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SAZETAK

Organofosforni spojevi predstavljaju veliku prijetnju CovjeCanstvu jer mogu uzrokovati
akutno trovanje tako da ireverzibilno inhibiraju acetilkolinesterazu, enzim koji je kljucan u
odrzavanju zivotnih funkcija. U cilju pronalaska potencijalnih reaktivatora inhibiranih
kolinesteraza organofosfatima, sintetizirani su novi oksimski derivati 3-furilnih stilbena 7-9.
Sinteza se provela nizom od tri reakcije. Prva reakcija je Wittigova reakcija s fosfonijevom
soli, kojom nastaju alkeni, odnosno 3-furostilbeni 1-3. Sintetizirani su metilni, klorovi i
cijano-derivati. Reakcijom nastaje smjesa cis- i trans-alkena, koja je uspjeSno razdvojena.
Sljedeca reakcija koja se provodila je reakcija Vilsmeierovog formiliranja, gdje su se
Wittigovi produkti prevodili u aldehide 4-6. Formilna skupina ulazi u preferirani polozaj 2 na
furanskom prstenu. Na kraju, provela se reakcija prevodenja aldehida u ciljne oksimske
strukture 7-9. Dobiveni su syn- 1 anti- izomeri pojedinih cis- 1 trans-oksima. Svi dobiveni

spojevi procis¢eni su i izolirani kolonskom kromatografijom na silikagelu.

Svi sintetizirani izomeri okarakterizirani su spektroskopskim metodama. Koristile su se

jednodimenzionalne 'H i >C NMR tehnike, a za neke izomere i dvodimenzionalne tehnike.

Kljucne rijeci: kolinesteraze, organofosfati, oksimi, 3-furostilbeni, Wittigova reakcija,

Vilsmeierovo formiliranje



SUMMARY

Synthesis and spectroscopic characterization of new 3-furostilbene

oximes

Organophosphate compounds present a great threat to the humanity since they can cause acute
poisoning so that they irreversibly inhibit acetylcholinesterase, an enzyme which is crucial in
maintaining vital functions. As a goal of finding potential reactivators of inhibited
cholinesterase by organophosphates, the new oxime derivates of 3-furostilbenes 7-9 are
synthesized. The synthesis was conducted in sequence of three reaction steps. The first
reaction was Wittig reaction with phosphonium salt and corresponding aldehyde, by which
the alkenes, 3-furostilbenes 1-3, are obtained as methyl, chlorine and cyano-derivatives. The
mixtures of cis- and trans-alkenes synthesized by the reaction were successfully separated.
The next reaction step that was conducted is the reaction of Vilsmeier formylation, where
Wittig's products were converted into aldehydes 4-6. Formyl group enters into preferred
position 2 on the furan ring. At the end, the reaction of translating aldehydes into oximes
structures 7-9 was conducted. Syn- and anti-isomers of individual cis- and frans-oximes are
gained. All the synthesized compounds are purified and isolated using column

chromatography on the silica gel.

All the synthesized isomers are characterized by spectroscopic methods. One-dimensional 'H

and ">C NMR techniques as well as for some isomers two-dimensional techniques were used.

Key words: cholinesterase, organophosphate compounds, oximes, 3-furostilbenes, Wittig

reaction, Vilsmeier formylation
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1. UVOD

Zbog sve ucestalijeg koristenja organofosfornih spojeva, kao $to su to tabun, sarin, soman i
VX, u teroristicke svrhe, ali i sve ¢eS¢ih slucajeva trovanja organofosfatima kao pesticidima u
poljoprivredi, intenzivno se pocelo tragati za lijekovima ili protuotrovima za trovanje
organofosfatima. Ova skupina organskih spojeva je opasna i1 vrlo toksi¢na jer moze
ireverzibilno inhibirati enzim acetilkolinesterazu, koji je kljuan jer hidrolizira
neurotransmiter acetilkolin u sinapsama. Prekomjerno nakupljanje nehidroliziranog
acetilkolina moze uzrokovati kolinergicki sindrom, §to se ocituje u respiratornim problemima,

ostecenju ziv€anog sustava, kao i u poremecajima brojnih drugih zivotnih funkcija.

Danas je u medicinskoj primjeni samo nekoliko lijekova koji mogu ublaziti toksi¢no
djelovanje organofosfata, ali ne i u potpunosti djelovati kao protuotrovi. Veliki potencijal u
reaktivaciji inhibirane acetilkolinesteraze imaju oksimi. Medutim, do sada sintetizirani
oksimski derivati loSe prolaze kroz krvno — mozdanu barijeru i nisu jednako djelotvorni za
sve vrste organofosfata. I dalje traje potraga za oksimima koji ¢e biti ucinkovitiji u borbi

protiv trovanja organofosfatima.

U ovom radu opisan je mehanizam ireverzibilne inhibicije acetilkolinesteraze
organofosfatima, navede su posljedice za ljudski organizam koje se mogu javiti nakon
izlaganja organofosfatima te je opisana potencijalna reaktivacija inhibiranog enzima
oksimima. Nadalje, navedeni su farmakodinamicki i farmakokineticki podatci o dosad
sintetiziranim oksimima te su opisane moguce daljnje strategije u lije€enju oksimima trovanja
organofosfatima. Kako bi se otkrili novi potencijalni reaktivatori acetilkolinesteraze,
sintetizirani su novi metilni, klorovi i cijano- derivati novih 3-furostilbenskih oksima. Svi
dobiveni meduprodukti i kona¢ni produkti su okarakterizirani spektroskopskim metodama.
Dobiveni su u dovoljnim koli¢ina za ispitivanje njihovog potencijala kao reaktivatora

kolinesteraza.



2. OPCIDIO

2.1. ORGANOFOSFATI

Organofosfati su sintetski spojevi, esterski, tiolni ili amidni derivati fosforne, fosfinske ili
fosfonske kiseline. U svojoj strukturi sadrze peterovalentni fosforov atom na koji je vezan
kisik ili sumpor, izlazna skupina, koja ima najslabiju vezu s fosforom te supstituenti R i R,
koji mogu bili razli¢ite alkilne ili arilne skupine.' Na slici 1. prikazana je opéa struktura

organofosfata.

L-odlazeca skupina, -CN, -OR;, -F
Ry,R,- alkil-, alkoksi-, aril- ili ariloksi- skupine
X-kisik ili sumpor

Slika 1:Prikaz opce formule organofosfata

Organofosfati su prvi put sintetizirani u 19. stoljecu, a otkrilo se da su otrovni za ljude tek
1932. godine, kada su znanstvenici utvrdili da udisanje para organofosfata uzrokuje
zamucenje vida i osjecaj guSenja.” Primarno se koriste u poljoprivredi kao pesticidi. Osim
toga, upotrebljavaju se 1 u veterinarskoj medicini, kao antiparazitici te kao Ziv€ani bojni
otrovi, vrlo otrovni spojevi koji mogu uzrokovati smrtonosne posljedice u malim dozama.’
Takoder, spojevi su bez boje 1 mirisa te imaju visoki tlak para pa ih to ¢ini ucinkovitim
kemijskim oruzjem. Upravo zbog sve CeSCih teroristi¢kih i vojnih napada organofosfatima,
pocelo se tragati za protuotrovima i lijekovima za trovanje organofosfatima.® Najpoznatiji
bojni otrovi koji su se koristili u teroristiCkim i vojnim napadima su sarin, ciklosarin, tabun,
soman i VX. Njihove strukture prikazane su na slici 2. Kao pesticidi, organofosfati su vrlo
djelotvorni, medutim otkriveno je da prekomjerna izloZenost takvim pesticidima mozZe biti

toksicna za ljude 1 Zivotinje.



Stoga su neki pesticidi, koji su bili u opcoj upotrebi, zabranjeni. NajviSe slucajeva trovanja
pesticidima zabiljezeno je u slabo razvijenim zemljama. Razlog tomu je loSa upucenost
stanovni§tva u propise o dozvoljenim koli¢inama uporabe pesticida te neodgovarajuca

medicinska skrb.’

tabun sarin soman
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Slika 2:Prikaz struktura nekih Zivéanih bojnih otrova

Organofosfati uzrokuju akutno trovanje tako da djeluju na Ziv€ani sustav i to na nacin da
ireverzibilno inhibiraju acetilkolinesterazu, enzim koji katalizira hidrolizu acetilkolina,
odnosno razgraduje ga na acetil-coA 1 kolin.® Takoder se inhibira i butirilkolinesteraza koja
sluzi kao pomocéni enzim acetilkolinesterazi.” Acetilkolin je neurotransmiter, nalazi se na
sinapsi Ziv€anog tkiva 1 djeluje preko nikotinskih 1 muskarinskih receptora (slika 3). Kod
zdravog organizma, kada dode do ziv€anog podrazaja, Ziv€ani impuls uzrokuje otpuStanje
acetilkolina iz mjehuri¢a u predsinapsi u sinapticki rascjep. 1z tog rascjepa acetilkolin odlazi
do muskarinskih 1 nikotinskih receptora koji se nalaze na postsinapsi i prenose dalje Ziv€ani
impuls. Impuls se dalje prenosi do ostalih Ziv¢anih stanica.’ Kad podrazaj zavrsi,
acetilkolinesteraza hidrolizira acetilkolin 1 tu prestaje prijenos impulsa. Kod trovanja
organofosfatima, acetilkolinesteraza je inhibirana, acetilkolin se ne moze razgraditi i dolazi do

pretjerane stimulacije muskarinskih i nikotinskih receptora §to uzrokuje kolinergicki sindrom.
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Slika 3:Prikaz prijenosa neurotransmitera iz predsinapse na receptore na postsinapsi

Acetilkolin ima vaznu ulogu u kontroli ziv€anog sustava, disanja i odrzavanju ostalih vitalnih
funkcija te u procesima ucenja i pamcenja. Prilikom trovanja dolazi do poremecaja mnogih
fizioloskih funkcija, a to se o€ituje u simptomima kao S§to su pretjerano lucenje Zlijezda,
zamucenje vida, drhtanje, stezanje u prsima, respiratorni problemi i ostali simptomi koji su

prikazani na slici 4.°
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Slika 4:Razliciti simptomi trovanja organofosfatima uzrokovani opterecenjem muskarinskih i
nikotinskih receptora ili receptora sredisnjeg zivéanog sustava

Osobe koje su prezivjele izloZenost organofosfatima, mogu razviti trajna oSteenja mozga
koja se o€ituju u poremecajima ponasSanja i smanjenju kognitivne sposobnosti. Na primjer, pet
godina nakon teroristickog napada organofosfatima u Tokiju (1994. i 1995.), testirane su
prezivijele osobe koje su prve doSle na mjesto napada i1 vidjelo se da te osobe imaju smanjenu
mozdanu aktivnost te loSiju sposobnost pamcenja nego osobe koje su bile manje izloZzene
otrovu.® Takoder, u nekim istrazivanjima, dokazano je da su i Zivotinje koje su bile izloZene
organofosfatima razvile dugotrajna osteéenja Zivéanog sustava.’ Kako bi se sprijecile
nezeljene posljedice trovanja organofosfatima, potrebno je reaktivirati inhibiranu
acetilkolinesterazu kako bi ponovno mogla hidrolizirati acetilkolin. Nakon trovanja
organofosfatima, potrebna je pravovremena primjena lijekova koji djeluju na muskarinske
efekte (npr. lijek atropin) te onih koji sprjeCavaju napadaje 1 gréenje miSi¢a (npr.

benzodiazepini).®

Medutim, danasnji poznati lijekovi ne ukljucuju i rjeSavanje neZeljenih nikotinskih efekata,
kao §to je reaktivacija u neuromuskularnoj sinapsi, a to je klju¢no jer paraliza te Ziv€ano —

misiéne spojnice uzrokuje prestanak disanja.’



Sredinom 20. stoljeca, otkriveno je da spojevi koji sadrze C=NOH skupinu mogu ponovno
aktivirati acetilkolinesterazu i djelovati antinikotinski.'® Upravo su oksimi takvi spojevi koji
su potencijalni lijekovi prilikom trovanja organofosfatima. Opcenito, oksimi su stabilne i

uglavnom kristalini¢ne tvari.'' Njihova struktura je prikazana na slici 5.

Aldoksim Ketoksim
N NG
I

\OH \OH

Slika 5:Prikaz opce formule oksima

Oksimi imaju sposobnost vratiti enzimsku aktivnost acetilkolinesteraze, odnosno mogu
djelovati kao nukleofilni reaktivatori inhibiranog enzima. Mehanizam reaktivacije prikazan je
na shemi 1. U prvom koraku dolazi do nukleofilnog napada hidroksilne skupine oksima na
atom fosfora fosforilirane acetilkolinesteraze koji je elektrofilan. Nastaje intermedijer koji

onda prelazi u slobodnu acetilkolinesterazu i fosforilirani oksim.’
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Shema 1:Prikaz mehanizma reaktivacije inhibirane acetilkolinesteraze



Najpoznatiji oksimi koji su dostupni u medicinskoj uporabi i koji imaju stalni naboj na
jednom ili dva piridinska prstena su 2-PAM, HI-6 i obidoksim te je jos poznat i TMB-4 (slika
6). Medutim, do danas sintetizirani oksimi imaju nekoliko mana. Prvo, oksimi nisu jednako
djelotvorni na sve vrste organofosfata, upravo zbog razli¢itih steriCkih 1 elektronskih
karakteristika organofosfata.’ Nadalje, problem koji se javlja je §to su oksimi koji su u
medicinskoj upotrebi hidrofilni, imaju kvaterni duSikov atom, nabijeni su i kao takvi loSe
prolaze kroz krvno - mozdanu barijeru.'* Stoga mnogi oksimi ne mogu djelovati na sredidnji
ziv€ani sustav, ve¢ samo na periferni. Problem pronalazenja oksima kao lijekova koji ¢e biti

ucinkovitiji u reaktivaciji inhibirane acetilkolinsteraze je i dalje u tijeku.

2.2. FARMAKOKINETICKO I FARMAKODINAMICKO
STAJALISTE O OKSIMIMA

Kako ¢e se neki lijek procesuirati u tijelu 1 kako ¢e lijek djelovati na organizam prvenstveno
ovisi 0 njegovim fizikalno — kemijskim svojstvima. O tome govori farmakokinetika i
farmakodinamika. Farmakokinetika razmatra Cetiri vazna aspekta: apsorpcija, metabolizam,
distribucija 1 izlu€ivanje lijeka iz organizma. Vazna karakteristika je nacin primjene lijeka,
koji moze biti oralnim putem ili intravenski. Nadalje, treba se razmotriti 1 Cinjenica vezu li
lijek razliciti proteini iz krvi 1 tkiva jer to moze utjecati na distribuciju lijeka ili sprijeciti
njegov transport do ciljnog mjesta. Takoder, vazan je 1 afinitet ciljnog tkiva za lijek, ali 1
afinitet 1 sposobnost lijeka da utjece na tkivo kada s njim dode u interakciju. Kada govorimo o
oksimima, oni koji bi se mogli koristiti kao lijekovi moraju djelovati i na periferni i na
sredi¥nji Zivéani sustav te imati $irok spektar djelovanja na razli¢ite organofosfate.® Kljuéni
parametri koji ¢e odrediti moZe li neki oksim djelovati kao reaktivator acetilkolinesteraze su
afinitet inhibiranog enzima za pojedini oksim te brzina reaktivacije koja se postize upotrebom
oksimima. Ovakva istraZivanja provedena su na razli¢itim aldoksimima."> Razmatrao se i
najbolji nacin uzimanja oksima kao lijekova. Atropin, lijek koji se danas koristi u lijecenju
trovanja organofosfatima i koji djeluje na muskarinske efekte, postoji u injekcijama koje si
oboljeli mogu sami dati. Slicno razmiSljanje ide 1 u smjeru proizvodnje autoinjektora s
oksimima kao lijekovima, tako da osoba koja zna da ¢e biti izloZena organofosfatima (npr.
pesticidima u poljoprivredi) ili je nenamjerno izlozena moZzZe smanjiti ucinak djelovanja

organofosfata prije dolaska medicinskog osoblja.'*



2.3. KRVNO - MOZDANA BARIJERA

Sredisnji zivéani sustav obuhvaéa mozak i lednu mozdinu. MoZzdani parenhim, tj. aktivno
tkivo mozga sastoji se od neurona i glija stanica, gdje neuroni procesuiraju zivcane signale i
uzrokuju otpustanje neurotransmitera iz mjehuric¢a u predsinapsi. Kako ne bi doslo do prodora
Stetnih molekula u sredis$nji ziv€ani sustav, izmedu kapilara i mozdanog tkiva se nalazi krvno
— mozdana barijera. Ova barijera visoko je selektivna i kontrolira prijenos tvari iz krvi do
mozga.® Medutim, kisik, ugljikov dioksid i tvari poput nikotina, kofeina i alkohola imaju

,- . . .. 1
sposobnost do¢i do mozga pasivnom difuzijom."

Barijera se sastoji od endotelijalnih stanica, astrocita i pericita. Membrane endotelijanih
stanica sadrze specificne proteine koji imaju kljuénu ulogu u opskrbi mozga glukozom,
aminokiselinama i ostalim esencijalnim molekulama. Osim toga, krvno - mozdana barijera
sadrzi 1 razlicite efluks pumpe od kojih su najpoznatiji tzv. proteini visoke rezistencije, koji su
tako nazvani jer uvelike smanjuju koncentraciju lijeka na ciljnom mjestu.'® Provedena su
mnoga in vitro 1 in vivo istrazivanja kako bi se procijenilo moze li odredeni lijek biti aktivan u
podrucju srediSnjeg ziv€anost sustava. Hoée li odredeni lijek proéi kroz barijeru ovisi o vise
¢imbenika. Vecina lijekova koji djeluju na sredi$nji ziv€ani sustav su male molekule koje
prolaze kroz krvno — moZzdanu barijeru putem pasivne difuzije.17 Analizom fizikalno —
kemijskih svojstava kao §to su veliina, odnosno molekulska masa lijeka, lipofilnost,
polarnost, fleksibilnost molekule te naboj, mozemo predvidjeti kako ¢e lijek prolaziti kroz
krvno — moZzdanu barijeru. Najvazniji aspekti koje treba uzeti u obzir su pH vrijednost i
lipofilnost molekule lijeka.'® Idealni lijekovi koji ¢e dospjeti do sredisnjeg Zivéanog sustava

su male, nepolarne, bazi¢ne molekule s umjerenom fleksibilnosti odnosno rotacijom veza.'’

2.4. STRATEGIJE U LIJECENJU OKSIMIMA TROVANJA
ORGANOFOSFATIMA

Glavni problem u pronalasku lijeka za trovanje organofosfatima je upravo nedostatak
lijekova koji ¢e djelovati na srediSnji ziv€ani sustav. Oksimi imaju potencijal za takvo
djelovanje. Medutim, potrebno je povecati propusnost krvno — mozdane barijere za oksime,

a to se pokusalo s mijenjanjem strukture ili nacina sinteze pojedinih oksima.



Prvi su sintetizirani oksimi koji imaju stalni naboj na jednom ili dva piridinska prstena.
Stalni naboj je bilo ono Sto smjeSta oksime na aktivho mjesto u srediSnjem zivéanom
sustavu.® Medutim, uvidjelo se da nabijeni oksimi, kao §to su 2-PAM, HI-6 i obidoksim
(slika 6), lijekovi dostupni u lijeCenju trovanja organofosfatima, lose prolaze kroz krvno —

mozdanu barijeru upravo zbog stalnog naboja.’

2-PAM HLG o
| N | N = NH,
N .
i AN N
[
|

obidoksim OH

HO\N / \ / \N/OH
A ”+\/°\/'1‘ X

Slika 6:Prikaz struktura oksima sa stalnim nabojem: 2-PAM, HI-6 i obidoksim

Buduci da je stalni naboj sprjecavao prolaz oksima do aktivnog mjesta, sintetizirani su oksimi
koji nisu nabijeni 1 imaju tercijarni duSikov atom. Primjer takvih oksima su acetiloksimi
monoizonitrozoaceton (MINA) i diacetilmonoksim (DAM), Cije su strukture prikazane na
slici 7." Istrazivanja su pokazala da je potrebna puno veéa doza MINA nego 2-PAM za
reaktivaciju inhibirane acetilkolinesteraze. Takoder, acetiloksimi su loSije djelovali na
periferni Zivéani sustav nego 2-PAM.? Sljede¢i tercijarni oksimi koji su sintetizirani bili su
razli¢iti derivati 3-hidroksi-2-piridinijevi oksimi. Za njih se pokazalo da su vrlo dobri
reaktivatori acetilkolinesteraze inhibirane organofosfatima.”' Osim njih, sintetizirani su i N-
supstituirani 2-hidroksiminoacetamidi, za koje se tvrdi da imaju veliki potencijal kao
protuotrovi kod trovanja organofosfatima, ali 1 kao preventivni lijjekovi ako je u pitanju

potencijalna izloZenost.”



Acetiloksimi N-supstituirani-2- 3-hidroksi-2-piridin
hidroksiminoacetamidi  5|doksim

2-hidroksiminoimidazoli
7 o OH N N—OH
MINA N Y.
# N\OH AN | | \>
R—NH OH NN
o R N on N\
R

= N\OH DAM

Slika 7:Prikaz struktura nenabijenih oksima

Budu¢i da je ve¢ ranije spomenuto da je lipofilnost molekule lijeka jedan od kljuénih faktora
koji odreduje kako ¢e lijek prolaziti kroz krvno — mozdanu barijeru, pokusala se povecati
lipofilnost mijenjanjem strukture molekula. Tako su sintetizirani tercijarni 3-fluor-1-piridinski
aldoksimi koji sadrze atom fluora.”’ Isto tako se nabijenim oksimima pokusao dodati
supstituent koji ¢e utjecati na lipofilnost. Primjer takvih oksima su alkilfenoksi supstituirani
piridinski prstenovi ili piridinski prstenovi s fluorom ili klorom. Strukture oksima sa

supstituentima koji povecavaju lipofilnost prikazane su na slici 8. Povecanjem lipofilnosti

molekula, poveéala se i koncentracija oksima kao aktivnih tvari u mozgu.***’
Fenoksialkil piridinijev klor — piridinijev aldoksim
aldoksim c 0
NF X 7 NH;

W | N Y N
- N N

fluor — piridinijev aldoksim

A

N
Ho Xy A

H(F)

Slika 8:Prikaz struktura oksima sa supstituentima koji povecavaju lipofilnost
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Sljedeca vrsta oksima koja je sintetizirana je pro-2-PAM (shema 2), modificirana molekula 2-
PAM. Pro-2-PAM je izrazito manje nabijena molekula te ima sposobnost biotransformacije,
na nacin da se oksidira u 2-PAM kada dode do aktivhog mjesta u srediSnjem ziv€anom
sustavu. U¢inak na periferni ziv€ani sustav je jednak kao kod 2-PAM. Medutim, pokazalo se
da je terapija pro-2-PAMom nakon izlaganja organofosfatima puno ucinkovitija nego s 2-
PAM, odnosno da pro-2-PAM djeluje bolje na sredi$nji ziv€ani sustav, pruzaju¢i mu snazniju

obranu od patologkih osteéenja i napadaja.®®

pro-2-PAM 2-PAM
= 7=
| oksidacija u mozgu |
= W™

N . N
N / \OH N / \OH

Shema 2:Prikaz strukture pro-2-PAM te njegove oksidacije u mozgu

Jo$ jedan nacin kojim se pokusao poboljSati prolazak oksima kroz krvno — mozdanu barijeru
bila je sinteza glikoziliranih oksima (slika 9). Specifi¢ni proteini, oni koji se nalaze na barijeri
i opskrbljuju mozak glukozom, bi mogli prenositi takve oksime do mozga.® Nadalje, pokusalo
se 1 ugraditi oksime 2-PAM, HI-6 i obidoksim u razli¢ite polimerne, ¢vrste lipidne
nanocestice, kao 1 liposome. Takve nanoncestice uspjeSno prenose lijekove kroz krvno —
mozdanu barijeru. Takoder, nanocestice Stite lijek od razgradivanja te mogu smanjiti
nuspojave. Nacin na koji nanocCestice prolaze kroz barijeru je da im se na povrSini nalaze
razli¢iti ligandi koje prepoznaju receptori u endotelijalnim stanicama 1 tako uspjesno

dospijevaju do mozga.*®
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Slika 9:Prikaz strukture glikoliziranog oksima

Sto se ti¢e na¢ina uzimanja lijeka, istraZivanja su pokazala da je najbolji na¢in na koji oksim
moze u¢i u organizam i djelovati kao lijek intranazalnim putem, odnosno unosom kroz nosnu
Supljinu. Ovakvim unosom lijek moZe direktno do¢i do mozga preko mirisnih stanica ili moze
preko respiratorne sluznice oti¢i u krvozilni sustav i tako biti distribuiran do krvno — mozdane
barijere. Prednost intranazalnog puta je brzo djelovanje lijeka, a to je posebice bitno kod

oksima kao protuotrova kod trovanja organofosfatima.”

Jo§ jedna mogucéa terapija za organofosfate je preventivno intravensko uzimanje
butirilkolinesteraze kada je izgledno da ¢e organizam biti izloZzen trovanju. Na taj nacin
otezava se prodiranje organofosfata do sinapse i njihovo inhibiranje acetilkolinesteraze. Ova

terapija pokazala se u¢inkovitom kod trovanja bojnim otrovima.*’

2.5. FARMAKOKINETICKI PODATCI O POZNATIM OKSIMIMA

2.5.1. Apsorpcija i eliminacija

U kojoj mjeri ¢e neki oksim djelovati kao lijek ovisi prvenstveno o njegovoj apsorpciji,
vremenu potrebnom da dode do ciljnog mjesta u perifernom 1 u srediSnjem ziv€anom sustavu
te o vremenu eliminacije. Struktura oksima uvelike ¢e utjecati na ove parametre, ali i to je li
se istrazivanje provelo kod zivotinja ili ljudi. Apsorpcija se definira vremenom koje je

potrebno da se dostigne maksimalna koncentracija oksima u krvi.®

Istrazivanja su provedena na nenabijenim 1 nabijenim oksimima (2-PAM, HI-6, obidoksim i
TMB-4) te na oksimima u nanocesticama. Kod svih nabijenih oksima brzina apsorpcije

pokazala se priblizno jednakom.
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Iz toga se jedino moze izdvojiti 2-PAM, koji je kod Govjeka pokazao najbrzu apsorpciju.'®
Medutim, jedan od najvecih nedostataka nabijenih oksima je kratko vrijeme farmakoloskog
djelovanja, odnosno ne zadrzavaju se dugo u krvozilnom sustavu. Vecina nabijenih oksima
pokazala je losu bioraspolozivost u organizmu. Zabiljezeno je i da je vrijeme zadrzavanja u
organizmu dulje kod vecih sisavaca, zbog njihovog sporijeg metabolizma.’' Nadalje, §to se
ti¢e oksima koji nemaju stalni naboj, analize su pokazale da imaju jednak problem kratkog
zadrzavanja u krvozilnom sustavu kao i nabijeni oksimi. Medutim, za neke N-supstituirane 2-
hidroksiminoacetamidne oksime se pokazalo da imaju vrlo brzu apsorpciju i bioraspolozivost
u velikom postotku.’ Jo§ jedna vrsta oksima na kojoj se provelo istraZivanje o apsorpciji su
oksimi ugradeni u nanocestice. Takvi oksimi su pokazali znatno duze vrijeme zadrzavanja u

organizmu naspram analognih nevezanih oksima.*

Sto se ti¢e eliminacije oksima iz organizma, pokazalo se da se veéina nabijenih oksima
izluCuje iz organizma bubreznim putem. Takoder, takvi oksimi ve¢inom odlaze iz organizma
nepromijenjeni. Tako se kod ljudi pokazalo da 80-90% primijenjene doze 2-PAMA kao lijeka
izlazi nepromijenjeno iz organizma.'* Nesto manji postotak nepromijenjenosti ima HI-6, oko
60%, a ostalih 40% oksima HI-6 je proSlo kroz metabolizam, ali dokazano je da taj udio
metaboliziranog oksima nema prevelikog znadaja u njegovoj biologkoj aktivnosti.’Kod
covjeka se 60% oksima HI-6 izlu¢ilo nepromijenjeno iz organizma kroz 6 sati. Obidoksim

. .. . e . . . . 34
izlazi iz organizma oko 70% nepromijenjen i to unutar 24 sata od uzimanja.

2.5.2. Distribucija oksima do tkiva i prolazak kroz krvno - moZdanu

barijeru

Distribucija lijeka do tkiva definira se prividnim volumenom distribucije, odnosno koli¢inom
lijeka u tijelu. Od nabijenih oksima, najveci prividni volumen imaju 2-PAM oksimi, puno
veci nego §to je isti kod obidoksima i HI-6 oksima.” To govori i o tome da se 2-PAM bolje
veze za proteine iz krvi. lako ne postoje podatci o vezanju nenabijenih oksima za proteine iz
krvi, na temelju kratkog vremena zadrzavanja 3-hidroksi-2-piridinskih oksima u krvoZilnom

sustavu pretpostavlja se da proteini slabo vezu ove oksime.

Vec¢ je receno da je najveci problem do danas sintetiziranih oksima njihov lo§ prolazak do
mozga kroz krvno — mozdanu barijeru i to je glavni ¢imbenik koji ¢e odrediti hoc¢e li oksim

kao lijek biti djelotvoran. U istrazivanjima s umjetnim membranama koje su nalik pravim
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krvno — mozdanim barijerama, dokazalo se da je takva membrana gotovo potpuno nepropusna
za nabijene oksime 2-PAM, HI-6 i obidoksim. Pokazalo se i da kad oksimi produ kroz
barijeru, ostvaruju razli¢ite postotke reaktivacije inhibirane acetilkolinesteraze kod trovanja
razli¢itim organofosfatima.’ Kao $to se i pretpostavilo, sintetizirani nenabijeni oksimi npr. 3-
hidroksi-2-piridin oksim u vecoj mjeri prolaze kroz barijeru. Ovi oksimi pokazuju i vrlo
visoku koncentraciju u krvi.* Oksimi ugradeni u nanoGestice takoder pokazuju veéi prolazak
kroz barijeru nego analogni slobodni oksimi. Naprimjer, koncentracija oksima 2-PAM
ukomponiranog u nanocestice u krvi je puno veca nego kad se 2-PAM uzima slobodan. Zbog
toga Sto prisutnost nanocestica poboljsava prolazak oksima kroz krvno — mozdanu barijeru, 2-
PAM u nanolesticama moZe vratiti aktivnost inhibiranoj acetilkolinesterazi za 15%.°
Dodatna prednost koja se javlja koriStenjem nanocestica je da se u njih moze ugraditi vise
oksima, odnosno vise aktivnih tvari §to moZe omoguditi djelovanje na razlicite organofosfate.
Tako se moze rijeSiti problem nejednolikog djelovanja oksima za organofosfate. Oksimi
ugradeni u nanodestice takoder pokazuju vrlo veliku koncentraciju u krvi.° Nadalje, kod
nabijenih oksima, kojima je povecana lipofilnost supstituentima kao §to su klorov ili fluorov
atom, doSlo se do zakljucka da je propusnost membrane ve¢a nego kod nesupstituiranih
analoga. Sto ima vise klorovih ili fluorovih atoma, bit ée i veéa propusnost.” Bitno je
napomenuti da pojedini oksimi nemaju jednak ucinak na sve organofosfate. Na primjer,
tercijarni oksimi MINA i DAM ¢e sprijeciti napadaje nakon izlozenosti organofosfatima
sarinu 1 VX.* Isto tako, pro-2-PAM ¢e moéi zadtititi neuroloski sustav kod trovanja sarinom

ili VX, ali neée biti djelotvoran kod trovanja ciklosarinom.”’

2.5.3. Promjena farmakokinetickog djelovanja oksima organofosfatima

Izlozenost nekim organofosfatima moze promijeniti svojstva lijeka i utjecati na to kako ¢e se
oksimi manifestirati u organizmu. Organofosfati mogu utjecati 1 na protok krvi, Sto moZe biti
. ., . .. .- . . .. .. 6
krvi kroz bubrege, bit ¢e smanjeno i izlu¢ivanje oksima kroz bubrege, odnosno eliminacija.
Na primjer, dokazano je da Ziv€ani bojni otrov soman smanjuje cirkulaciju krvi kroz bubrege i
.. . . - . 39 . . . , .. .
tako smanjuje bubrezno izlucivanje.”” To moze rezultirati pove¢anom koncentracijom oksima
u krvi. Zbog tako povecane koncentracije moze do¢i do nezeljene reakcije oksima s nekim
tvarima ili se moze smanjiti protuotrovno djelovanje oksima. Nadalje, organofosfati mogu

promijeniti i duljinu trajanja aktivnosti oksima, kao i dovesti do neZeljenih nuspojava
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prilikom lijeCenja oksimima. Tako su se kod 2-PAM 1 obidoksima pojavile blage nuspojave

14,34 39

lijecenja nakon izlaganja organofosfatima. ™" Kod HI-6 nisu zabiljezene nuspojave.

Sljedeca stvar koju treba imati na umu je da produkt koji nastaje prilikom reakcije reaktivacije
inhibirane acetilkolinesteraze moze ponovno inhibirati enzim. Naime, kad acetilkolinesteraza
reagira sa oksimima koji imaju jedan ili dva piridinska prstena i stalni naboj, produkt koji
nastaje je fosfoniloksim. Pokazano je da ovaj produkt smanjuje protuotrovni ucinak oksima 1
uzrokuje nuspojave.”® Dakle, poZeljno je da se fosfoniloksim brze eliminira i ne zadrZava

predugo u organizmu.’

Propusnost krvno — mozdane barijere takoder moze biti izmijenjena nakon izlaganja
organizma organofosfatima.® U nekim istrazivanjima, dokazano je da miSevi izloZeni
organofosfatu somanu imaju veéi protok krvi kroz mozak.*’ Isto tako, dokazano je da je
soman uzrokovao povecanje propusnosti krvno — mozdane barijere kod miseva, ali samo onih
koji nisu razvili napadaje.*' Sli¢ni zakljuGci doneseni su i u istraZivanjima sa organofosfatom
sarinom.* Kako jo§ organofosfati utjetu na djelovanje oksima, govori i istraZivanje o tome
zaSto HI-6 oksim slabo prolazi kroz krvno — mozdanu barijeru. Naime, pretpostavlja se da
soman utje¢e na suzavanje krvnih kapilara i snizavanje krvnog tlaka i da upravo zbog toga
oksimi lose dolaze do mozga i sredi$njeg Zivéanog sustava.”’ Kod oksima 2-PAM,
koncentracija u krvi 1 propusnost krvno — moZzdane barijere je jednaka i kod Zivotinja koje su
izlozene organofosfatima i onih koje nisu.** Moguénost da se propusnost krvno — mozdane
barijere moze promijeniti prilikom izlaganja organizma organofosfatima treba uzeti u obzir

prilikom procijene koncentracije oksima potrebne za aktivni u¢inak u organizmu.
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3. REZULTATI I RASPRAVA

3.1. UVOD

U naSem laboratoriju prireden je niz neutralnih razli¢ito supstituiranih 2-tienilnih

heterostilbenskih oksima OX1-OX8 (Slika 1)* te su na njima provedena istraZivanja

njihovog potencijala kao reaktivatora. Kako se vidi na slici 1, u ovom nizu oksima, kao glavni

produkti prevladavaju trans-izomeri oksima s razli¢itim konfiguracijama na C=N-OH

dvostrukoj vezi, anti-, odnosno syn-. Dobiveni spojevi OX1-OXS8 sintetizirani su nizom od tri

reakcijska stupnja, koji ¢ine Wittigova reakcija, Vilsmeierovo formiliranje te prevodenjem u

oksimske strukture.

trans,syn-0X1

trans,syn-0X3

HO_N\\\C/Q\/\Q\

trans,syn-0X5S

trans,syn-0X7

C
H s CH,
trans,anti-0OX2
/OH
C
H s OCH,
trans,anti-OX4
/OH
C
H S Cl
trans,anti-OX6
OH

/
N\\/@\/\Q\

trans,anti-OX8

Slika 1. Prikaz struktura 2-tienilnih heterostilbenskih oksima OX1-OX8
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Preliminarni eksperimentalni rezultati pokazali su da su oksimi OX3-OX6 reaktivatori
ciklosarinom inhibirane butirilkolinesteraze (Slika 2), §to je izvrsna polazna informacija za
sintezu novih sli¢nih spojeva polaze¢i od furostilbena 1-3, preko odgovaraju¢ih formilnih
derivata 4-6 do ciljnih 3-furilnih heterostilbenskih oksima 7-9, novih potencijalnih

reaktivatora kolinesteraza obuhvac¢enih ovim zavr$nim radom (Slika 3).

Reactivation screens of cyclosarin-inhibited hBChE,,;
by OX1-0OX8 oximes (0.1mM)

100+
o p.
80 - Y
Ly -+~ OXI1 OX 5
s |V 7 OX2 -e OX6
® 604/ / @
2 i p OX3 -8 OX7
§ 2044 OX4 & OX8
© id @ -5 HI-6(6.3.19)
20_? U — ® (HI-6 prikazan radi usporedbe)
nd — 4
n i
L - ';-;:,.——t- — &
O'HQ T T T
0 100 200 300

t/ min

Slika 2: Profil reaktivacije ciklosarinom inhibirane BChE oksimima OX1-OX8 u usporedbi s
reaktivacijskim potencijalom HI-6.

/ / /

o o CHO o CH=——NOH

13 4-6 7-9
R: -CHj, -Cl, -CN

Slika 3: Prikaz struktura furostilbena 1-3, formilnih derivata 4-6 te novih 3-furostilbenskih
oksima 7-9
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3.2. SINTEZA I SPEKTROSKOPSKA KARAKTERIZACIJA 3-
FURILNIH DERIVATA STILBENA 1-3

3.2.1. Priprava heterostilbena 1-3

Za sintezu 3-furilnih derivata stilbena 1-3 (Shema 1) koriStena je Wittigova reakcija s
fosfonijevom soli, 3-furilnim aldehidom te natrijevim etoksidom kao bazom u apsolutnom
etanolu. Reakcija se provodila u struji dusika 24 sata. U Wittigovoj reakciji stvara se
dvostruka veza, odnosno nastaje alken. Dobivena je smjesa cis- i trans- izomera, koja se prvo
obraduje ekstrakcijom, a zatim razdvaja kolonskom kromatografijom na silikagelu. Kao

eluens u kolonskoj kromatografiji koristila se smjesa otapala petroleter/dietileter promjenjiva

omjera.
R
CHO
+ -
CH,PPhBr
/ \ NaOEt/EtOH
+ . ~
o N,
R =24h / \

0]
1-3

R: 1. -CH; (73.6%)
2.-Cl (41.1%)
3.-CN (48.5%)

Shema 1: Sinteza 3-furilnih derivata stilbena

Kod svih derivata uspjesno su izolirani cis- i trans-izomeri. Prema 'H NMR spektru izomeri
kod metilnog (1) 1 klorovog (2) derivata nastaju u omjeru priblizno 1:1, a kod cijano — (3)
derivata cis- i trans-izomeri nastaju u omjeru 1.5:1. Kod metilnog derivata 3-furilnih stilbena
(1), izolirane su priblizno jednake mase cis- 1 trans-izomera. Kod klorovog (2) i cijano— (3)

derivata 3-furilnih stilbena veéinski izolirani produkt je cis-izomer.
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3.2.2. Identifikacija furostilbena 1-3 spektroskopskim metodama

Strukture svih derivata furostilbena 1-3 potvrdene su 1 okarakterizirane spektroskopskim
metodama. Snimljeni su 'H i °C NMR spektri &istih cis- i trans- izomera. U '"H NMR

spektrima identificirani su etenski protoni koji su dokaz nastanka dvostruke veze Wittigovom

reakcijom.
trans-1
He/Hg
h Hi/Hg
H¢ Ha A Hg
Ho/He Hp/He
Ho/H: Hy
, Ho/H A
a}
Hi/Hq
b)
He He/Hg
T \ \ ' \ \ ' T ' \
PPM 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2

Slika 4: "H NMR spektar trans-1 (a) i cis-1 (b) izomera

Na slici 4 paralelno su prikazani spektri cis-1 1 trans-1 izomera. Spektar a) prikazuje trans-1
izomer, na kojem se vide dva karakteristi¢na dubleta, koji se odnose na protone novonastale
dvostruke veze. Dublet jednog protona Hp/Hg nalazi se na 6.90 ppm, a drugi dublet na 6.80
ppm. Ovi dubleti imaju jednaku konstantu sprege, koja iznosi J = 16.2 Hz, §to potvrduje da se
ti protoni medusobno sprezu. Medusobnu interakciju potvrduje i izgled dubleta, koji pokazuju
tzv. efekt ukoSenih multipleta. Kod ostalih trans-izomera 2 1 3, signali za etenske protone
nalaze se izmedu 6.70 1 7.10 ppm. Protoni dvostruke veze vidljivi su 1 na spektru b), koji

prikazuje cis-1 izomer. Signali za ove protone nalaze se na niZim kemijskim pomacima.
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Dublet jednog protona nalazi se na oko 6.50 ppm, a drugog na oko 6.30 ppm. Dubleti takoder
imaju jednaku konstantu sprege, koja iznosi 12.2 Hz, i ta vrijednost karakteristi¢na je za cis-
izomere. Kod ostalih cis-izomera spojeva 2 1 3, signali za protone dvostruke veze nalaze se
izmedu 6.30 1 6.50 ppm. Signali za protone benzenske jezgre Hg/Hg su dubleti i kod oba
spektra a) 1 b) nalaze se na slicnim kemijskim pomacima. Na spektru se vide i signali za
furanske protone koji takoder imaju karakteristi¢an izgled. Signal za proton Hc je singlet i
nalazi se na najve¢im kemijskim pomacima. Na neSto manjim pomacima, u podrucju signala
za aromatske protone, nalazi se signal za proton Hyu, Cija konstanta sprege iznosi J = 1-2 Hz.
Na najmanjim pomacima nalazi se dublet za proton Hg, jer on najmanje osjeca prisutnost
kisika, a ima istu konstantu sprege kao proton Ha. Kod oba izomera metilnog derivata 3-
furostilbena 1, na pomacima 2.34 — 2.35 ppm nalazi se singlet koji odgovara protonima

metilne skupine, a oni se ne sprezu s drugim protonima.

Na "°C spektru vide se tri signala niskog intenziteta, a to su signali za kvaterne ugljike,
odnosno ugljike koji nemaju vezane protone i oni su singleti. Svi ostali signali, za ugljike
benzenske i furanske jezgre te ugljike dvostruke veze nalaze se na pomacima izmedu 110.3 i
142.5 ppm i oni su dubleti. Kod cis-1 1 trans-1 izomera metilnog derivata furostilbena, na oko

20 ppm vidljiv je i signal za ugljik metilne skupine.

3.3. PREVODENJE PRODUKATA WITTIGOVE REAKCIJE 1-3 U
FORMILNE DERIVATE 4-6

3.3.1. Sinteza aldehida 4-6

Aldehidi 4-6 sintetizirani su iz Wittigovih produkata 1-3 Vilsmeierovim formiliranjem uz
reaktante fosforil-oksiklorid, POCI; te N,N-dimetilfformamid, DMF. Izoliranim cis- 1 trans-
izomerima u tikvicama dodali su se reaktanti u suviSku (Shema 2). Tikvice su tokom
dodavanja bile uronjene u ledenu kupelj, kako bi se snizila temperatura jer se dodatkom
POCI; oslobadaju otrovni plinovi a reakcija je egzotermna. Reakcija se provodila 24 sata na
sobnoj temperaturi. Formilna skupina kod svih derivata u puno ve¢em iskoriStenju ulazi u
preferirani poloZaj 2 na furanskom prstenu u odnosu na poloZaj 5. Dobiveni cis- 1 trans-

izomeri aldehida 4-6 procisceni su ekstrakcijom te kolonskom kromatografijom na silikagelu,
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koriste¢i smjesu otapala petroletera i dietiletera promjenjiva omjera. Kod cis-4 1 cis-5 izomera

primjecuje se da formilna

skupina u malom postotku ulazi i u polozaj 5 na furanskoj jezgri. Kod metilnog (4), kao i kod
klorovog (5) aldehida trans-izomer izolirano se u veéem iskoriStenju. Kod cijano- (6)

derivata, 1 cis- 1 trans-izomeri izolirali su se u sto postotnom iskoristenju jer nastaje samo

jedan aldehid.

R
POCI,
—_
= DMF ~
/ =24 h
O
0
(6]
4-6
R: 1. -CH3
2.-Cl R: 4. -CH; (cis-69.5%, trans-58.4%)
3.-CN 5. -Cl (cis-67.7%, trans-53.7%)

6. -CN (cis-55.0%, trans-77.7%)

Shema 2: Prevodenje Wittigovih produkata 1-3 u aldehide 4-6 Vilsmeierovim formiliranjem

3.3.2. Potvrda struktura aldehida 4-6 spektroskopskim metodama

Strukture izomera 4-6 spektroskopski su okarakterizirane pomoéu 'H i °C NMR spektara.

Snimljeni su spektri €istih cis- 1 frans-izomera.
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Hc

trans-1 o trans-4

a)
by —
I T I I I I T I ! I ! I !
PPM 9.6 9.2 8.8 8.4 8.0 7.6 7.2 6.8
Slika 5: Prikaz "H NMR spektra i struktura aldehida frans-4 (a) i Wittigovog produkta frans-1

(b)

Na slici 5 prikazani su '"H NMR spektri metilnog derivata Wittigovog produkta i aldehida.
Spektar a) je spektar aldehida trans-4 1 pokazuje da se na najvec¢im pomacima (9.91 ppm)
nalazi signal za proton aldehidne skupine Hc. To potvrduje da je Vilsmeierova reakcija
uspjesno provedena, jer kod spektra b) tog signala nema, kao $to ni na spektru a) nema vise
signala za tre¢i proton furanskog prstena. Na spektru a) vidi se 1 da je vecinski produkt
aldehid gdje je formilna skupina usla u polozaj 2 furanskog prstena, ali 1 da u vrlo malom
postotku formilna skupina ulazi i u polozaj 5 furanskog prstena. Medutim, izoliran je samo
vecinski produkt s formilnom skupinom u poloZaju 2. Signali za protone benzenske 1 furanske
jezgre te protone dvostruke veze nalaze se na slicnim pomacima i kod spektra a) i kod spektra
b). Kod trans-izomera klorovog derivata (5) signal za proton aldehidne skupine nalazi se na

9.92 ppm, a kod cijano-derivata (6) na 9.94 ppm.
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0 trans-5

Hg

He
a) - H“* J .

Ho/He

HF/HG 'HF/HG

I ! I I ! I ! I I I ! I I
PPM 9.6 9.2 8.8 8.4 8.0 7.6 7.2 6.8 6.4

Slika 6: Prikaz "H NMR spektara i struktura klorovih derivata aldehida cis-5 (a) i trans-5 (b)

Slika 6 prikazuje usporedbu 'H NMR spektara aldehida cis-5 i trans-5. Kod svih cis-izomera,
signal protona Hc¢ nalazi se na manjim kemijskim pomacima u odnosu na isti signal trans-
izomera istog derivata. Za klorov derivat je to vidljivo i na slici 5. Kod svih cis-izomera signal
za proton Hc nalazi se na gotovo istim kemijskim pomacima. Kod metilnog derivata (4) signal
za taj proton kod cis-izomera nalazi se na 9.81 ppm, kod klorovog (5) na 9.83 ppm, a kod
cijano-derivata na 9.85 (6) ppm. Na slici 6 vidi se i ve¢ spomenuta razlika izmedu cis- 1 trans-
izomera, a to je u protonima dvostruke veze. Signali za protone dvostruke veze Hp/Hg, koji su
dubleti, kod trans-5 izomera nalaze se na veéim kemijskim pomacima i1 imaju konstantu
sprege J = 16.3 Hz. Kod cis-5 izomera dubleti koji oznaCavaju etenske protone nalaze se na
nesto manjim kemijskim pomacima i imaju manju konstantu sprege koja iznosi J = 12.0 Hz.

Ove konstante sprege karakteristi€ne su za pojedine izomere.

Na snimljenim *C spektrima signal za ugljik aldehidne skupine kod svih derivata aldehida 4-
6 nalazi se na oko 178 ppm. Signal za taj ugljik je dublet jer na sebi ima vezan proton
aldehidne skupine. Na spektrima aldehida metilnog (4) 1 klorovog (5) derivata nalaze se Cetiri
kvaterna ugljika, koji su singleti 1 niskog su intenziteta. Kod cijano- (6) derivata trebalo bi se

vidjeti pet signala za kvaterne ugljika, medutim kod trans-izomera izostaje peti signal ili se ne
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vidi zbog jako slabog intenziteta. Signali za sve ostale ugljike, koji su dubleti, nalaze se u

podrucju izmedu 109 i1 149 ppm.

3.4. PRIPRAVA NOVIH OKSIMSKH DERIVATA 3-FURILNIH
STILBENA 7-9

3.4.1. Sinteza metilnog, klorovog i cijano-derivata oksima 7-9

Novi ciljni oksimski derivati 3-furilnih stilbena 7-9 sintetizirani su prevodenjem aldehida u
oksime uz dva ekvivalenta HCI x hidroksilamina te smjese otapala alkohola i destilirane vode
(Shema 3). Reakcija se provodila 24 sata na sobnoj temperaturi. Nastaje smjesa syn- i anti-
izomera pojedinih cis- i trans-oksima 7-9. Reakcijska smjesa razdvaja se viSestupnjevitom
kolonskom kromatografijom na silikagelu, koriste¢i smjesu otapala petroleter/dietileter (1-
50%). U prvim frakcijama kolonske kromatografije izlazi neizreagirani aldehid u tragovima, a

izolirani su samo Cisti syn- 1 anti-izomeri oksima.

R
R
R
~= HCI x hidroksilamin
_— =
/ \ EtOH/H,0 + S

- o O A

| 5 cH
4-6 N\OH ”
R: 4.-CH, AN
5.-Cl syn-7-9 "o anti-7-9
6. -CN

R: 7. -CHj (cis-70.8%, trans-68.0%)
8. -Cl (cis-83.9%, trans-97.1%)
9. -CN (cis-89.7%, trans-52.9%)

Shema 3: Reakcija prevodenja aldehida 4-6 u oksime 7-9
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3.4.2. Spektroskopska karakterizacija novih oksima 7-9

Strukture svih syn- 1 anti-izomera pojedinih cis- 1 trans-oksima 7-9 potvrdene su
spektroskopskim metodama. Snimljeni su 'H i °C NMR spektri &istih izomera, a za neke syn-
izomere snimljeni su i 2D NMR spektri (COSY i HSQC). Po strukturi, syn- 1 anti-izomeri
razlikuju se u polozaju -OH skupine na dusikovom atomu dvostruke veze dusika i ugljika,
koja se kod syn-izomera nalazi s iste strane dvostruke veze kao i vodikov atom koji se nalazi

na ugljikovom atomu. Kod anti-izomera -OH skupina i vodikov atom nalaze se na suprotnim

stranama dvostruke veze.

y |
- c‘) frans-5 -
trans,syn-8
a}

b)

He Ha | He/Hs  Ho/He Ho/He

, S

B

I ! T i I ! T i I ! T ! I ! T
PPM 9.6 9.2 8.8 8.4 8.0 7.6 7.2 6.8

Slika 7: Prikaz "H NMR spektara i struktura trans,syn-8 (a), trans-5 (b) 1 trans-1 (c) izomera

Slika 7 pokazuje usporedbu spektara Wittigovog produkta trans-1 (c), odgovarajuceg aldehida
trans-5 (b) 1 oksima trans,syn-8 (a) istog klorovog derivata. Glavna karakteristika na spektru
oksima (a) je signal za proton oksimske skupine H¢ koji se kod svih syn-izomera oksima
nalazi na izmedu 8.10 i1 8.23 ppm. Ovaj signal ima oblik singleta 1 on potvrduje da su se
aldehidi uspjesno preveli u oksime. Na spektru a) na slici 7 vidi se i1 signal za proton

hidroksilne skupine Hy, koji je singlet i najc¢eS¢e ima Siroki oblik. Signal za -OH skupinu ne
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vidi se na svim spektrima, a to ovisi o koncentraciji uzorka. Signali za furanske, benzenske
protone i protone dvostruke veze nalaze se na sli¢nim pomacima i imaju isti oblik na spektru

a), kao 1 na spektru b) i spektru c).

Signal za proton oksimske skupine kod anti-izomera oksima nalazi se na neSto nizim
kemijskim pomacima nego kod syn-izomera. Kod svih anti-izomera oksima signal za proton
Hc nalazi se izmedu 7.19 1 7.51 ppm, odnosno pomaknut je u podrucje gdje se nalaze i signali
aromatskih protona. Signal za proton oksimske skupine kod anti-izomera takoder ima oblik
singleta. Usporedba spektara trans,syn-8 1 trans,anti-8 izomera klorovog derivata oksima,

gdje se vide razli¢iti pomaci protona oksimske skupine H¢, prikazana je na slici 8.

trans.syn-8 HO trans.anti-8

a)

b)

PPM 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2

Slika 8: Prikaz '"H NMR spektara i struktura trans,syn-8 (a) i trans,anti-8 (b) izomera
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Slika 9: Prikaz '*C NMR spektara i trans,syn-7 (a), trans,syn-8 (b) te > C NMR (APT) spektar

trans,syn-9 (¢) izomera oksima

Hy/He Hy

SORN 24

5

| \
PPM{F2) 810

[ \ [ [T ] [ | [ [
800 79 7 TM TR 7O T4 T TN 70 70 6% 680 PPM(F1)

Slika 10: Prikaz aromatskog dijela COSY spektra trans,syn-7 izomera oksima
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Prevodenjem aldehida 4-6 u 3-furostilbenske oksime, dobivaju se syn- 1 anti-izomeri
pojedinih cis- i trans-oksima 7-9. Kod svih derivata oksima, vecinski produkt je syn-izomer,
koji nastaje u iskoristenju 80-95%. Anti-izomer nastaje u iskoriStenju od 5 do 15 %. Dobiveni
syn- oksimski derivati 3-furilnih stilbena sintetizirani su u dovoljnoj koli¢ini i mogu se

istrazivati u svrhu njihovog potencijala kao reaktivatora kolinesteraza.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO

Op¢e napomene

Kromatografska odjeljivanja provedena su u kolonama punjenima silikagelom (Fluka 60 A,
tehnicki) 1 na ploCama presvucenim tankim slojem silikagela (0.2 mm, Kieselgel 60 Fjs4). Sva
koriStena otapala su komercijano dostupna i procis¢ena destilacijom. Za suSenje organskih
slojeva nakon ekstrakcije koriSten je bezvodni MgSO, . Za identifikaciju i1 odredivanje
Cisto¢e sintetiziranih spojeva koriStena je nuklearna magnetska rezonancija ("H NMR 1 3C
NMR). Spektri su snimljeni pri sobnoj temperaturi na instrumentu Bruker AV-600 na 600
MHz za "H NMR odnosno na 150 MHz za *C NMR. Otapalo u kojem su spektri snimani je
deuterirani kloroform (CDCl; ), a koriSteni unutarnji standard je tetrametilsilan (TMS).
Kemijski pomaci su izraZzeni u mjernoj jedinici ppm (parts per million). Kratice koriStene u
eksperimentalnom dijelu su: PE — petroleter, E — dietileter, s-singlet, d-dublet, t-triplet, q-
quartet, m-multiplet. Fosfonijeve soli priredene su u nasem laboratoriju. Za uklanjanje otapala

koristio se rotiraju¢i upariva¢ pod snizenim tlakom.

4.1. Organska sinteza stiril-furana
Pocetni spojevi 1-3 pripremljeni su Wittigovom reakcijom i smjesa su cis- 1 trans- izomera.
Trogrla tikvica spaja se na aparaturu za propuhivanje dusikom. Na desni otvor tikvice stavlja
se nastavak, lula sa klor-kalcijskom soli izmedu vate, a na srednji otvor lijevak za
dokapavanje. Aparatura se propuhuje dusikom 10 minuta. Lijevi otvor se zatvara balonom
ispunjenim dusikom. U tikvicu se dodaje 70 ml apsolutnog etanola susenog na sitima 4A i
izraCunata koli¢ina fosfonijeve soli. Smjesa se mijeSa na magnetnoj mijesalici na sobnoj
temperaturi dok se sol u potpunosti ne otopi. U lijevak za dokapavanje dodaje se 20 ml
apsolutnog etanola i natrij, dodan u 10 %-tnom suvisku. Natrij se ¢uva u petroleteru jer je
zapaljiv na zraku 1 u tikivcu se dodaje postepeno, zbog toga §to se otopina zagrijava, razvija
se plin vodik 1 treba paziti da ne dode do burne reakcije. Kada se natrij potpuno otopio u
etanolu, otopina nastalog natrijevog etoksida dodaje se u tikvicu kap po kap. Nakon toga se u
tikvicu dodaje 3-furilni aldehid. Reakcijska smjesa mijeSa se na magnetnoj mijeSalici na

sobnoj temperaturi 24 sata.

Reakcijska smjesa nakon reakcije prebacuje se u tikvicu sa okruglim dnom i uklanja se

apsolutni etanol uparavanjem na rotiraju¢em uparivacu pod sniZzenim tlakom.
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Suha reakcijska smjesa procis¢ava se ekstrakcijom sa toluenom (3 x 30 ml). U ekstrakcijskom
lijevku gornji sloj je organski, a donji sloj je vodeni sa anorganskim komponentama. Organski
sloj susi se iznad bezvodnog MgSQOy, filtrira putem naboranog filter papira i uparava do suha.
Dobivena smjesa produkata odvaja se kolonskom kromatografijom na silikagelu, koristeci

smjesu otapala petroletera i dietiletera kao eluensa.

(£)-3-(4-metilstiril)furan (cis-1) i (E)-3-(4-metilstiril)furan (zrans-1)

trans-1

244 mg, 49.5 % izoliranog spoja; (Z£)-3-(4-metilstiril)furan (cis-1): zuto ulje; Ry (PE:E =
90:10) = 0.86; "H NMR (CDCls, 600 MHz) d/ppm: 7.36 (s, 1H, Hc), 7.22 (d, 2H, J = 7.9 Hz,
Hy/Hg), 7.23 (d, 1H, J = 1.4 Hz, Hy), 7.11 (d, 2H, J = 7.9 Hz, H¢/Hg), 6.51 (d, 1H, J=12.2
Hz, Hp/Hg), 6.33 (d, 1H, J = 12.2 Hz, Hp/Hg), 6.16 (d, 1H, J = 1.4 Hz, Hpg), 2.35 (s, 3H, Hp);
C NMR (CDCls, 150 MHz) d/ppm: 142.5 (d), 141.9 (d), 136.9 (s), 134.9 (s), 129.5 (d),
128.9 (d), 128.6 (d), 122.4 (s), 119.5 (d), 110.3 (d), 21.2 (q).

248.8 mg, 50.5 % izoliranog spoja; (E)-3-(4-metilstiril)furan (trans-1): bijeli prah; R¢ (PE:E
=90:10) =0.81; "H NMR (CDCl3, 600 MHz) 6/ppm: 7.51 (s, 1H, H¢), 7.40 (t, 1H, J=1.7 Hz,
Hya), 7.34 (d, 2H, J = 8.1 Hz, H¢/Hg), 7.14 (d, 2H, J = 8.1 Hz, H¢/Hg), 6.92 (d, 1H, J = 16.2
Hz, Hp/Hg), 6.78 (d, 1H, J = 16.2 Hz, Hp/HE), 6.65 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hp), 2.34 (s, 3H, Hy);
C NMR (CDCls, 150 MHz) d/ppm: 143.6 (d), 140.7 (d), 137.2 (s), 134.6 (s), 129.3 (d),
128.4 (d), 126.0 (d), 124.7 (s), 117.4 (d), 104.4 (d), 21.2 (q).

30



(£)-3-(4-Kklorstiril)furan (cis-2) i (E)-3-(4-Kklorstiril)furan (trans-2)

trans-2

256 mg, 72.9 % izoliranog spoja; (£)-3-(4-klorstiril)furan (cis-2): bezbojno ulje; R¢ (PE) =
0.64; "H NMR (CDCls, 600 MHz) /ppm: 7.36 (s, 1H, Hc), 7.30 — 7.26 (m, 4H, Hg, Hg), 7.25
(d, 1H, J = 1.3 Hz, Hy), 6.47 (d, 1H, J = 12.1 Hz, Hp/Hg), 6.39 (d, 1H, J = 12.1 Hz, Hp/Hg),
6.11 (d, 1H, J = 1.3 Hz, Hg); >*C NMR (CDCl;, 150 MHz) 6/ppm: 142.7 (d), 142.2 (d), 136.3
(s), 132.9 (s), 130.0 (d), 128.4 (d), 128.1 (d), 122.9 (s), 120.8 (d), 110.0 (d).

95 mg, 27.1 % izoliranog spoja; (E)-3-(4-klorstiril)furan (trans-2): bijeli prah; Ry (PE) =
0.43; "H NMR (CDCl;, 600 MHz) o/ppm: 7.54 (s, 1H, H¢), 7.41 (d, 1H, J = 1.1 Hz, Hy), 7.37
(d, 2H, J= 8.5 Hz, H¢/Hg), 7.29 (d, 2H, J = 8.5 Hz, H¢/Hg), 6.94 (d, 1H, J = 16.3 Hz, Hp/Hg),
6.75 (d, 1H, J = 16.3 Hz, Hp/Hg), 6.64 (d, 1H, J = 1.1 Hz, Hg); °C NMR (CDCl;, 150 MHz)
o/ppm: 143.8 (d), 141.2 (d), 128.8 (d), 127.3 (d), 127.1 (d), 119.0 (d), 107.3 (d).

(Z£)-3-(4-cijanostiril)furan (cis-3) 1 (E)-3-(4-klorstiril)furan (¢trans-3)

trans-3
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278 mg, 67.5 % izoliranog spoja; (£)-3-(4-cijanostiril)furan (cis-3): bezbojno ulje; R¢ (PE:E
=95:5) = 0.54; '"H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 7.60 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Hg/Hg), 7.59 (s,
1H, He), 7.44 (d, 2H, J = 8.4 Hz, H/Hg), 7.39 (d, 1H, J = 1.2 Hz, Ha), 6.95 (d, 1H, J=11.8
Hz, Hp/Hg), 6.50 (d, 1H, J = 11.8 Hz, Hp/Hg), 6.06 (d, 1H, J =1.2 Hz, Hg); >*C NMR (CDCls,
150 MHz) é/ppm: 143.1 (d), 142.7 (d), 132.5 (s), 132.1 (d), 129.5 (d), 127.4 (d), 126.5 (s),
124.0 (s), 122.7 (d), 121.6 (s), 109.8 (d).

134 mg, 32.5 % izoliranog spoja; (E)-3-(4-Kklorstiril)furan (trans-3): bijeli prah; R¢ (PE:E =
95:5) = 0.33; '"H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 7.61 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Hg/Hg), 7.51 (d,
2H, J = 8.5 Hz, H¢/Hg), 7.60 (s, 1H, Hc), 7.44 (d, 1H, J= 1.3 Hz, Ha), 7.09 (d, 1H, J=16.2
Hz, Hp/Hg), 6.79 (d, 1H, J = 16.2 Hz, Hp/Hg), 6.66 (d, 1H, J = 1.3 Hz, Hg); “C NMR
(CDCl3, 150 MHz) 6/ppm: 144.1 (d), 142.1 (d), 141.9 (d), 134.5 (d), 126.5 (d), 124.0 (s),
122.2 (d), 119.1 (s), 110.3 (s), 107.2 (d).

4.2. Organska sinteza furan-2-karbaldehida

Aldehidi 4-6 pripremljeni su Vilsmeierovim formiliranjem uz fosforil oksiklorid, POCl3 1 N-
N-dimetilformamid, DMF. Tikvice sa Wittigovim produktima 1-3, cis- i1 trans- izomerima,
ucvrséene su na stalak i uronjene u ledenu kupelj. Ledena kupelj sluzi za snizavanje
temperature reakcijske smjese jer dodavanja POCI; dolazi do razvijanja njegovih otrovnih
plinova. Sadrzaj tikvice otopi se u 1.5 ml DMF-a, koji je dodan u suvisku. Pripazi se da se sav
sadrzaj tikvice otopi. Kad temperatura kupelji padne na vrijednost izmedu 0 1 10 °C, u tikvicu
se dodaje POCl3 kap po kap. POCl; se dodaje u 30%-tnom suviSku za derivat 1 1 u 10%-
tnom suviSku za derivate 2 1 3. Primjecuje se intenzivna promjena boje u narancastu ili
crvenu. Reakcijska smjesa se ostavlja mijeSati na magnetnoj mijesalici na sobnoj temperaturi

24 sata.

U tikvicu sa reakcijskom smjesom nakon reakcije dodaje se 10%-tna otopina natrijevog
hidroksida kako bi se cijela reakcijska smjesa zaluzila. NaOH se dodaje kap po kap, a
promjena pH prati se na indikatorskom papiru do promjene boje papira u plavu. Zaluzeni
sadrzaj tikvice se otapa u dietileteru 1 prebacuje u lijevak za odijeljivanje. Smjesa se
procis¢ava ekstrakcijom sa dietileterom (3 x 30 ml). U ekstrakcijskom lijevku gornji sloj je
organski, a donji sloj je vodeni sa anorganskim komponentama. Objedinjeni organski slojevi

se vracaju natrag u prazni ekstrakcijski lijevak 1 proc¢is¢avaju se ekstrakcijom sa vodom (4-5 x
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30 ml) kako bi se uklonio zaostali DMF. Procis¢eni organski sloj prebacuje se u

Erlenmeyerovu tikvicu i susi iznad bezvodnog MgSO,.

Osuseni spoj se filtrira preko naboranog filter papira u tikvicu sa okruglim dnom i uparava do
suha na rotirajuéem uparivatu. Suha reakcijska smjesa procis¢ava se kolonskom

kromatografijom na silikagelu, koriste¢i smjesu otapala petroletera i dietiletera kao eluensa.

(Z£)-3-(4-metilstiril)furan-2-karbaldehid (cis-4) i (E)-3-(4-metilstiril)furan-2-karbaldehid

(trans-4)

cis-4 ‘ |
(0]

151 mg, 83.4% izoliranog spoja; (£)-3-(4-metilstiril)furan-2-karbaldehid (cis-4):
narancasto ulje; Ry (PE:E = 95:5) = 0.40; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) o/ppm: 9.81 (s, 1H,
He), 7.43 (d, 1H, J = 1.2 Hz, Hy), 7.18 (d, 2H, J = 8.1 Hz, H¢/Hg), 7.11 (d, 2H, J = 8.1 Hz,
Hy/Hg), 6.85 (d, 1H, J = 12.4 Hz, Hp/Hg), 6.85 (d, 1H, J=12.4 Hz, Hp/Hg), 6.27 (d, 1H, J =
1.2 Hz, Hg), 2.35 (s, 3H, Hy); *C NMR (CDCls, 150 MHz) 8/ppm: 178.2 (d), 148.5 (s), 146.8
(d), 138.0 (d), 135.7 (d), 133.6 (d), 129.1 (d), 128.7 (d), 127.0 (s), 117.4 (s), 112.9 (d), 21.3

(-

103 mg, 91.2% izoliranog spoja; (E)-3-(4-metilstiril)furan-2-karbaldehid (trans-4): zuti
prah; R¢ (PE:E = 95:5) = 0.26; 'H NMR (CDCl;, 600 MHz) o/ppm: 9.91 (s, 1H, Hc¢), 7.58 (d,
1H, J= 1.3 Hz, Hy), 7.50 (d, 1H, J = 16.2 Hz, Hp/Hg), 7.45 (d, 2H, J = 7.8 Hz, H¢/Hg), 7.19
(d, 2H, J = 7.8 Hz, Hp/Hg), 7.11 (d, 1H, J = 16.2 Hz, Hp/Hg), 6.85 (d,1H, J = 1.3 Hz, Hp),
2.37 (s, 3H, Hy); *C NMR (CDCls, 150 MHz) 6/ppm: 178.5 (d), 147.7 (s), 147.5 (d), 139.0
(d), 135.3 (d), 133.4 (s), 129.5 (d), 129.1 (s), 128.7 (s), 127.0 (d), 109.8 (d), 21.3 (q).
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(£)-3-(4-Kklorstiril)furan-2-karbaldehid (cis-5) i (E)-3-(4-klorstiril)furan-2-karbaldehid

(trans-5)

Cl

cis-5

C
I
(@]

187 mg, 94.9 % izoliranog spoja; (£)-3-(4-klorstiril)furan-2-karbaldehid (cis-5): narancasto
ulje; R¢ (PE:E = 90:10) = 0.30; '"H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 9.83 (s, 1H, H), 7.44 (d,
1H, J=1.6 Hz, Ha), 7.29 (d, 2H, J = 8.6 Hz, H¢/Hg), 7.22 (d, 2H, J = 8.6 Hz, H/Hg), 6.94 (d,
1H, J=12.0, Hp/Hg), 7.82 (d, 1H, J=12.0, Hp/Hg), 6.22 (d, 1H, J= 1.6 Hz, Hp).

58 mg, 100 % izoliranog spoja; (E)-3-(4-klorstiril)furan-2-karbaldehid (¢rans-5): zuti prah;
R; (PE:E = 95:5) = 0.20; '"H NMR (CDCls, 600 MHz) &/ppm: 9.92 (s, 1H, He), 7.6 (d, 1H, J =
16.3 Hz, Hp/Hg), 7.59 (d, 1H, J = 1.5 Hz, Hy), 7.48 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Hi/Hg), 7.35 (d, 2H, J
= 8.5 Hz, Hi/Hg), 7.08 (d, 1H, J = 16.3, Hp/Hg), 6.85 (d, 1H, J = 1.5 Hz, Hg); °C NMR
(CDCls, 150 MHz) d/ppm: 178.2 (d), 147.6 (d), 146.9 (s), 134.2 (s), 133.8 (d), 130.1 (d),
129.0 (d), 128.7 (d), 128.2 (d), 112.8 (s), 109.9 (d).

(Z£)-3-(4-cijanostiril)furan-2-karbaldehid (cis-6) i (E)-3-(4-cijanostiril)furan-2-
karbaldehid (trans-6)

‘ | trans-6
(0]
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175 mg, 100 % izoliranog spoja; (Z)-3-(4-cijanostiril)furan-2-karbaldehid (cis-6): Zuto
ulje; R¢ (PE:E = 80:20) = 0.55; "H NMR (CDCls, 600 MHz) o/ppm: 9.85 (s, 1H, H¢), 7.61 (d,
2H, J=8.3 Hz, Hy/Hg), 7.47 (d, 1H, J= 1.6 Hz, Hy), 7.40 (d, 2H, J = 8.3 Hz, H¢/Hg), 7.07 (d,
1H, J = 12.3 Hz, Hp/Hg), 6.85 (d, 1H, J = 12.3 Hz, Hp/Hg), 6.15 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hg); °C
NMR (CDCls, 150 MHz) J/ppm: 178.7 (d), 148.9 (s), 147.0 (d), 133.2 (d), 132.6 (s), 132.3
(d), 129.5 (d), 127.4(s), 121.1 (d), 112.6 (d), 111.6 (s), 109.9 (s).

119 mg, 100 % izoliranog spoja; (E)-3-(4-cijanostiril)furan-2-karbaldehid (zrans-6): zuti
prah; R¢ (PE:E = 80:20) = 0.46; '"H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 9.94 (s, 1H, Hc), 7.76 (d,
1H, J=16.5, Hp/Hg), 7.66 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Hp/Hg), 7.63 (d, 2H, J = 8.5 Hz, H¢/Hg), 7.62
(d, 1H, J= 1.9 Hz, Hy), 7.12 (d, 1H, J = 16.5, Hp/Hg), 6.87 (d, 1H, J = 1.9 Hz, Hg); °*C NMR
(CDCl3, 150 MHz) o/ppm: 179.4 (d), 148.4 (s), 147.6 (d), 140.6 (s), 132.9 (d), 132.6 (d),
127.4 (d), 120.6 (d), 118.8 (s), 111.7 (s), 109.9 (d).

4.3. Organska sinteza furan-2-karbaldehid oksima

Derivati oksima, 7-9 pripremljeni su tako da se u tikvice sa sintetiziranim aldehidima 4-6, cis-
1 trans- izomerima, prvo dodaje 10 ml apsolutnog etanola susenog na molekulskim sitima,
4A. U menzuri se odmjeri i 3 ml destilirane vode i prebaci u tikvicu. Kada se sav aldehid
otopio u etanolu 1 vodi, u tikvicu se dodaje izracunata kolicina kristali¢a HCI x hidroksilamina

(2 eq). Reakcijska smjesa se ostavlja na sobnoj temperaturi na magnetnoj mijesalici 24 sata.

Reakcijska smjesa uparava se do suha na rotiraju¢em uparivacu na snizenom tlaku. Potrebno
je duze uparavanje jer etanol i voda imaju viSe vreliSe. Dobiveni su syn- 1 anti- izomeri cis- i
trans- oksima 7-9. Smjesa se razdvaja i pro€iS¢ava kolonskom kromatografijom u sustavu

petroleter/dietileter (1-50 %).
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(E)-3-((Z)-4-metilstiril)furan-2-karbaldehid oksim (cis,syn-7) 1 (£)-3-((£)-4-

metilstiril)furan-2-karbaldehid oksim (cis,anti-7)

113 mg, 98.3 % izoliranog spoja; (E)-3-((£)-4-metilstiril)furan-2-karbaldehid oksim
(cis,syn-T): bijeli kristali; R (PE:E = 85:15) = 0.27; '"H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 9.08
(s, 1H, Hy), 8.11 (s, 1H, Hc), 7.27 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hx), 7.19 (d, 2H, J = 8.0, H¢/Hg), 7.09
(d, 2H, J = 8.0, Hg/Hg), 6.65 (d, 1H, J = 12.2 Hz, Hp/Hg), 6.44 (d, 1H, J= 12.2 Hz, Hp/Hp),
6.17 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hg), 2.33 (s, 3H, Hy); >°C NMR (CDCl;, 150 MHz) &/ppm: 144.1 (s),
143.6 (d), 139.4 (d), 137.5 (s), 134.0 (s), 132.4 (d), 129.0 (d), 128.8 (d), 124.8 (s), 117.9 (d),
111.9 (d), 21.3 (q).

2 mg, 1.7 % izoliranog spoja; (£)-3-((£)-4-metilstiril)furan-2-karbaldehid oksim (cis,anti-
7): bijeli kristali; Ry (PE:E = 85:15) = 0.22; '"H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 7.43 (d, 1H, J
= 1.7 Hz, Ha), 7.36 (s, 1H, Hc), 7.18 (d, 2H, J = 7.9 Hz, H¢/Hg), 7.09 (d, 2H, J = 7.9 Hz,
Hy/Hg), 6.70 (d, 1H, J=11.8 Hz, Hp/Hg), 6.45 (d, 1H, J=11.8 Hz, Hp/Hg), 6.22 (d, 1H, J =
1.7 Hz, Hg), 2.34 (s, 3H, Hy).
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(E)-3-((E)-4-metilstiril)furan-2-karbaldehid oksim (¢rans,syn-7) i (£)-3-((E)-4-

metilstiril)furan-2-karbaldehid oksim (trans,anti-7)

trans,anti-7

trans,syn-7

70 mg, 93.3 % izoliranog spoja; (E)-3-((E)-4-metilstiril)furan-2-karbaldehid oksim
(trans,syn-T): bijeli kristali; Ry (PE:E = 90:10) = 0.17; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) d/ppm:
8.23 (s, 1H, Hc), 7.46 (s, 1H ,Hy), 7.43 (d, 1H, J = 1.9 Hz, Hy), 7.38 (d, 2H, J = 8.0 Hz,
Hr/Hg), 7.17 (d, 2H, J = 8.0 Hz, H¢/Hg), 7.13 (d, 1H, J = 16.2 Hz, Hp/Hg), 6.89 (d, 1H, J =
16.2 Hz, Hp/Hg), 6.72 (d, 1H, J= 1.9 Hz, Hg), 2.36 (s, 3H, Hy)); >°C NMR (CDCl;, 150 MHz)
o/ppm: 144.4 (d), 143.2 (s), 140.1 (d), 138.0 (s), 134.1 (s), 131.2 (d), 129.5 (d), 126.5 (s),
126.4 (d), 116.1 (d), 109.0 (d), 21.3 (q).

5 mg, 6.7 % izoliranog spoja; (£)-3-((E)-4-metilstiril)furan-2-karbaldehid oksim
(trans,anti-7): bijeli kristali; R¢ (PE:E = 90:10) = 0.10; 'H NMR (CDCl;, 600 MHz) o/ppm:
7.49 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hu), 7.44 (s, 1H, Hy), 7.32 (d, 2H, J = 8.0 Hz, H/Hg), 7.19 (s, 1H,
Hc), 7.10 (d, 2H, J = 8.0 Hz, H/Hg), 7.05 (d, 1H, J = 16.1 Hz, Hp/Hg), 6.84 (d, 1H, J = 16.1
Hz, Hp/Hg), 6.67 (d, 1H, J= 1.7 Hz, Hg), 2.29 (s, 3H, Hp).
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(E)-3-((Z2)-4-Klorstiril)furan-2-karbaldehid oksim (cis,syn-8) i (£)-3-((£)-4-
klorstiril)furan-2-karbaldehid oksim (cis, anti-8)

cis’syn-s cis,anti-8

114 mg, 95.8 % izoliranog spoja; (E)-3-((£)-4-klorstiril)furan-2-karbaldehid oksim
(cis,syn-8): bijeli kristali; Ry (PE:E = 85:15) = 0.47; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 8.10
(s, 1H, He), 7.99 (s, 1H, J = 1.2 Hz, Hy), 7.28 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Hy/Hg), 7.23 (d, 2H, J = 8.5
Hz, Hg/Hg), 6.63 (d, 1H, J = 12.0 Hz, Hp/Hg), 6.55 (d, 1H, J = 12.0 Hz, Hp/HE), 6.12 (d, 1H,
J =1.2 Hz, Hp); °C NMR (CDCls, 150 MHz) §/ppm: 144.4 (s), 143.7 (d), 139.8 (d), 135.5
(s), 133.4 (s), 130.9 (d), 130.2 (d), 128.5 (d), 124.0 (s), 119.4 (d), 111.7 (d).

5 mg, 4.2 % izoliranog spoja; (Z£)-3-((£)-4-klorstiril)furan-2-karbaldehid oksim (cis,anti-
8): bijeli kristali; R¢ (PE:E = 85:15) = 0.28; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) o/ppm: 7.44 (d, 1H, J
= 1.6 Hz, Hp), 7.35 (s, 1H, Hc¢), 7.26 (d, 2H, J = 8.6 Hz, H¢/Hg), 7.21 (d, 2H, J = 8.6 Hz,
Hy/Hg), 6.66 (d, 2H, J = 16.2 Hz, Hp/Hg), 6.53 (d, 2H, J=16.2 Hz, Hp/Hg), 6.16 (d, 1H, J =
1.8 Hz, Hp).
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(E)-3-((E)-4-klorstiril)furan-2-karbaldehid oksim (trans,syn-8) i (£)-3-((E)-4-

klorstiril)furan-2-karbaldehid oksim (¢rans,anti-8)

trans,syn-8 HO trans,anti-8

48 mg, 80 % izoliranog spoja; (E)-3-((E)-4-Kklorstiril)furan-2-karbaldehid oksim
(trans,syn-8): bijeli kristali; Ry (PE:E = 85:15) = 0.40; 'H NMR (CDCl;, 600 MHz) 6/ppm:
8.22 (s, 1H, Hc¢), 7.48 (s, 1H, Hy), 7.44 (d, 2H, J = 1.6 Hz, Hyp), 7.41 (d, 2H, J = 8.5 Hz,
Hy/Hg), 7.32 (d, 1H, J = 8.5 Hz, H¢/Hg), 7.19 (d, 1H, J = 16.1 Hz, Hp/Hg), 6.86 (d, 1H, J =
16.1 Hz, Hp/Hg), 6.72 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Hg); >C NMR (CDCls, 150 MHz) 6/ppm: 144.4
(d), 143.7 (s), 140.2 (d), 135.4 (s), 133.5 (s), 129.8 (d), 128.9 (d), 127.6 (d), 125.8 (s), 118.0
(d), 108.9 (d).

12 mg, 20 % izoliranog spoja; (Z£)-3-((E)-4-klorstiril)furan-2-karbaldehid oksim
(trans,anti-8): bijeli kristali; Ry (PE:E = 85:15) = 0.25; 'H NMR (CDCl;, 600 MHz) o/ppm:
7.61 (d, 1H, J= 1.6 Hz, Ha), 7.50 (s, 1H, Hc¢), 7.42 (d, 2H, J = 8.5 Hz, H¢/Hg), 7.33 (d, 2H, J
= 8.5 Hz, H¢/Hg), 7.17 (d, 1H, J = 16.1 Hz, Hp/Hg), 6.88 (d, 1H, J = 16.1 Hz, Hp/Hg), 6.74
(d, 1H, J = 1.6 Hz, Hg); >*C NMR (CDCl;, 150 MHz) d/ppm: 140.1 (d), 135.4 (s), 135.3 (s),
134.3 (d), 133.8 (s), 130.3 (d), 129.0 (d), 127.9 (s), 127.7 (d), 117.9 (d), 108.7 (d).
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(E)-3-((Z)-4-cijanostiril)furan-2-karbaldehid oksim (cis,syn-9) i (£)-3-((£)-4-

cijanostiril)furan-2-karbaldehid oksim (cis,anti-9)

cis,anti-9

cis,syn-9

141 mg, 87 % izoliranog spoja; (E)-3-((£)-4-cijanostiril)furan-2-karbaldehid oksim
(cis,syn-9): bijeli kristali; Ry (PE:E = 80:20) = 0.56; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 8.10
(s, 1H, H¢), 7.59 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Hy/Hg), 7.51 (s, 1H, Hy), 7.41 (d, 2H, J = 8.3 Hz,
Hy/Hg), 7.32 (d, 1H, J= 1.9 Hz, Hy), 6.71 (d, 1H, J =12.1 Hz, Hp/Hg), 6.64 (d, 1H, J =12.1
Hz, Hp/Hg), 6.07 (d, 1H, J = 1.9 Hz, Hg); °C NMR (CDCl;, 150 MHz) d/ppm: 143.9 (d),
141.8 (s), 140.2 (d), 132.5 (s), 132.2 (d), 130.0 (d), 129.5 (d), 126.8 (s), 123.1 (s), 121.7 (d),
117.7 (s), 111.6 (d).

17 mg, 13 % izoliranog spoja; (£)-3-((£)-4-cijanostiril)furan-2-karbaldehid oksim
(cis,anti-9): bijeli kristali; R¢ (PE:E = 80:20) = 0.34; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) o/ppm: 7.58
(d, 2H, J= 8.3 Hz, H¢/Hg), 7.45 (d, 1H, J=1.9 Hz, Ha), 7.39 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Hy/Hg), 7.33
(s, 1H, He), 6.69 (d, 1H, J=12.3 Hz), 6.67 (d, 1H, J=12.3 Hz), 6.11 (d, 1H, J= 1.9 Hz, Hp);
PC NMR (CDCls, 150 MHz) d/ppm: 144.5 (d), 143.1 (s), 141.4 (s), 134.2 (d), 132.1 (d),
130.7 (d), 129.5 (d), 125.5 (s), 121.9 (d), 118.7 (s), 111.5 (d), 111.1 (s).
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(E)-3-((E)-4-cijanostiril)furan-2-karbaldehid oksim (trans,syn-9) 1 (£)-3-((E)-4-

cijanostiril)furan-2-karbaldehid oksim (frans,anti-9)

HO trans,anti-9

trans,syn-9

47 mg, 90.4 % izoliranog spoja; (E)-3-((E)-4-cijanostiril)furan-2-karbaldehid oksim
(trans,syn-9): bijeli kristali; R (PE:E = 70:30) = 0.53; '"H NMR (CDCls, 600 MHz) 6/ppm:
8.23 (s, 1H, Hc¢), 7.76 (s, 1H, Hp), 7.63 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Hg/Hg), 7.56 (d, 2H, J = 8.2 Hz,
Hy/Hg), 7.47 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Hp), 7.37 (d, 1H, J=16.3 Hz, Hp/Hg), 6.90 (d, 1H, J=16.3
Hz, Hp/Hg), 6.74 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Hg); °C NMR (CDCls, 150 MHz) /ppm: 144.6 (d),
144.5 (s), 141.4 (s), 140.3 (d), 132.5 (d), 129.3 (d), 126.9 (d), 125.0 (s), 121.2 (d), 118.9 (s),
110.8 (s), 108.9 (d).

5 mg, 9.6 % izoliranog spoja; (Z£)-3-((E)-4-cijanostiril)furan-2-karbaldehid oksim
(trans,anti-9): 7.64 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Hy/Hg), 7.58 (d, 1H, J= 1.8 Hz, Hp), 7.56 (d, 2H, J =
8.4 Hz, Hy/Hg), 7.51 (s, 1H, Hc¢), 7.36 (d, 1H, J = 16.1 Hz, Hp/Hg), 6.91 (d, 1H, J=16.1 Hz,
Hp/Hg), 6.76 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Hg); °C NMR (CDCls, 150 MHz) §/ppm: 145.1 (d), 141.2
(s), 134.4 (d), 132.6 (d), 129.4 (d), 127.1 (s), 126.9 (d), 121.3 (d), 118.6 (s), 111.1 (s), 110.9
(s), 108.7 (d).
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5. ZAKLJUCAK

1. Wittigovom reakcijom izmedu 3-furilnog aldehida i fosfonijeve soli, uz bazu natrijev
etoksid 1 otapalo apsolutni etanol, sintetizirani su 3-furostilbeni 1-3 u iskoristenjima od

40 do 70 %.

2. Wittigovom reakcijom nastaje smjesa cis- 1 trans-izomera, koja je uspjesno

razdvojena kolonskom kromatografijom kod svih derivata.

3. Produkti Wittigove reakcije 1-3 prevodili su se u aldehide 4-6 pri ¢emu kod svih
derivata formilna skupina u puno veéem iskoristenju ulazi u preferirani polozaj 2 na

furanskom prstenu u odnosu na polozaj 5.

4. Ciljni oksimski derivati 3-furostilbena 7-9 dobiveni su iz aldehida, pri ¢emu nastaje

smjesa syn- i anti-izomera pojedinih cis- 1 trans-oksima.

5. Ve¢inski produkt kod svih derivata oksima je syn-izomer, koji nastaje u iskoristenju

80-95 %.

6. Svi produkti su uspjesno izolirani i pro¢is¢eni kolonskom kromatografijom te

okarakterizirani spektroskopskim metodama (jedno- 1 dvodmenzionalna NMR).

7. Sintetizirani syn-oksimski derivati dobiveni su u dovoljnim koli¢inama i mogu se
istrazivati u svrhu njihovog potencijala kao reaktivatora inhibiranih kolinesteraza

organofosfatima.
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