kolinesteraza
sintetizirani su novi spojevi 15 — 21. Dobivanje zeljenih spojeva zapocinje Wittigovom
reakcijom kojom su sintetizirani heterostilbeni 1 — 7, koji su Vilsmeier-Haackovim
formiliranjem prevedeni u aldehide 8 — 14. Na njima je provedena reakcija u cilju dobivanja
oksimskih derivata 15 — 21, koji do sada literaturno nisu poznati. O¢ekivani produkti bili su Cis-
I trans- izomeri spojeva 15 — 21, s nizom razli¢itih supstituenata vezanih u para- polozaju
benzenskog prstena. U konacnici, u svakoj provedenoj reakciji dobivanja oksima nastala su
cetiri izomera, s obzirom na konfiguraciju dvostruke veze ugljika, te s obzirom na konfiguraciju
dvostruke veze izmedu ugljika i dusika oksimske skupine. Svaki dobiveni oksimski derivat
15 - 21 moze zauzeti Cetiri razli¢ita izomerna oblika: cis, syn-, trans, syn-, cis, anti-, trans,
anti-. Svi novi spojevi okarakterizirani su spektroskopskim metodama, a za one dobivene u
dovoljnoj koli¢ini bit ¢e ispitana reaktivacijska aktivnost prema humanim enzimima AChE i
BChE.

Kljuéne rijedi: heterostilbeni, kolinesteraze, oksimi, reaktivacija AChE i BChE, spektroskopija



Summary

Synthesis and characterization of novel oxime derivatives of heterostilbenes

as potential cholinesterase reactivators

For the purpose of studying the effect of oxime derivatives of heterostilbene as a cholinesterase
reactivators, new compounds 15 — 21 were synthesized. Starting ompounds 1 — 7 were
synthesized using the Wittig reaction, and they are converted to the aldehydes 8 — 14 by
Vilsmeier-Haack formylation. In order to obtain previously unknown oximes 15 — 21,
oximation was carried out. The expected products were the cis- and trans- isomers of
compounds 15 — 21, which contain different substituents bound in the para-position of the
benzene ring. Finally, in each reaction of oxime formation, four isomers were obtained,
considering to the configuration of the carbon-carbon double bond, and to the double bond
between the carbon and nitrogen of the oxime group. Each obtained oxime derivative 15 — 21
can take four different isomeric forms: cis, syn-, trans, syn-, cis, anti-, trans, anti-. All new
compounds were characterized by spectroscopic methods, and for those obtained in sufficient

quantities, the reactivation activity against human enzymes AChE and BChE will be tested.

Key words: AChE and BChE reactivation, cholinesterases, heterostilbenes, oximes,

spectroscopy
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1. UvOD

Literaturno poznati oksimski derivati pokazali su se pogodnima u ulozi reaktivatora AChE i
BChE inhibranih organofosfatima ili kao inhibitori spomenutih kolinesteraza. S obzirom da
trovanje ziv€anim agensima predstavlja velik problem, istrazivanja terapeutskog ucinka radi
suzbijanja posljedica trovanja, od velike su vaznosti. U okviru ovog rada sintetizirani su
oksimski derivati 15 — 21, u obliku ¢etiri moguca izomerna oblika, sa nizom supstituenata u
para- polozaju benzenskog prstena reakcijskim putem koji ukljucuje Wittigovu reakciju,
Vilsmeier-Haackovo fomriliranje i u konacnici oksimiranje. Za identifikaciju i odredivanje
dobivenih struktura koriStene su jednodimenzionalne 'H i '*C NMR metode te dvodimenzijske
COSY i1 HSQC spektroskopske metode. Cilj ovog rada bio je sinteza novih oksimskih derivata
heterostilbena, kao potencijalnih reaktivatora kolinesteraza, te ¢e bioloska aktivnost dobivenih

novih spojeva u dovoljnoj koli¢ini biti ispitana.



2. OPCI DIO
2.1. Kolinesteraze

Acetilkolinesteraza (AChE; E.C. 3.1.1.7) i butirilkolinesteraza (BChE; E.C. 3.1.1.8) su
strukturno homologni enzimi, a karakterizira ih razlicita kataliticka aktivnost, specifi¢nost

vezanja supstrata, liganada i inhibitora.t

Enzim AChE je visoko specificna za hidrolizu acetilkolina (ACh), ¢ime kontrolira prijenos
zivéanih impulsa u kolinergi¢noj sinapsi centralnog i perifernog zivéanog sustava.?® Tijekom
neurotransmisije (slika 2.1.) ACh se oslobada iz sinaptickog mjehuri¢a predsinapticke
membrane u sinapticku pukotinu. Tamo se veze na receptore ACh smjeStene na postsinaptickoj
membrani.*® Vezanje ACh pokreée niz procesa koji rezultiraju depolarizacijom membrane i
daljnjim prijenosom Zivéanog impulsa.® Na postsinaptickoj membrani smjestena je AChE,
¢ijim djelovanjem se ponovno uspostavlja polarizacija postsinapticCke membrane, a prijenos

impulsa se zaustavlja.*®
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Slika 2.1. Put ACh tijekom neurotransmisije.®

Posebnu znacajku strukturi AChE daje Zdrijelo aktivnog mjesta duboko 20 A, dok je aktivno
mjesto enzim smjesteno na udaljenosti 4 A od dna molekule. Na slici 2.2. shematski je
prikazana struktura aktivnog mjesta AChE, koje se sastoji od dvije podjedinice, periferno

anionsko mjesto i kataliticko mjesto, na kojem se odvija vezanje ACh.°
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Slika 2.2. Shematski prikaz aktivnog mjesta AChE.®

Mehanizam hidrolize zapocinje vezanjem acilne skupine ACh na aminokiselinski ostatak
serina, te preko intermedijera dolazi do oslobadanja kolina. Acilirani enzim podlijeze
nukleofilnom napadu vode, odnosno deaciliranju, koje je potpomognuto histidinom, a u
zavr$nom koraku dolazi do oslobadanja octene kiseline i u konacnici regeneracije enzima.l®
Smanjena razina ACh i gubitak kolinergickog sustava karakteristika su Alzheimerove bolesti,

pa osnovu farmakoterapijskog lijeCenja Alzheimerove bolesti predstavljaju reverzibilni

inhibitori AChE .’

Vecina BChE nalazi se u plazmi, predstavljajuci sakupljaca raznih Stetnih tvari prije njihovog
dolaska do AChE, ¢ime uzrokuju njenu inhibiciju.®® BChE hidrolizira puno $iri spektar estera
(propionil(tio)kolin, benzoil(tio)kolin i dr.) ukljucujuéi i voluminozne neutralne estere (heroin,
kokain, prokain i dr.), pa ¢ak i neke negativno nabijene estere (aspirin), i to brzinama bliskima
brzini hidrolize butirilkolina.l® Takoder, ona sluzi kao ko-regulator kolinergicke

neurotransmisije hidrolizom ACh.1t1?

2.1.1. Inhibicija kolinesteraza

Inhibitori kolinesteraza mogu biti reverzibilni i imati terapeutski ucinak, dok toksi¢ni efekt
ostvaruju ireverzibilni inhibitori.% Ireverzibilni inhibitori AChE pripadaju skupini
organofosfatnih spojeva (OP), a to su najcesce esteri ili tioli izvedeni iz fosforne, fosfonske,
fosfinske ili fosforamidne kiseline. Svoje glavne toksikoloske ucinke iskazuju putem
ireverzibilne fosforilacije esteraza u sredi§njem Zivéanom sustavu.'® Organofosfatni spojevi
koriste se kao pesticidi i insekticidi, uslijed ¢ega djeluju i na druga ziva bica i ljude.® Primjeri

nekih koristenih pesticida prikazani su na slici 2.3., paraokson (1) i malation (2).° Trovanje

3



moze biti uzrokovano unoSenjem OP spojeva na razli¢ite nacine: udisanjem, gutanjem ili
apsorpcijom kroz kozu.!* Najvecu opasnost od OP spojeva predstavlja kemijsko oruzje poput
somana (3), sarina (4), ciklosarina (5), tabuna (6) i VX (7) (slika 2.3.). No, iako je njihovo
koristenje zabranjeno od strane Ujedinjenih Naroda, teroristicke organizacije i pojedine drzave

ipak ih koriste.®
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Slika 2.3. Strukture organofosfatnih spojeva 1 — 7.

Organofosfati su zapravo supstrati analogni ACh, koji ulaze u aktivno mjesto AChE, te se
kovalentno vezu na hidroksilnu skupinu serina, ¢ime dolazi do fosforilacije enzima (shema 2.1).
Deforforilacija, odnosno regeneracija enzima vrlo je spora, StoviSe traje danima i onemogucuje
hidroliziranje neurotransmitera ACh.'® Inhibicija enzima dovodi do nakupljanja ACh u
sinapti¢koj pukotini, §to rezultira prekomjernom stimulacijom nikotinskih i muskarinskih ACh
receptora, ¢ime je neurotransmisija onemogucena. Klasicni simptomi ovih procesa su
uznemirenost, slabost misica, misi¢ni trzaji, mioza, hipersalivacija, znojenje, a trovanje moze

uzrokovati respiratorno zatajenje, nesvjesnost, zbunjenost, konvulzije i/ili smrt.26-18

Ireverzibilna inhibiciija odvija se u dva koraka. Prvi je brza, kratkotrajna reverzibilna
inaktivacija enzima, a drugi je spora ireverzibilna inhibicija. Prilikom ireverzibilne inhibicije
dolazi do kovalentnog vezanja inhibitora na enzim, odnosno formiranja vrlo stabilnog
kompleks izmedu enzima i inhibitora.’® No, pravovremenim djelovanjem enzim se moze
reaktivirati oksimima, prije nego S§to uslijedi dealkiliranje kompleksa enzim-organofosfat

(shema 2.1.).6
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Shema 2.1. Mehanizam inhibicije enzima acetilkolinesteraze (EOH) organofosfatima i
reaktivacija, spontana hidroliza te starenje fosforilanog enzima.®

2.2. Primjena oksima

Uslijed trovanje OP spojevima, glavna terapija ukljucuje atropin kao antimuskarinski lijek,
benzodiazepin kao antikonvulzivni lijek, a terapijsku ulogu pronalaze i odgovaraju¢i oksimi.?°
Oni, zarazliku od simptomatskih lijekova, regeneriraju funkciju AChE uklanjanjem OP spojeva
iz aktivnog mjesta. Na shemi 2.2. prikazan je mehanizam reaktivacije AChE, koji se zasniva na
nuklofilnom napadu oksima prema OP na fosforiliranoj AChE. Kovalentna veza izmedu OP i
serina AChE se cijepa, nastaje kompleks izmedu reaktivatora 1 OP, a enzim se tada
oslobada.?!?? Fosforilirani oksim moze biti mo¢niji inhibitor od pocetnog OP, pa moze do¢i i

do reinhibicije reativirane AChE.?® 1z tog razloga oksimi u ulozi reativatora moraju imati visoki

afinitet prema fosforiliranim kolinesterazama, a slabi afinitet za reinhibiciju.?
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Shema 2.2. Reativacija inhibirane AChE oksimskim reativatorom.®



Usprkos brojnim istrazivanjima, trenutna standardna terapija jo$ uvijek se temelji na malom
broju spojeva koji su prvi put sintetizirani 50-ih i 60-ih godina proslog stoljeca, a radi se o
pralidoksimu (2-PAM; 8), trimedoksimu (TMB-4; 9), asoksimu (HI-6; 10) i obidoksimu (11),
ije su strukture prikazane na slici 2.4.2% Provedena su mnoga in vitro ispitivanja
reaktivacijske, upotrebom razli¢itih izvora AChE, razli¢itih pesticida i Ziv€anih agenasa i in
VIVO ispitivanja sa Sirokim spektrom eksperimentalnih uvjeta, zivotinjskih vrsta, kombinacija
protuotrova i njihovih doza, te je dokazano da dodatak oksima osnovnom tretmanu atropinom

predstavlja terapeutsku korist.®
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Slika 2.4. Strukture spojeva 8 — 11.

lako je pralidoksim (2-PAM; 8) prvi sintetizirani i najéesce koristeni lijek, njegova sposobnost
regeneracije inhibirane enzimske aktivnosti nije zadovoljavajuca. S druge strane, trimedoksim
(TMB-4; 9) i obidoksim (11) pokazali su se vrlo dobri u lije¢enju trovanja OP insekticidima,
dok je za asoksim (HI-6; 10) uoceno da je ucinkovit za intoksikaciju izazvanu zivéanim
agensima. StoviSe, obidoksim (11), u kombinaciji s atropinom i diazepanom, pokazao je
pozitivne rezultate u klini¢kim ispitivanjima.3'*? No, niti jedan od standardnih oksima, koji se
koriste u medicinske i vojne svrhe, nije se pokazao kao univerzalni reaktivator AChE.* Kriti¢ni
segmenti mehanizma reaktivacije su orijentacija oksima i OP spojeva unutar uskog zdrijela
aktivnog mjesta, te kut nukleofilnog napada oksima.33-8 Takoder, kristalografskim ispitivanjem
inhibirane AChE, otkriveno je da konformacijske promjene pojedinih ostataka mogu rezultirati

smanjenom pristupacnoséu reaktivatora u zdrijelu aktivnog mjesta.*



2.2.1. Novi potencijalni oksimski reativatori

Provedena su istrazivanja kojima je odabrano nekoliko oksimskih derivata sa triazolnim
prstenima koji pokazuju reaktivacijska svojstva prema AChE inhibiranoj ziv€anim agensima,

usporedujudi njihova svojstva sa svojstvima standardno koristenih oksima.

Na slici 2.5. istaknuti su neki od primjera struktura takvih aldoksima, koji na lanac vezanog
triazolnog prstena imaju vezan i piridinski prsten sa aldoksimskom skupinom u ortho- polozaju
(12) ili imidazolni prsten sa aldoksimskom skupinom u polozaju 2 (13). Ispitivanje je
uklju¢ivalo mjerenje reativacije AChE inhibirane Zziv€anim agensima VX, sarinom i
ciklosarinom, te pesticidima koji sadrze toksi¢ni sastojak analogan paraoksonu. S obzirom da
se radi o piridinskim i imidazolnim aldoksimima, oni ne pokazuju brzi prelazak krvno-mozdane
barijere, ali kao spojevi koji sadrze kvaterne amonijeve atome, vjerojatno ¢e se lako moci

izluditi iz organizma.*°
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Slika 2.5. Strukture spojeva 121 13.

Takoder, u ex vivo ispitivanjima prethodno odabranih oksima kao reaktivacijskih sredstava za
inhibirane mutirane AChE, isti¢e se spoj 14 (slika 2.6.). Unutar istrazivanja, ispitivana je i
skupina alkiliranih piridinijevih aldoksima, koji ujedno strukturom predstavljaju analoge
spoja 7, od kojih je spoj 14 bio spoj sa najduljim alkilnim lancem, te je pokazao najbolje
rezultate. Ovakva struktura spoja sadrzi hidrofobni alkilni lanac i dio molekule kationskog
karaktera. Kroz istrazivanje je promatrana i uloga alkilnog lanca u kasnijem izlu¢ivanju iz
organizma, pa bi se produljenjem ovog lanca mogla ostvariti takva svojstva molekule
reaktivatora kojima bi se poboljSalo njeno izlu¢ivanje iz organizma. Intoksikacija je ispitivana,
na inhibiranim AChE sa razli¢itom koli¢inom Ziv€anog agensa tabuna, koriStenjem razlicite

koli¢ine spoja 14 kao reaktivatora.*!



Slika 2.6. Struktura spoja 14.

Nadalje, istrazivanjima oksimskih reativatora, koji u svojoj strukturi sadrze triazolni prsten,
uspjeSno su se pokazali i aldoksimi triazola s vezanim feniltetraizokinolinski dijelom
(slika 2.7.). Kod spojeva 15 i 16 lanac koji sadrzi triazolni prsten i spaja piridinski prsten sa
feniltetraizokinolinski dijelom, znatno je duzi u odnosu na lanac sa triazolnim prstenom, kod
prijasnje spomenutog spoja 12, koji spaja dva piridinska prstena. Sintetizirana je skupina
oksima, te su pojedinacno ispitane njihove reaktivacijske sposobnosti prema AChE i BChE

inhibirane sarinom, VX, ciklosarinom i tabunom.*?

OMe
& Qﬁww OMe

o

NOH

OMe
4 \N@\)/\N\/\/\/\/\N O
— N=N OMe

16

Slika 2.7. Struktura spojeva 15 i 16.

Uoceno je da prisutnost triazolnog prstena, zbog njegovog jakog dipolnog karaktera, moze dati
manje povoljnu orijentaciju za nukleofilni napad prema inhibiranom enzimu. Takoder, iako
aktivno mjesto BChE omogucava vec¢u konformacijsku slobodu 1 fleksibilnost testiranih
oksima, za razliku od aktivnog mjesta AChE, identificirani su potencijalni reaktivatori BChE

inhibirane samo sarinom i ciklosarinom, kao posljedica strukture samih inhibitora.*?

Razlika u reaktivacijskoj sposobnosti odredenog oksima, prema pojedinoj kolinesterazi
inhibiranoj s odabranim OP spojem, posljedica je konformacijskih promjena na aktivnom

mjestu kolinesteraze i sterickih smetnji uzrokovanih vezanim OP spojem, $to onda utjece na



mogucénost pristupa i zauzimanja potrebne orijentacije oksima, u cilju nukleofinog napada
prema OP spoju. Visestrukim interakcijama oksima sa ostacima unutar aktivnog mjestu moze
do¢i do stabilizacije oksima u nepogodnoj konformaciji, kojom je oksim smjesten predaleko od
fosfora vezanog na serin, ¢ime ne ostvaruje preduvjete za uspjeSnu defosforilaciju. Takoder,
prostorno ogranicenje zdrijela aktivnog mjesta moze ograniciti kut napada oksima i izlazak OP
iz zdrijela aktivnog mjesta. Rezultati ispitivanja kojima se tezi, obuhvacaju postizanje
maksimalne in vivo reaktivacije i minimalne toksi¢nost od samog reaktivatora, §to je najbolje
posti¢i maksimalnom brzinom reaktivacije i minimiziranjem afiniteta za preostali slobodni

enzim.*

Nedavno su sintetizirani i piridinijevi oksimi s jednim ili dva klora u ortho- polozaju (slika 2.8.),
koji su se pokazali kao u€inkoviti reativatori AChE inhibirane razli¢itim Ziv€anim agensima. U
veéini slucajeva su se ispitivani piridinijevi oksimi sa dva klorova atoma pokazali kao
ucinkovitiji reaktivatori, u odnosu na one sa jednim klorom. Uvodenjem klorovih atoma kao
supstituenata ostvarena je povecana lipofilnost, §to je rezultiralo pove¢anom sposobnoséu
prelaska krvno-mozdane barijere i smanjenju vrijednosti pKa §to povecava reativacijsku

sposobnost takvih oksima.*

Temeljem rezultata istrazivanja piridinijevih oksima kao potencijalnih reaktivatora AChE
inhibirane Ziv€anim agensima, provedeno je istrazivanje njihove reaktivacijske sposobnosti
BChE inhibirane sarinom, ciklosarinom, VX i tabunom. S obzirom da se spoj 17b (slika 2.8.)
istaknuo u reaktivacijskoj sposobnosti inhibirane AChE, on je ispitivan i kao potencijalni
reaktivator inhibirane BChE. Uz njega je za reaktivaciju BChE inhibirane sarinom ispitivan i
spoj 18b, te je u tom slucaju njihova reaktivacijska sposobnost bila usporediva, a dobivenim
rezultatima pokazali su se boljima od standardnih oksima. U slu€aju reaktivacije BChE
inhibirane ciklosarinom i VX, spoj 17b pokazao je sposobnost reaktivacije koja je bliska
rezultatima koje pokazuju standardni oksimi. lako se ovaj spoj pokazao neaktivnim za
reaktivaciju AChE inhibirane tabunom, u slu¢aju BChE inhibirane istim Ziv€anim agensom on
pokazuje sposobnost za reaktivaciju koja je bolja od standardnih oksima. Razlog tomu moze

biti aktivno mjesto BChE koje omoguéava veéu konformacijsku slobodu testiranog oksima.?



2 2 Br = NH2
©)
S P N N S LN
HON 1 o HON. M
NH, R
17a: R=H 18a: R=H
17b: R=CI 18b: R=CI
2 Br
Cla N/\/\/N N
HON

R 19a: R=H
19b: R=CI

Slika 2.8. Strukture spojeva 17 — 19.

Spoj 17b istaknuo se sposobnos¢u reaktivacije inhibirane AChE, ali i inhibirane BChE od strane
razlicitih ziv€anih agenasa, $to bi moglo dodatno poboljsati u¢inkovitost terapije. Takoder, s
obzirom na veliki afinitet vezanja spoja 17b prema AChE, on bi mogao zastititi aktivno mjesto

AChE od vezanja OP spojeva na kataliticki serin.?°

2.2.2. Utjecaj naboja

Sposobnost nukleofila da pristupi atomu fosfora unutar ograni¢enog prostora zdrijela aktivnog
mjesta, jedno je od ogranicenja djelovanja reaktivatora. Uz to, namece i drugo ograni¢enje, koje
proizlazi iz sposobnosti reaktivatora da prijede krvno-mozdanu barijeru. Ucinjeni su brojni
pokusaji kako bi se poboljSao prijenos reativator kroz krvno-mozdanu barijeru 1 omogucilo mu
se ciljano djelovanje. To je ukljucivalo primjenu pro-lijeka, vezanje reaktivatora na nosace,

dodavanje spoju hidrofobni karakter, te upotrebu drugih potencijalnih nukleofila.**

Orijentacija dipola unutar zdrijela je takva da ¢e pozitivno nabijene supstrate, s kojima stvara
elektrostatske interakcije, voditi do aktivnog mjesta. Bo¢ni aromatski lanci, na odredeni nacin,
Stite supstrat od izravne interakcije s negativno nabijenim ostacima. Afinitet kvaternih
amonijevih spojeva prema aromatskim prstenima uz djelovanje opisanih elektrostatskih
interakcija, djeluju uskladeno 1 time ostvaruju selektivno i u¢inkovito mjesto vezanja supstrata
u AChE, sto je u skladu sa polozajem aktivnog mjesta u dnu zdrijela.*”® Takva orijentacija dipola
niz zdrijelo aktivnog mjesta AChE prirodno sluzi za privlacenje kationa prema aktivnom
mjestu, kao §to to pokazuje i njen prirodni supstrat ACh.**
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Spojevi koji sadrze kvaterni duSikov atom pokazali su ograni¢enja u brzini prelaska krvno-
mozdane barijere, pa alternativu predstavljaju oksimi koji nemaju pozitivan naboj ili u strukturi
imaju tercijarni dusikov atom. Ispitivanja su pokazala da spoj 20 u kratkom vremenskom

intervalu prelazi krvno-mozdanu barijeru.*®

neutralna molekula

H g HON@O(N\/\,\O \ H
HON%\gN\/\KjH _ON%\E(N\/\N
kation \ ONé\H/H\/\@ / anion O

zwitterion

Shema 2.3. Ravnoteza izmedu kationskog, neutralnog, anionskog i zwitterionskog oblika

molekule 20.4

Ravnoteza se formira izmedu dvije skupine, oksimske i aminske, Sto rezultira pojavom
kationskog, zwitterionskog, neutralnog i anionskog oblika molekule u podruc¢ju pH vrijednosti
koje su prisutne u fizioloskim uvjetima. Zwitterionski i kationski oblik reativatora ima najvecu
sposobnost interakcije s kompleksom OP-AChE, dok se za neutralni oblik reaktivatora moze
ocekivati da ima najvecu sposobnost prelaska krvno-mozdane barijere 1 dolaska do centralnog
zivéanog sustava.*’ Mnoga razmatranja ukazuju na prednosti koje daje moguénost molekule da
formira ova Cetiri ionska oblika izmjenom protona, i time joj omogucuje razli€iti ionski
karakter, ovisno o okruzenju u kojem se nalazi.* Takoder, potencijalno ograni¢enje predstavlja
1 moguc¢nost uklanjanja protuotrova iz organizma i utjecaj njegove strukture na tu mogucnost,

$to za sobom veZe i razinu toksi¢nosti koju moze uzrokovati njegova primjena.*®

2.2.3. Primjena mutiranih AChE

Daljnja istrazivanja usmjerena su na upotrebu oksima kod razgradnje organofosfata u plazmi,
¢ime bi djelovanje prema ziv€anim agensima bilo ostvareno prije njihovog prelaska
krvno-mozdane barijere, ¢ime bi se onemogucio njihov dolazak do ciljanog mjesta i djelovanje
na AChE. KoriStenje mutiranih oblika AChE u kombinaciji s ucinkovitim oksimskim

reativatorom, predstavlja znatan doprinos u borbi protiv posljedica uzrokovanih izlaganjem OP
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spojevima, posebice u slu¢aju somana, tabuna i VX-a. Potencijalno aktivni parovi oksima i
mutiranih oblika AChE, ¢ije djelovanje u ciklusima inhibicije i reaktivacije je shematski

prikazano (shema 2.4.), istrazivanjem su sveobuhvatno analizirani.*°

Inhibicija Reaktivacija

Q Q H R (\)\

_ I _
AChE-O + Rzu"lp\l_—> AChE—o/P\"//RZ + _O\N/)\R—’ AChE-O + /EN_O/P\'"’RZ
R1 R1
Fosforilirani enzim

Oksim Fosforilirani oksim

Razgradnja OP potpomognuta oksimima

Shema 2.4. Razgradnja OP spoja u ciklusima inhibicije AChE i oksimima potpomognute

reativacije.*®

Razgradnja OP pomoc¢u oksima, koja je katalizirana egzogenim mutiranim AChE dokazana je
in vitro, ex vivo i in vivo kod miSeva. Na ovaj nacin znatno je umanjen problem dealkiliranja
kompleksa izmedu enzima i OP spoja, odnosno proces starenja, koji je izrazen kod djelovanja
ziv€anog agensa somana. Prednost koju pruza ovakav nacin djelovanja je stereoselektivnost
organofosfatnog enatiomera kod inhibicije, koja odgovara zahtjevima za reaktivaciju

oksimima.*®

2.3. Derivati oksazola kao inhibitori kolinesteraza

S obzirom da su se oksimi pokazali kao molekule koje imaju sposobnost ulaska u aktivno
mjesto AChE i BChE, svoju ulogu mogu pronadi i kao reverzibilni inhibitori kolinesteraza. Na
taj naCin bila bi omogucena primjena u preventivne svrhe, §to bi bilo izuzetno korisno u
situacijama moguce izloZenosti OP spojevima koji ireverzibilno inhibiraju kolinesteraze i ¢ija
je reativacija tada onemogucena. Takoder, takvi bi spojevi mogli biti u¢inkoviti i za smanjenje

simpotam Alzheimerove bolesti.?

Proucavanje interakcija molekula razli¢itih struktura, sa specificnom strukturom aktivnog
mjesta AChE i BChE, dovelo je do novih spoznaja i novih oksazolnih derivata sa zapazenim

svojstvom inhibicije kolinesteraza.
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Slika 2.9. Strukture spojeva trans-21 — trans-23.

Kao najmoc¢niji inhibitori BChE, u ovoj skupini spojeva, pokazali su se spojevi prikazani na
slici 2.9., trans-21, trans-22 i trans-23, od kojih je trans-21 imao najveci afinitet vezanja za
BChE. Znacajnu ulogu u aktivnosti odredenog spoja ima vrsta supstituenta i njegov polozaj na
fenilnom prstenu ovih derivata. U sluaju metoksi supstituenta, ortho- (trans-21) i meta-
(trans-23) analozi daju puno bolje rezultate od para-metoksi analoga. Shodno tome, spoj sa
meta- supstituiranim fluorom (trans-22) dao je bolje rezultate od njegovog analoga sa fluorom
u para- polozaju. Spojevi sa supstituiranom metilnom skupinom bili su najslabiji inhibitori

BChE od ovdje testiranih spojeva.>

N—
/1 H —\
=

cis-24
Slika 2.10. Struktura spoja cis-24.

Naslici 2.10. prikazana je struktura spoja cis-24, unutar kojeg se nalazi tiofenska jezgra, jednog
od izoliranih cis- izomera amino-5-ariletiloksazola, koji je pokazao najbolju aktivnost prema
BChE, te time predstavlja spoj sa veCom inhibitornom sposobnosti od opisanih spojeva
trans-21, trans-22 i trans-23. U skupini ispitivanih naftoksazol benzilamina, koji predstavljaju
elektrociklizacijske produkte, spojevi 25 i 26, sa p-fluorofenilnim i tiofenskim supstituentom

(slika 2.11.), pokazali su zapazenu inhibicijsku sposobnost prema AChE.>
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Slika 2.11. Strukture spojeva 25 i 26.

Prema tome, dobiveni rezultati ovog istrazivanja pokazuju da se ispitivani naftoksazol
benzilamini i amino-5-ariletenil-oksazoli mogu klasificirati kao umjereni inhibitori BChE.
Takoder, naftoksazol benzilamini pokazali su se kao snazniji inhibitori AChE nego derivati
trans-amino-5-ariletenil-oksazola. Selektivnost ovih spojeva prema vezanju za BChE mogla bi

biti korisna u daljnjem istrazivanju i razvoju selektivnih inhibitora kolinesteraza.>

14



3. REZULTATI | RASPRAVA
3.1. Uvod

Oksimi i1 oksimski derivati pokazuju zamjetan terapeutski u¢inak u brojnim podrucjima, te su
njihova dobra svojstva i potencijalna bioloska aktivnost poticaj za nova istrazivanja. Svoju
znaCajniju primjenu pokazali su kod terapije uslijed trovanja organosfosfatima i inhibicije
kolinesteraza, kao posljedice djelovanja insekticida, pesticida ili Ziv€anih agenasa. Pogodna
struktura oksima, daje mogucénost njihovog djelovanja kao reaktivatora inhibirane
kolinesteraze. Nastavno na dosadasnja ispitivanja molekula koje imaju heterostilben kao
osnovu strukture, odabrani su segmenti za dizajn novih potencijalno bioloski aktivnih spojeva.
Do sada su literaturno poznati derivati heterostilbena sa tiofenskom jezgrom sintetizirani
reakcijom unakrnog pregradivanja®!, Heckovom reakcijom®23, te radeni u svrhu ispitivanja

fotokemijskih®* i optickih® svojstava.

Dobivanje zeljenih oksimskih derivata, kao potencijalnih reaktivatora kolinesteraza, ostvareno
je prema prikazanom reakcijskom putu (shema 3.1.). On zapocinje formiranjem dvostruke veze
Wittigovom reakcijom, ¢ime dobivamo pocetne spojeve 1 — 7, Koji se u prvom koraku
formiliraju, te se dobiveni aldehidi 8 — 14, prevode u oksime 15 — 21 kao konac¢ne spojeve ovog

slijeda reakcija.

1-7
Vilsmeier-Haackovo DMF
fomiliranje POCI;
1, 8, 15: R = CH,
2,9, 16:R=0CH,4
N /@\/ 3,10,17: R = Cl
9 S R 4,11,18: R=CN
H 5,12,19: R =NO,
8-14 6, 13, 20: R = N(CHj3),
7,14, 21: R = NHCH;,
Oksimiranje NH,OH-HCI
EtOH/H,0
QH
C g /@
; R
H
15-21

Shema 3.1. Reakcijski put dobivanja oksimskih derivata heterostilbena.
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3.2. Dobivanje oksimskih derivata heterostilbena
3.2.1. Wittigova reakcija

Strukturu stilbena karakterizira etilenska skupina koja povezuje dvije fenilne skupine, dok je u
ovom konkretnom slusaju heterostilbena, jedna fenilna skupina zamijenjena heterociklickom
jezgrom, odnosno tiofenskim prstenom. Za dobivanje ovakve strukture, odnosno formiranje
dvostruke veze koja povezuje tiofenski prsten s benzenskim prstenom koriStena je Wittigova
reakcija. Opcenito, Wittigova reakcija predstavlja reakciju aldehida ili ketona s trifenil-
fosfonijevim ilidom (Wittigov reagens), te se kao produkt dobiva alken i trifenilfosfonijev
oksid. Stereokemija prijelaznog stanja, odnosno radi li se o syn ili anti oksafosfetanu odreduje

hoée li reakcjia biti usmjerena prema nastajanju Z- ili E- izomera alkena.>®

I\ H rphdt NaOEt, Y
\(\) R

1:R=CH, FR=CN
2:R=0CH; > R=NO
3 R=0l 3 6: R = N(CHj3),
' 7: R = NHCH,

Shema 3.2. Sinteza spojeva 1 — 7 Wittigovom reakcijom.

Wittigova reakcija provedena je koriStenjem tiofen-2-karbaldehida, kupovne kemikalije i
odabrane fosfonijeve soli priredene u naSem laboratoriju, uz odgovarajuce reakcijske uvjete
(shema 3.2.). Dobiveni produkti 1 — 7 predstavljaju osnovnu strukturu za daljnje reakcije u cilju
dobivanja Zeljenih oksimskih derivata, kao §to je prikazano na shema 3.1., odnosno
predstavljaju pocetni spoj za funkcionalizaciju. Ovdje govorimo o cis- i trans- izomerima
produkata 1 — 7, prikazanih na slici 3.1., koji su kao smjesa geometrijskih izomera podvrgnuti
daljnjoj reakciji formiliranja.

R =CH,

:R= OCH3

R =ClI

R=CN

R= N02

:R = N(CHs),
: R = NHCHj

= I\ o
54 s R

Nogas LN

cis- izomer trans- izomer

Slika 3.1. Prikaz geometrijskih izomera spojeva 1 — 7 nastalih Wittigovom reakcijom.
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Takoder, *H NMR spektroskopskom analizom produkata 1, 2, 4 i 5 utvrdeno je da je omjer cis-
I trans- izomera 1 : 2, odnosno da su provedene Wittigove reakcije usmjerene prema nastajanju
trans- izomera, dok je kod produkata 3, 6 i 7 koli¢ina nastalih izomera jednaka.

—— smjesa izomera spoja 2
—— smjesa izomera spoja 3
smjesa izomera spoja 4
smjesa izomera spoja 5
\ —— smjesa izomera spoja 6

Apsorbancija

400 500

A/nm

Slika 3.2. Normalizirani UV spektri smjesa izomera 2 — 6.

Na prilozenim normaliziranim UV spektrima smjesa izomera 2 — 6, na slici 3.2., vidljiv je
utjecaj supstituenta na polozaj maksimuma apsorpcije (Amax). Heterostilben 5, s vezanom nitro-
skupinom na benzenski prsten ima najvecu vrijednost valne duljine maksimuma apsorpcije,
koja iznosi 373 nm. Najmanju vrijednost valne duljine maksimuma apsorpcije od 295 nm,
ostvaruje heterostilben 2, s vezanom metoksi-skupinom. Vrijednosti Amax OStalih ispitivanih
smjesa geometrijskih izomera heterostilbena po iznosu se nalaze izmedu navedene dvije krajnje
vrijednosti, a redom uzlazno radi se o spojevima sa supstituentima: klorom (3), cijano-

skupinom (4) i nitro-skupinom (5).
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3.2.2. Vilsmeier-Haackovo formiliranje

Smjese pripravljeninh geometrijskih izomera podvrgnute su reakciji Vilsmeier-Haackovog
formiliranja (shema 3.3.). U ovoj reakciji POCIlz i DMF prvotno tvore Klor-iminijev ion,
Vilsmeierov reagens, koji zatim stupa u reakciju s heterostilbenom. Reakcija se odvija na
ugljikovom atomu, u polozaju 2, tiofenskog prstena, te nastaje iminijev ion, koji hidrolizom

prelazi u konacni aldehid 8 - 14.

M
CI/F:QI CI/F\--_ Vilsmeierov
Cl ci O Cl/P\O reagens

G N HQK}] N &[LMQ

-Cl
l 8: R = CH, (36,3%)
9: R = OCHj (23,9%)

H 10: R = CI (32,3%
N H,0 /S\ /@ MR- ON (29,4°/1)
NS R -NH(CHi;), O R 12: R = NO, (9,02%)
+N\ iminijev ion 8-14 13: R = N(CHj3), (28,9%)
aldehid 14: R = NHCH, (27,8%)

Shema 3.3. Mehanizam dobivanja spojeva 8 — 14 Vilsmeier-Haackovim formiliranjem.

Dobiveni produkti 8 — 14 predstavljaju smjesu geometrijskih izomera u razli¢itim omjerima, s
obzirom na razli¢iti supstituent, a samim time i razli¢iti omjer cis- i trans- izomera njihovih
pocetnih spojeva 1 — 7. Temeljem asignacije *H NMR spektara dobivenih smjesa izomera
aldehida mozZe se re¢i da su trans- izomeri pocetnih spojeva 1 — 7 uspjeSnije reagirali u
provedenom formiliranju u odnosu na cis- izomere, pa je time udio trans- izomera u produktima

8 — 14 znatno vecdi.

Reakcije dobivanja produkata 8 — 10 provedene su sa zadovoljavajué¢im iskoristenjem na
izoliranim smjesama aldehida, od oko 30%. IskoriStenje reakcije dobivanja produkata 11 i 12,
prvotno je bilo znatno niZe u odnosu na prethodno provedene eksperimente. 1z tog razloga,

nakon $to je reakcija postavljena prema proceduri koja ukljucuje koristenje vode s komadi¢ima
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leda za snizavanje temperature reakcijske smjese na 10°C, Sto zahtijevaegzotermna reakcija,
ostavlja se na sobnoj temperaturi sat vremena, a zatim zagrijava na 80°C kroz tri sata. U tom
slucaju iskoristenje reakcije dobivanja produkta 11 povecano je pet puta, a produkt 12 dobiven
je s dva puta veéim iskoriStenjem u odnosu na ono kada zagrijavanje u tijeku reakcije nije
primijenjeno. Po uzoru na njih, u tijeku reakcije dobivanja produkata 13 i 14, reakcijska smjesa

je zagrijavana na 60°C u istom periodu.

3.2.3. Oksimi

Oksimi su skupina spojeva s opéom formulom R1R,C=NOH, gdje je R1 organski bo¢ni lanac,
a R2 moze biti vodikov atom, tvore¢i aldoksime, ili organski supstituent, ¢ime dobivamo

ketoksime.®’

HO. HO.

N N

C\ C\
R "H R "Ry
aldoksim ketoksim

Slika 3.3. Opc¢a struktura oksima.

Zahvaljujuéi relativnoj rigidnosti veze izmedu ugljika i dusika oksima, oni mogu postojati u
dva izomerna oblika, kao E- ili anti- i Z- ili syn- izomer. Na slici 3.4. prikazani su moguci
izomeri aldoksima, ovisno o tome nalaze li se —OH skupina i vodik na suprotnoj ili istoj strani

dvostruke veze ugljika i dusika.>’

HO. ™ -~ _OH
N X
C\ C\
Ry H Ry "H
anti- izomer syn- izomer

Slika 3.4. Prikaz izomera aldoksima

Reakcija prevodenja sintetiziranih aldehida 8 — 14 u Zeljene oksimske derivate 15 — 21,
ukljucivala je koriStenje NH2OH-HCI i smjesu etanola i vode kao otapala. Reakcijski uvijeti
odabrani su po uzoru na reakciju opisanu u literaturi® temeljem karakteristika strukture na kojoj
se izvodi reakcija. Na shemi 3.4. prikazan je mehanizam provedene reakcije s dobivenim

produktima i pripadaju¢im iskoriStenjima.
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Shema 3.4. Mehanizam dobivanja oksimskih derivata heterostilbena 15 — 21.

Kao produkt svakog provedenog eksperimenta, odnosno reakcije prevodenja aldehida u
oksimski derivat, dobivena je smjesa izomera, koji s obzirom na etensku skupinu mogu biti cis-
ili trans-, a s obzirom na polozaj elektronskog para dusika unutar oksimske skupine mogu biti

syn- ili anti-, $to u konacnici daje ¢etiri moguca produkta.

Reakcije dobivanja spojeva 15 — 17 vecinski su bile orijentirane prema nastajanju anti- izomera,
dok je u reakcijama dobivanja spojeva 18 — 20 dobiveno vise syn- izomera oksima, a produkt
21 je dobiven u tragovima. Za vrijeme provodenja eksperimenta utvrdeno je da su anti- izomeri
oksima polarniji u odnosu na syn- oksime, te su obzirom na razliku njihovih Rf vrijednosti,
relativno dobro izolirani. Sli¢nost Rf vrijednosti cis- i trans- izomera syn- oksima utjecala je na
razinu uspjesnosti njihovog razdvajanja, te je u sastavu svih smjesa syn- oksima vecinski bio

trans- izomer. Anti- oksimi sadrzavali su znatno ve¢i udio odgovarajuéeg trans- izomera.

20

syn-15 (7,5%), anti-15 (39,6%): R = CH3
, anti-16 (87,0%): R = OCHj
, anti-17 (64,58%): R = ClI

, anti-19 (24,9%): R = NO,



Spojevi cis, syn-15, trans, syn-15 — 19, te trans, anti-15 — 18 uspje$no su izolirani i
okarakterizirani, dok su spojevi cis, syn-16 — 19 i cis- i trans- izomer spoja anti-19
okarakterizirani temeljem *H NMR spektroskopske analize dobivenih smjesa izomera. 1zomeri

spojeva 20 i 21 nisu dobiveni u ¢istom obliku, te iz tog razloga nisu asignirani.

Slika 3.5. prikazuje optimizirane strukture oksimskog derivata stilbena s vezanom metilnom
skupinom u para- polozaju benzenskog prstena, kao primjer prikaza izomera iz skupine
sintetiziranih spojeva. Na prilozenim strukturama vidljivo je da se trans-izomeri u pravilu
nalaze u ravnini, dok su cis- izomeri strukture izvijene iz ravnine. Takoder, ovisno o pojedinom

izomeru, oksimska skupina je drugacije orijentirana.

trans, syn-15

cis, anti-15 trans, anti-15

Slika 3.5. Prikaz optimiziranih struktura PM3 semi-empirijskom metodom mogucéih izomera

spoja 15.

Svi izolirani oksimski derivati ili pripadajuce smjese izomera oksimskih derivata, kao i smjese
izomera produkata dobivenih Wittigovom reakcijom i produkata formiliranja dani su na analizu

masenom spektrometrijom.
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3.3. Spektroskopska karakterozacija dobivenih spojeva 1 — 21

va@ Dv@ Ho-, @

@) cis-1 cis-8 cis, syn-15
trans-1 (b) trans-8 ( trans, syn-15

I\o

)
-~

(a)

o (0 LJM L L
-CHNOH
-CHNOH
o=y |

r-——r 7t —1rr 1T rrT 1T 1T 1T 1T T 1T T 1T T T 1T T 1T T 1T T
PPM 9.6 9.4 9.2 9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 3.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6

Slika 3.6. *H NMR spektri spojeva 1 (a), 8 (b), syn-15 (c) kao smjesa izomera.

Na slici 3.6. usporedeni su dijelovi *H NMR spektara dobivenih derivata s metilnom skupinom
kao supstituentom u para- polozaju benzenskog prstena heterostilbena, odnosno odgovarajuéih
derivata heterostiloena. 'H NMR spektri predstavljaju smjesu cis- i trans- izomera dobivenih
spojeva 1 (a), 8 (b) i syn-15 (c). Potvrda formiliranja, odnosno sinteze aldehida 8, iskazuje se
singletima u o¢ekivanom podrucju za protone njegove funkcionalne skupine. Konkretno, radi
se o0 dva singleta, od kojih jedan na 9,85 ppm, pripada spoju trans-8, a singlet na 9,79 ppm
njegovom cis- izomeru. Temeljem omjera tih signala i usporedbom s omjerima signala protona
dvostrukih veza, moze se zakljuciti da je prisutno viSe trans- izomera, u odnosu na koli¢inu Cis-
izomera spoja 8. U 'H NMR spektru spoja syn-15 vidljiva su takoder dva singleta, koji ukazuju
na smjesu geometrijskih izomera ovog oksimskog derivata. Singletom na 8,22 ppm prikazuje
se proton oksimske skupine spoja trans, syn-15, dok singlet manjeg intenziteta na 8,14 ppm
proizlazi iz prisustva protona oksimske skupine spoja cis, syn-15. Opisani signali ukazuju na
uspjesnost provedbe pojedine reakcije 1 korisni su za utvrdivanje udjela pojedinog izomera u

dobivenom produktu.
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Slika 3.7. *H NMR spektri spojeva cis, syn-15 (a), trans, syn-15 (b) i trans, anti-15 (c).

Iz smjese oksima syn-15 uspjesno je izdvojen cis- (a) i trans- izomer (b), te je njinov *H NMR
spektar, odnosno podrucje u kojem se prikazuju aromatski protoni, protoni na dvostrukim
vezama 1 proton funkcionalne skupine, medusobno usporeden, te stavljen u odnos s istim
podrugje *H NMR spektra spoja trans, anti-15 (c) (slika 3.7.). U ovom podruéju, za spoj Cis,
syn-15, vidljivi su signali kojima se prikazuju protoni na dvostrukoj vezi C i D, dubleti na 6,58
16,61 ppm i medusobno sprezu konstantom sprege od 12,3 Hz, koja je karakteristi¢na za etenske
protone cis- izomera. Protoni koji se nalaze na tiofenskom prstenu, protoni E i F, prikazuju se
kao dubleti na 6,89 1 6,98 ppm, te je njihova konstanta sprege 3,6 ppm. Takoder, vidljiv je i
Siroki singlet vodika —OH skupine vezane za dusik na 7,0 ppm. Protoni para- supstituranog
benzenskog prstena A i B prikazuju se kao dva dubleta sa integralima 2H na 7,15 i 7,25 ppm,
sa karakteristicnom konstantom sprege od 7,6 Hz. Karakteristican singlet protona oksimske
skupine nalazi se na 8,14 ppm. U odnosu na protone spoja cis, syn-15 (a), protoni spoja trans,
syn-15 manje su zasjenjeni, te se u pravilu svi nalaze na viSem kemijskom pomaku. Ovdje se
singlet protona oksimske skupine nalazi na 8,22 ppm. Aromatski protoni A i B takoder se
prikazuju kao dva dubleta sa integralom 2H na kemijskom pomaku 7,16 i 7,36 ppm sa

konstantom sprege od 7,9 Hz. Dubleti protona E i F, tiofenskog prstena, nalaze se na 6,96 i
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7,08 ppm sa konstantom sprege 3,5 Hz. Isto tako, konstanta sprege protona dvostruke veze C i
D karakteristi¢na je za trans- izomer i iznosi 15,9 Hz. U *H NMR spektru spoja trans, anti-15
najznacajniji pomak signala vidljiv je za signal protona oksimske skupine koji se ovdje nalazi
na 7,64 ppm, dok se ostali protoni prikazuju na relativno slicnim kemijskim pomacima kao i
kod spoja trans,syn-15. Signal oksimske skupine ovdje se nalazi na znatno nizem pomaku od
signala istog protona syn- oksima, $to je upravo pokazatelj nastanka anti- izomera oksima.
Konkretno radi se o spoju trans, anti-15, sto zaklju¢ujemo na temelju konstante sprege protona

na dvostrukoj vezi, C i D, koja iznosi 16,0 Hz.

Na slici 3.8. prikazani su 'H NMR spektara pocetnog spoja, hjegovog sintetiziranog aldehida i

konacnog oksimskog derivata sa supstituiranim klorom u para- polozaju benzenskog prstena.

©\/w©\0| O\\/C/@\/%@m HO/N\\9/©\/%©\C|
H H

(a) cis-3 b cis-10 cis, syn-17
trans-3 (b) trans-10 trans, syn-17

L

(c)
JU
-CHO
-CHO
(b) U‘Ub Mw

(a)

-CHNOH

-CHNOH

(c)

PP 9.6 9.4 9.2 9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6
Slika 3.8. 'H NMR spektri spojeva 3 (a), 10 (b), syn-17 (c).

Ovdje je takoder rije¢ o smjesi Cis- | trans- izomera opisanih spojeva 3, 10, syn-17, te je vidljiva
pojava karakteristi¢nih signala protona za pojedinu funkcinalnu skupinu. Aldehidni protoni
spojeva trans-10 i cis-10 vide se kao singleti na 9,87 i 9,80 ppm, a singlet protona oksimske

skupine spojeva trans, syn-17 i cis, syn-17 nalazi se na 8,22 i 8,15 ppm.

24



F_E B OH F_E B

Ho-N, [ W\ & A Ny NS A
f S D cl S D cl

C
]
H
(a) trans, syn-17 (b) trans, anti-17
-CHNOH
A/B A/B
oo F gr o
(a) J
A/B  A/B
. E/f
CHNOH /D £/ C/D
b J
(b)
L e
PPM g8.10 .00 ‘.90 7.80 ‘.70 7.60 7.50 7.40 7.30 ‘.20 7.10 7.00 6.90

Slika 3.9. 'H NMR spektri spojeva trans, syn-17 (a) i trans, anti-17 (b).

Iz smjese izomera spoja syn-17 uspjesno je izdvojen spoj trans, syn-17, ¢&iji je *H NMR spektar
na slici 3.9. usporeden sa spojem trans, anti-17. Signali aromatskih protona A i B usporedenih
spojeva nalaze se na priblizno jednakom kemijskom pomaku. Protoni tiofenskog prstena E i F,
kao i etenski protoni C i D spoja trans, anti-17, manje su zasijenjeni, pa su njihovi signali u *H
NMR spektru pomaknuti prema ve¢im kemijskim pomacima, u odnosu na signale istih protona
spojatrans, syn-17. Takoder, zbog razliCite orijentacije elektronskog para dusika, proton unutar
oksimske skupine spoja trans, anti-17 zasjenjeniji je, nego u slu¢aju spoja trans, syn-17, pa se

njegov singlet nalazi na manjoj vrijednosti kemijskog pomaka.
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Slika 3.10. *H NMR spektri spojeva trans, syn-19 (a), trans, syn-18 (b) i trans, syn-16 (c).

Provedene reakcije izvodene su s nizom razliitih supstituenata vezanih u para- polozaju
benzenskog prstena, te je na slici 3.10. usporeden utjecaj supstituenata na polozaj signala
aromatskih protona. Kod oksimskog derivata trans, syn-18, s vezanom cijano-skupinom na
benzenskom prstenu, signali aromatskih vodika nalaze se u podrucju kao 1 kod veéine ostalih
derivata, te su medusobno vrlo bliski. U slucaju spoja trans, syn-19, kada je benzenski prsten
supstituiran nitro-skupinom, dublet aromatskih protona A, pomice se prema nizem polju,
odnosno nalazi se na ve¢em kemijskom pomaku. Ovakav pomak signala u manje zasjenjeno
podrugje posljedica je elektron-akceptorske prirode vezane nitro-skupine. S druge strane, kod
spoja trans, syn-16, koji na benzenskom prstenu ima vezanu metoksi-skupinu, aromatski
protoni A daju dublet na manjem kemijskom pomaku od ostalih sintetiziranih oksimskih
derivata. Metoksi-skupina kao elektron-donorski supstituent u para- polozaju benzenskog
prstena djeluje na aromatske protone, zasjenjuje ih, te se njihov signal pomice prema viSem

polju.
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N (a)
C

O\\CWO y (b)

PPM 2,08 3.06 2.04 2.02 2.00 2.08 2.96 2,04

Slika 3.11. 'H NMR spektri spojeva 13 i 14.

Upravo je H NMR spektroskopskom analizom utvrdeno da je u reakcijama s ciljanom dimetil-
amino skupinom u para- polozaju benzenskog prstena heterostilbena i njegovih aldehidnih i
oksimskih derivata, prisutna i monometil-amino skupina. Navedeno ukazuje na to da je pocetna
kupovna kemikalija kod provedbe Wittigove reakcije sadrzavala smjesu dimetil-amino- i
monometil-amino-supstituiranog reagensa. U dijelu *H NMR spektra prikazanog na slici 3.11.
pod (a), nalaze se dva singleta s integralima 6H i dublet integrala 3H, a u podrucju prikazivanja
aldehidnih protona, na istom *H NMR spektru vidljiva su dva singleta i jedan singlet manjeg
intenziteta. 1z toga mozemo zakljuciti da se radi o smjesi Cis- i trans- izomera aldehida s
vezanom dimetil-aminoskupinom (13) i zaostalim jednim izomerom aldehida s vezanom
monometil-amino-skupinom (14). Takoder, *H NMR spektar spoja 14 (slika 3.11., (b)) sadrzi
dva singleta aldehidne skupine, a u prikazanom podrué¢ju nalazi se dublet metilne skupine oba
geometrijska izomera, s konstantom sprege od 2,5 Hz. S obzirom da je reakcija dobivanja
oksima provedena na uzorku koji vecinski sadrzi smjesu Cis- i trans- izomera spoja 13, ali i

zaostali jedan izomer spoja 14, kao produkt je dobivena smjesa izomera spojeva 20 i 21.

Dvodimenzijskim NMR tehnikama COSY i HSQC anaizirani su izolirani oksimski derivati u
istom obliku cis, syn-15, trans, syn-15 — 19 i trans, anti-15 — 18, te je na slikama 3.12. i 3.13.
predstavljen snimljeni COSY i HSQC NMR spektar spoja trans, syn-15, kao primjer spoja iz

skupine sintetiziranih derivata heterostilbena.
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Slika 3.12. COSY spektar spoja trans, syn-15.

Dvodimenzijskom NMR tehnikom COSY dobiven je uvid u homonuklearna skalarna sprezanja
(*H-H sprege), odnosno sprezanja protona kroz dvije ili tri veze, za spoj trans, syn-15. Vidljiva
su sprezanja izmedu protona aromatske jezgre A i B, protona C i D na dvostrukoj vezi i protona
E i F koji se nalaze na tiofenskom prstenu (slika 3.12.). Navedena sprezanja protona vidljiva

su i u ostalim sintetiziranim oksimskim derivatima heterostilbena.
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Slika 3.13. HSQC spektar spoja trans, syn-15.

Za precizniju asignaciju ugljikovin atoma iz *C NMR spektara snimljenih spojeva i
odredivanje korelacije protona i ugljikovih atoma koristena je dvodimenzijska NMR tehnika
HSQC. Slika 3.13. prikazuje HSQC NMR spektar spoja trans, syn-15 s oznacenim
heteronuklearnim korelacijama, koje su prisutne i u ostalim sintetiziranim oksimskim

derivatima.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO
4.1. Opée napomene

Kromatografska odjeljivanja provedena su na kolonama punjenim silikagelom (Fluka
0,063-0,2 nm i Fluka 60 A, tehnicki). Preparativna tankoslojna kromatografija provedena je
upotrebom ploca oblozenih silikagelom (0,2 mm, 60 F2s4, Merck). Organski slojevi rutinski su

osuseni bezvodnim MgSOQys, te upareni pomocu rotacijskog uparivaca pod snizenim tlakom.

Za identifikaciju sintetiziranih spojeva i odredivanje njihove Cistoce koristene su: nuklearna
magnetska rezonancija (*H i *C NMR) i masena spektrometrija (MS). 'H i '3C NMR spektri
snimljeni su na spektrometru Bruker AV-600 koji radi na frekvenciji od 600 MHz za *H jezgre
i frekvenciji od 150 MHz za 13C jezgre, na Institutu Ruder Boskovi¢. Svi NMR spektri snimani
su u CDCls kao otapalu, koriste¢i TMS kao unutarnji standard. Za asignaciju signala koriStene
su dodatne tehnike: 2D-CH korelacija (HSQC) i 2D-HH-COSY. Upotrijebljene su sljedece
kratice: s-singlet; d-dublet; t-triplet; g-kvartet; m-multiplet; dd-dublet dubleta i br-sirok singlet.
Maseni spektri su dobiveni na GC-MS sustavu. HRMS analiza provedena je na masenom

spektrometru . UV spektri snimljeni su na UV/Vis spektrofotometru.

Pocetne fosfonijeve soli priredene su u laboratoriju, dok su ostali koriSteni spojevi kupovne

kemikalije.
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4.2. Sinteza heterostilbenal -7

Heterostilbeni 1 — 7 pripravljaju se Wittigovom reakcijom. Odgovarajuc¢a fosfonijeva sol
(11 mmol) otopi se u 130 mL EtOH, susenog na 4 A sitima, u trogrloj tikvici. Dodaje se
odgovarajuci aldehid (10 mmol). Bitno je da sustav bude zatvoren, a sadrzaj tikvice se mijesa
na magnetskoj mijesalici | propuhuje dusikom. Reakcijska smjesa se grije na 40 °C, kroz 30
minuta. U lijevak za dokapavanje ulije se suhi EtOH (10 mL) kojem se dodaju manji komadi¢i,
izvagane koli¢ine Na (11 mmol). Nakon §to sav Na izreagira, dobiveni NaOEt dokapava se u
tikvicu. Po zavrSetku dokapavanja, sustav se zatvara i reakcijska smjesa se mijeSa na
magnetskoj mjesalici preko noc¢i na sobnoj temperaturi. EtOH se uprava na rotacijskog
uparivaca pod snizenim tlakom. Zatim se provodi ekstrakcija u sustavu toluena i vode, nakon
koje se organski sloj susi na MgSQq, filtrira, te se otparava toluen. Suha reakcijska smjesa se
procis¢ava kolonskom kromatografijom na silikagelu koriStenjem eluensa PE/E ili PE/DCM

promjenjive polarnosti.

Time su dobivene smjese cis- i trans- izomera Zeljenih produkata 1 - 7, koji su koristeni kao

reaktanti u reakcijama Vilsmeier-Haackog formiliranja.

F E B
G@\/\Q’*
S D CHs
D C
cis-1 trans-1

cis-2-(4-metilstiril)tiofen (cis-1): 183,33 mg (9,2%); R (petroleter) = 0,71; *H NMR (CDCls,
600 MHz) &ppm: 7,14-7,21 (m, 4H, Ha, Hg), 7,09 (d, 1H, J = 4,7 Hz, Here), 6,98 (d, 1H, J =
3,6 Hz, Hesg), 6,89 (dd, 1H, J = 4,7; 3,6 Hz, HF), 6,66 (d, 1H, J = 12,1 Hz, He), 6,54 (d, 1H,
J=12,1Hz, Hew), 2,37 (s, 3H, -CHa);

trans-2-(4-metilstiril)tiofen (trans-1): 366,67 mg (18,3%); R: (petroleter) = 0,57; 'H NMR
(CDCls, 600 MHz) &/ppm: 7,37 (d, 2H, J = 7,8 Hz, Has), 7,26 (d, 1H, J = 5,2 Hz, Hese), 7,14-
7,21 (m, 3H, Heyp, Hag), 7,05 (d, 1H, J = 3,6 Hz, Hesc), 7,00 (dd, 1H, J=5,2; 3,6 Hz, Hf), 6,91
(d, 1H, J = 16,0 Hz, Hep), 2,36 (s, 3H, -CHa);
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FE B
GW@A
S D OCH,

cis-2 trans-2

cis-2-(4-metoksistiril)tiofen (cis-2): 183 mg (8,5%); Rt (petroleter / dietil-eter (1%)) = 0,30;
IH NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm: 7,29 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Ha), 7,09 (d, 1H, J = 4,9 Hz,
Hec), 6,98 (dd, 1H, J = 4,9; 3,6 Hz, He), 6,98 (d, 1H, J = 3,6 Hz, Hesc), 6,87 (d, 2H, J = 8,7
Hz, Has), 6,63 (d, 1H, J = 11,8 Hz, Hcp), 6,51 (d, 1H, J = 11,8 Hz, Hep), 3,83 (s, 3H, -OCHs)

trans-2-(4-metoksistiril)tiofen (trans-2): 366 mg (16,9%); R¢ (petroleter / dietil-eter (1%)) =
0,23; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) dppm: 7,40 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Has), 7,15 (d, 1H, J = 4,9
Hz, Hese), 7,10 (d, 1H, J = 15,9 Hz, Hep), 7,02 (d, 1H, J = 3,6 Hz, Hee), 7,01 (d, 1H, J = 15,9
Hz, Hep), 6,89 (d, 2H, J=8,4 Hz, Ha), 6,88 (dd, 1H, J =4,9; 3,6 Hz, HE), 3,83 (s, 3H, -OCH3)

¢! F E
B
G (o4
A . I\ A
) B S D cl
D C
cis-3 trans-3

cis-2-(4-klorostiril)tiofen (cis-3): 360 mg (16,3%); Rs (petroleter) = 0,75; *H NMR (CDCls,
600 MHz) &/ppm: 7,28-7,33 (m, 4H, Has), 7,12 (d, 1H, J = 5,0 Hz, Hei), 6,97 (d, 1H, J= 3,6
Hz, Hers), 6,90 (dd, 1H, J = 5,0; 3,6 Hz, Hr), 6,71 (d, 1H, J = 11,8 Hz, Hep), 6,50 (d, 1H, J =
11,8 Hz, Hep);

trans-2-(4-klorostiril)tiofen (trans-3): 360 mg (16,3%); R: (petroleter) = 0,65; *H NMR
(CDCls, 600 MHz) dlppm: 7,39 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Hag), 7,28-7,33 (M, 2H, Has), 7,21 (d, 1H,
J=5,0 Hz, Heg), 7,20 (d, 1H, J = 16,2 Hz, Hep), 7,08 (d, 1H, J = 3,4 Hz, Heg), 7,01 (dd, 1H,
J=5,0; 3,4 Hz, HF), 6,87 (d, 1H, J = 16,2 Hz, Hcp);

trans-4
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cis-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)benzonitril (cis-4): 757,33 mg (35,8%); R (petroleter / dietil-eter
(30%)) = 0,52; *H NMR (CDCls, 600 MHz) dppm: 7,63 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Ha), 7,47 (d, 2H,
J =8,0 Hz, Hams), 7,14 (d, 1H, J = 4,9 Hz, Hese), 6,98 (d, 1H, J = 3,6 Hz, Hes), 6,92 (dd, 1H,
J=49; 3,6 Hz, Hf), 6,79 (d, 1H, J = 12,0 Hz, Hcpp), 6,52 (d, 1H, J = 12,0 Hz, Hep);

trans-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)benzonitril (trans-4): 533,33 mg (25,2%); R: (petroleter /
dietil-eter (30%)) = 0,43; *H NMR (CDCls, 600 MHz) dppm: 7,62 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Has),
7,53 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Has), 7,34 (d, 1H, J = 16,2 Hz, Hcp), 7,28 (d, 1H, J = 5,1 Hz, Hg/e),
7,15 (d, 1H, J = 3,5 Hz, Hge), 7,04 (dd, 1H, J = 5,1; 3,5 Hz, Hg), 6,90 (d, 1H, J = 16,2 Hz,
Hcip);

NO,
G F E c B
A I\ A
G™s
L B D NO,
D C
cis-5 trans-5

cis-2-(4-nitrostiril)tiofen (cis-5): 529,88 mg (22,9%); Ry (petroleter / dietil-eter (15%)) = 0,63;
IH NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm: 8,19 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Has), 7,53 (d, 2H, J = 8,4 Hz,
Ham), 7,17 (d, 1H, J = 5,2 Hz, Hee), 6,99 (d, 1H, J = 3,5 Hz, Heg), 6,99 (dd, 1H, J =5,2; 3,5
Hz, Hf), 6,83 (d, 1H, J = 12,0 Hz, Hep), 6,55 (d, 1H, J = 12,0 Hz, Hep);

trans-2-(4-nitrostiril)tiofen (trans-5): 528,56 mg (22,9%); Ry (petroleter / dietil-eter (15%)) =
0,51; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm: 8,21 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Has), 7,58 (d, 2H, J = 8,6
Hz, Has), 7,39 (d, 1H, J = 16,1 Hz, Hcp), 7,30 (d, 1H, J = 5,2 Hz, Hee), 7,18 (d, 1H, J = 3,7
Hz, Heg), 7,05 (dd, 1H, J =5,2; 3,7 Hz, HF), 6,95 (d, 1H, J = 16,1 Hz, Hcp);

H3C
N—CHs;
G F F E e B
A I\ A
G s _,CHj3

_/ B D N
D C CH3
cis-6 trans-6

cis-N,N-dimetil-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)anilin (cis-6): 318,18 mg (13,9%); R¢ (petroleter /
dietil-eter (30%)) = 0,55; *H NMR (CDCls, 600 MHz) dppm: 7,28 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Has),
7,10 (d, 1H, J =5,2 Hz, Hge), 7,02 (d, 1H, J = 3,6 Hz, Hesg), 6,91 (dd, 1H, J =5,2; 3,6 Hz, HF),
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6,69 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Ham), 6,54 (d, 1H, J = 11,9 Hz, Hcp), 6,49 (d, 1H, J = 11,9 Hz, Hep),
2,98 (s, 6H, -N(CHz3)2);

trans-N,N-dimetil-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)anilin (trans-6): 381,82 mg (16,7%); Rt (petroleter /
dietil-eter (30%)) = 0,47; *H NMR (CDCls, 600 MHz) dppm: 7,37 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Has),
7,12 (d, 1H, J = 4,7 Hz, Hese), 7,05 (d, 1H, J = 16,0 Hz, He), 6,99 (d, 1H, J = 3,6 Hz, Here),
6,98 (dd, 1H, J = 4,7; 3,6 Hz, Hg), 6,88 (d, 1H, J = 16,0 Hz, Hcp), 6,71 (d, 2H, J = 8,7 Hz,
Hai), 2,99 (s, 6H, -N(CHs));

4.3. Sinteza aldehida 8 — 14

Dobiveni heterostilbeni, produkti Wittigove reakcije 1 - 7 podvrgnuti su Vilsmeier-Haackovom

formiliranju.

Odabrani heterostilben otopi se u 2 ml DMF-a i mije$a 10 minuta na temperaturi od 10°C. Ova
temperatura se postize koristenjem vodene kupelji s nekoliko kockica leda i prati termometrom.
Kada se temperatura podigne za 1°C, kapaljkom se lagano dokapava izvagana koli¢ina POCls.
Nakon 30 minuta uklanja se vodena kupelj i reakcijska smjesa se ostavlja da se mijesa na sobnoj
temperaturi. U reakcijama dobivanja spojeva 8 - 10, reakcijska smjesa se mijesa na sobnoj
temperaturi 48 sati. No, reakcijska smjesa kod dobivanja spojeva 11 - 14 se nakon sat vremena
mijesanja na sobnoj temperaturi zagrijava. Razlog zagrijavanja i odabrana temperatura ovisi 0
supstituentu pojedinog derivata, pa se reakcijska smjesa dobivanja spojeva 11 i 12 zagrijava na
80°C, a reakcijska smjesa kod dobivanja spojeva 13 i 14 na 60°C. Zagrijavanje traje 3 sata, te
se nakon toga reakcijska smjesa ostavlja 48 sati mijeSajuci na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku
reakcije, reakcijska smjesa se neutralizira koriStenjem 10%-tnu otopinu NaOH. Bitno je
prilikom dokapavanja otopine NaOH koristiti ledenu kupelj, a pH provjeravati uz pomo¢
lakmus papira kao indikatora pH vrijednosti reakcijske smjese. Kada je ostvarena neutralizacija,
provodi se ekstrakcija u sustavu dietil-etera i vode. Sakupljeni organski sloj susi se na MgSOs,
filtrira, te se otparava dietil-eter na rotacijskom uparivacu pod snizenim tlakom. Suha reakcijska
smjesa se prociS¢ava kolonskom kromatografijom na silikagelu koriStenjem eluensa PE/E ili

PE/DCM promjenjive polarnosti.

Time su dobivene smjese cis- i trans- izomera Zeljenih produkata 8 - 14, koji su koristeni kao

reaktanti u reakcijama dobivanja oksima.
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cis-5-(4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid (cis-8): 75,08 mg (12,11%); Ry (petroleter / dietil-
eter (10%)) = 0,41; *H NMR (CDCls, 600 MHz) o/ppm: 9,79 (s, 1H, -CHO), 7,36 (d, 2H, J =
8,1 Hz, Ham), 7,18 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Ha), 7,18-7,12 (m, 3H, He, Hf), 6,65 (d, 1H, J = 11,7
Hz, Hep), 6,54 (d, 1H, J = 11,7 Hz, Hep), 2,36 (s, 3H, -OCHa)

trans-5-(4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid (trans-8): 150,19 mg (24,22%); Rt (petroleter /
dietil-eter (10%)) = 0,27; *"H NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm: *H NMR (CDCls, 600 MHz)
Sppm: 9,85 (s, 1H, -CHO), 7,66 (d, 1H, J = 3,8 Hz, Hes), 7,40 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Ha), 7,16-
7,12 (m, 1H, Hep) 7,15 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Ha), 7,13 (d, 1H, J = 3,8 Hz, Her), 6,90 (d, 1H, J
= 16,3 Hz,), 2,37 (s, 3H, -OCHz)

FE . B
o. I \ A

€ s

g - OCH,4

cis-9 trans-9

cis-5-(4-metoksistiril)tiofen-2-karbaldehid (cis-9): 29,58 mg (4,8%); Rt (petroleter / dietil-
eter (10%)) = 0,20; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) dppm: 9,79 (s, 1H, -CHO), 7,55 (d, 1H, J =
3,9 Hz, Her), 7,45 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ha), 7,04 (d, 1H, J = 3,9 Hz, Her), 6,87 (d, 2H, J = 8,8
Hz, Has), 6,75 (d, 1H, J = 11,9 Hz, Hep), 6,61 (d, 1H, J = 11,9 Hz, Hepp), 3,82 (s, 3H, -OCH3)

trans-5-(4-metoksistiril)tiofen-2-karbaldehid (trans-9): 118,34 mg (19,1%); Rt (petroleter /
dietil-eter (10%)) = 0,15; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm: 9,83 (s, 1H, -CHO), 7,65 (d, 1H,
J =39 Hz, Her), 7,45 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Has), 7,11 (d, 1H, J = 16,1 Hz, Her), 7,10 (d, 1H, J
= 3,9 Hz, Her), 7,07 (d, 1H, J = 16,1 Hz, Hew), 6,91 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Hai), 3,84 (s,
3H, -OCHa)
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cis-5-(4-klorostiril)tiofen-2-karbaldehid (cis-10): 31,33 mg (5,4%); Rt (petroleter / dietil-eter
(30%)) = 0,56; *H NMR (CDCl3, 600 MHz) dppm: 9,80 (s, 1H, -CHO), 7,56 (d, 1H, J = 3,9
Hz, Her), 7,34 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Hag), 7,26 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Hag), 7,02 (d, 1H, J = 3,9
Hz, Her), 6,74 (d, 1H, J = 12,1 Hz, Hep), 6,70 (d, 1H, J = 12,1 Hz, Hep)

trans-5-(4-klorostiril)tiofen-2-karbaldehid (trans-10): 153,67 mg (26,9%); Rt (petroleter /
dietil-eter (30%)) = 0,44; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) &/ppm: 9,87 (s, 1H, -CHO), 7,67 (d, 1H,
J =3,9 Hz, Her), 7,43 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ham), 7,35 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ham), 7,19 (d, 1H, J
= 16,1 Hz, Hep), 7,16 (d, 1H, J = 3,9 Hz, Her), 7,09 (d, 1H, J = 16,1 Hz, Hcp)

CN
c‘é v c B
H A oo I\, A
B s b CN
— H
D C
cis-11 trans-11

cis-4-(2-(5-formiltiofen-2-il)vinil)benzonitril  (cis-11): u tragovima; Rf (petroleter /
diklormetan (50%)) = 0,17,

trans-4-(2-(5-formiltiofen-2-il)vinil)benzonitril (trans-11): 82 mg (29,4%); Rt (petroleter /
diklormetan (50%)) = 0,16; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &/ppm: 9,90 (s, 1H, -CHO), 7,70 (d,
1H, J = 3,9 Hz, Her), 7,67 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ham), 7,59 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Has), 7,32 (d,
1H, J = 16,1 Hz, Heo), 7,23 (d, 1H, J = 3,9 Hz, Her), 7,12 (d, 1H, J = 16,1 Hz, Heo)

Q NO2 F E
\
.C c B
H A ON / \ Y A
C S D
. B I-/i NO,

D C
cis-12 trans-12

cis-5-(4-nitrostiril)tiofen-2-karbaldehid (cis-12): 30 mg (9,02%) [smjesa sa trans-
izomerom]; Rs (petroleter / dietil-eter (50%)) = 0,25; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm: 9,82
(s, 1H, -CHO), 8,23 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Has), 7,60 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Ham), 7,57 (d, 1H, J =
3,9 Hz, He), 7,03 (d, 1H, J = 3,9 Hz, He), 6,85 (d, 1H, J = 12,2 Hz, Herp), 6,80 (d, 1H, J =
12,2 Hz, Hep)

trans-5-(4-nitrostiril)tiofen-2-karbaldehid (trans-12): 30 mg (9,02%) [smjesa sa cis-
izomerom]; Ry (petroleter / dietil-eter (50%)) = 0,20; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm: 9,91
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(s, 1H, -CHO), 8,25 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Ham), 7,71 (d, 1H, J = 4,0 Hz, Hesr), 7,65 (d, 2H, J =
8,6 Hz, Ham), 7,37 (d, 1H, J = 16,2 Hz, Hcp), 7,26 (d, 1H, J = 4,0 Hz, HeF), 7,18 (d, 1H, J =
16,2 Hz, Hcip)

F E B

o. J \ ~ A
c N CH,
H

N\/
CHj

cis-13 trans-13

cis-5-(4-(dimetilamino)stiril)tiofen-2-karbaldehid (cis-13): 71 mg (19,1%); Rt (diklormetan)
=0,51; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) dppm: 9,63 (s, 1H, -CHO), 7,02 (d, 1H, J = 2,8 Hz, Hes),
6,70 (d, 1H, J = 2,8 Hz, Hesr), 6,68 (d, 1H, J = 11,8 Hz, Hep), 6,66 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Has),
6,55 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Ham), 6,49 (d, 1H, J = 11,8 Hz, Hcp)

trans-5-(4-(dimetilamino)stiril)tiofen-2-karbaldehid (trans-13): 71 mg (19,1%); R
(diklormetan) = 0,44; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &/ppm: 9,80 (s, 1H, -CHO), 7,56 (d, 1H, J
= 4,0 Hz, Her), 7,25 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Ham), 7,23 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Ha), 7,10 (d, 1H, J =
16,5 Hz, Hep), 7,09 (d, 1H, J = 4,0 Hz, Her), 7,00 (d, 1H, J = 16,5 Hz, Hep)

H\
N—CH
% F 3 FE _ g
H A o. I \ A
S B ST D N
H \
D C CH3
cis-14 trans-14

cis-5-(4-(metilamino)stiril)tiofen-2-karbaldehid (cis-14): 51,7 mg (13,9%); Rt (diklormetan)
=0,62; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) dppm: 10,15 (s, 1H, -CHO), 7,47 (dd, 1H, J = 8,6; 2,4 Hz,
Hamg), 7,11 (d, 1H, J = 5,1 Hz, Her), 6,99 (d, 1H, J = 3,7 Hz, Her), 6,97 (d, 2H, J = 8,6 Hz,
Ham), 6,91 (dd, 1H, J = 8,6; 3,6 Hz, Has), 6,66 (d, 1H, J = 12,0 Hz, Hcp), 6,48 (d, 1H, J =
12,0 Hz, Hep), 2,96 (d, 3H, J = 2,5 Hz, -NHCH3)

trans-5-(4-(metilamino)stiril)tiofen-2-karbaldehid (trans-14): 51,7 mg (13,9%); Rs
(diklormetan) = 0,62; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm: 10,22 (s, 1H, -CHO), 7,55 (dd, 1H,
J=28,6; 2,4 Hz, Hag), 7,18 (d, 1H, J = 5,3 Hz, He), 7,17 (d, 1H, J = 15,9 Hz, Hcp), 7,05 (d,
1H,J = 3,4 Hz, He), 7,02 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Has), 7,00 (dd, 1H, J = 8,5; 3,4 Hz, Has), 6,88
(d, 1H, J = 15,9 Hz, Hep), 2,96 (d, 3H, J = 2,5 Hz, -NHCH3)
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4.4. Sinteza oksima 15 - 21

Dobiveni cis- i trans- izomeri aldehida, produkti Vilsmeier-Haackovog formiliranja 8 - 14

prevedeni su u oksime po uzoru na literaturnu proceduru®.

Kristali NH20OH-HCI otope se u pripremljenoj otopini sacinjenoj od 10 mL EtOH i 3 mL
destilirane vode. Nakon §to je dobivena homogena otopina navedenih komponenata, dodaje se
odgovarajuc¢i prethodno pripremljeni aldehidni derivat heterostilbena. Reakcijska smjesa se
mijeSa 24 sata na sobnoj temperaturi. Kada je reakcija zavrSena, otapalo se uparava na
rotacijskom uparivacu pod sniZzenim tlakom. Suha reakcijska smjesa se procis¢ava kolonskom
kromatografijom na silikagelu koristenjem eluensa PE/DCM i DCM/MeOH promjenjive
polarnosti.

Time su izolirani Zeljeni oksimski derivati heterostilbena 15 - 21.

. P E <. B
HO-N_ [/ N\ A
\C S
g D CH3
D C
cis, syn-15 trans, syn-15

cis, syn-(1E)-5-(4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (cis, syn-15): 6 mg (2,5%); Rs
(petroleter / dietil-eter (30%)) = 0,33; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm: 8,14 (s, 1H, -
CH=NOH), 7,25 (d, 2H, J = 7,6 Hz, Has), 7,15 (d, 2H, J = 7,6 Hz, Has), 6,98 (d, 1H, J = 3,6
Hz, Her), 6,89 (d, 1H, J = 3,6 Hz, Hes), 6,61 (d, 1H, J = 12,3 Hz, Hep), 6,58 (d, 1H, J = 12,3
Hz, Heip), 2,17 (s, 3H, -CHa); *C NMR (CDCls, 150 MHz) 6/ppm: 1453 (d, -CH=NOH), 130,9
(d, Ccip), 130,2 (s), 129,5 (s), 129,4 (2d, Cam), 129,3 (d, CeF), 128,5 (2d, Cas), 128,3 (d, CesF),
126,5 (s), 122,4 (d, Ccip), 120,4 (s), 21,4 (g, -CHs)

trans, syn-(1E)-5-(4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (trans, syn-15): 12 mg (5,0%);
Rt (petroleter / dietil-eter (30%)) = 0,33; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm: 8,22 (s, 1H, -
CH=NOH), 7,47 (bs, 1H, =N-OH), 7,36 (d, 2H, J = 7,9 Hz, Has), 7,16 (d, 2H, J = 7,9 Hz,
Hamg), 7,12 (d, 1H, J = 15,9 Hz, Hep), 7,08 (d, 1H, J = 3,5 Hz, Her), 6,96 (d, 1H, J = 3,5 Hz,
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Hese), 6,94 (d, 1H, J = 15,9 Hz, Hei), 2,36 (S, 3H, -CHs); 13C NMR (CDCls, 150 MHz) 8/ppm:
145,2 (d, -CH=NOH), 138,1 (), 133,8 (5), 133,6 (), 130,5 (d, Cer), 130,2 (d, Ccip), 129,5 (2d,
Ca), 126,5 (5), 126,4 (2d, Cass), 125,9 (d, Cer), 120,4 (d, Ccip), 21,4 (q, -CHs)

OH FE g
Ne /N 4 A

c g%

g CH,

trans, anti-15

trans, anti-(1E)-5-(4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (trans, anti-15): 95 mg (39,6%);
Ri (petroleter / dietil-eter (30%)) = 0,20; 'H NMR (CDCls;, 600 MHz) &dppm: 7,64 (s,
1H, -CH=NOH), 7,38 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Hams), 7,17 (d, 1H, J = 16,0 Hz, Hcp), 7,17 (d, 2H, J
=8,1 Hz, Ham), 7,16 (d, 1H, J = 3,5 Hz, He), 7,04 (d, 1H, J = 16,0 Hz, Hep), 7,03 (d, 1H, J
= 3,5 Hz, Her), 2,36 (s, 3H, -CHs); *C NMR (CDCl3, 150 MHz) /ppm: 141,8 (d, -CH=NOH),
138,1 (s), 133,8 (s), 132,6 (d), 130,2 (d, Ccip), 129,5 (2d, Cam), 128,9 (s), 126,5 (2d, Cam),
126,5 (s), 124,8 (s), 120,4 (d, Ccip), 21,4 (q, -CHs)

OCH
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D C
cis, syn-16 trans, syn-16

cis, syn-(1E)-5-(4-metoksistiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (cis, syn-16): 5 mg (3,2%); Rs
(diklormetan) = 0,38; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) &/ppm: 8,15 (s, 1H, -CH=NOH), 7,29 (d,
2H, J = 8,6 Hz, Ham), 7,10 (bs, 1H, =N-OH), 6,98 (d, 1H, J = 3,3 Hz, He), 6,90 (d, 1H, J =
3,3 Hz, Her), 6,88 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Ham), 6,58 (d, 1H, J = 12,0 Hz, He), 6,55 (d, 1H, J =
12,0 Hz, Hep), 3,83 (s, 3H, -CHa);

trans, syn-(1E)-5-(4-metoksistiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (trans, syn-16): 13 mg
(8,3%); Rs (diklormetan) = 0,38; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm: 8,22 (s, 1H, -CH=NOH),
7,54 (bs, 1H, =N-OH), 7,41 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Ham), 7,07 (d, 1H, J = 3,8 Hz, HeF), 7,04 (d,
1H, J = 16,1 Hz, Heip), 6,94 (d, 1H, J = 3,8 Hz, Her), 6,93 (d, 1H, J = 16,1 Hz, Heip), 6,89 (d,
2H, J = 8,6 Hz, Ham), 3,83 (s, 3H, -CHs); '3C NMR (CDCl;, 150 MHz) &/ppm: 145,2 (d, -
CH=NOH), 133,3 (s), 130,7 (s), 130,4 (d, Cer), 129,9 (d, Ccmp), 129,4 (s), 127,8 (2d, CasB),
125,4 (d, Cer), 122,0 (s), 119,3 (d, Ccip), 114,3 (2d, Cam), 55,2 (0, -CHs)
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trans, anti-(1E)-5-(4-metoksistiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (trans, anti-16): 183 mg
(116,6%); R¢ (diklormetan) = 0,19; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) dppm: 7,64 (s,
1H, -CH=NOH), 7,42 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Ha), 7,26 (d, 1H, J = 4,0 Hz, Hes), 7,09 (d, 1H, J =
16,2 Hz, Hep), 7,02 (d, 1H, J = 16,0 Hz, Hewp), 7,01 (d, 1H, J = 4,0 Hz, Her), 6,90 (d, 2H, J =
8,6 Hz, Ham), 4,62 (bs, 1H, -CH=NOH), 3,83 (s, 3H, -CHs); '*C NMR (CDCl;, 150 MHz)
o/ppm: 141,2 (d, -CH=NOH), 132,1 (d, Cer), 129,4 (d, Ccip), 127,4 (2d, Cam), 124,0 (d, Cesr),
118,8 (d, Ccip), 113,8 (2d, Cass), 54,9 (g, -CHs)

. P E . B
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cis, syn-17 trans, syn-17

cis, syn-(1E)-5-(4-klorostiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (cis, syn-17): 9 mg (4,6%); Rs
(diklormetan / metanol (1%)) = 0,58; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm: 8,15 (s, 1H, -
CH=NOH), 7,32 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ham), 7,29 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Has), 7,14 (d, 1H, J = 3,4
Hz, Her), 6,89 (d, 1H, J = 3,4 Hz, Her), 6,64 (d, 1H, J = 12,1 Hz, Her), 6,56 (d, 1H, J = 12,1
Hz, Hep);

trans, syn-(1E)-5-(4-klorostiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (trans, syn-17): 30 mg (15,3%);
Ri (diklormetan / metanol (1%)) = 0,50; 'H NMR (CDCls;, 600 MHz) &ppm: 8,22 (s,
1H, -CH=NOH), 7,39 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Has), 7,31 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Hag), 7,14 (bs, 1H,
=N-OH), 7,14 (d, 1H, J = 16,2 Hz, Hcp), 7,09 (d, 1H, J = 3,7 Hz, HeF), 6,99 (d, 1H, J = 3,7
Hz, Her), 6,91 (d, 1H, J = 16,2 Hz, Hep); *C NMR (CDCls, 150 MHz) d/ppm: 1452
(d, -CH=NOH), 144,4 (s), 135,1 (s), 134,2 (s), 133,6 (s), 130,4 (d, Cer), 129,0 (2d, Ca), 128,7
(d, Ceip), 127,6 (2d, Cas), 126,5 (d, Cesr), 121,9 (d, Ccip)
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OH F E g
AN A
S D
|_’| Cl

trans, anti-17

trans, anti-(1E)-5-(4-klorostiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (trans, anti-17): 127 mg
(64,6%); Ry (diklormetan / metanol (1%)) = 0,20; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &/ppm: 7,66 (s,
1H, -CH=NOH), 7,40 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Hag), 7,32 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ham), 7,27 (d, 1H, J
=4,0 Hz, Hes), 7,19 (d, 1H, J = 16,1 Hz, Hcp), 7,06 (d, 1H, J = 4,0 Hz, Her), 7,00 (d, 1H, J =
16,1 Hz, Hep); *C NMR (CDCls, 150 MHz) 6/ppm: 141,6 (d, -CH=NOH), 135,1 (s), 133,7
(s),132,5(d, Cerr), 130,1 (s), 129,0 (2d, Cas), 128,8 (s), 128,7 (d, Ccip), 127,7 (2d, Cas), 125,5
(d, Cer), 122,0 (d, Ccip);

. P E . B
HO-N_  // \ A
s D
H CN

cis, syn-18 trans, syn-18

cis, syn-4-(2-(5-((E)-(hidroksiimino)metil)tiofen-2-il)vinil)benzonitril (cis, syn-18): 4 mg
(3,5%); Rs (diklormetan / metanol (2,5%)) = 0,55; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm: 8,14 (s,
1H, -CH=NOH), 7,64 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Hag), 7,47 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Has), 7,35 (s,
1H, -CH=NOH), 6,99 (d, 1H, J = 3,7 Hz, Hek), 6,89 (d, 1H, J = 3,7 Hz, Hes), 6,73 (d, 1H, J =
12,1 Hz, Hep), 6,58 (d, 1H, J = 12,1 Hz, Hep)

trans, syn-4-(2-(5-((E)-(hidroksiimino)metil)tiofen-2-il)vinil)benzonitril (trans, syn-18): 18
mg (15,7%); R¢ (diklormetan / metanol (2,5%)) = 0,55; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &/ppm:
8,23 (s, 1H, -CH=NOH), 7,62 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Hag), 7,53 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Has), 7,43 (s,
1H, -CH=NOH), 7,27 (d, 1H, J = 16,1 Hz, Heyp), 7,11 (d, 1H, J = 3,6 Hz, He), 7,06 (d, 1H, J
= 3,6 Hz, Hek), 6,93 (d, 1H, J = 16,1 Hz, Hep); *C NMR (CDCls, 150 MHz) §/ppm: 144,9
(d, -CH=NOH), 143,5 (s), 141,1 (s), 135,4 (s), 132,6 (2d, Cas), 132,5 (s), 130,4 (d, Cesr), 127,9
(d, Ccp), 127,8 (d, Cerr), 126,8 (2d, Cas), 124,8 (d, Ccip), 118,9 (s, -CN)
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OH FE g
Ne [\ A
S D CN

trans, anti-18

-0

trans, anti-4-(2-(5-((E)-(hidroksiimino)metil)tiofen-2-il)vinil)benzonitril (trans, anti-18): 6
mg (5,2%); R (diklormetan / metanol (2,5%)) = 0,27; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &ppm: 7,68
(s, 1H, -CH=NOH), 7,63 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Has), 7,55 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Has), 7,33 (d, 1H,
J=16,2 Hz, Hc), 7,29 (d, 1H, J=4,0 Hz, Hesr), 7,13 (d, 1H, J = 4,0 Hz, Her), 7,03 (d, 1H, J
= 16,2 Hz, Hep); '*C NMR (CDCls, 150 MHz) 6/ppm: 141,4 (d, -CH=NOH), 141,1 (s), 132,7
(s),132,6 (2d, Cam), 132,5 (d, Cer), 129,6 (s), 127,8 (d, Ccp), 127,2 (s), 126,8 (2d, Cas), 126,7
(d, Cesr), 124,9 (d, Ccip), 118,9 (s, -CN);

HO\N-. NO, .

1\

C . B

H A Ho-N. [/ N & A
\C S
B ! D NO,
— H
D C
cis, syn-19 trans, syn-19

cis, syn-(1E)-5-(4-nitrostiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (cis, syn-19): 10 mg (9,1%); Rs
(diklormetan / metanol (1%)) = 0,27; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &/ppm: 8,21 (d, 2H, J=8,5
Hz, Hag), 8,14 (s, 1H, -CH=NOH), 7,53 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Hag), 7,22 (bs, 1H, -CH=NOH),
7,00 (d, 1H, J = 3,8 Hz, Her), 6,92 (d, 1H, J = 3,7 Hz, Her), 6,78 (d, 1H, J = 12,1 Hz, Hcp),
6,62 (d, 1H, J = 12,1 Hz, Hcip)

trans, syn-(1E)-5-(4-nitrostiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (trans, syn-19): 20 mg (18,2%);
Ri (diklormetan / metanol (1%)) = 0,27; *H NMR (CDCls, 600 MHz) dppm: 8,24 (s,
1H, -CH=NOH), 8,21 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Has), 7,59 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Has), 7,33 (d, 1H, J
= 16,2 Hz, Hep), 7,32 (bs, 1H, -CH=NOH), 7,13 (d, 1H, J = 3,7 Hz, He), 7,10 (d, 1H, J = 3,7
Hz, Hesr), 6,98 (d, 1H, J = 16,2 Hz, Hcp)

JOH
N NO,
5 /OH F E c B
H A Ny [\ A
C™ s
_ B g D NO,
D C
cis, anti-19 trans, anti-19
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cis, anti-(1E)-5-(4-nitrostiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (cis, anti-19): 6,67 mg (8,3%); Rt
(diklormetan / metanol (1%)) = 0,45; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &/ppm: 8,20 (d, 2H, J = 8,5
Hz, Hag), 7,58 (s, 1H, -CH=NOH), 7,54 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Has), 7,19 (d, 1H, J = 4,0 Hz,
Her), 6,94 (d, 1H, J = 4,0 Hz, Her), 6,81 (d, 1H, J = 12,1 Hz, Hepp), 6,65 (d, 1H, J = 12,1 Hz,
Hcp)

trans, anti-(1E)-5-(4-nitrostiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (trans, anti-19): 13,33 mg
(16,6%); Rs (diklormetan / metanol (1%)) = 0,45; *H NMR (CDCls, 600 MHz) &dppm: 8,22 (d,
2H, J=8,6 Hz, Has), 7,68 (s, 1H, -CH=NOH), 7,60 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Has), 7,38 (d, 1H, J =
16,2 Hz, Hep), 7,30 (d, 1H, J = 3,9 Hz, Her), 7,16 (d, 1H, J = 3,9 Hz, Her), 7,08 (d, 1H, J =
16,2 Hz, Heip)
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5. ZAKLJUCAK

Heterostilbeni 1 — 7, s nizom vezanih supstituenata u para- poloZaju benzenskog prstena
sintetizirani su Wittigovom reakcijom klju¢nom za formiranje dvostruke veze, kao osnove
strukture pocetnih spojeva. Zatim je smjesa geometrijskih izomera spojeva 1 — 7, Vilsmeier-
Haackovim formiliranjem prevedena u aldehide 8 — 14, koji su se Koristili kao supstrat za
dobivanje oksimskih derivata 15 — 21, uz primjenu hidroksilamin-hidroklorida. Dobivena je
smjesa izomera oksima, koji s obzirom na etensku skupinu mogu biti cis- ili trans-
konfiguracije, a s obzirom na polozaj elektronskog para dusika unutar oksimske skupine mogu
biti syn- ili anti-, §to u konacnici daje Cetiri moguéa produkta. Vecéina izomera oksimskih
derivata heterostilbena uspjesno je izolirana. Za identifikaciju dobivenih produkata koristene
su moderne spektroskopske metode, koje se koriste u organskoj kemiji, te su signali protona
pojedine funkcionalne skupine bili pokazatelj uspjesnosti provedene reakcije. Sintetizirani i
okarakterizirani spojevi bit ¢e koristeni za ispitivanje reaktivacije na humanim enzimima AChE
i BChE. Izneseni rezultati, na temelju eksperimentalno dobivenih spojeva, mogu se iskoristiti

za daljnje istraZivanje i Sirenje spoznaja o bioloSkoj aktivnosti oksimskih derivata.
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