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Sazetak

Svrha je ovog rada sinteza novih rezveratrolnih derivata, prvenstveno radi ispitivanja mogucnosti
njihove primjene kod lijeCenja Alzheimerove bolesti, kao inhibitora enzima kolinesteraza. Buduc¢i
da je rezveratrol ve¢ prepoznat kao spoj s jakim antioksidacijskim svojstvima, cilj je ovog
istrazivanja poboljSanje njegovih bioloskih karakteristika modificiranjem njegove kemijske
strukture. Stoga su novi derivati sintetizirani postupkom Wittigove reakcije, uz odvajanje nastalih
izomera kolonskom kromatografijom. Pritom su koriSteni odgovaraju¢i aldehid, sa zeljenim
supstituentom u para-polozaju u odnosu na hidroksilnu skupinu, te tiofenska sol, nesupstituirana
ili 5-metil-2-supstituirana sol. Uspjesno su dobiveni bioloski aktivni trans-izomeri novih
rezveratrolnih derivata, a njihove su klju¢ne istrazivane karakteristike antioksidacijska svojstva i
sposobnost inhibicije enzima kolinesteraza. Uz to, spektroskopska karakterizacija sintetiziranih
spojeva doprinosi boljem razumijevanju njihovih kemijskih svojstava. Na temelju rezultata
mjerenja, spoj trans-7 pokazuje najznacajniju antioksidacijsku aktivnost, ostvarivsi inhibiciju

butirilkolinesteraze s vrijednosti ICso od 24,8 uM te negativan in silico test na genotoksi¢nost.

Kljuéne rije¢i: Alzheimerova bolest, antioksidacija, inhibicija, kolinesteraza, rezveratrol,

Wittigova reakcija



Abstract

New derivates of resveratrol — synthesis and spectroscopic characterization

The purpose of this study is the synthesis of new resveratrol derivatives, primarily to investigate
their potential application in the treatment for Alzheimer's disease, as cholinesterase enzymes
inhibitors. Since resveratrol is already recognized as a compound with strong antioxidant
properties, the aim of this research is to enhance its biological characteristics by modifying its
chemical structure. Therefore, the new derivatives were synthesized using the Wittig reaction, with
separation of the resulting isomers by column chromatography. An aldehyde, with the desired
substituent in para-position relative to the hydroxyl group, and a thiophene salt, either
unsubstituted or 5-methyl-2-substituted, were used in the process. Biologically active trans-
isomers were successfully obtained, and their key characteristics, such as antioxidant properties
and the ability to inhibit cholinesterase enzymes, were examined. Additionally, the spectroscopic
characterization of the synthesized compounds contributes to a better understanding of their
chemical properties. Research results show that compound #rans-7 demonstrates the most
significant antioxidant activity, achieving butyrylcholinesterase inhibition with ICso value of 24.8

uM and a negative in silico test for genotoxicity.

Keywords: Alzheimer's disease, antioxidation, cholinesterase inhibition, resveratrol, Wittig

reaction
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1. Uvod

Alzheimerova bolest predstavlja jedan od najznacajnijih medicinskih izazova dana$njice, s
obzirom na sve veci broj oboljelih i nedostatak ucinkovitih terapijskih agenasa. Tradicionalno se
pak smatrala neizljeCivom degenerativnom boleS¢u, no kontinuirani napredak farmaceutske
industrije opovrgava takvo misljenje. Bolest se karakterizira postupnim padom kognitivnih 1
nekognitivnih funkcija, §to znacajno utjee na kvalitetu zivota kako pacijenata, tako i
njegovatelja.! Jedan od pristupa istrazivanju potencijalnih lijekova za ovu bolest temelji se na
upotrebi prirodnih spojeva s dokazanom bioloskom aktivno$éu. Rezveratrol, prirodni polifenol
pronaden u koZici crnog grozda, poznat je po svojim antioksidacijskim, protuupalnim i
antikancerogenim svojstvima. Osim toga, prethodna istraZivanja pokazuju kako rezveratrol
takoder potice inhibiciju nakupljanja f-amiloidnih peptida, Sto je kljucan korak u prevenciji i
usporavanju patologkih promjena kod Alzheimerove bolesti.” IstraZivanje ovog rada fokusira se na
sintezu novih derivata rezveratrola, s ciljem poboljSanja njegovih bioloskih svojstava kroz
kemijsku modifikaciju. Time bi se otvorila nova moguénost za razvoj terapijskih agenasa u borbi

protiv ove teske bolesti.



2. Op¢i dio

2.1. Rezveratrol — struktura i svojstva

Rezveratrol je prirodni spoj kemijski poznat kao 3,5,4’-trihidroksistilben. Strukture je stilbena koja
se sastoji od dva fenilna prstena povezana vinilnim mostom. Pripada vecoj skupini spojeva zvanih
polifenoli, koji biljkama primarno sluze kao molekule uklju¢ene u obranu od UV zracenja ili
napada patogena, odnosno kao molekule koje se sintetiziraju samo u odgovoru na ozljede ili
infekcije.** Rezveratrol postoji u oba oblika geometrijskih izomera, cis i trans, od kojih je trans-
izomer bioloski aktivan oblik, a izlaganjem UV/Vis zrafenju izomerizira u cis-oblik (Slika 1). Pri
sobnoj temperaturi prisutan je u ¢vrstom, praSkastom stanju blijedo Zute boje. Molekulska formula

rezveratrola je C14H 203, a njegova molarna molekulska masa iznosi 228,247 g/mol.>?

X OH
HO N
W O U
OH OH

Slika 1. Prikaz geometrijskih cis- (lijevo) 1 trans- (desno)izomera rezveratrola.

HO

Nedavna intenzivna istraZivanja upucuju na sve veci interes za rezveratrol medu biomedicinskom
zajednicom. To proizlazi iz njegovog velikog broja bioloSkih aktivnosti i svojstava povezanih s
doprinosom ljudskom zdravlju. Rezveratrol ima vrlo Sirok spektar korisnih farmakoloskih
svojstava.® Zbog slozenog mehanizma djelovanja, rezveratrol pokazuje razli¢ite molekularno-
bioloSke prednosti poput protuupalnog, antioksidacijskog i antikancerogenog djelovanja. Koristi
se i kod prevencije simptoma neurodegenerativnih i kardiovaskularnih bolesti.”® Rezveratrol se
brzo oralno apsorbira, ali njegov kompleksan metabolizam dovodi do ograni¢ene bioraspoloZivosti
Sto rezultira nedovoljnim blagotvornim u¢inkom na zdravlje. U tankom se crijevu relativno brzo
apsorpira pasivnom difuzijom, zahvaljujuéi svojoj maloj molarnoj molekulskoj masi i nepolarnim
karakteristikama.’ Topljivost u vodi iznosi mu svega 50 pg/mL dok u organskim otapalima

pokazuje visoku topljivost, priblizno 65 mg/mL.!° Prema biofarmaceutskom klasifikacijskom



sustavu (engl. The Biopharmaceutics Classification System, BCS) pripada lijekovima klase II koje
karakterizira niska topljivost 1 visoka propusnost. Pritom je bioraspolozivost tih lijekova
ograni¢ena njihovom stopom solvatacije. Postoji nekoliko tehnika koje se koriste za poboljsanje
bioraspolozivosti BCS lijekova klase II, kao §to je koriStenje nanotehnologije prilikom davanja
lijeka i njegovog usmjeravanja.!!'"!* Rezveratrol se nalazi u biljnim plodovima kao §to su kikiriki,
borovnice, brusnice, dud, crno grozde, a ima ga i u kakaovcu pa se moze naci i u tamnoj cokoladi
(Slika 2).'* Medutim, crno je vino prepoznato kao jedan od glavnih izvora rezveratrola u ljudskoj
prehrani jer se u njemu mogu naéi njegove znacajne koli¢ine (4-20 mg/L)."> Prvo nasumi¢no
klini¢ko ispitivanje objavljeno je tek krajem 2011., a sustavno je ispitivalo metabolicke ucinke

rezveratrola kod ljudi.'®

Slika 2. Namirnice koje sadrze rezveratrol.



2.2. Sinteza rezveratrola

Poznato je preko 20 razli€itih vrsta sinteze rezveratrola. Prvu sintezu rezveratrola opisali su 1941.
godine Spéth 1 Kromp, a sastojala se od Perkinove kondenzacije 3,5-dimetoksibenzaldehida i
natrijeve soli p-metoksibenzojeve kiseline u anhidridu octene kiseline (Shema 1). Nakon

dekarboksilacije, dobiven je trimetoksi-rezveratrol.!’

OMe
CHO COONa

Ac,0,8h,160°C MeO X
+
'
COOH

MeO OMe
OCHj, OMe

OMe
S

MeO
1) kinolin, Cu, 6 min, 260 °C ©
'

2) MeOH, HCl konc., 20 °C

OMe

Shema 1. Sinteza trimetoksi-derivata rezveratrola.

Jeffery 1 ostali opisali su sintezu E-3,4°,5-trimetoksistilbena u iskoriStenju od 72 % (Shema 2).
Pritom su koriStene dvije uzastopne Heckove reakcije s jodidom i viniltrimetilsilanom te

paladijem(II) kao katalizatorom.'®

| OMe

1) Pd(dba),, KF, n-BuyNCI
toluen, r.t. O
+  ZSiMe, » MeO O /

2) CH,=CHSiMe OMe
OH
OH
K,COs, DMF, 70 °C y O
= v
OH

Shema 2. Sinteza rezveratrola Heckovom reakcijom.

Za sintezu rezveratrola koriSten je i1 univerzalni postupak Mizoroki-Heckove reakcije (Shema 3).

PomijeSani su stiren, halogenirani benzen, trietanolamin i paladijev(Il) acetat na 100 °C u inertnoj



atmosferi tokom 24 h. Nakon zavrsetka reakcije, smjesa je ohladena na sobnu temperaturu pa joj
je dodano 10 mL razrijedene klorovodi¢ne kiseline (2 N). Na kraju je smjesa ekstrahirana eterom

(3 x 100 mL) kako bi se dobio &isti spoj."’

=

N(CH,CH,OH) O
+ > X OH

Pd(OAc),, 24 h, 100 °C O
HO OH
OH HO

Shema 3. Sinteza rezveratrola Mizoroki-Heckovom reakcijom.

2.3. Wittigova sinteza

Jedna od najznacajnijih metoda sinteze rezveratrola, koja je 1 koriStena u ovom radu, Wittigova je
reakcija ili Wittigova olefinacija. Njemacki kemicar Georg Wittig 1954. godine prvi put provodi
takvu reakciju te 1979. godine za nju dobiva prestiznu Nobelovu nagradu za kemiju. Sastoji se od
kemijske reakcije aldehida ili ketona s monosupstituiranim trifenilfosfonijevim ilidom, Cesto
zvanim Wittigovim reagensom. Rezultat reakcije je nova ugljik-ugljik dvostruka veza, odnosno
sintetiziran alken i trifenilfosfin-oksid kao drugi produkt.?® Ilidi su neutralne molekule, primjeri
zwitteriona, spojeva koji sadrZe pozitivne i negativne naboje separirane unutar iste molekule. Ono
Sto ih razlikuje od ostalih zwitteriona je blizina suprotnih naboja. U sluc¢aju Wittigovih reagensa
razlikuje se pozitivan naboj na fosforu i negativan naboj na ugljikovom atomu.?! Ilidi se uobi¢ajeno
dobivaju djelovanjem umjereno jake baze na fosfonijeve soli koje se pak lako dobivaju iz alkil-
halogenida i trifenilfosfina.?? Trifenilfosfin se Gesto koristi iz prakti¢nih razloga, poput krutog
sobnog agregacijskog stanja koje olakSava vaganje tocne koli¢ine i dodavanje u reakciju te lake
dostupnosti.?! Reakcija se odvija kroz uskladenu [2+2] cikloadiciju, a kre¢e napadom nukleofilnog
ugljikovog atoma na karbonilni ugljikov atom, dajuéi prijelazno stanje poznato pod nazivom
betain. Zatim se formira Cetvero€lani prsten, oksafosfetan, zbog velikog privlaenja suprotnih
naboja atoma fosfora i kisika. On se zatim fragmentira retro-cikloadicijom dajuéi alken i
trifenilfosfin-oksid. Produkti su najéesce smjese cis- 1 trans-izomera, ali Wittigova reakcija moze
biti stereoselektivna ovisno o vrsti koriStenog ilida. S nestabiliziranim ilidima, reakcija je cis-

selektivna, dok je sa stabiliziranim ilidima reakcija trans-selektivna. Stabilizacija se odnosi na



prisutnost elektron-odvladeée skupine.?? Slijedi primjer sinteze rezveratrola Wittigovom
reakcijom, s prethodno dobivenom 4-metoksifenilnom soli reakcijom trietilfosfina s 4-
metoksibenzil-bromidom (Shema 4). Daljnja provedena Wittigova reakcija ove soli s 3,5-
dimetoksibenzaldehidom u prisutnosti natrijevog hidroksida i vode, pra¢ena je obradom s borovim

tribromidom do nastanka Zeljenog produkta.?

- J o' I
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Shema 4. Mehanizam sinteze rezveratrola Wittigovom reakcijom.



2.4. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (engl. Alzheimer's disease, AD) najc¢es¢i je smrtonosni neurodegenerativni
poremecaj koji naruSava razvijene mentalne sposobnosti te prekida neurokognitivnu funkciju, a
pogada vise od 24 milijuna ljudi diljem svijeta.?* To je stanje opisano neurodegeneracijom,
gubitkom Ziv&anih stanica (neurona) te stvaranjem amiloidnih naslaga.> Trenuta¢ne terapijske
mogucénosti predstavljaju skromno pobolj$anje pamcenja i kognitivnih funkcija, ali ne sprje¢avaju
progresivnu neurodegeneraciju. Dostupni lijekovi uglavnom su namijenjeni simptomatskom
lijeCenju 1 dijele se na inhibitore kolinesteraze (donepezil, rivastigmin i galantamin) te antagonist
NMDA receptora (memantin).?%?’ Etiologija Alzheimerove bolesti ostaje nepoznata, ali poznato
je vise ¢imbenika koji vjerojatno igraju vaznu ulogu u njezinom razvoju. Najvazniji ¢imbenici su
B-amiloidni peptidi (Ap), z-proteini, oksidativni stres i niske razine acetilkolina.?® Veliko otkriée u
razumijevanju Alzheimerove bolesti bila je povezanost oboljelih s nakupljanjem amiloidnih
naslaga u njihovom mozgu.? Histopatoloska obiljeZja Alzheimerove bolesti su neurofibrilarni
¢vorovi 1 senilni plakovi, koji su masivne izvanstanicne naslage nakupljenog f-amiloidnog
peptida.®® Interakcija nakupljenih f-amiloida sa sadrzajem Zivéanih stanica rezultira raznim
patoloSkim 1 fizioloSkim anomalijama koje ukljuuju neuroupalni proces, mitohondrijsku
disfunkciju, oksidativni stres, smanjenu regulaciju metabolizma kalcija te stimulaciju stanicne
smrti neurona. f-amiloidni monomeri agregiraju u razli¢ite strukture ukljucujuéi oligomere i
vlakna. Vlakna f-amiloida vec¢a su 1 netopiva te mogu dalje agregirati u f-amiloidne plakove, dok
su f-amiloidni oligomeri topivi 1 mogu se proSiriti cijelim mozgom. Kod osoba koje nisu oboljele
od Alzheimerove bolesti, povecanje razine f-amiloida dogada se kroz nekoliko desetaka godina,
dok je kod oboljelih karakteristi¢no njihovo rano i naglo nakupljanje.?>*! Oksidativni stres jedan
je od najranijih dogadaja u patogenezi Alzheimerove bolesti. Teorija o slobodnim radikalima 1
oksidativnom stresu kao uzrocima starenja takoder sugerira da je oksidativno oSte¢enje vazan
¢imbenik u degeneraciji neurona. Stoga bi uspjeSna zastita neurona od oksidativnog oStecenja

potencijalno mogla sprijeéiti razvijanje Alzheimerove bolesti.*?

Objavljena su istrazivanja
pokazala da prekomjerne koli¢ine biometala, kao $to su zeljezo, cink 1 bakar, postoje u mozgovima
pacijenata s Alzheimerovom bolesti (Cu ~400 pM, Zn i Fe ~1 mM) i to koli¢inski nekoliko puta
viSe od normalnog za odgovaraju¢u dob (Cu ~70 pM, Zn ~350 uM, Fe ~340 uM). Takve koli¢ine
biometala mogu pospjesiti nakupljanje S-amiloida. Osim toga, interakcija f-amiloida s Cu®*

ionima doprinosi proizvodnji reaktivnih kisikovih &estica (engl. reactive oxygen species, ROS).>



2.5. Rezveratrol kao potencijalni lijek Alzheimerove bolesti

Nedavni dokazi istrazivanja upucuju na to da rezveratrol djeluje kao sredstvo protiv Alzheimerove
bolesti putem inhibicije nakupljanja f-amiloida, uklanjanjem oksidansa i primjenom protuupalnih
aktivnosti (Slika 3). To je potvrdeno testovima na laboratorijskim zivotinjama i njegova je 2. faza
klini¢kih ispitivanja za pacijente s Alzheimerovom bolesti trenutno u tijeku.?® Rezveratrol aktivira
transtiretin, protein koji sekvestrira f-amiloidni peptid i sprjeCava njegovo nakupljanje. Takoder
je potvrdeno da rezveratrol aktivira sirtuin (SIRT1) 1 inhibira signalizaciju nuklearnog faktor kapa
B (NF-kB) ¢ime je stimuliran f-amiloid. Zbog supresije NF-kB, smanjena je ekspresija gena koji
utjeCu na stvaranje sintaze dusSikovog oksida, ciklooksigenaze-2 i katepsina, kao i medijatora
dusSikovog oksida i prostaglandina E2, ukljuc¢enih u neuroupalni proces. Istrazen je i potencijal
rezveratrola protiv tauopatije povezane s Alzheimerovom bolesti, pokazujuéi smanjenje razine -
proteina u $takorima i inhibiciju z-hiperfosforilacije i agregacije.***® Osim toga, dokazana je i
sposobnost depolimerizacije stvorenih f-amiloidnih peptida putem mehanizma koji ukljucuje
proteasom. Ovi rezultati pokazuju da bi se rezveratrol mogao koristiti kao pocetni spoj pri

dizajniranju multifunkcionalnih lijekova za lije€enje neurodegenerativnih bolesti.
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Slika 3. Shema rezveratrolovog razli¢itog djelovanja u organizmu.



Slijedi pregled otkri¢a jednog od prethodnih istrazivanja novosintetiziranih derivata rezveratrola
kao potencijalnih lijekova za Alzheimerovu bolest.?® U obzir su uzeti prethodni derivati koji su
imali snazno inhibicijsko i1 antioksidacijsko djelovanje na nakupljanje f-amiloida te ¢injenica da
ioni biometala mogu biti klju¢ni sudionici u patoloskim procesima Alzheimerove bolesti. Stoga su
kombinirani rezveratrol 1 farmakoforski dio dobro poznatog kelatora metala kliokinola (CQ), koji
je znacajno smanjio stopu pada kognitivnih sposobnosti kod pacijenata s umjereno teSkom fazom
bolesti. Dakle, sintetiziran je novi niz kompleksnih derivata rezveratrola koji su u in vitro studijima
pokazali zna¢ajniju inhibiciju samoizazvanog nakupljanja f-amiloida, Cu®*-izazvanog nakupljanja
f-amiloida te potencijalno antioksidacijsko djelovanje. Konkretno, derivati A i B pokazali su
najbolje rezultate pa su odabrani kao potencijalni vodeci spojevi za terapiju Alzheimerove bolesti.
Njihova je sinteza provedena Wittigovom reakcijom (Shema 5). Uzet je komercijalno dostupan 4-
nitrobenzaldehid za pripremu Wittigovog reagensa koji dalje reagira s 3,5-
dimetoksibenzaldehidom u otopini natrijeva metoksida pri 0°C dajuci derivat rezveratrola. Zatim
se nitro skupina reducira kositrovim(Il) kloridom do amino skupine kako bi se mogao dobiti
karbamatni derivat rezveratrola. Reakcijom s 2-hidroksi-5-dimetilaminobenzaldehidom dobiva se
prvi odabrani derivat A. Demetiliranjem tog spoja u prisutnosti borovog tribromida pri -20°C

dobiva se 3,5-dihidroksi-derivat B.

CHO
NO
1) NaBH4, MeOH, 0 °C o, OEt 2
2) PBr; piridin, 0 °C R MeO OMe _  Meo o
02N CHO _— 02N4®_/ OFEt N -
3) P(OEt);, 120 °C CH30ONa, 0°C, 1 h,rt, 12 h
OMe
CHO
NH, /@/OH HN/\/@/N(CH3)2
SnCl,, EtOAc, 90 °C, 4 h MeO \ O (H3C)oN MeO % O HO
> B
O . 4h O
OMe OMe

HN/\: : ~N(CH;), HN N(CH;)z
MeO X O HO BBra, CH,Clp, -20°C, 2 h, rt, 4 h HO x O H/O\/©/
) - = U

OMe OH

Shema 5. Sinteza derivata rezveratrola A i B.



Proucavana je inhibicijska aktivnost dobivenih derivata rezveratrola protiv nakupljanja f-amiloida
koriste¢i tioflavin T (ThT) fluorescencijsku analizu. Rezveratrol 1 kurkumin sluzili su kao
referentni spojevi. Ovime su derivati A i B potvrdeni kao najsposobniji inhibitori od sintetiziranih
spojeva. Vrijednosti ICso iznosile su im redom 7,56 pM za A te 6,51 uM za B, dok je ona
rezveratrola iznosila 15,11 pM. Upravo su ovakvi rezultati inhibicije nakupljanja f-amiloida 1
snaznog antioksidacijskog djelovanja, potaknuli dodatne analize derivata A 1 B kao potencijalnih
lijekova za Alzheimerovu bolest. Transmisijskim elektroni¢kim mikroskopom (TEM) odli¢no se
vizualno prikazala djelotvornost inhibicije nakupljanja f-amiloida u vlakna koja iznimno utjecu
na neurotoksi¢nost f-amiloida (Slika 4). Nakon inkubacije od 24 h na 37 °C, samostalni -
amiloidni peptidi nakupili su se u dobro definirana vlakna, dok su oni u prisutnosti derivata A1 B,

u istim uvjetima, pokazali manju koli¢inu formiranih vlakana.

Slika 4. TEM analiza nakupljanja ABi-42 u prisutnosti derivata A i B.

(a) ABi1-42 (25 uM), 0 h (b) AB1-42 (25 uM) i A (20 uM) inkubirani na 37 °C, 24 h (¢) APi1-42 (25
uM) i B (20 uM) inkubirani na 37 °C, 24 h (d) AB1-42 (25 uM) i rezveratrol (20 uM) inkubirani na
37 °C, 24 h (e) Api-42 (25 uM) 1 CQ (20 uM) inkubirani na 37 °C, 24 h (f) samo ABi-42 (25 uM)
inkubiran na 37 °C, 24 h.
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Vazno je i utvrdivanje kelirajuc¢eg djelovanja derivata A i B. Ta je sposobnost keliranja biometala,
poput bakra(Il), Zeljeza(Il, III) i cinka(II), prouc¢avana UV/Vis spektroskopijom. Naime, dodatkom
bakrova(Il) sulfata u otopinu derivata A, maksimum apsorpcije pomaknut je s 339 nm na 348 nm,
daju¢i do znanja da se formira A-Cu(Il) kompleks. Keliranje metala onemogucuje metal-
inducirano nakupljane f-amiloida. Apsorpcijski spektar derivata B takoder se znatno razlikovao
od onog bez dodatka metalnog iona. Djelotvornost keliranja metalnog iona derivatima A 1 B
provjerena je spomenutim metodama ThT i TEM analize ¢ime su ponovno dobiveni
zadovoljavajuéi rezultati. Daljnim proucavanjem bioloskih svojstava derivata A i B, testirala se
sposobnost inhibicije dvaju enzima, monoamin-oksidaze B (MAO-B) te acetilkolinesteraze
(AChE). Molekulskim je pristajanjem (engl. docking) utvrdeno da izabrani derivati na aktivhom
mjestu molekule MAO-B zauzimaju sli¢ne konformacije (Slike 5 i 6). Oba inhibitora tvore dvije

vodikove veze s proteinskim ostatcima. Utvrdeno je umjereno inhibiranje AChE.

Slika 5. Prikaz vodikove veze izmedu spoja A (plavo) 1 ostatka Lys28 oznacen zelenom linijom,

dobiven molekulskim pristajanjem.
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Slika 6. Prikaz vodikove veze izmedu spoja B (crveno) i ostatka Lys28 oznacen zelenom linijom,

dobiven molekulskim pristajanjem.

Intramolekulsko antioksidacijsko djelovanje derivata A i B provedeno je uz referentnu molekulu
Trolox, na stanicama SH-SY5Y, uz prethodnu provjeru citotoksicnosti pri odabranoj koncentraciji
od 10 uM. Spomenute stanice izlozene su tert-butil-hidroperoksidu koji im znatno podize
oksidativni stres. Rezultati pokazuju znacajnije antioksidacijsko djelovanje derivata A 1 B od
referentne molekule. Testom akutne toksiCnosti potvrdila se sigurnost uzimanja sintetiziranih
derivata A 1 B. Klinickim testiranjem na miSevima, oralnom primjenom od tri razli¢ite doze
utvrdeno je kako nije doSlo do razvijanja nikakve akutne toksi¢nosti ili smrtnosti tokom i1 nakon

uzimanja doza.?®

Zbog netopljivosti ovog spoja, upotreba sustava temeljenih na nanotehnologiji predlozena je za
ugradnju rezveratrola u organizam. Tako su dizajnirani nanonosaci rezveratrola za intranazalnu,

oralnu ili parenteralnu primjenu isporuke rezveratrola do mozga.*’
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2.6. Antidijabeticko djelovanje rezveratrola

Dijabetes melitus (DM) je skupina kroni¢nih metabolickih bolesti karakteriziranih
hiperglikemijom, a uzrokovana je kombinacijom genetskih i okoli$nih ¢cimbenika. Postala je jedna
od glavnih kroni¢nih nezaraznih bolesti koje utjeCu na zdravlje ljudi diljem svijeta. Nepravilno
lijecenje ili loSa kontrola prehrane kod dijabeticara Cesto rezultira nizom ozbiljnih komplikacija,
kao $to su dijabeticka nefropatija, neuropatija, retinopatija i kardiomiopatija. Trenutno je dozivotna
primjena antidijabetika univerzalni pristup lijeCenja dijabetesa zbog nesagledivo dugog tijeka i
neizljecive prirode bolesti. Zato se pojavljuje sve veéi znanstveni interes za upotrebom rezveratrola
u kontroli Secera u krvi i borbi protiv dijabetesa te njegovih komplikacija. Zbog visestrukog
djelovanja rezveratrola na stani¢ne funkcije, on postaje obecavaju¢a molekula za lijeCenje
dijabetesa 1 dijabetickih komplikacija. U klini¢kim ispitivanjima na ljudima, oralna primjena jedne
doze ili dnevna primjena rezveratrola (5 mg - 5 g) tijekom 12 mjeseci smanjuje glukozu u krvi 1
povecava osjetljivost na inzulin kod dijabeti¢ara. Ovi rezultati sugeriraju da je postprandijalna
koncentracija glukoze znacajno smanjena bez povecanja proizvodnje inzulina i stoga se potvrduje
povecanje inzulinske osjetljivosti nakon primjene rezveratrola. Rezultati takoder sugeriraju da
rezveratrol moZze obnoviti nenormalno stanje razine inzulina, inzulinu-slicnom faktoru rasta (IGF)

te glukoze u krvi aktiviranjem AMP-ovisne protein kinaze (AMPK) i sirtuina.®

2.7. Antikancerogeno djelovanje rezveratrola

S produljenjem Zivotnog vijeka povecava se 1 broj slu¢ajeva malignih bolesti pa je vrlo pozeljan
razvoj novih lijekova protiv raka. Antikancerogeno djelovanje rezveratrola ukljucuje razlicite
mehanizme kao §to su apoptoza i autofagija.>® Rezveratrol takoder poti¢e angiogenezu i metastazu
za ubijanje stanica raka. Pokazao se i snaznim aktivatorom Notch puta, tako $to je potisnuo rast
stanica u HTh7 1 8505C ljudskim stani¢nim linijama raka Stitnjae. Potaknula se apoptoza i1
zaustavljanje stani¢nog ciklusa specificnog za S-fazu promjenom regulacije transkripcije 1

funkcionalne ekspresije proteina Notchl.
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2.8. Protuupalno djelovanje rezveratrola

Novija istrazivanja otkrila su kako rezveratrol sprjecava upalu potiskivanjem razlicitih signalnih
putova kao Sto su NLRP3/kaspaza-1/IL-1B, IL-18 i TLR4/MyD88/NF-kB. Rezveratrol takoder
smanjuje oSte¢enje organa nakon traumatskih i Sok-stanja, razli¢itim unutarstani¢nim signalnim
putovima, poput regulacije SIRT1 ili NF-kB. Kardioprotektivni ucinci rezveratrola postizu se
njegovom sposobnos¢éu uklanjanja ROS-a. Rezveratrol moze prije¢i krvno-mozdanu barijeru
(BBB) s dobrim sigurnosnim profilom i smanjiti aktivnost mikroglija, glavnog razloga upala
sredi$njeg Zivéanog sustava. Neuroupale klju¢no doprinose poremecajima povezanim s neuronima
kao $to su Alzheimerova bolest, traumatske ozljede, mozdani udar, Parkinsonova bolest, multipla
skleroza 1 Huntingtonova bolest. Utvrden je i1 utjecaj rezveratrola na smanjenje degranulacije,

respiratornog udara, stani¢ne adhezije i ekspresije integrina u aktiviranim neutrofilima.*°
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3. Rezultati i rasprava

3.1. Pregled sintetiziranih spojeva

Sintetiziran je niz novih rezveratrolnih derivata s razli¢itim supstituentima na benzenskom i
tiofenskom dijelu molekula. Odabirom odgovarajuc¢eg aldehida na benzenskom je dijelu mijenjan
supstituent u para-polozaju u odnosu na hidroksilnu skupinu. Tiofenski je dio mijenjan odabirom
izmedu dviju soli, nesupstuirane 2-tiofenske te 5-metil-2-supstituirane tiofenske soli. Wittigovom
su reakcijom sintetizirani planirani spojevi, temeljem prijaSnjih rezultata iz naSeg laboratorija.
Dobivene su smjese konfiguracijskih izomera s vecéinskim trans-produktima Sto je rezultat
povoljnije termodinamicke stabilnosti (Slika 7; spoj frans-S nije nastao u provedenoj reakciji).
Cisti su trans-izomeri izolirani te analizirani na vanjskim institucijama s ciljem ispitivanja njihovih
antioksidacijskih i inhibicijskih djelovanja prema enzimima kolinesterazama, s obzirom da se radi

o analozima poznatog antoksidansa rezveratrola.

WWWW

trans-1 trans-2 trans-3 OCH, trans-4
trans-5 N(CH3), trans-6 OCHj,4 trans-7

Slika 7. Novi rezveratrolni derivati.
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3.2. Sinteza i spektroskopska analiza rezveratrolnih derivata frans-1-4

Spojevi trans-1-4 sintetizirani su Wittigovom reakcijom iz odgovaraju¢ih 5-supstituiranih-2-
hidroksibenzaldehida i nesuptituirane tiofenske soli (Shema 6). Sinteza je provedena u struji dusika
uz natrijev etoksid kao bazu u etanolu kao otapalu, a trajala je minimalno 48 h. Prema protonskim

NMR spektrima dobivene su smjese izomera, s veéinskim trans-produktom.

HQ HO
/R . _ NaOEt/EtOH 7\ P
Q\CHZPPh3 Br + OHC N—> S
2
cl
o]
HQ HO
A . _ NaOEt/EtOH 7\
Q\CHZPPh3 Br + ©OHC —)*N s ~F
2
F F
HQO HO
A . _ NaOEt/EtOH 7\
Q\CHZPPhS Br + OHC N—» g ~F
2
OCHj OCH,
HQ HO
I\ . _ NaOE/EtOH 7\
Q\CHQPPh3 Br + OHC = s Z
2
CH CH,

Shema 6. Reakcija sinteze rezveratrolnih derivata trans-1-4.

Tankoslojnom kromatografijom (TLC) utvrdena je postojanost produkta, u sustavu otapala
petroleter/eter (30 %), usporedbom s odgovaraju¢im aldehidom. Nadalje, produkt je ociS¢en
ekstrakcijom s diklormetanom (DMC), a trans-izomer je odijeljen kolonskom kromatografijom.
Pritom je koriStena kolona promjera 2 cm, ispunjena s 14 — 16 cm silikagelom, te sustav otapala

petroleter/eter promjenjiva omjera. Naknadno je najpovoljnija frakcija kod derivata trans-1-3
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procisc¢ena jos§ jednom kolonskom kromatografijom radi dodatnog smanjenja udjela cis-izomera.

Struktura trans-izomera potvrdena je spektroskopskim metodama (Slike 8—19).

(E)-4-klor-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (trans-1):

Na 'H NMR spektru lako se uo¢avaju signali benzenskih i tiofenskih protona, kao i onih dvostruke

veze. Tipican $iroki singlet protona H; hidroksilne skupine uocen je na 5,12 ppm (Slika 8).

b ‘ HO

75 74 23 722 721 720 69 68 67 66 65 64 63 62 6.1 6.0 59 58 57 56 55 54 5.3 52 5.1 5.0
ppm

Slika 8. "H NMR spektar spoja trans-1.

Dublet dvostruke veze s trans-konstantom sprege od 16,2 Hz koji odgovara ili protonu Hgq ili He,
vidljiv je na 7,25 ppm (Slika 9). Karakteristi¢na trans-konstanta sprege uocena je i u multipletu na
podrucju 7,09 — 7,02 ppm, kojem pripadaju dva protona. Prvi je proton onaj dvostruke veze, Hq 1li
He, a drugi je benzenski proton Hg, koji pokazuje meta-sprezanje. Proton Hr ne daje ocekivani
singlet ve¢ se spreze daljnom spregom s malom meta-konstantom sprege od 2,5 Hz, te je vidljiv
kao dublet na 7,43 ppm. Proton Hn daje signal dubleta na 6,71 ppm, s tipiénom aromatskom

konstantom sprege od 8,5 Hz.
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trans-1

H,, H/H,

H\I/Hc
HI H HA H]
! Hl\ 1

S T A R S VA S T T S TSt S S U Sy S S S S LA e
745 740 7.35 730 7.25 720 715 710 7.05 700 6.95 6390 6.85 6.80 6.75 670 6.65
pom

Slika 9. Uvecani prikaz podru¢ja "H NMR spektra spoja trans-1.

Sto se ti¢e tiofenskih protona, uodena su dva signala dubleta protona Ha i He, s karakteristi¢nim
konstantama sprega od 5,4 te 3,3 Hz, na 7,21 1 7,08 ppm, s time da se signal protona H. preklapa
sa signalom multipleta. Isto tako lako se uocava signal dublet-dubleta protona Hp na 7,00 ppm s

objema tiofenskim konstantama sprege od 5,11 3,7 Hz.

U BC spektru uoceno je 12 signala (Slika 10). Dva najmanje zasjenjena signala pripadaju
kvaternim ugljicima benzenskog prstena, na koje su vezani hidroksilna skupina te atom klora, a
ostali se signali ne mogu sa sigurno$c¢u razlikovati. Vazno je da broj ugljikovih atoma u strukturi

odgovara broju signala u spektru spoja trans-1.
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Slika 10. 1*C NMR spektar spoja trans-1.

(E)-4-fluor-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (trans-2):

Na 'H NMR spektru spoja trans-2 uoden je signal singleta protona Hi na 4,87 ppm, u &ijoj se blizini
uoc¢ava mali pik signala zaostalog kiselog protona aldehida (Slika 11). Protoni tiofenskog dijela
molekule daju karakteristi¢ne signale na 7,22, 7,09 1 7,01 ppm (Slika 12). Prva dva odgovaraju
dubletima Ha1 Hc s konstantama sprege od 4,2 1 3,3 Hz, a treci predstavlja dublet-dubleta protona
Hp s dvije konstante sprege od 5,0 1 3,6 Hz. Treba naglasiti kako je signal protona Ha. preklopljen
sa signalom dubleta Hq/He. Protoni dvostruke veze, Ha 1 He, daju dva signala dubleta, s trans-
konstantom sprege od 15,8 1 16,0 Hz, na 7,25 te 7,10 ppm. Benzenski se protoni medusobno
sprijezu daljnim konstantama sprege dajuci signale multipleta na podrucjima 7,20 — 7,14 ppm,
6,85 - 6,79 ppm i 6,75 — 6,70 ppm. Nije ih moguce sa sigurnoscu razlikovati pa su oznaceni kao

signali s H/Hg/Hn.
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trans-2
H;
1
AN ) M
7.’3 73 7tl 7'-0 5; 61-3 St? 5; ;-5 6?4 613 ‘r! 6‘.1 C:ﬂ Sts 51:3 513 Stﬁ STS STA 5‘-3 512 S-rl 5‘0 4r9 48
pem
Slika 11. 'H NMR spektar spoja trans-2.
5 2 3 =g 3 53 99 35 5553
(I | [ I [ | el A e

trans-2

T T T T T T —T T T T T —TT T —TTTT
7.28 7.24 7.20 716 712 7.08 7.04 7.00 696 6.92 6.88 6.84 6.80 676 672 668

Slika 12. Uvedani prikaz podru¢ja 'H NMR spektra spoja trans-2.
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Na >C NMR spektru se ponovno uo¢ava 12 signala koji se ne mogu u potpunosti razlikovati, ali
se moze odrediti da dva najmanja signala, na 159,001 155,84 ppm, odgovaraju kvaternim ugljicima

benzenskog prstena na polozajima 1 i 4 (Slika 13).

HO
s ~F
trans-2
.._JA_ 1 \ O N Y _.,..«,NL__LL »L. .4»-..,.-J....._~‘VL\N_. iy lM
160 158 156 154 152 150 148 146 144 142 140 138 136 134 132 130 128 126 124 12 120 18 116 114 112
Ppm

Slika 13. 1*C NMR spektar spoja trans-2.

(E)-4-metoksi-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (frans-3):

Na 'H NMR spektru spoja trans-3 uocen je signal velikog singleta na 3,70 ppm koji odgovara
trima protonima metoksi-skupine, H; (Slika 14). Nije uocen signal protona Hj, hidroksilne skupine.
Tiofenski se proton Hp uocava kao signal dublet-dubleta na 6,88 ppm, ali dolazi do njegovog
preklapanja sa signalom singleta protona Hrna 6,91 ppm (Slika 15). Konstante sprege iznose mu
4,8 te 3,8 Hz. Protoni Ha 1 He daju signale dubleta na 7,09 1 6,97 ppm, s time da je onaj protona Ha
preklopljen sa signalom dubleta Hy/He. Njihove konstante sprege iznose 4,7 1 3,3 Hz. Protoni Hq 1
He. daju dva signala dubleta dvostruke veze na 7,16 1 7,05 ppm, s ¢trans-konstantom sprege od 16,2,
odnosno 16,1 Hz. Benzenski protoni Hg 1 Hy uoCeni su u signalu neuobicajena multipleta na 6,64

— 6,57 ppm.
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ppm
Slika 14. "H NMR spektar spoja trans-3.
R 8 8 8 88 CE4 ] §
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trans-3 3
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: |
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’ ;8
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Slika 15. Uvedani prikaz aromatskog podru¢ja 'H NMR spektra spoja trans-3.
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Na >C NMR spektru prepoznaje se o¢ekivanih 13 signala (Slika 16). Signal na najzasjenjenijem
dijelu spektra odgovara ugljiku metoksi-skupine. Cetiri najmanja signala odgovaraju kvaternim
ugljicima, od kojih oni na nezasjenjenom dijelu odgovaraju benzenskim ugljicima. Za ostale

signale ne moze se sa sigurnosc¢u odrediti kojim to¢no ugljicima pripadaju.

HO

OCH;,
trans-3

L. L,lA " =l ) .ILJ‘..'._L - .LLLLJ, J it 5 e " Jx

155 1% w45 40 DS 10 125 Do us  mo 105 100 %5 s s & % % s 60 s
Slika 16. 1*C NMR spektar spoja trans-3.

(E)-4-metil-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (trans-4):

Na 'H spektru najzasjenjeniji signal pripada singletu protona H;, metilne skupine, na 2,29 ppm
(Slika 17). Uocen je i singlet protona Hj, hidroksilne skupine, na 4,89 ppm. Ponovno se razlikuju
sva tri tiofenska protona, Ha, Hp 1 He, sa signalima redom na 7,17, 6,99 i 7,06 ppm (Slika 18).
Dubleti protona Ha 1 He daju konstante sprege od 5,1 1 3,1 Hz, a dublet-dubleta protona Hy obje
spomenute od 4,9 i 3,6 Hz. Sto se ti¢e benzenskih protona, uoeni su signali dublet-dubleta na 6,92
ppm i dubleta na 6,68 ppm, koji odgovaraju protonima Hg 1 Hi. Oba signala sadrze karakteristicnu
aromatsku konstantu sprege, prvi od 8,0 Hz uz malu meta-konstantu sprege od 1,5 Hz, te drugi od

8,1 Hz.
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Slika 17. "H NMR spektar spoja trans-4.

Signal singleta tre¢eg benzenskog protona, H¢, uocen je na 7,26 ppm te je preklopljen sa signalom
otapala CDCls. Uocena su oba signala dubleta dvostruke veze protona Ha 1 He, na 7,27 1 7,13 ppm.
Prepoznati su po trans-konstanti sprege, koja kod prvog iznosi 16,1 Hz, a kod drugog 16,2 Hz.

13C NMR spektar pokazuje 12 signala umjesto ocekivanih 13 (Slika 19). Lako se uocava signal
ugljika metilne skupine, na 20,56 ppm te dva signala kvaternih benzenskih ugljika polozaja 11 4,

na 150,82 i 143,40 ppm.
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Slika 18. Uvedani prikaz aromatskog podru¢ja "H NMR spektra spoja trans-4.
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Slika 19. '3C NMR spektar spoja trans-4.
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3.3. Sinteza i spektroskopska analiza rezveratrolnih derivata trans-6 i trans-7

Kod sinteze rezveratrolnih derivata trans-6 1 trans-7 koristena je 5-metil-2-tiofenska sol te redom
5-metoksi-2-hidroksibenzaldehid 1 5-metil-2-hidroksibenzaldehid (Shema 7). Postupak je isti kao
1 prethodno opisani. Wittigovom je reakcijom provedena sinteza u struji dusika uz natrijev etoksid
kao bazu u etanolu kao otapalu, duljine trajanja od minimalno 48 h. Ponovno je dobivena smjesa

izomera, s time da je trans-izomer prema protonskom NMR spektru bio veéinski produkt.

HO HO
HchCHZI;Phg, Br + OHC —"'NaOE:EtOH AsC /s\ 7
2
OCH; OCH,4
HO HO
H3C/Q\CH2I;Ph3 Br + OHC Na%NﬂF HsC /s\ 7
2
CH, CH,

Shema 7. Reakcije sinteze rezveratrolnih derivata trans-6 i trans-7.

Ponovno se tankoslojnom kromatografijom prvobitno potvrdila postojanost produkta, u sustavu
otapala petroleter/eter (30 %), usporedbom s odgovaraju¢im aldehidom. Nakon ¢iS¢enja produkta
ekstrakcijom s diklormetanom, frans-izomer odijeljen je kolonskom kromatografijom. KoriStena
je kolona promjera 2 cm, ispunjena s 14 cm silikagelom, a koriSteni sustav otapala je
petroleter/eter, promjenjiva omjera. Dobivene su frakcije zadovoljavajuce Cistoce, odnosno udjela
cis-izomera manjeg od 5 %, pa nije bilo potrebno ponavljati kolonsku kromatografiju. Struktura

trans-izomera potvrdena je spektroskopskim metodama (Slike 20-25).
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(E)-4-metoksi-2-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil)fenol (trans-6):

Na zasjenjenom dijelu 'H NMR spektra uo¢avaju se dva signala velikih singleta, na 2,48 i 3,79
ppm, koji odgovaraju protonima Ha i Hj, metilne te metoksi-skupine (Slika 20). Uocen je i signal
singleta protona Hj, hidroksilne skupine, na 4,72 ppm. Sto se ti¢e tiofenskih protona Hp i Hc, uoéeni
su signali dubleta na 6,85 ppm i1 dublet-dubleta na 6,64 ppm, koji sadrze odgovarajucu konstantu
sprege od 3,4 Hz, ali se ne mogu sa sigurnoscu razlikovati (Slika 21). Benzenski protoni Hg i Hy
pokazuju signale dublet-dubleta na 6,68 ppm, zbog daljnjeg sprezanja, te dubleta na 6,72 ppm.
Karakteristicna aromatska konstanta sprege kod oba spomenuta signala iznosi 8,7 Hz, a kod
dublet-dubleta je uocena i meta-konstanta od 2,9 Hz. Singlet protona Hr uocen je na 6,97 ppm, s
malom meta-konstantom sprege od 1,5 Hz. Dva signala dubleta dvostruke veze, protona Hg i He,

uocena suna 7,16 1 6,99 ppm, s trans-konstantama sprege od 16,1 i 15,8 Hz.

J
HO H,
] / e
H3C \ /
S d ]
OCH34
trans-6
H,
‘ \ l H)
{,.,lx u\.JA 1 e o _ ‘ T ) ki bk P . . I
'-7:0.6:8‘6:6'6:4>6:2V6:0.SiSVS:G-5:4.5:2‘5:0‘4‘5‘4:6’4;4‘4:2‘4‘0’3:5.3-6V3i4.3-2V}tO.Z‘B.ZIGVZVA
ppm

Slika 20. '"H NMR spektar spoja trans-6.
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Slika 21. Uveéani prikaz aromatskog podru¢ja 'H NMR spektra spoja trans-6.
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Slika 22. '3C NMR spektar spoja trans-6.
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Na '>C NMR spektru prepoznato je ocekivanih 14 signala (Slika 22). Signali metilnog i metoksi-
ugljika nalaze se u zasjenjenom dijelu spektra, redom na 15,65 1 55,82 ppm. S druge strane, oni
najmanji signali, benzenskih kvaternih ugljika s polozajima 1 i 4, sigurno se nalaze na
nezasjenjenoj strani spektra. Ostali se signali ne mogu sa sigurnoscu razlikovati bez dodatnih

dvodimenzijskih tehnika.

(E)-4-metil-2-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil)fenol (trans-7):

Na 'H spektru uocavaju se dva signala singleta metilne skupine na 2,28 i 2,48 ppm (Slika 23).
Protonu H; odgovara prvi signal, a protonu H, drugi, zbog utjecaja blizine atoma sumpora. Proton
H; hidroksilne skupine daje singlet na 4,80 ppm. Tiofenski protoni Hp i Hc daju signale dubleta i
dublet-dubleta na 6,84 11 6,64 ppm (Slika 24). Oba sadrze karakteristi¢nu konstantu sprege od 3,4
Hz, a dublet-dubleta sadrzi i malu spregu od 1,1 Hz.

M 0000000 9D

HO

CH,
trans-7

74 72 70 &8 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 35 34 32 30 28 25 24 2
ppm

Slika 23. '"H NMR spektar spoja trans-7.
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Benzenski proton Hr daje signal dubleta na 7,24 ppm s malom meta-konstantom sprege od 1,5 Hz,
a protoni Hg i Hy signale dublet-dubleta na 6,91 ppm te dubleta na 6,68 ppm. Sadrze jednaku
aromatsku konstantu sprege od 8,1 Hz, dok dublet-dubleta ima i meta-spregu od 1,8 Hz. Konacno,
protoni dvostruke veze daju dva dubleta na 7,17 1 6,98 ppm, s frans-konstantom sprege od 16,1

Hz.

t HO
HsC I N A
s 1
CH,
trans-7
H/H H,/H H
d’'*1e d - h
H, e . H,/H, H,/H,
I | \ 1 | | ‘
| . I M
7.24 ' 720 716 742 7,;)8 7.04 7.00 ' 6.96 6.92 ' 6.88 6.84 ' G,ER) 6.76 6.‘72 6.68 6;1
Ppm

Slika 24. Uvedani prikaz aromatskog podru¢ja 'H NMR spektra spoja trans-7.

Pronadeno je svih 14 signala u '*C NMR spektru (Slika 25). Ponovno se daju uoéiti signali metilne
skupine, 1 to na 15,64 1 20,57 ppm, te signali kvaternih ugljika benzenskog dijela molekule, na

nezasjenjenom dijelu spektra.
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Slika 25. '3C NMR spektar spoja trans-7.

Svim sintetiziranim i izoliranim rezveratrolnim derivatima frans-1-4 te trans-6 1 trans-7, strukture
su potvrdene 1 masenom spektrometrijom, a njihova je Cisto¢a dokazana HRMS (engl. High

Resolution Mass Spectrometry) analizama (vidjeti Eksperimentalni dio).
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3.4. Antioksidacijska aktivnost i inhibicija kolinesteraze novih derivata

rezveratrola

Novim je rezveratrolnim derivatima trans-1-4, trans-6 1 trans-7 procijenjena antioksidacijska
aktivnost te moguénost inhibicije acetilkolinesteraze (AChE) te butirilkolinesteraze (BChE). Dvije
antioksidacijske spektrofotometrijske metode, DPPH i CUPRAC, primijenjene su za odredivanje
antioksidacijskog potencijala. Za nove derivate rezveratrola, prikazani su maksimalni postotci

inhibicije 1 njihove odgovarajuc¢e koncentracije (Tablica 1).

Inhibitorni ucinak novih rezveratrolnih derivata na enzime eeAChE i agBChE ispitivan je
koriStenjem modificirane Ellmanove metode. Spojevi su testirani u Sirokom rasponu koncentracija
te ukoliko je inhibicija bila veca od 50 %, izracunata je vrijednost ICso. Dobiveni rezultati
usporedivani su s referentnim lijekom galantaminom. Analiziran je utjecaj vrste i polozaja
supstituenata na fenolnom dijelu molekule te utjecaj supstituenta na tiofenskom prstenu (Tablica

2).

DPPH je najceS¢e koriStena metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti razli¢itih
potencijalnih antioksidansa. DPPH je stabilan organski radikal sposoban prihvatiti elektron ili
vodikov radikal te se transformirati u neradikalni oblik, DPPH-H. Postotak neutralizacije radikala
koristi se kao mjera antioksidacijske sposobnosti spoja. Postotci inhibicije izrazeni su kao srednje
vrijednosti + standardna devijacija. Vrijednosti ICso su izracunate za komponente koje su postigle
viSe od 50% neutralizacije DPPH radikala. Derivati rezveratrola s ortho-OH skupinom i elektron-
doniraju¢im metoksi- i metilnim skupinama na meta-polozaju fenolnog prstena (¢rans-3, trans-4,
trans-6 1 trans-T) pokazali su jacu antioksidacijsku aktivnost od standardnog rezveratrola. Njihove
ICso vrijednosti kretale su se od 23,8 do 51,4 uM sljede¢im redoslijedom: trans-6 > trans-7 >
trans-3 > trans-4. Utvrdeno je da metilna skupina na tiofenskim prstenovima nema utjecaja na
antioksidacijsku aktivnost. Prisutnost halogenih atoma na fenolnom prstenu (trans-1 i trans-2)

smanjila je antioksidacijsku aktivnost.
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Tablica 1. Antioksidacijski potencijal rezveratrolnih derivata trans-1-4, trans-6 i trans-17.

Sooi DPPH CUPRAC
Po)
ICso (nM) Inhibicija* (%) mol TE/mol spoja
HO
7\ P
s 265,1 65,0 + 2,4 (500) 0,713
trans-1 -
HO
7\ P
s 159,2 77,2 + 0,5 (500) 0,925
trans-2
HO
7o\ P
s 36,2 87,7 + 0,8 (500) 1,111
trans-3 OCH,
HO
7\ P
s 51,4 90,3 + 0,6 (400) 0,852
trans-4 CH,
HO
HsC /| =
s 23,8 86,2 + 2,3 (50) 2,350
— OCH;,
HO
ch/é:‘ Z
26,3 89,3 + 1,2 (250) 1,148
trans-7 CHs
Rezveratrol 74,0 n.o.** n.o.**

*Brojevi prikazani u zagradama predstavljaju maksimalno testirane koncentracije u uM. **Nije

odredeno.

CUPRAC test temelji se na redukciji Cu*" u Cu* zbog djelovanja antioksidansa. Reakcija se odvija

pri pH 7,0 (blizina fizioloSkog pH) u prisutnosti neokuproina.

33



Tablica 2. Inhibicija kolinesteraza rezveratrolnih derivata trans-1-4, trans-6 1 trans-7.

eeAChE eqBChE
Spoj S o
ICso (uM) Inhibicija ICso (uM) Inhibicija
(%) (%)
HO
o 80,4 + 6,4
s 82.3 83,0+2,5 53.0
trans-1 = (250) (200)
HO
s 83,5+0,8
g F 177.7 809+1,9 66.0
trans-2 (SOO) (400)
HO
. 68,5+ 6.2
§A~F 404.6 77,8 +£5,2 206.4
trans-3 OCH, (500) (500)
HO
- 81,1 £2,2
i 225,0 82,1+ 1,1 36.5
trans-4 CH, (250) (250)
HO
o) 83,1+0,8
HC g AF 62.9 81,1 £1,1 125
trans8 OCH, (200) (200)
0
&
i 88,5+ 5,0
s)\/\Q 924 782%7,7 2
vans?  O® (150) (250)
Galantamin 0,15 1.0, %* 7.9 BT

* Brojevi prikazani u zagradama predstavljaju maksimalno testirane koncentracije u uM. **Nije

odredeno.
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Reaktivne aril-OH skupine polifenola 1 drugih antioksidansa oksidiraju se u odgovarajuce kinone,
a Cu*"-neokuproin se reducira u obojeni kompleks Cu*-neokuproin. Rezultati CUPRAC testa
prikazani su kao molovi Trolox ekvivalenta (TE) po molu ispitivanog spoja. CUPRAC test
potvrdio je rezultate DPPH metode, pri ¢emu su najsnazniji antioksidansi bili spojevi trans-6 i

trans-7, nakon kojih su slijedili spojevi trans-3, trans-2, trans-4 1 trans-1.

Novi su rezveratrolni derivati postigli ICso vrijednosti u mikromolarnim koncentracijama, i
pokazali uspjeSnost inhibicije AChE enzima po sljedeCem redoslijedu: trans-6 > trans-1 >
trans-7 > trans-2 > trans-4 > trans-3. Uoceno je da spoj trans-1 s meta-Cl supstituentom na
polifenolnom prstenu snaznije inhibira AChE u usporedbi sa spojevima s fluoro, metilnim ili
metoksi- supstituentima na istom polozaju. Osim toga, metilirani tiofeni (trans-6 i trans-7)
pokazali su bolju inhibiciju AChE enzima nego njihovi nemetilirani analozi (trans-3 i trans-4).
Opcenito je utvrdena veca osjetljivost kod BChE na derivate rezveratrola nego kod AChE. Spoj
trans-7 postigao je najviSu inhibiciju BChE s ICso vrijednosti od 24,8 pM. Prethodno je
molekulsko pristajanje (engl. docking) pokazalo da metilirani tiofen doprinosi boljoj interakeiji

spoja s Trp82 na aktivnom mjestu BChE.

Na temelju rezultata mjerenja zakljuCuje se kako spoj frams-7 ima znafajnu antioksidacijsku
aktivnost, kao 1 sposobnost inhibicije kolinesteraze, pa je odabran kao spoj za molekulsko
pristajanje (Slika 26). Time se vizualizirala struktura kompleksa liganda (molekula spoja trans-7)
1 aktivnog mjesta enzima BChE, te su identificirane nekovalentne interakcije odgovorne za

stabilnost kompleksa, koje utjecu na potencijal inhibicije.
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Slika 26. Struktura aktivnog mjesta BChE u kompleksu s molekulom spoja trans-7.

Molekularno pristajanje spoja trans-7 u aktivno mjesto BChE rezultiralo je strukturom prikazanom
na slici 26. Hidroksilna skupina rezveratrolnog derivata trans-7 sudjeluje u stvaranju vodikove
veze s Glul97 anionske poddomene. His438 je u nekovalentnoj interakciji s fenilnim prstenom
liganda. Obje aromatske jezgre u spoju trans-7, fenilna i tiofenska, stvaraju nekovalentne m-m

interakcije s aromatskim ostacima aktivnog mjesta.
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3.5. Genotoksi¢nost

Temeljito istrazivanje svih necisto¢a koje mogu biti prisutne u aktivnom farmaceutskom sastojku
1 gotovom farmaceutskom proizvodu od presudne je vaznosti za sigurnost lijekova. U okviru
neCisto¢a postoji posebna kategorija, a to su moguéi genotoksi¢ni spojevi. Potencijalni
genotoksi¢ni spojevi stroze su regulirani i kontrolirani na znatno nizim razinama nego druge
necisto¢e (ICH M7 smjernice). Razine koje mogu biti prisutne u tvari/proizvodu izraCunavaju se
na temelju njihovog odredenog prihvatljivog dnevnog unosa i maksimalne dnevne doze. Kod
novih se spojeva prihvatljivi dnevni unos, obi¢no ne odreduje odmah toksikoloskim studijama na
zivotinjama, ve¢ se procjene prvenstveno obavljaju koriStenjem in silico Q(SAR) alata. (Q)SAR
modeli predvidaju biolosku aktivnost na temelju strukturnih komponenti te su posebno vazni u
ranim fazama pretraZivanja potencijalno aktivnih farmaceutskih tvari. Eliminacija svih spojeva
koji mogu imati mutagena svojstva Stedi novac i vrijeme. Alat koji se naj¢es¢e koristi u tu svrhu
je softver Lhasa (Nexus v.2.5.2, Sarah Nexus v.3.2.1, Derek Nexus v.6.2.1) jer sadrzi dva
komplementarna modela te su njihova predvidanja naknadno jo$ pregledana. U slu¢aju spojeva
trans-1-4 te trans-6 1 trans-7, rezveratrol je koriSten kao sredstvo za utvrdivanje najblizeg
poznatog spoja koji se koristi kao lijek (Tablica 3). Derek Nexus nije pronaSao strukturna
upozorenja niti za jedan derivat. Kod Sarah Nexusa su neki od tih spojeva izvan podrucja primjene
Sto nije iznenadujuce za vrlo nove sinteticke spojeve kojima se tek pocinje istrazivati bioloska
aktivnost. Rezultati spoja frans-7 za Sarah Nexus ukazuju da se on mozZe smatrati negativnim na
genotoksi¢nost, a oni spoja trans-1 da je pak pozitivan. Stoga je spoj trans-7 najbolji kandidat s
gledista sigurnosti za nastavak rane faze razvoja. Spojevi trans-2, trans-3, trans-4 1 trans-6 mogli
bi se dodatno istraziti ako postanu obecavaju¢i kandidati za lijekove. Tada se moze provesti in
vitro AMES test, dok bi za spoj trans-1 uz to bilo potrebno provesti 1 in vivo kvalifikacijske studije,
kako bi se pokazalo da se moze koristiti kao aktivna farmaceutska tvar. Iz perspektive genotoksicne
sigurnosti 1 rezultata prikazanih za mjere bioloske aktivnosti, ¢ini se da je spoj frans-7 najbolji

kandidat.
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Tablica 3. Rezultati Lhasa M7 istrazivanja potencijala genotoksicnosti sintetiziranih derivata.

Spoj ICH M7 procjena procjena l.lku.p.no

razred Derek Sarah in silico

trans-1 3 ess) 800 Pozitivno
trans-2 5 ess 0000 Negativno
trans-3 5 ess 0000 Negativno
trans-4 5 ess 0000 Negativno
trans-6 5 ess 0000 Negativno
trans-7 5 . @000 Negativno

3.6. NMR titracije

Provedena je NMR titracija za spoj trans-4 tako $to je izloZen promjenama temperature od 278 do
328 K te je pri svakoj temperaturi zabiljezen odgovarajuéi '"H NMR spektar (Slika 27). Time su
ispitane mogucée promjene u konformacijama zbog razbijanja vodikovih veza u molekulama
poviSenjem temperature. Kao Sto se 1 ocekivalo, najveca je promjena uocena kod kiselog protona
hidroksilne skupine (oko 4,9 ppm) prema viSe zasjenjenom podrucju. U nezasjenjenom dijelu
molekule, protonski se signali pomicu s povecanjem temperature prema zasjenjenijem podrucju,
ali ne istim intenzitetom. Najveca pomicanja vidljiva su kod aromatskog protona u neposrednoj
blizini hidroksilne skupine te protona na dvostrukoj vezi, koji su 1 u razli¢itim konformacijama
oba relativno blizu hidroksilne skupine. Ova vrsta ispitivanja promjena kemijskih pomaka pod
utjecajem temperature jasno pokazuje da postoje intermolekularne vodikove veze izmedu
molekula rezveratrolnih derivata u otopinama. One pucaju, ¢ime te molekule postaju fleksibilnije,
pa zauzimaju neke druge konformacije. To se odraZava u pomicanju signala pojedinih protona koji

su najblizi tim promjenama.*!
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Slika 27. Prikaz temperaturne ovisnosti kemijskih pomaka karakteristi¢nih protona spoja trans-4.
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4. Eksperimentalni dio

4.1. Opce napomene

Otapala koristena tokom sinteze oc¢is¢ena su destilacijom, komercijalno su dostupna i pravilno
odlagana nakon koristenja. Kolonska kromatografija provedena je na kolonama razli¢itih duljina i
promjera, pritom punjenih odgovaraju¢om koli¢inom silika-gela. Metode nuklearne magnetske
rezonancije (NMR), 'H i 1*C, te masene spektrometrije i HRMS koriStene su za identifikaciju
sintetiziranih spojeva i odredivanje njihove &istodée. Spektri 'H i '3C snimljeni su na Institutu
Rudera Bogkovi¢a, instrumentom Bruker Avance 600, na 600 MHz za 'H, te na 150 MHz za '3C
spektre. Sintetizirani spojevi otopljeni su u deuteriranom kloroformu (CDCIl3) kao otapalu za
snimanje NMR spektara, a tetrametilsilan (TMS) je koristen kao standard. Kemijski pomaci
izraZeni su u ppm jedinicama (engl. parts per million). U "H NMR spektrima uogeni su specifi¢ni
signali koji ne odgovaraju spojevima, poput signala za vodu u kloroformu na 1,56 ppm, signala za
dietil-eter na 1,21 ppm i 3,48 ppm, te signala za kloroform na 7,26 ppm. Specifi¢ni signal koji se
javlja u svakom *C NMR spektru sastoji se od tri pika na 77 ppm od CDCI; kao otapala, a moZe

se uociti 1 signal dietil-etera na 15,20 ppm te na 65,91 ppm.

4.2. Sinteza 5-metil-2-tiofenske soli

U laboratoriju je prethodno sintetizirana tiofenska sol koristena kao Wittigov reagens za sintezu
rezveratrolnih derivata 1-5. Uz nju je sintetizirana nova S5-metil-2-tiofenska sol za sintezu
rezveratrolnih derivata 6 1 7 (Shema 8). U okrugloj tikvici od 250 mL otopljeno je 4,925 g tekuceg
2,5-dimetiltiofena (0,044 mol) u 133 mL tetraklorugljika (CCl4) te je dodana ekvivalentna koli¢ina
N-bromsukcinimida (NBS) od 7,835 g (1 eq). Tikvica je u¢vrs¢ena na aparaturu (Slika 28.) kako
bi se smjesa mijeSala u uljnoj kupelji na temperaturi refluksa (150 °C). Nakon uspostavljanja
refluksa, u reakcijsku je smjesu dodan prvi obrok AIBN-a, na vrhu Spahtle, te je temperatura
smanjena na 100 °C. Nakon Sto se refluks ustalio, reakcijska smjesa osvijetljena je stolnom
lampom radi inicijacije reakcije. Nakon 1,5 h refluksa uoceno je stvaranje odgovarajuc¢eg bromida
kao svijetlo-smedeg taloga na dnu tikvice, te izdvajanje bijelih pahuljastih kristala sukcinimida na
povrsini otopine. Drugi obrok AIBN-a dodan je nakon dodatnih sat vremena te je reakcijska smjesa
ostavljena jo§ 3 h na mijeSanju pri temperaturi refluksa. Zatim je nastali sukcinimid filtriran

pomocu naboranog filter papira, daju¢i bistar narancasti filtrat. Prilikom uparivanja filtrata na
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rotacijskom uparivacu, zaostaje smedi uljasti talog nastalog tiofenskog bromida. No, zbog
relativno dugog uparivanja i stajanja u digestoru bez otapala, talog je reagirao iznenadnim
stvaranjem ljubicaste pjene i dima. Brzom intervencijom dodano je 50 mL benzena i ekvivalentna
koli¢ina trifenilfosfina (PPh3) od 11,527 g, ¢ime je reakcija ponovno dovedena pod kontrolu.
Nadalje, reakcijska je smjesa stavljena 1 h na mijeSanje pri temperaturi refluksa (140 °C) pri cemu
se nije moglo uspostaviti idealno vrtlozno mijesSanje. Na kraju je ostavljena reakcijska smjesa samo
na mijes$anju pri sobnoj temperaturi priblizno 84 h (Slika 29). Nakon toga je vakuum-filtriranjem
dobivena sol kremaste boje koja je ostavljena 24 h na susenju u eksikatoru. Gotova sol pohranjena
je u kristalirci pokrivenoj filter papirom u eksikatoru. Dobivena masa 5-metil-2-tiofenske soli

iznosi priblizno 10 g.

IT%r
S N
HsC\@/CHs + ccl, + Ovo _AIBN o H3C\®/CHZBr
hv

PPhs s . _
—>» HC CH,PPh; Br
benzen U/

Shema 8. Reakcija sinteze 5-metil-2-tiofenske soli.

1 1 —stalak
2 — mufa s klemom za hladilo
24 3 — mufa s klemom za tikvicu
4 — magnetska mijesalica
7 5 — magneti¢

6 — uljna kupelj
7 — tikvica s okruglim dnom
8 — Liebigovo hladilo

Slika 28. Aparatura za sintezu 5-metil-2-tiofenske soli.
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Slika 29. Reakcijska smjesa po zavrSetku sinteze, prije vakuum-filtriranja.

4.3. Sinteza novih rezveratrolnih derivata 1-7

Slijedi opis opcenitog postupka sinteze Wittigovom reakcijom te ostalih potrebnih koraka za
dobivanje pojedinih frans-derivata rezveratrola. Osnovnu aparaturu ¢ine trogrla tikvica od 250
mL, lijevak za dokapavanje od 50 mL, klor-kalcijski nastavak te magneti¢ za mijeSanje (Slika 30).
Ona se najprije propuhuje strujom dusika 15 minuta, s time da je tre¢e grlo zatvoreno gumenim
septumom, a lijevak za dokapavanje staklenim ¢epom. Po zavrSetku propuhivanja napuni se balon
dusikom 1 stavi na septum tikvice pomocu Sprice, kako bi se osigurala inertna atmosfera unutar
tikvice. Osnovna se aparatura potom ucvrsti na stalak, iznad magnetske mijesalice. Zatim se kroz
srednje grlo tikvice ulije 40 mL apsolutnog etanola te ekvivalentna odvaga tiofenske soli, pa se
namjesti vrtlozno mijeSanje dobivene blijedozute reakcijske smjese, pri sobnoj temperaturi. U
lijevak za dokapavanje ulije se 10 mL apsolutnog etanola te se postepeno ubacuju komadic¢i odvage
natrija kako bi se dobio natrijev etoksid (NaOEt). Natrij se dodaje u 10 %-tnom suvisku zbog svoje

brze oksidacije i tendencije stvaranju sloja NaOH na povrS$ini. Zbog natrijeve velike reaktivnosti,

42



potrebno je oprezno rukovanje i njegovo konstantno drzanje u petroleteru kako ne bi bio izlozen
zraku. Zatim se ulije 2-3 mL pripravljene otopine NaOEt u reakcijsku tikvicu te se doda 0,5 g
odgovarajuc¢eg aldehida, Sto bude praceno promjenom boje u zutu, narancastu ili smedu zbog
nastanka ilida (Slika 31). Nakon S$to se ostatak otopine NaOEt dokapa, ukloni se lijevak te se na
srednjem grlu tikvice ostavi stakleni ¢ep. Reakcijsku smjesu potrebno je mijeSati minimalno 48 h
na sobnoj temperaturi. Tijek reakcije prac¢en je barem jednom tankoslojnom kromatografijom u
sustavu petroleter/eter (30 %), usporedbom s odgovaraju¢im aldehidom, kako bi se uocilo
stvaranje produkta te mogucéi zaostatak aldehida u reakcijskoj smjesi. Na kraju se sadrzaj trogrle
tikvice prebaci u okruglu tikvicu od 250 mL, ispiranjem s etanolom, kako bi se upario do suhog
na rotacijskom uparivacu. Slijedi prociS¢avanje dobivenog spoja ekstrakcijom. Lijevak za
odjeljivanje napuni se s 40-ak mL destilirane vode, a dobiveni spoj se u njega prebaci otapanjem i
ispiranjem s 40-ak mL diklormetana. MijeSanje i odvajanje slojeva provede se tri puta, tako da se
donji, organski sloj vraca, a gornji, vodeni sloj mijenja. Pri zadnjoj ekstrakciji, organski se sloj
ispusti u Cistu Erlenmeyerovu tikvicu s magnezijevim sulfatom (MgSO4) 1 ostavlja na suSenju 30
minuta. Dekantiranjem 1 ispiranjem diklormetanom u okruglu tikvicu, uparava se koriSteni DCM
na rotacijskom uparivacu i1 zaostaje Cista smjesa izomera produkta. Ona se dalje prociscava
kolonskom kromatografijom na koloni punoj silika-gelom (10-14 cm), koriste¢i smjesu
petroleter/eter (PE/E) promjenjive koncentracije radi razdvajanja dobivenih izomera u frakcijama,
tako da na kraju ostaje manje od 5 % cis-izomera uz vecinski trans-izomer pojedinog
rezveratrolnog derivata 1-7 (Slika 32). Potvrda strukture i Cistoe izoliranih pojedinih frans-

izomera dobivena je koritenjem 'H i '*C NMR spektara te MS i HRMS analiza.

1 — stalak

2 — mufa s klemom za tikvicu

3 — magnetska mijesalica

4 — magneti¢

5 —trogrla tikvica s okruglim dnom

6 — klor-kalcijski nastavak

7 —lijevak za dokapavanje

8 — septum

9 — $prica s balonom ispunjenim dusikom

Slika 30. Aparatura za sintezu rezveratrolnih derivata.
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Slika 32. Prikaz tijeka kolonske kromatografije.
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Derivati 1-5 pripravljaju se na opisani nacin, koriStenjem (tiofen-2-il)-trifenil-fosfonijeve soli i
0,5 g odgovarajuceg aldehida, a derivati 6 i 7 koriStenjem (5-metiltiofen-2-il)-trifenil-fosfonijeve

soli.

(E)-4-klor-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (¢rans-1) 1 (£)-4-klor-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (cis-1)

SN — cl

cis-1

(trans-1): 100 mg, 95 % izoliranog spoja, 'H NMR (CDCls, 600 MHz) 6/ppm: 7,43 (d, 1H, J =
2,5 Hz, Hy), 7,25 (d, 1H, Jse = 16,2 Hz, Hdo/He), 7,21 (d, 1H, Ju» = 5,4 Hz, Ha), 7,09-7,02 (m, 2H,
Hg, Ho/He), 7,08 (d, 1H, Jie = 3,3 Hz, Hc), 7,00 (dd, 1H, Ju»= 5,1 Hz, Jie = 3,7 Hz, Hy), 6,71 (d,
1H, Jgi = 8,5 Hz, Hu), 5,12 (s, 1H, Hi). '*C NMR (CDCls, 150 MHz) &/ppm: 151,45, 142,72,
128,04, 127,65, 126,64, 126,57, 126,08, 125,95, 124,88, 124,30, 121,31, 117,18. MS (ESI) m/z
(%, fragment): 235 (100); HRMS (m/z) za C12HoClOS: [M + H] catea = 236.0063, [M + H] "measured
=236.0057.

(E)-4-fluor-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (¢rans-2) i (Z)-4-fluor-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (cis-
2)

cis-2

(trans-2): 35,3 mg, 97 % izoliranog spoja, 'H NMR (CDCls, 600 MHz) ¢/ppm: 7,25 (d, 1H, Ja =
15,8 Hz, Ha/He), 7,22 (d, 1H, Ju» = 4,2 Hz, Ha), 7,20 — 7,14 (m, 1H, HyHg/Hy), 7,10 (d, 1H, Jae =
16,0 Hz, Ho/He), 7,09 (d, 1H, Jisc = 3,3 Hz, H¢), 7,01 (dd, 1H, Ju»= 5,0 Hz, Js. = 3,6 Hz, Hp), 6,85
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— 6,79 (m, 1H, Hy/Hy/Hn), 6,75 — 6,70 (m, 1H, HyHy/Hy), 4,87 (s, 1H, Hj). >*C NMR (CDCl, 150
MHz) §/ppm: 159,00, 155,84, 148,89, 142,72, 127,65, 126,61, 124,86, 124,16, 121,65, 116,90,
114,99, 112,93. MS (ESI) m/z (%, fragment): 219 (100); HRMS (m/z) za C12HoFOS: [M + H]" catea
=220.0358, [M + H]"measured = 220.0353.

(E)-4-metoksi-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (trans-3) i (£)-4-metoksi-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol
(cis-3)

SN—= OCH,

cis-3

(trans-3): 107,9 mg, 97 % izoliranog spoja, 'H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 7,16 (d, 1H, Jz
= 16,2 Hz, Hao/He), 7,09 (d, 1H, Ju» = 4,7 Hz, Ha), 7,05 (d, 1H, Jse = 16,1 Hz, Ha/He), 6,97 (d, 1H,
Jre = 3,3 Hz, He), 6,91 (s, 1H, Hy), 6,88 (dd, 1H, Ju» = 4,8 Hz, Jp = 3,8 Hz, Hp), 6,64 — 6,57 (m,
2H, Hg, Hy), 3,70 (s, 3H, H;) (ne vidi se signal protona hidroksilne skupine). *C NMR (CDClI;,
150 MHz) é/ppm: 152,76, 146,24, 142,12, 126,54, 125,10, 124,02, 123,42, 122,24, 121,69, 115,91,
113,47, 110,50, 54,83. MS (ESI) m/z (%, fragment): 231 (100); HRMS (m/z) za C13H120:S: [M +
H] caled = 232.0558, [M + H] measured = 232.0551.

(E)-4-metil-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (trans-4) i (£)-4-metil-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (cis-
4)

S N= CHs

cis-4

trans-4
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(trans-4): 91,3 mg, 97 % izoliranog spoja, 'H NMR (CDCls, 600 MHz) 6/ppm: 7,27 (d, 1H, Ja =
16,1 Hz, Ha/He), 7,26 (s, 1H, Hy), 7,17 (d, 1H, Ja» = 5,1 Hz, Ha), 7,13 (d, 1H, Jae = 16,2 Hz, Ha/He),
7,06 (d, 1H, Jy = 3,1 Hz, He), 6,99 (dd, 1H, Ju»= 4,9 Hz, Jsc = 3,6 Hz, Hy), 6,92 (dd, 1H, Jg, = 8,0
Hz, Ji = 1,5 Hz, Hy), 6,68 (d, 1H, Jgi = 8,1 Hz, Hy), 4,89 (s, 1H, H;), 2,29 (s, 3H, Hi). *C NMR
(CDClI3, 150 MHz) o/ppm: 150,82, 143,40, 130,27, 129,17, 127,53, 125,87, 124,23, 123,94,
122,99, 122,91, 115,87, 20,56 (jedan kvaterni ugljik se ne vidi); MS (ESI) m/z (%, fragment): 215
(100); HRMS (m/z) za C13H120S: [M + H] cated = 216.0609, [M + H] "measured = 216.0609.

(E)-4-dimetilamino-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (trans-5) 1 (Z)-4- dimetilamino -2-(2-(tiofen-2-
il)vinil)fenol (cis-5)

HO

aw
S STN—= N(CH),

N(CHs),

trans-5 cis-5

Reakcija s 4-dimetilamino-2-hidroksibenzaldehidom nije i§la. Dobiveni '"H NMR spektar sadrzi
samo signale neizreagiranog aldehida i1 nepoznatog nusprodukta.

(E)-4-metoksi-2-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil)fenol (trans-6) 1 (Z)-4-metoksi-2-(2-(5-metiltiofen-
2-il)vinil)fenol (cis-6)

(trans-6): 5,4 mg, 95 % izoliranog spoja, 'H NMR (CDCls, 600 MHz) &/ppm: 7,16 (d, 1H, Jae =
16,1 Hz, Ho/He), 6,99 (d, 1H, Ja = 15,8 Hz, Ho/He), 6,97 (s, 1H, Hy), 6,85 (d, 1H, Js. = 3,4 Hz,
Hy/He), 6,72 (d, 1H, Jgn = 8,7 Hz, Hy), 6,68 (dd, 1H, Jo» = 8,7 Hz, J;, = 2,9 Hz, Hy), 6,64 (dd, 1H,
Joe = 3,4 Hz, J = 1,1 Hz, Hy/Hc), 4,72 (s, 1H, Hj), 3,79 (s, 3H, Hi), 2,48 (s, 3H, Ha). °C NMR
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(CDCls, 150 MHz) oé/ppm: 153,93, 147,05, 141,08, 139,47, 126,48, 125,76, 125,22, 123,84,
121,36, 116,85, 114,20, 111,41, 55,82, 15,65. MS (ESI) m/z (%, fragment): 245 (100), 160 (50);
HRMS (m/Z) Za C14H]4OZS: [M + H]+calcd = 246.0715, [M + H]+measured = 246.0708.

(E)-4-metil-2-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil)fenol (frans-7) i1 (Z)-4-metil-2-(2-(5-metiltiofen-2-
il)vinil)fenol (cis-7)

HO
STN= CHj,

cis-T

(trans-7): 43,2 mg, 97 % izoliranog spoja, '"H NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm: 7,24 (d, 1H, Jj, =
1,5 Hz, Hy), 7,17 (d, 1H, Ja.= 16,1 Hz, Ho/He), 6,98 (d, 1H, Js. = 16,1 Hz, Hao/He), 6,91 (dd, 1H,
Jon = 8,1 Hz, Ji; = 1,8 Hz, Hy), 6,84 (d, 1H, Js. = 3,4 Hz, Hv/Hc), 6,68 (d, 1H, Jgn = 8,1 Hz, Hy),
6,64 (dd, 1H, Jy).= 3,4 Hz, J= 1,1 Hz, Hv/H¢), 4,80 (s, 1H, Hj), 2,48 (s, 3H, Ha), 2,28 (s, 3H, Hj).
3C NMR (CDCls, 150 MHz) 6/ppm: 150,68, 141,32, 130,25, 128,91, 127,42, 126,20, 125,71,
124,33, 124,16, 123,51, 121,53, 115,82, 20,57, 15,64. MS (ESI) m/z (%, fragment): 229 (100);
HRMS (m/z) za C14H140S: [M + H] calcd = 230.0765, [M + H] measured = 230.0760.
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5. Zakljucak

U ovom su radu sintetizirani novi trans-derivati rezveratrola Wittigovom reakcijom. Glavni je cilj
istrazivanje njihove potencijalne primjene u lijeCenju Alzheimerove bolesti, posebice kao
inhibitora kolinesteraza. Rezultati ukazuju kako derivati rezveratrola koji sadrze metilirani
tiofenski dio (trans-6 i trans-T7) pokazaju bolju inhibiciju i AChE i BChE u usporedbi s njihovim
nemetiliranim analozima (frans-3 i trans-4). Zatim, enzim BChE pokazao je opcenito vecu
osjetljivost na nove derivate rezveratrola nego enzim AChE. Prema DPPH i CUPRAC
antioksidacijskim testovima, novi derivati rezveratrola s ortho-OH 1 metoksi- ili metilnim
skupinama na meta-polozaju fenolnog prstena (trans-3, trans-4, trans-6 1 trans-T7) pokazali su
snazniju antioksidativnu aktivnost od standardnog rezveratrola. Najznacajnije rezultate pokazuje
derivat frans-7, s najviSom antioksidacijskom aktivno$¢u te inhibicijom BChE, ostvarivsi
vrijednost ICso od 24,8 uM. Takoder, in silico analiza genotoksi¢ne sigurnosti potvrdila je spoj
trans-T kao najbolji kandidat za daljni rani stadij razvoja lijekova. Ovi rezultati su ohrabrujuéi i
ukazuju na potencijalnu primjenu sintetiziranih spojeva kao terapijskih agenasa za Alzheimerovu
bolest. Oni pruzaju temelj za daljnje studije koje bi se trebale fokusirati na optimizaciju ovih

spojeva kako bi se postigla jos bolja bioloska aktivnost i potencijalna klini¢ka primjena.
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