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POPIS KRATICA

Af - eng. p-amyloids - g amiloidi

ACN - acetonitril

ACh - eng. acetylcholine - acetilkolin

AChE - eng. Acetylcholinesterase - acetilkolinesteraza

AD - eng. Alzheimer's disease - Alzheimerova bolest

AIBN - eng. Azobisisobutyronitrile - azobisizobutironitril

BBB - eng. blood-brain barrier - krvno-mozdana barijera

BChE - eng. Butyrylcholinesterase - butirilkolinesteraza

B3LYP - eng. Becke Three Parameter Hybrid Functionals - Beckeovi troparametarski
hibridni funkcionali

CCly - tetraklormetan

CDClI; - deuterirani kloroform

CD30D - deuterirani metanol

ChE - eng. cholinesterase - kolinesteraza

CIM - eng. Configuration Interaction Method - metoda konfiguracijskih interakcija
DCM - diklormetan

DFT - eng. Density Functional Theory - teorija funkcionala (elektronske) gustoce

DME - dimetileter

DMF - dimetilformamid

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

E - dietileter

E - njem. entgegen - nasuprot

EtOAC - etilacetat

EtOH - etanol

PE - petroleter

HAT - eng. hydrogen atom transfer - prijenos vodikovog atoma

HF - Hartree-Fock

HOMO - eng. highest occupied molecular orbital - najvisa okupirana molekulska orbitala
HRMS - eng. high resolution mass spectrometry - masena spektrometrija visoke rezolucije
ICs - eng. half-maximal inhibitory concentration - koncentracija za polovi¢nu inhibiciju
IL - interleukin

INOS - eng. inducible nitric oxide synthase - inducibilna sintaza dusikovog oksida



KOtBu - kalijev tert-butoksid

LED - eng. light-emitting diode - dioda koja emitira svjetlost

LPS - lipopolisaharid

LiAlIH, - litijev aluminijev hidrid

LUMO - eng. lowest unoccupied molecular orbital - najniza neokupirana molekulska orbitala
MAPK - mitogenom aktivirane protein kinaze

MgSO, - magnezijev sulfat

MP - Mgller-Plesset

Na - natrij

NaOEt - natrijev etoksid

NaOtBu - natrijev tert - butoksid

NBS - eng. N-bromosuccinimide - N-bromsukcinimid

NMR - eng. Nuclear Magnetic Resonance - nuklearna magnetska rezonancija
NO - dusikov monoksid

PES - eng. Potential Energy Surface - ploha potencijalne energije

PCET - eng. proton-coupled electron transfer - prijenos elektrona spregnutog s protonom
PCM - eng. Polarizable Continuum Model - model polarizabilnog kontinuuma
PolyQ - eng. polyglutamine - poliglutamin

RAF - eng. radical adduct formation - formiranje radikalnog adukta

ROS - eng. reactive oxygen species - reaktivne kisikove vrste

SEPT - eng. sequential electron proton transfer - sekvencijalni prijenos elektrona
Sirtl - sirtuinl

THEF - tetrahidrofuran

TiCl; - titanijev(lI1)-klorid

TiCly, - titanijev(1V)-klorid

TLC - eng. thin-layer chromatography - tankoslojna kromatografija

TMS - tetrametilsilan

TNF-a - eng. tumour necrosis factor alpha - faktor tumorske nekroze alfa

UV - ultraljubicasta (spektrofotometrija)
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1. UVOD

U cilju pronalaska novih molekula koje bi uz odli¢na terapijska svojstva zadrzala
strukturnu stabilnost, velika je pozornost na stilbenima i njihovim derivatima, koji su poznati
po izvrsnim terapijskim ucincima. Posebice su u tom smislu interesantni njihovi hidroksilni
derivati s naglaskom na spoj rezveratrol.

trans-Rezveratrol (Slika 1) je molekula koja pripada stilbenima te je najpoznatiji
hidroksi-derivat iz ove skupine spojeva. Prisutan je u crnom grozdu, crnom vinu,
borovnicama, brusnicama, cokoladi i kikirikiju. Poznato je da djeluje antioksidativno,
odnosno protiv starenja stanica te pruza zastitu od karcinoma 1 kardiovaskularnih bolesti, a
prvi je put izoliran 1940. godine. Prema najnovijim istrazivanjima, trans-rezveratrol aktivno
sudjeluje u vise mehanizama u patologiji Alzheimerove bolesti (AD).!

U ljudskom organizmu, trans-rezveratrol je biosintetiziran pomoc¢u enzima stilben-
sintaze,>* a utvrdeno je da unistava i inhibira nastajanje predformiranih agregata, smanjuje
aktivaciju mikroglija i sirtuinl (Sirtl) bioloskog puta, ¢ime modulira prijenos ziv¢anih signala
u tijelu, odnosno ublazava patofizioloske aspekte bolesti.* Unato¢ dokazanim pozitivnim
ucincima, potrebna su daljnja istrazivanja da se dokaze sigurnost i funkcionalnost trans-
rezveratrola u ljudskom organizmu. U ovome znanstvenom radu sintetizirani su novi derivati
trans-rezveratrola kojima je dokazana izvrsna potencijalna bioloska aktivnost,

antioksidativna, protuupalna, te inhibicijska prema enzimima kolinesterazama.
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Slika 1. Struktura trans-rezveratrola te pripadaju¢e HOMO i LUMO orbitale







2. OPCI DIO

2.1. Stilbeni i hidroksi-stilbeni

Na trziStu je sve viSe potraznje za novim spojevima sa zadovoljavaju¢im terapijskim
ucincima i §to manje neZeljenih nuspojava te §to veCom stabilno$¢u. Neki od spojeva koje
krase navedene Kkarakteristike su stilbeni, a posebno njihovi hidroksi-derivati. Stilbeni
opcenito pokazuju zadovoljavajuc¢a antioksidativna 1 farmakoloSka svojstva te imaju
potencijalnu primjenu u raznim terapijama. Hidroksi-stiloenima smatraju se spojevi s
(poli)fenolnom strukturom, odnosno spojevi u ¢ijim strukturama se nalazi odredeni broj
hidroksilnih skupina na aromatskim prstenovima.>® Do sada je u prirodi pronadeno oko 8000
takvih struktura te se moze rec¢i da se radi 0 rasirenoj skupini spojeva, a veéinu njih krase
odli¢na terapijska svojstva zahvaljujuéi antioksidativnoj aktivnosti. Velika je prednost Sto se
mogu naci u prirodi u raznim biljkama koje obiluju polifenolnim spojevima, a najcesce je to
razno voce i povrée, sjemenke, &ajevi, kava, crno vino i mnoge druge namirnice.” Polifenoli
kao hidroksi-stilbeni mogu se podijeliti na dvije podskupine, a to su flavonoidi i ne-
flavonoidi, temeljem broja fenolnih jedinica, nacina povezanosti te supstituenata na
aromatskim prstenovima (Slika 2). Struktura flavonoida saginjena je od tri prstena gdje je
srednji prsten odredeni heterocikl, najée$ce piran, koji povezuje dva aromatska (fenolna)
prstena.® Gledajuéi strukturne razligitosti, flavonoide se moze podijeliti na flavone, flavonole,
flavanole, antocijanidine i druge od kojih se navedeni derivati najces¢e nalaze u hrani. S
druge strane, strukturu ne-flavonoida c¢ine uvijek nekondenzirani aromatski prstenovi.
Osnovni predstavnici ovih spojeva su fenolne kiseline, fenolni alkoholi, lignani te vec
spomenuti stilbeni s rezveratrolom kao svojim glavnim predstavnikom i najvaznijim

derivatom.>®
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Slika 2. Klasifikacija polifenola i najvaznije podskupine.

Osnovu hidroksi-stilbena ¢ini skelet od 14 ugljikovih atoma rasporedenih u dva
benzenska prstena povezana dvostrukom ugljik-ugljik vezom.!® Zbog spomenute etilenske
poveznice hidroksi-stilbeni postoje kao izomerne strukture, odnosno moguce su Cis- i trans-
konfiguracije svake molekule. Prilikom toga treba imati na umu da su trans-izomeri ¢e$ce
prisutni u prirodnim spojevima, ali isto tako su i stabliniji i biologki aktivniji od cis-izomera.*
Od trenutno poznatih stilbenskih struktura glavnina pripada derivatima trans-rezveratrola,
prikazanog na slici 1. Svakako je bitno istaknuti da trans-rezveratrol vrlo lako izomerizira u
cis-rezveratrol ako je izlozen UV zraenju, a ta pojava jos je izrazenija pri izlaganju vidljivom
dijelu elektromagnetskog spektra. Upravo zbog toga je sve veCa potraga za novim
rezveratrolnim derivatima koji imaju slicna bioloska svojstva kao derivati s ve¢ dokazanom

bioloskom aktivnoscu (Slika 3), no vecu stabilnost pri izlaganju UV-Vis zraéenju.12
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Slika 3. Strukture hidroksi-stilbenskih derivata s dokazanom bioloskom aktivno$cu.



2.2. Bioloska aktivnost stilbena i hidroksi-stilbena

Kao S§to je ve¢ spomenuto, stilbeni se nalaze u raznim prirodnim spojevima, no
najces¢e u biljkama koje ih sintetiziraju kako bi se zastitile od nepovoljnih uvjeta u okolisu
kao sto su UV zracenje, vrucina, insekti i razne infekcije. Osnovna uloga stilbena u biljkama
je zastita stanica od oksidativnog stresa, a neki od njih djeluju i kao toksini protiv raznih
patogena.’?
Brojna istrazivanja pokazala su da stilbeni, a posebno rezveratrol i njegovi derivati (Slika 3)
slican uc¢inak imaju i na ljudsko zdravlje te pokazuju
izrazena antioksidativna, antitumorska, antimikrobna, protuupalna, anti-neurodegenerativna,
protuvirusna te antidijabeticka svojstva.® Osim navedenih svojstava pokazalo se da stilbeni i
analozi zbog moguénosti interakcije sa zracenjem djeluju kao luminofori. Preciznije, nalaze
primjenu u optickoj elektronici kao opti¢ki pojacivaci, u LED uredajima, bioloSkom
oslikavanju i fotonaponskim éelijama.’® U nastavku rada bit ¢ée izdvojena antioksidativna,
protuupalna i anti-neurodegenerativna svojstva hidroksi-stilbena opisana u literaturi, obzirom
da su i na novopriredenim spojevima u okviru ovoga znanstvenog rada upravo te aktivnosti

ispitane.

2.2.1. Antioksidativna svojstva hidroksi-stilbena

Antioksidansima se opcenito smatraju tvari ¢ija svojstva omogucavaju usporavanje ili
Cak sprjeCavanje oksidacije bioloskih supstrata koja je uzrokovana reaktivnim tvarima kao §to
su slobodni radikali.** Slobodni radikali su nestabilne molekule koje nastaju u normalnom
metabolizmu stanica. Uslijed sve stresnijih uvjeta zivota u ljudskom organizmu dolazi do
nastanka sve viSe slobodnih radikala, odnosno vrlo reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) koje
zatim oteéuju proteine, DNK i lipide §to dovodi do raznih bolesti.>*®> Kako ne bi doslo do
oksidativnog stresa, koriste se antioksidansi koji sprje¢avaju formiranje slobodnih radikala ili
neutraliziraju ROS i zaustavljaju lan¢ane radikalske reakcije. Proces pronalazenja slobodnih
radikala i zaustavljanja reakcija krece formiranjem rezonancijom stabiliziranog fenoksi-
radikala jednim od cetiri mehanizma ¢ime se sprjeCavaju nepozeljne samopropagirajuce
reakcije potaknute izvorom slobodnih radikala. Mehanisticki, antioksidativna aktivnost
temelji se na sposobnosti antioksidansa da zarobi slobodne radikale u skeletu molekule, ali i
mogucnosti otpustanja vodikovih atoma. Kako bi se sa sigurnos¢u utvrdila antioksidativna
mo¢ molekule, vazno je znati mehanizam prema kojem se odvija antioksidativno djelovanje.

Cetiri moguéa mehanizma su: prijenos vodikovog atoma (HAT), prijenos elektrona
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spregnutog s protonom (PCET), sekvencijalni prijenos elektrona (SEPT) i formiranje
radikalskog adukta (RAF). Uzevsi u obzir da je trans-rezveratrol najucestaliji hidroksi-stilben
te da je hidroksi-radikal najreaktivniji kisikov radikal koji moze nastati u ljudskom
organizmu, kao primarni antioksidativni mehanizam u vodi i otopinama s fizioloskim pH
podrazumijeva se SEPT. SEPT mehanizam ukljucuje dva koraka pri ¢emu se prvo odvija
prijenos jednog elektrona popracen deprotoniranjem, a u nekim sluajevima moze biti
obrnuto. Prijenosom elektrona dolazi do stvaranja radikalskog kationa rezveratrola kao
intermedijera nakon ¢ega slijedi deprotoniranje na bilo kojoj od tri fenolne skupine, posto su
one relativno kiselog karaktera.’® Antioksidativna aktivnost ovisi preteZito o strukturi same
molekule pa je tako kod hidroksi-stilbena vidljivo da antioksidativna aktivnost proizlazi iz -
OH skupina te se gubitkom te skupine gube i antioksidativna svojstva molekule. S druge
strane, ukoliko se odabere povoljna skupina i polozaj, antioksidativna aktivnost se moze
povecati uz pojavu novih ucinaka kao $to su poboljsana difuzija kroz stani¢nu membranu te
bioraspolozivost.

trans-Rezveratrol se pokazao kao agens koji smanjuje promjene u mitohondrijskom
potencijalu, ¢ime inhibira akumulaciju ROS.™ Upravo zbog ove &injenice, hidroksi-stilbeni su
prepoznati kao gradivni blok velikog potencijala zbog raznih mogucih strukturnih

modifikacija i primjene njihovih terapijskih svojstava u medicini.'?

2.2.2. Protuupalna svojstva hidroksi-stilbena

Upala je sloZzen proces posredovan reakcijom razli€itih imunoloskih stanica koje
nastoje zastititi organizam od raznih ozljeda. Klini¢ka istrazivanja otkrivaju da su vanjski
stimulansi, kao sto je lipopolisaharid (LPS) - glavna komponenta vanjske membrane u gram-
negativnim bakterijama, klju¢ni posrednici u pokretanju akutne i kroni¢ne upale aktiviranjem
makrofaga. To dovodi do raznih bolesti kao §to su akutna ozljeda tkiva, dijabetes i neuroloske
bolesti povezane sa starenjem. U makrofagima se LPS veZe na svoj srodni receptorski
kompleks, izazivajuéi otpusStanje raznih proupalnih medijatora kao §to su dusikov monoksid

(NO), ROS, faktor tumorske nekroze alfa (TNF-a), interleukin-6 (IL-6) i interleukin-1 beta
(IL-18)*"® te pokreée nizvodne signalne kaskade koje aktiviraju NF-«B kroz 1xB kinaze.'*%
Oslobodeni dimeri NF-xB u citosolu zatim translociraju u jezgri i pojacavaju transkripciju
inducibilne sintaze dusikovog oksida (iNOS) i upalnih citokina.?* Ukljueni signali integriraju
se u odgovor makrofaga na upalni podrazaj i kona¢no generiraju sloZeni odgovor domacina.

Stoga, inhibicija aktivacije NF-«B nalazi primjenu u protuupalnoj terapiji.



Mnoga istrazivanja dokazala su kako hidroksi-stilbeni imaju protuupalna svojstva.
Polifenolni spojevi pokazali su vrlo dobra svojstva kao inhibitori mitogenom aktivirane
kaskade protein kinaza (MAPK) ¢ime se smanjuje nastanak citokina i NO zasluznih za
inflamatorni odgovor organizma. Svakako su potrebna daljnja in vivo ispitivanja.??

trans-Rezveratrol i njegovi derivati koji su prvotno otkriveni kao polifenolni
fitoaleksini prisutni u raznim biljnim vrstama pokazuju protuupalno djelovanje putem
inhibicije sinteze i oslobadanja proupalnih medijatora.?®?* Strukturne znacajke trans-
rezveratrola za protuupalno djelovanje ukljucuju prisutnost hidroksi/metoksi-skupina, razne
mogucnosti OH supstitucije i prirodu heterociklicke/etilenske poveznice koja povezuje dva
fenilna prstena.?>%

Istrazivanja su takoder pokazala kako protuupalna mo¢ trans-rezveratrola i njegovih
derivata ublazava parodontitis. Nadalje, dokazano je da polifenoli blokiraju prijenos signala
koji u organizmu uzrokuje upalni odgovor te time inhibiraju ekspresiju upalnih citokina kao

$to su TNF-a i IL-1.%

2.2.3. Anti-neurodegenerativna svojstva stilbena i hidroksi-stilbena

Stilbeni, posebice hidroksi-stilbeni pokazali su veliki potencijal u lijecenju trovanja
organofosfatima koji su skupina kemikalija najéeS¢e koriStena kao pesticidi ali i
zloupotrebljavana kao bojni (nervni) otrovi.?® Organofosfati uzrokuju ireverzibilnu inhibiciju
enzima acetilkolinesteraze (AChE, EC 3.1.1.7) i butirilkolinesteraze (BChE, EC 3.1.1.8), dva
enzima c¢ija funkcija je znacajna u kolinergiCkoj signalizaciji. Nedostatak aktivne
kolinesteraze rezultira trovanjem i kolinergijskom krizom organizma S§to dovodi do
respiratornih bolesti, tresavice i neuroloskih napadaja. Kako bi se Stetne nuspojave izlijecile,
nuzno je reaktivirati kolinesteraze terapijom oksimima koja je trenutno temeljena na
kvaternim piridinijevim spojevima kao S§to je 2-PAM. 2-PAM i sli¢ni spojevi slabo prolaze
kroz krvno-mozdanu barijeru (BBB) te imaju nejednak ucinak na organofosfate. Stoga je u
tijeku potraga za novim oksimima koji bi ispunili traZene uvjete.”’ U naem laboratoriju
prireden je niz neutralnih razli¢ito supstituiranih 2-tienilnih heterostilbenskih oksima te su na
njima provedena istrazivanja njihovog potencijala kao reaktivatora. Tiostilbeni zahvaljujuci
povecanoj lipofilnosti imaju potencijalno dobar prolazak kroz BBB, a time i bolju
bioaktivnost.*

Hidroksi-stilbeni takoder potencijalnu primjenu nalaze u lijeCenju Alzheimerove i

Parkinsonove bolesti zahvaljuju¢i mogucnosti sinteze njihovih malih amfifilnih derivata.
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Propusnost BBB za amfifilne derivate nadilazi rezultate za do sada istrazivane bioloske
molekule kao $to su antitijela i polipeptidi upravo zbog razli¢itosti hidrofobnih i hidrofilnih
dijelova molekula koji dodatno povecavaju afinitet vezanja hidroksi-stilbena na Ap (f-
amiloidi) oligomere koji su uzrok Kkontinuiranog sinaptickog osteéenja.> Nekoliko
epidemioloskih istrazivanja pokazalo je da umjerena konzumacija crnog vina smanjuje rizik
od demencije i AD. Crno vino je bogato antioksidativnim polifenolima s potencijalnim
sposobnostima zaStite neurona. lako postoji skepticizam oko bioraspolozivosti ovih
polifenola, dokazano je da prirodni polifenol trans-rezveratrol ima povoljan utjecaj na ziv¢ani
sustav.®?® Rezveratrol i derivat pterostilben (Slika 3) stite od sindroma demencije kao §to je
AD sto je utvrdeno istrazivanjem na stanicama sisavaca. Usporedbom rezultata vidljivo je da
je pterostilben uspjesniji u borbi protiv promjena u mozgu do kojih dolazi starenjem. Razlog
ovomu je veca lipofilnost od trans-rezveratrola, a ona proizlazi iz dvije metoksi-skupine
umjesto dvije hidroksilne skupine u trans-rezveratrolu (Slika 3). Za utvrdivanje
bioraspoloZivosti oba spoja potrebno je provesti daljnja istrazivanja.>* Rezveratrol je pokazao
velik potencijal u neuroloskoj zastiti, in vitro te in vivo istrazivanjima. Utvrdeno je da
olakSava razgradnju amiloidnog prekursorskog proteina 1 potpomaze uklanjanju
neurotoksi¢nih amiloid-f peptida. Smanjuje $tetu na Zivéanim stanicama aktivacijom NAD"
ovisnih histon-deacetilaza poznatih kao sirtuini.*> Povecanim rjeSavanjem p-amiloida i
moduliranjem unutarstani¢nih efektora vezanih za oksidativni stres, neuronsku energijsku
homeostazu, apoptozu i dugovjeCnost stanica, trans-rezveratrol djeluje  anti-
neurodegenerativno.*® On djeluje na Sirtl protein i njegov put te se time ponasa kao mimetik
kalorijske restrikcije u viSe organizama. Testiranjem na miSevima dokazano je da trans-
rezveratrol $titi neurone od poliglutaminske (polyQ) toksi¢nosti u Huntingtonovoj bolesti te
takoder od wallerijanskog degenerativnog propadanja u istrazivanju.' Takoder, djeluje kao
neuroprotektor u PC12 stanicama te §titi od Af25-35 inducirane toksi¢nosti i oslabljuje
apoptozu stanica.’® Nadalje, trans-rezveratrol se pokazao sigurnim i lako podnosljivim kod

pacijenata s blagom do umjerenom AD.*"



2.3. Sinteza i dobivanje stilbena i stilbenskih analoga

Utvrdeno je da stilbeni imaju veliki potencijal u Sirokom podru¢ju primjene, stoga sve
vaznije postaje i sve se viSe ulaze u pronalazak pogodnih metoda za sintezu vecih koli¢ina.
Tri trenutne strategije njihovog dobivanja su: direktna ekstrakcija iz biljaka, primjena
biotehnoloskih metoda te klasiéna kemijska sinteza.®® lIzravna ekstrakcija iz biljaka je
najjednostavnija i trenutno najcesc¢e koriStena tehnika za dobivanje stilbena, ali unato¢ tomu,
vecina interesantnih stilbena se ne moze naci u biljkama niti izolirati u zadovoljavajué¢im
koli¢inama. Takoder, stvaranje stilbena u biljkama znacajno ovisi o okoliSnim uvjetima, pa se
ostalim metodama dobivanja pridaje sve viSe pozornosti za sintezu na makroskali.* Nadalje,
biotehnoloski pristup obuhvaca biotransformacije, metabolic¢ki inZenjering, a tehnike kulture
tkiva su pokazale veliki potencijal za daljnji razvoj. Ovakve metode su veoma skupe te se
njima mogu dobiti samo neki odredeni spojevi, pa se zato kemijska sinteza smatra daleko
najvaznijom tehnikom proizvodnje stilbenskih spojeva.*’ Stilbeni se sintetiziraju raznim
reakcijama olefinacije odnosno nastanka alkena spajanjem dva ugljikova atoma formiranjem
dvostruke veze, od kojih su najpoznatije Wittigova, McMurryjeva, Mizoroki-Heckova i
mnoge druge reakcije.*?

2.3.1. Wittigova reakcija

Wittigova reakcija se uglavnom Koristi za sintezu alkena, a time i za sintezu stilbena i
njihovih derivata. Za provodenje reakcije potreban je aldehid ili keton koji sadrzi karbonilnu
funkcijsku skupinu te fosfonijev ilid koji je sintetiziran in situ (Shema 1). Fosfonijev ilid
nastaje reakcijom odgovarajuce fosfonijeve soli s jakom bazom koja deprotonira ugljikov
atom vezan na fosfor. Od otkri¢a reakcije, predlozeno je mnogo mehanizama sinteze te se kao
najbolji pokazao betainski mehanizam koji se provodi u tri koraka. Neki od razloga zasto se
bas ovaj mehanizam pokazao najboljim su da je mehanizam reakcije regioselektivan, da nisu
potrebni ekstremni uvjeti ve¢ se reakcija moze izvoditi pri sobnoj temperaturi, te da se
stereoselektivnost reakcije moze lako podesiti mijenjajuéi reaktante.*>*° Wittigova reakcija je
Cesto koriStena za sintezu raznih hidroksi-stilboena uz razne pristupe sintezi. Prednost
Wittigove reakcije je $to se moze koristiti mnogo razli¢itih kombinacija baza i otapala, a
njihov izbor ¢e ovisiti o pocetnim spojevima koji se koriste. Neka najceSc¢e koriStena otapala

su THF ili DMF u kombinaciji s NaH,* KOtBu,* NaOtBu*® te u nasem sludaju bazom
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NaOEt. Takoder je bitno uzeti u obzir i ¢injenicu da ¢e odabrana kombinacija baze i otapala

znatno utjecati na omjer dobivenih cis- i trans-izomera.*?

I O (Rs)3H P® o@
R3\P/) + )J\ 3/3M12
Ry | R™ “H R> <R
R3 2
fosfonijev ilid aldehid ili keton betain
(R3)sP—0
(R3)3P:O + RZV/"H R -
fosfin-oksid alken R2 R
oksafosfetan

Shema 1. Mehanizam Wittigove reakcije.

2.3.2. McMurryjeva reakcija

Za sintezu hidroksi-stilbena moze se koristiti i McMurryjeva reakcija reduktivnog
spajanja karbonila u olefinaciji, a mehanizam je nesto kompliciraniji od onoga Wittigove
reakcije (Shema 2). Ponajvise ga karakterizira koristenje niskovalentnog titianijevog reagensa
kako bi se sintetizirali alkeni iz karbonilnih prekursora. U ovakvom procesu dolazi do
formiranja McMurryjevog reagensa najces¢e iz sustava kao Sto je TiCls/LiAlH,, ali je
zabiljezeno i koriStenje drugih metala kao $to su cink, krom, Zeljezo, cirkonij te mnogi
drugi.*” Sam McMurry je nakon niza reakcija predlozio optimiziran postupak koristenjem
kombinacije TiCl3(DME); 5-Zn(Cu) koja je dala reproducibilna visoka iskoriStenja pri svakom
koristenju u reakciji.*®

Mehanizam se sastoji od dva klju¢na koraka (Shema 2), pri ¢emu prvo dolazi do
formiranja McMurryjevog reagensa. Prvi korak je redukcija karbonilne skupine aldehida ili
ketona koja se zbiva prijenosom jednog elektrona titanija te nastaje ketilni radikal. Takvi
radikali zatim dimeriziraju te formiraju metalopinakolatni intermedijer. Deoksigenacija
pinakolata se zbiva u drugom koraku rezultiraju¢i nastankom alkena i titanijevog dioksida,
najcesce pri uvjetima refluksa. McMurryjeva reakcija je Siroko koriStena, posebno za sintezu
srednjih do velikih makrociklickih sustava te raznih slozenih molekula polazeéi od
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komponenata koje sadrze karbonilnu funkcijsku skupinu u svojoj strukturi.** Provedene su
razne McMurryjeve reakcije spajanja karbonilnih spojeva koje su rezultirale uspje$nom
sintezom velikog broja prirodnih spojeva s prstenovima razlicitih veli¢ina §to ovu metodu ¢ini

Siroko primj enjivom.‘“‘g’so’51

/«\'
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R R R' R R' R R % O
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/T' 7
(@] R' R \ ..
I Qo Jn: o7 %
Ti o+ — - -
H R R R R R' R
0 R R'
alken R R'

Shema 2. Mehanizam McMurryjeve reakcije.
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2.4. Racunalno modeliranje

Racunalna kemija grana je kemije koja koristi racunalno modeliranje i simulacije, Sto
ukljucuje ab initio pristupe temeljene na kvantnoj mehanici, ali i raCunalne metode koje su
razvijene koriStenjem empirijskih podataka, u svrhu proucavanja struktura i svojstava
molekula i materijala.’* Nekada su ratunalno modeliranje koristili samo izrazito iskusni
stru¢njaci u tom podrucju, ali danas je tehnoloskim napretkom, te razvojem novih algoritama i
programskih paketa, to znatno pojednostavljeno i omoguceno je koriStenje ve¢em broju
znanstvenika.>® Racunalni kvantno-kemijski programi omoguéavaju prou¢avanje te simulaciju
kemijskih fenomena bez provedbe laboratorijskih istrazivanja pri odredivanju svojstava
molekula i ispitivanju tijeka kemijskih reakcija. Simulacije nisu savrSene i najce$¢e ne
opona$aju realne molekulske sustave sa 100%-tnom to¢nos$cu, ali, ovisno o svojstvu ili
procesu koji se zeli simulirati, daju veoma to¢ne rezultate i zadovoljavajuca predvidanja.
Racunalno je moguce provesti vrlo kompleksne racune u svrhu optimizacije geometrije
molekula te analizu konformacijskog prostora molekulskih sustava. Osim za proucavanje
stabilnosti molekula, rac¢unalne metode mogu se Koristiti i za modeliranje kratko-Zivuéih,
nestabilnih intermedijera i prijelaznih stanja, ¢ije se strukture teSko mogu opaziti
eksperimentalno. Takoder, mogu posluziti kao potvrda eksperimentalno dobivenih molekula s
odredenim svojstvima i strukturnim obiljeZjima®*, ali i za predvidanje svojstava molekula koje
jo§ nisu eksperimentalno priredene. Osnovna 1 najkorisnija veli¢ina kojom se sluzi je energija
sustava s obzirom na njegovu strukturu. Energijskom analizom molekula moguce je
predvidjeti koji procesi ¢e se moci odviti 1 s kojom vjerojatnoscu. Racunalna kemija energiju
sustava definira kao opis stabilnosti sustava odnosno najstabilniji sustav onaj je s najmanjim
sadrZzajem energije. Termodinamika je jedan od najrazradenijih nac¢ina matemati¢kih opisa
kemijskih sustava te definira entropiju i slobodnu energiju, stoga se racunalna kemija oslanja
na termodinamiCke opise stanja kemijskog sustava. Kako bi se pojednostavile kompleksne
matematiCke jednadzbe koriStene u racunalnoj kemiji, koriste se atomske jedinice uvedene za
olakSanje i1 ubrzavanje izracuna. Kako bi se pobliZze opisala i utvrdila to¢na elektronska
struktura molekula, pribjegava se kvantnoj mehanici. Ona se temelji se na osnovnim
zakonima fizike ili njihovim aproksimacijama, poput Schrdodingerove jednadzbe, Born-
Oppenheimerove aproksimacije, varijacijskog teorema. Koncept kvantne mehanike, koja
predstavlja temelj za opisivanje subatomske strukture, razvijen je ponajvise zahvaljuju¢i dva
znanstvenika, Erwinu Schrodingeru i Werneru Heisenbergu. Valne funkcije elektrona i sva

svojstva izvedena iz energije mogu se izracunati rjeSavanjem Schrodingerove jednadzbe.
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Medutim, ta se jednadzba egzaktno moze rijeSiti samo za jednoelektronske sustave. Iz tog
razloga, za detaljniji uvid u kvantno-mehani¢ka svojstva i strukturu odredenih molekula,
potrebno je uzeti u obzir dodatne parametre. Ab initio (lat. ,,od pocetka“) metode zasnovane
na rjeSavanju vremenski neovisne Schrddingerove jednadzbe. Hartree-Fock (HF) metoda
viseelektronsku Schrodingerovu jednadzbu rastavlja na jednostavnije jednoelektronske koje
se potom rjeSavaju za dobivanje valne funkcije jednog elektrona. Metoda je limitirana u
smislu da u ra¢unu u obzir uzima prosjec¢no odbijanje svih elektrona zbog istoimenih naboja,
umjesto pojedinacnih medusobnih odbijanja svakog elektrona s drugim. Vjerojatnost
nalazenja elektrona na nekom polozaju u prostoru odreduje se temeljem njegove udaljenosti
od jezgre s obzirom na privlacenje izmedu elektrona i jezgre, a meduelektronska odbijanja
procjenjuju se kao interakcija izmedu svakog pojedinog elektrona i prosjecnog naboja kojeg
Cine svi ostali elektroni u sustavu. Drugim rije¢ima, ne uzima se u obzir medusobna korelacija
elektrona. Stoga, veliki broj metoda zapocinje HF izra¢unom te potom, buduéi da je zbog
to¢nijih predvidanja molekulske strukture i energije vazno uracunati i koreliranje elektrona,
odredenom korekcijom, odnosno nekom od post Hartree-Fock metoda. Jedna od takvih je
Magller-Plesset (MP) skupina metoda te skupina metoda konfiguracijske interakcije (CI)..
Navedeni pristupi ne koriste eksperimentalne podatke u svojim izracunima te se oslanjaju
iskljuc¢ivo na teorijske zakone kvantne mehanike i koriste osnovne fizikalne konstante poput
Planckove konstante, brzine svjetlosti, mase i naboja. >* Zbog racunalne zahtjevnosti ab initio
pristupa za kvantno-kemijski opis viseelektronskih sustava, razvijene su metode zasnovane na
teoriji funkcionala gustoce, koje su manje zahtjevne u smislu duljine rauna i1 koriStenja
raCunalnih resursa, ali omogucavaju priblizno jednako to¢ne karakterizacije proucavanih

sustava.>

2.4.1. Teorija funkcionala (elektronske) gustoée

Kao sredi$nja veli¢ina u teoriji funkcionala (elektronske) gustoc¢e (DFT) koristi se
elektronska gustoéa te se teorija temelji na pretpostavci da je za odredivanje energije
molekule umjesto racunanja valnih funkcija dovoljna elektronska gustoca.. Glavna prednost
DFT-a u odnosu na metode temeljene na valnoj funkciji je ta Sto je elektronska gustoca
funkcija samo triju prostornih varijabli, dok valna funkcija ovisi o poloZaju svih elektrona u
sustavu i zbog toga je mnogo zahtjevnija u izracunu. Takoder, elektronska gusto¢a manje je
apstraktan pojam od valne funkcije elektrona te ju je moguce eksperimentalno vidjeti,
primjerice pretraznim tuneliraju¢im mikroskopom. DFT metode ipak se mogu usporediti s ab
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initio metodama po svojoj preciznosti i to¢nosti.”” DFT metode se temelje na Kohn-Sham
teoriji koja kaze da energija osnovnog stanja kemijskog sustava izravno ovisi o elektronskoj
gusto¢i u molekulskom sustavu. Za razliku od HF metode, DFT metode ukljucuju efekt
elektronske korelacije, tj. ¢injenicu da elektroni u molekulskom sustavu reagiraju na kretanje
drugih elektrona omogucavaju¢i tako da su privlacne i odbojne sile unutar molekuli u
ravnotezi.”

Prvu teoriju funkcionala gustoce razvili su 1927. godine Thomas i Fermi, temeljeci svoj izvod
na modelu homogenog elektronskog plina. Na temelju svojih istrazivanja zakljucili su da je
energiju osnovnog stanja elektronskog plina moguée odrediti poznavaju¢i samo njegovu
elektronsku gustoéu, uz odredena ograniCenja i aproksimacije. Thomas-Fermijev model
prvobitno nije naiSao na veéu prakti¢nu primjenu, ali znacajan je jer predstavlja osnovu za
teoriju funkcionala gustofe kakvu se danas koristi. Za razliku od valne funkcije koja
predstavlja matemati¢ki konstrukt, DFT pristup se zasniva stvarnoj elektronskoj gustoci
odnosno postojeéem svojstvu molekula.

Najpoznatiji i naj¢e$¢e koristen funkcional je Becke Three Parameter Hybrid
Functionals (B3LYP), koji se sastoji od Becke funkcionala izmjene (B), korekcijskog
funkcionala (LYP), kojeg su razvili Lee, Yang i Parr te odredenog udjela HF funkcionala u
elektronskoj izmjeni, tvore¢i taj funkcional kombinacijom triju parametara. Uz B3LYP
takoder se Cesto koriste i BP86, PW91, PBE1PBE, M06-2X, wB97XD, OLYP te BMK. Zbog
svoje popularnosti, prednosti u brzini nad ab initio metodama iteusporedive preciznosti s
naprednim ab initio metodama, DFT je postao najceS¢a koriStena kvantno-kemijska

metoda.”®®’

2.4.2. Model polarizabilnog kontinuuma

Pri proucavanju reakcija koje se odvijaju u otopini, u proracun se mora ukljuciti 1
doprinos otapala na elektronsku strukturu molekula koje sudjeluju u reakciji. Relativno
jednostavan model s ucinkovitom primjenom zove se model polarizabilnog kontinuuma
(PCM), u kojemu je otapalo modelirano kao dielektri¢ni, kontinuirani medij u kojemu je
otopljena tvar polarizirana, a ujedno je i on sam polarizabilan te uslijed promjena u
elektronskoj strukturi otopljenih molekula dinamicki uskladuje svoj odziv. Reakcijsko polje
otapala kao homogen polarizabilan kontinuum svoja svojstva ima sadrzana u skalarnoj
veli¢ini dielektriéne konstante (¢) ili prema novijem nazivu relativna permitivnost. Uz

aproksimaciju da su orijentacija i raspodjela molekula otapala oko otopljenih tvari konstantno
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u ravnotezi s njihovom geometrijom i elektronskom gusto¢om, uzima se samo staticki iznos
dielektricne konstante. U modelu se zami$lja da je molekula smjeStena u Supljinu unutar
homogenog, kontinuiranog medija otapala te da je Supljina ispunjena vakuumom, ¢ime ¢
unutar Supljine iznosi 1 za vakuum, a izvan je jednaka dielektri¢noj konstanti otapala.
Problem PCM-a je $to su dva otapala istih & opisana na identi¢an nacin, bez obzira na
postojece razlike kemijskih/fizikalnih svojstava kao $to je viskoznost,polarnost ili sposobnost
stvaranja vodikovih veza. Unato¢ tomu, u vecini slucajeva dobiveni su valjani rezultati za
slobodne energije solvatacije podeSavanjem drugih faktora u izraCunu, prvenstveno svojstava
spomenute Supljine. Postoje napredniji modeli koji su proSireni eksplicitnim molekulama

otapala, §to daje znatno bolje rezultate, ali to nuZno poveéava kompleksnost danog sustava.®

2.4.3. Optimizacija geometrije molekula

Optimizacija geometrije je iterativni proces izraCunavanja strukturnih parametara
molekula u odredenom koordinatnom sustavu koji opisuje polozaj jezgara. Jedan od ciljeva
koriStenja metoda kvantne kemije jest predvidenu strukturu molekule optimizirati do oblika s
najnizom energijom $to ju ¢ini termodinamicki najstabilnijom u danom sustavu. Energijski
najpovoljnije konformacije u nasem istrazivanju odredene su na M06-2X/6-31+G(d) razini
teorije, §to zna&i da smo koristili Truhlarov funkcional M06-2X,*® uz Popleov skup osnovnih
funkcija 6-31G(d) za matematicki opis molekulskih orbitala. U ra¢unima smo Kkortistili
programski paket Gaussian16.>® Pri malim strukturnim promjenama dolazi do promjene
energije molekule, a odnos tih dviju promjena prikazan je plohom potencijalne energije
(PES). Tocke minimuma nazivaju se potencijalne jame 1 odgovaraju strukturama najnizih
potencijalnih energija Suprotno tome, tocke maksimuma na PES odgovaraju prijelaznim
stanjima koja se nalaze na putu izmedu dva minimuma na plohi. Geometrijska optimizacija
zapocinje pocetnim razmjeStanjem atoma u molekuli na odreden nain u koordinatnom
sustavu. IzraCunava se energija i gradijent energije u toj tocki, a potom se s obzirom na
promjenu sile 1 energije u razli¢itim smjerovima, iterativnim postupkom odreduje promjena

§.53%  Kada neka

geometrije za sljede¢i korak optimizacije u smjeru minimuma na PE
geometrija molekule u dva uzastopna koraka rezultira jednakom vrijednoscu energije,
postignuta je samouskladenost (engl. self-consistency) odnosno minimum na PES te se ta
geometrija smatra rjeSenjem za danu razinu teorije. Molekule koje imaju slozeniju strukturu s
viSe jednostrukih i dvostrukih veza imaju moguénost zauzimanja velikog broja konformacija

uslijed rotacija supstituenata oko veza te prostornog razmjeStaja. Svaka se konformacija
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razlikuje u termodinamickoj stabilnosti za odredeni iznos energije. Pri tome, razli¢ite pocetne
konformacije neke molekule zavrSavaju u vlastitim minimumima energije, pa je potrebno
svaki konformer zasebno optimizirati i potom ih usporediti kako bi se moglo procijeniti koji

od njih je najstabilniji, odnosno najnize energije te najvise zastupljen u realnom sustavu.

2.4.4. Docking
Molekulski docking predstavlja znanstvenu disciplinu koja opisuje tzv. pristajanje
dviju ili viSe struktura (npr. pristajanje lijeka 1 enzima ili proteina). Drugim rijeCima,
molekulski docking c¢ini tehniku molekulskog modeliranja koriStenu za predvidanje
interakcija izmedu proteina (enzima) i malih molekula, tj. liganada.®® O moguénosti
interakcije proteina ili enzima s malim molekulama ili ligandima te formiranju njihovih
supramolekulskih kompleksa ovisi bioloska funckija samog proteina koja se time moze
inhibirati ili povecati. Molekulski docking moze opisati ponaSanje liganada u veznim
mjestima odredenih proteina ¢ime se uostalom moze odrediti Zeljena orijentacija liganda u
veznom mjestu proteina kao i afinitet izmedu proteina i liganda. Molekulski docking se s
obzirom na vrste liganada moze podijeliti na nekoliko skupina. Molekulski docking izmedu
proteina i malih molekula (liganada) predstavlja najjednostavniju metodu. S druge strane,
molekulski docking izmedu dvije molekule proteina predstavlja nesto kompleksniji sustav
zbog fleksibilnosti proteinske strukture te vrlo lake promjene njihove konformacije.
Molekulski docking se moze izvesti postavljanjem rigidnih molekula ili njihovih fragmenata u
aktivno mjesto proteina koriste¢i razlicite pristupe kao $to su pretrazivanje klika, geometrijsko
rasprSivanje ili grupiranje poza. Izvedba molekularnog dockinga ovisi o algoritmu
pretrazivanja. Molekulski docking se moze podijeliti u dva koraka izvedbe. Prvi korak
molekularnog dockinga je stvaranje sastava svih moguc¢ih konformacija i orijentacija proteina
uparenog s ligandom. U drugom koraku funkcija bodovanja uzima ulazne podatke i vraca broj
koji oznacava povoljnu interakciju.®* Kako bi se princip molekularnog docking ispravno
razumio, potrebno je definirati neke od najc¢e$¢ih pojmova koriStenith u molekularnom
dockingu kao §to su receptori i ligandi. Pod receptorima se podrazumijevaju proteini ili
polimerne strukture koje specifi¢no prepoznaju i vezu ligande koji su molekule s ulogom
kemijskih glasnika (,,messengera“). Ligandima se smatraju komplementarne molekule koje se
vezu U aktivno mjesto receptora Cime se ostvaruje efektivan biomolekulski odgovor.
Ligandima se najcesc¢e nazivaju male molekule lijeka, neurotransmitori, hormoni, antigeni i
mnoge druge molekule.>®
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Kako bi se molekulski docking mogao provesti, potrebno je imati jasne strukture
receptorskih molekula. Struktura receptora moze se dobiti raznim eksperimentalnim
tehnikama kao §to su kristalografija X-zrakama ili NMR. Kvaliteta dobivene strukture
receptora igra vaznu ulogu u uspjehu molekularnog dockinga, te opcenito vrijedi da se dobiju
bolji rezultati Sto je veca rezolucija kristalne strukture receptora. Sljedeci vazan faktor koji
odreduje kvalitetu strukture receptora je Debye-Waller faktor ili B-faktor koji opisuje
slabljenje rasprSenja X-zraka ili rasprSenje koherentnog neutrona uslijed toplinskog gibanja.
B-faktor zapravo daje uvid u vibracije razlicitih dijelova proteinske strukture te ukoliko je
njegov iznos mali, tada se taj dio strukture smatra kompaktno i uredeno slozenim, a ukoliko je
njegov iznos velik struktura se smatra jako fleksibilnom. Vazno je odrediti B-faktor kako bi se
pronasla optimalna mjesta na molekuli receptor gdje se moze smjestiti ligand, a to Su mjesta
na strukturi s malim iznosom B-fakora.>* Kao §to je veé spomenuto, molekulski docking se
moze podijeliti u 3 skupine. Naj¢esce koristena skupina je molekulski docking izmedu
proteina i liganda zbog njegove vaznosti za razvoj lijekova na temelju struktura. Nadalje,
molekulski docking izmedu proteina i liganda se moze podijeliti na docking rigidnih
struktura, gdje se i receptor i ligand tretiraju kao rigidne molekule, zatim fleksibilan docking
liganda, gdje se receptor drzi rigidnim, ali se ligand tretira kao fleksibilan i konacno,
fleksibilno pristajanje gdje se u obzir uzima i fleksibilnost receptora i liganda. Medu njima
najcedée koristen je docking izmedu rigidnog receptora i fleksibilnog liganda.®? Naposljetku,
kako bi se odredila preciznost molekularnog dockinga izmedu proteina i liganda koristi se
funkcija bodovanja (ocjenjivanja). Glavni parametri svake funkcije bodovanja su brzina i
preciznost dockinga. Idealna funkcija bodovanja jo$ uvijek ne postoji, no ona bi trebala biti
istovremeno racunalno efikasna i dosljedna.®®

Zadnjih nekoliko godina molekulski docking je doZivio znaajan napredak, no jos
uvijek postoji prostor za napredak.®* Jedan od izazova molekularnog dockinga su molekule
vode u proteinima. Molekule vode igraju vaznu ulogu u interakcijama izmedu proteina i
liganada. Ako se reakcije posredovane vodom tijekom dockinga zanemare, moze do¢i do
odstupanja od predvidenih energija interakcije odredene konformacije liganda. Takoder
moguce je vezivanje molekule vode u aktivno mjesto proteina ako je ono bogato polarnim
aminokiselinskim ograncima c¢ime je onemoguceno vezanje zeljenog liganda. Sljedeci
problem predstavljaju razna tautomerna i protomerna stanja koje molekule mogu zauzeti zbog
Cega se Cesto znanstvenici pitaju koje tautomerno stanje je potrebno koristiti za uspjeSan

docking.®® Najve¢i problem kod molekularnog dockinga predstavljaju receptori s fleksibilnom
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strukturom pri cemu se ¢esto dogodi da isti protein zauzme nekoliko razli¢itih konformacija
ovisno o ligandu s kojim se povezuje.®®

Zaklju¢no, molekulski docking se uspjeSno primjenjuje u dizajniranju lijekova i
procesima otkrivanja novih lijekova te ima tri osnovne svrhe: predvidanje nacina vezivanja
poznatog akitvnog liganda, identifikacija novih liganada i predvidanje afiniteta vezivanja
srodnih spojeva iz poznatih aktivnih skupina. Ova metoda ne samo da igra glavnu ulogu u
procesu dizajniranja novih lijekova, ve¢ moze posluziti i za trazenje potencijalnih meta za

identifikaciju razliitih bolesti.**
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Uvod

Kao $to je navedeno u prethodnom poglavlju ovoga rada, hidroksi-stilbeni (posebno
trans-rezveratrol) veoma su interesantni u smislu visestruke koristi u terapijskim primjenama
zahvaljuju¢i njihovom bioloskom djelovanju. U naSem istrazivackom laboratoriju, u
prijasnjim znanstvenim istrazivanjima, tiofenski analozi hidroksi-stilbena, derivati A i B
(Slika 4), pokazali su dobro biolosko djelovanje,”” s potencijalnom inhibicijom enzima
kolinesteraza i visokim vrijednostima za antioksidacijsko djelovanje. 1z navedenoga razloga
Su u ovome znanstvenom radu upravo spojevi A i B koriSteni kao polaziste za razvoj novih

rezveratrolnih derivata.

HO HO

7\ S
OH

A B

Slika 4. Strukture tiofenskih derivata A i B.

U svrhu dobivanja derivata trans-rezveratrola s potencijalnom bioloskom aktivnoscu,
u smislu inhibicijske aktivnosti prema kolinesterazama, antioksidativne i protuupalne
aktivnosti, u ovome radu sintetizirano je 14 novih spojeva s razli¢itim brojem i vrstom
supstituenata na aromatskim prstenovima (Slika 5), s naglaskom na hidroksilne skupine koje
posebno pridonose bioloskoj aktivnosti. Dobiveni spojevi pokazali su inhibicijske u¢inke na
kolinesteraze te protuupalna i antioksidativna svojstva §to ih ¢ini zanimljivom novom

skupinom spojeva za daljnje profiliranje kao aktivnih komponenti.
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Slika 5. Strukture novih sintetiziranih hidroksi-stilbena 1-14.



3.2. Sinteza i karakterizacija novih hidroksi-stilbena

3.2.1. Sinteza spojeva 1, 2, 6, 7, 9, 10, 13 i 14 Wittigovom reakcijom

Spojevi 1, 2, 6, 7, 9, 10, 13 i 14 (Slika 5) sintetizirani su Wittigovom reakcijom
(Shema 3) iz odgovarajuéih fosfonijevih soli i aldehida, koriste¢i NaOEt kao bazu te apsolutni
etanol kao otapalo. Kao produkti dobivene su smjese s razli¢itim udjelima cis- i trans-izomera

navedenih derivata, iz kojih su izolirani isklju¢ivo trans-izomeri.

CHO
@”OH R
AN @ o - RN T nOH
R™ >y~ ~CHyPPh3Br NaOEt / EtOH aps.
)FE:(H)’ CHa, Ph 1,2,6,7,9,10, 13, 14

Shema 3. Sinteza hidroksi-stilbena 1, 2, 6, 7, 9, 10, 13 i 14 Wittigovom reakcijom.

Dobivene smjese procis¢ene su kolonskom kromatografijom te su istim principom
izolirani ¢isti trans-izomeri. Kolona je punjena silika-gelom, a kao eluens koriStene su smjese
otapala PE/E i PE/EtOAc razlic¢itih polarnosti. Valja napomenuti da su za izoliranje Cistih
trans-13 i trans-14 izomera potrebni dodatni procesi procis¢avanja, obzirom na veliku
slicnost u polarnosti s trifenilfosfin-oksidom. Derivati 1, 2, 6, 13 i 14 pokazuju relativno
dobra iskoristenja (redoslijedom 28 %, 40 %, 40 %, 50 %, 60 %), dok derivati 7, 9i 10 daju
vrlo mala iskoristenja (3%, 5 % i 3%). Usporedujuci iskoristenja derivata 1 i 2 s derivatima 7,
9 i 10 moze se zakljuciti kako ortho-polozaj hidroksilne skupine na benzenskoj jezgri vise
odgovara ovom tipu reakcije te derivati s hidroksilnim skupinama u ortho- i para-polozaju
daju slabija iskoristenja. Nadalje, derivat 6 pokazuje kako prisutnost metoksi-skupine u para-
poloZzaju pozitivno utjeCe na iskoriStenje reakcije, dok derivati 13 i 14 pokazuju da je
iskoriStenje najvece ukoliko benzenska jezgra sadrzi tri hidroksilne skupine, odnosno ukoliko

su dvije u meta-polozaju i jedna u para-polozaju.
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Slika 6. Provedba Wittigove reakcije u laboratoriju.

3.2.2. Sinteza hidroksi-stilbena 8

Spoj 8 (Slika 5) sintetiziran je prevodenjem metoksi-skupine prisutne u spoju 15 u
hidroksilnu pomoc¢u reagensa BBr3 i u DCM kao otapalu. Spoj koji je preveden u derivat 8
prethodno je dobiven Wittigovom reakcijom iz odgovarajuce soli i aldehida. Kao produkt te
reakcije dobivena je smjesa cis- i trans-izomera derivata 15. Kolonskom kromatografijom

izoliran je Cisti trans-15, koji je potom preveden u derivat 8.

/ \
CHO
® o a
H3CO@CH2PPh3Br NaOEt/ EtOH aps. 7 O

/| P
O BBI'3 /\ P
DCM
oon, O ®
OH
8

Shema 4. Sinteza hidroksi-stilbena 8.

»

15

23



Dobiveni organski produkt proc¢is¢en je kolonskom kromatografijom do ¢istog trans-8.
Kolona je punjena silika-gelom, a kao eluens koristene su smjese otapala PE/E i PE/DCM

razli¢itih polarnosti. Derivat 8 sintetiziran je uz zadovoljavajuée iskoristenje od 21 %.

A

Slika 7. Provedba sinteze derivata trans-8.
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3.2.3. Sinteza spojeva 5 i 12 Wittigovom reakcijom
Spojevi 5 i 12 (Slika 5) sintetizirani su Wittigovom reakcijom (Shema 5) iz
odgovarajucih fosfonijevih soli i aldehida, koriste¢i NaOEt kao bazu te apsolutni etanol kao

otapalo. Kao produkti dobivene su smjese razlicitih udjela cis- i trans-izomera derivata 5 i 12.

CHO

0]
H,CO @nOH H,CO
L e

0 CH,PPh,Br NaOEt / EtOH aps.'
S

nOH

Shema 5. Sinteza hidroksi-stilbena 5 i 12.

Iz dobivenih smjesa uzastopnom kolonskom kromatografijom izolirani su ¢isti trans-
izomeri 5 i 12. Kolona je punjena silika-gelom, a kao eluens koristene su smjese otapala PE/E
i EtOAc/MeOH razli¢itih polarnosti. Niska iskoristenja ovih derivata (8 % i 5 %) ukazuju na
to da ovaj pristup sintezi nije idealan, a nastali trifenilfosfin-oksid dodatno otezava izolaciju

¢istih trans-izomera.

Slika 8. Priprava piranonske soli za sintezu derivata trans-5 i trans-12.
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3.2.4. Sinteza hidroksi-stilbena 3, 4 i 11 McMurryjevom reakcijom

Spojevi 3, 4 i 11 sintetizirani su prate¢i mehanizam McMurryjeve reakcije koristeci
THF kao otapalo te reagens TiCl, i praskasti Zn. Dobiveni organski produkti procisc¢eni su

kolonskom kromatografijom.

CHO
X nOH R/—
RENL &
K\ ~~cHo - N
THF / TiCl4(Zn) | ——nOH

=

R = Ph, CHs

X = C, N 3! 4, 11

Shema 6. Sinteza hidroksi-stilbena 3, 4 i 11.

Kolonskom kromatografijom izolirani su Cisti trans-izomeri derivata 3, 4 i 11. Kolona
je punjena silika-gelom, a kao eluens koriStene su smjese otapala PE/E i PE/DCM razlicitih
polarnosti. Naspram derivata dobivenih Wittigovom reakcijom, uoceno je bolje iskoriStenje
kod derivata 11 (10 %) s dvije hidroksilne skupine na benzenskoj jezgri u ortho- i para-
polozajima u odnosu na derivate 3 i 4 (5 %) gdje je hidroksilna skupina samo u ortho-

polozaju.

Slika 9. McMurryjeva reakcija.
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3.2.5. Spektroskopska karakterizacija novih hidroksi-stilbena 1-14

Strukture i ¢istoe novih hidroksi-stilbena 1-14 potvrdene su ‘H i *C NMR
spektroskopijom, UV-Vis spektroskopijom te masenom spektrometrijom visoke rezolucije
(HRMS). U nastavku ovoga poglavlja prikazani su neki izdvojeni spektri te prokomentirani
signali u njima, kako bi se vidio utjecaj strukture spojeva, broja i tipa supstituenata te
odredenog prisutnog heteroatoma na spektroskopske karakteristike.

Na slici 10 prikazani su kvantitativni UV spektri molekula trans-1, trans-2, trans-4,
trans-6 i trans-7, snimljeni u ACN. Vidljivo je kako najveéu vrijednost molarnog
apsorpcijskog koeficijenta postize derivat trans-1 (¢ = 28358 dm® mol™ cm™), a najveéu valnu
duljinu maksimuma apsorpcije postize trans-2 derivat (339 nm). U usporedbi s trans-2
derivatom uocava se kako prisutnost dusikovog atoma u strukturi kod trans-4 derivata
rezultira hipsokromnim pomakom i smanjenjem intenziteta apsorpcije odnosno hipokromnim
efektom. Usporedujuci derivate trans-6 i trans-7 vidljivo je da prisutnost metoksi-skupine u
para-polozaju kod derivata trans-6 rezultira batokromnim pomakom u odnosu na derivat

trans-7.

HO HO HO
W@ mo% H3C/</N\/)\/\©

trans-1 trans-2 trans-4

HO

/\/ /\/

OCHs OH

trans-6 trans-7
3,0x10" 1
2,5x10"

2,0x10" -

&/ dm®mol*cm™

1,5x10"

1,0x10" A

5,0x10° -

0,0

2éo I 360 I séo B 7 400
Alnm
Slika 10. Usporedni prikaz UV spektara za derivate trans-1, trans-2, trans-4, trans-6 i trans-
7, snimljene u acetonitrilu.
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Na Slici 11 prikazani su *H NMR spektri trans-1 i trans-2 derivata u podrudju
kemijskog pomaka od 4,8-7,5 ppm. Signali za etenske protone, s karakteristicnom konstantom
sprege od oko 16 Hz za trans-derivate, nalaze se na priblizno jednakim kemijskim pomacima.
Isto se moze uociti i za oba signala protona hidroksilne skupine na oko 4,9 ppm. Dodatno,
trans-2 u spektru ima signal metilnih protona kao singlet s integralom 3H na 2,48 ppm.
Podruc¢je fenolnih protona se kod oba derivata nalazi na gotovo jednakim kemijskim
pomacima s ocekivanim i odgovaraju¢im integralima, dok su vidljivi signali furanskih
protona u podrucju 6,3-6,4 ppm, Sto kod tiofenskih nije sluc¢aj ve¢ su oni pri viSem kemijskom

pomaku.

y

/ \ HO
HSC%

trans-2 J

2

T " T " T " T " T " T
6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0

/ HO
%
(6]
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S
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7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2

T
PPM 7.4

Slika 11. Dijelovi *H NMR spektara spojeva trans-1 (a) i trans-2 (b).

Na Slici 12 prikazani su '"H NMR spektri trans-6 i trans-4 derivata u podru&ju
kemijskog pomaka od 4,8-7,8 ppm. Svi signali protona trans-4 derivata pomaknuti su prema
visim kemijskim pomacima odnosno manje su zasjenjeni protoni u usporedbi s protonima
trans-6 derivata. To se najbolje vidi usporedujuc¢i kemijske pomake etenskih protona i protona
hidroksilne skupine pri ¢emu se signali za etenske protone derivata trans-4 nalaze na oko 7,7 i
7,1 ppm, dok se signali za etenske protone trans-6 derivata nalaze na oko 7,2 i 7,05 ppm.
Takoder, signal za hidroksilni proton trans-4 derivata se nalazi na 6,25 ppm, a kod trans-6
derivata na 5,03 ppm. Nadalje, zbog prisutnosti metoksi-skupine u para-polozaju uz
hidroksilnu u ortho-polozaju kod derivata trans-6, aromatski protoni se nalaze na nizim
kemijskim pomacima (6,5 ppm) u odnosu na aromatske protone kod derivata trans-4 koji

sadrzi samo hidroksilnu skupinu, Na 2,76 ppm vidljiv je signal metilnih protona s integralom
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3H u spoju trans-4, a u trans-6 derivatu na 3,79 ppm se nalazi singlet integrala 3H koji

potjece od protona metoksi-skupine.

/ HO

! Y

S
OCH3
a) trans-6
H3C’<\)\/\©
b) UL trans-4 ‘}L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

PPM 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 5.6 5.4 5.2 5.0

Slika 12. Dijelovi *H NMR spektara spojeva trans-6 (a) i trans-4 (b).

Na Slici 13 prikazani su 'H NMR spektri spojeva trans-10 i trans-14 u podru&ju
kemijskog pomaka od 4,8-7,8 ppm. Signali za protone trans-14 derivata su znacajno
pomaknuti prema vis§im kemijskim pomacima u odnosu na signale protona trans-10 derivata,
iako je to slabije uocljivo zbog prisutnog trifenilfosfin-oksida u trans-14 derivatu na 7,51 7,9
ppm. Jasno su vidljivi signali za protone hidroksilnih skupina oba derivata na oko 5 ppm, te se
moze vidjeti i signal protona trece hidroksilne skupine trans-14 derivata vidljiv kao Siroki
singlet integrala 1H na 4,8 ppm. Takoder, u spektru je vidljiv signal metilnih protona integrala
3H u trans-10 na 2,47 ppm.

B

a) trans-10 M
[ LR

Y OH
S
OH
OH
b) trans-14
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Slika 13. Dijelovi *H NMR spektara spojeva trans-10 () i trans-14 (b).
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Na Slici 14 prikazani su usporedno **C NMR spektri spojeva trans-1, trans-2, trans-6 i trans-
4. Svaki *C NMR spektar ima toCan broj ocekivanih signala koji odgovaraju strukturi

analiziranih molekula.
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Slika 14. **C NMR spektri spojeva trans-1 (), trans-2 (b), trans-6 (c) i trans-4 (d).

Kod derivata trans-2 vidi se signal za ugljik metilne skupine na 15 ppm, koji je kod
trans-4 derivata na oko 20 ppm zbog utjecaja tiazolnog prstena umjesto tiofenskog. Ugljik
CHs; skupine u spoju trans-6 javlja se na 55 ppm jer je to metoksi-skupina u kojoj je metilna
skupina vezana na kisikov atom s induktivnim utjecajem. Za sve derivate su prisutni signali
etenskih C-atoma te signali aromatskih ugljika, od kojih su neki u derivatu trans-6 pomaknuti
prema nizim kemijskim pomacima uslijed utjecaja dvije elektron-donorske skupine na
aromatskom prstenu. Takoder se jasno vide signali kvaternih ugljikovih atoma kao nizi
pikovi slabijeg intenziteta na oko 150 ppm, dok derivat trans-4 pokazuje signal na oko 170
ppm koji vrlo vjerojatno pripada kvaternom C-atomu smjestenom izmedu sumporovog i
dusikovog atoma tiazolnog prstena, te ga oni svojim induktivnim utjecajem pomicu prema

vec¢im vrijednostima kemijskog pomaka.
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3.3. Bioloska aktivnost

Prethodno je opisana bioloska aktivnost i blagotvorna svojstva trans-rezveratrola i
njegovih poznatih derivata, a novi (u ovom znanstvenom radu) sintetizirani rezveratrolni
trans-derivati 1-14 pripravljeni su u svrhu ispitivanja njihove potencijalne bioloske aktivnosti.
Provedena su ispitivanja inhibicije enzima butirilkolinesteraze, antioksidativnog djelovanja, a
jedan derivat pokazao je relativno dobra protuupalna svojstva pri ispitivanjima, sve u suradnji
sa suradnicima s vanjskih ustanova s kojima postoji kontinuirana suradnja. Svaki od
sintetiziranih spojeva ispitan je, a ovisno o razlikama u strukturi, razlikuje se i bioloska
aktivnost. Glavni ¢imbenici u odnosu strukture i aktivnosti su vrsta heterocikla, geometrija

molekule te vrsta, broj i polozaj supstituenata na arilnom prstenu.

3.3.1. Inhibicija kolinesteraza

Istaknute klase organskih spojeva pokazale su potencijalno enzimatsko djelovanje,
stoga je vazan osvrt na enzime kolinesteraze. Acetilkolinesteraza (AChE) i
butirilkolinesteraza (BChE) dva su srodna enzima prisutna u kraljeznjacima i biljkama. Kod
ljudi su ti enzimi produkti razliCitih gena, ali dijele oko 54 % svoje aminokiselinske
sekvence.®® Glavna razlika u njihovom aktivnom mjestu je 14 aromatskih aminokiselinskih
ostataka u AChE koji odgovaraju osam aromatskih i Sest alifatskih ostataka u BChE. To
omogucuje BChE hidrolizu veéih supstrata i liganda od AChE koja je odgovorna za
selektivnost vezivanja kolinesteraza. AChE ima bitnu fiziolosku ulogu u tijelu jer kontrolira
prijenos Ziv€anih impulsa u kolinergickim sinapsama srediSnjeg i perifernog Ziv€anog sustava
hidrolizom neurotransmitera acetilkolina. Takoder ima ulogu u neuritogenezi, stani¢noj
adheziji, proliferaciji 1 medustani¢nim interakcijama, sinaptogenezi, aktivaciji dopaminskih
neurona, stvaranju amiloidnih vlakana karakteristicnih za AD, hematopoezi i trombopoezi.
Uloga BChE nije fizioloski bitna, ali bi se mogla pripisati detoksikaciji ksenobiotika
(organofosfati i karbamatni pesticidi, kokain, aspirin, sukcinildikolin itd.) i bioaktivaciji
lijekova (bambuterol, heroin itd.). Takoder, BChE sluzi kao koregulator kolinergicke
neurotransmisije i sposoban je katalizirati hidrolizu acetilkolina.® Utvrdeno je da su visoke
razine BChE povezane s mozdanim plakovima 1 neurofibrilarnim ¢vorovima,
neuropatoloskim obiljezjima AD"® Stoga su obje kolinesteraze farmakoloski relevantne mete
u neurodegenerativnim bolestima, a danaSnje lijeCenje ukljucuje inhibitore kolinesteraza
poput donepezila, galantamina, fizostigmina, rivastigmina itd. Stoga se mnogi drugi spojevi

koji djeluju kao inhibitori kolinesteraze smatraju potencijalnim terapijskim sredstvima za AD.
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U okviru ovoga rada ispitana je isklju¢ivo inhibicija BChE zbog prijasnjih rezultata iz
naseg laboratorija koji su pokazali da su spojevi struktura slicnih spojevima trans-1 do trans-
14 generalno skloniji inhibicijskoj aktivnosti prema BChE u odnosu na AChE. U Tablici 1
dan je prikaz rezultata ispitivanja za svaki derivat, kao i za galantamin koji sluzi kao standard
za usporedbu aktivnosti, jer predstavlja poznati reverzibilni inhibitor. Rezultati su izrazeni u
obliku potrebne koncentracije spoja za postizanje inhibicije 50 % djelovanja BChE (ICsp). U
tablicama su navedeni i rezultati postignuti od strane tiofenskih derivata A i B iz naseg
laboratorija (Slika 4), koji su uz trans-rezveratrol koriSteni kao polaziSte za strukturne

modifikacije nasih novih spojeva.

Najbolji rezultat postigao je derivat trans-2 (Tablica 1) s tiofenskim prstenom Kkoji
sadrzi metilnu skupinu u polozaju 5 te jednu hidroksilnu skupinu u ortho-polozaju na
benzenskom prstenu, potrebno je oko deset puta manje spoja za inhibiciju u odnosu na
standard galantamin. Neki od derivata nisu pokazali nikakvu inhibicijsku aktivnost prema
BChE (trans-3, trans-5, trans-7, trans-11, trans-12, trans-15), a spoj trans-9 pokazao se
nestabilnim, za razliku od trans-1 koji ima samo jednu hidroksilnu skupinu na benzenskom
prstenu. Usporedbom sa spojevima A i B, vidljivo je da se inhibicijska aktivnost povecava
dodatkom metilne ili metoksi-skupine u derivatima s jednom hidroksilnom skupinom, a dvije
hidroksilne skupine na benzenu ne rezultiraju ve¢om aktivnoS$¢u. Spojevi s nesupstituiranim
tiofenom i tri hidroksilne skupine na benzenu (trans-13, trans-14) takoder pokazuju bolje
rezultate od standarda. Uvodenjem tiazolnog prstena umjesto tiofenskog aktivnost se
smanjuje, ali 1 dalje se postizu dobri rezultati. OcCito je da je vrsta heterociklickog prstena

znacajna za inhibicijsku aktivnosti, ali isto tako 1 supstituenti i njihovi poloZaji.
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Tablica 1. Rezultati ispitivanja inhibicijske aktivnosti sintetiziranih spojeva 1-14 na BChE.

Spoj Struktura Icé%(#ga ) Spoj Struktura ICB5°C(#1EVI )
HO HO
s Oy e s Ol
OH
HO HO
§ 74 i / nestabilan,
trans-1 Q\/\Q 4.7 trans-9 o \ = sklon raspadu
OH
HO HO
trans-2 HsC / | _— 0.8 trans-10 HsC / | — 129,5
OH
HO HQ
trans-3 O / _ / trans-11 O 7\ _ /
OH
(0]
/ B H,CO "Q
trans-4 /<\ 25,2 trans-12 3 /
H,C N/ = \ —
0 OH
Q HO
HO
trans-5  HsCO \ / trans-13 / | — o 6,2
\ = !
0o OH
HO a OH
/ =
trans-6 \ — 2,4 trans-14 34
OH
OCH3
/
trans-7 = / trans-15 /
OH
trans-8 / Galantamin 7,9

/\/OH
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3.3.2. Antioksidativna aktivnost

Kako je ve¢ spomenuto oksidacija je proces koji uzrokuje ubrzano starenje stanica ili
cak degradaciju odnosno razvoj bolesti, a sve stanice su tome podlozne. Stoga se veliki znacaj
pridaje otkrivanju spojeva s uspjesnim antioksidacijskim svojstvima. Na temelju ispitane i
dokazane antioksidativne aktivnosti kod trans-rezveratrola i njegovih analoga, sintetizirani
derivati trans-1 do trans-14 ispitani su na antioksidativnhu aktivnost DPPH metodom.
Tiofenski derivati A i B takoder su pokazali dobru aktivnost, pa su uzeti kao predvodni
spojevi za daljnju modifikaciju strukture.

Zbog spomenute odli¢ne antioksidacijske aktivnosti, trans-rezveratrol se uzima kao
standard (Tablica 2). U odnosu na njega potrebna je oko 150 puta manja koncentracija trans-1
derivata za isti ucinak, Kkoji ujedno pokazuje najbolja antioksidacijska svojstva medu
sintetiziranim derivatima. Osim njega, spoj trans-2 pokazao je odli¢nu aktivnost (takoder
bolju od standarda) sto upucuje na velik doprinos hidroksilne skupine na benzenskom prstenu
u ortho-polozaju te ne$to manji doprinos u para-polozaju (trans-7) i da dobru aktivnost uz
nesupstituirani furanski prsten postize metilom supstituiran tiofenski prsten u polozaju 5.
Dodatna metoksi-skupina u para-polozaju benzena takoder znatno povecava antioksidacijsku
aktivnost (trans-6 takoder aktivniji od standarda). Fenilni supstituent u polozaju 5 tiofenskog
prstena nije dobar izbor (trans-3, trans-8, trans-11, trans-15), a di- i trihidroksi-supstituirani
benzenski prsten u nijednom spoju nije dovoljno povoljan za postizanje 1Cs vrijednosti i

zadovoljavajuca antioksidativna svojstva.
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Tablica 2. Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti sintetiziranih spojeva 1-14.

Spoj Struktura DPPH Spoj Struktura DPPH
HO HO
A 7\ 158,8 B 7\ 26,8
OH
HO HO .
i i nestabilan,
trans-1 | — 05 trans-9 \ _— sklon
@] @) OH raspadu
HO HO
trans-2 HaC / \ _— 45,7 trans-10 HaC / | — /
OH
HO HO
trans-3 O 7\ _ / trans-11 O 7\ _ /
OH
@)
/ " HsCO "]
trans-4 [ / trans-12 3 /
o OH
Q HO
HO
trans-5 HsCO \ / trans-13 7\ — o /
\ -
O OH
HO /] OH
i =
trans-6 \ — 16,4 trans-14 /
OH
OCH3
OH
4
[ O~
trans-7 = 152,0 trans-15 /
OH
OCHj,
OH
/ )
trans-8 \ = / trans Y O 75
OH rezveratrol HO O
OH
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3.3.3. Protuupalna aktivnost

Prva potvrda o snaznoj povezanosti kolinergickog i imunoloskog sustava pojavila se
pocetkom proslog stoljeca. Uoceno je da je o dozi ovisno smanjenje sistemske proizvodnje
TNF-a nakon izazivanja endotoksinom (LPS). Poznato je da je kolinergicki protuupalni
sustav snazan instrument kojim organizam regulira veli¢inu upale kako bi osigurao uklanjanje
upale. Klju¢ni sudionik u ovom putu je acetilkolin (ACh), a njegovo djelovanje uglavnom je
vezano za receptore a7nAChR i M1AChR.” Kolinergicki put funkcionira otpustanjem ACh,
koji agonizira a7nAChR receptor i uzrokuje priljev Ca** u stanice. Povecane razine kalcija u
stanicama dovode do aktivacije transkripcijskog faktora NFaB i supresije imunoloSkog
odgovora. Ovaj mehanizam mogu prekinuti kolinesteraze (ChE) - enzimi koji razgraduju ACh
na octenu kiselinu i kolin, AChE i BChE. Stoga bi inhibitori ovih enzima mogli imati i
protuupalne uéinke."
Sto se novih spojeva iz ovoga znanstvenog rada ti¢e, jedino je tiazolni derivat trans-4 pokazao
inhibiciju proizvodnje TNF-a. Dakle, jedino hidroksi-stilben koji ima tiazolnu jezgru umjesto
furanske ili tiofenske mozemo povezati s opisanim mehanizmom povezanosti kolinergickog i

imunoloskog sustava.

Inhibition of TN Fa production PBM C viability
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o 80_ .................................................
£ 50+ i)
= ;e 3
z I I, § 607
o o------ ? ............. J: ............................ a
E 404
(]
-50 g- 204
%
100 T T T T 1 S 0 T T T T 1
0.01 0.1 1 10 100 1000 0.01 0.1 1 10 100 1000
Concentration (uM) Concentration (uM)

Slika 15. Rezultati ispitivanja protuupalne aktivnosti spoja trans-4.

Dokazano je da je Alzheimerova bolest multifaktorijalna bolest koja ukljucuje
agregaciju amiloidnih plakova, oksidativni stres i dishomeostazu metalnih iona.”® U slu¢aju
rezveratrol-maltol hibrida za koje je dokazano da pokazuju mogucnost inhibicije ChE,
istrazeno je i utvrdeno stvaranje kompleksa s biometalnim ionima kao Sto je Fe*'. Stoga su i

spojevi sintetizirani u okviru ovoga rada proucavani kao ligandi za kompleksiranje. Na
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derivatima je izvrSeno ispitivanje kompleksiranja, no niti jedan derivat nije pokazao

moguénost kompleksiranja s Fe** ionima.
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3.4. Racunalni rezultati

Nakon provedene konformacijeske analize za najstabilnije konformere molekula 1, 2,
4, 6 i 7 ra¢unani su UV spektri. U obzir su uzeti samo najstabilniji konformeri buduéi da je
razlika izmedu najstabilnijeg konformera i prvog sljedeéeg po stabilnosti iznosila vise od 5 kJ
mol™ $to zna&i da je udio tog manje stabilnog konformera u sustavu vrlo mali. U
eksperimentalno dobivenim UV-spektrima vidljivi su apsorpcijski maksimumi pri odredenim
vrijednostima valnih duljina zraenja. Apsorpcijski maksimumi su rezultat elektronskih
prijelaza u molekulama, a racunalno se moze predvidjeti, odnosno izracunati valna duljina
svakog odredenog prijelaza. U Tablici 3 navedene su eksperimentalno i ra¢unski dobivene
valne duljine maksimuma apsorpcije UV-zra¢enja molekula trans-1, trans-2, trans-4, trans-6
i trans-7 (Slika 10) te je pripisan odreden elektronski prijelaz.

U programu GaussView generirani su prikazi svih molekulskih orbitala izmedu kojih
dolazi do prijelaza elektrona uslijed ekscitacije zracenjem. Najznacajniji prijelazi su izmedu
energetski najvise okupirane molekulske orbitale (HOMO) te energetski najnize neokupirane
molekulske orbitale (LUMO), te kod ispitivanih spojeva energija UV zrafenja odgovara
upravo tim elektronskim prijelazima. Kod derivata trans-7 vidljiv je isklju¢ivo spomenuti
HOMO-LUMO prijelaz (Slike 15 i 16), dok spektri drugih derivata sadrze vise pikova od vise
razli¢itih prijelaza. Derivatu trans-2 pripisan je HOMO-LUMO prijelaz, ali uz njega dodatna
tri elektronska prijelaza (Tablica 3) koji ukupno rezultiraju pikom vidljivim na 208 nm u
snimljenom UV-spektru. Kod trans-4 derivata oucava se sli¢na situacija, dok kod trans-6
derivata uz HOMO-LUMO prijelaz se moze uociti ¢ak jo§ sedam dodatnih prijelaza koji
ukupno rezultiraju pikom vidljivim na 211 nm u snimljenom UV-spektru. HOMO i LUMO te
ostale molekulske orbitale koje sudjeluju u prijelazima elektrona prikazane su ispod tablice
(Slike 17-22).
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Tablica 3. Usporedba eksperimentalno i raCunalno dobivenih rezultata UV spektara

* (H-HOMO, L-LUMO)

Molekula Eksperimentalni Racunski Asignirani
prijelaz / nm prijelaz / nm prijelaz
HO
/O\ _ 334 336 H—» L
trans-1
339 350 H—L
HO
HoC /| / H-3\A
S 208 212 L+2
trans-2 H/
H-1—L+1
345 353 H—L
HO L+3
e -
H.C P 226 234 H
3 N N
L+2
trans-4
H-1— L+1
336 349 H—L
H-3
S
"9 211 203 H'Z;: .
7\ H-1
S OCH, H-4—»L
trans-6
L+9
/v
H —» L+10
N
7\ P
S OH 333 344 H—L
trans-7
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J
Slika 15. Prikaz HOMO spoja trans-7.

Slika 16. Prikaz LUMO spoja trans-7.

Slika 17. Prikaz HOMO spoja trans-2.

Slika 18. Prikaz LUMO spoja trans-2.
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Slika 19. Prikaz H-3 orbitale spoja trans-2.

Slika 20. Prikaz H-1 orbitale spoja trans-2.

Slika 21. Prikaz L+1 orbitale spoja trans-2.
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Slika 22. Prikaz L+2 orbitale spoja trans-2.

Iz eksperimentalnih rezultata prikazanih u Tablici 1 vidimo da je nekoliko spojeva

pokazalo snaZan potencijal za ihbiciju BChE. Budu¢i da kod ovog tipa molekula ocekujemo
da ¢e inhibicija biti reverzibilna, tj. da ¢e se inhibitorno djelovanje zasnivati na stvaranju
nekovalentnog kompleksa izmedu inhibitora 1 aktivnog mjesta u enzimu, istrazili smo moguce
strukture kompleksa odabranih spojeva s BChE. Kompleksi su dobiveni metodom
molekulskog dockinga (uklapanja), koriStenjem Autodock programa.
Kristalna struktura enzima humane BChE s pdb kodom 1AIlY preuzeta je iz proteinske baze
podataka. Aktivno mjesto BChE sadrzi 15 aminokiselina i podijeljeno je na nekoliko manjih
strukturnih domena. Najvazniji dio aktivnhog mjesta je kataliticka trijada (estersko mjesto)
koju ¢ine Ser198, His438 i Glu325 i ono direktno sudjeluje u katalizi. Drugi dijelovi aktivnog
mjesta su: anionska subdomena (Trp82, Phe329 i Glul97), oksianionska Supljina koju ¢ine
aminokiseline Glyl16, Glyl17 i Alal99, acilni dzep (Leu286 i Val288) te periferno anionsko
mjesto (Asp70, Tyrl14, Tyr128 i Tyr332). Aktivno mjesto BChE sli¢no je onome kod AChE,
s bitnom razlikom u sastavu acilnog dZepa: umjesto alifatskih leucina i1 valina, AChE sadrzi
dva fenilalanina.

Molekulskim dockingom dobiven je uvid u strukture kompleksa izmedu ispitivanih
spojeva i aktivnog mjesta BChE, §to je omogucilo identifikaciju medudjelovanja koja su
odgovorna za stabilnost kompleksa. Sto je kompleks stabilniji, to je raspoloZivost
kolinesteraze da sudjeluje u katalizi supstrata ogranicenija, tj. uspjesnija je inhibicija enzima.

Za ispitivanje dockingom odabrani su spojevi trans-1, trans-2 i trans-14 (Slika 23).
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Slika 23. Prikaz struktura spojeva trans-1, trans-2 i trans-14 ispitivanih dockingom.

U strukturi kompleksa koji nastaje smjestanjem molekule trans-1 u aktivno mjesto enzima
(Slika 24), vidljivo je nekoliko stabiliziraju¢ih medudjelovanja. Uocava se formiranje
vodikovih veza jednakih jakosti izmedu kisika u furanu i vodika na serinu (2,0 A) kao i
izmedu vodika na hidroksilnoj skupini fenilnog fragmenta na ligandu i Kisika na Ser198 (2,0
A). Ovaj sustav funkcionira na principu da kisik na furanu prima proton sa serina koji postaje
negativno nabijen, no tada on uzima proton hidroksilnoj skupini fenilnog fragmenta na
ligandu i neutralizira negativan naboj. Nadalje, prisutan je 77 stacking (eng. n-r slaganje)
izmedu triptofana (Trp82) i furana (5,9 A) te izmedu fenilnog fragmenta i Phe329 (5,3 A).
Naposljetku, javljaju se hidrofobne interakcije izmedu fenilne jezgre liganda i glicina
(Gly117) u oksianionskoj $upljini (3,6 A).

Val288

Trp82
Phe329

Slika 24. Reverzibilni kompleks izmedu spoja trans-1 i BChE, dobiven molekulskim

dockingom. Udaljenosti su izrazene u A, a nepolarni vodikovi atomi na aminokiselinama

izostavljeni su radi preglednosti.
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U strukturi kompleksa koji nastaje smjestanjem molekule trans-2 u aktivno mjesto
enzima (Slika 25), vidljivo je nekoliko stabiliziraju¢ih medudjelovanja. Prisutan je z7
stacking izmedu triptofana (Trp82) i tiofenskog prstena na udaljenosti od 4,3 A. Takoder,
javljaju se hidrofobne interakcije izmedu tiofenske jezgre i glicina (Gly116) na udaljenosti od
4,6 A te izmedu metilne skupine na tiofenskom prstenu i triptofana (Trp82) na udaljenosti od
4,3 A. Bitno je napomenuti kako izostanak stvaranja vodikovih veza izmedu hidroksilne
skupine na fenilnoj jezgri liganda i odredene pogodne aminokiseline u ovoj strukturi ne znaci
da hidroksilna skupina ne stvara vodikove veze. To se moze objasniti pretpostavkom da je
doslo do odredenih interakcija s nekom od molekula vode koje su konstantno prisutne u

aktivnom mjestu, ali u kristalnoj strukturi koristenoj za docking nisu prikazane.

Slika 25. Reverzibilni kompleks izmedu spoja trans-2 i BChE, dobiven molekulskim
dockingom. Udaljenosti su izraZene u A, a nepolarni vodikovi atomi na aminokiselinama

izostavljeni su radi preglednosti.

44



U strukturi kompleksa koji nastaje smjeStanjem molekule trans-14 u aktivno mjesto
enzima (Slika 26), vidljivo je nekoliko stabiliziraju¢ih medudjelovanja. Uocava se formiranje
vodikovih veza jednakih jakosti izmedu vodika na prvoj hidroksilnoj skupini fenilnog
fragmenta i kisika na Glu197 (1,9 A) kao i izmedu vodika na drugoj hidroksilnoj skupini
fenilnog fragmenta na ligandu i kisika na Glu197 (1,8 A). Nadalje, potencijalna treéa slabija
vodikova veza moguca je izmedu vodika na trec¢oj hidroksilnoj skupini i dusika na e—polozaju
imidazolnog prstena His438 (2,4 A). Naposljetku, prisutan je 77 stacking izmedu fenilne

jezgre i Trp82 na udaljenosti od 5,2 A te izmedu fenilne jezgre i His438 na udaljenosti od 5,9

A

Glul97

Slika 26. Reverzibilni kompleks izmedu spoja trans-14 i BChE, dobiven molekulskim
dockingom. Udaljenosti su izrazene u A, a nepolarni vodikovi atomi na aminokiselinama

izostavljeni su radi preglednosti.

Molekulski docking omogucuje nam dobivanje mogucih polozaja i orijentacija
molekula liganada u aktivnom myjestu. To je stati¢na slika koja ne nudi kvantitativni opis

stabilnosti kompleksa, ali uspjesno omogucava vizualizaciju mogucih smjestanja liganada.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO

4.1. Opée napomene

U eksperimentima su koriStena sljedeca otapala i1 kemikalije: aceton, acetonitril
(ACN), borov tribromid (BBr3), dietil-eter (E), diklormetan (DCM), etanol (EtOH), etil-acetat
(EtOAC), kalijev hidroksid (KOH), kloroform (CHCIs3), natrijev hidroksid (NaOH), natrijev
hidrogenkarbonat (NaHCO3), metanol (MeOH), petroleter (PE), tetraklormetan (CCl,) te
toluen. Sva koriStena otapala su proc¢is¢ena destilacijom i komercijalno su dostupna. Kod
sinteze su KkoriSteni reagensi poput azobisizobutironitrila (AIBN), dimetilsulfata ((CH3)>SO4),
N-bromsukcinimida (NBS) i tionil-klorida (SOCI,). Za sintezu fosfonijevih soli koriSten je
trifenilfosfin (PPh3) kao kupovna kemikalija. U Wittigovim reakcijama koriSten je natrij (Na)
c¢uvan u PE koji je reakcijom s EtOH dao natrijev etoksid (NaOEt). Za susenje organskog
sloja nakon ekstrakcije koriSten je bezvodni magnezijev sulfat (MgSO,4). Za provodenje
tankoslojne kromatografije (TLC) koriStene su ploCice prevuéene silika-gelom (0.2 mm,
Kiselgel 60 Fys4). Kod provodenja kolonske kromatografije koristene su kolone punjene
silika-gelom (60 A, tehnicki), a otapala su uparena pomocu rotacijskog uparivata pod

sniZzenim tlakom.

'H i C spektri NMR snimani su na spektrometru Bruker Avance koji radi na

frekvenciji od 600 MHz za 'H jezgre i frekvenciji od 150 MHz za *C jezgre, na Institutu
Ruder Boskovi¢. Za otapanje spojeva koriSteni su deuterirani kloroform (CDCl3) i deuterirani
metanol (CD3OD), a kao standard za snimanje NMR spektara koristen je tetrametilsilan
(TMS). Kemijski pomaci izrazeni su u ppm (eng. parts per million), a kod karakterizacije
signala koriStene su sljedece oznake: s - singlet, d - dublet, dd - dublet-dubleta, t - triplet i m -
multiplet. UV spektri su snimani na UV/Vis spektrofotometru, a kao otapalo za spojeve je
koristen ACN. HRMS analize za potvrdu ¢istoce uzoraka provedene su u suradnji s tvrtkom
PLIVA na masenom spektrometru (MALDI TOF/TOF analizator) opremljen Nd:YAG

laserom koji radi na 355 nm s brzinom prilagodavanja od 200 Hz.
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4.2. Sinteza furanskih i tiofenskih fosfonijevih soli

Sinteza brom(4-metoksibenzil)trifenil-1°>-fosfana, brom(furan-2-il-metil)trifenil-A>-
fosfana, brom(tiofen-2-il-metil)trifenil-A>-fosfana i brom((5-metiltiofen-2-il)metil)trifenil-A°-
fosfana provedena je u okruglim tikvicama (0,5 dm?®) pripravom odgovarajuéih furanskih
odnosno tiofenskih bromida koriste¢i AIBN i NBS reagense. Otopini 4-metoksitoluena, 2-
metilfurana, 2-metiltiofena ili 2,5-dimetiltiofena (100,0 mmol) u CCl, (0,05 dm®) dodani su
NBS (110,0 mmol) i AIBN (1,28 mmol). Reakcijska smjesa u tikvici je potom zagrijavana na
temperaturu refluksa pomocu hladila s klor-kalcijskom cijevi na temperaturi vrelisSta CCly

koriste¢i uljnu kupel;.

Nakon dva sata refluksa, nastali sukcinimid odfiltriran je u okruglu tikvicu (0,25
dm?®),uparen je CCly, te zaostaje svijetlo smede ulje bromida. Dobivenom bromidu u tikvici je
dodan PPh3 (100,0 mmol) prethodno otopljen u toluenu (0,08 dm®), te je smjesa mijesana na
sobnoj temperaturi 40 sati. Provedeno je vakuumfiltriranje pomoc¢u Biichnerovog lijevka
nakon ¢ega je sol susena u eksikatoru pod vakuumom Sest sati i nakon toga tri dana ostavljena
u eksikatoru. Suha sol je koriStena dalje u sintezi zeljenih spojeva razli¢itim sintetskim

putevima.
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4.3. Sinteza spojeva 1, 2, 6,7, 9, 10, 13, 14

Spojevi 1, 2, 6, 7, 9, 10, 13, 14 su kao smjese cis- i trans-izomera sintetizirani
Wittigovom reakcijom. Prije provodenja reakcije aparatura je propuhana dusSikom 15 minuta.
Reakcija je provedena u trogrloj tikvici (0,25 dm®) na ¢ija dva sporedna grla su stavljeni klor-
kalcijska cijev i balon s N, spojen putem igle i septuma na grlo tikvice. Na srednje grlo
tikvice pri¢vriéen je lijevak za dokapavanje u kojeg je dodano 50 cm® EtOH, te pola
volumena ispusteno u tikvicu. U tikvicu je zatim dodana odgovarajuca fosfonijeva sol (2,2 -
4,7 mmol) i smjesa se pocCela mijeSati pomo¢u magnetne mijeSalice. U preostalih 25 cm?®
EtOH dodan je postupno kroz 20 minuta odvagani Na (1,1 ekv). Smjesa je ostavljena da se
mijesa dok sav Na nije izreagirao U NaOEt. Zatim je u reakcijsku smjesu uz dokapavanje
NaOEt dodan aldehid (1 ekv), te je reakcijska smjesa ostavljena da se mijeSa odredeno
vrijeme (1, 2, 6, 7,9, 13, 14 - 72 h, 10 - 168 h) na odredenoj temperaturi (1, 6, 7, 9, 13, 14 -
25 °C, 2, 10 - 100 °C). Reakcijska smjesa je uparena na rotacijskom uparivacu pod snizenim
tlakom, te otopljena u toluenu (1,2) ili CHCI; (6, 7, 9, 10, 13, 14). Smjesa je zatim
ekstrahirana toluenom (1, 2) ili CHCI3 (6, 7, 9, 10, 13, 14) (3x15 mL), ovisno o topivosti
produkta. Organski sloj je odvojen u Erlenmayerovu tikvicu te susen iznad MgSOy koji sluzi
kao sredstvo za suSenje. Nakon 30 minuta susenja, otapalo je upareno, a organski produkt kao
smjesa izomera (s razli¢itim udjelima cis-izomera) procis¢en na koloni punjenoj silika-gelom.
Cisti trans-izomeri izolirani su takoder uzastopnom kolonskom kromatografijom ili
tankoslojnom kromatografijom. Kao eluens koristeni su sustavi otapala PE/E i PE/EtOAC

razli¢itih polarnosti.

2-(2-(furan-2-il)vinil)fenol (1)
Kolonska kromatografija je provedena na silika-gelu koristec¢i sustav otapala PE/E (0-50 %).

HO

7\ _

@]
trans-1
(E)-2-(2-(furan-2-il)vinil)fenol (trans-1): iskoristenje 28 %; zuti prah; T; = 78-82 °C; R¢
(PE/E(30 %)) = 0,43; UV (ACN) Ana/nm (e/°mol™*cm™) 334 (28358), 321 (26567), 307

(22128), 297 (sh, 19523): *H NMR (CDCls, 300 MHz) d/ppm: 7,46 - 7,40 (m, 2H), 7,28 -
7,22 (m, 1H), 7,13 (t, 1H, J = 7,8 Hz), 6,99 - 6,91 (m, 2H), 6,79 (d, 1H, J = 7,9 Hz), 6,43 -
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6,41 (m, 1H), 6,35 (d, 1H, J = 3,6 Hz), 4,96 (s, 1H); **C NMR (CDCls, 150 MHz) &/ppm:
153,5 (s), 153,1 (s), 142,1 (s), 128,6 (s), 127,3 (s), 124,3 (s), 121,6 (5), 121,2 (s), 118,1 (s),
116,0 (s), 111,6 (s), 108,5 (s); MS m/z (%, fragment) (ESI): 187 (100 %, M"), 121 (15);
HRMS (m/z) [M+H]" racunato za C1,H100, 186,0681 eksp. 186,0683.

2-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil)fenol (2)
Kolonska kromatografija je provedena na silika-gelu koristeci sustav otapala PE/E (0-10 %).
HO

trans-2

(E)-2-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil)fenol (trans-2): iskoriStenje 40 %; zuti prah; T, = 88-92 °C;
Rt (PE/E(20 %)) = 0,54; UV (ACN) Ama/nm (/dmmolem™) 339 (26378), 240 (10925), 208
(19311); *H NMR (CDCls, 600 MHz) d/ppm: 7,44 (d, 1H, J = 7,3 Hz), 7,18 (d, 1H, J = 16,6
Hz), 7,11 (t, 1H, J = 7,9 Hz), 7,01 (d, 1H, J = 16,6 Hz), 6,92 (t, 1H, J = 7,6 HZz), 6,85 (d, 1H, J
= 2,9 Hz), 6,78 (d, 1H, J = 7,9 Hz), 6,64 - 6,64 (m,1H), 4,93 (s, 1H), 2,48 (s, 3H); **C NMR
(CDCls, 150 MHz) d/ppm: 152,8, 141,.2, 1393, 128,3, 127,1, 126,3, 125,7, 124,5 123,8,
121,4, 121,2, 115,9, 115,6; MS m/z (%, fragment) (ESI): 217 (100 %, M*); HRMS (m/z)
[M+H]" radunato za C13H1,0S 216,0609 eksp. 216,0607.

5-metoksi-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (6)
Kolonska kromatografija je provedena na silika-gelu koriste¢i sustav otapala PE/E (0-100 %).

HO

7/ \ /

S

OCHj3
trans-6

(E)-5-metoksi-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (trans-6): iskoristenje 40 %, Zuti prah; T; = 91-94
°C; Ry (PE/E(60 %)) = 0,35; UV (ACN) Amax/nm (e/dmmol™cm™) 336 (23732), 244 (9367),
211 (15320); *H NMR (CDCls, 600 MHz) 6/ppm: 7,36 (d, 1H, J = 8,7 Hz), 7,17-7,14 (m, 2H),
7,06 (d, 1H, J = 16,2 Hz), 7,03 (d, 1H, J = 3,4 Hz), 6,98 (dd, 1H, J = 4,9/3,7 Hz), 6,51 (dd,
1H, J = 8,5/2,6 Hz), 6,37 (d, 1H, J = 2,6 Hz), 5,03 (s, 1H), 3,79 (s, 3H); **C NMR (CDCls,
150 MHz) o/ppm: 160,2 (s), 153,9 (s), 143,6 (s), 128,2 (s), 127,2 (s), 125,4 (s), 123,8 (s),
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122,6 (s), 121,5 (s), 117,3 (s), 107,1 (s), 101,9 (s), 55,4 (s); MS m/z (%, fragment) (ESI): 233
(100 %, M*); HRMS (m/z) [M+H]" ratunato za C13H;,0,S 232,0558 eksp. 232,0556.

4-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (7)
Kolonska kromatografija je provedena na silika-gelu koriste¢i sustav otapala PE/EtOAc (0-20
%).

/

s Z

OH
trans-7

(E)-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol (trans-7): iskoristenje 3 %; zuti prah; T; = 123-124 °C; Rs
(PE/DCM(40 %)) = 0,17; UV (ACN) Ama/nm (e/dmmol™em™) 333 (23297); 'H NMR
(CDCls, 600 MHz) 8/ppm: 7,35 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 7,15 (d, 1H, J = 5,6 Hz), 7,09 (d, 1H, J =
16,2 Hz), 7,02 (d, 1H, J = 3,4 Hz), 6,99-6,98 (m, 1H), 6,87 (d, 1H, J = 16,2 Hz), 6,81 (d, 2H,
J = 8,5 Hz), 4,93 (s, 1H); *C NMR (CDCls, 75 MHz) d/ppm: 155,8 (s), 143,2 (s), 129,9 (s),
127,9 (s), 127,7 (s), 127,5 (s), 125,4 (s), 123,8 (s), 119,8 (s), 115,6 (s); MS m/z (%, fragment)
(ESI): 203 (100 %, M™), 140 (70 %); HRMS (m/z) [M+H]" racunato za C1,H100S 202,0452
eksp. 202,0448.

4-(2-(furan-2-il)vinil)benzen-1,3-diol (9)

Kolonska kromatografija je provedena na silika-gelu koristeci sustav otapala PE/E (0-100 %).
Dobiveno je 30 mg smjese (trans-9 : aldehid = 1 : 1). Smjesa se zatim stavila na 2
preparativne TLC ploce (15 mg na svaku plocu) pri ¢emu se dobilo ukupno 5 mg ¢istog trans-

9 izomera.

HO
7\

o Va

OH
trans-9

(E)-4-(2-(furan-2-il)vinil)benzen-1,3-diol (trans-9): iskoristenje 5 %; zuti prah; T; = 143-
146 °C; R; (PE/E(45 %)) = 0,46; UV (ACN) Ama/nm (e/dm®mol™*cm™) 346 (18170), 335
(18249), 309 (15573), 297 (14308), 285 (15800); *H NMR (CDCls, 600 MHz) 6/ppm: 7,41 (d,
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1H,J=19Hz), 7,27 (d, 1H, J =9,0 Hz), 7,19 (d, 1H, J = 16,5 Hz), 6,86 (d, 1H, J = 16,5 Hz),
6,42-6,40 (m, 1H), 6,31-6,29 (m, 2H), 6,26 (d, 1H, J = 3,3 Hz); *C NMR (CDCl;, 150 MHz)
o/ppm: 153,7 (s), 145,8 (s), 141,8 (s), 128,5 (s), 128,4 (s), 121,2 (s), 116,3 (s), 111,5 (s), 109,2
(s), 108,5 (s), 107,7 (s), 103,2 (s); MS m/z (%, fragment) (ESI): 203 (100 %, M"), 137 (35 %);
HRMS (m/z) [M+H]" racunato za C1,H1003 202,0630 eksp. 202,0629.

4-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil)benzen-1,3-diol (10)
Kolonska kromatografija je provedena na silika-gelu koriste¢i sustav otapala PE/E (0-50 %).
Dobiveno je 25 mg smjese (trans-10 : aldehid = 1 : 5). Smjesa se zatim stavila na TLC

preparativnu plocu pri ¢emu se dobilo 3 mg Cistog trans-10 izomera.

HO

OH
trans-10

(E)-4-(2-(5-metiltiofen-2-il)vinil)benzen-1,3-diol (trans-10): iskoriStenje 12 %; Zuti prah; T;
= 149-151 °C; R (PE/E(30 %)) = 0,43; UV (ACN) Amax/nm (¢/dm®mol™*ecm™) 341 (15202):; *H
NMR (CDCl3, 600 MHz) o/ppm: 7,28 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,05 (d, J = 16,3 Hz, 1H), 6,91 (d,
J = 16,3 Hz, 1H), 6,80 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 6,63-6,62 (m, 1H), 6,41 (dd, J = 8,4, 2,3 Hz, 1H),
6,33 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 5,02 (s, 1H), 4,77 (s, 1H), 2,47 (s, 3H); *C NMR (CDCls, 150 MHz)
Jlppm: 155,9, 153,9, 141,5, 138,8, 128,2, 125,7, 125,6, 122,1, 121,1, 117,7, 108,5, 103,2,
15,6; MS m/z (%, fragment) (ESI): 233 (100 %, M™).

4-(2-(tiofen-2-il)vinil)benzen-1,2,3-triol (13)

Kolonska kromatografija je provedena na silika-gelu koriste¢i sustav otapala EtOAc/MeOH
(50 %). Dobiveno je 300 mg spoja u smjesi s trifenilfosfin-oksidom. Za izoliranje Cistog
trans-13, trebat ¢e dodatni eksperimenti proc¢iS¢avanja, obzirom na veliku sli¢nost u polarnosti

obje komponente u smjesi.

HO

Y OH

S

OH
trans-13
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(E)-4-(2-(tiofen-2-il)vinil)benzen-1,2,3-triol (trans-13): iskoristenje 50 %; R (EtOAc/MeOH
(10 %)) = 0,56; *H NMR (CDCls, 300 MHz) d/ppm: 7,81-7,74 (m, 2H), 7,68-7,62 (m, 2H),
7,18 (t, 1H, J = 3,2 Hz), 7,14-7,11 (m, 1H), 6,86 (t, 1H, J = 4,2 Hz), 5,81 (s, 1H), 5,77 (s,
1H); MS m/z (%, fragment) (ESI): 235 (100 %, M™).

5-(2-(tiofen-2-il)vinil)benzen-1,2,3-triol (14)

Kolonska kromatografija je provedena na silika-gelu koriste¢i sustav otapala EtOAc/MeOH
(50%). Dobiveno je 280 mg spoja u smjesi s trifenilfosfin-oksidom. Za izoliranje Cistog trans-
14, trebat ¢e dodatni eksperimenti proc¢is¢avanja, obzirom na veliku sli¢nost u polarnosti obje

komponente u smjesi.

/

OH
Y
S

OH

OH
trans-14

(E)-5-(2-(tiofen-2-il)vinil)benzen-1,2,3-triol (trans-14): iskoristenje 60 %; R (EtOAc/MeOH
=10 %) = 0,56; *H NMR (CDCls, 300 MHz) /ppm: 7,80 - 7,74 (m, 2H), 7,65 - 7,61 (m, 2H),
7,18 (t, 1H, J = 3,5 Hz), 7,14 - 7,11 (m, 1H), 6,85 (t, 1H, J = 4,6 Hz), 5,81 (s, 1H), 5,76 (s,
1H); MS m/z (%, fragment) (ESI): 235 (100 %, M").
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4.4. Sinteza piran-4-onske soli

Sinteza 2-((klortrifenil-2>-fosfanil)metil)-5-metoksi-4H-piran-4-ona provedena je u tri
koraka. U prvom koraku prireden je piranonski klorid na sljede¢i naéin: 5-hidroksi-
2(hidroksimetil)-4H-piran-4-on (50,0 mmol) i DCM (0,82 mL) dodani su u trogrlu tikvicu
(0,25 dm®) s klor-kalcijskom cijevi na jednom grlu, te je smjesa ohladena na 0 °C pomoéu
ledene kupelji. Potom je preko igle kroz drugo grlo dokapan SOCI, (50,0 mmol, 1 ekv) i
smjesa je mijeSana pet sati, nakon ¢ega je upareno otapalo, a u tikvici je zaostao odgovarajuci
klorid.
U sljede¢em koraku, pripravljenom zuckastom kloridu (48,8 mmol) u trogrloj tikvici (0,25
dm?®) s klor-kalcijskom cijevi dodan je 10% KOH (0,0026 dm®), a preko igle dokapan
(CH3),S04 (0,0045 dm?). Smjesa se mijesala sat vremena u ledenoj kupelji, nakon Gega je
dodan jo§ jedan obrok 10% KOH (0,03 dm?), a zatim je iglom dodano jo§ (CHs),SO4 (0,0045
cm®). Dobivena smijesa je ekstrahirana pomoéu CHCIs (5 x 15cm®). Dobivena je tamnocrvena
otopina kao organski sloj, osuSena iznad MgSQO, te filtrirana i uparena na rotacijskom
uparivacu nakon Cega je zaostalo tamnocrveno ulje.

U zadnjem koraku u trogrlu tikvicu (0,25 dm®) dodan je nastali klorid (24,81 mmol), te
u toluenu (0,04 dm?) otopljen PPh; (24,81 mmol, 1 ekv). Smjesa je zagrijana na temperaturu
refluksa, te se u tim uvjetima reakcija provodila Cetiri dana, nakon ¢ega je reakcijska smjesa

filtrirana pod tlakom i potom suSena u eksikatoru 12 h.
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4.5. Sinteza spojeva 5i 12

Prije provodenja Wittigove reakcije aparatura je propuhana duSikom 15 minuta.
Reakcija je provedena u trogrloj tikvici (0,25 dm®) na ¢ija dva sporedna grla su stavljeni klor-
kalcijska cijev i balon s N,, spojen preko Sprice i septuma na grlo tikvice. Na srednje grlo
tikvice pri¢vri¢en je lijevak za dokapavanje u kojeg je dodano 0,05 dm® EtOH, te pola
volumena ispusteno u tikvicu pa je dodana fosfonijeva sol (5,74 mmol, 1 ekv, 5,07 mmol, 1
ekv), a u preostalih 0,025 dm?® je dodan Na (1,1 ekv). Smjesa se mijesala dok sav Na nije
izreagirao, a potom je uz polagano dokapavanje NaOEt dodan aldehid (5,74 mmol, 1 ekv, za
spoj 5 odnosno 5,07 mmol, 1 ekv za spoj 12). Reakcijska smjesa ostavljena je da se mijesa
odredeno vrijeme (72 h) na sobnoj temperaturi. Potom je reakcijska smjesa uparena na
rotacijskom uparivacu kako bi se uklonio etanol, te nakon uparavanja, zaostalo ulje otopljeno
je i ekstrahirano toluenom (5 x 15cm®). Organski sloj se filtrirao preko naboranog filter papira
i susio iznad bezvodnog MgSO,, a potom se upario do suhog produkta. 1z dobivenih sirovih
produkata uzastopnom kolonskom kromatografijom na silika-gelu izolirani su trans-izomeri

spojeva 5 i 12, koriste¢i PE/E i EtOAc/MeOH sustave otapala razli¢itih polarnosti.

2-(2-hidroksistiril)-5-metoksi-4H-piran-4-on (5)
Kolonska kromatografija je provedena na silika-gelu koriste¢i sustav otapala PE/E (0-100 %)
i EtOAc/MeOH (50 %).

trans-5

(E)-2-(2-hidroksistiril)-5-metoksi-4H-piran-4-on (trans-5): iskoristenje 8 %, zuckasti prah;
T, = 174-176 °C; R; (EtOAC)= 0,18; UV (ACN) Ama/nm (e/dm®mol™cm™) 353 (17133), 276
(16184); *H NMR (CDsOD, 600 MHz) d/ppm: 7,97 (s, 1H), 7,75 (d, 1H, J = 16,5 Hz), 7,54
(d, 1H, J = 8,7 Hz), 7,19 (t, 1H, J = 8,7 Hz), 7,03 (d, 1H, J = 16,5 Hz), 6,88 - 6,85 (m, 2H),
6,52 (s, 1H), 1,29 (s, 3H); MS m/z (%, fragment) (ESI): 245 (5 %, M), 233 (100 %).
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2-(2,4-dihidroksistiril)-5-metoksi-4H-piran-4-on (12)
Kolonska kromatografija je provedena na silika-gelu koristeci sustav otapala PE/E (0-100 %),
te Cisti EtOAc 1 MeOH.

trans-12

(E)-2-(2,4-dihidroksistiril)-5-metoksi-4H-piran-4-on (trans-12): iskoriStenje 5 %; Zzuti
prasak, R (EtOAc)= 0,08; T; = 195-197 °C; UV (ACN) Ama/nm (e/dm®mol?cm™) 357
(10980); *H NMR (CDs0D, 600 MHz) d/ppm: 6,49 (s, 1H), 6,19 (d, 1H, J = 16,1 Hz), 5,87
(d, 1H, J =8,5 Hz), 5,32 (d, 1H, J = 16,1 Hz), 4,85 (s, 1H), 4,83 - 4,81(m, 2H), 2,28 (s, 3H);
3C NMR (CDs0D, 150 MHz) s/ppm: 148,0, 138,4, 133,3, 131,7, 130,5, 129,4, 128,5, 114,5,
114,1, 112,2, 108,8, 107,6, 101,9, 29,4; MS m/z (%, fragment) (ESI): 261 (100 %, M"), 166
(60 %); HRMS (m/z) [M+H]" racunato za C14H1,05 260,0685 eksp. 260,0684.
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4.6. Sinteza spojeva 151 8

U okruglu tikvicu (0,5 dm®) dodan je 4-metoksitoluen (12,2 g), NBS (19,6 g) i AIBN
(0,21 g), te je smjesa zagrijavana uz refluks na 100 °C. Nakon uspostavljanja refluksa uoc¢ena
je promjena boje u bijelu, a nakon dva sata refluksa uofena je promjena boje otopine u
narancastu, a nastali sukcinimid plivao je na povrsini otopine. Nastali sukcinimid odfiltriran je
u tikvicu (0,25 dm?®), te je filtrat uparen do suha. Dobiveno je crveno ulje, koje je otopljeno u
toluenu (0,08 dm®) i dodan je PPhs (26,23 g). Reakcijska smjesa je mijesana na sobnoj
temperaturi 40 h. Sljedeci dan reakcijska smjesa je odfiltrirana preko Biichnerovog lijevka i
dobivena fosfonijeva sol je susena u eksikatoru 24 h.
Prije provodenja Wittigove reakcije aparatura je propuhana dusikom 15 minuta. Reakcija je
provedena u trogrloj tikvici (0,25 dm®) na &ija dva sporedna grla su stavljeni klor-kalcijska
cijev i balon s N, spojen preko $price i septuma na grlo tikvice. Na srednje grlo tikvice je
pri¢vriéen lijevak za dokapavanje u kojeg je dodano 0,040 dm® EtOH, te pola volumena
ispusteno u tikvicu. U tikvicu je zatim dodana priredena p-metoksi-fosfonijeva sol (0,97
mmol) 1 smjesa se pocela mijeSati pomocu magnetne mijesalice. U preostalih 0,02 dm?® EtOH
dodan je odvagani Na (1,1 ekv). Smjesa je ostavljena da se mijeSa dok sav Na nije izreagirao.
Zatim je u reakcijsku smjesu uz dokapavanje NaOEt dodan i aldehid (1 ekv), te je reakcijska
smjesa ostavljena da se mijeSa 72 h na sobnoj temperaturi. Smjesa je zatim ekstrahirana
toluenom, te je organski sloj susen iznad bezvodnog MgSOs koji sluzi kao sredstvo za
suSenje. Nakon 30 minuta susenja, otapalo je upareno, a organski produkt kao smjesa cis- i
trans-izomera prociséena je na koloni punjenoj silika-gelom. Kao eluens koriSten je sustav
otapala PE/E promjenjive polarnosti. Naknadnom kolonskom kromatografijom uz isti sustav
otapala, izoliran je Cisti trans-izomer spoja 15 u zadnjim frakcijama.
Izolirani trans-15 (0,05 g) je dodan u tikvicu (0,25 dm®) s DCM (0,045 dm?®). Tikvica je
uronjena u kupelj s acetonom i suhim ledom kada je postignuta temperatura temperatura
suhog leda od -78 °C. Staklenom 3pricom dodana je 1 M otopina BBrz u DCM (0,004 dm?)
kroz jedan sat. Nakon $to je sav reagens dodan, tikvica je polako izdignuta iz kupelji, te
ostavljena da se mijeSa 24 h na sobnoj temperaturi. Nakon 24 h mijeSanja, tikvica je
prenesena u ledenu kupelj i neutralizirana s 1 mol/dm® NaOH. Reakcijska smjesa je zatim
ekstrahirana uz EtOAc, te je organski sloj suSen iznad MgSO,. Nakon 30 minuta suSenja,
otapalo je upareno, a organski produkt procis¢en na koloni punjenoj silika-gelom pri ¢emu je

dobiven cisti trans-8. Kao eluens koristen je sustav otapala PE/E promjenjive polarnosti.
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2-(4-metoksi-stiril)-5-feniltiofen (15)
Kolonska kromatografija je provedena na silika-gelu koristeci sustav otapala PE/E (0-25 %).

OCH,

trans-15

(E)-2-(4-metoksi-stiril)-5-feniltiofen (trans-15): iskoristenje 28 %; zuti prah; T; = 125-127
°C; Rt (PE/E(50 %)) = 0,78; UV (ACN) Amax/nm (¢/dm®mol*cm™) 368 (37536), 266 (8433),
226 (13302); *H NMR (CDCls, 600 MHz) 8/ppm: 7,61 (d, 2H, J = 7,4 Hz), 7,41 (d, 2H, J =
8,9 Hz), 7,38 (t, 2H, J = 7,7 Hz), 7,27 (t, 1H, J = 7,7 Hz), 7,21 (d, 1H, J = 3,8 Hz), 7,07 (d,
1H, J = 16,6 Hz), 6,98 (d, 1H, J = 3,9 Hz), 6,90 - 6,88 (m, 3H), 3,83 (s, 3H); *C NMR
(CDCl3, 150 MHz) o/ppm: 159,3 (s), 142,7 (s), 142,4 (s), 134,3 (s), 129,8 (s), 128,9 (s), 127,9
(s), 127,6 (s), 127,4 (s) 126,6 (s), 125,6 (s), 123,5 (s), 119,9 (s), 114,2 (s), 55,3 (5); MS m/z
(%, fragment) (ESI): 293 (100 %, M").

4-(2-(5-feniltiofen-2-il)vinil)fenol (8)
Kolonska kromatografija je provedena na silika-gelu koriste¢i sustav otapala PE/E i PE/DCM
(0-100 %).

OH
trans-8

(E)-4-(2-(5-feniltiofen-2-il)vinil)fenol (trans-8): iskoristenje 21 %; zuti prah; T;=85-90 °C;
Rt (PE/E = 70 %) = 0,22; UV (ACN) Amax/nm (s/dm®mol™*cm™) 298 (83083); ‘H NMR
(CDCls3, 600 MHz) d/ppm: 7,54 (d, 2H, J = 7.7 Hz), 7,50 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7,34 - 7,29 (m,
3H), 7,11 (d, 1H, J = 3.1 Hz), 6,80 (d, 2H, J = 8.3 Hz), 6,78 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 6,68 (d, 1H, J
= 3.1 Hz), 4,81 (s, 1H); *C NMR (CDCls, 150 MHz) d/ppm: 147,8 (s), 146,9 (s), 146,4
(s),143,8 (s), 142,5 (s), 130,4 (s), 129,4 (s), 128,7 (s), 127,1 (s), 125,5 (s), 125,2 (s) 122,6 (s),
115,4 (s), 115,3 (s); MS m/z (%, fragment) (ESI): 279 (100 %, M™).
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4.7. Sinteza spojeva 3,41 11

Spojevi 3, 4 i 11 sintetizirani su McMurryjevom reakcijom. Prije provodenja reakcije
aparatura je propuhana argonom 15 minuta. Reakcija je provedena u trogrloj tikvici (0,25
dm®) na magnetskoj mijesalici. Praskasti cink (6,65 mmol) i THF (0,04 dm® dodani su u
tikvicu. Reakcijska smjesa je ohladena do -5 °C te je kap po kap dodan TiCl, (0,003 dm?)
preko Sprice uz odrzavanje temperature ispod 0 °C. Nakon toga reakcijska smjesa je zagrijana
na sobnu temperaturu i mijeSana 30 minuta. Nakon 30 minuta, reakcijska smjesa je zagrijana
do temperature refluksa, te je tako ostavljena 3 sata. Kada je refluks prekinut, reakcijskoj
smjesi nakon hladenja (- 5 °C) dodana je smjesa aldehida (1,33 mmol, 1,2 ekv, u omjeru
1:1,2) u THF, kap po kap preko igle. Kada su dodani aldehidi, reakcijska smjesa je ponovno
zagrijana do temperature refluksa i tako ostavljena dva sata, nakon ¢ega je ohladena do sobne
temperature i ostavljena preko noc¢i uz mijesanje na magnetskoj mjesalici. Reakcijska smjesa
je potom neutralizirana vodenom otopinom NaHCOj;. Neutralizirana reakcijska smjesa
ekstrahirana je pomoéu EtOAc (3 x 25cm®), a potom je organski sloj susen iznad MgSOs.
Nakon 30 minuta suSenja, otapalo je upareno, a organski produkt prociS¢en na koloni
punjenoj silika-gelom. Kao eluensi koriSteni su sustavi otapala PE/E i PE/DCM razli¢itih

polarnosti.

2-(2-(5-feniltiofen-2-il)vinil)fenol (3)
Kolonska kromatografija je provedena na silika-gelu koriste¢i sustav otapala PE/DCM (0-20
%).

trans-3

(E)-2-(2-(5-feniltiofen-2-il)vinil)fenol (trans-3): iskoristenje 5 %; zuti prah; T; = 113-115
°C; Rt (PE/DCM(30 %)) = 0,78; UV (ACN) Ama/nm (e/dm®mol*cm™) 353 (6553), 234
(2149); *H NMR (CDCls, 600 MHz) s/ppm: 7,64 (d, 2H, J = 8,3 Hz), 7,55 (d, 1H, J = 7,7
Hz), 7,49 (d, 1H, J = 8,4 Hz), 7,46 (d, 1H, J = 39 Hz) , 7,41 (t, 2H, J = 7,9 Hz), 7,32 - 7,30
(m, 2H), 7,28 (t, 1H, J = 7,4 Hz), 7,23 (t, 1H, J = 7,6 Hz), 6,98 (s, 1H), 6,88 (d, 1H, J =1,1
Hz); *C NMR (CDCls, 150 MHz) é/ppm: 154,6 (s), 151,1 (s), 144,7 (s), 135,8 (s), 133,9 (s),
129,1 (s), 129,0 (s), 127,9 (s) 125,8 (s), 125,5 (s), 124,4 (s), 123,9 (s), 123,2 (s), 120,8 (5),
111,0 (s), 101,2 (s); MS m/z (%, fragment) (ESI): 279 (100 %, M").
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2-(2-(2-metiltiazol-5-il)vinil)fenol (4)
Kolonska kromatografija je provedena na silika-gelu koristeci sustav otapala PE/E (0-80 %).

/(/\S OH
N

trans-4

(E)-2-(2-(2-metiltiazol-5-il)vinil)fenol (trans-4): iskoristenje 5 %; Zuto ulje; Ry (PE/E(80 %))
= 0,50; UV (ACN) Ama/nm (e/dm®mol™cm™): 345 (sh, 6109), 332 (21971), 315 (sh, 20036),
300 (sh, 19398), 285 (23628); 'H NMR (CDCls, 600 MHz) 6/ppm: 7,69 (d, J = 15,9 Hz, 1H),
7,47 (d, J=7,4 Hz, 1H), 7,16-7,09 (m, 2H), 7,01 (s, 1H), 6,90 (t, J = 7,1 Hz, 1H), 6,79 (d, J =
8,6 Hz, 1H), 6,25 (s, 1H), 2,76 (s, 3H); *C NMR (CDCls, 75 MHz) d/ppm: 116,3, 154,2,
153,8, 128,8, 127,5, 126,0, 124,3, 122,5, 120,8, 116,1, 114,6, 19,3; MS m/z (%, fragment)
(ESI): 218 (100 %, M™).

4-(2-(5-feniltiofen-2-il)vinil)benzen-1,3-diol (11)

Kolonska kromatografija je provedena na silika-gelu koriste¢i sustav otapala PE/DCM (0-100
%). Dobivena je frakcija od 25 mg iz kolonske kromatografije s ve¢inskim udjelom produkta
trans-11, koja je zatim stavljena na preaprativnu TLC plocu te je dobiveno 2 mg ¢istog trans-

11 izomera.

OH

trans-11

(E)-4-(2-(5-feniltiofen-2-il)vinil)benzen-1,3-diol (trans-11): iskoristenje 10 %; zuti prah; T;
= 128-130 °C; R (PE/DCM = 30 %) = 0,69; UV (ACN) Ama/nm (e/dm®mol™*ecm™); *H NMR
(CDCls3, 300 MHz) §/ppm: 7,54 (d, 2H, J = 7,1 Hz), 7,35 (t, 3H, J = 7,1 Hz), 7,26 - 7,21 (m,
3H), 7,10 (d, 1H, J = 3,9 Hz), 6,98 (s, 2H), 6,73 - 6,71 (m, 1H), 5,00 (s, 1H); **C NMR
(CDCl3, 150 MHz) o/ppm: 151,5 (s), 141,9 (s), 139,5 (s), 135,8 (s), 134,7 (s), 130,0 (s), 128,8
(s), 128,3 (s), 126,9 (s), 126,2 (s), 125,6 (s), 125,5 (s), 125,5 (8), 125,4 (s), 125,4 (s), 122,9
(s); MS m/z (%, fragment) (ESI): 295 (100 %, M™).
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5. ZAKLJUCAK

U svrhu pronalazenja novih rezveratrolnih derivata s potencijalnom terapijskom
primjenom, sintetizirani su derivati trans-1-14. Rezveratrolni derivati trans-1-14 sintetizirani
su Wittigovom reakcijom, McMurryjevom reakcijom ili reakcijom uz BBr; kao reagens preko
prekursora s metoksi-skupinom, pri ¢emu su nastale smjese Cis- i trans-izomera. Izolirani su
ciljano trans-izomeri, te je fokus u radu usmjeren na njih zbog vece stabilnosti i boljih
bioloSkih svojstava trans-rezveratrola u odnosu na cis-rezveratrol. Dobiveni spojevi
spektroskopski su okarakterizirani pomo¢u NMR tehnika, UV-Vis spektroskopije te
spektrometrije masa visoke rezolucije, ¢ime je potvrdena njihova struktura i ¢istoca.

Sintetizirani rezveratrolni derivati trans-1-14 podvrgnuti su bioloskim testiranjima u
svrhu ispitivanja potencijalne inhibicije enzima butirilkolinesteraze te antioksidacijske i
protuupalne aktivnosti. Derivati trans-1, trans-2, trans-4, trans-6, trans-13 i trans-14 pokazali
su zadovoljavajuce vrijednosti inhibicije BChE. Kod isptivanja antioksidacijske aktivnost
najbolje rezultate je postigao derivat trans-1 koji biljezi ¢ak oko 150 puta manju potrebnu
koncentraciju u odnosu na standard trans-rezveratrol. Takoder, zadovoljavaju¢u vrijednost
prilikom ispitivanja antioksidacijske aktivnost postigli su i derivati trans-2 i trans-6. Jedini
spoj koji pokazuje potencijalnu protuupalnu aktivnost (uz inhibicijsku), odnosno jedini koji
inhibira proizvodnju TNF-a je trans-4, koji sadrzi tiazolni prsten. Dakle, jedino trans-4
derivat mozemo povezati sa zajednickim mehanizmom kolinergi¢kog i imunoloskog sustava.
Derivati trans-1, trans-2 i trans-6 postigli su veoma dobre rezultate u ispitivanjima
potencijalne antioksidativne, ali istovremeno i inhibicijske aktivnosti prema BChE. Stoga,
imaju velik potencijal za daljnje istrazivanje i1 razvoj.

Naposljetku, provedeno je racunalno ispitivanje konformacijskog prostora i
termodinamicke stablinosti derivata 1-14 te je proveden izrac¢un UV-Vis spektara. Na temelju
dobivenih podataka vidljivo je da postoje odredena odstupanja izmedu vrijednosti dobivenih
eksperimentalno 1 racunski, ali ona su zadovoljavajuc¢a s obzirom na to da prate jednak trend
odnosno racunalno dobivene valne duljine prijelaza su sustavno pomaknute prema vecim
vrijednostima. Nadalje, odredeni su elektronski prijelazi odredenih apsorpcijskih vrpci te su
im pripisane orbitale izmedu kojih dolazi do prijelaza. Buduc¢i da su neki od pripravljenih
rezveratrolnih derivata pokazali sposobnost inhibicije enzima butirilkolinesteraze, napravljena
je studija molekulskog dockinga kojom su utvrdene strukture nekovalentnih kompleksa

izmedu liganda 1 enzima. Uvid u dobivene strukture omogucio je identificiranje
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elektrostatskih medudjelovanja koja doprinose stabilnosti kompleksa i1 time povecavaju
inhibitorni potencijal testiranih spojeva.

Derivati 1, 2, 6, 8, 13 i 14 sintetizirani su uz dobra iskoristenja, dok ostali derivati
pokazuju nesto slabija iskoriStenja. Treba naglasiti da u ovom radu cilj nije bio posti¢i
maksimalno moguce iskoriStenje svake reakcije, ve¢ prvenstveno ciljano dobivanje trans-
rezveratrolnih analoga. Stoga se nije islo u optimizaciju reakcija i pronalazenje idealnih uvjeta
za postizanje sto viseg iskoristenja, no odredeni derivati sa slabijim iskoriStenjima (trans-4) su
pokazali potencijalno dobru biolosku aktivnost te je svakako isplativo daljnje istrazivanje i
razvoj procesa u smislu optimizacije sinteze, pogotovo za potencijalni scale-up.

Racunalno modeliranje osim za poblizi opis elektronske strukture i termodinamicke
stabilnosti konformera, posluzilo je za simulaciju moguéeg inhibicijskog djelovanja
sintetiziranih spojeva. Odredeni spojevi su pokazali obecavajuée rezultate u inhibiciji
butirilkolinesteraze, te je stoga napravljen molekulski docking odnosno racunalna simulacija

pristajanja spojeva trans-1, trans-2 i trans-14 u aktivno mjesto enzima BChE.
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SAZETAK

Novi rezveratrolni derivati kao potencijalno bioloski aktivne strukture - dizajn,

sinteza i racunalno modeliranje

Novi derivati trans-rezveratrola, spojevi trans-1-14 sintetizirani su s ciljem proucavanja
njihove potencijalne bioloske aktivnosti s naglaskom na inhibicijsku prema enzimu
butirilkolinesterazi (BChE), antioksidativnu te protuupalnu aktivnost koje su ispitane. Novi
analozi trans-rezveratrola sintetizirani su Wittigovom i McMurryjevom reakcijom, te u
slucaju spoja trans-8 uz pomo¢ BBr3 reagensa, u umjerenim-dobrim iskoristenjima. U sva tri
sintetska puta nastale su smjese cis- i trans-izomera, iz kojih su kromatografski izolirani
trans-izomeri. Spektroskopska karakterizacija svih novih dobivenih spojeva provedena je
pomoc¢u 1D NMR tehnika, UV-Vis spektroskopijom i HRMS analizom. Bioloska ispitivanja
su pokazala veliki antioksidativni potencijal spojeva trans-1, trans-2 i trans-6 s nizom ICs
vrijedno$¢u u odnosu na standard. Uoceno je da potencijal za protuupalno djelovanje ima
isklju¢ivo tiazolni analog trans-4. Sto se ti¢e inhibicije BChE, spojevi trans-1, trans-2, trans-
6, trans-13 i trans-14 dali su vrlo dobre rezultate, s nizim ICsg vrijednostima u odnosu na
standard, na temelju cega je provedena raCunalna simulacija molekulskog dockinga
sintetiziranih potencijalnih inhibitora u aktivno mjesto enzima. Racunalnim modeliranjem
istrazena je elektronska struktura i termodinamicka stabilnost dobivenih trans-rezveratrolnih

derivata. Takoder, ispitano je i njihovo kompleksiranje s biometalima.

Kljuéne rijeci: bioloSka aktivnost, McMurryjeva reakcija, ra¢unalno modeliranje, sinteza,

spektroskopska karakterizacija, trans-rezveratrolni derivati, Wittigova reakcija
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SUMMARY

New resveratrol derivatives as potential biologically active structures - design,

synthesis and computational modeling

New derivatives of trans-resveratrol, compounds trans-1-14 were synthesized with the
purpose of studying their potential biological activity with the emphasis on the inhibiton of
enzyme butyrylcholinesterase (BChE), antioxidative and anti-inflammatory activity which
were all examined. New trans-resveratrol analogues were all synthesized through Wittig or
McMurry reaction and in case of trans-8 using BBr; reagent in moderate-to-good yields. In all
three synthetic pathways mixtures of cis- and trans-isomers were obtained, which were then
separated by chromatography and trans-isomers were isolated. Spectroscopic characterisation
of all newly acquired compounds was done by using 1D NMR techniques, UV-Vis
spectroscopy and HRMS analysis. Biological tests which were performed have shown great
antioxidative potential of compounds trans-1, trans-2 i trans-6 as they have exhibited lower
ICso values compared to the standard. An observation stating that only the thiazole analogue
trans-4 has anti-inflammatory potential was made. Regarding the BChE inhibition,
compounds trans-1, trans-2, trans-6, trans-13 and trans-14 have given very good results, as
they have exhibited lower 1Cs, values compared to the standard, which was the basis for
doing a computer simulated molecular docking of the synthesized potential inhibitors of
enzyme's active site. Computational modeling allowed further exploration of electronic
structure as well as thermodynamic stability of obtained trans-resveratrol derivatives. In
addition, their potential ability to form coordinative complexes with biometals was explored.

Keywords: biological activity, computational modeling, McMurry reaction, trans-resveratrol

derivatives, spectroscopic characterisation, synthesis, Wittig reaction
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PRILOZI

Prilog 1. Slike racunatih UV spektara.
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Prilog 2. MS spektar i HRMS analiza spoja trans-1.
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