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SAZETAK

Sinteza i spektroskopska karakerizacija novih hidroksi derivata amidino supstituiranih

benzimidazola

U ovom radu prikazana je sinteza i spektroskopska karakterizacija novih metoksi i
hidroksi derivata amidino supstituiranih benzimidazola i benzamida. Novi spojevi priredeni
su klasicnim reakcijama organske sinteze. Hidroksi derivati amidino supstituiranih
benzimidazola 13-18 priredeni su rekacijom kondenzacije 4-amidino supstituiranih 1,2-
fenilendiamin hidroklorida 8 i 9 s aromatskim aldehidima. Kondezacijom odgovarajucih
metoksi supstituiranih benzoil-klorida 19-21 s p-cijanoanilinom priredeni su metoksi
supstituirani N-(4-cijanofenil)-benzamidi 26-28. Hidroksi supstituirani derivati benzamida 29-
31 priredeni su uklanjanjem zaStitnih metoksi skupina koristenjem reagensa BCls i BBrs.
Amidino supstituirani derivati benzamida 33-36 priredeni su Pinnerovom reakcijom u kiselom
mediju iz odgovaraju¢ih cijano supstituiranih benzamida 29-30. Tijek Pinnerove rakcije
praéen je IR spektroskopijom, dok su strukture novopriredenih spojeva potvrdene *H i 3C

NMR spektroskopijom.

Kljuéne rijeéi: amidini, benzimidazoli, benzamidi, Pinnerova rekacija, H i 3C NMR, IR

spektroskopija



SUMMARY

Synthesis and spectroscopic characterization of novel hydroxy derivates of amidino

substituted benzimidazoles

This work presents the synthesis and spectroscopic characterization of novel methoxy
and hydroxy derivates of amidino substituted benzimidazoles and benzamides. Novel
compounds were prepared by classical reactions of organic chemistry. Hydroxy derivates of
amidino substituted benzimidazoles 13-18 were prepared by the condensation reaction from
4-amidino substituted 1,2-phenylenediamine hydrochlorides 8 and 9 with aromatic aldehydes.
In the condensation of corresponding methoxy substituted benzoyl-chlorides 19-21 with p-
cyanoaniline methoxy substituted N-(4-cyanophenyl)benzamides 26-28 were prepared.
Hydroxy substituted benzamide derivates 29-31 were prepared removing methoxy protection
groups using reagents BClz and BBr3. Amidino substituted benzamide derivates 33-36 were
prepared in the acidic Pinner reaction from the corresponding cyano substituted benzamides
29-30. The Pinner reaction was monitored with IR spectroscopy while the structures of all

newly prepared compounds were confirmed by means of *H and *C NMR spectroscopy.

Key words: amides, benzimidazoles, benzamides, Pinner reaction, *H, *C NMR and IR

spectroscopy
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1. UVOD



Benzimidazolska jezgra je vazna strukturna jedinica u organskoj i medicinskoj kemiji
budu¢i da prirodni i sintetski derivati benzimidazola posjeduju razlicite bioloske aktivnosti.
Takvi derivati glavni su predmet istrazivanja od 1950.-tih godina kada je otkriveno da je 5,6-
dimetil-1-(a-D-ribofuranozil)benzimidazol osnovni dio strukture vaznog vitamina BI12.
Tijekom zadnjih nekoliko desetlje¢a utvrdeno je da derivati benzimidazoli i njihovi
kondenzirani cikli¢ki derivati imaju posebno izrazenu antimikrobnu, antitumorsku,
antivirusnu, analgetsku, antialergijsku, antifungalnu te mnoge druge aktivnosti.'?® Derivati
benzimidazola su strukturni izosteri prirodnih nukleotida te kao takvi imaju sposobnost
interakcije s vaznim biomolekulama poput DNA ili RNA a benzimidazolska jezgra je sastavni

dio brojnih bioloski vaznih prirodnih i sintetskih spojeva.



2. OPCI DIO



2.1. Opcenito o benzimidazolu

Benzimidazoli su heterociklicki spojevi aromatskog karaktera u ¢ijoj se strukturi
nalazi benzenska jezgra na koju je kondenziran peteroClani imidazolski prsten kako je

prikazano na Slici 1:

\
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1

Slika 1. Struktura benzimidazola

Prvi benzimidazol (2,5 ili 2,6-dimetilbenzimidazol) sintetizirao je 1872.godine Hoebrecker

redukcijom 4-metil-2-nitroacetanilida.*
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Shema 1. Sinteza prvog benzimidazola-Hoebrecker

Nakon nekoliko godina Ladenburg je priredio isti spoj mijeSanjem 3,4-diaminotoluena s

octenom kiselinom na temperaturi refluksa.
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Shema 2. Sinteza benzimidazola-Ladenburg



Postoje dvije tautomerne strukture, a prema nomenklaturi broji se od dusika na koji je vezan

vodikov atom.

8 N
3 )
N
la 1b

Shema 3. Dvije tautomerne strukture benzimidazolske jezgre

Benzimidazoli 1 njihovi derivati su vrlo vazni za medicinsku kemiju zbog raznih
bioloskih aktivnosti koje posjeduju, a djeluju preko raznih mehanizama u lijecenju razli¢itih
bolesti.>®" Prvi benzimidazol-karbamati koji su koristeni u lije¢enju kod ljudi su bili
mebendazol i flubendazol. Neki derivati benzimidazola su klini¢ki odobreni lijekovi poput
albendazola i tiabendazola (u lijeCenju infekcija uzrokovanih glistama), omeprazola,
lansoprazola i pantoprazola (inhibitori protonske pumpe), astemizola (antihistaminik),
antiviradina (antivirusni lijek), kandesartana, cileksetila i telmisartana (antihipertenzivni
lijekovi) 1 mnogi drugi koji se koriste u Sirokom rasponu drugih terapijskih podrucja u

medicini (Shema 4).2°

Benzimidazolna jezgra

l l l l 4
) - o inhibitori L
U.nkosurr.lo Antllilstam.mskl protonske Kardiotonik Antilhelmint.iEko An.’[.IUI[LIS.nI
djelovanje lijekovi punpe djelovanje lijekovi

Llrtemazol LAstemizol —» Omeprazol LPimobendan — Lobendazol —»  Enviroksim

—» Lanzoprazol —» Mebendazol

—» Pan‘[opfazm I Oksibendazol

L» Rabeprazol | » Oksfendazol

Shema 4. Derivati benzimidazola klinicki odobrenih lijekova



Sve veéa mogucénost primjene derivata benzimidazola temelji se na njihovim biofizi¢kim,
biokemijskim 1 farmakoloSkim karakteristikama. Velik broj istrazivaca i1 znanstvenika
istrazuje odnos strukture i bioloSke aktivnosti derivata benzimidazola (SAR), kao i
informacije 1 orijentacijske zahtjeve neophodne za vezanje derivata u vezna mjesta bioloskih

meta pomocu molekularnog modeliranja i 3D QSAR metoda.

2.2. Derivati benzimidazola i njihova antioksidativna aktivnost

Antioksidansi su nutrijenti koji Stite stanice od Stetnih fizioloSkih procesa, poput
oksidativnog stresa. Takvi nutrijenti dio su prirodnog sastava mnogih vrsta namirnica, osobito
voca i povrca a koriste se i kao aditivi prehrani. Potraznja za antioksidantima je u stalnom
porastu zbog njihove obrambene uloge naspram toksi¢nih slobodnih kisikovih radikala u
naSem organizmu. Nadeno je da aktivne specije kisika kao Sto su superoksidni, hidroksidni i
peroksidni radikali (ROS — Reactive Oxygene Species) imaju bitnu ulogu u oksidativnom
stresu koji je povezan s patogenezom razliCitih bolesti kao $to su Alzheimerova i
Parkinsonova bolest, siva mrena te DNA oSteCenja koja dovode do kancerogeneze.
Oksidacijski stres ljudskog tijela proizvodi prekomjerne koli¢ine ROS-a $to rezultira
o$tecenjem razlicitih stani¢nih biomakromolekula poput DNA, lipida i proteina, uzrokujuéi na
taj na¢in smrt stanice!®. U upalnom okruzenju, aktivirani nukleofili ili makrofagi proizvode
velike koli¢ine superoksidnih radikala i drugih kisikovih Cestica putem fagocitne izoformne
NAD(P)H-oksidaze. Takoder, i imunoloski odgovor je regulirani proces gdje proizvodnja
interleukina-2 moze biti inducirana relevantnim koncentracijama superoksidnih radikala i
vodikovog-peroksida. Poznato je da metalno inducirana vrsta ROS-a rezultira ne samo
napadima na DNA nego i1 na druge stanicne komponente, ukljucujuci visestruko nezasi¢ene
masne Kiseline koje su ostaci fosfolipida koji su pak izuzetno osjetljivi na oksidaciju.
Mehanizmi koji su ukljuceni u oksidaciju proteina pomocu ROS-a su razjasnjeni pomocu
studija u kojima su aminokiseline, jednostavni peptidi 1 proteini izloZeni ionizirajuéem
zraCenju u uvjetima gdje je  formirani  hidroksidni  radikal ili  smjesa
hidroksidnog/superoksidnog radikala. Izlozenost slobodnim radikalima iz razli¢itih izvora
uzrokuje razvoj mnogih obrambenih mehanizama organizma protiv slobodnih radikala
induciranih oksidativnim stresom. Stoga su antioksidansi vrlo vazni za =zaStitu Zzivih
organizama od prekomjerne koli¢ine ROS-a te su predmet intenzivnog istrazivanja organskih

i medicinskih kemicara.!



Supstituirani 2-arilbenzimidazoli 8a-8l su sintetizirani iz raznih supstituiranih benzaldehida i
o-nitroanilina (ili 4-metoksi-2-nitroanilina) u prisutnosti Na;S>04 prema Yangovom postupku
(Shema 5).1?

CHO " o2
R H
Na,S,0, (3 ekvi.) N
X NO, y, R®
R2 \@ § N
R3 NH, 8a-8e
6a X=H 12 o3
6b X=OMe 8a X=H, R'=R*=R%=H
7 8b X=H, R'=OH, R%=R%=H

8c X=H, R!=R3=H, R2=OH
8d X=H, R!=R?=H, R®=0OH
8e X=H, R!=R2=H, R®=OMe

Shema 5. Sinteza spojeva 8a-8e

Serija derivata 2-arilbenzimidazola 8a-8e priredena je u svrhu ispitivanja antioksidativne i
antibakterijske aktivnosti. Rezultati dobiveni bioloskim ispitivanjima su pokazali da derivat s
hidroksilnom skupinom na 5-poloZaju benzimidazolnog prstena ima usporedivo ili ¢ak i bolje
antioksidativno djelovanje u odnosu na standardni antioksidans tert-butilhidrokinon (TBHQ).
Spoj 9h koji je pokazao najvecu aktivnost OHe vezivanja in vitro znac¢ajno je reducirao 2,2'-
azobis(2-amidinopropan)dihidroklorid (AAPH) te izazvao unutarstani¢ni oksidativni stres i
staniénu smrt induciranu vodik-peroksidom. Osim toga, ovi spojevi imaju umjereno dobre
selektivne inhibitorne aktivnosti prema Staphylococcus aureus sojevima bakterija u
koncentracijama koje nisu citotoksi¢ne. Sintetski put priprave supstituiranih = 2-
arilbenzimidazola 8m-8p je prikazan na Shemi 6. Odgovaraju¢i benzoil-kloridi 11a-11d se
prireduju iz odgovarajucih benzojevih kiselina, a zatim reagiraju s 4-metoksi-2-nitroanilinom
kako bi se priredili odgovaraju¢i N-(4-metoksi-2-nitrofenil)benzimidi 12a-12d. Owvi
benzamidi reduciraju se pomocu Zeljeznog praha, a zatim cikliziraju kako bi se dobili 2-
arilbenzimidazoli 8m-8p. 5-hidroksi-2-fenil-benzimidazoli 9a-9i dobiveni su metiliranjem

odgovarajucih benzimidazola 8f-8p u prisutnosti bromovodiéne kiseline (Shema 7).
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9a R!=R’=R3=R*=H
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9d R'=R*=R‘=H, R’>=OH
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Shema 6. Prikaz sinteze spojeva 9a-9i
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10c, 11c, 12¢, 80 R?=R*=H, R'=R*=0OMe
10d, 11d, 12d, 8p R?=R%=H, R'=R*=0Me

Shema 7. Sinteza spojeva 8m-8p

Nadalje, derivatima aminobenzimidazola ispitivana je citotoksi¢nost in vitro na stanice
raka debelog crijeva, HT-29, stanice raka dojke MDA-MB-231 i normalne stanice slezene.?
Iz skupine 1,3-disupstituirani-2,3-dihidro-2-iminobenzimidazola dva derivata 13 i 17
pokazala su najizrazeniji antiproliferativni ucinak na stanice raka debelog crijeva, HT-29 i
stanice raka dojke MDA-MB-231. Priredeni derivati takoder su pokazali izrazeno
antioksidativno djelovanja protiv hidroksidnih i peroksidnih radikala primjenom HORAC i

ORAC metode. Najvisi kapacitet vezanja hidroksidnih radikala pokazao je derivat 15 pa 14.



Takoder je procijenjeno da spoj 15 ima najbolji kapacitet vezanja kisikovih radikala, a zatim
slijede spojevi 14, 13, 17. Sinteza spojeva 14-17 provedena je prema Shemi 8.1

N
>:NH
N
13

Br
a (ili b)
N N\ El
A\
N\>7NH2 OiN%SosH @N%NH{\N
N > R

14 R= C3H7; Rl:C3H7
15 R:H, R1:C3H7

CHj

12 R:H, C3H7

a(ili b) BrCH,COOC,Hz

Hk A~ ~
HN/DN—CH3 N °
(L~ =

16

CHj
Shema 8. Prikaz sinteze derivata 2-aminobenzimidazola (13-17). (a) DBU, acetonitril,
halogeni derivati, 20°C; (b) acetonitril, TBAB, suhi K2COs, 20°C; (c) 30min na 180°C (d)
etanol, 1-metilpiperizin, refluks, 4h



Spoj 14 pokazuje visoku citotoksi¢nost naspram HT-29 i MDA-MB-231 stanicama pri viSim
koncentracijama. Antioksidacijski kapacitet vezanja hidroksidnih radikala je nizak. Spoj 13
pokazao je citotoksicnost naspram HT-29 stani¢nih linija, ali ne i prema MDA-MB-231.
Najvecu toksi¢nost naspram HT-29 pokazao je derivat 17. Takoder se moze pretpostaviti da
antioksidacijska aktivnost spoja 15 korelira dobro s njegovom citotoksi¢nosc¢u, jer moze
vezati kisikove radikale iz tumorskih stanica bolje nego iz normalnih stanica.
Antioksidacijska svojstva derivata benzimidazola sintetiziranih iz albendazola (Shema
9.) ispitana su pomocu in vitro reakcija s 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilom (DPPH) i vezanja
superoksidnih radikala. Sposobnost vezanja radikala sintetiziranih spojeva odredena je
usporedivanjem postotaka inhibicije stvaranja DPPH radikala sintetiziranih spojeva i troloxa.
Prisutnost elektron-privla¢e¢ih skupina na aromatskom prstenu utjecala je na aktivnost
derivata. Rezultati su pokazali da spoj 18 ima vec¢u sposobnost vezanja DPPH radikala nego
albendazol te je inhibirao stvaranje DPPH radikala s postotnom inhibicijom od 63,19% pri
najvisoj koncentraciji, dok ostali spojevi nisu pokazali znac¢ajnu aktivnost vezanja. Osim toga
derivat 18 pokazuje prosje¢ne inhibitorne vrijednosti koje upuéuju na antioksidacijski
potencijal sintetiziranih spojeva, ali takoder i upucuje na cinjenicu da postoji veci broj
mehanizama kojima antioksidansi mogu djelovati. Mehanizmi antioksidativnog djelovanja
mogu ukljucivati supresiju stvaranja reaktivnih kisikovih Cestica, bilo inhibicijom enzima ili

keliranjem elemenata u tragovima koji sudjeluju u nastanku slobodnih radikala i hvataca

.....

0 / 19 R= OCH,
P N >—o

- F

NH
N 22 R=

20 R=
0
. O,N NO, L

18-22

Shema 9. Prikaz prirednih derivata albendazola 18-22

10



Derivatima 6-floro-5-supstituiranih-benzimidazola s indolskim ili 1,1,4,4-tetrametil-
1,2,3,4-tetrahidronaftalenskim prstenom (Shema 10.) takoder su ispitana antioksidativna
svojstva in vitro. Gotovo svi priredeni derivati pokazali su sposobnost vezanja superoksidnih
aniona. Svojstva vezanja slobodnih radikala tetrahidronaftalenskih derivata 26-30 i
indolbenzimidazolskih derivata 31-42 ispitivana su odredivanjem Kkapaciteta vezanja
superoksidnih aniona i interakcijom sa stabilnim slobodnim DPPH radikalom. Spojevi su
pokazali vecu aktivnost vezanja naspram superoksidnih radikala nego slobodnog DPPH
radikala. Spojevi 30, 28, 34, 29, 42 i 38 s metilpiperazinskim i fenilpiperazinskim
supstituentima na benzimidazolnom prstenu pokazuju snazan inhibicijski efekt prema
superoksidnim anionima (98%, 93%, 91%, 88%, 85% i 81%) pri koncentraciji od 10°M. Spoj
27 nije pokazivao nikakav efekt vezanja superoksidnih aniona. Nadalje, spoj 33 ovisno o
svojoj koncentraciji moze se ponasati i kao antioksidans ali i kao prooksidans. Naime pri
koncentraciji od 10°M poveéava stvaranje superoksidnih aniona ponasajuéi se pri tome kao
prooksidans, dok se pri koncentraciji od 10*M ponasa kao antioksidans. Sli¢an primjer je i
askorbinska kiselina koja takoder ima dvojako djelovanje. Spoj 32 nema nikakav efekt
formiranja superoksidnih aniona neovisno o koncentraciji. Spojevi od 26-35 pokazuju bolja
antioksidacijska svojstva pri nizim koncentracijama 10*M nego pri vi§im koncentracijama
10°3M, pri tome spoj 35 prikazuje najjaci efekt vezanja superoksidnih aniona (86%) pri
koncentraciji od 10*M. Osim toga, sintetizirani spojevi nemaju nikakav znacajan utjecaj na
aktivnost vezanja slobodnog radikala DPPH-a, osim spoja 36 koji je najefektivniji pri vezanju
DPPH stabilnog slobodnog radikala pri koncentraciji od 10°M (61%), u ¢emu ga slijedi spoj
38 (53%). Zbog razli¢itih mehanizama izmedu stvaranja slobodnih radikala oksidativnim
stresom i aktivnosti vezanja radikala antioksidacijskih spojeva, nije iznenadujuce da postoje
razliCiti efekti spojeva 26-42 na formiranje superoksidnih aniona i aktivnost vezanja
slobodnog DPPH radikala. Spojevi 30, 34, 38 i 42 s 4-fenilpiperazinskim supstituentom na 5-
polozaju benzimidazolnog prstena, imaju vecu lipofilnost i1 takoder su pokazali bolje
aktivnosti vezanja radikala. Opcenito je poznati doprinos tetrahidronaftalenskog fragmenta u
tom smislu, odnosno lipofilnost tih derivata je veca nego u slucaju indolnog prstena. Spoj 30
koji u strukturi ima i tetrahidrofenilni i 4-fenilpiperazinski prsten, imao je najbolji efekt

vezanja superoksidnih-anion radikala pri koncentraciji od 10°3M (98%).16
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Shema 10. Prikaz sinteze derivata benzimidazola 26-30 i 31-42

Antioksidativna svojstva novih derivata benzimidazola u kojima su supstituirane
aminotiokarbamoilhidrazinkarbonilna, 1,3,4-tiadiazolna i 4H-1,2,4-triazolna skupina vezane
na l-polozaj benzimidazolskog prstena (Shema 11.) metalnom vezom, proucavana su

razli¢itim in vitro eksperimentima i procijenjena prema utjecaju vezanja DPPH radikala,
superoksidnih radikala i NADPH-a.
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Na polozaju 2 benzimidazolnog prstena tih nalaze se p-klorfenil, p-metoksifenil i primidinski
prsten. Uoceno je da su ucinci spojeva na DPPH radikal, superoksidni radikal, LP i EROD

ovisili o tipu aromatskog supstituenta na polozaju 2.

NH, HOC H
e + —_— X
X Z > 7 N/ Y
NH; Y
43 44

45-49
lb
/CHZCONHNHZ /CHZCOOEt
X1 / 4 X /
/ N \ /\Y / N Y
55.50 50-54
\d NHCH,
77N
/CHQCONHNHCSNHCHg \N/N
| \ N — o 3
e N
X Vi Y > N
P N /l 4
N Y X~ J/ v
60a-64a =N
1 5‘
l . 61b-64b °
S
HsC
X Y
NH
~ /

45 50 55 60a 60c -H
46 51 56 6la 61b 6lc 4-Cl

N -H
H
NN ___ 47 52 57 62a 62b 62¢ H 4-OCH4
Oi 48 53 58 63a 63b 63c  56-diklor 34-dimetoksi
X / \ / 49 54 59 64a 64b 64c -H 4-benziloksi
N 7y

60c-64c
Shema 11.Sinteza spojeva 45-49, 60a-64a, 61b-64b i 60c-64c. Reagensl (a) Na2S20s; (b)

CICH2COOEt/KOH-DMSO; (c) NH2NH2*H.O/EtOH; (d) metilizotiocijanat;
(e) H2SOs; (f) NaOH
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Medu sintetiziranim spojevima derivati tiosemikarbazida pokazali su jaci inhibicijski uc¢inak
na razne LP nivoe i znacajniji utjecaj DPPH radikala nego ciklicki derivati kao $to su 1,3,4-
tiadiazoli i 2H-1,2,4-triazol-3(4H)-tioni. Inhibicijski ucinci razli¢iti koncentracija
sintetiziranih spojeva s DPPH radikalom usporedivani su s BHT-om. Spojevi 55a-59a
pokazuju dobra svojstva vezanja DPPH radikala u usporedbi s BHT-om, 55¢c, 57¢, 58¢c, 59c,
pokazuju umjeren ucinak vezanja DPPH radikala, dok spojevi iz skupine tiadiazola 56b-59b
imaju najslabiji u¢inak vezanja DPPH radikala u usporedbi s BHT-om. Poznato je da postoje
dva mehanizma antioksidativhog vezanja DPPH radikala. U prvom mehanizmu imamo

izravno vezanje H-atoma dok je drugi uskladivanje prijenosa elektrona.

DPPH+ + RXH — DPPHH + RXH- (1)
DPPH. + RXH — DPPH™ + RXH+* = DPPHH + RXs  (2)

Shema 12.

Mehanizam vezanja DPPH radikala ovih spojeva jo§ nije razjasnjen. N-fenilni i N-
supstituirani fenilni derivati (tiazol, tiadizol, a posebno tiosemikarbazid) imali su snaZniji
inhibicijski uinak na reakciju lipofilne peroksidacije nego N-metilni analozi. Vezanja
superoksidnih radikala sintetiziranih spojeva ispitivana su pomoc¢u ksantin/ksantin-oksidaza
sustava, pri Cemu nije bilo znacajne aktivnosti vezanja uzorka dobivenog ovim
eksperimentom. Spojevi 56a, 58b, 58a, 55a i 56b pokazali su umjeren inhibicijski ué¢inak na
vezanje superoksidnih radikala pri koncentraciji 0,1mM dok spojevi 56c¢, 57a i 58c nemaju
nikakvog inhibicijskog utjecaja vezanja superoksid radikala. Budu¢i da su mehanizmi ovih

metoda razli¢iti, teSko je objasniti uoéene razliite u¢inke sintetiziranih spojeva.t’

Derivatima benzimidazola koji sadrze benzohidrazolnu jezgru 70-97 (Shema 13.)
takoder je ispitano antioksidativno djelovanje. Spojevi od 70-76 i 80 pokazali su izvrsnu
aktivnost u rasponu od 140-280uM bolje od standardnog lijeka rutina a osim toga pokazali su
i odli¢nu antiglikationsku aktivnost. Spojevima 70-97 takoder je ispitano djelovanje na DPPH
radikal, pri ¢emu su spojevi od 70-77 pokazali izvrsnu aktivnost, bolju od standardnog lijeka
N-propilgalata, dok su spojevi od 70-76 pokazali bolju aktivnost vezanja superoksidnog

aniona nego standard. Pokazalo se takoder da su spojevi netoksi¢ni za THP-1 stanice.
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Ovim istrazivanjem utvrdeno je da ovi priredeni spojevi s antiglikationskim i
antioksidacijskim potencijalnom mogu posluziti kao vode¢i spojevi za razvoj novih

antidijabeti¢kih lijekova.®

O, (@] O,
NaS,0s, MeOH
—_—
g |, H:080%t g SO4Na

65 66
12h DMF, Refluks

N — O N 0]
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>_<\:> \ metanol
N NH N O
/ H 68

H,oN
R
OH
7 74 75
HO oH OCH;4 OH
OH
OH OH
78 79 80
OCH oc OCHjy
84 8 86 87
N
HsCO 7 7 Nid
F
0 00 0 QL
OCH;

69

RCHO
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n-butanol refluks 3h R
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6 : < > i 70
N HN—N
OH HO
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OCHs
(@] S
93 94 | ) p 97
OCHs
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Shema 13. Sinteza derivata benzimidazol-benzohidrazida 70-97
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Antioksidacijska svojstva i svojstva vezanja ispitana su derivatima 2-[4-(supstituirani
piperazin/piperidin-1-ilkarbonil)fenil]-1H-benzimidazola. Sposobnost vezanja slobodnih
radikala spojeva 98-117 i 120 (Shema 14.) okarakterizirana je pomo¢u DPPH i superoksidnih
radikala. Osim inhibitorskih u¢inaka, NADPH-ovisnih o peroksidaciji lipida odredivani su
mjerenjem nastajanja 2-tiobarbiturne kiseline, reaktivne supstance (TBARS) iz jetre Stakora.
Spoj 120 koji ima p-fluorobenzilni supstituent na polozaju 1 pokazao je najjacu inhibiciju
(83%) lipidne peroksidacije pri koncentraciji od 103 M, a nesupstituirani analog 100 je
pokazao 57%-tnu inhibiciju. Ovaj rezultat je poprilicno u skladu s rezultatom antimikrobne
aktivnosti prema Staphylococcus aureus i Candida albicans sojevima. Antioksidansi mogu
djelovati kao izravni hvataci slobodnih radikala i reaktivnih kisikovih vrsta ali oni neizravno
metaboliziraju slobodne radikale ili njihove intermedijare u bezopasne produkte. Neki od

neizravnih antioksidansa su enzimi koji uklanjaju toksi¢ne molekule prije nego $to oStete

.....

.....

glutation (GSH), peroksidaze (GPx), GSH reduktaze (GRD) te katalaze (CAT). GPx i CAT
kataliticki uklanjaju H202 1 lipidne hidroperokside iz stanica ¢ime se smanjuje koli¢ina OHs.
Oksidativna oSte¢enja DNA 1 drugih makromolekula imaju vaznu ulogu u starenju,
degerativnim bolestima i raku. DNA se oksidira u normalni metabolizam jer antioksidacijska
obrana, iako brojna nije savrSena. Zbog oksidacije lipida, pojedini aldehidi koji nastaju su
mutageni. Bijele stanice i ostale fagocitne stanice imunoloskog sustava, borbene bakterije,
paraziti, virusi 1 inficirane stanice uniStavaju se mutagenim oksidacijskim sredstvima kao Sto
su NO, HOCI, H20». Nalet oksidansa i posljedi¢na upala iz fagocitnih stanica glavni je izvor
NOx (mjeSavine rekativnih duSikovih oksida) 1 doprinosi nastajanju raka i bolesti srca. Ovi
oksidansi $tite ljude od neposredne smrti uzrokovanih infekcijama, ali oni takoder uzrokuju
oksidativne stete i mutacije DNA. Antioksidansi mogu utjecati na funkcije membrana koje
reguliraju flukonazolnu osjetljivost. Bakterije i kvasci pokazali su otpornost na djelovanje
azola zbog modifikacije vanjske membrane. Kombinacija antioksidansa i triazola povecavaju
inhibitorne aktivnosti flukonazola kod osjetljivih izolata. Interakcija fenolnih antioksidansa s
membranskim fosfolipidima mogla bi utjecati na molekularnu organizaciju i promicanje
prolaza lijeka u membrane dvosloja, te moze povecati in vitro antimikrobnu aktivnost
flukonazola. Spoj 106 ima najbolju antifugalnu aktivnost protiv Candida albicans. Spojevi
100, 101, 105, 106 i 120 pokazali su dobru antifugalnu aktivnost protiv C. Krusei sli¢no kao i
flukonazol. Samo spoj 120 ima p-fluorobenzilni supstituent na polozaju 1 koji pokazuje

najbolje rezultate djelovanja prema svim Candida podvrstama i razine LP.
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Gotovo svi 5-nitro-supstituirani derivati 101, 106, 111 i 116 pokazuju bolju antimikrobnu

aktivnost i inhibiciju LP nego drugi spojevi. Gotovo niti jedan piperidinski derivat nije

pokazao znacajnu aktivnost protiv bakterija ili gljivica, osim spojeva 116 i 117 koji imaju 5-

nitro i 5,6-diklor supstituent. Rezultati pokazuju da kada je nitro supstituent ili diklor

supstituent na 5-i/ili 6-polozaju benzimidazolske jezgre i p-fluorofenilpiperazinski ili N-

metilpiperazinski supstituent, antifugalna aktivnost protiv Candida vrste je posebno

poboljsana. Spojevi 100, 101, 106 i 112 pokazuju dobru i antifugalnu i antioksidacijsku

aktivnost.

98-117
|
1
R' R
98  N-metilpiperazin 5(6)-H
99  N-metilpiperazin 5(6)-CH,
100 N-metilpiperazin 5(6)-Cl
101  N-metilpiperazin 5(6)-NO,
102  N-metilpiperazin 5,6-dikloro
103  p-fluorofenilpiperazin 5(6)-H
104  p-fluorofenilpiperazin 5(6)-CH3
105 p-fluorofenilpiperazin 5(6)-Cl
106  p-fluorofenilpiperazin 5(6)-NO,
107  p-fluorofenilpiperazin 5,6-dikloro
108 o-metoksifenilpiperazin  5(6)-H
109  o-metoksifenilpiperazin  5(6)-CHj
110 o-metoksifenilpiperazin  5(6)-Cl
111  o-metoksifenilpiperazin  5(6)-NO,
112 o-metoksifenilpiperazin  5,6-dikloro
113  piperidin 5(6)-H
114  piperidin 5(6)-CH;
115 piperidin 5(6)-Cl
116 piperidin 5(6)-NO,
117  piperidin 5,6-dikloro
120  N-metilpiperazin 5-Cl

Shema 14. Sinteza spojeva 98-117 i 120

Spoj 120 koji je 1-p-flourobenzilni analog nesupstituiranom spoju 100, ima bolje antifugalno

djelovanje protiv Candide.
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Antimikrobna aktivnost benzimidazolnih derivata je poboljsana NI1-supstitucijom a
poboljsana je i antifugalna i antioksidacijska aktivnost. Piperidinski derivati 114 (109%) i 117
(106%) povecali su razinu lipidne peroksidacije, dok su drugi, poput spojeva 113 (12%), 115
(21%), te 116 (38%), pokazali slabu inhibiciju LP pri koncentraciji 10°M. Spojevi 100, 101,
106 i 112 pokazali su najvecu inhibiciju peroksidacije lipida u rasponu od 50-57%, a ove
inhibicije su blizu inhibicije BHT (65%), jednog dobro poznatog klasi¢nog antioksidacijskog
spoja koji je koriSten za usporedbu s derivatima benzimidazola. Sposobnost vezanja
superoksidnih anionskih radikala ovih spojeva ispitani je pomocu sustava ksantin/ksantin-
oksidaze. p-Fluorofenil- i o-metoksifenilpiperazinski derivati pokazali su slabi inhibicijski
u¢inak na superoksidni radikal, dok su N-metilpiperazinski i piperidinski derivati pokazali
umjereni inhibicijski u€inak na superoksidni radikal. Sposobnost vezanja superoksidnih
aniona spojeva 101, 102 i 115 ovisi o njihovoj koncentraciji, a imaju sli¢ne inhibicijske
uc¢inke formiranja superoksidnih aniona 88%, 93% i 70% pri koncentraciji 1 mM. Spojevi 98,
100, 105, 113 i 114 pokazali su vrlo ograni¢ene inhibitorske ucinke na formiranje superoksid
aniona u rasponu od 6-25% pri koncentraciji od 1 mM. Spojevi 99, 107, 108, 111, 112 i 116

pokazali interakcija sa stabilnim slobodnim radikalom DPPH.*

Novi potencijalni antioksidansi pripravljeni su koristenjem Mannichove reakcije. U
ovoj reakciji, spoj koji sadrzi aktivni atom vodika, reagira s aldehidima i aminima pri ¢emu se
gubi voda. U reakciji je aktivni vodik zamijenjen aminometilnom skupinom i oblik ugljik-
ugljik i ugljik-dusik veze omogucuju sintezu mnogih heterociklickih spojeva. Mannichove
baze danas su spojevi koji se koriste kao antimikrobni lijekovi, kao antimalarici a pokazuju
antivirusno, antikonvulzijsko i protuupalno djelovanje. Kako je iz literature poznato, urea i
njezini derivati su pokazali bolju antimikrobnu i antioksidativnu aktivnost. Sintetizirani su
derivati uree (Shema 15.) Mannichovim postupkom kondenzacije. Sintetiziranim spojevima
ispitano je antimikrobno djelovanje prema odabranim sojevima bakterijama i gljivicama.
BIUF je pokazao vrlo izrazeno antibakterijsko djelovanje prema bakterijama S.aureus
(16mm), P. aeruginosa (16mm), M. smegmatis (20mm) i gljivicama C. tropicalis (24mm), C.
glabrata (25mm) i C. albicans (14mm). TNTUF je takoder pokazao dobru aktivnost prema
testiranim bakterijama. Priredeni derivati Mannichovih baza pokazuju izvrsnu antimikrobnu
aktivnost zbog prisutnosti NH i OH skupina kao elektron donorskih supstituenata a prisutnost
heterociklickog prstena 1 heteroatoma u strukturi takoder pridonosi boljoj bioloskoj aktivnost.
Ti spojevi su aktivni zbog elektron obogacenih amino i fenilnih skupina. Sintetizirani

Mannich derivati ispitani su i prema inhibicijskoj u€inkovitosti pomocu standardnih metoda.
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Sposobnost vezanja vodikovog peroksida opada prema: L askorbinska kiselina> BIUF>
TNTUF. Potencijal L-askorbinske kiseline za uklanjanje vodikovog peroksida je direktno
proporcionalan koncentraciji. Analiza vezanja slobodnog DPPH radikala pokazuje kako se
aktivnost navedenih spojeva povecava s povecanjem koncentracije. Redosljed redukcijske
aktivnosti smanjuje se prema: L askorbinska kiselina> BIUF> TNTUF. Nadalje, tioamidna
skupina, heteroatom i azolni spojevi su ucinkoviti antioksidansi zbog sposobnosti vezanja
slobodnih radikala. BIUF sadrzi kombinirane heteroatome s amidnom skupinom ¢ime se

povecava antioksidacijska aktivnost u odnosu na TNTUF.?

§ NH
N 0]
g A M e :
—_—
N H H HoN NH; />
. Formaldehid Urea N
Benzimidazol 1-((1H-benzo[dJimidazol-1-il)metilyurea
1 121 122 123
OH O S
+ )J\ + )J\
H H  HN NH,
Formaldehid Tiourea
2-Naftol 121 125
124
-H,0
OH
H
NTNHZ
S
1-((3-hidroksinaftalen-2-il)metil)tiourea
126

Shema 15. Sinteza derivata uree

Antioksidativna svojstva novih 2-(2'-piridil)-benzimidazola derivata istazivana su
odredivanjem sposobnosti vezanja DPPH radikala, superoksidnih radikala i metodom koja

ukljucuje keliranje kationa Zeljeza.
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Spojevi su pokazali jako dobru antioksidacijsku aktivnost. 2-(2'-piridil)-benzimidazol (Slika
2.) je izabran kao vodeca molekula heterociklicke skupine za pripravu potencijalnih bioloski

aktivnih derivata.

N\—
J N/

Slika 2. 2-(2'-piridil)-benzimidazol

Za veinu derivata utvrdeno je da posjeduju antioksidativnu aktivnost pomocu metode
keliranja kationa Zeljeza dok druge metode nisu pokazivale antioksidativnu aktivnost istih
spojeva. Spoj  1-[2-(3',4'-dihidroksifenil)-2-okso-etil]-2-(2'-piridinil)-1H-benzimidazol-1-
Klorid 127 pokazuje vrlo znacajnu antioksidativnu aktivnost (% RSA 95,29) pomoc¢u pomocu
metode keliranja kationa Zeljeza, u usporedi sa standardnim antioksidansom askorbinskom
kiselinom (% RSA 98), dok isti spoj nije pokazivao znacajnu aktivnost koriste¢i druga dva
nacina. Znacajan rezultat antioksidativne aktivnosti dali su spojevi 1-[2-(2'-nitrofenil)-2-okso-
etil]-2-(2"-piridinil)-1H-benzimidazol-bromid 128,  1-[2-(4"-nitrofenil)-2-okso-etil]-2-(2'-
piridinil)-1H-benzimidazol-1-bromid 129, 1-[2-(4'-fluorofenil)-2-okso-etil]-2-(2"-piridinil)-
1H-benzimidazol-1-bromid 130 pomo¢u metode vezanja DPPH radikala i metode keliranja
kationa Zeljeza. Vrlo znacajan rezultat (95,29%) je pokazao spoj 127 koji sadrzi dvije
hidroksilne skupine na orto i1 para polozaju fenilnog prstena. Utvrdeno je da fenolne skupine

poboljsavaju antioksidativnu aktivnost.?!

A
o/ N\ /
NH g° N
CH,CH, 127 R,=H, R3=R4=0OH
/ 128 RZZNOZ’ R3:R4:H
o 129 R,=Rs=H, R,=NO,
R, 130 R,=R3=H, R4=F
Rs
Ry

Slika 3. Derivati 2-(2'-piridil)-benzimidazola 127-130
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3. REZULTATI | RASPRAVA
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3.1 Cilj rada

U ovom radu priredeni su potencijalno bioloski aktivni hidroksi derivati amidino
supstituiranih benzimidazola 13-18 te amidino supstituirani benzamidi 33-38 ¢ije su strukture
prikazane na Slici 4. Priredeni spojevi spektroskopski su okarakterizirani *H i *C NMR te IR
spektroskopijom. Ciljani hidroksi derivati amidino supstituiranin benzimidazola 13-18
priredeni su reakcijom kondenzacije odgovarajuc¢eg aldehida 10-12 i amidina 8 i 9, dok su
amidino supstituirani benzamidi dobiveni Pinnerovom reakcijom iz odgovarajuc¢ih hidroksi

supstituiranih N-(4-cijanofenil)benzamida.

R, OH H . Ry Ry
N 8 0
RZ \ R3
N HN Rs
R4
R;=R;=H R NH, H
Ry= OH, Ry=H =— _ o
RAR,-OM 3= \mycr Ri=OH. R Rt } Re= — ]
R1=H, R,=R3=R,=0OH H+CI'
N
Rl:RzzH
R]_:OH, R2:H R3 :%\ j R]_:OH, R2: R3:R4:H
R1=R2=OH N =

R;=R;=0H, R=R,=H | o NH
R]_:H, R2:R3:R4:OH 5

Slika 4. Priredeni hidroksi derivati amidino supstituiranih benzimidazola i amidino

supstituiranih benzamida
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3.2 Sinteza priredenih spojeva

Za pripravu ciljanih hidroksi supstituiranih derivata benzamida najprije je potrebno
prirediti prekursore za sintezu 4-(2-imidazolinil)-1,2-fenilendiamin hidroklorid 8 i 4-amidino-

1,2-fenilendiamin hidroklorid 9. Oba prekursora priredena su u nekoliko koraka iz pocetnog

4-aminobenzonitrila 1 koji se acetilira te nastaje 4-acetamidobenzonitril 2 (88,6%).%2

NH, NHCOCH;
/©/ Ac,0 /©/ KNO3, H,S0,
CN CN
1 2

Shema 15.

NHCOCH; NH,
2M H,S0,
2 N02

Nitriranjem spoja 2 uvodi se nitro supstituent u ortho polozaj spoja 3 te nastaje 4-

acetamido-3-nitrobenzonitril 3. Zatim slijedi uklanjanje acetilne zastitne skupine reakcijom

kisele hidrolize ¢ime se dobije 4-amino-3-nitrobenzonitril 4 kao glavni intermedijar za daljnju

pripravu amidino supstituiranih prekursora Pinnerovom reakcijom.??

NH, NH,
HCl g /E1OH s
CoHsO
CN NO, - NO,
4 NH,*CI

EDA/EtOH s /

NH,

*crr
NO,

MeOH
H,/Pd-C

NH,
H*CI
N
</\ NH,
8
NH
Shema 16.
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Pinnerova reakcija provodi se u dva stupnja. U prvom stupnju u suspenziju spoja 4 u
apsolutnom etanolu uvodi se plinoviti HCI do zasi¢enja. Suspenzija se mije$a na sobnoj
temperaturi 18 dana do nestanka CN vrpce na ~2200 cm™ u IR spektru. Na Slici 5 prikazan je
IR spektar spoja 4 (crveno) gdje se moze uociti vrpca koja odgovara CN skupini na ~2200

cm? i meduprodukta (crno) gdje se vidi nestanak CN vrpce na ~2200 cm™.

0,0 -
0.1 2231,35939
L
= 319, L 1b
i 1523,57296
0.2 1| 83800042
16434
0,3 -
014 1 ' 1 ' 1 ' 1
1000 2000 3000 4000
cmt
Slika 5.

U drugom stupnju Pinnerove reakcije, u suspenziju iminoestera u apsolutnom etanolu dodaje
se etilendiamin, odnosno uvodi se plinoviti amonijak do zasi¢enja reakcijske smjese. Nastaju
nitro supstituirani derivati 6 (65,4%) i 7 (68,1%) koji se dalje kataliticki reduciraju s
plinovitim vodikom pri ¢emu nastaju Zeljeni prekursori 4-(2-imidazolinil)-1,2-fenilendiamin
hidroklorid 8 (82,8%) i 4-amidino-1,2-fenilendiamin hidroklorid 9 (75,2%).

Reakcijom kondenzacije odgovaraju¢ih salicilnih aldehida 10-12 i 4-amidino
supstituiranih 1,2-fenilendiamin hidroklorida 8 i 9 u apsolutnom etanolu uz dodatak p-
benzokinona dobiveni su neki od ciljanih hidroksi derivata amidino supstituiranih
benzimidazola 13, 14, 15, 16 i 17 u iskoristenju od 18,2%, 10,4%, 8,2%, 45,5% i 18,2%.%*
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Shema 17.

Strukture svih novopriredenih spojeva 13, 14, 15, 16 i 17 potvrdene su koriStenjem 1H j 13C
NMR spektroskopije. Na Slici 6 prikazan je *H NMR spektar spoja 14 u kojem se moze uoditi
Siroki singlet protona odgovaraju¢e NH skupine benzimidazola na 12,73 ppm. Dva Siroka
singleta vidljiva na 13,46 ppm i 10,16 ppm koji odgovaraju protonima dviju hidroksi skupina.
Signali protona amidino skupina nalaze se na 9,30 i 8,99 ppm. U aromatskom dijelu spektra u
podru¢ju od 8,12 do 6,45 ppm javlja se odredeni broj signala karakteristicnih za protone

aromatskog prstena.
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Slika 6.

Na Slici 7 prikazan je 3C NMR spektar spoja 14 u kojem se moze uo¢iti odgovarajuéi broj

signala kvaternih i aromatskih CH ugljikovih atoma.
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Slika 7.

Na Slici 8 prikazan je 'H NMR spektar spoja 16 u kojemu se u odnosu na spektar spoja 14
moze uociti signal na 4,03 ppm koji odgovara dvjema CH> skupinama imidazolinskog
prstena. Siroki singlet OH skupine moZe su uoditi na 13,96 ppm, dok se §iroki singlet NH
skupine benzimidazola uoc¢ava na 12,62 ppm. Signal za dva protona amidinske skupine vidljiv
je na 10,70 ppm a u podrucju od 8,42 do 7,02 ppm nalazi se odgovarajuéi broj signala

karakteristi¢nih za aromatske protone.
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Slika 8.

Priprava metoksi supstituiranih benzoil-klorida 22 (88,4%), 23 (89,3%) i 24 (90,0%)
provedena je u apsolutnom toluenu uz dodatak suviska SOCI, iz metoksi supstituiranih
karboksilnih kiselina 19-21 (Shema 18).%° Reakcijom kondenzacije odgovarajué¢ih metoksi
supstituiranih benzoil-klorida 19-21 s p-cijanoanilinom 25 uz dodatak trietilamina priredeni
su odgovarajuc¢i metoksi supstituirani N-(4-cijanofenil)-benzamidi 26, 27 i 28 u iskoristenju
od 38,9%, 55,3% i 51,6%.
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Shema 18.

Strukture svih novopriredenih produkata 26-28 potvrdene su *H i *C NMR spektroskopijom.
Na Slici 9 prikazan je *H NMR spektar spoja 26 u kojem se moze uoditi signal na 10,51 ppm
koji pripada protonu amidne veze. Signal za 3 protona metoksi skupine nalazi se na 3,89 ppm.

Ostali signali u podrucju 7,93 do 7,08 ppm odgovaraju aromatskim protonima.
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Dodatnu potvrdu strukture dobivenog spoja 26 dao je **C NMR spektar prikazan na Slici 10 u
kojem se moze uociti odgovarajuci broj signala kvaternih i aromatskih CH ugljikovih atoma

te signal jedne metoksi skupine na 56,35 ppm.
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Slika 10.

Slijede¢i korak u pripravi hidroksi supstituiranih derivata bilo je uklanjanje zastitne metoksi

skupine (Shema 19).

R, R
R3 Ry R3 Ry
0 BC|3/ BBI’3 0
R; CH,Cl, Ry
HN HN
CN CN

26 R1= OCHg, R2=R3:R4= H
27 Ry= OCHa, R,=R,=H, R3= OCHj
28 R]_:H, R2:R3:R4:OCH3

29 R]_: OH, R2:R3:R4: H

30 R1: OH, RZ:R4=H, R3= OCH3
31 Ry= OH, Ry=R,=H, Rs= OH
32 Rl:H, R2:R3:R4:OH

Shema 19.

Odgovaraju¢i metoksi supstituirani benzamidi 26-28 otope se u apsolutnom diklormetanu,
reakcijska smjesa ohladi na 0 °C te se u atmosferi argona dodaje otopina BClz ili BBr3 u
diklormetan pri ¢emu su priredeni N-(4-cijanofenil)-2-hidroksibenzamid 29 (84,8%), N-(4-
cijanofenil)-2-hidroksi-4-metoksibenzamid 30  (44,2%) te  N-(4-cijanofenil)-2,4-

dihidroksibenzamida 31 (13,1%).
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Njihove su strukture potvrdene 'H i *C NMR spektroskopijom, dok 2,3,4-trihidroksi
supstituirani benzamid 32 nije uspjesno prireden koriStenjem ove sintetske metode. Na Slici
11 prikazan je *H NMR spektar spoja 30 u kojem se moze uoéiti jedan signal na 3,80 ppm
koji odgovara protonima jedne metoksi skupine, dok se na 11,99 ppm nalazi singlet koji
odgovara protonu OH skupine, $to je potvrda da je ovom sintetskom metodom uspjesno
uklonjena samo jedna zaStitna metoksi skupina. Signal na 10,50 ppm odgovara protonu
amidne veze a u podru¢ju od 7,95 do 6,52 ppm mogu se uociti karakteristicni signali

aromatskih protona.
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Slika 11.

Na Slici 12 prikazan je 3C NMR spektar spoja 30 u kojem se na 55,45 ppm moze uoéiti jedan
signal koji pripada ugljikovom atomu metoksi skupine dok ostali odgovarajuci signali

pripadaju kvaternim i aromatskim CH ugljikovim atomima.
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29



Struktura spoja 30 dodatno je potvrdena koriStenjem 2D NMR spektroskopije. Na Slici 13 je
prikazan 2D NOESY spektar spoja 30 u kojem se moze uociti interakcija protona OH skupine

u ortho-poloZaju benzenskog prstena i protona amidne skupine.
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Slika 13.

Na Slici 14 prikazan je *H NMR spektar spoja 31 u kojem se, u odnosu na 1H NMR spektar
spoja 30 moze uociti nestanak karakteristicnog signala metoksi skupine u podru¢ju izmedu
3,00 i 4,00 ppm, §to potvrduje uspjesno uklanjanje obiju metoksi skupina. Takoder se mogu
uociti dva Siroka singleta karakteristicna za OH skupine na 11,87 ppm i 10,26 ppm dok signal
na 10,44 ppm pripada protonu amidne veze. Ostali signali u podrucju od 7,91 do 6,38 ppm

odgovaraju aromatskim protonima.
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Slika 14.

U 3C NMR spektru spoja 31 mogu se uoditi samo odgovarajuéi signali pripadaju¢ih kvaternih
I aromatskih CH ugljikovih atoma.
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Slika 15.

Posljednji korak u sintezi amidino supstituiranih derivata benzamida 33-36 je prevodenje
cijano supstituiranog derivata u amidino supstituirani derivat Pinnerovom reakcijom u

kiselom mediju prema Shemi 20.

31



R,
R3 1
1. EtOH,ps, HCl(g) Rs Ri
2. EtOH,ps, EDA /NH3
Ry R O
HN N
CN 5
29 R;=OH,R,=R3=R,=H ° 4
30 R;= OH, Ry=R,=H, R3= OCH; 33 R, = OH, R,= Ry= R, = H N
34 R, = OH, Ry= R, = H, Ry = OCHj | R5=%\Nj
H*CI

35 R1:OH,R2:R3:R4:H NH2
36 Ry=OH, Ry=R,=H, Ry= OCH; | Rs=—
NH,*CI"

Shema 20.

U prvom stupnju Pinnerove reakcije, uvodi se plinoviti HCI u etanolnu otopinu spoja 29.
Nakon 5 dana mjeSanja reakcijske smjese na sobnoj temperaturi, prireden je meduprodukt
iminoester. Tijek reakcije pracen je IR spektroskopijom, a zavrSetak reakcije potvrden je

nestankom vrpce na ~2200 cm™ u IR spektru koja je karakteristi¢na za -CN skupinu.
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U drugom stupnju Pinnerove reakcije u suspenziju iminoestera u apsolutnom etanolu dodaje
se etilendiamin, odnosno uvodi se plinoviti amonijak do zasi¢enja reakcijske smjese, pri cemu
nastaje 2-imidazolinil supstituirani derivat 33 (36,7%) i amidino supstituirani derivat 35
(86,7%). Na Slici 17 prikazan je 'H NMR spektar spoja 33 u kojem se moZe uoéiti §iroki
singlet na 11,52 ppm karakteristican za proton amidne veze te na 10,79 ppm signlet koji
odgovara protonu OH skupine. Siroki singlet dvaju amidinskih protona pojavljuje se na 10,64
ppm a signal za 4 protona imidazolinskog prstena pojavljuje se na 3,99 ppm. U podrucju od

8,07 do 6,98 ppm mogu se uociti signali aromatskih protona.
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Slika 17.

Isti postupak Pinnerove reakcije ponovljen je i sa spojem 30 pri ¢emu nastaju amidino
supstituirani derivati 34 i 36 ¢ije su strukture potvrdene *H i 13C NMR spektroskopijom. Na
Slici 18 prikazan je *H NMR spektar spoja 36. Signal na 15,47 ppm odgovara protonu amidne
veze a Siroki singlet koji se javlja na 9,13 ppm odgovara protonima amidinske skupine. Na
4,36 ppm pojavljuje se karakteristi€an Siroki singlet OH skupine, a na 3,67 ppm singlet 3
protona koji odgovaraju preostaloj metoksi skupini. U podrucju os 7,84 do 5,87 ppm javljaju

se odgovaraju¢i signali aromatskih protona.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO
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4.1. Opce napomene

Kemijske reakcije provedene su uobic¢ajenim sintetskim metodama.
Talista priredenih spojeva odredena su na SMP10 Bibby aparatu i nisu korigirana.

IR spektri snimljeni su na Bruker Vertex 70 spektrofotometru s dijamantnim kristalom

direktnim nanosenjem uzorka na dijamantnu podlogu.

'H i 13C NMR spektri snimljeni su na spektrometrima Bruker AV600 i Bruker AV300.
'H NMR spektri snimani su pri 300 i 600 MHz, dok su 3C NMR spektri snimani pri 75 i 150
MHz. Svi NMR spektri snimani su u DMSO-ds kao otapalu koristeci tetrametilsilan kao
interni standard. Kemijski pomaci (8) izraZeni su u ppm vrijednostima, a konstante sprege (J)
uHz.

Maseni spektri snimljeni su na veznom sustavu HPLC-MS/MS, na instrumentu
Agilent Technologies 1200 HPLC-6410 QQQ.
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4.2. Priprava amidino supstituiranih 1,2-fenilendiamina
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4.2.1. Priprava 4-acetamidobenzonitrila 2

4-aminobenzonitril 1 (2,0 g, 0,017 mol) se dodaje polako kroz 15 min u anhidrid octene
kiseline (16 ml), tako da temperatura ne prijede 35 °C. Nakon $to je dodana sva koli¢ina 4-
aminobenzonitrila suspenzija se mijesa 1 sat pazeéi pritom da temperatura ne prijede 35 °C.
Suspenzija se zatim ohladi u ledenoj kupelji i izlije na usitnjeni led (~ 500 ml). Nastali
produkt se profiltrira i ispire vodom sve dok vodena otopina nakon ispiranja ne bude
neutralna. Dobiveno je 2,4 g (88,6%) bijelog praskastog produkta. T.t. 205-206 °C. (T.t.iit. 205
°C).

4.2.2. Priprava 4-acetamido-3-nitrobenzonitrila 3

3,12 g (0,031 mol) KNOs otopi se u 15,6 ml koncentrirane H2SO4 uz hladenje u ledenoj
kupelji. Nakon §to se sav KNO3 otopio dodaje se polako, kroz 1 sat, 2,4 g (0,015 mol) 4-
acetamidobenzonitrila 2 uz odrzavanje temperature od -5 °C do 0 °C. Suspenzija se mije$a na
toj temperaturi narednih 3 sata te se zatim izlije na usitnjeni led (~ 500 ml). Nastali se produkt

profiltrira i dobro ispere hladnom vodom. Dobije se zuti praskasti produkt.

4.2.3. Priprava 4-amino-3-nitrobenzonitrila 4

4-acetamido-3-benzonitril 3 suspendira se u 2N H»SOs4 te se suspenzija zagrijava na
temperaturi vrenja 3 sata. Nakon hladenja nastali se produkt profiltrira i ispere malom
koli¢inom hladne vode. Dobije se 3,0 g (72,6%) Zutog praskastog produkta. T.t. 159-161°C.
(T.t.i. 160-161°C).

4.2.4. Priprava 4-(2-imidazolinil)-2-nitroanilin hidroklorida 6

U suspenziju 4-amino-3-nitrobenzonitrila 4 (1,50 g, 9,20 mmol) u apsolutnom etanolu (50 ml)
uvodi se plinoviti HCl uz odrzavanje temperature 0—5 °C do zasi¢enja reakcijske smjese.
Suspenzija se mije$a na sobnoj temperaturi 18 dana do nestanka CN vrpce na ~2200 cm™ u IR
spektru. Nastali iminoester se profiltrira, ispere apsolutnim dietileterom do neutralnog pH i
susi pod snizenim tlakom. Suspenziji dobivenog iminoestera u apsolutnom etanolu doda se
etilendiamin (0,024 mol, 1,60 ml)) i reakcijska smjesa refluksira 24 sata. Nastali talog se

profiltrira i dobro ispere dietileterom. Dobiveno je 1,46 g (65,4%) Zutog praskastog produkta.
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4.2.5. Priprava 4-amidino-2-nitroanilin hidroklorida 7

U suspenziju 4-amino-3-nitrobenzonitrila 4 (1,50 g, 9,20 mmol) u apsolutnom etanolu (50 ml)
uvodi se plinoviti HCI uz odrzavanje temperature 0—5 °C do zasi¢enja reakcijske smjese.
Suspenzija se mije$a na sobnoj temperaturi 18 dana do nestanka CN vrpce na ~2200 cm™ u IR
spektru. Nastali iminoester se profiltrira, ispere apsolutnim dietileterom do neutralnog pH i
susi pod snizenim tlakom. U etanolnu suspenziju dobivenog iminoestera uvodi se plinoviti
NH3 uz odrzavanje temperature 0—5 °C do zasi¢enja reakcijske smjese koja se zatim mijesSa na
sobnoj temperaturi 48 sati. Nastali talog se profiltrira i ispere dietileterom. Dobiveno je 1,36 ¢

(68,1%) Zutog praskastog produkta.

4.2.6. Priprava 4-(2-imidazolinil)-1,2-fenilendiamin hidroklorida 8

Otopina amidina 6 (1,46 g, 6,00 mmol) u metanolu (40 ml) kataliti¢ki se hidrogenira
potrebnom koli¢inom vodika uz 10% Pd/C (0,15 g). Katalizator se ukloni filtracijom, a
otapalo uparavanjem pod snizenim tlakom. Dobiveno je 1,06 g (82,8%) svijetlosmedeg

praskastog produkta.

4.2.7. Priprava 4-amidino-1,2-fenilendiamin hidroklorida 9

Otopina amidina 7 (1,36 g, 6,30 mmol) u metanolu (40 ml) kataliticki se hidrogenira
potrebnom koli¢inom vodika uz 10% Pd/C (0,14 g). Katalizator se ukloni filtracijom, a
otapalo uparavanjem pod snizenim tlakom. Dobiveno je 0,88 g (75,2%) svijetlosmedeg

praSkastog produkta.

39



4.3. Priprava hidroksi derivata amidino supstituiranih benzimidazola
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Shema 22.

4.3.1. Op¢i postupak priprave hidroksi derivata amidino supstituiranih benzimidazola
Otopini odgovarajuceg aldehida i amidina u apsolutnom etanolu doda se p-benzokinon te se
reakcijska smjesa zagrijava na temperaturi. Hladenjem se dobiveni talog profiltrira, ispere

dietileterom te prekristalizira iz etanola.

Priprava 5(6)-amidino-2-(2-hidroksifenil)benzimidazol hidroklorida 13

0,100 g (0,82 mmol) 10, 0,153 g (0,82 mmol) 9 i 0,089 g (0,82 mol) p-benzokinona u
apsolutnom etanolu (3,0 ml) zagrijava se na temperaturi vrenja 4 sata. Dobiveno je 0,043 g
(18,2%) bijelog praSkastog produkta. T.t. >300 °C.

'H NMR (DMSO-ds) (8/ppm): 13,62 (5s, 1H, OH), 12,83 (3s, 1H, NHbenzimidazol), 9,36 (S, 2H,
NHamidin), 9,02 (S, 2H, NHamidin), 8,23-8,20 (m, 2H, Harom.), 7,87 (d, 1H, J =8,49 Hz, Harom.),
7,74 (dd, 1H, J1 = 8,48 Hz, J> = 1,52 Hz, Harom.), 7,48-7,43 (M, 1H, Harom.), 7,12—7,04 (m, 2H,
Harom.); 3C NMR (DMSO-ds) (8/ppm): nije dovoljno topljivo.

Priprava 5(6)-amidino-2-(2,4-dihidroksifenil)benzimidazol hidroklorida 14

0,100 g (0,72 mmol) 11, 0,135 g (0,72 mmol) 9 i 0,078 g (0,72 mmol) p-benzokinona u
apsolutnom etanolu (3,5 ml) zagrijava se na temperaturi vrenja 4 sata. Dobiveno je 0,023 g
(10,4%) ljubicastog praskastog produkta. T.t. >300 °C.
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'H NMR (DMSO-ds) (8/ppm): 13,46 ($s, 1H, OH), 12,73 (3s, 1H, NHpenzimidazol), 10,16 (3s,
1H, OH), 9,30 (8s, 2H, NHy), 8,99 (8s, 2H, NH>), 8,12 (3s, 1H, Harom), 7,99 (d, 1H, J = 8,52
Hz, Harom.), 7,77 (d, 1H, J = 7,71 Hz, Harom.), 7,68 (d, 1H, J = 8,61 Hz, Harom.), 6,49 (dd, 1H, J;
= 8,57 Hz, J2 = 2,21 Hz, Harom), 6,45 (d, 1H, J = 2,13 Hz, Haom.); °C NMR (DMSO-dg)
(8/ppm): 166,00 (s, 1C), 165,93 (s), 161,65 (s), 161,48 (s), 160,06 (s), 159,88 (s), 155,51 (s),
154,83 (s), 145,01 (s), 140,80 (s), 137,20 (s), 132,99 (s), 128,55 (d), 128,35 (d), 122,25 (d),
122,00 (d), 121,40 (s), 121,25 (s), 117,79 (d), 117,45 (d), 111,74 (d), 111,57 (d), 107,97 (d,
2C), 104,11 (s), 104,03 (s), 103,01 (d, 2C).

Priprava 5(6)-amidino-(2,3,4-trihidroksifenil)benzimidazol hidroklorida 15

0,100 g (0,65 mmol) 12, 0,121 g (0,65 mmol) 9 i 0,070 g (0,65 mmol) p-benzokinona u
apsolutnom etanolu (3,0 ml) zagrijava se na temperaturi vrenja 4 sata. Dobiveno je 0,017 ¢
(8,2%) maslinastozelenog praskastog produkta. T.t. >300 °C.

'H NMR (DMSO-ds) (8/ppm): 13,51 (3s, 1H, OH), 12,88 (s, 1H, NHbpenzimidazol), 9,66 ($s, 1H,
OH), 9,33 (s, 2H, NH2), 8,99 (s, 2H, NH>), 8,58 (8s, 1H, OH), 8,14 (s, 1H, Harom.), 7,81-7,78
(m, 1H, Harom.), 7,72-7,69 (m, 1H, Harom.), 7,51 (d, 1H, J = 8,64 Hz, Harom.), 6,53 (d, 1H, J =
8,70 Hz, Harom.).

Priprava 2-(2-hidroksifenil)-5(6)-(2-imidazolinil)benzimidazol hidroklorida 16

0,100 g (0,89 mmol) 10, 0,174 g (0,89 mmol) 8 i 0,089 g (0,89 mmol) p-benzokinona u
apsolutnom etanolu (3,0 ml) zagrijava se na temperaturi vrenja 4 sata. Dobiveno je 0,127 g
(45,5%) sivoljubicastog praskastog produkta. T.t. >300 °C.

'H NMR (DMSO-ds) (8/ppm): 13,96 (3s, 1H, OH), 12,62 (s, 1H, NHbenzimidazol), 10,70 (s, 2H,
Hamidin), 8,42 (S, 1H, Harom), 8,26 (d, 1H, J = 7,29 Hz, Harom), 7,92 (d, 1H, J = 8,58 Hz,
Harom.), 7,87 (d, 1H, J = 8,52 Hz, Harom.), 7,47—7,41 (m, 1H, Harom.), 7,11-7,02 (M, 2H, Harom.),
4,03 (s, 4H, CHy). 13C NMR (DMSO-ds) (8/ppm): nije dovoljno topljivo.

Priprava 2-(2,4-dihidroksifenil)-5(6)-(2-imidazolinil)benzimidazol hidroklorida 17

0,800 g (0,58 mmol) 11, 0,123 g (0,58 mmol) 8 i 0,063 g (0,58 mmol) p-benzokinona u
apsolutnom etanolu (3,5 ml) zagrijava se na temperaturi vrenja 4 sata. Dobiveno je 0,035 g
(18,2%) sivoljubicastog praskastog produkta. T.t. >300 °C.
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H NMR (DMSO-ds) (8/ppm): 13,70 (s, 1H, OH), 13,58 (§s, 1H, OH), 12,75 (s, 1H, NH),
12,58 (s, 1H, NH), 10,56 (8s, 4H, NHamicin), 10,23 (s, 1H, OH), 10,21 (s, 1H, OH), 8,35 (s,
1H, Harom.), 8,24 (s, 1H, Harom.), 8,06 (d, J = 8,34 Hz, Harom.), 7,99 (d, J = 7,14 Hz, Harom),
7,85-7,82 (m, 3H, Harom.), 7,77 (d, 1H, J =7, 20 Hz, Harom.), 6,49 (d, 2H, J = 8,58 Hz, Harom.),
6,45 (s, 2H, Harom.), 4,02 (s, 8H, CH,). $3C NMR (DMSO-ds) (8/ppm): nije dovoljno topljivo.

Pokusaj priprave (2,3,4-trihidroksifenil)-5(6)-(2-imidazolinil)benzimidazol hidroklorida
18

0,100 g (0,65 mmol) 12, 0,138 g (0,65 mmol) 8 i 0,070 g (0,65 mmol) p-benzokinona u
apsolutnom etanolu (3,0 ml) zagrijava se na temperaturi vrenja 4 sata. Hladenjem dobiveni

talog se profiltrira i ispere dietileterom medutim Zeljeni produkt nije uspjesno izoliran.
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4.4. Priprava amidino supstituiranih benzamida
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4.4.1. Op¢i postupak priprave metoksi supstituiranih benzoil-klorida 22-24
Otopini odgovarajuée kiseline u apsolutnom toluenu doda se tionil-klorid. Reakcijska smjesa
zatim se 18 sati zagrijava na temperaturi vrenja. Suvisak tionil-klorida ukloni se destilacijom

pod snizenim tlakom, a dobiveni produkt se ispere nekoliko puta s apsolutnim toluenom.

Priprava 2-metoksi-benzoil-klorida 22
4,0 g (0,026 mol) 19 u apsolutnom toluenu (20 ml) i tionil-klorid (19,2 ml, 0,264 mol)
zagrijava se na temperaturi vrenja 18 sati. Dobiveno je 3,98 g (88,4%) crvenog uljastog

produkta.

Priprava 2,4-dimetoksi-benzoil-klorida 23
4,0 g (0,022 mol) 20 u apsolutnom toluenu (20 ml) i tionil-klorid (16,0 ml, 0,220 mol)
zagrijava se na temperaturi vrenja 18 sati. Dobiveno je 3,94 g (89,3%) tamnocrvenog

kristalinicnog produkta.

Priprava 3,4,5-trimetoksi-benzoil-klorida 24
4,0 g (0,019 mol) 21 u apsolutnom toluenu (20 ml) i tionil-klorid (13,7 ml, 0,188 mol)
zagrijava se na temperaturi vrenja 18 sati. Dobiveno je 3,88 g (90,0%) zutog kristalini¢nog

produkta.

4.4.2. Op¢i postupak priprave metoksi supstituiranih N-(4-cijanofenil)-benzamida 26-28
Otopini odgovaraju¢eg benzoil-klorida u apsolutnom toluenu doda se p-cijanoanilin i
trietilamin te se reakcijska smjesa zagrijava na temperaturi vrenja. Hladenjem dobiveni
produkt se profiltrira, ispere razrijedenom otopinom HCI i vodom te prekristalizira iz

odgovarajuceg otapala.

Priprava N-(4-cijanofenil)-2-metoksibenzamida 26

0,800 g (4,70 mmol) 22 i 0,554 g (4,70 mmol) p-cijanoanilina u apsolutnom toluenu (30 ml)
uz dodatak trietilamina (0,914 ml, 6,57 mmol) zagrijava se na temperaturi vrenja 24 sata.
Dobiveno je 0,459 g (38,9%) svijetlosmedeg praskastog produkta. T.t. 144—146 °C.

'H NMR (DMSO-d6) (8/ppm): 10,51 (s, 1H, NHamid), 7,93 (d, 2H, J = 8,70 Hz, Harom.), 7,80 (
d, 2H, J = 8,67 Hz, Haom), 7,61 (dd, 1H, J. = 7,56 Hz, J> = 1,59 Hz, Harom.), 7,56-7,50 (m,
1H, Harom.), 7,19 (d, 1H, J = 8,34 Hz, Harom.), 7,08 (t, 1H, J = 7,46 Hz, Harom.), 3,89 (s, 3H,
OCHB3); 3C NMR (DMSO-d6) (5/ppm): 165,87 (s), 156,93 (s), 143,71 (s), 133,72 (d, 2C),
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132,81 (d), 130,00 (d), 125,20 (s), 120,97 (d), 120,09 (d, 2C), 119,55 (s), 112,50 (d), 106,64
(s), 56,35 ().

Priprava N-(4-cijanofenil)-2,4-dimetoksibenzamida 27

1,0 g (4,99 mmol) 231 0,589 g (4,99 mmol) p-cijanoanilina u apsolutnom toluenu (30 ml) uz
dodatak trietilamina (0,971 ml, 6,98 mmol) zagrijava se na temperaturi vrenja 24 sata.
Dobiveno je 0,780 g (55,3%) svijetloruzicastog praSkastog produkta. T.t. 182—-185 °C.

'H NMR (DMSO-ds) (8/ppm): 10,27 (s, 1H, NHamid), 7,93 (d, 2H, J = 8,79 Hz, Harom.), 7,79
(d, 2H, J = 8,76 Hz, Harom.), 7,72 (d, 1H, J = 8,52 Hz, Harom.), 6,71 (d, 1H, J = 2,16 Hz, Harom.),
6,67 (dd, 1H, J1 = 8,57 Hz, J> = 2,30 Hz, Harom.), 3,94 (s, 3H, OCHj3), 3,85 (s, 3H, OCHa); 3C
NMR (DMSO-ds) (6/ppm): 164,84 (s), 163,73 (s), 158,93 (s), 143,72 (s), 133,65 (d, 2C),
132,42 (d), 120,24 (d, 2C), 119,58 (s), 116,38 (s), 106,29 (d), 105,46 (s), 99,07 (d), 56,65 (q),
56,09 ().

Priprava N-(4-cijanofenil)-3,4,5-trimetoksibenzamida 28

1,0 g (4,36 mmol) 24 i 0,512 g (4,36 mmol) p-cijanoanilina u apsoluthom toluenu (30 ml) uz
dodatak trietilamina (0,845 ml, 6,07 mmol) zagrijava se na temperaturi vrenja 24 sata.
Dobiveno je 0,699 g (51,6%) svijetlosmedeg praskastog produkta. T.t. 148155 °C.

'H NMR (DMSO-ds) (8/ppm): 10,49 (s, 1H, Hamid), 7,97 (d, 2H, J = 8,79 Hz, Harom.) 7,83 (d,
2H, J = 8,76 Hz, Harom.), 7,28 (S, 2H, Harom.), 3,88 (s, 6H, OCH3), 3,75 (s, 3H, OCHs), **C
NMR (DMSO-dg) (8/ppm): 166,02 (s), 153,14 (s), 143,89 (s, 2C), 133,59 (d, 2C), 129,94 (s),
120,80 (d, 2C), 119,53 (s, 2C), 105,99 (d, 2C), 105,82 (s), 60,62 (q), 56,62 (q, 2C).

4.4.3. Op¢i postupak priprave hidroksi supstituiranih N-(4-cijanofenil)-benzamida 29-32
Odgovaraju¢i metoksi supstituirani N-(4-cijanofenil)benzamid otopi se u apsolutnom
diklormetanu i ohladi na 0 °C. U reakcijsku smjesu upuhuje se argon nekoliko minuta te se
doda BCls/BBrs. Reakcijska smjesa mijeSa se 24 sata na sobnoj temperaturi. Dobiveni
produkt se profiltrira i ispere hladnim diklormetanom i vodom te prekristalizira iz

odgovarajuceg otapala.

Priprava N-(4-cijanofenil)-2-hidroksibenzamida 29
0,370 g (1,46 mmol) 26 i BClz (5,0 ml, 2,20 mmol) u apsolutnom diklormetanu (20 ml) u
anaerobnim uvjetima mijeSa se na sobnoj temperaturi 24 sata. Dobiveno je 0,305 g (84,8%)

bijelog praskastog produkta. T.t. 177-180 °C.
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IH NMR (DMSO-ds) (8/ppm): 11,38 (s, 1H, OH), 10,65 (s, 1H, NHamia), 7,94 (d, 2H, J = 8,79
Hz, Harom.), 7,88 (dd, 1H, J1 = 7,86 Hz, J2 = 1,62 Hz, Harom), 7,83 (d, 2H, J = 8,79 Hz, Harom),
7,45 (M, 1H, Harom), 7,02-6,95 (M, 2H, Harom); ©* C NMR (DMSO-dg) (8/ppm): 166,46 (),
157,50 (s), 142,71 (s), 133,68 (d), 133,18 (d, 2C), 129,49 (d), 120,42 (d, 2C), 119,18 (d),
118,97 (s), 118,53 (s), 117,06 (d), 105,57 (s).

Priprava N-(4-cijanofenil)-2-hidroksi-4-metoksibenzamida 30

0,500 g (1,77 mmol) 27 i BCIs (10,0 ml, 5,31 mmol) u apsolutnom diklormetanu (30 ml) u
anaerobnim uvjetima mijesa se na sobnoj temperaturi 24 sata. Dobiveno je 0,210 g (44,2%)
svijetlosmedeg praSkastog produkta. T.t. 222-225 °C.

'H NMR (DMSO-ds) (8/ppm): 11,99 (s, 1H, OH), 10,50 (s, 1H, NHamid), 7,95 (d, 1H, J = 8,01
Hz, Harom.), 7,92 (d, 1H, J = 9,09 Hz, Harom.), 7,82 (d, 1H, J = 8,76 Hz, Harom.), 6,58 (dd, 1H, J1
= 8,87 Hz, J2 = 2,42 Hz, Harom.), 6,52 (d, 1H, J = 2,37 Hz, Harom.), 3,80 (s, 3H, OCHz3); °C
NMR (DMSO-ds) (6/ppm): 166,99 (s), 164,00 (s), 160,98 (s), 142,66 (s), 133,10 (d, 2C),
130,71 (d), 120,67 (d, 2C), 118,97 (s), 109,50 (s), 106,49 (d), 105,52 (s), 101,31 (d), 55,45
(@).

Priprava N-(4-cijanofenil)-2,4-dihidroksibenzamida 31

0,500 g (1,77 mmol) 27 i BBrz (10,0 ml, 2,66 mmol) u apsolutnom diklormetanu (30 ml) u
anaerobnim uvjetima mijeSa se na sobnoj temperaturi 24 sata. Dobiveno je 0,059 g (13,1%)
svijetlosmedeg praskastog produkta. T.t. 250-253 °C.

IH NMR (DMSO-ds) (8/ppm): 11,87 (§s, 1H, OH), 10,44 (s, 1H, NHamid), 10,26 (Ss, 1H, OH),
7,91 (d, 2H, J = 8,79 Hz, Harom.), 7,87 (d, 1H, J = 8,67 Hz, Harom.), 7,81 (d, 2H, J = 8,70 Hz,
Harom.), 6,41 (dd, 1H, J1 = 8,64 Hz, J2 = 2,28 Hz, Harom.), 6,38 (d, 1H, J = 2,25 Hz, Harom.); **C
NMR (DMSO-ds) (3/ppm): 167,49 (s), 163,34 (s), 161,35 (s), 143,29 (s), 133,60 (d, 2C),
131,48 (d), 121,04 (d, 2C), 119,51 (s), 108,71 (s), 108,24 (d), 105,82 (s), 103,27 (d).

Pokusaj priprave N-(4-cijanofenil)-2,3,4-trihidroksibenzamida 32
0,230 g (0,74 mmol) 28 i BCI33 (5,0 ml, 3,31 mmol) u apsolutnom diklormetanu (30 ml)
mijesSa se 24 sata na sobnoj temperaturi u anaerobnim uvjetima. Dobiveni talog se profiltrira i

ispere hladnim diklormetanom 1 vodom, medutim Zeljeni produkt nije uspjesno izoliran.
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4.4.4. Priprava N-[4-(2-imidazolinil)fenil]-2-hidroksibenzamid hidroklorida 33

U suspenziju N-(4-cijanofenil)-2-hidroksibenzamida 29 (0,19 g, 0,78 mmol) u apsolutnom
etanolu (15 ml) uvodi se plinoviti HCIl, uz odrzavanje temperature 0-5 °C do zasicenja
reakcijske smjese. Suspenzija se mijeSa na sobnoj temperaturi 5 dana do nestanka CN vrpce
na ~2200 cm™ u IR spektru. Nastali iminoester se profiltrira, ispere apsolutnim dietileterom
do neutralnog pH i susi pod snizenim tlakom. Suspenziji dobivenog iminoestera u apsolutnom
etanolu (10 ml) doda se etilendiamin (0,091 ml, 1,36 mmol) i reakcijska smjesa refluksira 24
sata. Nastali talog se profiltrira i dobro ispere apsolutnim dietileterom. Dobiveno je 0,090 g
(36,7%) svijetlosmedeg praskastog produkta. T.t. 290-293 °C.

'H NMR (DMSO-ds) (8/ppm): 11,52 (3s, 1H, NHamid), 10,79 (s, 1H, OH), 10,64 (3s, 2H,
NHamidin), 8,07 (d, 2H, J = 8,76 Hz, Harom.), 8,01 (d, 2H, J = 8,70 Hz, Harom.), 7,93 (d, 1H, J =
7,74 Hz, Harom)) 7,45 (t, 1H, J = 7,59 Hu, Harom), 7,07 (d, 1H, J = 8,16 Hz, Harom), 6,98 (t, 1H,
J =7,50 Hz, Harom.), 3,99 (s, 4H, CH>).

4.4.5. Priprava N-[4-(2-imidazolinil)fenil]-2-hidroksi-4-metoksibenzamid hidroklorida
34

U suspenziju N-(4-cijanofenil)-2-hidroksi-4-metoksibenzamida 30 (0,20 g, 0,75 mmol) u
apsolutnom etanolu (35 ml) uvodi se plinoviti HCI, uz odrzavanje temperature 0-5 °C do
zasi¢enja reakcijske smjese. Suspenzija se mijeSa na sobnoj temperaturi 4 dana do nestanka
CN vrpce na ~2200 cm™ u IR spektru. Nastali iminoester se profiltrira, ispere apsolutnim
dietileterom do neutralnog pH i susi pod snizenim tlakom. Suspenziji dobivenog iminoestera
u apsolutnom etanolu (10 ml) doda se etilendiamin (0,070 ml, 1,05 mmol) i reakcijska smjesa
refluksira 24 sata. Nastali talog se profiltrira i dobro ispere apsolutnim dietileterom. Dobiveno
je 0,063 g (24,3%) bijelog praskastog produkta. T.t. 292-295 °C.

'H NMR (DMSO-ds) (8/ppm): 12,13 (s, 1H, NHamid), 10,72 (s, 3H, NHamidin, OH), 8,09 (d, 2H,
J = 8,70 Hz, Harom.), 8,06 (d, 1H, J = 8,82 Hz, Harom.), 8,01 (d, 2H, J = 8,70 Hz, Harom.), 6,61
(d, 1H, J = 1,92 Hz, Harom.), 6,58 (dd, 1H, J1 = 8,88 Hz, J2 = 1,92 Hz, Harom.), 3,99 (s, 4H,
CH>), 3,81 (s, 3H, OCHj).

4.4.6. Priprava N-(4-amidinofenil)-2-hidroksibenzamid hidroklorid 35

U suspenziju N-(4-cijanofenil)-2-hidroksibenzamida 29 (0,19 g, 0,78 mmol) u apsolutnom
etanolu (15 ml) uvodi se plinoviti HCI, uz odrzavanje temperature 0-5 °C do zasi¢enja
reakcijske smjese. Suspenzija se mijeSa na sobnoj temperaturi 5 dana do nestanka CN vrpce

na ~2200 cm™ u IR spektru.
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Nastali iminoester se profiltrira, ispere apsolutnim dietileterom do neutralnog pH i susi pod
snizenim tlakom. U etanolnu suspenziju dobivenog iminoestera uvodi se plinoviti NHs uz
odrzavanje temperature 0-5 °C do zasi¢enja reakcijske smjese koja se zatim mijesSa 48 sata na
sobnoj temperaturi. Nastali talog se profiltrira i ispere dietileterom. Dobiveno je 0,098 g
(86,7%) svijetlozutog praskastog produkta. T.t. 270-273 °C.

'H NMR (DMSO-dg) (8/ppm): 15,69 (8s, 1H, NH), 8,92 (8s, 4H, NHamidgin), 7,84 (s, 4H,
Harom.), 7,72 (dd, 1H, J1 = 7,82 Hz, J> = 1,76 Hz, Harom.), 7,07-7,01 (m, 1H, Harom.), 6,49 (d,
1H, J = 8,22 Hz, Harom.), 6,27 (t, 1H, J = 7,34 Hz, Harom.), 4,35 (8s, 1H, OH).

4.4.7. Priprava N—(4-amidinofenil)-2-hidroksi-4-metoksibenzamid hidroklorid 36

U suspenziju N-(4-cijanofenil)-2-hidroksi-4-metoksibenzamida 30 (0,12 g, 0,43 mmol) u
apsolutnom etanolu (10 ml) uvodi se plinoviti HCI, uz odrzavanje temperature 0-5 °C do
zasi¢enja reakcijske smjese. Suspenzija se mijeSa na sobnoj temperaturi 4 dana do nestanka
CN vrpce na ~2200 cm™ u IR spektru. Nastali iminoester se profiltrira, ispere apsolutnim
dietileterom do neutralnog pH 1 susi pod snizenim tlakom. U etanolnu suspenziju dobivenog
iminoestera uvodi se plinoviti NH3 uz odrzavanje temperature 0-5 °C do zasi¢enja reakcijske
smjese koja se zatim mijeSa 48 sata na sobnoj temperaturi. Nastali talog se profiltrira i ispere
dietileterom. Dobiveno je 0,070 g (50,7%) svijetlorozog praskastog produkta. T.t. 256-259
°C.

'H NMR (DMSO-ds) (8/ppm): 15,47 (3s, 1H, NHamid), 9,13 (3s, 4H, NHamidgin), 7,84 (d, 2H, J =
8,82 Hz, Harom), 7,81 (d, 2H, J = 8,76 Hz, Harom.), 7,61 (d, 1H, J = 8,70 Hz, Harom.), 5,94 (d,
1H, J = 2,10 Hz, Harom.), 5,87 (dd, 1H, J1 = 8,70 Hz, J> = 2,28 Hz, Harom.), 4,36 (Ss, 1H, OH),
3,67 (s, 3H, OCH3).
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5. ZAKLJUCAK
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U ovom radu priredeni su  sljede¢i  spojevi:  5(6)-amidino-2-(2-
hidroksifenil)benzimidazol hidroklorid 13, 5(6)-amidino-2-(2,4-
dihidroksifenil)benzimidazol hidroklorid 14, 5(6)-amidino-(2,3,4-
trihidroksifenil)benzimidazol hidroklorid 15, 2-(2-hidroksifenil)-5(6)-(2-
imidazolinil)benzimidazol hidroklorid 16, 2-(2,4-dihidroksifenil)-5(6)-(2-
imidazolinil)benzimidazol hidroklorid 17, N-[4-(2-imidazolinil)fenil]-2-
hidroksibenzamid hidroklorid 33, N-[4-(2-imidazolinil)fenil]-2-hidroksi-4-
metoksibenzamid hidroklorid 34, N-(4-amidinofenil)-2-hidroksibenzamid hidroklorid,
35 i N—(4-amidinofenil)-2-hidroksi-4-metoksibenzamid hidroklorid 36.

Hidroksi derivati amidino supstituiranih benzimidazola 13, 14, 15,16 i 17 priredeni su
reakcijom kondenzacije odgovarajucih salicilnih aldehida 10-12 i 4-amidino
supstituiranih 1,2-fenilendiamin hidroklorida 8 i 9.

Metoksi supstituirani N-(4-cijanofenil)-benzamidi 26-28 dobiveni su reakcijom
kondenzacije odgovaraju¢ih metoksi supstituiranih benzoil-klorida 22-24 s p-
cijanoanilinom.

Hidroksi supstituirani benzamidi 29 i 30 priredeni su metodom uklanjanja metoksi
skupine reagensom BCls u atmosferi argona dok je dihidroksi supstituirani derivat 31
prireden metodom uklanjanja metoksi skupina reagensom BBr3 u atmosferi argona.
N-[4-(2-imidazolinil)fenil]-2-hidroksibenzamid hidroklorid 33 i N-(4-amidinofenil)-2-
hidroksibenzamid hidroklorid 35 priredeni su Pinnerovom reakcijom u kiselom mediju
iz N-(4-cijanofenil)-2-hidroksibenzamida 29.
N-[4-(2-imidazolinil)fenil]-2-hidroksi-4-metoksibenzamid hidroklorida 34 i N-(4-
amidinofenil)-2-hidroksi-4-metoksibenzamid hidroklorida 36 priredeni su Pinnerovom
reakcijom u kiselom mediju iz N-(4-cijanofenil)-2-hidroksi-4-metoksibenzamid 30
Tijek Pinnerove reakcije pracen je IR spektroskopijom.

Novopriredeni spojevi su okarakterizirani koristenjem 'H, ¥C NMR i IR

spektroskopije.
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Prilog 1.
a) 'H NMR spaktar 5(6)-amidino-2-(2-hidroksifenil)benzimidazol hidroklorida 13
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Prilog 2.
a) 'H NMR spaktar 5(6)-amidino-2-(2,4-dihidroksifenil)benzimidazol hidroklorida 14
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Prilog 3.
a) 'H NMR spektar 5(6)-amidino-2-(2,3,4-trihidroksifenil)benzimidazol hidroklorida 15
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Prilog 4.

a) 'H NMR spektar 2-(2-hidroksifenil)-5(6)-(2-imidazolinil)benzimidazol hidroklorida 16
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Prilog 5.

a) 'H NMR spektar 2-(2,4-dihidroksifenil)-5(6)-(2-imidazolinil)benzimidazol hidroklorida 17
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Prilog 6.
a) 'H NMR spektar N-(4-cijanofenil)-2-metoksibenzamida 26
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Prilog 7.

a) 'H NMR N-(4-cijanofenil)-2,4-dimetoksibenzamida 27
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Prilog 8.

a) 'H NMR spektar N-(4-cijanofenil)-3,4,5-trimetoksibenzamida 28
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Prilog 9.
a) 'H NMR spektar N-(4-cijanofenil)-2-hidroksibenzamida 29
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Prilog 10.

a) 'H NMR spektar N-(4-cijanofenil)-2-hidroksi-4-metoksibenzamida 30
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b) 33C NMR spektar N-(4-cijanofenil)-2-hidroksi-4-metoksibenzamida 30
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d) maseni spektar N-(4-cijanofenil)-2-hidroksi-4-metoksibenzamida 30
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Prilog 11.

a) 'H NMR spektar N-(4-cijanofenil)-2,4-dihidroksibenzamida 31
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Prilog 12.

a) 'H NMR spektar 2-hidroksi-N-[4-(2-imidazolinil)fenilJoenzamid hidroklorida 33
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Prilog 13.

a) 'H NMR spektar 2-hidroksi-N-[4-(2-imidazolinil)fenil]-4-metoksibenzamid hidroklorida 34
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b) kromatogram 2-hidroksi-N-[4-(2-imidazolinil)fenil]-4-metoksibenzamid hidroklorida 34
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Prilog 14.
a) 'H NMR spektar N-(4-amidinofenil)-2-hidroksibenzamid hidroklorida 35
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Prilog 15.

a) 'H NMR spektar N-(4-amidinofenil)-2-hidroksi-4-metoksibenzamid hidroklorida 36
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