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SAZETAK

Novi 3-tienostilbenski oksimi — sinteza i spektroskopska karakterizacija

S ciljem pronalaska novih potencijalnih reaktivatora enzima acetilkolinesteraze inhibiranog
djelovanjem organofosfornih ziv€anih agenasa sintetizirani su novi derivati 3-tienostilbenskih
oksima. Wittigovom reakcijom sintetizirani su cis- i trans-heterostilbeni iz 3-tienilnog
aldehida i p-supstituiranih fosfonijevih soli kao polazne strukture s ciljem prevodenja u
oksim. Tri odabrane soli kao supstituente na benzenskom prstenu sadrzavale su metilnu
skupinu, klor i cijano-skupinu. Heterostilbeni su funkcionalizirani Vilsmeierovim
formiliranjem ¢ime su dobiveni karbaldehidi. Karbaldehidi su u zadnjem sintetskom koraku
prevedeni u oksime reakcijom oksimiranja uz hidroksilamin hidroklorid kao reagens. Ukupno
je dobiveno i izolirano dvanaest oksima od kojih su Cetiri oksima s metilnim supstituentom i
dva oksima s cijano-supstituentom dobiveni u dovoljnoj koli¢ini za bioloSka istraZivanja

reaktivacije enzima acetilkolinesteraze.

Svi meduprodukti i produkti procis¢eni su kolonskom kromatografijom, a strukture su im

okarakterizirane i potvrdene *H i *C NMR spektrima.

Kljuéne rije€i: heterostilbeni, oksimi, acetilkolinesteraza, Wittig, Vilsmeier, spektroskopija



SUMMARY

New 3-thienostilbene oximes - synthesis and spectroscopic characterization

In order to find new potential reactivators of the enzyme acetylcholinesterase inhibited by the
organophosphorus nerve agents, new derivatives of 3-thienostilbene oximes were synthesized.
Wittig reaction yielded cis and trans heterostilbene isomers that were synthesized from 3-
thienyl aldehyde and p-substituted phosphonium salts as the starting structures with the aim of
conversion to the oxime. The three selected salts contained methyl, chlorine and a cyano
group as a supstituent on the benzene ring. Heterostilbenes were functionalized by Vilsmeier
formylation to give carbaldehydes. In the last synthetic step, the carbaldehydes were
converted to oximes by an oximation reaction with hydroxylamine hydrochloride as a reagent.
A total of twelve oximes were obtained and isolated of which four oximes with methyl
substituent and two oximes with cyano substituent were obtained in sufficient quantity for

biological studies of acetylcholinesterase enzyme reactivation.

All intermediates and products were purified by column chromatography and their structures

were characterized and confirmed by *H and **C NMR spectra.

Key words: heterostilbenes, oximes, acetylcholinesterase, Wittig, Vilsmeier, spectroscopy
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UvOD

Organofosforni spojevi poznati su nervni bojni otrovi ¢esto primijenjivani u ratnim sukobima
I teroristickim napadima ¢ija trovanja uglavnom rezultiraju teskom i bolnom smréu. Uzrok
ovakvog ishoda je trenutno nepoznavanje lijeka koji bi dovoljno brzo i ucinkovito mogao
reaktivirati enzim acetilkolinesterazu inhibiranu organofosfornim spojevima u centralnom
zivéanom sustavu ¢ime bi se zaustavio napadaj, a time najvjerojatnije izbjegao i smrtni ishod.
Oksimi su spojevi poznati unazad nekoliko desetlje¢a po svojoj sposobnosti reaktivacije
enzima acetilkolinesteraze. Trenutno je u primjeni nekoliko piridinijevih oksima koji su
pokazali dobru sposobnost reaktivacije, no ne i najbolju sposobnost probijanja selektivne
krvno-mozdane barijere zato S$to se radi o nabijenim molekulama. Aktivno podruéje
istrazivanja upravo podrazumijeva pronalazak oksimskih struktura pojacane mo¢i reaktivacije
I poboljsane sposobnosti prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru tako Sto Se istrazivanja
fokusiraju na osmisljavanje novih struktura oksima odredenih karakteristika. Takoder, traga
se i za univerzalnim oksimom koji bi imao sposobnost reaktivirati enzim nakon djelovanja
nekoliko razli¢itih organofosfornih spojeva. S tim ciljevima u sklopu ovog zavr$nog rada
sintetizirane su i spektroskopski okarakterizirane nove strukture 3-tienostilbenskih oksima s

razli¢itim supstituentima na benzenskom prstenu na kojima ¢e se kasnije provesti i bioloska

ispitivanja.
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Cijela sinteza sastoji se od tri jednostavna sintetska koraka: Wittigove reakcije,
Vilsmeierovog formiliranja i prevodenja u oksim. Glavnu strukturnu jedinicu ovih oksima
¢ine heterostilbeni 1-3 koji sadrze tiofenski heterocikl. Heterostilbeni su u drugom sintetskom
koraku prevedeni u aldehide 4-6 kako bi se iz karbonilne funkcionalne skupine lako mogla

dobiti oksimska funkcionalna skupina ciljanih oksima 7-9.



1.0PCI DIO

1.1. ORGANOFOSFORNI SPOJEVI (OP)

Organofosforni spojevi, prvo primjenjivani kao pesticidi 30-ih godina proslog stoljeca, a
zatim razvijani kao bojni otrovi, visoko su toksi¢ni spojevi koji negativno utje¢u na centralni
ziv€ani sustav (CNS) ve¢ u jako malim dozama tako sto gotovo ireverzibilno inhibiraju enzim
acetilkolinesterazu (AChE). Inhibicija ovog enzima u centralnom zivéanom sustavu moze
dovesti do napadaja koji, ako se na vrijeme ne zaustave, uzrokuju ozbiljna ostecenja mozga, a
vrlo brzo i smrt.*?

G-serija i V-serija dvije su najpoznatije skupine organofosfornih ziv¢anih agensa, a razvijali
su ih njemacki i ruski znanstvenici tijekom i nakon Drugog svjetskog rata. Ovi spojevi obi¢no
su opisani kao bistre tekucine i plinovi bez boje, okusa i mirisa koji imaju sposobnost lako
prodrijeti kroz odje¢u i kozu.® Neki od poznatijih organofosfornih spojeva G-serije, koji su

Cest uzrok trovanja, su tabun, sarin, soman i ciklosarin (slika 1).
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Slika 1. Strukture organofosfornih nervnih agensa G-serije.

1.2. INHIBICIJA ACETILKOLINESTERAZE
ORGANOFOSFORNIM ZIVCANIM AGENSIMA

Trovanje ovim ziv¢anim agensima mijenja mehanizam djelovanja enzima acetilkolinesteraze
tako sto inhibira reakciju hidrolize acetilkolina u kolin i octenu Kiselinu sto dovodi do
nakupljanja acetilkolina u sinapsama. Inhibicijsko djelovanje ukljucuje kemijske procese
fosforilacije i dealkilacije (slika 2). Nakon reakcije fosforilacije postoji moguénost

reaktivacije inhibiranog enzima, no daljnjom reakcijom dealkilacije stvara se ostarjeli adukt



koji je u potpunosti nereaktivan i prema tome za njega jos nisu otkriveni spojevi koji bi bili u

mogucnosti reaktivirati ga.*
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Slika 2. Mehanizam inhibicije acetilkolinesteraze organofosfornim spojevima i reaktivacije

oksimima.®

Od svih akutnih trovanja godi$nje ¢ak 10% zavrS$i smrtnim slu¢ajem S$to Sve viSe potice
znanstvenike na sintezu i proucavanje spojeva koji bi se potencijalno koristili u lijeGenju
nakon trovanja. Trenutno antidotalno lijecenje sastoji se od primjene lijekova atropina i
diazepama u kombinaciji s nekim reaktivatorom koji obnavlja fiziolosku funckiju enzima
AChE.>® Kao dobri reaktivatori enzima upravo su se pokazali spojevi koji sadrze oksimsku

funkcionalnu skupinu.

1.3. OKSIMI

Oksimski derivati upotrebljavaju se unazad nekoliko desetljeca kao protuotrovi u terapiji
prilikom izlaganja organofosfornim otrovima. Trenutno odobrenu primjenu na ljudima ima
ukupno pet piridinijevih oksima (slika 3) od kojih je tek 2-PAM jedini prihvac¢en od strane
FDA-a (Food and Drug Administration). Takoder, vazno je hapomenuti da trenutno ni jedan
od primjenjivanih oksima nije u potpunosti sposoban zastititi od svih organofosfornih

zivéanih otrova istodobno te je potraga za univerzalnim oksimom jog u tijeku.”®
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Slika 3. Strukture piridinijevih oksima koji se trenutno koriste u lije¢enju nakon trovanja

organofosfornim spojevima. X ozna¢ava anion.

Zbog pokazanih dobrih djelotvornih svojstava pri ponistavanju djelovanja zivéanih bojnih
otrova, molekule s oksimskom skupinom wvrlo su raSirena tema proucavanja medu
istraziva¢ima kojima je cilj unaprijediti svojstva ovih molekula. Glavna problematika kod
postojecih piridinijevih oksima je ta da su oni polarni organski spojevi s velikim negativnim
lipofilnim vrijednostima i stoga svi tesko probijaju krvno-mozdanu barijeru (BBB). Prema
tome nedavna istrazivanja bave se upravo ovom problematikom bioraspolozivosti, tj.
ucinkovitosti oksima da prodru kroz tu barijeru, a sto posljedi¢no rezultira i s poboljSanjem

potencije oksima za reaktivaciju samog enzima.!
14. KRVNO-MOZDANA BARIJERA (BBB)

Krvno-mozdana barijera je vrlo selektivan, dinami¢an, propustan membranski sustav zaduzen
za odrzavanje homeostaze regulacijom kemijske okoline, transporta imunoloskih stanica i
ulaska toksina u centralni Ziv¢ani sustav (slika 4). Ovaj neurovaskularni filter omogucuje lak
prolazak hranjivim tvarima do mozga kao s§to su kisik i glukoza dok istovremeno
onemogucuje prolazak toksinima kao $to su mikroorganizmi, virusi i kemikalije pod koje bi

910 Medutim, organofosforni spojevi

izmedu ostalog trebali spadati i organofosforni spojevi.
su male lipofilne molekule koje se lako mogu probiti kroz ovu barijeru mehanizmom

slobodne difuzije.*



Ova barijera je u nekim slucajevima preselektivna zato sto sprecava ulazak vecine lijekova iz

krvi u mozak sto stvara temeljni problem koji opéenito usporava napredak u razvoju novih

.. o 11,12
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Slika 4. Krvno-mozdana barijera.*?

Ogranicenja koja BBB namecée ukljucuje veli¢inu molekula, hidrofilnost, polarnost,
specifiénost supstrata i aktivni mehanizam efuzije, a upravo ta svojstva nedostaju veéini
poznatih oksima.® Samo jedan od primjera je prolazak trenutno primjenjivanog
monopiridinijevog oksima 2-PAM-a za reaktivaciju enzima u CNS-u kojeg od ukupno
dozirane koli¢ine prolazi svega 10%."* Posljedica slabog prolaska svih oksima kroz barijeru je

onemoguceno efektivno reaktiviranje enzima acetilkolinesteraze.

1.5. STRATEGIJE ZA POBOLJSANJE PROBIJANJA
OKSIMA KROZ BBB

Razvoj novih struktura oksima s poboljsanim fizikalno-kemijskim svojstvima koji ¢e lakse
mo¢i probiti krvno-mozdanu barijeru i uz to biti dovoljno snazni reaktivatori enzima velik je
izazov i trenutno podrudje istrazivanja povezanih sa zivéanim trovanjima.

1,2,5,13,14,15

Nedavnim istrazivanjima razli¢itih timova utvrdene su glavne fizikalno-kemijske

karakteristike molekula koje koce probijanje lijeka kroz krvno-mozdanu membranu i koje



stoga zahtijevaju optimizaciju. Prijedlozi optimizacije prolaska molekula kroz krvno-
mozdanu barijeru sazeti su u tri glavna pristupa direktno usmjerena na planiranje kemijskih

struktura oksima:*

a) razvoj novih strukturnih oksima
b) razvoj nenabijenih oksima

c) konjugacija oksima i lipofilnih spojeva

Istovremeno u razvoju novih potencijalnih lijekova vazno je uzeti u obzir te dobro ispitati i
ADME-Tox svojstva novih oksima.

ADME-Tox skracenica je za apsorpciju, distribuciju, metabolizam, ekskreciju i toksikologiju,
a ova svojstva koraci su kojima se bavi farmakokinetika. ADME-Tox studijama utvrduju se
metabolizam i aktivnost kemijskog spoja, tj. lijeka u tijelu s ciljem procjene sigurnosti i
toksi¢nosti. Ova ispitivanja mogu se provoditi in vitro, in situ, in vivo ili in silico tehnikama.
Prikupljeni podaci govore je li lijek odrziv i pruza li specifi¢ne ciljeve za buduca istrazivanja i
razvoj.*°

Tradicionalno, ADME-Tox svojstva bila su predvidena na kraju otkri¢a lijeka, medutim
napretkom in silico tehnika ona se mogu predvidjeti ve¢ i u ranoj fazi. Prednost ranog
predvidanja je znaCajno smanjenje troskova na polju istrazivanja lijekova jer ova stvojstva

mogu objasniti neuspjeh 60% molekula tijekom procesa razvoja lijeka.*’

1.5.1. Razvoj novih strukturnih oksima

Ovaj pristup uglavnom je usmjeren na sinteze struktura koje i dalje ve¢inom u sebi sadrze
piridinski prsten s prisutnim pozitivnim nabojem na dusiku kao i trenutno prihvaceni oksimi
za lijeCenja. Bioloskim ispitivanjima novo-sintetiziranih piridinijevih oksima htjelo se utvrditi
kako strukturne karakteristike utje¢u na prolazak molekule kroz BBB.

Tako je utvrdeno da monokvaterni oksimi postizu bolji prolazak kroz BBB od biskvaternih
zato Sto imaju samo jedan nabijeni kvaterni dusik i manju molarnu masu. Takoder, spojevi
kod kojih je oksimska skupina u para-polozaju na piridinskom prstenu, spojevi manje
molarne mase, spojevi s kra¢im ugljikovodiénim lancem bez dodatno ugradenih
funkcionalnih skupina izmedu dva piridinska prstena, cis-izomeri te spojevi s manjim brojem

oksimskih funkcionalnih skupina bolje prolaze kroz BBB.*



Zakljuceno je da se prilikom planiranja novih struktura oksima trebaju uzeti u obzir sljedece
strukturne karakteristike:

1) broj kvaternih amonijevih skupina (mono, bis ili trikvaterni oksimi)

2) polozaj oksimske funkcionalne skupine (ortho, meta, para)

3) molarna masa spoja

4) duljina veze izmedu dva piridinska prstena

5) cis/trans konfiguracija dvostruke veze spoja

6) vrsta supstituenta i polozaj na piridinskom prstenu
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Slika 5. Primjer strukture oksima koja dobro probija BBB.
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Slika 6. Primjer strukture oksima koja lose probija BBB.

No, i dalje prisutan pozitivan naboj u strukturama smanjuje lipofilnost oksima i stoga otezava
prolazak kroz BBB. Sljede¢i pokusaj optimiranja struktura uklju¢ivao je dodatak
fenoksialkilnog dijela u strukture koji se pokazao kao dosta dobar faktor za poveéanje
lipofilnosti.*®

Osim sposobnosti probijanja kroz BBB, potrebno je uzeti u obzir i afinitet vezanja oksima
prema aktivnoj strani enzima $to je takoder direktno povezano s reaktivacijskom snagom
enzima. Ovo svojstvo poboljsano je uvodenjem liganda perifernog mjesta (PSL) koji se
kovalentno veze na oksim (slika 7).'° Ovakav koncept pokazao je jako dobre rezultate i stoga

se sve ¢es¢e moze pronaci U novijim publikacijama.
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Slika 7. Jedni od prvih oksima pobolj$anog afiniteta prema enzimu koji sadrze ligand
perifernog mjesta.

Sljedeci korak u razvoju struktura bila je sinteza i dizajn nove skupine nekvaternih amidinskih
oksima koji su pokazali pojacanu sposobnost probijanja BBB. Amidinska skupina uvedena je
u strukture kao PSL (slika 8). Ova skupina cesto je koristena u lijekovima zbog ne-toksi¢nih
svojstava i dobre topljivosti u vodi, a u ovom sluc¢aju pozeljna je i zato Sto predstavlja pseudo-
pozitivan naboj u strukturi oksima koji je zapravo sli¢an piridinskom kvaternom dusiku ¢ije je
prisutstvo potrebno za ucinkovito vezanje oksima za inhibirani enzim. Amidinski oksimi
pokazali su sljedeci niz povoljnih svojstava: poboljsanu kemijsku stabilnost u usporedbi s 2-
PAM-om, jako poboljsanu lipofilnost u usporedbi sa svim kvaternim oksimima, povec¢anu in
vitro ucinkovitost reaktivacije OP-inhibirane acetilkolinesteraze i zna¢ajnu zastitu od in vivo
toksi¢nih uc¢inaka organofosfornih spojeva. In vivo istrazivanja pokazala su da su ovi oksimi
sposobni efektivno zastititi protiv toksi¢nih OP-spojeva bez obzira koriste li se prije ili poslije
izlozenosti.?

Ista istrazivacka grupa nastavila se baviti razvojem novih nenabijenih ciklickih amidinskih
oksima koji su takoder pokazali relativho poboljsanu snagu reaktivacije enzima. Dokazano je
da razvoj ovih nenabijenih amidinskih oksima ne samo da poboljsava probijanje kroz BBB,

veé takoder povecava i afinitet vezanja oksima i inhibirane acetilkolinesteraze.*

Slika 8. Amidin-oksimske strukture.



1.5.2. Razvoj nenabijenih oksima

Pristup koji se pokazao kao najviSe obecavajuci upravo je razvoj nenabijenih oksima.
Trenutno primjenjivanim oksimima najveéi je strukturni nedostatak taj Sto imaju stalno
prisutan pozitivni naboj na dusiku. Nenabijeni oksimi obi¢no su se pokazali puno boljim od
nabijenih kada je rije¢ o probijanju BBB zbog povecane lipofilnosti.® Ali isto tako, izostanak
pozitivnog naboja smanjuje afinitet oksima prema aktivnoj strani AChE.?* Ovdje zato dolazi
do izrazaja koncept s uvodenjem liganda perifernog mjesta u strukturu oksima kao
kompenzacija pozitivno nabijenom dusiku kako bi se o¢uvao, ako ne i povecao afinitet prema

enzimu.

Ne-kvarterni oksimi
(bez naboja)

Kvarterni oksimi

(+ nabijeni) ¢ “ ‘

- PgD_,
. ‘ Ne-kvarterni oksimi ‘

lako prodiru kroz BBB

® U Nl

Kvarterni oksimi postaju

supstrati P-glikoproteina . 0
.‘ ‘
S cw -

©
Krvna kapilara Unutar mozdanih stanica

BBB

\ 4

Slika 9. Shematski prikaz prolaska nabijenih i nenabijenih oksima broz BBB.!

Ista istrazivacka grupa, koja je prva razvila PSL koncept na nabijenim piridinijevim
oksimima, tako je prva primijenila ovaj koncept i na nenabijenim piridinijevim oksimima koji
su takoder pokazali poboljsani afinitet za enzim kao i snagu reaktivacije. Time su potaknuta

mnoga istrazivanja u podru&ju nenabijenih oksima.™



ligand perifernog mjesta razmaknica reaktivirajuéi oksim
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Slika 10. Jedni od prvih nenabijenih oksima s ligandom perifernog mjesta u strukturi.

Sljedeca velika promjena u istrazivanjima novih struktura oksima bila je sinteza nenabijenih
nekvaternih oksima koji u strukturi sadrze 3-hidroksi-2-piridinaldoksim uz razli¢ite PSL
dijelove.

Prvi ovako dizajnirani spojevi pokazali su poboljsan afinitet vezanja izmedu oksima i
postignut je kod reaktivacije tabunom inhibirane AChE jer tabun glasi kao jedan od najja¢ih
inhibitora koji uveliko otezava reaktivaciju. Istrazivanja za prolazak kroz BBB jo$ se trebaju

provesti.?

MeO

MeO =
Ph N

OH
NNOH

Slika 11. Strukture nekvaternih oksima koji sadrze 3-hidroksi-2-piridinaldoksimski dio.

Kako su se ovakve nove nekvaterne strukture pokazale vrlo obecavaju¢ima, jo§ dvije
istrazivatke skupine nastavile su se baviti 3-hidroksi-2-piridinaldoksimima.??*

Prva istrazivacka skupina sintetizirala je seriju od sedam novih oksima ¢ije se strukture
sastoje od dva dijela: a-nukleofila (3-hidroksi-2-piridinaldoksim) i razli¢itih PSL koji su
zajedno povezani pomocu ugljikovodi¢nog lanca razli¢itih duljina. In vitro ispitivanja
pokazala su neke bolje, a neke losije rezultate usporedno s trenutno primjenjivanim

oksimima.?
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Druga istrazivacka skupina sintetizirala je seriju od pet novih 3-hidroksi-2-piridinaldoksima
koji su povezani alifatskim ugljikovodi¢nim lancem za jednostavne tercijarne amine sklone
protoniranju (morfolin, piperidin) koji mogu biti spojeni s dimetoksibenzenom ili dodatno
supstituirani s N,N-dimetilanilinom, a koji predstavljaju PSL (slika 12). Vecina ovih oksima
pokazala se boljim reaktivatorima od trenutno primjenjivanih oksima, a isto tako ponovio se
napredak kod reaktivacije tabunom inhibirane AChE. Racunalnim predvidanjima na temelju
fizikalno-kemijskih svojstava oksima i in vitro ispitivanjima za neke oksime utvrdeno je da bi

mogli dobro probijati BBB.**

HO
| ~
/N ~ N
HO™ ™~ N
HO
B 9
_N = N\)
HO™ ™~ N
HO OMe
| ~
N o N
HO W ™~ N OMe

Slika 12. Strukture nekvaternih oksima koji sadrze 3-hidroksi-2-piridinaldoksimski dio.

Sljedeca poboljsanja radena Su na novo sintetiziranoj seriji nenabijenih oksima koji u strukturi
sadrze tercijarni amin ili imidazolnu funkcionalnu skupinu sklonu protoniranju.?® Opisano je
ukupno trideset novih struktura od kojih se posebno istaknula ona s triazolnim prstenom kao
PSL na odredenoj udaljenosti od oksimske skupine (slika 13). Uoceno je da uvedeni triazolni

dio u strukturi uvelike poboljsava afinitet spoja prema inhibiranoj AChE.*®

OH Q -
N N/
/\Z f( :
N= N Nj//N
g/ \/\/ \N/

Slika 13. Struktura oksima koji sadrzi triazolni prsten.
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Nadalje, novi tetrahidroakridinski piridinski oksimi takoder su se pokazali kao efektivni
reaktivatori. Tetrahidroakridinski, tj. takrinski dio strukture kao PSL pokazao je dobro
vezanje za AChE. Ovaj PSL u strukturama razli¢ito je povezan na 3-hidroksi-2-piridinski
aldoksim ili amidoksim. In vitro ispitivanjima utvrdilo se kako su dvije aldoksimske strukture
posebno pokazale bolju efikasnost reaktivacije od nekih trenutno primjenjivanih oksima (slika
14). Takoder, ovdje je bitno naglasiti da ni jedan oksim ove serije nema ni trajni naboj, a ni

tercijarni amin 3to im omogucuje vrlo u¢inkovit prolazak kroz BBB.”®

H |
~

R

Slika 14. Aldoksimska struktura (R=tetrahidroakridin).

Uvodenje strategije dvostrukog vezivanja u sintezu nenabijenih ne-piridinskih oksima
otvorilo je mnoge opcije za nove strukture oksima. Sinteza dvostrukim vezivanjem ukljucuje
spajanje oksima s razli¢itim PSL preko alkilnih lanaca. Ova strategija se pokazala odli¢nom iz
vise razloga: pojednostavljuje sintezu oksima, pokazuje ekonomsku superiornost i obecava
daljnja poboljsanja dizajna oksima kao reaktivatora.?’ Istrazivacka skupina, koja je uvela
strategiju dvostrukog vezivanja, objavila je vise razli¢itih serija novih oksima kroz vise
radova od kojih su neki pokazali izvrsne, neki jednake, a neki loSije rezultate usporedno s
trenutno primjenjivanim oksimima.

Prva serija ukljucivala je razvoj imidazolnih aldoksima od kojih su se istaknule dvije strukture
(slika 15). Ova dva oksima pokazala su se kao prvi u¢inkoviti ne-piridinski oksimi koji imaju
sposobnost uspjesno reaktivirati AChE inhibiranu od strane vise razli¢itih OP-spojeva (sarin,
VX, tabun).?’

?H
N
o
- J
N N~ SN
\O R P e N\ \:/
Ph

Slika 15. Imidazolni aldoksimi kao reaktivatori vise razli¢itih OP-spojeva.
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Druga serija ukljucivala je oksime s jednostavnim aromatskim skupinama kao na primjer 4-
hidroksibenzilnom koristenom kao PSL (slika 16). In vitro ispitivanjima pokazalo se da su
neki od ovih oksima snazni reaktivatori kod kojih se o&ekuje dobro probijanje BBB.?®

CHj,
HO ( H
OH

Slika 16. Strukture oksima koji sadrze 4-hidroksibenzilni dio kao PSL.

Tre¢a serija uklju¢ivala je konjugate salicilaldoksima i PSL (slika 17). Ovi novi oksimi
pokazali su sljede¢a unaprijedena svojstva: poboljsanu kemijsku stabilnost i laksu sintezu ako
se usporeduje s piridin-aldoksimskim konjugatima, veoma poboljsanu lipofilnost te relativno
pojacanu in vitro ucinkovitost reaktivacije inhibirane AChE. Takoder, ovi oksimi pokazali su

ekonomsku superiornost zbog svoje jednostavne sinteze.”®

OH

H Cl

Slika 17. Konjugati saliciladoksima i PSL s piperidinskom poveznicom.

U vecini sluc¢aja nenabijenih oksima in vitro ispitivanja pokazala su pozitivne rezultate, dok se
jos kod mnogih trebaju provesti in vivo ispitivanja za prolazak BBB. Za sada su dobiveni
rezultati obecavajuci i zasigurno je uocen veliki napredak za prolazak kroz krvno-mozdanu
barijeru kod nenabijenih oksima. Medutim, otvoreno je jo§ mnogo prostora za razvoj novih
molekula oksima koji bi potencijalno mogli pokazati jos bolja svojstva prolaska kroz BBB

kao i snagu reaktivacije i to za vise razli¢itih OP-spojeva istodobno.
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1.5.3. Konjugacija oksima i lipofilnih spojeva

Relativno slabo istrazen, ali vrlo perspektivan pristup optimiranja oksima je spajanje oksima s
nekom lipofilnom molekulom (npr. peptidima, proteinima, kofeinom, vitaminima,
Secerima...). Pretpostavka ovog pristupa je da ¢e se sposobnost probijanja kroz BBB povecati
zbog olaksanog transporta oksima mehanizmima pasivne difuzije ili selektivnim transportom
molekula. Transport pasivne difuzije javio bi se zbog toga sto BBB lako dopusta prolaz
molekulama topivima u lipidima dok bi se selektivni transport javio kada bi transportni
proteini unutar BBB prepoznali odredenu molekulu koju mogu prenijeti (npr. glukozu i
aminokiseline). Tako na primjer GLUT transportni proteini, koji su koncentrirani unutar
endotelnih stanica u BBB, prepoznaju glukozu koja pomoéu njih lako ulazi iz krvi u mozak.*
Konjugacija glukoze s nekim lijekovima, ukljucujuéi oksime, mogla bi biti vrlo obe¢avajuéa
metoda za reaktivaciju inhibirane acetilkolinesteraze u CNS-u.!

Do sada je jedna istrazivacka skupina uspjela sintetizirati nove se¢er-oksimske konjugate koji
su pokazali dobre rezultate u bioloskim testiranjima (slika 18). Uz dobru reaktivacijsku snagu
enzima, ovi spojevi pokazali su izrazito nisku toksi¢nost $to je velika prednost nad ostatkom
oksima. Smanjena toksi¢nost povezana je s jednostavnom bioloskom razgradnjom glukoznog

dijela konjugata unutar mozdane stanice.*

OH
N\
o ~ SOH
HO .
HO =
OH N
N
_OH
N
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0 = |
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Slika 18. Strukture secer-oksimskog konjugata.
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1.6. REAKTIVACIJA NASIH OKSIMA

U naSem laboratoriju prireden je niz neutralnih razlicito supstituiranih 2-tienilnih
heterostilbenskih oksima OX1-OX8 (Slika 19)* te su na njima provedena istraZivanja
njihovog potencijala kao reaktivatora. Kako se vidi na slici 19, 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-OX8 sintetizirani su nizom od tri
reakcijska stupnja, koji ¢ine Wittigova reakcija, Vilsmeierovo formiliranje te prevodenjem u

oksimske strukture.

OH
HO-N_ /N N J N o
“ s CH © s CH
H 3 H 3
trans, syn-OX1 trans, anti-OX2
OH
HON, I\ Neo I\
gooS ocHy 4 ° OCH4
trans, syn-0OX3 trans,anti-OX4
OH
HO-N I\ N. /N
s C™ s o
H c H
trans, syn-0OX5 trans,anti-OX6
OH
HO—N\C I\ N\b I\
g S CN boS N(CHy),
trans, syn-OX7 trans,anti-OX8

Slika 19. 2-tienilni heterostilbenski oksimi OX1-OX8.

Preliminarni eksperimentalni rezultati pokazali su da su oksimi OX3-OX6 reaktivatori
ciklosarinom inhibirane butirilkolinesteraze (Slika 20), sto je izvrsna polazna informacija za
sintezu novih sli¢nih 3-tienilnih heterostilbenskih oksima 7-9, novih potencijalnih reaktivatora

kolinesteraza obuhvaéenih ovim zavr$nim radom.
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Reactivation screens of cyclosarin-inhibited hBChE,,
by OX1-0X8 oximes (0.1mM)
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Slika 20. Profil reaktivacije ciklosarinom inhibirane BChE oksimima OX1-OX8 u usporedbi

s reaktivacijskim potencijalom HI-6.
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2.REZULTATI | RASPRAVA

2.1. UVOD

U ovom zavr$snom radu dobiveni su oksimi 7-9 kroz tri jednostavna sintetska koraka. Pri tome
kao prvi korak koristena je Wittigova reakcija u kojoj su produkti 1-3 sintetizirani iz 3-
tienilnog aldehida i p-supstituirane fosfonijeve soli. Tri izabrane soli u svojoj strukturi
sadrzavale su metilnu skupinu, klor i cijano-skupinu kao supstituente. Kao drugi korak
koriStena je reakcija Vilsmeierovog formiliranja za sintezu produkata 4-6. Taj drugi korak
sinteze proveden je s proc¢is¢enim i odvojenim cis- i trans-produktima Wittigovih reakcija, a
ne sa smjesom ¢ime je olakSano i poboljsano odvajanje daljnjih produkata. Kao treci i zadnji
korak provedena je reakcija prevodenja aldehida u oksime pri cemu su dobiveni produkti 7-9.
Oksimi 7-9 dobiveni su kao smjese syn- i anti-produkata. Ukupno je dobiveno 12 oksima od
kojih su cetiri oksima s metilnim supstituentom i dva oksima s cijano supstituentom dobiveni
u dovoljnoj kolic¢ini (50 mg) za bioloska istrazivanja reaktivacije enzima acetilkolinesteraze.
Druga polovica oksima dobivena je u dovoljnoj koli¢ini za potvrdu spektroskopskim
metodama (NMR).

; g g
0 N OH
1-3 4-6 7-9

Slika 1. Strukture dobivenih spojeva u ovom zavr$nom radu (R = CHjs, Cl, CN).

Wittigova reakcija jedna je od najvaznijih i najjednostavnijih reakcija u organskoj sintezi za
dobivanje odgovaraju¢e dvostruke veze. Za ovu reakciju potrebni su karbonilni spoj (aldehid
ili keton) i fosforni ilid (slika 2), tj. fosfonijeva sol s odgovaraju¢im supstituentima. Ilidi su
neutralne molekule s pozitivnim i negativnim nabojem na susjednim atomima, a vrlo

jednostavno se mogu dobiti u laboratoriju. Oni medusobno reagiraju u tri stupnja adicijskim
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mehanizmom preko dva nestabilna intermedijera betaina i oksafosfetana. Prvi stupanj je
nukleofilni napad ilida na djelomi¢no pozitivan karbonilni ugljik polarizirane karbonilne
skupine pri ¢emu nastaje betain. Betain se zatim u drugom stupnju zatvara u cetveroclani
prsten oksafosfetan koji se u treCem stupnju raspada na produkte. Kao produkti nastaju
izomeri zeljenog alkena i vrlo stabilan nusprodukt trifenil-fosfin oksid ¢iji je nastanak upravo
I pokretacka sila ove reakcije. Za potrebe ovog zavr$nog rada bilo je potrebno napraviti
fosfonijevu sol s cijano-supstituentom dok su ostale dvije koristene soli bile ve¢ sintetizirane

od prije u laboratoriju.
+
Ph3P\&|—:_ _R
R!

Slika 2. Strukturna shema fosfornog ilida.

Vilsmeier-Haackova reakcija spada u reakcije formiliranja koje sluze za funkcionaliziranje
aromatskog spoja formilnom skupinom (CHO). U ovom slucaju funkcionaliziran je tiofenski
prsten koji kao peteroclani heterocikl ima relativno jako izrazenu aromati¢nost zbog manje
elektronegativnosti atoma sumpora sto znaci da su sumporovi elektroni bolje delokalizirani po
cijelom prstenu. Do funkcionalizacije dolazi na polozaju 2 koji je uz polozaj 5 najreaktivniji
zato Sto se nalazi uz heteroatom sumpora koji odvlacenjem elektrona iz veze povecava
nukleofilnost susjednih polozaja, tj. ¢ini ga reaktivnijima. Upravo zato je u ovom koraku
sinteze bio oc¢ekivan i nastanak nusprodukata koji sadrze formilnu skupinu u polozaju 5, a
koji se mogu ukloniti kolonskom kromatografijom. Ova reakcija provodi se u otapalu
dimetilformamidu (DMF) uz reagens fosfor-oksiklorid (POCI;) kako bi u reakcijskoj smjesi
in situ mogao nastati elektrofilan Vilsmeierov reagens (slika 3) koji vodi do formiliranja.
Dalje ovaj reagens stupa u reakciju elektrofilne aromatske supstitucije s tiofenskim prstenom.
Najnukleofilniji ugljik tiofena napada elektrofilan reagens pri ¢emu uz izlazak atoma klora
dolazi do nastajanja iminijeva iona. Kao posljednji korak ove reakcije obavezno je prilikom
obrade reakcije pokrenuti hidrolizu dodatkom 10 %-tne otopine NaOH kako bi u kona¢nici

nastao aldehid.

18



Slika 3. Vilsmeierov reagens.

Reakcija oksimiranja provedena je vrlo jednostavno dodatkom reagensa hidroksilamin
hidroklorida (slika 4) procis¢enom aldehidu. Reakcijski mehanizam odvija se u ¢etiri stupnja.
U prvome stupnju nukleofilni reagens napada djelomi¢no pozitivan karbonilni ugljik svojim
slobodnim elektronskim parom sto rezultira nastajanjem nestabilnog nabijenog tetraedarskog
intermedijera. Zatim dolazi do intramolekularnog protoniranja atoma kisika ¢ime nastaje
neutralni tetraedarski intermedijer koji takoder nije previse stabilan pa se stoga reakcija
nastavlja stupnjem u kojem izlazi hidroksilna skupina, a dusik stvara dvostruku vezu s biv§im
karbonilnim ugljikom &ime se vraéa njegova stabilna sp® konfiguracija. Zadnji stupanj
mehanizma je deprotoniranje s dusikova atoma uz izdvajanje molekule vode i nastajanje

stabilne neutralne molekule oksima.

H O Cl

Slika 4. Reagens hidroksilamin hidroklorid.

2.2. SINTEZA | SPEKTROSKOPSKA
KARAKTERIZACIJA SPOJEVA 1-3

Sinteza heterostilbena 1-3 provedena je Wittigovom reakcijom. Heterostilbeni su molekule u
kojima je jedan benzen stilbena (slika 5) zamijenjen nekim heterociklom kao sto je to ovdje
tiofen. Molekule heterostilbena s razli¢itim supstituentima na benzenskom dijelu u ovome
radu bile su polazne strukture s ciljem prevodenja u oksim, a zanimljive su bile upravo iz

razloga sto se ovom reakcijom dobivaju dva nenabijena izomera koja su potencijalni
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reaktivatori inhibiranog enzima acetilkolinesteraze. Drugim rije¢ima, postoji mogu¢nost da se
odjednom i to na vrlo jednostavan nacin dobiju dvije potpuno razli¢ite molekule s razli¢itim
svojstvima i sposobnostima reaktivacije te prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru sto uvelike

prosiruje daljnja bioloska ispitivanja.

Slika 5. Struktura stilbena.

Za sintezu su bili potrebni 3-tienilni aldehid i p-supstituirana fosfonijeva sol uz dodatak
natrijeva etanoata koji se dobije reakcijom elementarnog natrija i apsolutnog etanola. Reakcija
dobivanja heterostilbena prikazana je na shemi 1.

i‘ : + - NaOEt e
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Shema 1. Wittigova reakcija dobivanja heterostilbena (R = CHs, Cl, CN).

Najbolje iskoristenje od 96.4 % pokazala je reakcija s p-metilnom fosfonijevom soli, a razlog
tome su vjerojatno najmanja stericka ometanja metilne skupine. Najlosije iskoriStenje od 23.3
% pri navedenim reakcijskim uvjetima pokazala je reakcija s p-klorovom fosfonijevom soli te
je stoga reakcija ponovljena u toluenu kako bi se vidjelo ima li promjena otapala kakav
utjecaj na iskoristenje reakcije. IskoriStenje ponovljene reakcije iznosilo je 55.8 % Sto se
pokazalo boljim i njome je dobiveno dovoljno produkata za slijedece sintetske korake.
Iskoristenje reakcije s p-cijano-fosfonijevom soli iznosilo je 68.5 %.

Niti jedna od reakcija nije pokazala stereospecificno nastajanje samo jednog od produkata veé
su nastala oba izomera u razli¢itim omjerima. U svim reakcijama vec¢inski produkti bili su cis-
izomeri ¢ime se pokazalo da su sve provedene reakcije kineticki kontrolirane. Najveéu

selektivnost pokazala je reakcija s cijano-supstituentom na fosfonijevoj soli gdje je cis-
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izomera nastalo cak tri puta vise od trans-izomera dok je u ostale dvije reakcije omjer nastalih
izomera u smjesi bio priblizno 1:1. Ovaj ishod povoljan je zbog ¢injenice da su u pravilu cis-
izomeri manje stabilne molekule zbog ¢ega su manje poznati te stoga i manje opisani u
literaturi.

Dobiveni produkti Wittigove reakcije odvojeni su i pro¢is¢eni kolonskom kromatografijom, a
strukture su im okarakterizirane i potvrdene *H i **C NMR spektrima. Osim za potvrdu
struktura spojeva, spektri sirovih smjesa koriSteni su i za odredivanje omjera dobivenih cis- i
trans-produkata. U ovom prvom sintetskom koraku najvaznije je bilo *H NMR spektrima
dokazati nastanak dvostruke veze sto je uz potvrdu integralima i konstantama sprega dokaz
nastanka spojeva 1-3. Protoni dvostruke veze potvrdeni su pomocu dva dubleta koji su
medusobno u sprezi i u svakom spektru pokazuju izrazeni krovni efekt te jednake
karakteristicne iznose konstanti sprega za cis- i trans-izomere. Kod cis-izomera svi dubleti se
nalaze u rasponu pomaka od 6.68 do 5.52 ppm, a iznos konstante sprege kod spoja cis-1 je
12.3 Hz, dok je kod spojeva cis-2 i cis-3 12.1 Hz. Kod svih trans-izomera primjecuje se mali
pomak prema odsjenjenijem dijelu spektra pa se tako svi dubleti nalaze u rasponu pomaka od
7.23 do 6.89 ppm, a iznosi konstanti sprega kod svih trans-izomera (trans-1, trans-2, trans-3)
su 16.3 Hz.

Jo§ neki karakteristi¢ni signali na spektrima spojeva 1-3 signali su tiofenskih i benzenskih
protona. Potvrda benzenskih protona su dubleti integrala 2 i konstanta sprege koja uvijek
iznosi oko 8 Hz. Zbog promjene supstituenata na benzenu moze se uociti utjecaj induktivnog
efekta pa se tako protoni benzena uz klor nalaze na nesto malo vi§im pomacima od protona uz
metil, a na najvisim pomacima, tj. najodsjenjeniji su aromatski protoni uz cijano-skupinu.
Takoder, ponovo se primjecuje trend odsjenjenja signala i kod benzenskih protona izmedu
samih izomera (signali trans-izomera nalaze se pri ve¢im pomacima). Potvrda tiofenskih
protona je konstanta sprege koja iznosi oko 5 Hz za protone A i B, konstanta sprege od oko 3
Hz za protone Ai C te je u nekim slu¢ajevima doslo i do daleke sprege protona A i C preko 5
veza ¢ija konstanta iznosi oko 1 Hz. Dakle, u nekim je spektrima bilo omoguceno potpuno
asigniranje svih tiofenskih protona pomocu konstanti sprega (slika 6 i slika 7). U slu¢aju kada
to nije moguce utvrditi konstantama sprega, dublet protona A uvijek je onaj odsjenjeniji od
dubleta protona B zato $to se nalazi uz heteroatom sumpora koji zbog induktivnog efekta
odsjenjuje proton u svojoj blizini.

Kod spektara spoja cis-1 i trans-1 karakteristican je singlet integrala 3 na pomaku od otprilike
2.3 ppm. Takoder, u svim spektrima bio je izrazen singlet na 7.26 ppm koji predstavlja

nedeuterirani dio otapala kloroforma.

21



Reprezentativni *H NMR spektri spojeva 1-3 prikazani su na slikama 6, 7 i 8.

Cl E

F/G 8

oA e | ® ( N

I T I ! I T T ! [ ! I ' T ! I
PPM 7.20 7.10 7.00 6.90 6.80 6.70 6.60 6.50

Slika 6. 'H NMR spektar (2)-3-(4-klorostiril)tiofena (cis-2).
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Slika 7. *H NMR spektar (2)-4-(2-(tiofen-3-il)vinil)benzonitrila (cis-3).
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Slika 8. 'H NMR spektar aromatskog dijela (E)-3-(4-metilstiril)tiofena (trans-1).

3C NMR spektri posluzili su kao dodatna potvrda struktura zato o je kod njih teze
razlikovati i potpuno asignirati aromatske jezgre i jezgre dvostruke veze jer im se pomaci
nalaze u istom podrugju. U *C NMR spektrima spojeva cis-1 i trans-1 ukupno je 11 signala
od kojih tri pripadaju kvaternim ugljikovim jezgrama. U *C NMR spektrima spojeva cis-2 i
trans-2 ukupno je 10 signala od kojih su tri za kvaterne jezgre (slika 9). U *C NMR
spektrima spojeva cis-3 i trans-3 ukupno je 11 signala od kojih su ¢etiri za kvaterne jezgre.
Od ovih kvaternih jezgri dva signala nalaze se na najvisim pomacima u odsjenjenijem
podrucju dok se ostala dva nalaze pri manjim pomacima i zasjenjeniji su (slika 10). Signali za
kvaternu jezgru cijano-skupine nalaze se na oc¢ekivanom podruc¢ju pomaka od 115 do 120
ppm. Signali kvaternih jezgri u svim spektrima niskog su intenziteta i uglavnhom su
odsjenjeniji u odnosu na ostale signale. Takoder, u svim spektrima izraZene su tri linije na oko

77.0 ppm koje predstavljaju kloroform kao otapalo u kojem je sniman spektar.
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Slika 9. APT spektar (2)-3-(4-klorostiril)tiofena (cis-2).
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Slika 10. *C NMR spektar (Z)-4-(2-(tiofen-3-il)vinil)benzonitrila (cis-3).



2.3. SINTEZA | SPEKTROSKOPSKA
KARAKTERIZACIJA SPOJEVA 4-6

Sinteza aldehida 4-6 provedena je Vilsmeierovim formiliranjem. Ovaj sintetski korak bio je
potreban kako bi se prethodno dobiveni spojevi funkcionalizirali i stoga lako mogli prevesti u
oksime.

Za sintezu su bili potrebni proc¢iséeni i odvojeni izomeri heterostilbena, otapalo DMF i

reagens POCl;. Reakcija dobivanja aldehida prikazana je na shemi 2.

1>oc13
25 °c 48h
OHC~ ~CHO

1>oc13
25 °c 48 h
OHC-~ “~CHO

Shema 2. Reakcija dobivanja aldehida Vilsmeierovim formiliranjem (R = CHgs, CI, CN).

Ovaj korak sinteze dao je najlosija iskoriStenja te se stoga pokazao kao najvise problematican.
Reakcije formiliranja spojeva cis-2 i cis-3 ponovljene su i dva puta kako bi se dobilo dovoljno
produkata za sljedec¢i korak oksimiranja. Iskoristenje formiliranja spoja cis-1 iznosilo je 25.6
%, a spoja trans-1 56.5 %. Iskoristenje prvog formiliranja spoja cis-2 iznosilo je 16.4 %,
drugog 46.8 %, a spoja trans-2 45.8 %. Ovdje je bitno naglasiti da u prvom formiliranju spoja
cis-2 reagens POCI; nije uzet u suvisku dok je u drugom formiliranju uzet u 10 %-tnom
suvisku sto se pokazalo kao bolji uvjet reakcije. Razlog smanjivanja koli¢ine POCl; je taj Sto
su u reakciji formiliranja spojeva 1 uz 30 %-tni suvisak POCI; dobiveni i nusprodukti, tj.

formilna skupina usla je u nezeljeni polozaj sto je potvrdeno NMR spektrima. IskoriStenje
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prvog formiliranja spoja cis-3 iznosilo je 29.1 %, drugog 23.8 %, a spoja trans-3 17.3 %. Kod
oba formiliranja spoja cis-3 koristena je jednaka koli¢ina pocetnog spoja.

Kod spojeva koji imaju metilnu skupinu i klor kao supstituent primjecuju se veca iskoristenja
kod formiliranja trans-izomera, no kako je njih u prvom koraku sinteze nastalo manje, tako su
i ovdje dobivene relativno male koli¢ine spojeva za sljedecu reakciju. Jedna od pretpostavki
zaSto su ove reakcije bile slabijeg iskoristenja jest potencijalna sporedna Cannizzarova
reakcija aldehida u luznatom mediju do alkohola tijekom obrade reakcije, no ova tvrdnja nije
bila dalje ispitivana.

Dobiveni produkti Vilsmeierovog formiliranja procisceni su kolonskom kromatografijom, a
strukture su im okarakterizirane i potvrdene 'H i **C NMR spektrima. U ovom drugom
sintetskom koraku najvaznije je bilo *H NMR spektrima dokazati prisutnost formilne skupine
Sto je uz potvrdu integralima dokaz nastanka spojeva 4-6. Formilnu skupinu lako je detektirati
na spektrima jer se vidi kao karakteristi¢ni singlet integrala 1 u podruc¢ju pomaka od 9.5 do 12
ppm. Kod svih cis-izomera spojeva 4-6 singleti karbonilnog protona nalazili su se na oko 9.99
ppm, a kod svih trans-izomera isti singleti nalazili su se na oko 10.20 ppm. Takoder, uocen je
trend utjecaja formilne skupine na pomake ostalih signala u spektrima. Nakon uvodenja CHO
skupine u strukturu, signali benzenskih protona F/G kod svih cis-izomera pokazali su blagi
pomak u zasjenjeniji dio spektra, dok su signali kod trans-izomera bili blago pomaknuti u
odsjenjeniji dio spektra. Isto tako signali protona dvostruke veze D/E i tiofenskih protona A i
B kod svih spojeva 4-6 blago su bili pomaknuti u odsjenjeniji dio spektra.

Osim potvrde nastanka aldehida, ‘H NMR spektrima dokazala se Zeljena supstituiranost na
tiofenskom prstenu. Dokaz za nastanak Zeljenih 2,3-disupstituiranih aldehida je prisutnost dva
dubleta protona A i B u spektrima koji pokazuju karakteristi¢cnu konstantu sprege od oko 5 Hz
dok bi se u spektrima nusprodukata 2,5-disupstituiranih aldehida vidjela dva singleta. Jedan
od tako supstituiranih nusprodukata dobiven je u dovoljnoj koli¢ini i takoder potvrden ‘H
NMR spektrom.

Reprezentativni *H NMR spektri spojeva 4-6 prikazani su na slikama 11 i 12. Bitno je
naglasiti kako se na izdvojenim dijelovima spektara ne vide singleti metilnog supstituenta koji

se nalaze na oko 2.3 ppm.
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Slika 12. *H NMR spektar (E)-3-(4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehida (trans-4).

13C NMR spektri posluzili su kao dodatna potvrda prisutnosti formilne skupine u strukturama.
Razlika sa spektrima spojeva 1-3 je ta $to u spektrima spojeva 4-6 postoji jedan signal vise
koji predstavlja signal karbonilne jezgre. Signali karbonilne *C jezgre o&ekivani su u
odsjenjenom podrucju spektra pri pomacima od 190 do 220 ppm, no analizom spektara
oc¢itane su malo manje vrijednosti pomaka $to ukazuje na blagu zasjenjenost s obzirom na
oc¢ekivane vrijednosti. Tako se signal za spoj cis-4 nalazi na 182.9 ppm, a za trans-4 na 182.0

ppm (slikal3). Za trans-5 signal se nalazi na 182.6 ppm. Za spoj cis-6 signal se nalazi na
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182.3 ppm (slika 14), a za trans-6 nalazi se na 181.9 ppm. Prema iznosima pomaka vidi se da
razli¢iti supstituenti nisu imali prevelikog utjecaja na formilnu skupinu. Svi ostali signali za
aromatske jezgre i jezgre dvostruke veze nalazili su se na ocekivanom karakteristicnom

podrucju pomaka od oko 110 do 150 ppm.

CH, d d
/ \ dild d d
d C\H
\
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Slika 13. **C NMR spektar (E)-3-(4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehida (trans-4).
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Slika 14. APT spektar (Z)-4-(2-(2-formiltiofen-3-il)vinil)benzonitrila (cis-6).
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2.4. SINTEZA | SPEKTROSKOPSKA
KARAKTERIZACIJA SPOJEVA 7-9

Sinteza oksima 7-9 provedena je reakcijom oksimiranja uz pomo¢ reagensa hidroksilamin
hidroklorida. Za sintezu su bili potrebni prociséeni aldehidi, apsolutni etanol, voda i
hidroksilamin hidroklorid. Reakcija dobivanja oksima prikazana je na shemi 3.

R R
hidroksilamin - HC1
== EtOH/H,0 ==
/ \ 25°C,24h / \ -
g~ ~CHO i (I%\\T
"OH
R R
b\ _ \
]\ / \ H
s~ CH S (1:\\‘1
""OH

hidroksilamin - HCI

EtOH/H,0
25°C,24h

(0]

Shema 3. Reakcija dobivanja oksima (R = CHj3, ClI, CN).

Ovaj zadnji sintetski korak pokazao je vrlo visoka iskoristenja. Kao produkti reakcija
dobivene su smjese syn- i anti-izomera oksima. Iskoristenje reakcije oksimiranja spoja cis-4
iznosilo je 84.6 %, a omjer nastalih izomera bio je priblizno 1:1 uz to Sto je stereoselektivno
nastalo nesto vise anti-izomera. Oksimi cis,syn-7 i cis,anti-7 u potpunosti su se uspjeli
odvojiti kolonskom kromatografijom. Iskoristenje reakcije oksimiranja spoja trans-4 iznosilo
je 86.4 %, a omjer nastalih izomera bio je priblizno 1:1 uz to $to je stereoselektivno nastalo
nes$to vise syn-izomera. Dio oksima trans,syn-7 i trans,anti-7 ostao je u smjesi nakon
provedene kolonske kromatografije uz to $to takoder nije izoliran potpuno ¢isti oksim
trans,anti-7. Iskoristenje reakcije oksimiranja spoja cis-5 iznosilo je 66.3 %, a omjer nastalih
izomera bio je priblizno 1:1 uz nastajanje nesto vise anti-izomera. Dio oksima cis,syn-8 i
cis,anti-8 ostao je u smjesi nakon provedene kolonske kromatografije uz to sto takoder nisu
izolirana potpuno cista oba oksima. Ovakvo slabo razdvajanje posljedica je koristenja smjese

zeljenog aldehida i nusprodukta u reakciji. Iskoristenje reakcije oksimiranja spoja trans-5
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iznosilo je vise od 100 % prema dobivenim podacima mjerenja masa, no ovdje se treba uzeti
u obzir moguénost sustavne pogreske mjernog instrumenta. Omjer nastalih izomera bio je
priblizno 1:1 uz $to je stereoselektivno nastalo nesto vise anti izomera. Dio oksima trans,syn-
8 i trans,anti-8 ostao je u smjesi nakon provedene kolonske kromatografije uz to sto takoder
nije izoliran potpuno c¢isti oksim trans,anti-8. Iskoristenje reakcije oksimiranja spoja cis-6
iznosilo je 94.1 %, a omjer nastalih izomera bio je priblizno 1:1 uz nastajanje nesto vise syn-
izomera. Dio oksima cis,syn-9 i cis,anti-9 ostao je u smjesi nakon provedene kolonske
kromatografije i nije izoliran potpuno cisti oksim cis,syn-9. U smjesama su se takoder nalazili
i oksimi nastali iz nusprodukta nakon formiliranja. IskoriStenje reakcije oksimiranja spoja
trans-6 iznosilo je 79.0 %, a omjer nastalih izomera bio je priblizno 1:1 uz stereoselektivno
nastajanje nesto vise anti-izomera. Oba izolirana oksima trans,syn-9 i trans,anti-9 nisu u
potpunosti cista nakon provedene kolonske kromatografije zato Sto se nalaze u smjesi s
oksimima nastalima iz nusprodukata reakcije formiliranja.

Dobiveni produkti oksimiranja odvojeni su i proc¢is¢eni kolonskom kromatografijom, a
strukture su im okarakterizirane i potvrdene *H i **C NMR spektrima. Svih 12 predvidenih
oksima uspjesno je izolirano u dovoljnim koli¢inama za spektroskopsku potvrdu. Osim za
potvrdu struktura spojeva, spektri oksima koristeni su i za odredivanje Cistoce izoliranih syn- i
anti-izomera. U ovom zadnjem sintetskom koraku najvaznije je bilo *H NMR spektrima
dokazati nastanak oksima pomocu karakteristiCnog singleta Sto je uz potvrdu integralima
dokaz nastanka spojeva 7-9. Svi karakteristicni singleti protona C nalaze se u podrucju
pomaka od 7.50 do 8.60 ppm. Kod oksima cis,syn-7 singlet se nalazi na 8.32 ppm, a kod
cis,anti-7 na 7.81 ppm. Kod oksima trans,syn-7 singlet se nalazi na 855 ppm, a kod
trans,anti-7 na 8.02 ppm. Primjecuje se da se singlet syn-oksima nalazi na ve¢im pomacima
od singleta anti-oksima i to za otprilike 0.5 ppm S§to zna¢i da je C proton syn-oksima
odsjenjeniji. Ovakav trend pomaka ponavlja se i kod oksima 8 i 9.

3C NMR spektri posluzili su kao dodatna potvrda struktura oksima. Razlika sa spektrima
spojeva 4-6 je ta sto se u spektrima oksima 7-9 novi signali ugljika oksimske skupine nalaze
na manjim kemijskim pomacima u odnosu na signale karbonilnih ugljika, tj. u zasjenjenijem
Su podrugju.

Na slikama 15-26 prikazani su *H i *C NMR spektri onih oksima koji su dobiveni u
dovoljnim koli¢inama za bioloska ispitivanja. Toc¢nije, to su svi oksimi s metilnim

supstituentom i cis-oksimi s cijano-skupinom kao supstituentom.
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Slika 15. 'H NMR spektar (2)-3-((Z)-4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid oksima (cis,syn-7).
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Slika 16. *C NMR spektar (Z)-3-((2)-4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid oksima (cis,syn-7).
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Slika 17. *H NMR spektar (E)-3-((2)-4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid oksima (cis,anti-7).
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Slika 18. APT spektar (E)-3-((2)-4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid oksima (cis,anti-7).
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Slika 19. 'H NMR spektar (2)-3-((E)-4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid oksima (trans,syn-7).
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Slika 20. *C NMR spektar (Z)-3-((E)-4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid oksima (trans,syn-7).
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Slika 21. 'H NMR spektar (E)-3-((E)-4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid oksima (trans,anti-7).
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Slika 22. APT spektar (E)-3-((E)-4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid oksima (trans,anti-7).
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Slika 23. 'H NMR spektar 4-((2)-2-(2-((2)-(hidroksiimino)metil)tiofen-3-il)vinil)benzonitrila
(cis,syn-9).
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Slika 24. APT spektar 4-((Z)-2-(2-((2)-(hidroksiimino)metil)tiofen-3-il)vinil)benzonitrila

(cis,syn-9).
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Slika 25. *H NMR spektar 4-((2)-2-(2-((E)-(hidroksiimino)metil)tiofen-3-il)vinil)benzonitrila
(cis,anti-9).
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Slika 26. APT spektar 4-((Z)-2-(2-((E)-(hidroksiimino)metil)tiofen-3-il)vinil)benzonitrila

(cis,anti-9).
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Kao sto je vidljivo iz rezultata, dobiveni su i potvrdeni svi ocekivani oksimi. Niti jedna od
reakcija nije pokazala stereospecificno nastajanje samo jednog oksima ve¢ su svi oksimi
nastali stereoselektivno i to uvijek u smjesi gdje je omjer syn- i anti-oksima priblizno bio 1:1.
Kona¢na masa oksima najvise ovisi 0o drugom koraku sinteze, tj. o Vilsmeierovom
formiliranju kod kojeg su iskoristenja reakcija bila najniza, a neke reakcije su se ¢ak trebale i
ponavljati.

Dobiveni oksimi u ovome radu, osim u bioloskim istrazivanjima, mogu se takoder dalje

.....

molekule, a time i novi potencijalno bioloski aktivni spojevi.
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3.EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. OPCE NAPOMENE

Za sve provedene sinteze i obrade reakcija koristeno je standardno laboratorijsko posude.
Kolonske kromatografije provedene su po potrebi na sirim (¢ = 2.5 cm) i uzim (¢ = 1.5 cm)
kolonama punjenima silikagelom (Fluka 60 A, tehnicki). Svi uzorci punjeni su suhim
postupkom na kolone. Kao nepolarnija faza eluensa koristen je petroleter (PE), a polarnost je
povecavana dietileterom (E). Skracenica PE/E odnosi se na smjesu otapala petroletera i
dietiletera. Tankoslojne kromatografije provedene su na plo¢ama presvuc¢enima tankim slojem
silikagela (0.2 mm, Kieselgel 60 Fs4). Kao pokretna faza koristila se smjesa PE/E u razli¢itim
omjerima. Spojevi na TLC plo¢ama detektirani su pod UV-lampom pri 254 nm i 366 nm. Sva
otapala uklonjena su rotavaporom pri snizenom tlaku.

Za potvrdu spojeva i odredivanje njihove cistoc¢e koristena je tehnika nuklearne magnetske
rezonancije (NMR). *H i *3C spektri snimljeni su na instrumentu Bruker Avance-600 na 600
MHz, 300 MHz. Za dodatnu karakterizaciju spojeva koriStena je i tehnika APT. Svi uzorci za
NMR analizu otopljeni su u deuteriranom kloroformu (CDCI3) i snimljeni uz dodatak
tetrametilsilana (TMS) kao unutarnjeg standarda. Snimljeni spektri analizirani su u programu
SpinWorks 4.2.11. Kemijski pomaci (o) izrazeni su u ppm vrijednostima, a konstante sprege
(J) uHz.
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3.2. SINTEZAWITTIGOVIH PRODUKATA 3-TIOFEN-
STIRILA

Prije pocetka reakcije aparatura je 15 minuta propuhana dusikom. U okruglu trogrlu tikvicu
doda se apsolutni etanol (~70 ml) u kojem se zatim otopi izracunata masa p-supstituirane
fosfonijeve soli (p-metil, p-klor, p-cijano) u 1:1 omjeru u odnosu na 0.5 g (0.0044 mol)
aldehida. Nakon sto se sol u potpunosti otopila, u lijevak za dokapavanje iznad tikvice ulije se
apsolutni etanol (~30 ml) i doda se 111.3 mg natrija (10 %-tni suvisak) kako bi nastala
otopina natrijeva etoksida. U meduvremenu se automatskom pipetom doda 390 ul otopine
aldehida direktno u reakcijsku smjesu u tikvici. Otopina natrijeva etoksida polako se dokapa
iz lijevka u reakcijsku smjesu. Smjesa se ostavi mijesati na magnetskoj mijesalici pri sobnoj
temperaturi preko no¢i.

Napredovanje reakcije i nastanak spojeva provjeravani su putem TLC plo¢ice. Nakon
zavrSetka reakcije otapalo se upari na rotavaporu pri snizenom tlaku. Dobivena smjesa
produkata otopi se u toluenu i zatim tri puta ekstrahira destiliranom vodom. Organski sloj
posusi se iznad bezvodnog magnezijevog sulfata, MgSO,. Smjesa se profiltrira u okruglu
tikvicu i otapalo se upari na rotavaporu pri snizenom tlaku.

Nastala sirova smjesa Wittigovih produkata cis-1 i trans-1 odvojena je pomocu kolonske
kromatografije. Uspje$no su izolirani ¢isti izomeri §to potvrduju ¢isti NMR spektri. Dio
izomera ostao je u 90.7 mg smjese (cis:trans = 1:20). Kao eluens je koristen ¢isti PE.

Iskoristenje reakcije iznosilo je 96.4 %.
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cis-1 trans-1
(£2)-3-(4-metilstiril)tiofen (E)-3-(4-metilstiril)tiofen

(2)-3-(4-metilstiril)tiofen (cis-1): 376.8 mg, 43.4 % izoliranog spoja, Rt (PE) = 0.32; 'H
NMR (CDCl3, 300 MHz) 8/ppm: 7.19 (d, 2H, J = 8.1 Hz, Hgg), 7.14-7.11 (m, 2H), 7.09 (d,
2H, J = 8.1 Hz, Hge), 6.89 (d, 1H, J = 4.8 Hz, Hg), 6.54 (d, 1H, J = 12.3 Hz, Hpe), 6.49 (d,
1H, J = 12.3 Hz, Hpg), 2.34 (s, 3H, Hy); **C NMR (CDCI3, 150 MHz) &/ppm: 138.4 (s),
136.9 (s), 134.8 (s), 129.5 (d), 129.0 (d), 128.6 (d), 128.1 (d), 124.8 (d), 123.8 (d), 123.8 (d),
21.3 (q).

(E)-3-(4-metilstiril)tiofen (trans-1): 288.9 mg, 33.3 % izoliranog spoja, R; (PE) = 0.21; 'H
NMR (CDCls;, 300 MHz) &/ppm: 7.37 (d, 2H, J = 8.1 Hz, Hgg), 7.33-7.29 (m, 2H), 7.23 (d,
1H), 7.15 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Hg), 7.08 (d, 1H, J = 16.3 Hz, Hpg), 6.92 (d, 1H, J = 16.3 Hz,
Hose), 2.35 (s, 3H, Hy); *C NMR (CDCI3, 150 MHz) &/ppm: 140.3 (s), 137.3 (s), 134.6 (5),
129.4 (d), 128.6 (d), 126.2 (d), 126.1 (d), 124.9 (d), 122.0 (d), 121.9 (d), 21.2 (q).

Sinteza Wittigovih produkata cis-2 i trans-2 provedena u apsolutnom etanolu kao otapalu dala
je relativno nisko iskoriStenje, pa je stoga reakcija ponovljena u toluenu p.a. Ljuskice
natrijeva etoksida, koje se dodaju u reakcijsku smjesu fosfonijeve soli i aldehida, priprave se u
posebnoj tikvici tako da se u 10 ml apsolutnog etanola doda izracunata koli¢ina natrija te se
otapalo upari pri snizenom tlaku nakon S$to sav natrij izreagira. Promjena otapala pokazala se
uspjeS$nom jer je ponovljena reakcija pokazala vise nego dvostruko poboljsano iskoristenje od
55.8 %.

Nastala sirova smjesa Wittigovih produkata cis-2 i trans-2 odvojena je pomoc¢u kolonske
kromatografije. Uspjesno su izolirani Cisti izomeri §to potvrduju ¢isti NMR spektri. Dio

izomera ostao je kao 133.0 mg smjese (cis:trans = 1:6). Kao eluens je koristen ¢isti PE.
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cis-2 trans-2
(Z2)-3-(4-klorostiril)tiofen (E)-3-(4-klorostiril )tiofen

(2)-3-(4-klorostiril)tiofen (cis-2): 222 mg, 41.0 % izoliranog spoja, R (PE) = 0.64; ‘H NMR
(CDCls, 600 MHz) &/ppm: 7.23 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Hgg), 7.21 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Hesg), 7.15
(dd, 1H, J = 5.1, 2.9 Hz, Hp), 7.11 (d, 1H, J = 2.9 Hz, Hc), 6.85 (d, 1H, J = 5.1 Hz, Hg), 6.56
(d, 1H, J = 12.1 Hz, Hpge), 6.48 (d, 1H, J = 12.1 Hz, Hpe); *C NMR (CDCI3, 150 MHz)
d/ppm: 137.9 (s), 136.2 (s), 132.9 (s), 130.1 (d), 128.5 (d), 128.2 (d), 127.8 (d), 125.2 (d),
125.1 (d), 124.3 (d).

(E)-3-(4-klorostiril)tiofen (trans-2): 186.1 mg, 34.4 % izoliranog spoja, R (PE) = 0.49; 'H
NMR (CDCls;, 300 MHz) &/ppm: 7.40 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Hgg), 7.33-7.27 (m, 5H), 7.09 (d,
1H, J = 16.3 Hz, Hpze), 6.89 (d, 1H, J = 16.3 Hz, Hpe); **C NMR (CDCI3, 150 MHz) /ppm:
139.8 (s), 135.9 (s), 133.0 (s), 128.8 (d), 127.4 (d), 127.3 (d), 126.3 (d), 124.8 (d), 123.5 (d),
122.7 (d).

3.2.1. Priprava Wittigova reagensa p-cijano fosfonijeve soli

5 g 4-(bromometil)benzonitrila otopi se u 20 ml toluena p.a. i doda u okruglu tikvicu od 250
ml. U Erlenmeyerovoj tikvici od 100 ml otopi se trifenilfosfin u 50 ml toluena p.a. i nakon sto
se u potpunosti otopi doda se u okruglu tikvicu. Reakcijska smjesa mijesa se 24 sata od kojih
se oko 8 sati zagrijava na 50 °C bez kupelji. Sol je potrebno dobro posusiti u eksikatoru pod

vakumom.

Nastala sirova smjesa Wittigovih produkata cis-3 i trans-3 odvojena je pomoc¢u kolonske

kromatografije. Uspjesno su izolirani Cisti izomeri §to potvrduju ¢isti NMR spektri. Dio
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izomera ostao je kao 4 mg smjese (cis:trans = 1:0.7). Kao eluens je koristena smjesa PE:E =

97:3. Iskoristenje reakcije iznosilo je 68.5 %.

G F
NC E
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S
cis-3 trans-3
(2)-4-(2-(tiofen-3-il)vinil)benzonitril (E)-4-(2-(tiofen-3-il)vinil )benzonitril

(2)-4-(2-(tiofen-3-il)vinil)benzonitril (cis-3): 474 mg, 74.5 % izoliranog spoja, Rs (PE:E =
85:15) = 0.69; '"H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 7.56 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Hr), 7.39 (d,
2H, J = 8.1 Hz, Hgg), 7.18 (dd, 1H, J = 4.9, 3.0 Hz, Hp), 7.13 (d, 1H, J = 2.9 Hz, H¢), 6.81
(d, 1H, J = 5.0 Hz, Hg), 6.68 (d, 1H, J = 12.1 Hz, Hpk), 5.52 (d, 1H, J = 12.1 Hz, Hpg); °C
NMR (CDCI3, 75 MHz) &/ppm: 142.6 (s), 137.3 (s), 132.0 (d), 132.1 (d), 129.5 (d), 127.5 (d),
127.1 (d), 125.6 (d), 125.0 (d), 118.9 (s), 110.6 (5s).

(E)-4-(2-(tiofen-3-il)vinil)benzonitril (trans-3): 158 mg, 24.8 % izoliranog spoja, Rs (PE:E =
85:15) = 0.48; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 7.62 (d, 2H, J = 8.4 Hz, He), 7.54 (d,
2H, J = 8.4 Hz, Hee), 7.36 (s, 2H, Hamic), 7.26 (s, 1H, Hamrc), 7.23 (d, 1H, J = 16.3 Hz,
Hoe), 6.93 (d, 1H, J = 16.3 Hz, Hpe); *C NMR (CDCI3, 75 MHz) &/ppm: 142.0 (s), 139.2
(s), 132.5 (d), 126.7 (d), 126.6 (d), 126.6 (d), 126.4 (d), 124.8 (d), 124.3 (d), 119.1 (s), 110.4

(s).

3.3. SINTEZA VILSMEIEROVIH PRODUKATA
KARBALDEHIDA

Okrugla tikvica (25 ml) s pro¢is¢enim Wittigovim produktom uroni se u ledenu kupelj (0-10
°C). U tikvicu se zatim doda otapalo N,N-dimetilformamid, DMF u suvisku (1,5 ml). Nakon

toga u reakcijsku smjesu dodaje se izrac¢unata koli¢ina fosforovog oksiklorida, POCl; u 30 %-
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tnom suvisku. Tikvica se brzo zatvori ¢epom i ostavi mijesati na magnetskoj mijesalici, prvo
pola sata u ledenoj kupelji, a zatim na sobnoj temperaturi preko no¢i.

Analizom spektara produkata cis-4 i trans-4 zakljuc¢eno je kako kod reakcije formiliranja
karbonilna skupina, osim u zeljeni polozaj 2 na tiofenskom prstenu, ulazi i u polozaj 5 $to
rezultira nastankom nusprodukata. Zbog toga je u preostalim reakcijama reagens POCIs

uziman samo u 10 %-tnom suvisku.

Napredovanje reakcije i nastanak spojeva provjeravani su putem TLC plocice. Kod svake
provedene reakcije formiliranja po provedenim TLC plo¢icama vidjelo se kako u svakoj
reakcijskoj smjesi nakon 24 sata zaostaju neizreagirali pocetni spojevi $to ukazuje na
nepotpuno napredovanje reakcije. Stoga su reakcije ostavljene jos 24 sata kako bi se povecalo
ukupno iskoristenje reakcije.

Nakon zavrSetka reakcije, reakcijska smjesa neutralizira se s par kapi 10 %-tne NaOH i nakon
toga ekstrahira prvo tri puta dietileterom, a zatim tri puta destiliranom vodom. Organski sloj
posusi se iznad MgSQO,. Smjesa se profiltrira u okruglu tikvicu i otapalo se upari na
rotavaporu pri snizenom tlaku.

Nastala sirova smjesa neizreagiralog spoja cis-1, aldehida cis-4 i nusprodukta odvojena je
pomocu kolonske kromatografije. Neizreagiralog spoja cis-1 izolirano je 179 mg. Uspjesno je
izoliran spoj cis-4 90 %-tne Cistoce Sto potvrduje NMR spektar. Takoder, izolirano je
dovoljno nusprodukta formiliranja (Z)-4-(4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehida (~ 5 mg) koji je
potvrden *H NMR spektrom. Kao eluens je koristen prvo ¢&isti PE, a zatim i smjesa PE:E =
95:5. Nastala sirova smjesa neizreagiralog spoja trans-1, aldehida trans-4 i nusprodukta
odvojena je pomocu kolonske kromatografije. Neizreagiralog spoja trans-1 izolirano je 57
mg. Uspjesno je izoliran Cisti spoj trans-4 sto potvrduje Cisti NMR spektar. Kao eluens je

koriSten prvo cisti PE, a zatim i smjesa PE:E = 90:10.
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(2)-3-(4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid ~ (E)-3-(4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid

(2)-3-(4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid (cis-4): 110 mg, 37.4 % izoliranog spoja, Rs (PE:E
= 90:10) = 0.57; *H NMR (CDCls, 300 MHz) 8/ppm: 9.99 (s, 1H, Hc), 7.56 (d, 1H, J = 4.9
Hz, Ha), 7.06 (t, 4H, J = 9.4 Hz, Hgi6), 6.92 (d, 1H, J = 5.0 Hz, Hg), 6.84 (d, 1H, J = 12.1 Hz,
Hoe), 6.78(d, 1H, J = 12.1 Hz, Hpse), 2.31 (s, 3H, Hy); *C NMR (CDCI3, 150 MHz) &/ppm:
182.9 (d), 146.9 (s), 138.0 (s), 135.6 (s), 135.0 (d), 133.9 (d), 133.1 (s), 130.0 (d), 129.2 (d),
128.9 (d), 120.4 (d), 21.3 ().

(E)-3-(4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid (trans-4): 186 mg, 73.8 % izoliranog spoja, Rs
(PE:E = 90:10) = 0.42; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 10.21 (s, 1H, Hc), 7.65 (d, 1H, J
= 5.6 Hz, Hp), 7.63 (d, 1H, J = 16.2 Hz, Hp), 7.43 (M, 3H, Hgsrie), 7.20 (d, 2H, J = 8.0 Hz,
Hrsc), 7.14 (d, 1H, J = 16.2 Hz, Hpe), 2.37 (s, 3H, Hy); *C NMR (CDCI3, 75 MHz) &/ppm:
182.0 (d), 147.0 (s), 139.0 (s), 137.2 (s), 134.7 (d), 134.3 (d), 133.5 (s), 129.6 (d), 126.9 (d),
126.7 (d), 118.3 (d), 21.4 (q).

Nastala sirova smjesa neizreagiralog spoja cis-2, aldehida cis-5 i nusprodukta odvojena je
pomocu kolonske kromatografije. Neizreagiralog spoja cis-2 izolirano je 125 mg. Uspje$no je
izolirano 32 mg spoja cis-5 92 %-tne Cistoce §to potvrduje NMR spektar. Kao eluens je
koriSten prvo ¢isti PE, a zatim i smjesa PE:E = 90:10. Kako je nakon reakcije ostalo dosta
neizreagiralog spoja cis-2, formiliranje je ponovljeno uz jedinu izmjenu uvjeta da se drugi dan
reakcijska smjesa zagrijavala na 60 °C u uljnoj kupelji. Nakon ovako provedene reakcije
kolonskom kromatografijom uspjesno je odvojeno i izolirano 42 mg neizreagiralog spoja cis-
2 i 66 mg aldehida cis-5.

Nastala sirova smjesa neizreagiralog spoja trans-2, aldehida trans-5 i nusprodukta odvojena je

pomocu kolonske kromatografije. Neizreagiralog spoja trans-2 izolirano je 38 mg. Izoliran je
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spoj trans-5 25 %-tne Cistoce. Kao eluens je koristen prvo cisti PE, a zatim i smjesa PE:E =
90:10.
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cis-5

(Z)-3-(4-klorostiril)tiofen-2-karbaldehid ~ (£)-3-(4-klorostiril)tiofen-2-karbaldehid

(2)-3-(4-klorostiril)tiofen-2-karbaldehid (cis-5): 98 mg, 61.1 % izoliranog spoja, Rs (PE:E =
90:10) = 0.19; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 9.99 (s, 1H, Hc), 7.58 (d, 1H, J = 4.9 Hz,
Ha), 7.22 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Hgg), 7.10 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Hgg), 6.89 (d, 1H, J = 12.2 Hz,
Hore), 6.86 (d, 1H, J = 5.0 Hz, Hg), 6.80 (d, 1H, J = 12.2 Hz, Hpg).
(E)-3-(4-Klorostiril)tiofen-2-karbaldehid (trans-5): 96 mg, 71.6 % izoliranog spoja, Rs
(PE:E = 90:10) = 0.15; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 10.20 (s, 1H, Hc), 7.68 (d, 1H, J
=5.2 Hz, Ha), 7.48 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Hgg), 7.45 (d, 1H, J = 5.4 Hz, Hg), 7.36 (d, 2H, J =
8.6 Hz, Hre), 7.12 (d, 1H, J = 16.5 Hz, Hpg), 6.86 (d, 1H, J = 16.5 Hz, Hpe); *°C NMR
(CDCI3, 75 MHz) 6/ppm: 182.6 (d), 145.9 (s), 134.5 (s), 134.1 (d), 133.9 (s), 133.6 (d), 133.3
(s), 130.2 (d), 128.7 (d), 128.1 (d), 121.9 (d).

Reakcije formiliranja izomera s cijano-supstituentom provodene su uz jedinu izmjenu uvjeta
da se drugi dan reakcijska smjesa zagrijavala na 60 °C u uljnoj kupelji.

Nastala sirova smjesa neizreagiralog spoja cis-3, aldehida cis-6 i nusprodukta odvojena je
pomocu kolonske kromatografije. Neizreagiralog spoja cis-3 izolirano je 198 mg. Uspje$no je
izolirano 78 mg spoja cis-6 77 %-tne Cistoce §to potvrduje NMR spektar. Kao eluens je
koristen prvo ¢isti PE, a zatim i smjesa PE:E = 80:20.

Kako je nakon reakcije ostalo dosta neizreagiralog spoja cis-3, formiliranje je ponovljeno s

istom koli¢inom pocetnog spoja cis-3. Nakon druge reakcije formiliranja kolonskom
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kromatografijom uspjesno je odvojeno i izolirano 104 mg neizreagiralog spoja cis-3 i 64 mg
aldehida cis-6.

Nastala sirova smjesa neizreagiralog spoja trans-3, aldehida trans-6 i nusprodukta odvojena je
pomocu kolonske kromatografije. Neizreagiralog spoja trans-3 izolirano je priblizno 5 mg.
Uspjesno je izolirano 31 mg spoja trans-6 75 %-tne Cistoce Sto potvrduje NMR spektar. Kao
eluens prvo je koristena smjesa PE:E = 95:5, a zatim je polarnost povecavana do najveceg
udjela E od 55 %.

NC E

cis-6 trans-6

(2)-4-(2-(2-formiltiofen-3-il)vinil)benzonitril (E)-4-(2-(2-formiltiofen-3-il)vinil)benzonitril

(2)-4-(2-(2-formiltiofen-3-il)vinil)benzonitril (cis-6): 142 mg, 38.1 % izoliranog spoja, Ry
(PE:E = 90:10) = 0.27; "H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 9.98 (s, 1H, Hc), 7.61 (d, 1H, J =
5.3 Hz, Ha), 7.54 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Hg), 7.27 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Heg), 7.04 (d, 1H, J =
12.2 Hz, Hpe), 6.85 (M, 2H, Hepe); *°C NMR (CDCI3, 150 MHz) &/ppm: 182.3 (d), 144.9
(s), 140.8 (s), 134.5 (d), 132.8 (d), 132.3 (d), 129.6 (d), 129.5 (d), 124.5 (d), 118.5 (s), 111.5
(s), 82.9 (s).

(E)-4-(2-(2-formiltiofen-3-il)vinil)benzonitril (trans-6): 31 mg, 86.1 % izoliranog spoja, Ry
(PE:E = 90:10) = 0.24; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 10.19 (s, 1H, Hc), 7.86 (d, 1H, J
=16.2 Hz, Hpg), 7.71 (d, 1H, J =5.2 Hz, Ha), 7.68 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Hgsg), 7.63 (d, 2H, J =
8.5 Hz, He), 7.48 (d, 1H, J = 5.2 Hz, Hg), 7.16 (d, 1H, J = 16.2 Hz, Hpe); *C NMR
(CDCI3, 150 MHz) &/ppm: 181.9 (d), 149.7 (s), 140.8 (s), 134.5 (d), 139.5 (s), 133.0 (),
132.6 (d), 132.3 (d), 129.5 (d), 127.3 (d), 123.1 (d), 118.7 (s).
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3.4. SINTEZA OKSIMA

U okruglu tikvicu (25 ml) s proc¢is¢enim karbaldehidom doda se 10 ml apsolutnog etanola.
Nakon $to se spoj u potpunosti otopi doda se 3 ml vode i izracunata dvostruka mnozina
hidroksilamin-HCI u odnosu na mnozinu karbaldehida. Tikvica se zatvori ¢epom i ostavi
mijesati na magnetskoj mijesalici pri sobnoj temperaturi preko noc¢i. Napredovanje reakcije i
nastanak spojeva provjeravani su TLC ploc¢icom. Nakon zavrSetka reakcije otapalo je upareno
na rotavaporu pri snizenom tlaku.

Nastala sirova smjesa oksima cis,syn-7 i cis,anti-7 odvojena je pomocu kolonske
kromatografije. Uspjesno su izolirani ¢isti oksimi §to potvrduju ¢isti NMR spektri. Kao eluens

je koristen prvo ¢isti PE, a zatim i smjesa PE/E do najveceg udjela E od 20 %.

H g H ¢
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A /A c A [\ C
CH CH
¥ 7%
HO' OH D
D
cis, syn-7 cis, anti-7

(2)-3-((£)-4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid  (£)-3-((2)-4-metilstiril}tiofen-2-karbaldehid
oksim oksim

(2)-3-((Z2)-4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (cis,syn-7): 41 mg, 41.4 % izoliranog
spoja, R¢ (PE:E = 90:10) = 0.53; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 8.32 (s, 1H, Hc), 7.15
(d, 2H, J=5.2 Hz, Ha), 7.09 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Hgm), 7.04 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Hemn), 6.79 (d,
1H, J = 5.3 Hz, Hg), 6.68 (d, 1H, J = 12.1 Hz, Hgs), 6.50 (d, 1H, J = 12.1 Hz, Hgsr), 2.31 (s,
3H, H)); **C NMR (CDCI3, 150 MHz) &/ppm: 144.5 (d), 140.0 (s), 137.6 (s), 132.8 (d), 130.4
(s), 129.0 (d), 128.9 (d), 128.8 (d), 126.4 (d), 121.6 (s), 121.1 (d), 21.2 (q).

(E)-3-((2)-4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (cis,anti-7): 58 mg, 58.6 % izoliranog
spoja, R¢ (PE:E = 90:10) = 0.34; *H NMR (CDCl3, 300 MHz) &/ppm: 7.81 (s, 1H, Hc), 7.42
(d, 1H, J=5.1 Hz, Ha), 7.05 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Hgm), 7.01 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Hemn), 6.87 (d,
1H, J=5.2 Hz, Hg), 6.73 (d, 1H, J = 12.1 Hz, Hgr), 6.58 (d, 1H, J = 12.1 Hz, Hgr), 2.29 (s,
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3H, H)); **C NMR (CDCI3, 150 MHz) &/ppm: 141.5 (s), 140.1 (d), 137.6 (s), 133.5 (s), 133.5
(d), 130.4 (d), 129.0 (d), 128.9 (d), 127.6 (d), 125.8 (s), 121.5 (d), 21.2 (q).

Nastala sirova smjesa oksima trans,syn-7 i trans,anti-7 odvojena je pomocu kolonske
kromatografije. Uspjesno je izoliran ¢isti oksim trans, syn-7 sto potvrduje ¢isti NMR spektar.
Takoder, izoliran je i oksim trans,anti-7 92 %-tne cCistoce §to potvrduje NMR spektar. Kao

eluens je koristen prvo cisti PE, a zatim i smjesa PE/E do najveceg udjela E od 50 %.

trans, syn-7 trans, anti-7

(2)-3-((E)-4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid  (E)-3-((£)-4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid
oksim oksim

(2)-3-((E)-4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (trans,syn-7): 87 mg, 50.9 % izoliranog
spoja, R¢ (PE:E = 90:10) = 0.40; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 8.55 (s, 1H, Hc), 7.39
(d, 2H, J = 8.0 Hz, Hgm), 7.34 (s, 1H, Hp), 7.30 (q, 2H, Ha), 7.19 (m, 3H, Heg/rem), 6.98 (d,
1H, J = 16.1 Hz, Hgg), 2.37 (s, 3H, H)); °C NMR (CDCI3, 150 MHz) &/ppm: 144.0 (d),
140.6 (s), 138.2 (s), 134.1 (s), 131.4 (d), 129.8 (s), 129.5 (d), 127.2 (d), 126.5 (d), 125.6 (d),
118.9 (d), 21.3 ().

(E)-3-((E)-4-metilstiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (trans,anti-7): 72 mg, 42.1 % izoliranog
spoja, R¢ (PE:E = 90:10) = 0.23; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 8.02 (s, 1H, Hc), 7.52
(d, 1H, J =5.4 Hz, Ha), 7.42 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Hem), 7.37 (d, 1H, J = 5.4 Hz, Hg), 7.29 (d,
1H, Her), 7.19 (d, 2H, J = 8.1 Hz, Hgp), 7.04 (d, 1H, J = 16.1 Hz, Hgp), 2.37 (s, 3H, Hy); °C
NMR (CDCI3, 150 MHz) &/ppm: 146.9 (s), 138.3 (s), 134.1 (s), 132.3 (d), 129.5 (d), 127.4
(d), 126.5 (d), 124.5 (d), 119.0 (d), 117.6 (s), 83.6 (d), 21.3 (q).
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Nastala sirova smjesa oksima cis,syn-8, cis,anti-8 odvojena je pomocu kolonske
kromatografije. Uspjesno je izoliran oksim cis,syn-8 70 %-tne Cistoce i oksim cis,anti-8 90 %-
tne Cistocée $to potvrduju NMR spektri. Kao eluens je koristen prvo cisti PE, a zatim i smjesa
PE/E do najveceg udjela E od 20 %.

H G H G
Cl F cl F
\, \
B B
N o N n €
o N-on p
D
cis, syn-8 cis, anti-8

(£)-3-((£)-4-klorostiril)tiofen-2-karbaldehid (£)-3-((Z)-4-klorostiril)tiofen-2-karbaldehid
oksim oksim

(2)-3-((2)-4-Klorostiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (cis,syn-8): 18 mg, 26.1 % izoliranog
spoja, R (PE:E = 80:20) = 0.70; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 8.29 (s, 1H, Hc), 7.21
(d, 2H, J = 8.5 Hz, Hgym), 7.17 (d, 1H, J = 5.3 Hz, Hp), 7.12 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Hgm), 6.74 (d,
1H, J =5.3 Hz, Hg), 6.65 (d, 1H, J = 12.1 Hz, Hg), 6.58 (d, 1H, J = 12.1 Hz, He).
(E)-3-((2)-4-klorostiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (cis,anti-8): 20 mg, 29.0 % izoliranog
spoja, R (PE:E = 80:20) = 0.35; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 7.80 (s, 1H, Hc), 7.44
(d, 1H, J=5.1 Hz, Ha), 7.18 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Hgn), 7.07 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Heh), 6.83 (d,
1H, J=5.3 Hz, Hg), 6.71 (d, 1H, J = 12.2 Hz, Hes), 6.66 (d, 1H, J = 12.2 Hz, He); °C NMR
(CDCI3, 75 MHz) 6/ppm: 140.7 (d), 134.8 (s), 133.4 (s), 132.2 (d), 131.5 (s), 130.7 (d), 130.2
(d), 128.5 (d), 127.3 (d), 123.1 (d), 122.6 (5s).
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Nastala sirova smjesa oksima trans,syn-8 i trans,anti-8 odvojena je pomocéu kolonske
kromatografije. Uspjesno je izoliran cisti oksim trans,syn-8 sto potvrduje NMR spektar.
Takoder, izoliran je i oksim trans,anti-8 70 %-tne Cistoce $to potvrduje NMR spektar. Dio
oksima ostao je neodvojen u 53 mg smjese. Kao eluens je koristen prvo cisti PE, a zatim i

smjesa PE/E do najveceg udjela E od 30 %.

trans, syn-8 trans, anti-8

(2)-3-((E)-4-klorostiril)tiofen-2-karbaldehid (E)-3-((E)-4-klorostiril)tiofen-2-karbaldehid
oksim oksim

(2)-3-((E)-4-klorostiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (trans,syn-8): 22 mg, 20.7 % izoliranog
spoja, R (PE:E = 80:20) = 0.62; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 8.54 (s, 1H, Hc), 7.42
(d, 2H, J = 8.5 Hz, Hgw), 7.33 (d, 2H, J = 8.6 Hz, He), 7.30 (S, 2H, Hag) 7.22 (d, 1H, J =
16.1 Hz, Hee), 6.95 (d, 1H, J = 16.1 Hz, Her); **C NMR (CDCI3, 150 MHz) &/ppm: 143.8
(d), 139.9 (s), 135.4 (s), 133.7 (s), 130.0 (d), 129.0 (d), 127.7 (d), 127.4 (d), 125.5 (d), 124.3
(s), 120.5 (d).

(E)-3-((E)-4-Klorostiril)tiofen-2-karbaldehid oksim (trans,anti-8): 31 mg, 29.2 %
izoliranog spoja, Ry (PE:E = 80:20) = 0.27; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 7.93 (s, 1H,
Hp), 7.53 (s, 1H, Hc), 7.52 (s, 1H, Hag), 7.62 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Hgw), 7.47 (d, 1H, J =5.2
Hz, Hai), 7.36 (M, 3H, He/rm), 7.14 (d, 1H, J = 16.1 Hz, Hep).
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Nastala sirova smjesa oksima cis,syn-9, cis,anti-9 i nusprodukata odvojena je pomocéu
kolonske kromatografije. Uspjesno je izoliran oksim cis,syn-9 90 %-tne Cistoce i Cisti 0ksim
cis,anti-9 sto potvrduju NMR spektri. Dio oksima cis,syn-9 i cis,anti-9 ostao je neodvojen u
15 mg prve i 13 mg druge smjese u kojima se nalaze i oksimi nastali zbog nusprodukata
formiliranja polozaja 5 na tiofenu. Kao eluens je koristen prvo cisti PE, a zatim i smjesa PE/E

do najveceg udjela E od 35 %.

H g H g
NC F NC F
. N g
B B
N N/
T -
N-
HO OH D
cis, syn-9 cis, anti-9

4-((2)-2-(2-((Z2)-(hidroksiimino)metil)tiofen- 4-((2)-2-(2-((£)-(hidroksiimino)metil)tiofen-3-

3-il)vinil)benzonitril il)vinil)benzonitril

4-((2)-2-(2-((2)-(hidroksiimino)metil)tiofen-3-il)vinil)benzonitril (cis,syn-9): 62 mg, 43.7
% izoliranog spoja, Ry (PE:E = 75:25) = 0.58; 'H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 8.25 (s,
1H, Hc), 7.53 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Hgm), 7.34 (s, 1H, Hp), 7.29 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Hgm), 7.20
(d, 1H,J=5.2 Hz, Ha), 6.74 (d, 1H, J = 12.1 Hz, Hgs), 6.70 (d, 1H, J = 5.1 Hz, Hg), 6.68 (d,
1H, J = 12.2 Hz, Her); *C NMR (CDCI3, 150 MHz) &/ppm: 138.6 (d), 136.0 (s), 133.0 (s),
126.9 (d), 126.7 (s), 125.5 (d), 124.2 (d), 123.0 (d), 121.9 (d), 119.9 (d), 113.5 (s), 105.8 (5).
4-((2)-2-(2-((E)-(hidroksiimino)metil)tiofen-3-il)vinil)benzonitril (cis,anti-9): 52 mg, 36.6
% izoliranog spoja, Rs (PE:E = 75:25) = 0.24; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 7.75 (s,
1H, Hc), 7.50 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Hgmn), 7.47 (d, 1H, J = 5.4 Hz, Hp), 7.24 (d, 2H, J = 8.3 Hz,
Hem), 6.83 (d, 1H, J = 12.2 Hz, Heg), 6.79 (d, 1H, J = 5.3 Hz, Hg), 6.75 (d, 1H, J = 12.2 Hz,
Her); °C NMR (CDCI3, 150 MHz) &/ppm: 143.8 (d), 141.1 (s), 139.8 (s), 138.3 (s), 132.1
(d), 130.8 (d), 129.5 (d), 128.3 (d), 127.1 (d), 125.7 (d), 118.7 (s), 111.0 (5).
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Nastala sirova smjesa oksima trans,syn-9, trans,anti-9 i nusprodukata odvojena je pomocéu
kolonske kromatografije. Uspjesno je izoliran oksim trans,syn-9 90 %-tne Cistoée i oksim
trans,anti-9 92 %-tne Cistoce Sto potvrduju NMR spektri. Kao eluens je koristen prvo ¢isti PE,
a zatim i smjesa PE/E do najveceg udjela E od 30 %.

trans, syn-9 trans, anti-9

4-((E)-2-(2-((Z)-(hidroksiimino)metil)tiofen- 4-((E)-2-(2-((E)-(hidroksiimino)metil)tiofen-3-
3-il)vinil)benzonitril il)vinil)benzonitril

4-((E)-2-(2-((2)-(hidroksiimino)metil)tiofen-3-il)vinil)benzonitril (trans,syn-9): 11 mg,
42.3 % izoliranog spoja, Ry (PE:E = 75:25) = 0.47; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 8.53
(s, 1H, Hc), 7.65 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Hgmn),7.57 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Hgm), 7.36 (m, 4H), 6.98
(d, 1H, J = 16.1 Hz, Hgr); *C NMR (CDCI3, 150 MHz) &/ppm: 148.7 (s), 143.6 (d), 141.4
(s), 132.6 (d), 129.2 (d), 127.6 (d), 126.9 (d), 125.5 (d), 123.4 (d), 121.2 (s), 118.9 (s), 111.1
(s).

4-((E)-2-(2-((E)-(hidroksiimino)metil)tiofen-3-il)vinil)benzonitril (trans,anti-9): 15 mg,
57.7 % izoliranog spoja, R (PE:E = 75:25) = 0.22; *H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 8.05
(s, 1H, Hp), 7.72 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Hgm), 7.69 (d, 2H, J = 8.8 Hz, Hgm), 7.64 (s, 1H, Hc),
7.60 (s, 1H, Ham), 7.49 (d, 1H, J = 16.0 Hz, Hgsr), 7.46 (d, 1H, J =5.4 Hz, Hag), 7.14 (d, 1H,
J =16.0 Hz, Hgp).
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4. ZAKLJUCAK

U okviru ovog zavr$nog rada uspjesno su sintetizirani i spektroskopski okarakterizirani novi
3-tienostilbenski oksimi 7-9. Cijela sinteza ovih nenabijenih oksima sastojala se od tri
reakcijska stupnja koja su redom: Wittigova reakcija, Vilsmeierovo formiliranje i prevodenje
u oksim. Najlosija iskoristenja pokazala je reakcija formiliranja i stoga o ovom koraku ovisi

ukupan ishod sinteze, tj. koli¢ina dobivenih produkata.

Ovakvim sintetskim koracima ukupno je dobiveno po Cetiri izomera oksima s jednakim
supstituentom na benzenskom prstenu §to ukupno ¢ini 12 novih struktura oksima s razlicitim
potencijalnim moc¢ima reaktivacije inhibiranog enzima acetilkolinesteraze i svojstvima

prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru Sto uvelike prosiruje daljnja bioloska ispitivanja.

Oksimi cis,syn-7, cis,anti-7, trans,syn-7, trans,anti-7, cis,syn-9 i cis,anti-9 dobiveni su u
dovoljnim koli¢inama za bioloSka ispitivanja nakon samo jedne provedene cijele sinteze, a

bitno je spomenuti da masa potrebna za bioloska ispitivanja iznosi ¢ak 50 mg ¢istog spoja.
Ostali oksimi dobiveni su u dovoljnim koli¢inama za potvrdu *H i *C NMR spektrima.

Najbolja iskoriStenja reakcija i najlakSa odvajanja izomera kolonskom kromatografijom

pokazali su oksimi 7 koji sadrze metilnu skupinu na benzenskom prstenu.

Za oksime 8 koji sadrze klor kao supstituent na benzenu potrebno je provesti jo§ barem jednu
cijelu sintezu kako bi ih se dobilo dovoljno za daljnja ispitivanja $to isto tako nije lo§ rezultat,

tj. iskoriStenja reakcija nisu zanemariva.

Primijenjeni sintetski put nije se pokazao kao najbolji za dobivanje oksima trans,syn-9 i
trans,anti-9, no ipak korisna je informacija da stereoselektivno viSe nastaje cis-oksima s

cijano-supstituentom na benzenu.

Dobivene molekule u ovom zavr$nom radu takoder otvaraju prostor novim istrazivanjima i

sintezama na podrucju preparativne organske fotokemije.
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6. ZIVOTOPIS
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