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POPIS | OBJASNJENJE KRATICA KORISTENIH U RADU:

AB - Alzheimerova bolest

ACh —eng. Acethylcholine - acetilkolin

AChE — eng. Acetylcholinesterase - acetilkolinesteraza

acetil-CoA — acetil koenzim A

BChE — eng. Butyrylcholinesterase - butirilkolinesteraza

GABA — y-aminobuterna kiselina

FDA —eng. The Food and Drug Administration agency - Agencija za hranu i lijekove
EMA — European Medicines Agency - Europska agencija za lijekove
Z- njem. zusammen - zajedno; s iste strane

E- njem. entgegen - nasuprot; sa suprotnih strana

m-CPBA — meta-klorperoksibenzojeva kiselina

DCM - diklormetan

Sn2 — nukleofilna supstitucija

THF — tetrahidrofuran

NaOEt — natrijev etoksid

EtOH — etanol

PE — petroleter

TLC — tankoslojna kromatografija

NMR — eng. Nuclear Magnetic Resonance - nuklearna magnetska rezonancija
CDCl3 — kloroform

TMS — tetrametilsilan

UV/VIS — ultraljubicasto/vidljivo

IR — infracrveno

GC-MS - vezni sustav plinska kromatografija - masena spektrometrija

HRMS — eng. High Resolution Mass Spectrometry - spektrometrija masa visokog
razlucivanja

NOESY - eng. Nuclear Overhauser effect spectroscopy - spektroskopija koja koristi
nuklearni Overhauserov efekt
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1. uvOD

Alzheimerova bolest (AB) predstavlja glavni uzrok demencije kod starijih osoba. Pojava
simptoma ovog progresivnog neurodegenerativnog poremecaja dolazi zbog smanjenja
sinapticke dostupnosti acetilkolina. Sukladno tome, metoda lijeCenja Alzheimerove bolesti
zasniva se na povecanju sinapticke razine acetilkolina (ACh) u mozgu, $§to se moze postici

inhibicijom acetilkolinesteraze (AChE), enzima zaduzenog za hidrolizu ACh.

U okviru ovog rada sintetizirani su alkoholni, eterski, acilni i1 epoksidni derivati
benzobiciklo[3.2.1]-skeleta ¢ije su premostene biciklicke strukture dobivene fotokemijskim
putem. Novi spojevi testirani su kao inhibitori oba humana enzima, AChE 1 butirilkolinesteraze
(BChE). Za identifikaciju i odredivanje dobivenih struktura koriStene su jednodimenzionalne

'H i 13C NMR metode te NOESY spektroskopska metoda.

Cilj ovog rada bila je funkcionalizacija primarno dobivenih fotoprodukata radi dobivanja novih
epoksida, alkohola i etera, te acilnih derivata. Siroki raspon dobivenih spojeva zajedni¢kog
osnovnog skeleta daljnjim funkcionalizacijama 1 transformacijama moze rezultirati

inhibitorima kolinesteraza.



2. OPCI DIO
2.1. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest (AB) je najées¢i uzrok demencije starijih osoba, koju karakterizira
slabljenje kognitivnih i nekognitivnih funkcija. Kratkorocno i dugorocno pamdéenje tada je
oslabljeno, kao i govorne vjestine, koncentracija, te paznja. Posljedica toga je onemoguceno
ucenje i zadrzavanje novih vjestina, kao i postepeni gubitak postojeéih. Problemi koji se takoder
mogu javiti su depresija, uznemirenost, promjena li¢nosti, zablude i halucinacije. Slabljenje
kognitivnih funkcija i promjene u ponaSanju naruSavaju kvalitetu zivota pacijenta i
njegovatelja.> U dijelovima mozga koji su zasluzni za navedene radnje i procese, nastupom

bolesti dolazi do smanjenja razine acetilkolina (ACh) i gubitka kolinergi¢kog sustava.?
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Slika 2.1. U¢inak Alzheimerove bolesti na mozak.®

Neuropatoloski, Alzheimerovu bolest karakterizira prisutnost beta-amiloida (Ap),
neurofibrilnih ¢vorova i degeneracije, odnosno atrofije bazalnih dijelova kolinergi¢kih neurona
(slika2.1.).* Gubitak bazalnih kolinergi¢kih stanica rezultira smanjenjem sinapticke
dostupnosti acetilkolina $to dovodi do kognitivnog poremeéaja.> Prema tome, metoda lije¢enja
Alzheimerove bolesti zasniva se na povecanju sinapticke razine ACh u mozgu, §to se postize

inhibiranjem acetilkolinesteraze (AChE), enzima zaduZenog za hidrolizu ACh.?

Nakupljanje AS u razli¢itim dijelovima mozga pokazatelj je Alzheimerove bolesti. Tim
nakupljanjem pokreée se kaskada biokemijskih procesa koji uklju¢uju pojavu slobodnih
radikala, upalnih procesa, disregulacije kalcija 1 oSteCenja membrana neuronskih stanica, te
dovodi do disfunkcije neurona.® Razligiti terapeutski postupci za upravljanje Alzheimerovom

bolesti bili su usmjereni na smanjenje proizvodnje ili agregacije Agili pak na njihovo



uklanjanje. Istrazivanja su pokazala da je AChE takoder odgovorna za nekoliko ne-kataliti¢kih

procesa, ukljuéujuéi proagregiranje aktivnosti AS.’

2.2. Acetilkolin kao neurotransmiter

Acetilkolin je prvi otkriveni neurotransmiter u svim autonomnim ganglijima, u mnogim
autonomno inerviranim organima, na neuromuskularnom spoju i na mnogim sinapsama u

srediSnjem zivéanom sustavu.
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Slika 2.2. Struktura acetilkolina.

U autonomnom ziv€anom sustavu, ACh je neurotransmiter u preganglionskim simpati¢kim i
parasimpatickim neuronima, kao i kod nadbubrezne Zzlijezde i u svim parasimpatickim
inerviranim organima. Takoder, nalazi se kao neurotransmiter i u znojnim zlijezdama i
piloerektornom miSicu simpatickog autonomnog Ziv€anog sustava. U perifernom Ziv€éanom
sustavu, ACh se nalazi na neuromuskularnom spoju izmedu motornog zivca i skeletnog misica.
U sredisnjem ziv€anom sustavu, ACh se prvenstveno nalazi u interneuronima, a identificirani
su 1 neki vazni kolinergicki putevi na dugim zavrSecima Zivaca. Degeneracija ovih procesa je

jedna od patologija povezanih s Alzheimerovom bolesti.®®
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Slika 2.3. Put ACh tijekom neurotransmisije.
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Tijekom neurotransmisije (slika 2.3.), odnosno prijenosa zivéanog impulsa, ACh se oslobada
iz sinaptickog mjehuri¢a predsinapticke membrane u sinapticku pukotinu. Tamo se veze na
receptore ACh smjestene na postsinaptickoj membrani, koji mogu biti nikotinski ili
muskarinski.''? Vezanje ACh pokreée niz procesa koji rezultiraju depolarizacijom membrane
i daljnjim prijenosom signala, odnosno Zziv€anog impulsa. Na postsinaptickoj membrani
smjeStena je AChE, koja hidrolizira ACh. Djelovanjem AChE ponovno se uspostavlja
polarizacija postsinapticke membrane, a prijenos impulsa je zaustavljen.®® Oslobodeni kolin iz
ACh ponovno ulazi u predsinapticki zivac te se neurotransmiter nanovo sintetizira reakcijom

kolina i acetil-CoA djelovanjem kolin-acetiltransferaze.!%12

2.3. Kolinesteraze

Kolinesteraze pripadaju skupini enzima koji kataliziraju hidrolizu neurotransmitera ACh u
kolin i octenu kiselinu. Hidrolizom ACh ostvaruje se vracanje kolinergicnog neurona u stanje

mirovanja, nakon njegove aktivacije.°

Istrazivanjima tijekom proslog stolje¢a koja su pokazala da se u prisutnosti krvi i tkiva
koncentracija ACh snizava, pokrenuto je proucavanje uloge kolinesteraza. Ve¢ pocetkom 30-
ih godina proslog stoljeca ta se pojava pripisala djelovanju enzima koji hidrolizira ACh i koji

je nazvan kolin-esteraza odnosno kolinesteraza.*

MJESTA

Slika 2.4. Kristalna struktura ljudske acetil- (AChE) i butirilkolinesteraze (BChE).
o-uzvojnice oznacene su crvenom, f-nabrane ploc¢e plavom, a petlje zelenom bojom. Siva boja
predstavlja povrsinu enzima koja je dostupna vodi.*?



Daljnjim istrazivanjima utvrdeno je da, s obzirom na metu djelovanja, postoje dvije vrste
kolinesteraza: prava ili specificna i pseudo ili nespecificna kolinesteraza. Na sastanku
Biokemijskog drustva Velike Britanije, odrzanom 1948. godine, kolinesteraze su dobile imena
koja su i danas u upotrebi. Tako je prava kolinesteraza nazvana acetilkolinesterazom (AChE),
dok je pseudokolinesteraza nazvana butirilkolinesterazom (BChE).'* Prema enzimskoj
nomenklaturi iz 1961. godine kolinesteraze se ubrajaju u skupinu hidrolaza, podskupinu
esteraza i potpodskupinu hidrolaza estera karboksilnih kiselina, te su im dodijeljene
klasifikacijske oznake: E.C. 3.1.1.7 za acetilkolinesterazu i E.C. 3.1.1.8 za

butirilkolinesterazu.®

Na slici 2.5. prikazana su zdrijela aktivnih mjesta ljudske acetilkolinesteraze i

butirilkolinesteraze, te su oznacena podruc¢ja klju¢na za mehanizam njihova djelovanja.
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Slika 2.5. Zdrijelo aktivnog mijesta ljudske acetilkolinesteraze (A; pdb 4ey4) i ljudske
butirilkolinesteraze (B; pdb 1p0i). Glavne ostaci katalitickog mjesta predstavljaju: acilni dzep
(ruzicasto), kataliticka trijada (plavi Stapici), oksianionska Supljina (plave linije) i vezno mjesto
kolina (zuto). Periferno mjesto nalazi se na rubu Zdrijela, oznaceno zelenom bojom. Molekula
acetilkolina ili butirilkolina predstavljena je kuglom, odnosno stapom. O¢uvane molekule vode
prikazane su crvenim sferama, a mreza vodikovih veza katalitickog mjesta isprekidanim
linijama.1®

2.3.1. Acetilkolinesteraza

ACHE elipti¢nog je oblika s dimenzijama ~ 45 x 60 x 65 A. Monomer enzima sastoji se od 12
f-nabranih plo¢a okruZenih sa 14 a-uzvojnica. Posebnu znacajku strukturi daje Zdrijelo duboko

oko 20 A, koje prodire u unutrasnjost enzima, te se §iri.!” Aktivno mjesto enzima (slika 2.6.)
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smjesteno je na udaljenosti 4 A od dna molekule, a sastoji se od anionske i esterske

podjedinice.8

Periferno
vezno mjesto

Acilni dzep

Mjesto
vezanja
kolina

KatalitiCka
trijada

Slika 2.6. Shematski prikaz aktivnog mjesta AChE.°

Anionska podjedinica, bez naboja i lipofilnog karaktera, veze pozitivni kvaterni dusikov atom
ACh, kao i oba kvaterna liganda (edrofonij, N-metilakridinium) koji djeluju kao kompetitivni
inhibitori,’®? te kvaterne oksime koji udinkovito reaktiviraju AChE inhibiranu
organofosfatima.?! Kationski supstrati nisu vezani za aktivno mjesto negativno nabijenom
aminokiselinom na anionskom mjestu, ve¢ stvaraju interakcije sa 14 aromatskih ostataka koji
su postavljeni duz zdrijela, koje vodi do aktivnog mjesta.?? Triptofan 84 je klju¢na aromatska
aminokiselina, ¢ija supstitucija alaninom uzrokuje smanjenje enzimske aktivnosti za 3000
puta.?

Esterska podjedinica, na kojoj se ACh hidrolizira do acetata i1 kolina, sadrzi, sli¢no kao 1
kataliti¢ke podjedinice drugih serinskih hidrolaza, kataliticku trijadu aminokiselina: serin 200,

histidin 440 i glutamat 327.

Osim spomenutih dviju podskupina u veznom mjestu, AChE sadrzZi jednu ili viSe perifernih
anionskih podjedinica koje su razli¢ito udaljene od dZepa aktivnog mjesta, na kojem dolazi do
vezanja kolina. On sluzi za vezanje ACh i drugih kvaternih liganada koji djeluju kao

nekompetitivni inhibitori.?*
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Shema 2.1. Mehanizam hidrolize ACh katalizirane AChE.13

Mehanizam hidrolize odvija se u tri koraka (shema 2.1.). U prvom koraku acilna skupina ACh
se veze na aminokiselinski ostatak serina ¢ime se formira intermedijer. Zatim dolazi do
oslobadanja kolina, dok acilna skupina zaostaje na serinu. Acilirani enzim podlijeze
nukleofilnom napadu vode, odnosno deaciliranju, koje je potpomognuto histidinom. U

zavr$nom koraku dolazi do oslobadanja octene kiseline i regeneracije enzima.'® 1

Ljudska AChE ima konstantu brzine hidrolize ACh, Kca, priblizno 400.000 min, a ograni¢ena
je brzinom difuzije AChE u aktivno mjesto enzima.?® AChE se sintetizira u kostanoj srzi, mozgu
I miSi¢ima, a osim u Ziv€anim stanicama, misi¢ima i mozgu AChE se nalazi i u krvi gdje je

vezana na eritrocite.'®

2.3.2. Butirilkolinesteraza

BChE poznata je i kao plazma kolinesteraza, a prvenstveno se nalazi u jetri, te naspram AChE
brze hidrolizira butirilkolin.? Prisutna je u znatno nizim koncentracijama od AChE te se obi¢no

smatra da ima ograni¢enu neuronsku distribuciju u centralnom Zivéanom sustavu.?’

BChE je strukturno homologna AChE, no razlikuje se prema Katalitickoj aktivnosti,

specifi¢nosti vezanja supstrata, liganada i inhibitora.”> U odnosu na AChE, specifi¢noj za



hidrolizu acetilkolina, BChE hidrolizira puno $iri spektar estera (propionil(tio)kolin,
benzoil(tio)kolin i dr.) ukljuuju¢i i voluminozne neutralne estere (heroin, kokain,
prokain i dr.), pa ¢ak i neke negativno nabijene estere (aspirin), i to brzinama bliskima brzini
hidrolize butirilkolina.?® Takoder, povezana je s AChE na na¢in da BChE sluzi kao ko-regulator

kolinergi¢ke neurotransmisije hidrolizom ACh.?" 2

2.4. Inhibitori acetilkolinesteraza

Glavna meta djelovanja u strategiji lijeCenja Alzheimerove bolesti je inhibicija AChE u mozgu.
Takvi lijekovi svojim djelovanjem odrzavaju razinu ACh, smanjenjem brzine njenog raspada.
Shodno tome, oni poti¢u kolinergicku neurotransmisiju u predjelima mozga te kompenziraju
gubitak funkcionalnih stanica mozga. Medutim, nijedan lijek nema naznaku za odgadanje ili

zaustavljanje napredovanja ove bolesti.*°

2.4.1. Reverzibilni inhibitori

Lijekovi koji su trenutno odobreni od regulatornih agencija, kao $to je Americka agencija za
hranu 1 lijekove (engl. U.S. Food and Drug Administration, FDA) 1 Europska agencija za
lijekove (engl. European Medicines Agency, EMA), za lijeCenje kognitivnih manifestacija
Alzheimerove bolesti 1 poboljSavaju kvalitetu Zivota pacijenata su: donepezil (1),
rivastigmin (2) i galantamin (3) kao reverzibilni inhibitori AChE. Takrin (4) je bio prvi
odobreni inhibitor AChE za lijeCenje Alzheimerove bolesti 1993. godine, ali je njegova
upotreba napustena zbog pojave mnogih nezeljenih nuspojava, uklju¢ujuéi hepatotoksi¢nost.>!
Donepezil (1) je selektivni, reverzibilni inhibitor AChE koji se veZe na periferno anionsko
mjesto djelujuci, ne samo na smanjivanje simptoma Alzheimerove bolesti, ve¢ i na uzro¢nike,
usporavajuci talozenje AfS. Lijek proizvode farmaceutske tvrtke Eisai i Pfizer pod trgovackim
imenom Aricept. Iako je njegova glavna terapijska primjena u lijeCenju blage do umjerene
Alzheimerove bolesti, neke klinicke studije navode da donepezil poboljsava kognitivne

funkcije i kod pacijenata s teskim simptomima bolesti.*?
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Slika 2.7. Struktura donepezila.

Dostupan je u obliku tableta i oralnih otopina, 100%-tne oralne bioraspoloZivosti s lako¢om
prelaska krvno-mozdane barijere i sporim izlu¢ivanjem. Bududi da je njegovo vrijeme
poluzivota oko 70 sati, moze se uzimati jednom dnevno. LijeCenje se obi¢no zapocinje s dozom
od 5 mg dnevno, koja se nakon nekoliko tjedana povecava na 10 mg dnevno. Pacijenti koji su
primali vecu dozu pokazali su blago poboljSanje kognitivnih funkcija, ali bez poboljSanja u
cjelokupnom funkcioniranju. S druge strane, veca doza lijeka inducirala je pove¢anu ucestalost
kolinergi¢nih nuspojava kod pacijenata, ¢ime je ograni¢ena njegova §ira upotreba.®® Uobicajeni
Stetni ucinci donepezila ukljucuju gastrointestinalne anomalije kao §to su: mucnina, proljev,

anoreksija i bol u trbuhu, te povecanje sréanog vagusnog tonusa $to uzrokuje bradikardiju.>*

Uz to, nedavna istrazivanja predlazu koristenje donepezila za poboljSanje govora kod djece
oboljele od autizma, dok je njegovo koristenje predlozeno, ali trenutno nije odobreno kod
drugih kognitivnih poremecaja kao §to su demencija Lewyjeva tjeleSaca, shizofrenija i

vaskularna demencija. 3%

Rivastigmin (2) je mocan, sporo reverzibilni karbamatni inhibitor koji blokira aktivnost
kolinesteraze vezanjem na estersku podjedinicu aktivnog mjesta. On, za razliku od donepezila,
osim AChE inhibira i BChE. Prodaje se pod trgovackim nazivom Exelon. Odobrenje za
koriStenje u lijecenju blage do umjerene Alzheimerove bolesti, dobio je u 60 drzava, ukljucujuci

drzave ¢lanice EU i SAD.%8



2

Slika 2.8. Struktura rivastigmina.

Lijek se koristi oralno, u obliku kapsula ili kao tekuéa formulacija, te ima dobru apsorpciju i
bioraspolozivost od oko 40% u dozi od 3 mg. Lijecenje zapocinje dozom od 1,5 mg dva puta
dnevno, a povecava se svaka 2 do 4 tjedna za 3 mg dnevno, do dnevne doze od 6 mg. Rano i
kontinuirano lijecenje Alzheimerove bolesti rivastigminom maksimizira pozitivne ucinke na
brzinu smanjenja kognitivnih funkcija i na aktivnosti svakodnevnog zivota. Nuspojave
uklju¢uju mucninu, povracanje, proljev, anoreksiju, glavobolju, sinkopu, bolove u trbuhu i
vrtoglavicu.®®* One se mogu umanjiti koriStenjem transdermalnog flastera za dostavu

rivastigmina.*

Galantamin (3) je alkaloid koji se koristi za lijeenje blage do umjerene Alzheimerove bolesti,
a izoliran je iz biljke Galanthus woronowii. Prodaje se pod trgovackim nazivima Razadyne i
Nivalin. Predstavlja selektivni, kompetitivni, brzo reverzibilni inhibitor AChE, koji stupa u
interakciju s anionskom podjedinicom, kao i s aromatskim Zdrijelom.** Povrh toga, ima
alostericko djelovanje na nikotinske receptore, interakcijom na veznim mjestima koja su
drugacija od onih za ACh 1 nikotinske agoniste, ¢ime pojacava aktivnost nikotinskih receptora
u prisutnosti ACh.*?*® Kako uznapredovanje Alzheimerove bolesti korelira s gubitkom

nikotinskih receptora, ovaj u¢inak galantamina pospjesuje lijecenje.*

/O

0]

HO

N—

1w

Slika 2.9. Struktura galantamina.
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Apsorpcija galantamina je brza i potpuna s apsolutnom oralnom bioraspolozivoséu izmedu 80
1 100%, te s vremenom poluzivota od 7 sati. LijeCenje obi¢no zapocinje s 4 mg dva puta dnevno,
a postupno se doza moze povecéavati na do 12 mg dva puta dnevno.®* Nuspojave su uglavnom
gastrointestinalne prirode, slicne nuspojavama drugih inhibitora AChE. U odnosu na druge
lijekove protiv Alzheimerove bolesti, zabiljezena je smanjena tolerancija na galantamin, iako

se pazljivim i postupnim kori$tenjem mozZe ostvariti dugoroéna podnosljivost.®

Zbog svoje interakcije s nikotinskim receptorima djeluje, ne samo na kolinergicki prijenos, veé
i na druge mehanizme i neurotransmiterske sustave kao $to su monoamini, glutamati i
y-aminobuternu kiselinu (GABA). Ovi ucinci mogu rezultirati mnogim pobolj$anjima, kako
kognitivnih disfunkcija, tako i1 psihickih bolesti kao Sto su: shizofrenija, depresija, bipolarni

poremecéaj i alkoholizam.*®

Usporedujuci klini¢ke u¢inke donepezila (1), rivastigmina (2) i galantamina (3), nema dokaza
da je jedan on njih u¢inkovitiji od drugih. No, utvrdeno je da se donepezil bolje podnosi i izaziva
manje gastrointestinalnih nuspojava. Uz opisane lijekove, odobrene od strane FDA i EMA za
simptomatsku terapiju Alzheimerove bolesti, sintetizirani su i testirani i novi AChE inhibitori:
7-metoksitakrin (5) i huperzin A (6), prikazanih struktura (slika 2.10.).

N
NH2 NH,
N H5CO N
= _ v NH
N N 0
NH, ‘=
4 ) 6

Slika 2.10. Strukture spojeva 4 — 6.

Prema tome, derivat hepatotoksi¢nog takrina (4), 7-metoksitakrin (5) predstavlja snazni
inhibitor anionske podjedinice aktivnog mjesta AChE, te je proucavan kao prikladna zamjena.
In vitro i in vivo ispitivanja pokazala su manji toksi¢ni ucinak i jacu inaktivacijsku mo¢, u
odnosu na takrin.*® Nadalje, prirodni alkaloid huperzin A (6) potjece iz jeéma Huperzia serrata,
te je moguca i njegova sinteza. Huperzin A ima karakteristi¢nu strukturu biciklo[3.3.1]-diena
(slika 2.10.). Kao inhibitor AChE veze se na periferno anionsko mjesto djelujuci na smanjivanje
simptoma, ali i na uzro¢nike Alzheimerove bolesti.*” U usporedbi s drugim inhibitorima AChE,

huperzin A (6) je pokazao bolju penetraciju kroz krvno-mozdanu barijeru, vecu oralnu
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bioraspolozivost i duzu inhibiciju AChE, te ve¢u ucinkovitost od takrina (4), galantamina (3) i
rivastigmina (2).*® Takoder, smatra se da su tzv. protoberberinski alkaloidi (berberin, palmatin,
jatrorizin, epiberberin) kao inhibitori AChE, obecavajuca terapijska sredstva za lijeCenje

Alzheimerove bolesti.*

Nedostatak u lije¢enju Alzheimerove bolesti je Cinjenica da ovi lijekovi poboljSavaju stanje
pacijenta najvise 12-24 mjeseca, te dugoro¢no ne smanjuju brzinu pada kognitivnih funkcija.>
Unatoc¢ tome, reverzibilni inhibitori AChE pruzaju znacajna simptomatska poboljSanja 1 na taj
naCin predstavljaju osnovu farmakoterapijskog lijeCenja Alzheimerove bolesti, a njihova

primjena je potkrijepljena dokazima.

2.4.2. Ireverzibilni inhibitori

Ireverzibilni inhibitori AChE pripadaju skupini organofosfatnih spojeva (OP), a to su najc¢esce

esteri ili tioli izvedeni iz fosforne, fosfonske, fosfinske ili fosforamidne kiseline (slika 2.11.).

X
R | R,
\p/

@)
Slika 2.11. Op¢i prikaz OP spojeva.

Supstituentu R1 i R2 predstavljaju arilnu ili alkilnu skupinu, koja je vezana za atom fosfora
izravno (tvoreci fosfinate) ili preko atoma kisika ili sumpora (tvore¢i fosfate ili fosfotionate).
U nekim slu¢ajevima skupina Ry izravno je vezana na atom fosfora, a skupina Rz preko kisika
ili sumpora (tvoreéi fosfonate ili tiofosfonate). Kod fosforamida, najmanje je jedna skupina
amino-skupina (NH>), te je atom preko dvostruke veze povezan s fosfornim kisikom ili
sumporom. Funkcionalna skupina -X koja je takoder vezana za atom fosfora preko kisika ili
sumpora, moZze pripadati Sirokom rasponu halogenih, alifatskih, aromatskih ili heterociklickih
skupina. Izlazna skupina se oslobada iz molekule kada organofosfate hidroliziraju
fosfodiesteraze ili nakon njihove interakcije s ciljanim proteinima. U medicini i poljoprivredi,
rije¢ organofosfati odnosi se na skupinu insekticida i Ziv€anih agenasa koji inhibiraju

AChE 5253
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Glavne toksikoloSke ucinke organofosfati iskazuju putem ireverzibilne fosforilacije esteraza u
sredi$njem Zivéanom sustavu.®® Akutni toksi¢ni ucinci povezani su s nepovratnom
inaktivacijom AChE.* Organofosfati su zapravo supstrati analogni ACh, koji ulaze u aktivno
mjesto AChE, te se kovalentno vezu na hidroksilnu skupinu serina, a enzim se tada fosforilira
(shema 2.2.).

OR <|3—E 0—E
HaC
HC—P==OH*+ EOH ===| = >p—0 + H'| —> H,c—P=0 + X'
~
RO” |
X X OR
INHIBICIJA
R=NOH lHZO w\
OR (le 0—E
H,C—P==0 + EOH H,C—P==0 + EOH HaC—P=0 + ROH +H'
O—N=R OR o

REAKTIVACIJA (SPONTANA HIDROLIZA] STARENIJE

Shema 2.2. Mehanizam inhibicije enzima acetilkolinesteraze (EOH) organofosfatima i
reaktivacija, spontana hidroliza te starenje fosforilanog enzima.*®

Deforforilacija, odnosno regeneracija enzima vrlo je spora, StoviSe traje danima, ¢ime je
onemoguceno hidroliziranje neurotransmitera ACh.*® Inhibicija enzima dovodi do nakupljanja
ACh u sinapti¢koj pukotini, $to rezultira prekomjernom stimulacijom nikotinskih i
muskarinskih ACh receptora, ¢ime je neurotransmisija onemogucena. Klasi¢ni simptomi ovih
procesa su uznemirenost, slabost misi¢a, miSi¢ni trzaji, mioza, hipersalivacija, znojenje, a
trovanje moze uzrokovati respiratorno zatajenje, nesvjesnost, zbunjenost, konvulzije i/ili

smrt.5%°

Ireverzibilna inhibiciija odvija se u dva koraka. Prvi je brza, kratkotrajna reverzibilna
inaktivacija enzima, a drugi je spora ireverzibilna inhibicija. Prilikom ireverzibilne inhibicije
dolazi do kovalentnog vezanja inhibitora na enzim, odnosno formira se vrlo stabilni kompleks
izmedu enzima i inhibitora.®’ Organofosfati mogu uzrokovati odgodeni neurotoksi¢ni u¢inak
kod ljudi 1 pili¢a, odnosno odgodenu neuropatiju izazvanu organofosfatima. Ta je pojava
povezana s fosforilacijom i daljnjim dealkiliranjem, odnosno starenjem (shema 2.2.) proteina u

neuronima, a simptomi (ataksija i paraliza) se javljaju izmedu 14 i 24 sata nakon trovanja.*?
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2.5. Biciklo[3.2.1]-derivati kao potencijalni inhibitori kolinesteraza

Skelet biciklo[3.2.1]oktana/oktena/oktadiena moze se prepoznati u strukturi brojnih prirodnih
spojeva, kao §to su diterpeni i seskviterpeni.%! Zanimljiva karakteristika ovog skeleta je njena
rigidnost, koja osigurava specifi¢nu orijentaciju dva ili vise potencijalnih liganada, Sto je od
velike vaznosti za istrazivanja bioloske aktivnosti u medicinskoj kemiji.®? Ovakav strukturni
skelet takoder se moze naéi i u mnogim biologki aktivnim spojevima i njihovim metabolitima.®
Spojevi s biciklo[3.2.1]-skeletom (slika 2.12.) pokazali su se kao snazni inhibitori prijenosnika
dopamina i serotonina.®* Takoder, brojni su spojevi uz ovo inhibitorno svojstvo pokazali

kljuénu ulogu u lijedenju poremeéaja srediinjeg Zivéanog sustava i Alzheimerove bolesti.®®

X X X
CO,CH,
CO,CH, CO,CHs .
\ cl
Cl
Cl
Cl
Cl
7 8 9

Slika 2.12. Prikaz spojeva 7 — 9.

Benzobiciklo[3.2.1]oktadienski skelet moguce je formirati razli¢itim sintetskim putevima, a
jedan od njih je i fotokemijski pristup. Radi se o [2+2]-fotocikloadiciji konjugiranih polaznih
supstrata (shema 2.3.) provedenoj u fotokemijskom reaktoru. Fotokemijski vodene reakcije
organskih spojeva predstavljaju bitan i1 jednostavan nacin dobivanja sloZenih molekula iz

jednostavnih pocetnih spojeva.®®
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Shema 2.3. Predlozeni mehanizam intramolekulske [2+2]-fotocikloadicije za dobivanje
spojeva benzobiciklo[3.2.1]okstadienske strukture.®’

Nezasiceni biciklo[3.2.1.]skelet daje vise mogucnosti izmjena, u odnosu na zasi¢enu strukturu,
iz razloga Sto izolirana dvostruka veza predstavlja pogodno mjesto za adiciju razlicitih
funkcionalnih skupina. Za lijekove centralnog zivéanog sustava, poznato je da su njihova
osnovna fizikalno-kemijska svojstva povezana sa sposobno$¢u prodiranja kroz krvno-mozdanu
barijeru, kako bi ostvarili svoju Zeljenu aktivnost. S obzirom na istraZzivanja inhibicije aktivnosti

parametara.®®
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3. REZULTATI | RASPRAVA
3.1. Uvod

Spojevi endo-1-7 i spoj 8 (slika 3.1.), svi benzobiciklo[3.2.1]oktadienske strukture, dobiveni su
intramolekulskom [2+2]-fotocikloadicijom, te su pokazali svojstva dobrog prodiranja u
centralni Ziv€ani sustav i time predstavljaju potencijalne bioloski aktivne spojeve, odnosno
inhibitore kolinesteraza.®” Spojevi endo-3, endo-6 i endo-7, istaknuli su se kao biciklicki
fotoprodukt koji pokazuju inhibitornu aktivnost prema kolinesterazama. Spoj endo-3 pokazuje
aktivnost prema inhibiciji AChE, a spoj endo-6 prema BChE, dok spoj endo-7 pokazuje
aktivnost prema obje kolinesteraze.®® Od navedenih spojeva benzobiciklo[3.2.1]oktadienske
strukture (slika 3.1.) sa slobodnom dvostrukom vezom ili gdje je ona dio furanskog prstena
odabrani su spojevi endo-1, endo-2 i 8 kao pocetni spojevi za daljnju funkcionalizaciju,

epoksidacijom ili aciliranjem, u svrhu dobivanja novih potencijalnih inhibitora kolinesteraza.

e

-
-

<

N
B

endo-1 OCHj F
endo-2 endo-3 endo-4
- - - b
\ (0]
@ O ;
N~ _ -
chz CHj; endo-6 endo-7
endo-5

Slika 3.1. Bicikli¢ki fotoprodukti kao potencijalni inhibitori kolinesteraza.®”-%°
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3.2. Funkcionalizacija biciklickog skeleta adicijom na slobodnu dvostruku vezu
3.2.1. Wittigova reakcija

Wittigova reakcija ili Wittigova olefinacija kemijska je reakcija aldehida ili ketona s trifenil-
fosfonijevim ilidom (Wittigov reagens) kako bi se dobio alken i trifenilfosfinski oksid. Spada
u reakcije nukleofilne adicije i eliminacijske reakcije te se u organskoj sintezi koristi isklju¢ivo
za pripremu alkena. Ovisno o stereokemiji meduprijelaznog stanja, odnosno radi li se o syn ili

anti oksafosfetanu, reakcija moze biti usmjerena prema Z-, odnosno E- izomeru alkena.”

Na shemi 3.1. prikazana je sinteza butadienskih derivata koristenjem Wittigove reakcije po

uzoru na sinteze provedene u nasem istrazivackom laboratoriju i prethodno objavljene.”*"

R

: ] R \/\/©/
O S 2 OO

OHC XX NaOEY/EtOH =

+ _
CH,PPh,Br

9: R=H
10: R=OCHj,

Shema 3.1. Sinteza spojeva 9 i 10 Wittigovom reakcijom.

Za dobivanje spojeva 9 i 10 Wittigovom reakcijom, prema shemi 3.1., koristena je difosfonijeva
sol i odabrani aldehidi s trans-konfiguracijom dvostruke veze, uz odgovarajuce reakcijske
uvjete. S obzirom na strukturu dobivenog produkta, ovdje govorimo o smjesi geometrijskih

izomera, cis,trans- i trans,trans-izomeru (slika 3.2.).

T
XX
=
9: R=H
10: R=OCHj

trans,trans-izomer cis,trans-izomer

Slika 3.2. Prikaz geometrijskih izomera spojeva 9 i 10 nastalih Wittigovom reakcijom.
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3.2.2. Fotokemijska reakcija

Produkti Wittigove reakcije 9 i 10, kao smjese geometrijskih izomera, podvrgnuti su
fotokemijskoj reakciji ¢iji je mehanizam prikazan na shemi 2.3., u cilju formiranja
benzobiciklo[3.2.1]oktadienskog skeleta.®’ Intramolekulskom [2+2]-fotocikloadicijom tih
spojeva, koja je provedena u Sarznom fotokemijskom reaktoru, osvjetljavanjem na valnoj
duljini od 350 nm, dobiveni su zeljeni spojevi endo-1 i1 endo-2. Primijenjena valna duljina
odabrana je na temelju apsorpcijskih spektara polaznih molekula, a razlog odabrane valne
duljine je taj Sto benzobiciklo[3.2.1]oktadieni jo§ apsorbiraju na valnoj duljini od 300 nm, Sto

bi dovelo do nastajanja nezeljenih transformacijskih produkata.

Proces osvjetljavanja spojeva 9 i 10, kao smjese geometrijskinh izomera, pokrece
fotoizomerizaciju, kojom odabrana valna duljina uvjetuje omjer cis-izomera i trans-izomera u
fotostacionarnom stanju. Fotokemijsku reakciju nije nuzno raditi s ¢istim izomerima, s obzirom
da se odvijanjem intramolekulske [2+2]-fotocikloadicije mijenja omjera izomera, $to vodi do
kontinuiranog uspostavljanja fotostacionarnog stanja. Na taj nacin postepeno dolazi do

formiranja fotoprodukata endo-1 i endo-2.

Spektroskopskom analizom ustanovljena je to¢na stereokemija fotoprodukta, odnosno da se
ovdje radi o endo-izomerima, §to znaci da je vezana skupina orijentirana ispod zamiSljene

ravnine biciklickog skeleta.

ob ob
7

OCH;

endo-1 endo-2

»
7

Slika 3.3. Prikaz bicikli¢kih fotoprodukata endo-1 i endo-2, kao i kristalna struktura endo-1."*
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3.2.3. Dobivanje epoksida, alkohola i etera

Epoksidi ili oksirani su spojevi s troflanom prstenastom strukturom, koja sadrzi kisik.
Predstavljaju troclane ciklicke etere, velike reaktivnosti. Jedan od nacina njihove sinteze je
epoksidacija, koriStenjem peroksi-Kiselina, koje imaju elektrofilni kisikov atom, u
odgovaraju¢em otapalu. Ova reakcija predstavlja stereospecificnu syn-adiciju na dvostruku

vezu.”

Provedeni reakcijski put u sklopu ovoga znanstvenoga rada (shema 3.2.) zapoc€inje upravo
dobivanjem odgovarajucih epoksida iz prethodno sintetiziranih fotoprodukata endo-1 i endo-2,

te preko alkohola vodi do Zeljenih etera s benzobiciklo[3.2.1]oktadienskom strukturom.

5 S r

endo-1: R=H endo-11: R=H endo-13: R=H
endo-2: R=0OCH, endo-12: R=0CHj endo-14: R=0OCHj
K2COs,
RiBrl aceton
endo-15: R=H, R1=CH20H3
endo-16: R=H, R1=CH20H2CH3
endo-17: R=H, Ry=CH(CH,), OR;
endo-18: R=H, Ry=CH,CH=CH, :

endo-19: R:H, R1:CH2CH2CH20H B
endo-20: R=OCHs, R;=CH,CH

endo-21: R=OCH3, R1=CH20H20H3

endo-22: R=OCH3, R1=CH(CH3)2

endo-23: R=OCH3, R1=CH20H=CH2 R
endo-24: R=0CHs, R;=CH,CH,CH,OH

Shema 3.2. Reakcijski put dobivanja etera i prikaz dobivenih spojeva.

Reakcijom dobivenih fotoprodukata endo-1 i endo-2 s meta-klorperbenzojevom kiselinom
(m-CPBA) u diklormetanu (DCM) kao otapalu, dobiveni su odgovarajuci epoksidi endo-11 i
endo-12.
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egzo - izomer endo - izomer

endo-11: R=H
endo-12: R=0OCH,

Slika 3.4. Prikaz stereoizomera dobivenih epoksida endo-11 i endo-12.

S obzirom na poloZaj kisika u odnosu na zamiSljenu ravninu molekule moguéa su dva
stereoizomera, za oba dobivena spoja (slika 3.4.). Spektroskopskom analizom nije bilo moguce
utvrditi stereokemiju spojeva endo-11 i endo-12. Optimirane strukture sintetiziranog epoksida
endo-11, izradene su koriStenjem teorijskog modela (SMD) M062X / 6-31G (d) u
tetrahidrofuranu i prikazane na slici 3.5., gdje stereoizomer (b) predstavlja termodinamicki

stabilniju strukturu od stereoizomera (a).

(@) (b)

Slika 3.5. Optimirane strukture (a) i (b) epoksida endo-11.

Velika napetost tro¢lanog prstena uvjetuje sklonost epoksida prema nukleofilnim napadima,
uslijed kojih dolazi do otvaranja epoksidnom prstena. Kao §to je prikazano na shemi 3.3.,
reakcija zapocinje napadom nukleofila sa strane koja je suprotna vezi ugljika i kisika, zbog ¢ega

ta veza puca i nastaje alkoksidni ion, a zatim njegovim protoniranjem dobivamo alkohol.
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Shema 3.3. Mehanizam nukleofilnog otvaranja epoksidnog prstena.

S obzirom na dva moguca sterecoizomera epoksida benzobiciklo[3.2.1]oktadienskog skeleta, na
shemi 3.4. je prikazan mehanizam napada nukleofila na pojedinu vezu izmedu ugljika i kisika,

te struktura izomera do koje to posljedi¢no dovodi.

Nukleofini napad teoretski moze rezultirati s Cetiri izomera alkoholna produkta, odnosno dva
regioizomera od kojih svaki ima dva moguca sterecoizomera (shema 3.4.). Prema literaturnim
podacima,” koristenjem LiAlH4 za redukciju smjese izomera epoksida benzobiciklo[3.2.0]
strukture, kao vecinski produkt dobiven je alkohol s funkcionalnom skupinom smje$tenom na

sredisnjem ugljikovom atomu veéeg prstena u premostenom biciklickom sustavu.
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Shema 3.4. Mehanizam napada nukleofila na tro¢lani prsten epoksida.

U skladu s time, provedenom reakcijom epoksida endo-11 i endo-12 s LiAIHs u
tetrahidrofuranom (THF), dobiveni su spojevi endo-13 i endo-14, a najvjerojatnija ocekivana
struktura dobivenih alkohola odgovara prikazanim strukturama (b) i (d). Takoder, prikazane su
optimirane strukture, izradene koristenjem teorijskog modela (SMD) M062X / 6-31G (d) u
tetrahidrofuranu, tih preferiranih alkohola i preostala dva alkohola (slika 3.6.), koji teoretski

nastaju kao produkti otvaranja epoksidnog prstena prema danom mehanizmu.
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(b)

(d)

Slika 3.6. Optimirane strukture alkohola endo-13.

Vjerojatnost dobivanja pojedinog alkohola i njegova geometrijska struktura definirana je
raCunskim modeliranjem, ¢iji su rezultati graficki prikazani na slici 3.7., kao ovisnost promjene
slobodne energije u tijeku reakcije otvaranja epoksidnog prstena prikazanih spojeva
benzobiciklo-[3.2.1]oktadienske strukture.

Kako je vidljivo na slici 3.7., redoslijed stabilnosti produkata otvaranja epoksidnog prstena je
sljedeci:

1. Alkohol (a), egzo - izomer s —OH skupinom na ugljiku A
2. Alkohol (d), endo - izomer s —OH skupinom na ugljiku B;

s razlikom u Gibbsovoj energiji od 13.8 kJ mol, u odnosu na alkohol (a)
3. Alkohol (c), endo - izomer s —OH skupinom na ugljiku A;

s razlikom u Gibbsovoj energiji od 26.0 kJ mol™, u odnosu na alkohol (a)
4. Alkohol (b), egzo - izomer s —OH skupinom na ugljiku B;

s razlikom u Gibbsovoj energiji od 28.4 kJ mol, u odnosu na alkohol (a);
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Slika 3.7. Graficki prikaz slobodne energije izracunate u (SMD)/M062X/6-31G(d).

U skladu sa zakljuckom da je termodinamicki stabilniji epoksid s endo — orijentacijom
epoksidnog prstena prema prikazu na shemi 3.4., vise produkta ¢inili bi izomeri (c) i (d), u
odnosu na izomere (a) i (b), koji nastaju iz termodinamicki manje stabilnog egzo — izomera (za
7.9 kJ mol™). Usporedujuéi produkte nastale napadom nukleofila na endo — izomer epoksida,
produkt (d) je za 3 kJ mol? stabilniji od produkta (c). No, u odnosu na ovaj termodinamicki
aspekt, veci znacaj u ovom slucaju ima kinetika. Odnosno, aktivacijska energija za nastanak
produkta (d) je niZza u odnosu na onu potrebnu za nastanak produkta (c). Produkt (d) tada
predstavlja produkt za koji je potrebna najmanja energija aktivacije (kinetika), dobiva se iz
termodinamicki stabilnijeg epoksida, te je relativno gledajuéi najstabilniji oc¢ekivani produkt

ove reakcije.
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3.3. Funkcionalizacija biciklickog skeleta s fuzioniranom furanskom jezgrom

U okviru cijelokupne sinteze navedeni fotoprodukti, odnosno spojevi dobiveni
funkcionaliziacijom dvostruke veze, mogu se kategorizirati u dvije skupine spojeva. U
prethodnom poglavlju opisana je sinteza epoksida, alkohola i etera (derivati A), dok je u

daljnjem tekstu opisana sinteza acilnih spojeva (derivati B) prikazanih na slici 3.8.

R\
OH, OR'
A) 2 B)

R

Slika 3.8. Derivati benzobiciklo[3.2.1]oktadienskih molekula dobvenih funkcionalizacijom
dvostruke veze.

3.3.1 Wittigova reakcija

U svrhu formiranja dvostruke veze, i ovdje je koristena Wittigova reakcija. Prema shemi 3.5.,
za dobivanje spoja 25, koristena je difosfonijeva sol i odgovarajuéi aldehidi. Takoder, produkt

reakcije predstavlja smjesa geometrijskih izomera sa definiranim strukturama (slika 3.9.).

s D
@CHzPPMBr m CH,0 ™ o
+

CH,PPh,Br O

25

Shema 3.5. Sinteza spoja 25 Wittigovom reakcijom.

| N\
PSS
= S

16

trans-izomer cis-izomer

Slika 3.9. Prikaz geometrijskih izomera spoja 25 nastalih u smjesi Wittigovom reakcijom.
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3.3.2. Fotokemijska reakcija

Predlozeni biradikalski mehanizam, prikazan na shemi 2.3., predstavlja sintetski put za
dobivanje spojeva benzobiciklo[3.2.1]oktadienske strukture. Shodno tome, produkt Wittigove
reakcije, spoj 25 je podvrgnut fotokemijskoj reakciji [2+2]-cikloadicije na valnoj duljini od 300
nm, prilikom ¢ega je dobiven fotoprodukt 8 (slika 3.10.), koji sluzi kao po¢etni pogodni supstrat

za sintezu novih acilnih spojeva.

O

Slika 3.10. Prikaz biciklickog fotoprodukta 8.

3.3.3. Aciliranje

Reakcije Friedel-Craftsovo aciliranja kiselinskih halogenida ili anhidridi karboksilnih kiselina

obi¢no zahtijevaju prisutnost Lewisove kiseline (esto koristen borov trifluorid, BF3).”®

O
X o AICI; N R
\ d . \ J
R™ °CI DCM
8 R = metil, etil, propil, tert-butil,

fenil, 2-klor-etil, 2-klor-fenil
Shema 3.6. Reakcijski put dobivanja ocekivanih spojeva.

Reakcijski put dobivanja aciliranih spojeva benzobiciklo[3.2.1]oktadienskog skeleta prikazan
je na shemi 3.6., polazeé¢i od fotoprodukta 8 uz odgovarajuce reagense i reakcijske uvjete.
Acetiliranje furana uz AICIs kao katalizator odvija se 7 x 10* puta brze na a-polozaju nego na
p-polozaju. 3-alkilsupstituirani furani se aciliraju veéinom na a-polozaju.’® Mehanizam, na
shemi 3.7., prikazuje aciliranja furanske jezgre benzobiciklo[3.2.1]oktadienske molekuke po

stupnjevima.
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Shema 3.7. Mehanizam aciliranja biciklickog skeleta s fuzioniranom furanskom jezgrom.

Kao §to je prikazano na shemi 3.8., polozaj supstituenta, prilikom elektrofilne supstitucije

furanske jezgre, preferiran je na a-polozaju (polozaj 2), jer u odnosu na f-polozaj (polozaj 3)

nastaje stabilniji intermedijerni kation.

. _ _ |
G =0 = G| == O
. ]

E E H*
e =& | ¥
_O o 0

Shema 3.8. Elektrofilna supstitucija na furanskoj jezgri.

E

Provedbom Friedl-Craftsovog aciliranja s razli¢itim acil-halogenidima na molekuli 8

benzobiciklo[3.2.1]oktadienskog skeleta s fuzioniranom furanskom jezgrom, dolazi do
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aciliranja ali i do otvaranja furanskog prstena $§to rezultira dobivenim spojevima 26-34

(slika 3.11. i 3.12).

o) OH o]
P oS ofy
OH OH 0
26 27 28
(@] OH (@]
P P
OH OH OH
29 30 31
(@] (@] (0] Cl
C' P C
OH 0] OH
32 33 34

Slika 3.11. Prikaz dobivenih spojeva reakcijom aciliranja.

Racunalnim modeliranjem, koriStenjem teorije funkcionala gustoc¢e (Density Functional
Theory, DFT) odredili smo najstabilnije konformacije dobivenih spojeva. Geometrije

konformera optimizirane na M062X/6-31G(d) razini teorije prikazane su na slici 3.12.
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32 33

Slika 3.12. Najstabilnije konformacije spojeva 26-34, optimizirane na M062X/6-31G(d)
racunalnom modelu.

Iz literaturnih podataka o reakcijama heterocikala poznato je otvaranje furanskog prstena’’ §to
je 1 spektroskopski potvrdeno na sintetiziranim spojevima 26-34 u ovome istrazivackom radu.
Sintezom gore navedenih spojeva, dolazi do otvaranja furanske jezgre na dva nacina
(shema 3.9.), ovisno o prirodi supstituenata. Jezgre koje na sebi imaju supstituiranu elektron-
akceptorsku skupinu prili¢no su stabilne u kiseloj otopini, dok se one s elektron-donorskim
skupinama lako otvaraju u njima odgovarajuée 1,4-diketone. U razrijedenim vodenim
otopinama kiselina, glavna reakcija koja se odvija na furanskom prstenu je njegovo hidroliti¢ko
otvaranje, koje zapocinje protoniranjem jednog od ugljikovih atoma u prstenu. Upravo iz tog
razloga ne iznenaduje zaSto ve¢ima dobivenih produkata ne sadrzi zatvorenu, ve¢ otvorenu

furansku jezgru.”’
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Shema 3.9. Otvaranje furanske jezgre u fotoproduktima s premostenim biciklickim skeletom.
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3.4. Spektroskopska karakterizacija dobivenih spojeva

Produkti provedenih reakcija izolirani su iz sirove smjese nakon provedenih reakcija,
uzastopnim kromatografskim odjeljivanjem na silikagelu i kombiniranom preparativnom
tankoslojnom kromatografijom na silikagelu. Strukture svih dobivenih spojeva potvrdene su *H

NMR spektroskopijom.

3.4.1. Spektroskopska karakterizacija dobivenih spojeva endo-1, endo-2, endo-11, endo-12 i
endo-15-24

Na slici 3.13. usporeden je *H NMR spektar fotoprodukta endo-1, koji ima slobodnu dvostruku
vezu i fenilnu skupinu, sa spektrom dobivenog epoksida endo-11, a kao predstavnik skupine
endo-15-19 odabran je eter endo-19, sa vezanom skupinom R;=CH>CH>CH,OH, nastao prema
mehanizmu na shemi 3.4. (d). Promatraju¢i podru¢je *H NMR spektra od 2,0 do 4,0 ppm za

navedene tri molekule, vidljivi su pomaci signala kojima se prikazuju odredeni protoni i pojava

signala za protone karakteristi¢ne novonastalim molekulama.

A/B
E AB b, o G
F
(b) y MULL
H,J B G
E A A1 C 5 AlA1 F
() J |
PPM 4.b ‘ 3.‘8 ‘ 3.‘6 ‘ 3.‘4 ‘ 3.‘2 ‘ 3.‘0 ‘ 2.‘8 ‘ 2.‘6 ‘ 2.‘4 ‘ 2.‘2 ‘ 2.‘0

Slika 3.13. 'H NMR spektar spojeva endo-1 (a), endo-11 (b) i endo-19 (c).
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U ovom podruéju *H NMR spektra fotoprodukta endo-1 nalaze se neki od signala kojima se
prikazuju protoni bicikli¢kog skeleta, a to su: multiplet na 3,98 ppm za C, triplet na 3,38 ppm
za D i dublet-dubleta na 3,29 ppm za E. Prema iznosima konstanta sprege vidljivo je da se D
spreze sa C i F,a E sa AiF. Nadalje, karakteristika ovog skeleta je i metano most ¢iji se protoni
prikazuju kao dublet-tripleta na 2,52 ppm (F) i dublet na 2,38 ppm (G) i sprezu konstantom

sprege od 9,9 Hz karakteristicnom za geminalne protone.

Sintezom epoksida endo-11 u *H NMR spektru dolazi do pomaka odredenih signala, zbog
djelovanja kisika u formiranom tro¢lanom prstenu. Takoder, signale za protone na sp? ugljiku
(izmedu 5,00 i 6,50 ppm) vise ne nalazimo, Sto dokazuje pucanje dvostruke veze i nastajanje
epoksidnog prstena. Umjesto tih signala nastali su novi tripleti na 3,45 ppm i 3,39 ppm za
protone A i B s konstantama sprega od 3,9 i 4,1 Hz. Dubletom na 3,45 ppm prikazuje se proton
E, sa konstantom sprege 4,8 Hz. Protoni C i D daju triplet i dublet na 2,99 i 3,07 ppm sa
konstantom sprege od 5,0 i 4,1 Hz. Dublet kojim se prikazuje proton G nije se znacajno
pomaknuo (2,41 ppm, sa konstantu sprege 10,8 Hz), dok se mutiplet protona F ovdje nalazi
izmedu 2,07 12,02 ppm.

Na dobivanje zeljenog etera endo-19, ukazuje pojava nekoliko novih signala u *H NMR
spektru. Dublet na 3,52 ppm je signal kojim se prikazuje proton B, a triplet na 3,44 ppm kojim
se prikazuje proton E. Signali kod kojih nije do$lo do zna¢ajnih promjena, u odnosu na*H NMR
spektar epoksida endo-11, s obzirom na oblik i kemijski pomak su signali protona C, D, G i F
(slika 3.13.). Formiranjem etera, sa strukturom koja je posljedica dobivenog alkohola, sa
funkcionalnom skupinom smjeStenom na sredisnjem ugljikovom atomu veceg prstena u
premostenom bicikliCkom sustavu, protoni A i A1 daju triplet na 3,37 ppm i multiplet unutar
intervala 2,11-2,06 ppm. Multiplet u podru¢ju od 3,57 do 3,44 ppm je signal za ¢etiri metilenska
protona koji se nalaze u lancu, vezani na ugljikove atome uz kisik, odnosno protoni H i J.
Preostala dva metilenska protona | daju Siroki singlet na 1,24 ppm, a proton OH skupine singlet
na 1,42 ppm.

32



TR .

1.8

F/E F/D FIG -

A(A1)/B 2.
@ S
2.2

G/B o . 5

O,

G/E G/D

Q
©

v © 2.4

2.8

3.2

2 ! - -3.4

4

o
0o

A

~3.6

-3.8

4.0 3.8 3.6 34 3.2 3.0 2.8 2.6 24 22 2.0 1.8 ppm

Slika 3.14. NOESY spektar spoja endo-19.

NOESY spektar etera endo-19 (slika 3.14.) prikazuje sprege protona u prostoru, ¢ime je
omoguceno poblize odredivanje prostorne strukture molekule, kao i stereokemije na pojedinom
ugljiku. Prema tome, moze se uociti sprezanje protona F sa protonima E, D i G. Sprezanje sa
protonom A/Au1 vidljivo je za proton C, te za proton B, dok se proton G spreze sa protonima E
i D. Sprega protona B sa protonima G i D je najznacajnija sprega koja se moze uociti na ovom
NOESY spektru. Temeljem toga donesen je zakljuCak da je dobiveni stereoizomer onaj kod
kojeg se kisik s vezanim alifatskim lancem, nalazi ispod zamisljene ravnine biciklickog skeleta.
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Shodno tome, proton B je smjesten iznad ravnine bicikli¢kog skeleta. Ovi zakljucci, doneseni
na temelju provedenog eksperimenta, dodatno su potvrdeni izra¢unom, ¢iji su rezultati graficki
prikazani na slici 3.7., prema kojem je nastali alkohol, onaj kod kojeg je OH skupina na

sredi$njem ugljikovom atomu i nalazi se ispod ravnine bicikli¢kog skeleta.

Fotoprodukt 2 odabran je kao pocetni spoj za sintezu druge grupe spojeva, te je njegov *H NMR
spektar usporeden, na slici 3.15., sa spektrom dobivenog epoksida endo-12, te etera endo-21,
koji ima vezanu skupinu R1=CH>CH>CHzs, istaknutog kao primjer spojeva endo-20-24, nastalog
prema mehanizmu na shemi 3.4. (d). Ovdje je takoder promatrano podrucje bilo izmedu 2,0 i
4,0 ppm za navedene tri molekule, te su vidljive odredene promjene spektralnog rasporeda i

novi signali koji ukazuju na dobivene zeljene molekule.

OCHj,4 OCHj,4 OCHj,
endo-2 (a) endo-12 (b) endo-21 (c)
3H G

M |
@ Jth R R
3H WB G .

PPM 38 36 34 32 3.0 2.8 2.6 24 22 2.0

® .

3H

Slika 3.15. 'H NMR spektar spojeva endo-2 (a), endo-12 (b) i endo-21 (c).
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Karakteristi¢ni signali benzobiciklo[3.2.1]oktadienskog skeleta spoja endo-2 asignirani u
navedenom podruc¢ju su: multiplet na 3,98 ppm za proton C, triplet na 3,38 ppm za proton D i
dublet-dubleta na 3,29 ppm za proton E. Takoder, ovdje se geminalni protoni prikazuju kao
multiplet u intervalu 2,49-2,53 ppm (F) i dublet na 2,37 ppm (G), te se medusobno sprezu njima
karakteristiénom konstantom od 9,9 Hz. Oc¢ekivano za ovu molekulu, singlet sa integralom 3H

pripada protonima metoksi skupine, a nalazi se na kemijskom pomaku od 3,77 ppm.

NMR spektralnom analizom epoksida endo-12 vidljiv je dublet protona E na 3,78 ppm, sa
konstantom sprege 5,0 Hz, te dva tripleta koji odgovaraju protonima A i B na 3,43 i 3,35 ppm,
sa konstantama sprege 4,0 i 3,8 Hz. Dubletom na 3,0 ppm, ija je konstanta sprege 4,0 Hz, i
tripletom na 2,95 ppm, sa konstantom sprege od 5,0 Hz, prikazuju se protoni C i D, a multiplet
protona F ovdje se nalazi na intervalu od 2,04 do 1,99 ppm. Znacajnije promijene u polazaju

nisu zabiljezene za singlet protona metoksi skupine i dublet protona G.

U 'H NMR spektru etera endo-21 nije doslo do zna¢ajnih promjena kemijskog pomaka i oblika
signala protona C, D, G, F i tri protona metoksi skupine, u odnosu na nacin njihova prikazivanja
u spektar epoksida endo-12. Uz signale ovih protona asigniran je signal protona E, koji se
prikazuje tripletom na 3,40 ppm, te signal protona A/A1, takoder kao triplet ma 3,36 ppm.
Takoder, u ovom podru¢ju na 3,51 ppm pojavljuje se kvartet integrala 2H, koji odgovara

protonima H , te multiplet na intervalu 2,39-2,35 ppm sa integralom 4H.

Na slici 3.16. prikazan je NOESY spektar odabranog etera endo-21. Vidljivo je da se proton F
spreze sa protonima E, D i G. Takoder, moze se uoditi sprega protona G sa protonima D, E i

A/A1, te protona C sa protonima H i A/A1.
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Slika 3.16. NOESY spektar spoja endo-21.
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3.4.2. Spektroskopska karakterizacija dobivenih spojeva 8 i 26-34

Na slici 3.17. prikazani su kao izdvojeni primjeri alifatski dijelovi *H NMR spektra pocetnog
furanskog fotoprodukta 878 i konaénog spoja 27 &iji je furanski prsten otvoren. U spektru spoja
8 vidljivo je 6 signala, koji pripadaju alifatskim protonima biciklickog skeleta, a njihovi

karakteristi¢ni signali su sljede¢i: tri dubleta, jedan dublet-dubleta, jedan triplet i jedan

multiplet.
A F
B D
E
C
AB c/D F
A/B
C/D E
G

Slika 3.17. *H NMR spektar spojeva 8 (gore) i 27 (dolje).

'H NMR spektri fotoprodukata 26-34 sadrze gotovo identi¢an spektralni raspored, a
fotoprodukt 27 istaknut je kao primjer. Shodno tome, u alifatskom dijelu spektara spojeva 26-34
vidljivi su protonski signali na metano-mostu E i F koji se nalaze u NMR spektralnom podrucju
izmedu 2,41 i 2,02 ppm te prikazuju opisane karakteristi¢ne signale: dublet sa konstantom
sprege koja iznosi 10,9 Hz, te multiplet koji se nalazi izmedu 2,06 1 2,02 ppm. Signali za protone
na dvostrukoj vezi nalaze se u podrucju izmedu 6,79 i 6,26 ppm. Signali za protone A, B, C, D
i G pojavljuju se kao jedan dublet, tri tripleta i jedan dublet-dubleta u podru¢ju izmedu 2,95 i

3,65 ppm. Sukladno sa shemom 3.9. i podacima iz NMR spektralne analize moze se zakljuéiti
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da je prilikom sinteze doslo do otvaranja furanskog prstena na prethodno istaknut naéin a,

odnosno da se kisikov atom ne nalazi na biciklickoj jezgri.

Niz novih derivata endo-15-24 i 26-34, uspjesno je sintetiziran i okarakteriziran, a derivati
dobiveni u dovoljnoj koli¢ini (minimalno 10 mg) dani su na ispitivanje inhibicije kolinesteraza.
Karakterizira ih osnovni skelet kojeg imaju i mnogi primjeri istaknuti iz literature, te je bitno
naglasiti da su ovi derivati dobiveni u jednom nizu reakcija u kojem se koristi fotokemijska
metodologija, primjena svjetla, koja je puno jednostavniji nac¢in dobivanja sloZenih skeleta

molekula iz jednostavnih pocetnih spojeva.

3.5. Bioloska aktivnost dobivenih spojeva

U suradnji s Institutom za medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu provedeno je
ispitivanje bioloske aktivnosti novih epoksidnih, hidroksilnih i eterskih derivata
benzobiciklo[3.2.1]-skeleta prikazanih na shemi 3.2., te acilnih derivata benzobiciklo[3.2.1]-

skeleta prikazanih na slikama 3.11. i 3.12.

Rezultati ispitivanja u tablici 3.1. pokazuju vecu ucinkovitost inhibicije enzima AChE i BChE
od njihovih nefunkcionaliziranih benzobiciklo[3.2.1]-derivata. Epoksid endo-11 kao visoko
reaktivan spoj pokazao se kao zadovoljavajué¢i inhibitor AChE, unato¢ potentnosti prema
BChE, koja mu je trostruko veca. Otvaranje epoksidnog prstena rezultiralo je derivatima s
vecom selektivnoscu prema enzimu BChE, no minimalnu inhibicijsku koncentraciju bilo je
moguée procijeniti samo za etere (endo-16) i alkohole (endo-19) koji na svojoj endo-
orijentiranoj benzenskoj jezgri nemaju vezan supstituent. Cini se kako metoksi-skupina u para-
polozaju na benzenskom prstenu (endo-20 i endo-21) svojim elektron-donorskim djelovanjem
naruSava potrebne interakcije za inhibiciju. Zanimljivo je da su u istraZzivanju Mohammadi-
Farani i suradnici sa sli¢nim spojevima koji sadrze metoksi-skupinu u meta-polozaju na
fenilnom prstenu zabiljeZili povecanje potencijala inhibicije AChE.” Stoga, u slu¢aju endo-20
i endo-21, njihova para-metoksi-skupina vjerojatno ne bi bila u mogucnosti posti¢i potrebnu

stabilizaciju na aktivnom mjestu.
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Tablica 3.1. ICso koncentracija epoksidnih, hidroksilnih i eterskih
derivata benzobiciklo[3.2.1]-skeleta dobivenih za humane enzime

AChE i BChE.
Spoj 1Cs0/ pM

AChE BChE
endo-11 62+8 2245
endo-12 > 100 33£6
endo-16 > 100 17+2
endo-19 > 100 90 £ 24
endo-20 270+ 110 > 500
endo-21 > 100 > 200

Uslijed otvaranja heterociklickog prstena prilikom reakcija aciliranja (shema 3.9.) dolazi do
formiranja tautomera, te su produkti, zbog reakcijske ravnoteze, izolirani u manjim koli¢inama
zbog Cega su samo neki dobiveni spojevi (izolirani u dovoljnim koli¢inama od 10 mg), iz ove
skupine spojeva testirani kao potencijalni inhibitori kolinesteraza. No, unato¢ tome, dobivene
su korisne informacije za cjelokupno istrazivanje. Naime, acilirani produkt 27 pokazao je
visoku anti-AChE aktivnost u odnosu na sve ispitivane spojeve (tablica 3.2.). Izgledno je da
manja zasi¢ena molekula s dvije jake nukleofilne skupine moze bolje pridonijeti interakciji s
aktivnim mjestom AChE.

Tablica 3.2. 1Cso koncentracija acilnih derivata benzobiciklo[3.2.1]-
skeleta za AChE i BChE.

) 1Cs0/ pM
Spoj
AChE BChE
27 83+4.0 > 300
29 188 + 133 146 £+ 30

Glede inhibicijske selektivnosti spojeva, vidljivo je iz rezultata da se vecina novih ispitanih
spojeva pokazala selektivnija prema enzimu BChE nego prema AChE, iako inhibicijska
sposobnost istih varira s njihovom funkcionalnos¢u. Budu¢i dizajn inhibitora kolinesteraza u

sklopu istrazivanja za lijeCenje neuroloskih poremecaja, poput AD, treba temeljiti na
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fotoproduktima s benzobiciklo[3.2.1]oktenskom jezgrom i zasi¢enim alifatskim lancima,

slicima spoju 27.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO
4.1. Opée napomene

Koristen je komercijalno dostupan petroleter (PE), t.t. 40-60 °C. Otapala su procis¢ena
destilacijom. Kolonska kromatografija provedena je na koloni silikagela (Fluka 0,063-0,2 nm i
Fluka 60 A, tehnicki stupanj). TLC je proveden upotrebom ploca obloZenih silikagelom (0,2
mm, 0,5 mm, 1,0 mm, Kiselgel 60 F»s4). Organski slojevi rutinski su osuseni bezvodnim
MgSOsa, te upareni pomodu rotacijskog upariva¢a pod snizenim tlakom. 'H i '3C NMR spektri
snimljeni su na spektrometru frekvencije od 600 MHz. Svi NMR spektri mjereni su u CDCl3,
upotrebom tetrametilsilana (TMS) kao unutarnjeg standarda. Upotrijebljene su sljedece kratice:
s-singlet; d-dublet; t-triplet; g-kvartet; dd-dublet dubleta; m-multiplet i br-Sirok, PE-petroleter,
E-dietil-eter. UV spektri snimljeni su na UV/VIS spektrofotometru. IR spektri zabiljezeni su na
FTIR-ATR 1 FTIR. Maseni spektri su dobiveni na GC-MS sustavu. HRMS analiza provedena
je na masenom spektrometru (analizator MALDI TOF / TOF) opremljenim Nd: YAG laserom
koji radi na 355 nm s brzinom pucanja 200 Hz u pozitivnom (H+) ili negativnhom (H-)
reflektoru.

Spojevi endo-17', endo-2%° i 8’ pripremljeni su u naSem istraZivackom laboratoriju

fotokemijskom sintezom i prethodno objavljeni.
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4.2. Wittigova reakcija

Difosfonijeva sol (5 mmol, 1 ekv) se otopi u 100 mL etanola, susenog na sitima, u trogrloj
tikvici. Dodaje se odgovarajuci aldehid (cimt aldehid/ 4-metoksialdehid) (1,1 ekv). Bitno je da
sustav bude zatvoren, a sadrzaj tikvice se mijeSa na magnetskoj mijeSalici i propuhuje dusikom.
U lijevak za dokapavanje ulije se suhi etanol (10 mL) kojem se dodaju manji komadici natrija
(1,1 ekv). Nastaje natrijev etoksid, koji se zatim dokapava u tikvicu. Nakon zavrSetka
dokapavanja, reakcijska smjesa se mijesa sat vremena. Potom se uvodi p-formaldehid (1,00 g)
na nacin da se zagrijava na temperaturu od 140°C pri ¢emu dolazi do njegove depolimerizacije,
te on u struji dusika ulazi u tikvicu. Za to vrijeme se u tikvicu dokapava nova koliCina
pripremljenog natrijevog etoksida. Dolazi do zamucenja Zute reakcijske smjese. Nakon §to je
uveden sav p-formaldehid i zavrSeno dokapavanje natrijevog etoksida, sustav se zatvara i
mijesa na magnetskoj mjesalici preko noéi. Reakcijska smjesa se uprava na rotacionom
uparivacu, te zaostaje uljasti produkt. Zatim se provodi ekstrakcija u sustavu toluena i vode, a
organski sloj se susi na magnezijevom sulfatu, filtrira, te se otparava toluen. Suha reakcijska

smjesa se proc¢iS¢ava kolonskom kromatografijom na silikagelu uz petroleter kao eluens.

4.3. Fotokemijska sinteza

Smjesa izomera odgovarajucih produkata Wittigove reakcije procis¢ava se argonom 20 minuta
i ozracava u petroleteru (5 x 10~ M) na 350 nm, u pyrex cijevi Rayonet reaktora, 4 sata. Otapalo
je uklonjeno u vakuumu, a uljni talog procis¢en je kromatografijom na koloni silikagela,

koriste¢i petroleter kao eluens.

endo-1 endo-2

Nakon kolonske kromatografije, izolirano je 90% endo-1 1 70% endo-2. Produkti visoke

molekulske mase zadrzani su na koloni.
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endo-6-fenil-6,9-dihidro-5H-5,9-metano-benzociklohepten (endo-1), lit.”!: bezbojni kristali;
t.t. 51 °C; Ry 0,44 (petroleter); UV (EtOH) Amax (loge) 275 (2,88), 263 (2,90), 203 (4,46); 'H
NMR (CDCls, 600 MHz) ¢/ppm: 7,17-7,18 (m, 3H, Hy), 7,12 (d, /= 7,3 Hz, 1H, Han), 7,03 (t,
J=17,4Hz, 1H, Har), 6,81 (t,J= 7,4 Hz, 1H, Har), 6,73-6,76 (m, 2H, Hs), 6,37 (dd, Jas=9,5
Hz; Jag= 6,0 Hz; Jac= 2,5 Hz, 1H, Ha), 6,18 (d, J= 7,3 Hz, 1H, Han), 5,33 (dt, Jas=9,5 Hz;
Jesc= 2,5 Hz, 1H, Hg), 3,98 (m, 1H, Hc), 3,38 (t, Jco = Jpr = 4,7 Hz, 1H, Hp), 3,29 (dd, Jar =
6,0 Hz; Jgr = 4,7 Hz, 1H, Hg), 2,52 (dt, Jrc = 9,9 Hz; Jer = Jor= 4,7 Hz, 1H, HF), 2,38 (d, Jra
= 9,9 Hz, 1H, Hg); *C NMR (CDCls, 150 MHz) &/ppm: 152.27 (s), 142,44 (s), 141,93 (s),
132,71 (d), 128,21 (d), 127,60 (d), 126,34 (d), 126,10 (d), 126,05 (d), 125,97 (d), 124,89 (d),
120,03 (d), 48,59 (d), 46,29 (d), 44,13 (t, Crg), 40,37 (d); MS m/z (EI) 232 (M", 100%), 117
(25), 115 (10); HRMS (m/z) za CisHie: [M+H] izracunato 232,1634 1 [M+H] izmjereno 232,1655.

11-(4-metoksifenil)triciklo[6.3.1.0"|dodeka-2,4,6,9-tetraen  (endo-2), 1it*%: bezbojni
kristali; t.t. 45-47 °C; R¢ (petroleter/diklorometan = 8:2) = 0,27; 'H NMR (CDCls, 600 MHz)
o/ppm: 7,11 (d, 1H, J= 7,3 Hz), 7,03 (dt, 1H, J = 7,3; 1,0 Hz), 6,82 (dt, 1H, J=7,3; 1,0 Hz),
6,72 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,64 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,32-6,36 (m, 1H), 6,25 (d, 1H, J= 17,3 Hz),
5,28 (dt, 1H, J = 9,6; 2,6 Hz), 3,91-3,94 (m, 1H), 3,77 (s, 3H), 3,35 (t, 1H, J= 4,5 Hz), 3,27
(dd, 1H, J = 6,3; 4,7 Hz), 2,49-2,53 (m, 1H), 2,37 (d, 1H, J = 9,9 Hz); *C NMR (CDCl;, 75
MHz) J/ppm: 157,6 (s), 152,0 (s), 141,7 (s), 134,2 (s), 134,1 (d), 128,8 (2d), 126,3 (d), 125,8
(d), 125,5 (d), 124,5 (d), 119,6 (d), 112,6 (2d), 52,4 (q), 48,2 (d), 45,0 (d), 43,7 (t), 40,3 (d);
MS m/z (%, fragment): 262 (100, M"), 154 (75), 115 (50); HRMS (m/z) for Ci9Hi30:
[M+H] izracunato 262,1352 i [M+H] izmjereno 262,1351.

4.4. Sinteza epoksidnih derivata

Epoksidni derivati endo-11 1 endo-12 priredeni su reakcijom epoksidacije primjenom meta-
klorperbenzojeve kiseline (m-CPBA). Fotoprodukti endo-1 1 endo-2 otope se u 20 ml suhog
dioksana te se doda m-CPBA. Reakcija se vodi na sobnoj temperaturi preko noc¢i uz mijesanje.
Nakon zavrSetka reakcije, provodi se ekstrakcija dodatkom zasi¢ene otopine natrijevog
hidrogenkarbonata i vode. Organski sloj se ispire dva puta vodom i susi iznad MgSOs, filtrira i

uparava. Sirovi produkt se prociS¢ava kolonskom kromatografijom.
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OCHj

endo-11 endo-12

(2R,7R,85)-8-fenil-1a,7,8,8a-tetrahidro-2H-2,7-metanobenzo[4,5]ciklohepta[1,2-b]-
oksiren (endo-11): Prinos 61%; Ry (petroleter/diklorometan): 0,27; 'H NMR (CDCls, 600
MHz) é/ppm: 7,53 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar), 7,30 (d, 1H, J = 7,4 Hz, Ar), 7,16 (t,2H, J = 7,3
Hz, Ar), 6,93 (t, 1H, J= 7,3 Hz, Ar), 6,70 (dd, 2H, J=8,8; 7,3 Hz, Ar), 6,26 (d, 1H, J=7,4 Hz,
Ar), 3,54 (d, 1H, J=4,8 Hz, Hg), 3,45 (t, IH, J=4,1 Hz, Ha), 3,39 (t, IH, J= 3,9 Hz, Hg), 3,07
(d, 1H, J=4,1 Hz, He), 2,99 (t, 1H, J= 5,0 Hz, Hp), 2,41 (d, 1H, J= 10,8 Hz, Hg), 2,07-2,02
(m, 1H, Hr); *C NMR (CDCls, 75 MHz) 6/ppm: 144.6 (s), 143,2 (s), 141,2 (s), 133,2 (d), 129,3
(d), 128,2 (2d), 127,3 (2d), 126,4 (d), 125,3 (d), 122,1 (d), 54,1 (d), 52,5 (d), 45,8 (d), 43,2 (1),
40,1 (d), 34,9 (t); MS m/z (%, fragment) (EI): 248; HRMS (m/z) za Ci1sH160: [M+H] " izracunato
249,1201 i [M+H] izmjereno 249,1190.

(2R,7R,8S,8a5)-8-(4-metoksifenil)-1a,7,8,8a-tetrahidro-2 H-2,7-metanobenzo[4,5]
ciklohepta[1,2-b]oksiren (endo-12): Prinos 50%; Ry (petroleter): 0,13; 'H NMR (CDCls, 600
MHz) ¢/ppm: 7,29 (d, 1H, J=7,3 Hz, Ar), 7,16 (t, I1H, J=7,2 Hz, Ar), 6,95 (t, IH, J=7,2 Hz,
Ar), 6,75 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar), 6,61 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar), 6,32 (d, 1H, J= 7,3 Hz, Ar),
3,79 (s, 3H, OCHs), 3,48 (d, 1H, J = 5,0 Hz, HE), 3,44 (t, 1H, J=4,0 Hz, Ha), 3,36 (t, I1H, J=
3,8 Hz, Hg), 3,00 (d, 1H, J =4,0 Hz, Hc), 2,95 (t, 1H, J = 5,0 Hz, Hp), 2,38 (d, I1H, J= 10,8
Hz, Hg), 2,05-2,00 (m, 1H, Hr); *C NMR (CDCls, 150 MHz) 6/ppm: 152,5 (s), 142.9 (s), 135.9
(s), 133,8 (s), 129,6 (2d), 126,8 (d), 126,7 (d), 125,8 (d), 122,5 (d), 113,8 (2d), 55,2 (d), 54,2
(d), 53,2 (q), 44,8 (d), 42,9 (1), 40,6 (d), 35,3 (d); MS m/z (%, fragment) (EI): 278; HRMS (m/z)
za C1oH1602: [M+H] " izracunato 279,1306 i [M+H] " izmjereno 279,1325.

4.5. Otvaranje epoksidnog prsten

Otopini pocetnog epoksida (0,8 g) u THF-u dodan je litij-aluminij-hidrid (2,5 ekv.). Smjesa se

24 sata mijeSa na magnetskoj mjesalici na refluksu od 76°C. Nakon zavrSetka reakcije, doda se
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NaHCOs i pH podesava na 7. Vodeni sloj dva puta se ispire dietil-eterom. Organski sloj se susi
iznad MgSQOs, filtrira 1 uparava. Sirovi produkt se proc¢i§¢ava kolonskom kromatografijom

koriste¢i petroleter/diklorometan kao eluens.

OCH;4
endo-13 endo-14

(65)-6-fenil-6,7,8,9-tetrahidro-5H-5,9-metanobenzo|7]anulen-7-0l (endo-13): Prinos 40%;
Ry (petroleter/ diklorometan 40%): 0,20; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm 8,00-7,30 (m, 4H,
Ar), 6,93-6,20 (m, 5SH, Ar), 4,13 (m, 1H, Hsg) 3,40 (dd, 1H, J = 12,7, 4,7 Hz, Ha/a1E) 3,20 (t,
1H, J = 4,5 Hz, Ha/a18), 3,14 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Ha/a1E), 2,56 (d, 1H, J= 10,8 Hz, Hg), 2,35
(s, 1H, OH), 2,25-2,20 (m, 1H, Hr) 1,63 (d, 1H, J = 4,8 Hz, Hcp), 1,60 (d, 1H, J = 4,8 Hz,
Hep); *C NMR (CDCls, 150 MHz) §/ppm: 143,8 (s), 142,3 (s), 133,9 (s), 129,3 (d), 128,9 (d),
127,6 (d), 127,2 (2d), 126,5 (d), 124,3 (2d), 122,1 (d), 68,1 (d), 63,9 (t), 47,9 (d), 47,0 (d), 41,5
(d), 38,7 (t); MS m/z (%, fragment) (EI): 250; HRMS (m/z) za CisHisO: [M+H] izracunato
251,1357 i [M+H] izmjereno 251,1349.

(5R,6S5,95)-6-(4-metoksifenil)-6,7,8,9-tetrahidro-5H-5,9-metanobenzo|7]anulen-7-ol
(endo-14): Prinos 35%; R¢(petroleter/ diklorometan): 0,20; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) 6/ppm
7,85-7,32 (m, 3H, Ar), 6,98-6,24 (m, 5H, Ar), 4,31-4,28 (m, 1H, Hg) 3,79 (s, 1H, OCH3) 3,65-
3,63 (m, 1H, Ha/a1k) 3,44 (t, 1H, J = 4,4 Hz, Ha/a1k), 3,36 (t, 1H, J = 3,8 Hz, Ha/a15), 3,01
(dd, 1H, J=4,0, 1,4 Hz, Hcep), 2,96 (t, 1H, J= 5,2 Hz, Hep) 2,38 (d, 1H, J = 11,0 Hz, Hg),
2,27 (s, 1H, OH), 2,05-2,00 (m, 1H, Hf); MS m/z (%, fragment) (EI): 280; HRMS (m/z) za
C19H2002: [M+H] izracunato 281,1463 1 [M+H] izmjeren0 281,1609.

4.6. Sinteza etera iz alkohola

Alkohol dobiven cijepanjem epoksida (0,05 g) otopljen je u acetonu (2 ml) te je dodan K>COs
(1,5 ekv) 1 odgovarajuci alkilbromidi (1,1 ekv). Smjesa se mijeSa na magnetskoj mjesalici 24

sata na refluksu od 56°C. Nakon zavrSetka reakcije dodaje se voda 1 dietil-eter. Organski sloj
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se suSi iznad MgSOs, filtrira 1 uparava. Sirovi materijal je procis¢en kolonskom

kromatografijom koriste¢i petroleter/diklorometan kao eluens.

Neasignirani spojevi nisu uspjesno izolirani u Cistom obliku.

endo-15 endo-16

(5R,6S8,9S5)-7-etoksi-6-fenil-6,7,8,9-tetrahidro-5H-5,9-metanobenzo[7]anulen  (endo-15):
Prinos 20%; Ry (petroleter/diklorometan): 0,52; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) J/ppm: 7,72 (d,
1H, J=17,3 Hz), 7,33-7,19 (m, 4H), 7,05-7,01 (m, 2H), 7,14 (t, 1H, J= 7,4 Hz), 6,74 (t, 1H, J
=17,3 Hz), 4,16-4,11 (m, 2H), 3,35-3,30 (m, 2H), 3,01 (d, 1H, J= 11,0 Hz), 2,18-2,13 (m, 1H),
2,09-2,07 (m, 1H), 1,89 (dd, 2H, J = 15,2, 4,5 Hz), 1,76-1,73 (t, 3H, J = CHz3); MS m/z (%,
fragment) (EI): 280 (100).

((5R,65,95)-6-fenil-7-propoksi-6,7,8,9-tetrahidro-5SH-5,9-metanobenzo[7]anulen
(endo-16): Prinos 40%; Ry (petroleter/diklorometan): 0,57; "H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm:
7,42 (t, IH, J=17,5Hz), 7,33 (d, 1H, J=7,1 Hz), 7,28 (d, 2H, J= 7,9 Hz), 7,23 (t, 2H, J="7,5
Hz), 7,14 (t, 2H, J= 7,9 Hz), 6,48 (d, 1H, J= 7,1 Hz), 4,68-4,63 (m, 2H), 4,19-4,14 (m, 2H),
3,31 (m, 2H), 3,03 (d, 1H, J= 11,0 Hz), 2,18-2,13 (m, 1H), 2,09-2,07 (m, 1H), 1,89 (dd, 2H, J
=15,2;4,5Hz), 1,71 (d, 1H,J= 10,5 Hz), 1,28 (t, 3H, J= 6,9 Hz, CH3); '*C NMR (CDCls, 150
MHz) é/ppm: 145,3 (s), 145,1 (s), 144,3 (s), 127,6 (d), 127,5 (2d), 126,9 (d), 126,6 (2d), 125,7
(d), 124,5 (d), 122,5 (d), 68,8 (d), 53,3 (d), 47,5 (), 46,8 (d), 39,7 (1), 36,9 (1), 33,8 (1), 32,4 (d),
25,5 (q); MS m/z (%, fragment) (EI): 292 (100); HRMS (m/z) za C21H240: [M+H] izracunato
293,1827 i [M+H] izmjereno 293,1846.
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endo-17

(5R,6S8,9S5)-7-izopropoksi-6-fenil-6,7,8,9-tetrahidro-5H-5,9-metanobenzo|7]anulene
(endo-17): Prinos 50%; Ry (petroleter/diklorometan) = 0,55; 'H NMR (CDCls, 600 MHz)
o/ppm: 7,33 (t, 1H, J=7,0 Hz), 7,30-7,28 (m, 1H), 7,23 (t, 3H,J="7,7 Hz), 7,14 (d, 1H, J=7,3
Hz), 6,98 (d, 1H, J = 7,3 Hz), 6,47 (d, 2H, J = 7,7 Hz), 4,19-4,14 (m, 1H), 3,50-3,46 (m, 1H,
izopropil-CH), 3,24-3,20 (m, 2H), 2,98 (d, 1H, /= 11,1 Hz), 2,17-2,12 (m, 1H), 2,06-2,01 (m,
1H), 1,81 (dd, 1H, J = 15,0; 4,3 Hz), 1,67 (d, 1H, J = 15,0 Hz), 1,29 (br s, 6H); *C NMR
(CDCls, 150 MHz) é/ppm: 145,4 (s), 145,2 (s), 144,3 (s), 127,5 (2d), 126,9 (d), 126,8 (d), 126,5
(2d), 125,7 (d), 124,8 (d), 122,5 (d), 68,8 (d), 53,3 (d), 46,8 (d), 43,2 (d), 39,7 (d), 36,9 (1), 34,1
(1), 27,4 (2q); MS m/z (%, fragment) (EI): 292 (100); HRMS (m/z) za C21H240: [M+H]" izracunato
293,1827 i [M+H]+ izmjereno 293,1814.

3-(((5R,6S5,95)-6-fenil-6,7,8,9-tetrahidro-5H-5,9-metanobenzo|7]anulen-7-il)oksi)propan-
1-0l (endo-19): Prinos 45%; Ry (petroleter/diklorometan): 0,50; 'H NMR (CDCls, 600 MHz)
o/ppm 7,28 (d, 1H, J=7,3 Hz, Ar), 7,21-7,18 (m, 3H, Ar), 7,15 (t, I1H, J= 7,3 Hz, Ar), 6,92 (t,
1H, J=17,3 Hz, Ar), 6,69 (dd, 2H, J = 6,6; 3,3 Hz, Ar), 6,24 (d, 1H, J=7,3 Hz, Ar), 3,57-3.,44
(m, 4H), 3,52 (d, 1H, J = 4,8 Hz, Hp), 3,44 (t, 1H, J = 4,2 Hz, Hg), 3,37 (t, 1H, J= 3,8 Hz,
Hasa1), 3,05 (dd, 1H, J = 4,2 Hz, Hc), 2,98 (t, 1H, J = 5,1 Hz, Hp), 2,40 (d, 1H, J = 10,7 Hz,
Hg), 2,11-2,06 (m, 1H, Ha/a1), 2,06-2,01 (m, 1H, Hf), 1,42 (s, 1H, OH), 1,24 (br s, 2H); *C
NMR (CDCl3, 150 MHz) o/ppm: 145,2 (s), 143,5 (s), 141,7 (s), 128,6 (2d), 127,7 (2d), 126,8
(d), 126,3 (d), 126,0 (d), 125,7 (d), 122,5 (d), 68,2 (d), 54,5 (t), 52,9 (d), 50,4 (t), 45,9 (d), 43,7
(d), 40,6 (1), 39,9 (1), 35,5 (t); MS m/z (%, fragment) (EI): 308; HRMS (m/z) za C21H240x:
[M+H]" izracunato 309,1776 i [M+H]" izmjereno 309,4140.
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5 OCHQCH3 3 OCHZCHZCH3

OCH3 OCH3
endo-20 endo-21

(5R,685,95)-7-etoksi-6-(4-metoksifenil)-6,7,8,9-tetrahidro-5H-5,9-metanobenzo-[7]anulen
(endo-20): Prinos 20%; Rr (petroleter/diklorometan): 0,67; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) 6/ppm
7,30 (d, 1H, J="7,5Hz), 7,17 (t, 1H, J= 7,5 Hz), 6,96 (t, 1H, J=17,5 Hz), 6,76 (d, 2H, J = 8,6
Hz), 6,62 (d, 2H, J= 8,6 Hz), 6,33 (d, 1H, J=7,5 Hz), 3,79 (s, 3H), 3,51-3,48 (m, 2H), 3,45 (t,
1H,J=4,8 Hz), 3,38 (t, I|H, J=4,2 Hz), 3,03 (d, 1H, J=4,2 Hz), 2,97 (t, 1H, J=4,8 Hz), 2,38-
2,33 (m, 2H), 2,39 (d, 1H, J=10,8 Hz), 2,06-2,01 (m, 1H), 1,27 (s, 3H); MS m/z (%, fragment)
(EI): 308 (100).

(5R,6S8,95)-6-(4-metoksifenil)-7-propoksi-6,7,8,9-tetrahidro-5SH-5,9-metanobenzo[7]
anulen (endo-21): Prinos 35%; Ry (petroleter/diklorometan): 0,57; '"H NMR (CDCls, 600 MHz)
o/ppm 7,21 (d, 1H, J=7,3 Hz), 7,08 (t, 1H, J= 7,4 Hz), 6,87 (t, l1H, J=7,4 Hz), 6,67 (d, 2H, J
= 8,6 Hz), 6,53 (d, 2H, J= 8,6 Hz), 6,24 (d, 1H, J=7,3 Hz), 3,70 (s, 3H, OCH3), 3,51 (q, 2H,
J=6,6 Hz), 3,40 (t, 1H, J=4,8 Hz), 3,36 (t, 1H, J=4,3 Hz), 2,93 (d, 1H, J= 3,7 Hz), 2,87 (t,
1H, J=4,9 Hz), 2,39-2,35 (m, 4H), 2,30 (d, 1H, J= 10,8 Hz), 1,99-1,96 (m, 1H), 1,18 (br s,
3H); *C NMR (CDCl3, 150 MHz) é/ppm: 157.5 (s), 144,5 (s), 143,2 (s), 133,5 (s), 129,2 (d),
127,1 (d), 126,4 (2d), 126,2 (d), 122,1 (2d), 112,6 (d), 54,7 (d), 54,0 (d), 52,7 (d), 45,5 (d), 42,4
(d), 40,1 (d), 34,7 (1), 30,4 (q); MS m/z (%, fragment) (EI): 322; HRMS (m/z) za C22H2602:
[M+H]" izracunato 323,1932 i [M+H]" izmjereno 323,4406.

OCH; OCH;

endo-23 endo-24
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(5R,6S,9S)-7-(aliloksi)-6-(4-metoksifenil)-6,7,8,9-tetrahidro-5H-5,9-metanobenzo[ 7]
anulen (endo-23): Ry (diklorometan): 0,88; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) ¢/ppm: 7,12 (d, 1H, J
=17,5Hz), 7,04 (td, 1H, J=17,6; 1,1 Hz), 6,83 (td, 1H, J=7,6; 1,1 Hz), 6,81 (d, 1H, J= 8,6 Hz),
6,73 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,65 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,56 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 6,35 (t, |H, J="7.5
Hz), 6,25 (d, 1H, J = 7.2 Hz), 5,29 (dt, 1H, J = 9,6; 1,9 Hz), 4,27 (dd, 1H, J = 5,7 Hz), 3,95-
3,92 (m, 1H), 3,78 (s, 3H), 3,41-3,37 (m, 1H), 3,36 (t, 1H, J=4,9 Hz), 3,28 (dd, 1H, J = 6,8;
4,7 Hz), 3,17 (t, 1H, J = 4,7 Hz), 2,53-2,48 (m, 1H), 2,37 (d, 1H, J = 10,1 Hz), 1,45-1,49 (m,
1H).

3-(((5R,65,95)-6-(4-metoksifenil)-6,7,8,9-tetrahidro-5H-5,9-metanobenzo-|7]anulen-7-
il)oksi)propan-1-ol (endo-24): Prinos 15%; R (petroleter/diklorometan): 0,64; 'H NMR
(CDCls, 600 MHz) ¢/ppm 6,95 (d, 1H, J= 7,4 Hz), 6,82 (t, 1H, J= 17,3 Hz), 6,75 (t, 1H, J=7,3
Hz), 6,71 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ar), 6,63 (d, 1H, J = 7,4 Hz, Ar), 6,46 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Ar),
4,20-4,16 (m, 1H), 3,72-3,66 (m, 4H, CH>.CH>), 3,64 (s, 3H, OCH3), 3,53 (t, 1H, J = 4,8 Hz),
3,31-3,25 (m, 1H), 2,96 (s, 1H, OH), 2,57 (dt, 1H, J = 14,3; 3,4 Hz), 2,44-2,39 (m, 1H), 2,28-
2,23 (m, 1H), 2,04-1,97 (m, 2H), 1,17 (br s, 2H); MS m/z (%, fragment) (EI): 338; HRMS (m/z)
for C22H2603: [M+H]" izracunato 339,1881 i [M+H]" izmjereno 339,4404.

4.7. Friedel-Craftsovo aciliranje

Otopini spoja 87 (100 mg, 0,510 mol) u diklorometanu (2 ml) dodaje se AICI; (68 mg, 0,510
mol) te odgovaraju¢i karbonil-kloridi (1,1 ekv.). Reakcija je izvedena u sealed tube-u.
Reakcijska smjesa se ostavlja preko no¢i na sobnoj temperaturi. Nakon uklanjanja otapala,
nastali talog ponovno se prociS€ava kromatografijom na koloni koriste¢i smjesu

petroleter/diklorometan kao eluens. Svi dobiveni spojevi 25-32 izolirani su u prvim frakcijama.

Neasignirani spojevi nisu uspjesno izolirani u ¢istom obliku.

0 OH 0
M M
OH OH o
26 27 28

(2)-4-((5R,9R)-7-hidroksi-5,7,8,9-tetrahidro-6 H-5,9-metanobenzo|7]anulen-6-iliden)-

butan-2-on (26): 16 mg (13 %); zuto ulje; Rr(diklormetan): 0,5; '"H NMR (CDCls, 600 MHz)
o/ppm: 7,54 (d, 1H, J=7,7 Hz, Har), 7,29 (t, 1H, J= 7,7 Hz, Har), 7,14 (t, 1H, J= 7,7 Hz, Ha/),
7,10 (d, 1H, J= 7,7 Hz, Har), 6,79 (m, 1H), 3,83 (m, 1H), 3,62 (d, 1H, J= 3,6 Hz), 3,24 (t, IH,
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J=6,6 Hz), 3,01 (d, 1H, J = 4,6 Hz), 2,45 (m, 1H), 2,28 (s, 1H, -OH), 2,31 (d, 1H, J = 10,7
Hz,), 2,29 (m, 2H), 2,06-2,02 (m, 1H), 1,95 (s, 3H); MS m/z (%, fragment) (EI): 242 (100);
HRMS (m/Z) zZa C]6H1802. [M+H]+ izradunato 243,1306 1 [M+H]+ izmjereno 243,3129.

(5R,9R,Z)-6-((Z)-3-hidroksibut-2-en-1-iliden)-6,7,8,9-tetrahidro-5 H-5,9-metano-
benzo[7]anulen-7-o0l (27): 2 mg (2 %); Zuto ulje; Ry (diklormetan/petroleter 70%): 0,10; 'H
NMR (CDCl3, 600 MHz) é/ppm: 7,30 (d, 1H, J= 7,5 Hz, Ha), 7,16 (t, 1H, J= 7,5 Hz, Ha,),
6,93 (t, 1H, J= 17,5 Hz, Ha), 6,70 (m, 2H), 6,26 (d, /= 7,3 Hz, 1H), 3,53 (d, 1H, J= 5,1 Hz),
3,45 (t, 1H, J=4,4 Hz), 3,38 (t, IH, J= 3,9 Hz), 3,06 (dd, 1H, J=4,0; 1,5 Hz), 2,99 (t, I1H, J
=5,1 Hz), 2,41 (d, 1H, J=10,9 Hz), 2,10 (s, 1H, OH), 2,06-2,02 (m, 1H), 1,53 (s, 3H); MS m/z
(%, fragment) (EI): 242 (100); HRMS (m/z) za C16H1302: [M+H]" izrazunato 243,1306 i [M+H]"
izmjereno 243,3131.

(E)-1-((58,9R)-5,9-dihidro-6 H-5,9-metanobenzo|7]anulen-6-iliden)heksa-2,3-dion (28): 42
mg (31 %); zuto ulje; Ry (diklormetan): 0,40; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) 6/ppm: 8,07 (d, 1H,
J=17,9 Hz, Har), 7,83 (d, 1H, J = 7,9 Hz, Har), 7,13-7,09 (m, 2H), 6,26 (dd, 1H, J=6,8; 1,8
Hz), 6,02 (d, 1H, J=9,6 Hz), 5,91 (d, 1H, J = 9,6 Hz), 4,25-4,19 (m, 2H), 3,55-3,51 (m, 2H),
2,71 (d, 1H, J = 11,2 Hz), 2,35-2,31 (m, 2H), 2,04-2,01 (m, 1H), 1,63 (s, 3H); MS m/z (%,
fragment) (EI): 266 (100); HRMS (m/z) za Ci1sHisO2: [M+H]" izracunato 267,1306 i [M+H]"
izmjereno 267,3343.

0] OH
P
OH OH
29 30

(2)-1-((5R,9R)-7-hidroksi-5,9-dihidro-6 H-5,9-metanobenzo|7]anulen-6-iliden)-pentan-3-
on (29): 76 mg (59 %); zuto ulje; Rr (diklormetan): 0,29; 'H NMR (CDCls, 600 MHz) &/ppm:
8,04 (d, 1H, J= 8,5 Hz, Har), 7,93 (d, 1H, J=9,1 Hz, Ha,), 7,50 (t, 1H, J=7,7 Hz, Ha), 7,16
(m, 1H, Ha), 6,30 (dd, 1H, J=3,1; 1,9 Hz), 6,10 (d, 1H, J= 3,1 Hz), 4,59 (d, 1H, J= 6,3 Hz),
4,42 (d, 1H, J=5,6 Hz), 4,33 (s, 1H, OH), 4,10-4,07 (m, 2H), 2,28 (d, 1H, /= 11,5 Hz), 1,93-
1,83 (m, 1H) 1,80-1,69 (m, 2H), 1,00 (t, 3H, J = 5,4 Hz); MS m/z (%, fragment) (EI): 254 (100);
HRMS (m/z) za C17H1302: [M+H]" izracunato 255,1306 i [M+H]" izmjereno 255,3236.

(92)-9-|(Z)-3-hidroksipent-2-eniliden|triciklo[6.3.1.02,7]dodeka-2(7),3,5-trien-10-0l (30):
8.9 mg (12 %); zuto ulje; Rr (diklormetan/petroleter 20%): 0,73; '"H NMR (CDCls, 600 MHz)
o/ppm: 7,44-7,02 (m, 4H), 6,64 (m, 1H), 6,27 (d, 1H, J=7,8 Hz), 3,63 (q, 2H, J= 6,8 Hz), 3,51
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(d, 1H,J=4,5Hz), 3,44 (t, 1H, J=4,5 Hz), 3,37 (t, 1H, J=4,5 Hz), 2,99 (dd, 1H, J=3,0; 1,5
Hz), 2,95 (t, 1H, J= 4,5 Hz), 2,38 (d, 1H, J= 10,6 Hz), 2,05-2,02 (m, 1H), 1,56 (t, 3H, /= 17,2
Hz); MS m/z (%, fragment) (EI): 256 (100).

O © o Gl

OO QXY T AT

32 33 34

(£)-3-((5R,9R)-7-hidroksi-5,9-dihidro-6 H-5,9-metanobenzo[7]anulen-6-iliden)-1-
fenilpropan-1-on (32): 59.3 mg (38 %); bezbojno ulje; Ry (diklormetan): 0,38; 'H NMR
(CDCl3, 600 MHz) o/ppm: 8,01 (d, 2H, J= 8,7 Hz, Har), 7,90 (t, 2H, J = 8,9 Hz, Ha), 7,71 (d,
1H, J=8,3 Hz, Ha), 7,68 (d, 1H, J=9,2 Hz, Ha,), 7,50-7,43 (m, 3H, Ha:), 6,30 (m, 1H), 6,10
(d, 1H, J= 3,3 Hz), 4,71 (s, 1H, OH), 4,58 (d, 1H, J = 4,3 Hz), 4,39 (d, 1H, J = 4,9 Hz), 4,12
(t,2H, J=4,9 Hz), 2,40 (d, 1H, J = 10,5 Hz), 2,33-2,28 (m, 1H); MS m/z (%, fragment) (EI):
302 (100).

(E)-5-klor-1-((5S,9R)-5,9-dihidro-6 H-5,9-metanobenzo|7]anulen-6-iliden)penta-2,3-dion
(33): 7,5 mg (7,3 %); bezbojno ulje; R (diklormetan): 0,42; 'TH NMR (CDCls, 600 MHz) 6/ppm:
8,01 (d, 1H, J= 17,6 Hz, Hay), 7,13 (d, 1H, J= 7,6 Hz, Ha), 7,10-7,05 (m, 2H, Ha), 6,26 (dd,
1H,J=6,5; 1,6 Hz), 6,14 (d, 1H, J=9,3 Hz), 5,98 (d, 1H, J=9,3 Hz), 4,25-4,19 (m, 2H), 3,55
(m, 2H), 2,71 (d, 1H, J = 11,1 Hz), 2,33 (m, 2H), 2,07-2,03 (m, 1H); MS m/z (%, fragment)
(EI): 286 (100), 288 (32).

(£)-1-(2-klorfenil)-3-((5R,9R)-7-hidroksi-5,9-dihidro-6 H-5,9-metanobenzo-|7]anulen-6-
iliden)propan-1-on (34): 9,5 mg (8 %); bezbojno ulje; Rr (diklormetan): 0,40; 'H NMR
(CDCl3, 600 MHz) o/ppm: 8,02 (d, 1H, J= 8,9 Hz, Har), 7,90 (t, 2H, J=9,2 Hz, Har), 7,81 (d,
1H, J= 8,3 Hz, Har), 7,70 (d, 1H, J = 9,2 Hz, Ha,), 7,50-7,43 (m, 3H, Ha,), 6,28 (dd, 1H, J =
3,2; 1,8 Hz), 6,08 (d, 1H, J= 3,1 Hz), 4,55 (d, 1H, J = 6,1 Hz), 4,21 (d, 1H, J=5,7 Hz), 3,98
(t,2H,J=6,1 Hz), 3,18 (s, 1H, -OH), 2,03-1,99 (m, 2H); MS m/z (%, fragment) (EI): 336 (100),
338 (32).
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5. ZAKLJUCAK

Wittigovom reakcijom sintetizirani su geometrijski izomeri spojeva 9, 10 i 25 koji su, kao
smjese izomera, fotokemijskim zatvaranjem na valnoj duljini od 350 nm prevedeni u
benzobiciklo[3.2.1]oktadienske analoge 1, 2 i 8. Njihova daljnja funkcionalizacija provedena
je epoksidacijom, epoksidnim otvaranjem i Friedl-Craftsovim aciliranjem u svrhu dobivanja
epoksida, etera i alkohola 11-24 te acilnih derivata 26-34. Mehanizam otvaranja epoksida 11 i
12 objasnjen je racunalnim simulacijama, a Svi konacni funkcionalizirani produkti
okarakterizirani su NMR spektroskopijom i masenom spektrometrijom. Spojevi izolirani u
vecim koli¢inama testirani su kao potencijalni inhibitori humanih kolinesteraza te se pokazalo
da je inhibicijska aktivnost vecine spojeva selektivnija prema BChE, nego $to je prema AChE
enzimu. Za potrebe buduceg dizajna inhibitora kolinesteraza u sklopu lijecenja neuroloskih
poremecaja poput Alzheimerove bolesti, prema vrlo korisnim dobivenim rezultatima, valja
nastaviti s istrazivanjem fotoprodukata s benzobiciklo[3.2.1]oktenskom jezgrom i zasi¢enim

alifatskim lancima, sli¢énima strukturi acilnog derivata 27.
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SAZETAK

U svrhu proucavanja inhibicijske aktivnosti derivata benzobiciklo[3.2.1]oktadienskih
fotoprodukata prema humanim kolinesterazama, Wittigovom reakcijom sintetizirani su spojevi
9, 10 i 25 koji su fotokemijskom metodologijom, intramolekulskim zatvaranjem prstena
prevedeni u benzobiciklo[3.2.1]oktadienske derivate s izoliranom dvostrukom vezom, endo-1,
endo-2 i 8. U cilju funkcionalizacije dvostruke veze provedena je epoksidacija
meta-klorperbenzojevom kiselinom pri ¢emu su dobiveni epoksidi endo-11 i endo-12, te Friedl-
Craftsovo aciliranje prilikom ¢ega su sintetizirani acilni derivati 26-34. Aciliranje furanskih
derivata u prisutnosti aluminijevog klorida u diklormetanu rezultira je i otvaranjem furanskog
prstena. Otvaranje epoksida uslijed visoke reaktivnosti provedeno je pomocu litijevog
aluminijevog hidrida u tetrahidrofuranu prilikom ¢ega dolazi do nastajanja alkohola endo-13 i
endo-14. Mehanizmi otvaranja epoksida objasnjeni su u suradnji sa Laboratorijem za ra¢unalne
bioznanosti IRB pomo¢u molekulskih simulacija koje se temelje na metodama teorijske kemije.
Dobiveni alkoholi endo-13 i endo-14 prevedeni su u odgovarajuce etere endo-15-24 pomocéu
odgovarajucih alkilbromida u acetonu. Svi novi produkti okarakterizirani su spektroskopskim
metodama (NMR spektroskopijom i masenom spektrometrijom), a za one dobivene u dovoljnoj

koli¢ini ispitana je inhibicijska aktivnost na humane enzime AChE i BChE.

Kljuéne rije¢i: benzobiciklo[3.2.1]oktadieni, epoksidi, eteri, fotokemija, otvaranje epoksidnog

prstena, otvaranje furanskog prstena, aciliranje, racunalna kemija, spektroskopija, inhibicija
AChE i BChE
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SUMMARY

Synthesis of epoxy, hydroxy and acyl derivatives of benzobicyclo-

[3.2.1]octadiene photoproducts as potential cholinesterase inhibitors

For the purpose of studying the influence of benzobicyclo[3.2.1]octadiene photoproducts on
the inhibitory activity of cholinesterases, compounds 9, 10 and 25 were synthesized using the
Wittig reaction and subsequently converted intramolecular ring photoclosure into
benzobicyclo[3.2.1]octadiene derivatives containing an isolated double bond endo-1, endo-2
and 8. In order to functionalize the double bond, epoxidation with meta-chlorperbenzoic acid
was carried out to give epoxides endo-11 and endo-12, along with the Friedl-Crafts acylation
whereby compounds 26-34 were synthesized. Acylation of furan derivatives in the presence of
aluminum chloride in dichloromethane results also in the furan ring opening. The epoxide was
opened as well due to its high reactivity using lithium aluminum hydride in tetrahydrofuran
obtaining alcohols endo-13 and endo-14. The mechanism of opening the the epoxide ring was
interpreted in collaboration with the Laboratory of Computational Biosciences at RBI using
molecular simulations based on theoretical chemistry methods. The resulting alcohols endo-13
and endo-14 were converted to the corresponding ethers endo-15-24 using the analogous alkyl
bromides in acetone. All new compounds were characterized by spectroscopic methods (NMR
spectroscopy and mass spectrometry) and for those isolated in sufficient quantities, the

investigation of their inhibitory activity against human AChE and BChE were performed.

Keywords: AChE and BChE inhibition activity, acylation, benzobicyclo[3.2.1]octadienes,
computational chemistry, epoxide ring opening, epoxides, ethers, furan ring opening,

photochemistry, spectroscopy
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