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BaxHa HanomeHa, BH: EkcnepvmMeHTanHu geo je paheH y JlabopaTtopuju 3a opraHcky aHanuay u CUHTE3y,

OenaptmaH 3a xemujy, lNMpupogHo-maTeMaTnykn pakynteT, YHuBep3auTeT y Huwy, y
OKBVPY MCTpaxvBarea Ha npojekTy eB. 6p. 172061 HagnexHor MuHucTapcTea.

Mseog, U3: Y OBOM pagy je usBpLUeHa CUMHTE3a, naeHTudmKaLmja 1 cnekTpanHa kapakrepmusauvja ogabpaHux joooBaHux gepveara
apoMaTUYHMX jeAurseHa, KOju Cy WNU MPUPOAHOr MOpekna Wnu Cy HacTanu joooBakeM MPUpPOOHUX Mpov3Boaa.
CuHTeTMCaH je apucTon, jogoBakeM TUMona nog ankanHum ycnosuma. OppeheHe cy CTpykType cacTojaka apucrona,
Koje cy AopaTtHO noTBpfeHe xemujckuMm TpaHcdopmauunjama M KBaHTHOMEXaHUYKUM npopadvyHuma. [locTaBrbeH je
QSPR mogen KBaHTUTaTUBHE Be3e CTPyKType M ocobuHa Koju je omoryhmo unaeHTudwukaumjy cactojaka apucTtona
nomohy racHe xpomaTorpaduje KynnoBaHe ca MaceHOM gJeTekumjom, 6e3 npeTxogHor npenapaTvBHOM
XpomaTtorpadpckor pasgpajanwa. [peanoxeH je mMexaHu3am HacTajaka cacTojaka apuctona. MsBplueHa je cuHTesa
jomoBaHKUx M BPOMOBaHVX AepuBaTa KapBakpona u noTBpheHo je nocTojarke aTponusoMepuje oKo sp’-sp’ Bese Kof
AnjogoBaHnx 1 gubpomoBaHux AepuBaTa kapeakpona. CMHTeTUCaHu cy ecTu, eTpu Avjoa- 1 Anbpomkapsakpona, kao u
MeLwoBuT (6pomjoa) OepvBaTu KapBakpona W [eTarbHO CrekTpanHO OKapaKTepucaHw, Mpu 4emy je Kog CBUX
npousBoda YoO4eHO MNpPUCYCTBO [ABa AujacTepeomepHa artponu3omepa. OcTBapeHa je HOBa CuHTe3a NpPUPOAHOT
npoussoga N-[2-(3,5-gujon-4-meTokcudeHun)etun]beHsammaa, npeTXogHO u3onoBaHor u3  acumauvje Didemnum
rubeum, n werosux aHanora (popmamuaa, 6eHsammnaa n auetammnaa). Y unrby ga ce oCTBapu eKOSOLLKM NpUXBaTibMBa
cuHTe3a N-auuntupamuvHa, ca 6orsMM NpMHOCOM 1 y3 Briake peakLuuoHe ycrnoBe, pa3BujeHa je MeTofa cuHTe3e amuaa
6e3 pactBapaya (solvent-free) y cknagy ca npuHumMnumMa ,3eneHe” xemuje, 1 U3BpLLEHA je ,3eneHa” cuHTe3a NpuMpoaHor
npoussoda  wm3onoBaHor U3  acumavje D. rubeum. OpabpaHum  N-auuntupamuHa je  oapeheHo
TOKCMKOMOLLKO/(hapMaKOoLLKO AejCTBO, YOUEHO je Aa UCMOorbaBajy pasnuuuMT HUMBO TOKCUYHOCTU Ha pauyvhe (Artemia
salina), AOK HWCY 3HayajHO TOKCMYHa 3a Makpodare nauoBa, Beh yTudy Ha HUXOBY QYHKUM)Y (aKTUBHOCT

Mujenonepokcnaase).
[Natym npuxsaTtarsa Teme, OM: ! 07.11.2016.
Oatym onbpane, OO:
UnaHosu komucuje, KO: MpeacenHuk: ap MNopaaHa CtojaHoBwh, pegosHU npodecop
“Qpan: ap Aywan Cnaguh, pegosHu npodecop
“Qpan: ap MNaene PaHhenosuh, goueHT
“Unan, _n_/fé_ﬁfaﬁ:_ _____ Ap Huko Pagynosuh, pegosHu npodgecop
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Iogaum 0 JOKTOPCKOj AUCEPTALUjH

np Huxo C. Pamynosuh, pemosau npodecop [IpupoaHo-MaTeMaTHIKor
¢akynrera, lemapTman 3a xemujy, Y HuBep3urer y Hurmry

Cunresa, naeHTUHUKALM]ja U CHEKTpalHa KapaKTepu3aluja o1adpaHux
JOIIOBaHUX AepHBaTa MIPUPOIAHUX MIPOU3BOJA

Y oBOM pagy je W3BpIIEHA CHHTe3a, HACHTH(HKALMja H CIEKTpasiHa
KapakTepu3alyja onadpaHux jOIOBaHUX JEpHBAaTa apOMATUYHUX jCAUECHA, KOJU
Cy WM NPUPOIHOT IMOPEKJa WIM Cy HACTaIN jOJOBAaEM NPHPOAHUX MPOM3BOAA.
CuHTeTHCaH je apHucToJ, jOJ0BakbEeM THMOJA MOJ ajJKajlHUM ycioBuMa. Oxppelene
Cy CTPYKType cacTojaka apucTojia, Koje Cy IOJaTHO NOTBpheHe XEeMHjCKUM
TparcopMaIjaMa U KBaHTHOMEXaHHYKHM mpopauyHuma. [locraBibeH je QSPR
Mozen KBaHTHTATHBHE Be3e CTPYKType M OcoOWHAa KOju je omoryhwmo
HACHTU(UKAIM]Y cacTojaka aprcTojia MOMOohy racHe xpomarorpaduje KyrioBaHe
ca MaceHOM JeTeKIHjoM, Oe3 MPEeTXOMHOT IPemapaTuBHOT XpoMaTorpagCckor
pasnBajama. [IpemnoxkeH je MexaHH3aM HacTajama cacTojaka apucTona. M3BpiieHa
je CuHTe3a jOMOBaHMX M OpOMOBAHHMX JepHBaTa KapBakKpoja W IOTBpheHO je
HoCTOjame aTpoHM3oMepHje oko SP>-SP° Bese Ko AMjOJOBAHMX U JHMOPOMOBAHHUX
JepuBara kapBakpojia. CHHTETHCAHH Cy €CTH, €TPH JHjo/- U AUOpOMKapBakpoa,
Kao W MemoBUTH (OpOMjox) nepuBaTH KapBakpoja W JIETabHO CIEKTPaTHO
OKapaKkTEepHCaHW, NPH YeMy je KOJ CBHUX IPOM3BO/Ia YOUEHO IPHCYCTBO JBa
JMjactepeoMepHa arpomm3oMmepa. OcTBapeHa je HOBa CHHTE3a HPUPOIHOT
MIPOU3BO/IA N-[2-(3,5-aujon-4-meTokcudeHn et |oeH3amua, MIPETXOIHO
n3onoBaHor u3 acuuamje Didemnum rubeum, u meroBux ananmora (popmammuna,
OeH3aMuIa U anleTaMua). Y uiby J1a c€ OCTBAPH SKOJIOIIKH [IPUXBAT/bHBA CHHTE3a
N-anmrTupaMuHa, ca 60JFMM MIPUHOCOM U y3 OJlake peakIfioHe ycoBe, pa3BHjeHa
je Meroza cuHTe3e amuma 6e3 pactBapaua (solvent-free) y ckmany ca npuHImIMMa
,3CJICHE XeMHuje, W H3BpIICHA je ,3elleHa” CHHTEe3a IPUPOJHOT MPOH3BOIA
usonoBaHor u3 acuuarje D. rubeum. Opmabpanum N-anmntupamuHa je oapeheHo
TOKCHKOJIOIIKO/(hapMaKOJIOLIKO JIejCTBO, YOUEHO j€ Jia MCI0JbaBajy PasIuYuT HUBO
TokcHyHOCTH Ha paumhe (Artemia salina), 10k HUCY 3HAYajHO TOKCHYHA 3a
Makpodare marnoBa, Beh yTMuy Ha BUXOBY (YHKIHMjY (aKTHBHOCT
MHU]jeJIOIePOKCUIA3e).

xXeMmuja

OpTaHCKa U MEJUIIMHCKA XeMHja, OpraHcKa CHHTe3a, Onoxemuja

OpraHcka CHHTE3a, CIIEKTpaTHa KapaKkTepu3allija, joI0Bamke, apuCTol,
aTpONM30MEpH]a, ,,3€JICHa CUHTEe3a"
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AIBN
9-BBN
Boc20
BOMCI

BOP

BSA
BzCl
CSA
CTAB
DCC
DDQ
DIBAL
DIC
DIEA
DMAE
DMANE
DMAP
DMF

DMFDMA

Azobisisobutyronitrile, Azobisizobutironitril
9-Borabiciklo[3.3.1]nonan
Di-terc-butil-dikarbonat
Benzil-hlormetil-etar
Benzotriazol-1-iloksitris(dimetilamino)fosfonijum-
-heksafluorfosfat

Bis(trimetilsilil)acetamid

Benzoil-hlorid

Kamforsulfonska kiselina
Heksadeciltrimetilamonijum-bromid
N,N’-Dicikloheksilkarbodiimid
2,3-Dihlor-5,6-dicijano-p-benzohinon
Diizobutilaluminijum-hidrid
N,N’-Diizopropilkarbodiimid
N,N-Diizopropiletilamin
N,N-Dimetiletanolamin
1-(Dimetilamino)-2-nitroetilen
4-(Dimetilamino)piridin
N,N-Dimetilformamid

Dimetilformamid-dimetilacetal



DMPMCI
DMSO
DTBMP
EDC
HMPA
LHMDS
MeOTf
MPMCI
MsCI
NBS

NCS

NIS

PB
PdCl2(dppf)
PPL type Il
PPTS
PyBOP
TBAF
TBAI
TBDPSCI
TBSCI
TEA

TFA

3,4-Dimetoksibenzil-hlorid
Dimetil-sulfoksid
2,6-Di-terc-butil-4-metilpiridin
N’-Etil-N-(3-(dimetilamino)propil)karbodiimid
Heksametilfosforamid
Litijum-bis(trimetilsilil)amid
Metil-trifluormetansulfonat
p-Metoksibenzil-hlorid
Metansulfonil-hlorid (mezil-hlorid)
N-Bromsukcinimid
N-Hlorsukcinimid
N-Jodsukcinimid

Fosfatni puffer (Phosphate Buffer)

(1,1'-Bis(difenilfosfino)ferocen)dihloridpaladijum(ll)

Lipaza iz svinjskog pankreasa tip 1l (Porcine Pancreas Lipase)

Piridinijum-p-toluensulfonat

Benzotriazol-1-il-oksitripirolidinfosfonijum-heksafluorfosfat

Tetrabutilamonijum-fluorid
Tetrabutilamonijum-jodid
terc-Butil(hlor)difenilsilan
terc-Butil(hlor)dimetilsilan
Trietilamin

Trifluorsiréetna kiselina



THF Tetrahidrofuran

TMSCI Hlortrimetilsilan

TMS-N3 Trimetilsilil-azid

TMSOTT Trimetilsilil-trifluormetansulfonat
TrCl Trifenilmetil-hlorid (tritil-hlorid)
TsClI 4-Toluensulfonil-hlorid (tozil-hlorid)

Nomenklatura:

Ac — acetil

Ar —aril

Me — metil

Et — etil

Ph — fenil

Bn — benzil

Bz — benzoil

n — normalni niz

E — entgegen (stereodeskriptor)
Z — zusammen (stereodeskriptor)
0 —orto

m — meta

p — para

R — alkil

Nuklearna magnetna rezonantna spektroskopija. Infracrvena spektroskopija. Ultraljubicasta i
vidljiva spektroskopija.

1D — jednodimenzionalna

2D — dvodimenzionalna

'H NMR — protonska nuklearno-magnetna rezonantna spektroskopija

13C NMR - nuklearno-magnetna rezonantna spektroskopija ugljenika-13

DEPT — Distortionless Enhancement by Polarization Transfer.



HMBC — Heteronuklearne korelacije spektroskopije preko vise veza (Heteronuclear Multiple
Bond Correlation)

HSQC — Heteronuklearne jednokratne korelacije spektroskopije (Heteronuclear Single Quantum
Coherence)

NOESY - Spektroskopije nuklearnog Overhauzerovog efekta (Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy)

ROESY - Rotating-frame nuclear Overhauser effect correlation spectroscopy
ATR — Oslabljenje totalne refleksije (Attenuated Total Reflectance)

A8 — razlika hemijskih pomeranja

d — hemijsko pomeranje

Av —razlika u hemijskim pomeranjima (Hz)

J — konsanta kuplovanja

m — multiplet

s —singlet

dd — dublet dubleta

ddd — dublet dublet dubleta

dt — dublet tripleta

ddt — dublet dubleta tripleta

dgd — dublet kvarteta dubleta

d ps g — dublet pseudo kvarteta

t —triplet

td — triplet dubleta

t ps quintet — triplet pseudo kvinteta

tm — triplet multipleta

ps t — pseudo triplet

q — kvartet

sept. — septuplet

br s — Siroki singlet

br t — siroki triplet

br d — siroki dublet

br dd — $iroki dudlet dubleta



br tm — Siroki triplet multipleta

br d ps t — siroki dublet pseudo tripleta

IR — infracrvena spektroskopija

UV — ultraljubicasta spektroskopija

UV-Vis — ultraljubicasta i vidljiva spektroskopija

Hromatografija i masena spektrometrija

HRMS — High Resolution Mass Spectrometry (masena spektrometrija visokog razlaganja)
GC (FID)

RI — retencioni indeks

MS —masena spektrometrija

HPLC — te¢na hromatografija visokih performansi

Ostalo

ke — konstanta brzine

Tc — temperatura koalescencije

TS — prelazno stanje

QSPR — Quantitative structure—property modelling
MT]I — molekulski topoloski indeks

Bp — Boiling point (tacka klju¢anja)

CAS — Chemical Abstracts Service

LDso — smrtonosna doza

SDS — natrijum-dodecil-sulfat

MPO — mijeloperoksidaza

MTT — 3-(4,5-dimetiltijazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromid

SD - standardna devijacija
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1. UvOD I CILJEVI RADA



Pocetkom 19-0g veka, Bernard Courtois je proucavajuéi sastav pepela mrkih morskih algi
(Laminaria sp.) izolovao i identifikovao novi element — jod. Mrke alge, posebno roda Laminaria,
sadrze najvecu koli¢inu joda u svim zivim organizmima. lako je jod otkriven tek 1811. godine,
morske alge su koriS¢ene za leCenje gusavosti jo$ za vreme vladavine kineskog cara Shen-Nung-
a, 3000 godina pre nove ere, i u Grckoj, u vreme Hipokrata. Jod je esencijalni strukturni deo
hormona tiroidne zlezde; ovi hormoni, a samim tim i jod, su nepohodni za zivot sisara. Relativno
malo se zna o organskim metabolitima joda i prirodnim proizvodima koji nisu proizvodi tiroidne

Zlezde.

U vodama okeana jod se nalazi u obliku jodata i jodida. Odnos koncentracije rastvorenog joda i
saliniteta je konstantna vrednost (12,8 nM/%o), medutim, odnos je obi¢no manji u povr$inskim
vodama, §to ukazuje na to da se jod na neki nacin gubi u atmosferu kao Iz ili isparljiva organska
jedinjenja, ili je pak inkorporiran u organsku materiju. Do inkorporiranja joda u organska
jedinjenja moze do¢i usled redukcije jodata ili oksidacije jodida pri ¢emu nastaje HOI, ili njen
ekvivalent, elektrofilni reagens (Truesdale i sar., 1995), koji dovodi do formiranja C—I ili N-I veza
(Harvey, 1980).

Veliki broj jedinjenja koja sadrze jod, organskih ili neorganskih, koriste se kao reagensi u
organskim sintezama, dok se molekulski jod koristi uglavnom za jodovanja, oksidaciju i kao
Lewis-ova kiselina. Reagensi joda sa oksidacionim stanjima -1 i +1 su izvori nukleofilnog odnosno
elektrofilnog joda, dok polivalentna jedinjenja joda ¢ine posebnu klasu reagenasa sa jodom, pri
¢emu su oksidaciona stanja joda od +3 do +7, $to ga ¢ini veoma elektrofilnim. Reakcije jodovanja,
oksidacije i formiranje C—C veze su najbitnije transformacije koje se vrse upotrebom reagensa koji

sadrze jod (selektivni, netoksicni i ekoloski benigni reagensi).

Kako dosadasnja istrazivanja koja su se bavila jedinjenjima joda ukazuju na mogucéi razvoj ovog
polja hemije u smislu sinteze i identifikacije bioloski aktivnih kako prirodnih tako i do sada
nepoznatih u prirodi organskih jedinjenja joda, u ovom radu je pracena ideja sinteze, ako je to
moguce one koja prati nacela zelene hemije, ovakvih jedinjenja koriste¢i prirodni proizvod kao

osnovu.

Predmet naSeg istrazivanja Su bioloski aktivna jedinjenja dobijena reakcijom jodovanja
monoterpenskih fenola timola (2-izopropil-5-metilfenol) i karvakrola (5-izopropil-2-metilfenol),

kao i sinteza citoksi¢nih prirodnih jodovanih derivata tiramina (4-(2-aminoetil)fenol):



Vise od 130 godina na trzistu je prisutan antiseptik aristol, koji se dobija tretiranjem timola jodom
u alkalnom rastvoru (Woollett, 1921). Do 1951. godine, predlozeno je nekoliko struktura za aristol,
medutim, ni jedna od njih nije odgovarala svim hemijskim i fizickim osobinama aristola
(Messinger i Vortmann, 1889; Urban, 1896; Dannenberg, 1903; Bougault, 1918; Moles i
Marquina, 1919; Sanna i Zucca, 1951). Takode, ne zna se ni da li ovaj preparat predstavlja jedno
jedinjenje ili sadrzi viSe sastojaka. Danas, vecina farmakopeja i komercijalnih izvora (na primer
svetski poznata hemijska kompanija Sigma Aldrich), aristol navodi kao derivat jodoksibifenila,
iako u literaturi ne postoje dokazi u korist ove strukture; shodno tome, do sada nije predlozen ni

mehanizam nastanka (sastojaka) aristola.

Iznenadujuce je da nijedan dijod-derivat timola i karvakrola (regioizomera timola), kao i mnogi
monojod-derivati nisu opisani u literaturi. Pomenuti jodovani timoli bi mogli biti sastojci aristola.
Kod dijodkarvakrola bi se moglo oc¢ekivati da se oba atoma joda nadu u orto-polozaju u odnosu
na izopropil-grupu, a orto-, odnosno para-, u odnosu na fenolnu. Ovakva regiohemija bi
potencijalno uzrokovala da rotacija oko veze aromati¢no jezgro—izopropil grupa (Csp?-Csp®) bude
otezana, i da usled toga postoje dijastereoizomeri atropizomernog tipa (Casarini et al., 2007;
Denmark, 2003).

Halogenovani metaboliti razli¢itih Zivih organizama mogu imati interesantne bioloSke aktivnosti.
Do sada je izolovano nekoliko jodovanih derivata tiramina iz ekstrakta plastasa Didemnum
rubeum. Sirovi ekstrakt ove ascidije je pokazao citotoksi¢nu aktivnost (Solano et al., 2009).
Potencijalni znacaj ovih prirodnih proizvoda se, takode, ogleda u sli¢nosti njihovih struktura sa
tiroksinom i trijodtironinom, tiroidnim hormonima. Postoji trend u organskoj sintezi da se one
izvode tako da se maksimalno vodi ra¢una o o¢uvanju Zivotne sredine (green synthesis), tj. bez
upotrebe organskih rastvaraca ili svodenje njihove upotrebe na minimum, odnosno osmisljavanje
takvih sintetskih postupaka koji ne daju sporedne proizvode ili su oni ekoloski prihvatljivi (Ranu

et al., 2003; Radulovi¢ et al., 2013).

Cilj ove doktorske disertacije je bio sinteza, identifikacija i spektralna karakterizacija odabranih
jodovanih derivata aromati¢nih jedinjenja koji su ili prirodnog porekla, ili su nastali jodovanjem

prirodnih proizvoda. Konkretno, postavljeni su slede¢i ciljevi:

1. Sinteza aristola, jodovanjem timola pod alkalnim uslovim.



-Potencijalno hromatografsko razdvajanje nastalih proizvoda i1 odredivanje njihove
strukture spektroskopskim metodama.
-Potvrda strukture hemijskim transformacijama i kvantnomehani¢kim prorac¢unima.
-Predlaganje mehanizma nastanka (sastojaka) aristola.
-Postavljanje QSPR (Quantitative Structure—Property Relationship) modela kvantitativne
veze strukture (strukturni deskriptori) i osobina (gasnohromatografskih retencionih
indeksa) koji bi omogucio identifikaciju (sastojaka) aristola pomocu gasne hromatografije
sa masenom detekcijom, bez prethodnog preparativnog hromatografskog razdvajanja.

2. Sinteza i pre¢iS¢avanje monojod-derivata i dijod-derivata timola i karvakrola.
-Detaljna spektralna karakterizacija dobijenih derivata.
-Provera hipoteze o postojanju atropizomera oko sp>—sp® veze pomo¢u 'H i **C nuklearne
magnetne rezonantne spektroskopije.
-Detaljna interpretacija pomenutih NMR spektara, kao i moguéa potpuna asignacija 'H i
13C NMR signala.
-Sinteza estara i etara dobijenih jodovanih karvakrola u cilju potvrde njihove strukture.
-Formalna zamena jednog ili oba atoma joda sa atomom (atomima) broma.

3. Visekoracna sinteza amida jodovanih tiramina (amidi benzoeve, mravlje i siréetne kiseline
I monojodtiramina i dijodtiramina).
-1zolovanje i potvrda strukture upotrebom spektroskopskih metoda.
-Pronalazenje najkraceg sintetskog puta, uz maksimalni prinos, i najblaze reakcione
uslove.
-Detaljno izu¢avanje Klju¢nih koraka ove sinteze: reakcije jodovanja i gradenja amida.
-Osmisljavanje i izvodenje zelene sinteze koja u koraku gradenja amida ne koristi organski
rastvarac, kao 1 jodovanje u vodenoj sredini uz vodenje racuna o ,,ekonomiji atoma“.
-Optimizacija uslova reakcije nastajanja amida; sinteza velikog broja strukturno razli¢itih

amida i ispitivanje uticaja razli¢itih strukturnih fragmenata na prinos reakcije.
Za predvidena ispitivanja kori$¢ene su sledece metode:

1. Dobijanje halogenovanih proizvoda — reakcijama jodovanja, bromovanja, kao i
odgovaraju¢im sintetskim putem koji obuhvata ,,zelene” reakcije (reakciju jodovanja i

nastajanje amida);



2. Pracenje toka reakcija i analiza reakcionih smesa — gasna hromatografija (GC) i gasha
hromatografija sa masenom detekcijom (GC—MS), tankoslojna hromatografija;

3. Izolovanje, razdvajanje i prec¢iS¢avanje — kolonska hromatografija na silika gelu i sefadeks
(Sephadex) LH-20, dry-flash hromatografija;

4. Spektroskopska 1 strukturna Kkarakterizacija — nuklearna magnetna rezonantna
spektroskopija ugljenika-13 i vodonika-1 ('H i *C NMR, jednodimenzionalna i
dvodimenzionalna),  infracrvena  spektroskopija  (IR),  ultraljubicasta—vidljiva

spektroskopija (UV-Vis), masena spektrometrija (MS).



2.0PSTI DEO



2.1. HALOGENOVANI SEKUNDARNI METABOLITI ASCIDIJA PORODICE DIDEMNIDAE

Klasa Ascidiacea obuhvata oko 3000 vrsta plastasa koji su raspodeljeni u tri reda: Stolidobranchia,
Phlebobranchia i Aplousobranchia (Lambert, 2005). Porodica Didemnidae, Giard, 1872, sa oko
580 vrsta pripada redu najbogatijem vrstama, Aplousobranchia (Shenkar i Swalla, 2011). Ova
porodica obuhvata osam rodova: Atriolum Kott, 1983; Clitella Kott, 2001; Didemnum Savigny,
1816; Diplosoma Macdonald, 1859; Leptoclinides Bjerkan, 1905; Lissoclinum Verrill, 1871,
Polysyncraton Nott, 1892; i Trididemnum Della Valle, 1881. Budu¢i da se u prva dva roda ubraja
ukupno desetak vrsta, najveca raznolikost porodice poti¢e od drugih rodova, posebno Didemnum
i Polysyncraton (da Silva Oliveira i sar., 2017). Didemnum pripada grupi kolonijalnih plastasa, sa
najveéim brojem vrsti u ovoj porodici, neke od njih se ¢ak smatraju i invazivnim. Vrste ovog roda
Cesto sadrze karbonatne spikule (mineralne iglice) u okviru plasta i grade nepravilne ili lobularne

kolonije.

Morski organizmi predstavljaju znacajan izvor novih prirodnih jedinjenja: vise od 20000 jedinjenja
je pronadeno do 2015. godine, a taj broj raste iz godine u godinu (Blunt i sar., 2015). Najveci broj
novih bioaktivnih jedinjenja izolovanih iz morskih organizama poreklom je iz beski¢menjaka
(medu koje se ubrajaju plastasi, odnosno ascidije) (Blunt i sar., 2007). lako je didemnin B,
metabolit ascidija, prvi marinski prirodni proizvod koji je dospeo do klini¢kih ispitivanja na
ljudima, opsezna istrazivanja o bioaktivnim jedinjenjima ascidija su skorijeg datuma (Newman i
Cragg, 2006).

Okeani su najveci izvor biogenih organohalogenida, izolovanih iz morskih algi, sundera, korala,
plastaSa, bakterija i drugih morskih organizama (Gribble, 2003). Morski organizmi produkuju
najveci deo od oko 4000 ukupno identifikovanih organohalogenida (Pauletti i sar., 2010), koji se
mogu svrstati u veéi broj klasa jedinjenja razli¢itog biosintetskog porekla: od peptida, poliketida,
indola, terpena i fenola do isparljivih halogenovanih ugljovodonika (Butler i Sandy, 2009). Morska
voda sadrzi anjone halogena u srednjim koncentracijama: 19000 mg/l za CI-, 65 mg/l Br™ i 0,06
mg/l I". lako molski hloridnog jona ima preko 600 puta vise u morskoj vodi od bromidnog, brom
je najéesce kovalentno vezani halogen u izolovanim prirodnim jedinjenjima (Fenical, 1981).
Najjednostavnije objasnjenje je u vezi sa ¢injenicom da se bromidni jon moze znacajno lakse

oksidovati do neke elektrofilne vrste i tom prilikom inkorporirati u organska jedinjenja.



Veliki broj halogenovanih prirodnih proizvoda su bioloski aktivna. Bioloska aktivnost ovakvih
prirodnih proizvoda je obi¢no povezana sa prisustvom atoma halogena: npr. razlicita aktivnost
salinosporamida A (metabolit koji sadrzi hlor) i nehalogenovanog salinosporamida B (Gribble,
2004; Macherla i sar., 2005). Bioloska/farmakoloska svojstva halogenovanih metabolita su
intenzivno izucavana poslednjih decenija, i dokazana je antibakterijska, antivirusna, antifungalna,

antiinflamatorna i antiproliferativna/citotoksi¢na aktivnost (Blunt i sar., 2009).

salinosporamid A
Veliki broj prirodnih proizvoda je izolovan iz ascidija, koje predstavljaju izvor peptida i alkaloida,
kao i poliketida (Davidson, 1993; Chen i sar., 2017; Vera i Joullié, 2002), koji pokazuju razlicite
bioaktivnosti (Palanisamy i sar., 2017). Medutim, jos uvek je nejasno da li ovi prirodni proizvodi
nastaju u samim ascidijama, ili ih biosintetiSsu mikroorganizami prisutni u njima (Chen i sar.,
2018). Takode, ascidije proizvode organohalogenide sa velikom strukturnom raznoliko$¢u i
Sirokim spektrom bioloskih aktivnosti, koje mogu da imaju ekoloski znacaj za plastase ili
terapeutski znacaj u humanoj medicini (Wang i Namikoshi, 2007). Osamdeset i jedno prirodno
halogenovano jedinjenje izolovano je iz morskih ascidija porodice Didemnidae (iz rodova:

Didemnum, Diplosoma, Leptoclinides, Lissoclinum, i Trididemnum).

2.1.1. STRUKTURNA RAZNOLIKOST HALOGENOVANIH SEKUNDARNIH METABOLITA ASCIDIJA KOJE

PRIPADAJU RODU DIDEMNUM

Trideset i tri halogenovana sekundarna metabolita su izolovana i identifikovana iz roda Didemnum.
6-Bromtriptamin (1), 2,2-bis(6-brom-3-indolil)etilamin (2) i 2,5-bis(6-brom-3-indolil)piperazin
(dragmacidin C, 3) predstavljaju prve bromovane sekundarne metabolite ascidija izolovane iz

plastasa Didemnum candidum (Sema 2.1.1, Fahy i sar., 1991). Uzorci ascidije su sakupljeni u
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Sema 2.1.1. Strukture 6-bromtriptamina (1), 2,2-bis(6-brom-3-indolil)etilamina (2) i 2,5-bis(6-
brom-3-indolil)piperazina (3).

juznom Kalifornijskom zalivu. U ovom radu se prvi put navodi 6-bromtriptamin kao prirodni

proizvod.

Schumacher i Davidson (1995) su izolovali dva nova bromovana B-karbolinska metabolita,
didemnoline A (4) i C (5), zajedno sa eudistominom O (6) i 2-(2,4-dibromfenoksi)-3,5-
dibromfenolom (7) (Sema 2.1.2) iz nedeterminisane vrste roda Didemnum, sakupljene u blizini
ostrva Rota, Severna Marijanska Ostrva. Jedinjenja 4 i 5 se razlikuju od veéine prethodno
identifikovanih morskih p-karbolinskih derivata po supstituciji na N-9, a ne na C-1. Poznato je da
cijanobakterije produkuju polibromovane difenil-etre, tako da je prisustvo jedinjenja 7 kod ascidija
neobi¢no, a moze se dovesti u vezu sa algama kao moguc¢im simbiontima ovih ascidija. Mitchell i
saradnici su 1996. ispitivali ascidiju D. voeltzkowi (Savigny, 1816), sakupljenu sa stena grebena
Apo na Filipinima, i pritom su otkrili novi 7-deazapurinski nukleozid, 3-brom-5'-deoksitubercidin
(8), (8ema 2.2). Vervoort i saradnici (1997) su izolovali dva bromovana alkaloida sa novim indol-
maleimid-imidazolskim skeletom, didemnimide B (9) i D (10) (Sema 2.1.2), iz karipske ascidije
Didemnum conchyliatum (Sluiter, 1898). Rendgenskom strukturnom analizom nebromovanog
alkaloida didemnimida A potvrden je predlozeni skelet, dok su strukture jedinjenja 9 i 10 odredene
drugim spektralnim tehnikama (UV, FTIR i HRMS) i jednodimenzionalnim i dvodimenzionalnim

NMR eksperimentima. Didemnimid D je takode identifikovan u metanolnom ekstraktu ascidije
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Sema 2.1.2. Strukture didemnolina A (4), C (5), eudistomina O (6), 2-(2,4-dibromfenoksi)-3,5-
dibromfenola (7), 3-brom-5'-deoksitubercidina (8) i didemnimida B (9) i D (10)

D. granulatum sakupljene u Brazilu (Berlinck i sar., 1998). Takode, godinu dana kasnije Vervoort-

ova grupa je potvrdila prisustvo ovih alkaloida u ascidiji D. conchyliatum.

Ponovno ispitivanje ekstrakta ascidije D. granulatum, sakupljenim na nekoliko lokacija u Séo
Sebastido (brazilska obala), rezultovalo je otkricem novog granulatimidnog alkaloida, 6-
bromgranulatimid (11) (Sema 2.1.3), zajedno sa poznatim didemnimidom D (10) (Britton i sar.,
2001). Struktura jedinjenja 11 je odredena spektroskopskim metodama; medutim, usled male
koli¢ine izolovane supstance *C NMR hemijska pomeranja ugljenika nisu bila dostupna iz
standardnog **C NMR spektra, ve¢ su odredena iz dvodimenzionalnih spektara (HMQC i HMBC).
Segraves i saradnici (2003. i 2004. godine) su identifikovali ¢etiri nova bromovana jedinjenja klase
faskaplizina: 3-bromfaskaplizin (12), 3-bromhomofaskaplizin B (13), 3-bromhomofaskaplizin B-
1 (14) i 3-bromhomofaskaplizin C (15) (Sema 2.1.3). Pomenuta jedinjenja su izolovana iz dva
uzorka nedeterminisane vrste roda Didemnum, koji su sakupljeni unutar severoisto¢nog prolaza
koralnog ostrva Cuk, u Saveznim Drzavama Mikronezije i u blizini severnog Sulavesija, u

Indoneziji.
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Sema 2.3. Strukture 6-bromgranulatimida (11), 3-bromfaskaplizina (12),
3-bromhomofaskaplizina B (13), 3-bromhomofaskaplizina B-1 (14),
3-bromhomofaskaplizina C (15) i 3-bromhomofaskaplizina A (16).

3-Bromhomofaskaplizin A (16, sema 2.1.3), novi analog faskaplizina, izolovan je iz nepoznatog
plastasa roda Didemnum, prikupljenog sa grebena Pratt, ostrvo Fidzi (Lu i sar., 2011). Njegova
struktura je odredena spektralnim metodama, dok je apsolutna konfiguracija utvrdena na osnovu

poredenja eksperimentalnog ECD spektra sa izraGunatim.

Didemnidin B (17, $ema 2.1.4), bromovani analog N*-(indol-3-il-dikarbonil)spermidina, izolovan
je iz ascidije roda Didemnum sa Novog Zelanda, sakupljene kod rta Tiwai, Sautlend (Finlayson i
sar., 2011). Pored ovog jedinjenja izolovani su i ve¢ poznati maleimidi, didemnimidi B (9) i D
(10), u obliku trifluoracetata (nastali u toku HPLC razdvajanja). Derivati spermidina su svega
nekoliko puta identifikovani kod morskih organizama, dok su jedinjenje 17 i njegov nebromovani

analog jedini primeri mono-N*-supstituisanih derivata.

U cilju identifikacije novih bioloski aktivnih jedinjenja, Liberio i saradnici (2014) su formirali
biblioteku ekstrakata ascidija (143 uzorka), i ispitali njihovu biolosku aktivnost. Na osnovu
dobijenih rezultata izvrsili su frakcionisanje aktivnih ekstrakata i tom prilikom identifikovali
poznati prirodni proizvod eusinstijelamid B (18), kao trifluoracetat (Sema 2.1.4). Identifikacija je

izvrSena analizom 1D- i 2D-NMR spektara, [a]o, CD i MS podataka, u kombinaciji sa literaturnim
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podacima. Ovo jedinjenje je izolovano iz D. candidum, ¢iji uzorak je sakupljen na Velikom

koralnom grebenu, Kvinslend u Australiji.

Prilikom analize uzorka kolonije plastasa roda Didemnum, sakupljenog blizu Haegeumgang,
ostrvo Geoje, Koreja, izolovana su sledeca jedinjenja: N-acetil-O-(6-brom-5-hidroksi-1H-indol-3-
il-karbonil)-D-tirozin (19), zatim N-(6-brom-1H-indol-3-il-karbonil)-L-arginin (20) i (6-brom-1H-
indol-3-il)oksoacetamid (21, Sema 2.1.4) (Hahn i sar., 2015).

H
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Sema 2.1.4. Strukture didemnidina B (17), trifluoracetatne soli eusinstijelamida B (18),
N-acetil-O-(6-brom-5-hidroksi-1H-indol-3-il-karbonil)-D-tirozin (19),
N-(6-brom-1H-indol-3-il-karbonil)-L-arginina (20), (6-brom-1H-indol-3-il)oksoacetamida (21) i
3,5-dibrom-N,N,N,O-tetrametiltirozinijum (22, u radu Bromley-ja i saradnika (2018) nije

naveden kontra-jon).
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3,5-Dibrom-N,N,N,O-tetrametiltirozinijum (22, Sema 2.1.4) identifikovan je u ekstraktu ascidije
roda Didemnum sakupljene u zalivu Algoa u Juznoj Africi upotrebom LC-ICP-MS/ESI-MS
tehnike (Bromley i sar., 2018). Sesin i Ireland su 1984. godine izolovali derivate tiramina koji
sadrze jod: 3,5-dijod-4-metoksibenzenetanamin (23) i odgovarajucu simetri¢nu ureu (1,3-bis(3,5-
dijod-4-metoksifenetil)urea) (24) (Sema 2.1.5), kao metabolite nepoznate vrste roda Didemnum
sakupljene u severozapadnom delu lagune Kokos, Gvam. Takode, jedinjenje 23 je izolovano iz
uzoraka nepoznate vrste roda Didemnum (iz mora Indonezije), zatim D. rubeum iz Republike Palau
1 uzorka iste vrste koji potice iz okoline ostrva Rota, Severna Marijanska Ostrva (Smith i sar.,

1997; Ford i Davidson, 1997).

Dva poznata anomera 5’-deoksi-3-jodtubercidina (25, sema 2.1.5) su identifikovana iz metanolnog

ekstrakta ascidije D. voeltzkowi sa stena grebena Apo na Filipinima (Mitchell i sar., 1996).

Jedinjenje 23, 2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)etilamonijum-hidroksid (26, autori nisu naveli koji je
kontra jon, ali se na osnovu njihovih podataka moze zakljuciti da je kontra jon OH™ usled
disocijacije amino grupe u vodenom rastvoru) i Sest novih jodovanih metabolita (2-(3,5-dijod-4-
metoksifenil)etilamonijum-benzoat (27), 2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)acetamid (28), N-[2-(3,5-
dijod-4-metoksifenil)etil]formamid (29), N-[2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)etil]benzamid (30), N,N'-
bis[2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)etil]etandiamid (31), 4-(2-aminoetil)-2-jodfenol (32), Sema 2.1.5)
izolovana su iz vodenog ekstrakta plastasa D. rubeum sa dubine od 10 m u blizini koralnog ostrva
Cuk (Solano i sar., 2009).

U uzorku nepoznate vrste ascidije roda Didemnum, sakupljene na dubini od 18 metara na
pes¢anom grebenu U zalivu Algoa u Juznoj Africi, pronadeno je novo jedinjenje 3-jod-N,N,N,O-
tetrametiltirozinijum-jon (33) (Bromley i sar., 2018; sema 2.1.5). Ovo jedinjenje je prvi primer

prisustva jodovanih metabolita kod morskih beski¢menjaka u Juznoj Africi.
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Sema 2.1.5. Strukture 3,5-dijod-4-metoksibenzenetanamina (23), 1,3-bis(3,5-dijod-4-
metoksifenetil)uree (24), 5'-deoksi-3-jodtubercidina (25), (3,5-dijod-4-
metoksifenil)etilamonijum-hidroksid (26), (2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)etilamonijum-benzoata
(27), 2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)acetamida (28), N-[2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)etil]formamida
(29), N-[2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)etil]benzamida (30), N,N’-bis[2-(3,5-dijod-4-
metoksifenil)etil]etandiamida (31), 4-(2-aminoetil)-2-jodfenola (32) i 3-jod-N,N,N,O-
tetrametiltirozinijum-jona (33).

2.1.2. STRUKTURE HALOGENOVANIH SEKUNDARNIH METABOLITA ASCIDIJA KOJE PRIPADAJU

OSTALIM RODOVIMA PORODICE DIDEMNIDAE

U slede¢em odeljku predstavljena su halogenovana jedinjenja izolovana iz ascidija rodova
Lissoclinum, Trididemnum, Leptoclinides i Diplosoma, kao i iz drugih, nepoznatih ascidija ove

porodice.
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Haterumalid NA (34) i dva nova poliketida, biselidi A (35) i B (36), izolovani su iz ascidije
porodice Didemnidae koja je sakupljena kod Bisea, na ostrvu Okinava (Teruya i sar., 2004; Sema
2.1.6). Naredne godine, izolovana su jos tri analoga biselida, biselidi C (37), D (38) i E (39) iz
istog organizma (Teruya i sar., 2005). Haterumalidi i biselidi su retki (Ueda i Hu, 1999)
makrolaktoni ~ sa  Cetrnaesto¢lanim  prstenom  koji  sadrzi  trisupstituisano  3-

hidroksitetrahidrofuransko jezgro, sa izuzetkom biselida E koji nije makrociklus (Sema 2.1.6).

Sisididemniol B (40), derivat serinolipida, izolovan je 2007. godine iz ekstrakta nepoznate vrste

.....

ey e

(Kobayashi i sar., 2007a). Analizom butanolne frakcije identifikovan je SiSididemniol D (41)
(Kobayashi i sar., 2007b), koji sadrzi C2s-poliketidnu kiselinu u centralnom delu molekula (Sema

2.1.7), dva serinola i oksigenovano tiraminsko jezgro.

Hemijskom analizom ekstrakta plastasa Lissoclinum voeltzkowi Michaelson, sakupljenim u
plicacima kod Mon Dore, u Novoj Kaledoniji, identifikovano je jedinjenje labdanskog skeleta,
dihlorlisoklimid (Malochet-Grivois i sar., 1991; Sema 2.1.7). Inicijalno, na osnovu spetroskopskih

podataka ovom jedinjenju je dodeljena struktura 42.

Sukcinimidi su u prirodi veoma retki, a prethodno je identifikovano samo jedno jedinjenje iz
morskih organizama; tako da dihlorlisoklimid predstavlja prvi labdanski derivat i prvu hlorovanu

supstancu izolovnu iz podrazdela Urochordata.

Sema 2.1.6. Strukture haterumalida NA (34) i biselida A — E (35-39).
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Tri godine kasnije, izolovan je monohlorovani derivat, hlorlisoklimid (pogresno dodeljena
struktura 43), iz iste ascidije sa iste lokacije. Strukture ovog jedinjenja i njegovog sintetskog
analoga (inicijalno sa strukturom 44) predlozene su na osnovu poredenja njihovih spektara
(masenih i NMR) sa spektrima prethodno identifikovanog dihlorlisoklimida (42) (Sema 2.1.7).
Medutim, Touplet i saradnici (1996) su rendgenskom strukturnom analizom odredili apsolutnu
konfiguraciju dihlorlisoklimida (struktura 45), pri ¢emu je utvrdeno da je konfiguracija alkoholne
grupe na C-7 prethodno bila pogre$no odredena (Sema 2.1.7), a na taj nacin je Korigovana
stereohemija i u strukturama 43 i 44. Budu¢i da je L. voeltzkowi u simbiozi sa prokariotskim
algama roda Prochloron, nije lako odrediti poreklo izolovanih metabolita. Biard i saradnici su
pokazali da lisoklimida ima vise u simbiotskoj algi, ali nisu mogli da iskljuce da ova jedinjenja ne

poticu i iz same ascidije (Biard i sar., 1994).

Haterumalid B (46), novi citotoksi¢ni makrolid, izolovan je iz ascidije roda Lissoclinum koja je
sakupljena sa mrtvih korala kod ostrva Hateruma, Okinava (Sema 2.1.7, Ueda i Hu, 1999). Pet
novih diterpena, haterumaimidi A-E (47-51), izolovano je iz ascidije roda Lissoclinum koja je
sakupljena kod obale istog ostrva Hateruma, (Uddin i sar., 200la; Sema 2.1.8). Daljim
proucavanjem ekstrakta identifikovano je Sest novih jedinjenja haterumaimidi F-K (52-57, Sema
2.1.8) i dva poznata jedinjenja: monohlorlisoklimid i dihlorlisoklimid (45) (Uddin i sar., 2001b,
Uddin i sar., 2002). Ponovnom analizom ovog ekstrakta 2006. godine izolovana su tri nova
citotoksi¢na labdanska alkaloida, haterumaimidi N-P (58-60, Sema 2.1.8), i poznati haterumaimidi
J (56) i K (57) (Uddin i sar., 2006).

Hemijska analiza plastasa Trididemnum solidum (sakupljenog na dubini od 10 m blizu Malog
Kajmanskog ostrva) rezultovala je izolovanjem dva nova hlorovana jedinjenja didemninske klase
(611 62; Ankisetty i sar., 2013, Sema 2.1.9).

Dva nova dibromproaporfinska alkaloida, saldedini A (63) i B (64), pronadeni su u uzorku plastasa
porodice Didemnidae, sakupljenog u zalivu Salary Bay, oko 100 km severno od Tileara na
Madagaskaru, u januaru 2007. godine (Sorek i sar., 2009). Ova jedinjenja su prvi proaporfinski
alkaloidi identifikovani kod morskih organizama (Sema 2.1.10). Strukture su odredene
standardnim spektroskopskim metodama, dok je struktura jedinjenja 63 potvrdena rendgenskom

strukturnom analizom.
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Sema 2.1.7. Strukture §isididemniola B (40) i D (41), inicijalno pogresne strukture 42-44
(stereohemija na C-7), ta¢na struktura dihlorlisoklimida 45 (stereohemija centara oznacenih

asteriskom je odredena sintezom (Konst i sar., 2017)) i haterumalida B (46).

Novi indolski alkaloid, lisoklin C (65), izolovan je zajedno sa poznatim 6-bromtriptaminom (1) iz
plavo-bele kolonije ascidije roda Lissoclinum, sa Velikog koralnog grebena, sakupljene u maju
1991. godine (Searle i Molinski, 1994). Lisoklin C je identifikovan zajedno sa svojim
pretpostavljenim prekursorom, 6-bromtriptaminom, koji verovatno sa odgovaraju¢im aldehidom
ili B-ketokiselinom u Pictet-Spengler-ovoj kondenzaciji daje tetrahidro-p-karbolinski sistem. Na
osnovu biosintetskin razmatranja, 65 je formiran kondenzacijom jedinjenja 1 sa 4-

imidazolilpirogrozdanom (Sema 2.1.10).
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Sema 2.1.8. Strukture haterumaimida A—K (47-57) i N—P (58-60).
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Sema 2.1.9. Strukture hlorovanih didemnina (61 i 62)
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Sema 2.1.10. Strukture saldedina A (63) i B (64), lisoklina C (65), 2-bromleptoklinidinona
(prvobitno pogresno odredena struktura 66, i tacna struktura 67), kao i predlozena biosinteza
lisoklina C (65)



Novi pentacikli¢éni aromati¢ni alkaloid, 2-bromleptoklinidinon, izolovan je iz ascidije roda
Leptoclinides sakupljene u laguni Cuk, u Saveznim Drzavama Mikronezije (Bloor i Schmitz,
1987). Inicijalno, 2-bromleptoklinidinonu je dodeljena struktura 66 na osnovu dostupnih
spektroskopskih podataka (Sema 2.1.10). Medutim, nakon izolovanja alkaloida ascididemina
(Kobayashi i sar., 1988) sa izomernim pentacikli¢nim skeletom (promenjen polozaj azota), ponovo
je proucena struktura 2-bromleptoklinidinona. Kljuéna daljinska *H/**C kuplovanja su odredena
pomoc¢u INAPT eksperimenta (selektivha verzija INEPT-a, cksperiment je KkoriS¢en za
detektovanje daljinskih interakcija i predstavlja dobru metodu za odredivanje hemijskih pomeranja
neprotonovanih jezgara ugljenika). Na osnovu ovih rezultata 2-bromleptoklinidinonu je struktura
korigovana u 67, koja je naknadno potvrdena rendgenskom strukturnom analizom (Lindsay i sar.,
1998).

Iz polarnog ekstrakta uzorka vrste L. dubius (Sluiter, 1909), sa dubine 5-10 m u kanalu Vudin,
Nova Kaledonija, izolovani su N-(6-brom-1H-indol-3-il-karbonil)-L-arginin (20), N-(6-brom-1H-
indol-3-il-karbonil)-L-histidin (68) i N-(6-brom-1H-indolil-3-karbonil)-L-enduracididin (69).
Pored spektroskopskih podataka, identitet je potvrden hidrolizom i poredenjem sa standardima
(Sema 2.1.11). Derivat veoma retke aminokiseline enduracididina je tada prvi put pronaden u
morskim organizmima (Garcia i sar. 1996). Leptoklinidamin C (70) je izolovan iz uzorka ascidije
L. durus, Kott, 2001 (uzorak je sakupljen na dubini od 18 m u blizini ostrva Heron, centralni
Kvinslend u Australiji, u avgustu 1996. godine). Ovo jedinjenje sadrzi redak 1,3-dimetil-5-
(metilsulfanil)histidinski fragment koji je povezan sa 6-bromindol-3-karboksilnom kiselinom
(Carroll i Avery, 1996; sema 2.1.11). Prouc¢avanje hemijskog sastava plastasa L. kingi Michaelsen
1930 (sa dubine od 27 m izmedu grebena Huk i Hardi u Kvinslendu, Australija) dovelo je do

izolovanja novog bromovanog alkaloida kingamida A (71) (Liberio i sar., 2011; Sema 2.1.11).
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Sema 2.1.11. Strukture N-(6-brom-1H-indol-3-il-karbonil)-R, gde je R: L-His (68) i L-
enduracididin (69), leptoklinidamina C (70, stereohemija centra oznacenog asteriskom do sada

nije odredena) i kingamida A (71).

Carroll i saradnici (2013) su analizom uzorka kolonije ascidije L. durus sa Velikog koralnog
grebena, izolovali i identifikovali Sest novih bromovanih alkaloida zajedno sa poznatim
jedinjenjima 70 i metil estrom 6-brom-1H-indol-3-il-oksosiréetne kiseline (72, koji je ranije
izolovan iz jedne vrste sundera). Na osnovu NMR i MS podataka, izolovana jedinjenja se mogu
se svrstati u tri razlicite strukturne klase: leptoklinidini (leptoklinidin A (73) i leptoklinidin B (74)),
durabetaini (durabetain B (75)) i leptoklinidamini (leptoklinidamini D-F (76-78)). Jedinjenja 73 i
74 su prvi derivati timidina pronadeni kod morskih organizama, dok je durabetain prvi alkaloid
glicerol-holinskog tipa, pronaden kod morskih organizama. Novi leptoklinidamini 77 i 78 su
benzamidni derivati histamina, kod kojih je imidazol supstituisan metilsulfanil- i dvema N-metil-
grupama (Seme 2.1.12i 2.1.13).
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Sema 2.1.12. Strukture metil estra 6-brom-1H-indol-3-il-oksosiréetne kiseline (72),
leptoklinidina A (73) i leptoklinidina B (74).

O
/ o]
O\)\/O \/\+N_ /

OH
CF,COO" HsCS™ N
Br H 3 A\ \
Br H
75 76
H / H /
O~__N N+ 0.__N N+
\V/Atj[‘\ \V/Atj[‘\
S N\ S N\
\ \
Br Br Br
OH OH
77 78

Sema 2.1.13. Strukture durabetaina B (75) i leptoklinidamina D-F (76-78).
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79

80

Sema 2.1.14. Strukture sermilamina A (79), 4-brom-3-pentilfenola (80) i 4-amino-7-(5’-deoksi-
B-D-ksilofuranozil)-5-jodpirolo[2,3-d]pirimidina (81).

Sermilamin A (79), novi pentacikliéni derivat, izolovan je iz kozastih ljubigastih kolonijalnih
plastasa roda Trididemnum, iz zaliva Pago, Gvam (Cooray i sar., 1988). Njegova struktura je
odredena upotrebom razli¢itih spektralnih metoda i rendgenskom strukturnom analizom (Sema

2.1.14).

4-Brom-3-pentilfenol (80, Sema 2.1.14) izolovan je iz ekstrakta plastasa roda Diplosoma, koji je
sakupljen za vreme oseke na obali ostrva Hateruma, Okinava (Rob i sar., 2011). Neobi¢ni
nukleozid, 4-amino-7-(5'-deoksi-B-D-ksilofuranozil)-5-jodpirolo[2,3-d]pirimidin (81), izolovan je
iz ascidije roda Diplosoma, sa obale Hateruma ostrva (Sema 2.1.14). Relativna konfiguracija je
odredena pomoc¢u nOe eksperimenata i hemijskim transformacijama (Margiastuti i sar., 2008).
Sintetisan je dibenzoat (delovanjem 4-brombenzoil-hlorida na jedinjenje 81) da bi se odredila

apsolutna konfiguracija 5-deoksi-B-ksilofuranozne jedinice u 82 upotrebom CD spektroskopije.
2.1.3. BIOLOSKA AKTIVNOST HALOGENOVANIH SEKUNDARNIH METABOLITA

Poznato je da su didemnimidi B (9) i D (10) jaki repelenti za predatore, konkretno sprecavaju
prirodno grupisanje odredenih riba mesozderki mangrovskih Suma. Terenski 1 laboratorijski
eksperimenti koji su ukljucivali cele plastaSe i njihove ekstrakte pokazali su da su kolonije plastasa
jako hemijski zasti¢ene od napada karnivornih riba. Didemnimid D inhibira hranjenje predatora u
laboratorijskim uslovima i testiranjima u prirodnom okruzenju i to u koncentracijama od 0,035

mg/ml, i jedna je od najjacih repelentnih supstanci za predatore.

Odredena je citotoksi¢nost 3-bromfaskaplizina za humane i misje ¢elijske kulture. Prisustvo broma

u ovom molekulu povec¢ava njegovu aktivnost u poredenju sa nebromovanim derivatom (Segraves
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I sar., 2004). Jedinjenje 12 pokazuje citotoksicni efekat za sedam humanih kancerskih celijskih
linija; HL-60, THP-1, HeLa, MDA-MB-231, DLD-1, SNU-C4 i SK-MEL-28 (Kuzmich i sar.,
2010). Takode, 3-bromfaskaplizin se moze primenjivati kao antiproliferativni agens u
koncentracijama koje nisu toksi¢ne za netransformisane celije JB6 Cl41 epitela misa. Ova
aktivnost jedinjenja 12 je uzrokovana indukcijom apoptoze zavisne od kaspaze-3, kaspaze-8 ili
kaspaze-9. Rezultati pokazuju da dva od tri glavna MAPK signalna puta, kinaze INK i ERK, mogu
biti ukljuc¢ene u odgovor ¢elija na dejstvo jedinjenja 12. Citotoksi¢na aktivnost 3-bromfaskaplizina
za C6 celije glioma je koncentraciono zavisna i zavisi od perioda tretmana (Lyakhova i sar., 2018).
Lu i saradnici su proucavali aktivnost 3-bromhomofaskaplizina A (16) na zivotni ciklus parazita
Plasmodium falciparum. Rezultati pokazuju da su vrednosti za 1Cso jedinjenja 16 poredive sa

prethodno objavljenim rezultatima prema soju K1.

Didemnidin B (17) ne inhibira nastajanje superoksida u respiratornom prasku, ne inhibira
fosfolipazu Az, kao ni farnezil-tranferazu, dok pokazuje slabu toksi¢nost za parazit malarije (1Cso
= 15 pM) i pokazuje umerenu citotoksi¢nost za nemaligne ¢elijske humane linije L6 (Finlayson i
sar., 2011). U potrazi za bioloski aktivnim analozima didemnidina B, Wang i saradnici (2014) su
napravili biblioteku sintetskih analoga, a neka od sintetisanih jedinjenja se mogu tretirati kao
potencijalni antimalarici sa dobrom selektivno$¢u. 1Cso vrednost eusinstijelamida B (18) za ¢elije
MDA-MB-231 je bila 5 pM. Ovo jedinjenje zaustavlja ¢elijski ciklus u G2/M fazi i indukuje
apoptozu nakon 72 h tretmana (Liberio i sar., 2014). Jedinjenja 19-21 nisu pokazala
antibakterijsku aktivnost (Hahn i sar., 2015). 3,5-Dijod-4-metoksibenzenetanamin (23) pokazuje
in vitro aktivnost protiv kvasca Candida albicans i umereno je citotoksi¢an za humanu ¢elijsku
kulturu leukemije L1210, pri ¢emu je ICso = 20 pg/ml (Sesin i Ireland, 1984). 5'-Deoksi-5-
jodtubercidin (25) izaziva snazno gréenje misica i hipotermiju kod miseva. Jedinjenje 25 snizava

krvni pritisak i smanjuje broj otkucaja srca kod pacova (Davies i sar., 1986).

N-[2-(3,5-Dijod-4-metoksifenil)etil]benzamid (30), prirodni proizvod izolovan iz D. rubeum,
umereno je toksiCan za parazite Leishmania panamensis i Trypanosoma cruzi, dok je veoma

toksican za P. falciparum (Restrepo i sar., 2019).

Haterumalid NA (34) i biselidi A (35) i C (37) pokazuju razli¢ite bioloSke aktivnosti. Haterumalid

NA je citotoksican za celije P388 (leukemija), sa 1Cso vrednoséu od 0,32 pg/ml, a umereno je

.....
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¢elijsku kulturu raka debelog creva DLD-1. Jedinjenje 34 je jako akutno toksi¢no za raci¢e Artemia
salina (LDso = 0,6 pg/ml), dok jedinjenja 35 i 37 nisu toksi¢na za ovaj organizam ¢ak ni u
koncentracijama od 50 pg/ml (Teruya i sar., 2005). Specificna kombinacija prisustva laktona i
delova bo¢nog lanca u strukturi je neophodna za postojanje jake citotoksi¢nosti haterumalida

(Ueda i sar., 2009).

Sisididemnioli A (40) i D (41) pokazali su antibakterijsku aktivnost u disk-difuzionom testu prema
Vibrio anguillarum, bakterijskom patogenu riba (Kobayashi i sar., 2007a; 2007b). Jedinjenje 45 je
jako citotoksi¢no za humane ¢elijske kulture KB ¢elija raka (ICso = 14 ng/ml) i ¢elije linije P388
(ICs0 = 1 ng/ml) (Malochet-Grivois i sar., 1991). Hlorlisoklimid (Sema 2.1.7) se pokazao kao
efikasan citotoksicni agens za 4 celijske kulture tumora: NSCLC, KB, P388, i doksorubicin-
rezistentne P388, dok je njegov polusinteticki proizvod oko 1000 puta manje aktivan (Biard i sar.,
1994). Verovatno je da je citotoksi¢nost hlorlisoklimida posredovana oksidacijom hidroksilne
grupe u reaktivni o,B-nezasic¢eni keton. Citotoksi¢nost lisoklimida moze biti uzrok trovanja
hranom u Novoj Kaledoniji usled upotrebe ostriga u ishrani, jer je poznato da ostrige sadrze

ascidiju Lissoclinum voeltzkowi (Biard i sar., 1994).

Haterumalid B (46), haterumaimidi A, B, D, F, G i H (47, 48, 50, 52-54) inhibiraju prvu deobu
oplodenih jaja morskog jeza, dok su jedinjenja 47-51 jako citotoksi¢na za kulture mi$jih tumorskih
¢elija P388 (Uddin i sar., 2001a). Haterumaimidi F-1 (52-55) su malo citotoksi¢ni za istu kulturu
misjih tumorskih ¢elija. Haterumaimidi G (53) i | (55) su manje citotoksi¢ni u poredenju sa
haterumaimidima F (52) i H (54) (Uddin i sar., 2001b). Odavde sledi da su sekundarne alkoholne
grupe u polozajima C-6 i C-12 veoma bitne za postojanje in vitro citotoksi¢nosti (Sema 2.1.8).
Haterumaimidi J (56) i K (57) inhibiraju deobu oplodenih jaja morskog jeza pri koncentraciji od 3
ppm, a pokazuju jaku citotoksi¢nu aktivnost prema P388 ¢elijama: 1Cso 0,23 ng/ml i 0,45 ng/ml
(Uddin i sar., 2002). Prisustvo alkoholne grupe u polozaju C-6, C-7, C-12 ili C-18, hlora u poloZaju
C-2 i imido NH u prstenu C, veoma su bitni za postojanje citotoksi¢nosti jedinjenja 47-60 (Uddin

i sar., 2006).

Antiproliferativna aktivnost jedinjenja 61 i 62 je odredena u in vitro testovima. Ova jedinjenja
inhibiraju proliferaciju celija Cetiri Celijske linije tumora (melanom, epidermalni karcinom,

karcinom dojke i jajnika) i manje su toksi¢na za zdrave celije bubrega (fibroblasti bubrega
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majmuna) od kontrolnog leka (Ankisetty i sar., 2013). Saldedini A (63) i B (64) su umereno
toksicni za ra¢ice A. salina, dok je veca toksi¢nost zabelezena za jedinjenja 63 (LDso = 4,4 uM) i

64 (10,9 uM) (Sorek i sar., 2009).

Zapazeno je da je 2-bromleptoklinidon (67) citotoksi¢an za kulture misjih limfocitnih celija
leukemije u koncentraciji (ICso) od 0,4 pg/ml (Bloor i Schmitz, 1987). Leptoklinidamin C (70) je
testiran na antiparazitsku aktivnost (parazit malarije P. falciparum, i parazit Trypanosoma brucei,
izazivac bolesti spavanja). Odredivana je njegova toksi¢nost za humane ¢elijske linije raka HelLa
i nekancerozne ¢elije HEK 293. Iako je bilo neaktivno prema parazitu malarije i netoksi¢no za
¢elijske linije u koncentracijama do 40 UM, ono pokazuje antitripanozomalnu aktivnost pri 250
UM (Carroll i Avery, 2009). Kingamid A (71) nije citotoksi¢an za humanu ¢elijsku kulturu kancera
dojke MDA-MB-231 u koncentraciji od 10 pM nakon 24 h, kao ni za 7 ¢elijskih linija kancera
prostate (Liberio i sar., 2011). Jedinjenje 71 nije inhibiralo rast na hlorohin osetljivog parazita P.
falciparum 3D7 u koncentraciji od 10 uM nakon 24 h (Liberio i sar., 2011). Jedinjenja 73-78 nisu
citotoksi¢na u koncentracijama od 10 M nakon 72 h za Celijske kulture MDA-MB-231 ili ¢elijske
kulture kancera prostate LNCaP; ne pokazuju antimikrobnu aktivnost nakon 18 h prema
bakterijama Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus u koncentraciji do 330 uM
(Rudolph i sar., 2013). Jedinjenje 80 u potpunosti inhibira prvu deobu oplodenih jaja morskog jeza
u koncentraciji od 1 ppm (Rob i sar., 2011). Sli¢no, jedinjenje 81 izaziva potpunu inhibiciju
¢elijske deobe oplodenih jaja morskog jeza, ali u znacajno vecoj koncentraciji (1 mg/ml)
(Margiastuti i sar., 2008). Ovaj jodovani nukleozid je jako citotoksi¢an za ¢elijske linije HCT116,
A431 i A549, sa ICso vrednostima od 1,8; 3,1 i 3,5 pg/ml, redom (Ogi i sar., 2009).

2.1.4. TOTALNE SINTEZE HALOGENOVANIH SEKUNDARNIH METABOLITA ASCIDIJA

Do sada je ostvareno 15 totalnih sinteza halogenovanih sekundarnih metabolita. Neki metaboliti
su vi$e puta sintetisani ili zbog sloZene ,,arhitekture molekula ili bioloske aktivnosti. Halogeni su

u samom molekuli bili vezani za sp? ugljenikove atome uglavnom aromati¢nih jezgara.

Klju¢ni korak prve totalne sinteze dragmacidina C (Sema 2.1.15) jeste kondenzacija dva molekula
indolilglicina, koja je pracena ciklizacijom i redukcijom. Prvi korak sinteze je Wittig-ova reakcija
bromovanog derivata indola sa odgovaraju¢im fosfornim ilidom, nakon toga sledi ,,azidna“
reakcija i redukcija dobijenog azida pomoc¢u PhsP-H20. Hidrolizom i uvodenjem Boc-zastite

nastaje estar indolilglicina u prinosu od 99%. Zeljena kiselina se dobija skidanjem zastite pomo¢u
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RhCI(PPh3)s u EtOH-H20 u prinosu od 74%. Njenom kondenzacijom sa indolilglicinom nastaje
dipeptid (dva dijastereomera u prinosu od 58% i 40%). Reakcije odgovarajuéeg dijastereomera Sa

HCOOH pa NHs, vode uklanjanju zastite odnopsno ciklizaciji. Krajnji proizvod, dragmacidin C

se formira u poslednjem koraku redukcije boranom u prinosu od 42% (Kawasaki i sar., 2002).
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Sema 2.1.15. Totalna sinteza 2,5-bis(6-brom-3-indolil)piperazina (3, dragmacidin C). Reagensi i
uslovi: a) CsHs, refluks; b) TMS-Ns, MeSOsH, MS-4A, CHzClz, 0 °C —s.t.; ¢) PhsP, H20, THF,
s.t.; d) Boc20O, NaHCOs, s.t.; e) RhCI(PPhs)s, EtOH, H20, 70 °C; f) BOP, DIEA,
indolilglicin (82), THF, 0 °C —s.t.; g) HCOOH, s.t.; h) NH3, MeOH, 0 °C —s.t.;

i) BHs- THF, 0 °C —s.t.

PredloZene strukture didemnolina A (4) i C (5) (Schumacher i Davidson, 1995) potvrdene su
sintezom koja je omogucila bioloska testiranja (Sema 2.1.16). Sinteza ukljucuje kuplovanje 1-
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[(benziloksi)metil]-4-(hlormetil)-5-(metilsulfanil)imidazola (83) sa 7-brom-p-karbolinom
(eudistominom O, 6). Eudistomin O je sintetisan od strane Rinehart-a i saradnika 1984. godine u
prinosu od 7%; Schumacher i Davidson (1999) su modifikovali reakcionu sekvenciju, medutim
koristili su iste intermedijere: 6-brom-1H-indol i 1,2,3,4-tetrahidro-p-karbolin. Tretiranjem

didemnolina A natrijum-perjodatom nastaje didemnolin C (5; Schumacher i Davidson, 1995).

U sintezi didemnimida B (9) polazi se od sinteze intermedijera metil-estra (6-brom-1H-indol-3-
il)-oksosiréetne kiseline (72) (Hughes i Cava, 1998; Sema 2.1.17), koji nastaje tretiranjem
proizvoda 6-bromindola i oksalil-hlorida metanolom. Kondenzacija 72 i imidazolskog acetamida
(dobijenog od 2-(1H-imidazol-5-il)acetonitrila) i tretiranjem nastalog proizvoda trifluorsir¢etnom

kiselinom u dihlormetanu vrsi se uklanjanje zastite, pri ¢emu nastaje didemnimid B.
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Sema 2.1.16. Totalna sinteza didemnolina A (4). Reagensi i uslovi: a) Brz, AcOH; b) BOMCI,
K2COs, DMF; ¢) BuLi, -78 °C, TMSCI; d) BuLi, -78 °C, MeSSMe; e) BuLi, -78 °C, DMF;
f) NaBH4; g) SOCIl2; h) DMFDMA, pirolidin; i) TiCls; j) DMANE, TFA; k) NaBH4, BF3-OEt;
I) HOOCCHO, KOH; m) HCI; n) Sg, ksilen, A; o) KOH, DMF, 83: p) HCI, 110 °C.
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Sema 2.1.17. Totalna sinteza didemnimida B (9). Reagensi i uslovi: a) oksalil-hlorid (1,1 ekv.),
Et20, 0 °C do s.t.; b) MeOH (visak), s.t., 24 h; c) tritil-hlorid (1,1 ekv.), CH2Cl2 (1,1 ekv.), EtsN,
s.t., 24 h; d) KOH (6 ekv.), tBuOH, refluks, 30 min; ) K2COs3 (7 ekv.), CETAB (0,07 ekv.),
benzen (Dean-Stark), refluks, 48 h; f) TFA (8 ekv.), CH2Cl2, s.t., 12 h.

Zhidkov 1 saradnici (2007) su objavili sintezu 3-bromfaskaplizina, koja kao pocetni materijal
koristi triptamin i (2,4-dibromfenil)sir¢etnu kiselinu (dobijenu iz 3-brom-4-metilanilina). Kao
kondenzacioni agens prilikom sinteze amida upotrebljen je N,N’-dicikloheksilkarbodiimid (DCC),
dok je tretmanom fosfor-oksihloridom u acetonitrilu izvedena Bischler-Napieralski ciklizacija, a
nastali proizvod je oksidovan pomoc¢u MnOz2. So piridodiindola nastaje zagrevanjem B-karbolina,

a njena konverzija u jedinjenje 12 se vrsi obradom hlorovodonikom u metanolu (Sema 2.1.18).

Zhidkov je sa saradnicima (2018) izvrSio konverziju alkaloida 3-bromfaskaplizina u 3-
bromhomofaskaplizin B (13) i 3-bromhomofaskaplizin B-1 (14) u jednom koraku (Sema 2.1.19);
Reduktivnim acilovanjem u C-13 polozaju 3-bromfaskaplizina nastaju jedinjenja 13 i 14.
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Sema 2.1.18. Totalna sinteza 3-bromfaskaplizina (12). Reagensi i uslovi: a) NaNO2, HBr (aq),
0 °C, zatim CuBr, HBr (aq), refluks, 40 min; b) NBS, AIBN, CClg, refluks, 1 h; ¢c) NaCN,
C2HsOH (aq), refluks, 1 h, zatim H2SOa4 (aq), refluks, 12 h; d) DCC, CHsCN, refluks, 30 min;
e) POCIs, CH3CN, Ar, refluks, 40 min, zatim MnOz2, PhH, refluks, 3 h; f) 220 °C, 20 min; g) HCI
(suvi), CHsOH.

Br

—® Br —
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O N\ a N 13: R=COOMe, 24%

N 14: R=COOEt, 23%
H
O 0) R

Sema 2.1.19. Sinteza 3-bromhomofaskaplizina B (13) i 3-bromhomofaskaplizina B-1 (14) iz
3-bromhomofaskaplizina. Reagensi i uslovi: 8) MeOOCCOOMe ili EEOOCCOOEt (visak),
autoklav, 200 °C, 30 min.
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Sema 2.1.20. Totalna sinteza didemnidina B (17). Reagensi i uslovi: a) N8-terc-
butoksikarbonilspermidin, PyBOP, DMF; b) TFA, CH2Cl-.

Struktura prirodnog proizvoda didemnidina B (17) potvrdena je sintezom. Kuplovanjem 2-(6-
bromindol-3-il)glioksalne kiseline sa N8-terc-butoksikarbonilspermidinom nastaje N*-(6-
bromindol-3-il-dikarbonil)-N8-terc-butoksikarbonilspermidin u prinosu od 47% (Sema 2.1.20).
Uklanjanjem zastitne grupe sa dobijenog intermedijera nastaje 17 u obliku trifluoracetatne soli

(Finlayson i sar., 2011).

U toku 2019. objavljena je sinteza N-[2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)etil]benzamida (30) (Sema
2.1.21), izvrsena od strane Restrepo-a i saradnika, a koja zapocinje zasStitom amino grupe u
tiraminu. Jodovani amin nastaje jodovanjem pomoc¢u N-jodsukcinimida i hidrolizom zastitne

grupe. Gradenje amida benzoeve kiseline je ostvareno pomocu reagenasa DIC i DMAP (Restrepo

i sar., 2019).
a b
NHBoc NHBoc

f% m*@

Sema 2.1.21. Sinteza N-[2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)etil]benzamida (30). Reagensi i uslovi:
a) Boc20, TEA, MeOH; b) NIS, MeOH; c¢) Mel, K2COs, aceton; d) HCI, EtOAc; e) benzoeva
kiselina, DIC, DMAP, DMF.
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Kigoshi i saradnici su prvi poceli da se bave sintezom haterumalida. Oni su izvrsili totalnu sintezu
metil estra ent-haterumalida NA (Kigoshi i sar., 2003) koriste¢i intramolekulsku Reformatskog
reakciju, a kao klju¢ni korak zatvaranje makrociklusa izmedu C2-C3, dok su Gu i Snider za ovaj
korak iskoristili intramolekulsko Stille-ovo kuplovanje izmedu C5-6 praceno Yamaguchi-jevom
makrolaktonizacijom (Gu i Snider, 2003). Hoye i Wang (2005) su objavili prvu totalnu sintezu
haterumalida NA; klju¢ni korak njihove sinteze je bila ciklizacija koja se zasniva na Kaneda
reakciji. Roulland i Kigoshi-jeva grupa su opisali u dva odvojena rada, koja se bave sintezom
haterumalida  NA,  koris¢enje  ukrStenog  Suzuki-Miyaura  kuplovanja,  pracenog

makrolaktonizacijom (Roulland, 2008; Hayakawa i sar., 2008).

Hayakawa i saradnici su objavili novu efikasnu sintezu haterumalida i biselida. Sinteza
zajednickog intermedijera 84 (Sema 2.1.22) pocinje od poznatog glikala (int. 1); zatim se

hidroksilna grupa glikala $titi, a dobijeno jedinjenje konvertuje u hemiacetal oksimerkurovanjem-—

demerkurovanjem.
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Sema 2.1.22. Sinteza zajedni¢kog intermedijera (84) u sintezi haterumalida i biselamida.
Reagensi i uslovi: a) DMPMCI, NaH, DMF, s.t., kvant; b) Hg(OAc)2, zatim KI, NaBHa,
THF-H20, s.t; ¢) PhsPCHCO2Me, benzen, refluks; d) triton B, MeOH, s.t; e) LiAlHa, Et20,
refluks, 97%; f) 0-NO2CsH4SeCN, BusP, THF, s.t., kvant; g) H202, piridin, THF, s.t., 95%);
h) 9-BBN dimer, THF, s.t; i) reag.1, PdClz(dppf), Cs2COs (aq), dioksan, s.t; j) NCS, K2COs,
DMF, 50 °C, 58%; k) PPTS, MeOH, s.t; I) PPTS, aceton, s.t., 96%, za dva koraka.
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Wittig-ovom reakcijom, oksa-Michael-ovom ciklizacijom i redukcijom pomoc¢u LiAlH4 dobija se
odgovarajuci alkohol, koji se prevodi u terminalni olefin, potreban za bora-alkil-Suzuki-Miyaura
kuplovanje. Zeljeni hlorolefin je pripremljen iz alkenilsilana upotrebom N-hlorsukcinimida na 50
°C u prisustvu K2COs (korak j, Sema 2.1.22); skidanjem THP zastitne grupe, i prevodenjem 1,2-
diolne grupe u acetonid (korak 1) dobija se zajednicki sintetski intermedijer 84 za haterumalide i
biselide.

~_CHO  ODMPM

! 0 E
| 1] 1
CHO; @»o PYcozEt ;

2

Sema 2.1.23. Sinteza zajedni¢kog intermedijera 85 u sintezi haterumalida. Reagensi i uslovi:
a) Dess-Martin-ov perjodinan, CH2Cly, s.t.; b) reag.2, NaH, THF, -78 °C, 79% za dva koraka;
c) DIBAL, toluen, -78 °C; d) Dess-Martin-ov perjodinan, CH2Clz, s.t.; e) iPrOAc, LHMDS,
THF, -78 °C, 76% za tri koraka; f) TBSCI, imidazol, DMF, s.t., 91%; g) CSA, etilen-glikol,
IPrOH, s.t., 79%; h) NalO4, zatim NaBH4, dioksan-Hz0, s.t., 94%; i) TrCl, DMAP, piridin,
CH2Clz, s.t., 98%; j) DDQ, fosfatni pufer pH 6,6, tBuOH-CH2Cl>, s.t., 93%; k) 3 M LiOH (aq),
THF-MeOH, s.t., 77%; I) 2,4,6-ClsCeH2COCI, EtsN, THF, s.t; zatim DMAP, toluen, s.t., 61% +
6% dimer; m) TBAF, THF, s.t; razdvajanje; n) Dess-Martin-ov perjodinan, CH2Clz, s.t., 94%;
0) NaBHg4, CeCls-7H20, EtOH, -30 °C, 94%); p) AcCl, DMAP, piridin, s.t; 80% AcOH, s.t., 91%
za dva koraka; q) Dess-Martin-ov perjodinan, CH2Clz, s.t.
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Kljuéni koraci za dobijanje zajednickog intermedijera 85 koji se Koristi u daljoj sintezi
haterumalida su: oksidacija intermedijera 84 do aldehida, zatim transformacija u Z-konjugovani
estar (korak b), redukcija dobijenog proizvoda diizobutilaluminijum-hidridom, a zatim oksidacija
nastalog alil-alkohola, aldolna kondenzacija dobijenog aldehida (korak e), oksidativno cepanje
diola (nakon uvodenja i uklanjanja odgovarajucih zastitinih grupa, koraci f'i g), Yamaguchi-jeva
reakcija, Lunche-ova redukcija, i oksidacija nastalog primarnog alkohola do aldehida (Sema
2.1.23).

Nozaki-Hiyama-Kishi kuplovanjem intermedijera 85 i odgovarajuceg 2,4-dimetoksibenzil-
derivata (reag.3, korak c, Sema 2.1.24) nastaje haterumalid NA (34) (Hayakawa i sar., 2008); dok
je klju¢ni korak sinteze haterumalida B (46) kuplovanje izmedu 85 i reag.4 (Ueda i sar., 2009), a

krajnji proizvod (jedinjenje 46) nastaje oksidacijom dobijenog alil-alkohola (Sema 2.1.25).

Sema 2.1.24. Sinteza haterumalida NA (34). Reagensi i uslovi: a) 2,4-dimetoksibenzil-alkohol,
PyBOP, DMAP, CH:Cly, s.t., 54%; b) reag.3, 0,5% NiCl2-CrCl2, DMSO, s.t., 44% za dva
koraka; c) TFA, anizol, CHzCly, s.t., 66%.
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OMPM

Sema 2.1.25. Sinteza haterumalida B (46). Reagensi i uslovi: a) MPMOC(=NH)CCls, PPTS,
CH2ClIz, s.t., 65%; b) DIBALH, CH2ClIz, -78 °C, 85%; ¢) DCC, DMAP, CHzCl>, s.t., 90%;
d) reag.4, 1% NiCl2-CrCl2, DMSO, s.t., 48%; e) DDQ, fosfatni pufer pH 6,6, tBuOH-CH:Cl>,
0 °C, kvant.; f) MnOz2, CH2Clz, s.t., 73%.

Totalna sinteza biselida A (Sema 2.1.26) koristi strategiju sinteze haterumalida (Hayakawa i sar.,
2017a). Vazan korak ove sinteze je enzimska dijastereoselektivna hidroliza acetata, pri ¢emu se na
27 °C sa PPL tip Il (lipaze iz svinjskog pankreasa, Lipase from porcine pancreas Type I1) u smesi
acetona i fosfatnog pufera (pH 7,0), Zeljeni alkohol dobija u visokom prinosu. Alkohol se dalje

transformise kao $to je prikazano na Semi 2.1.26.
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Sema 2.1.26. Totalna sinteza biselida A (35). Reagensi i uslovi: a) I2, imidazol, CH2Cls, s.t.,
kvant.; b) PPhs, toluen, 90 °C, kvant.; ¢) LHMDS, reag.1, MS 3A, THF-HMPA, -78 °C, 89%;
d) PPL tip Il, aceton/PB (pH 7,0) = 1:2 (v/v), 27 °C, 2 h; ) TBDPSCI, imidazol, DMF, s.t.,
K2COs, MeOH; ) Dess-Martin-ov perjodinan, CHzClz, s.t.; g) Sn(OTf)2, N-etilpiperidin, reag.2;
CH2Clz, -78 °C do -40 °C, 96%, za dva koraka; h) K2COs, MeOH, s.t.; i) TBSCI, imidazol,
DMF, s.t., kvant.; j) CSA, etilen-glikol, iPrOH, s.t., 97%; k) NalQOa4, 1,4-dioksan, H20, zatim
NaBHjs, s.t., 94%; I) TrCl, piridin, DMAP, CHzClz, s.t.; m) DDQ, PB (pH 6,6), tBuOH, CH2Clz;
n) 3 M LiOH(aq), THF, MeOH, s.t., 81%); 0) 2,4,6-ClsCsH2COCI, EtsN, DMAP, toluen, s.t.,
61%; p) nBusNF, THF, s.t.; q) Ac20, EtsN, DMAP, CH2Clz, s.t., 83%;

r) HCOOH, Et20, s.t., 89%; s) Dess-Martin-ov perjodinan, CH2Cly, s.t; t) reag.3,

1% NiCl2-CrClz2, DMSO, s.t., 3:1; u) TFA, anizol, CH2Clz, 0 °C, razdvajanje pomo¢u HPLC:
50% biselida A, 16% C15-epi biselida A.
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Sema 2.1.27. Sinteza biselida E (39). a) Dess-Martin-ov perjodinan (1,5 ekv.), CH2Cly, s.t.;
b) AcOiPr (12 ekv.), LHMDS (12 ekv.), THF, -78 °C, 3,5 h; ¢) nBusNF (5,3 ekv.), AcOH
(5,3 ekv.), THF, s.t., 1,5 h, kvant.; d) 3 M LiOH(aq), THF, iPrOH, s.t., 14 h; ¢) EDC-HCI,

DMAP, CH2Cly, s.t., 3 h; f) DDQ, PB (pH 6,6), tBuOH, CH2Cly, s.t., 50 min; TBSCI, imidazol,
DMF, s.t., 3 h; g) BFs-OEtz, 1,3-propanditiol, -78 °C, 1,5 h, 88%; h) NalOa, 1,4-dioksan-H:0O,

s.t., 4 h; i) reag.1, NiCl2-CrCl2, DMSO, s.t., 33 h; j) nBusNF, AcOH, THF, s.t., 30 h, 77%;

K) reag.2, py, CH2Clz, -5 °C, 10 min; I) TFA, anizol, CH2Clz, -5 °C, 1 h, 63%; m) iPr2NEt,
CH2Clz, s.t., 1 h; n) Zn(OAc)2, MeOH, s.t., 20 h.

Sinteza biselida E (39) zapocinje oksidacijom odgovarajuéeg alil-alkohola (intermedijera koji
nastaje prilikom sinteze biselida A), slede koraci aldolne kondenzacije, skidanje zastite 1 hidroliza.
Laktonizacija nastale kiseline (korak ¢) daje B-hidroksi-6-lakton, a zatim nizom analognih reakcija

sa pocetka sinteze haterumalida i B-eliminacijom hloracetoksi-grupe nastaje Zeljeni o,p,y,0-
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dinezasi¢eni lakton (Sema 2.1.27). Na kraju, biselid E se dobija uklanjanjem dve hloracetil grupe

cink-acetatom u metanolu (Hayakawa i sar., 2017b).

2-Bromleptoklinidinon (67) je sintetisan 1990. godine u cetiri koraka iz hinolinhinona (Sema
2.1.28, Bracher, 1990).

Sinteza 4-brom-3-pentilfenola (80) pocinje reakcijom (Sema 2.1.29) metil-2-brom-5-
metoksibenzoata i viska butilmagnezijum-hlorida (Rob i sar., 2011). Nakon mezilovanja nastalog
alkohola i hidrogenolize mezilata nastali 4-brom-3-pentilanizol je na kraju konvertovan u

jedinjenje 80.

Sema 2.1.28. Sinteza 2-bromleptoklinidinona (67). Reagensi i uslovi: a) reag.1, CeCls; b) konc.
H2S0s; ¢c) DMF-DEA,; d) NH4CI.

HO

~
Br Br Br
+ " Mmgcl _ 2 b c /&BV/\
? HO

Sema 2.1.29. Sinteza 4-brom-3-pentilfenola (80). Reagensi i uslovi: a) THF, s.t., 2 h, 24,5%; b)
MsCI, EtsN, CH2Cly, s.t., 2 h, zatim NaBHs4, DMSO, s.t., 5 h, 23%; ¢) MesSiPh, Iz, 115 °C, 2 h,
46%.
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U acetonidu D-ksiloze (korak c, Ssema 2.1.30) primarni alkohol je selektivno tozilovan,
hidrogenolizovan, pa benzoilovana (korak f) preostala alkoholna grupa. Uklanjanjem acetalne
zaStite 1 acetilovanjem (korak g, Sema 2.1.30) nastaje jedinjenje 1 (jed.1) koje sa reag.1 (analog
purinske baze) daje zastic¢eni nukleozid (N), kod koga je u reakciji sa NHs pod drasti¢nim uslovima
uklonjena zastitna estarska grupa i izvrSena supstitucija 4-Cl atoma sa 4-NH2 (Sun i sar., 2012).
Sinteza ove nukleotidne baze (koraci a i b) se vr$i najpre hlorovanjem pirolo[2,3-d]pirimidin-4-

ola, a zatim jodovanjem nastalog derivata, pri ¢emu nastaje odgovarajuca baza u prinosu od 95%.

OH Cl | Cl
Y - ) )
N “ N N “
H N H H N
reag.1
TsO H,c ©OH
HO__ OH O/Ho: O/Ho: ’ Kl/oy
_0
e o) f
OH \]\
| Cl | NH,
OBz
HC 1§ . 0BZ /1 SN
A0 OAc h l/) i >
_9, M A0Bz NN OH N>y
o H:C T o HC_ |_o
\’\ OAc - -
jed.1 OAc OH

Sema 2.1.30. Totalna sinteza nukleozida pirolo[2,3-d]pirimidina (81). Reagensi i uslovi:

a) POCIs (visak), refluks, 3 h, 98%; b) NIS (1,01 ekv.), DMF, 0 °C, 2 h, 98%; c) konc. H2SOa4,
aceton, 0 °C, 3 h; zatim 5% Na2COz(aq), 30 min, 87%; d) TsCI (1,1 ekv.), THF, EtsN, 0 °C,
preko noci, 92%; e) LiAlH4, THF, refluks, 6 h, 95%; f) BzCl (1,1 ekv.), CH2Cl2, EtsN, 2 h, 98%);
g) conc. H2S04, Ac20, 26 h, 78%; h) reag.1 (1 ekv.), BSA (1,2 ekv.), TMSOTT (1 ekv.), CH3CN,
s.t. — 80 °C, 12 h, 56%); i) zasi¢en NH3s u MeOH (visak), 130 °C, 12 h, 82%.
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2.2. JODOVANJE AROMATICNIH JEDINJENJA

Aril-jodidi su vazni reagensi (supstrati) u modernim organskim sintezama za formiranje veze
ugljenik—ugljenik. Pored toga, veliki broj jodarena je bioloski aktivan i koriste se kao lekovi.
Primenjuju se u dijagnosticke svrhe, npr. kao radioaktivni markeri u imunoloskim ispitivanjima
(Volkert i Hoffman, 1999). Metode koje se koriste za sintezu aril-jodida mogu biti: direktne (vrsi
se supstitucija vodonika jodom) ili indirektne (dolazi do zamene nekog supstituenta npr.
karboksilna ili diazonijum grupa, jodom). U reakcijama elektrofilne aromati¢ne supstitucije
elementarni jod je najmanje reaktivni halogen (Merkushev, 1988), slabiji je elektrofil od hlora ili
broma. Veliki broj metoda daje dobre rezultate sa arenima koji su bogati elektronima, kao $to su
fenoli, fenol-etri, amini i anilidi, dok su reakcije sa dezaktiviranim jezgrima arena (aromatic¢ne-

kiseline 1 nitro jedinjenja) manje uspesne.

Jodovanje aromata bogatih elektronima, naroCito fenolata, postize se jodom u prisustvu baze.
Ranije se koristio amonijak kao baza za ovu reakciju, medutim, njegova primena je svedena na
minimum usled nastajanja azot-trijodida, kontaktnog eksploziva. Kod jodovanja anilina, amonijak
se zamenjuje natrijum-hidroksidom ili kalijum-karbonatom. Kao baza se moze koristiti i
etilendiamin, koji takode sluzi kao akceptor jodovodonika. Kod aktiviranih arena, ¢esto se javlja
problem regioselektivnosti. Jodovanje derivata anilina moze biti selektivno ukoliko se vrS$i
smesom joda, piridina i dioksana (Monnereau i sar., 2005). Ganguly se bavio jodovanjem elektron-
bogatih aromati¢nih jedinjenja upotrebom Kl i amonijum-peroksidisulfata (Sema 2.2.1; Ganguly i
sar., 2010). Reakcija jodovanja se moze izvrsiti i N-jodsukcinimidom u acetonitrilu (Sema 2.2.2;
Carreno i sar., 1996). Ova metoda je modifikovana, od strane Castanet-a i saradnika 2002. godine,
dodatkom kataliticke koli¢ine trifluorsiréetne kiseline, pri ¢emu nastaje agens za jodovanje, jod-
tris(trifluoracetat). Cirkonijum(IV)-hlorid se koristi kao Lewis-ova kiselina za selektivno para

jodovanje aktiviranih arena (anilin ili fenol), zajedno sa N-jodsukcinimidom (Zhang i sar., 2005).
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Sema 2.2.1. Jodovanje aromati¢nih jedinjenja po Ganguly-ju i sar., (2010)

o.  NIS, CH,CN '
~N - O
20°C,0,5h

Sema 2.2.2. Jodovanje aromati¢nih jedinjenja po Carreno-u i sar., (1996)

Osim za reaktivne supstrate, u reakcijama jodovanja aromati¢nih jedinjenja potreban je
oksidacioni agens koji oksiduje jod u bolji elektrofil (Butler, 1971). Standardna procedura za
jodovanje dezaktiviranih aromati¢nih jedinjenja ukljucuje reakciju sa jodom i koncentrovanom
azotnom kiselinom (Datta i Chatterjee, 1917). U modifikovanoj metodi, supstrat koji je rastvoren
u glacijalnoj siréetnoj kiselini, tretira se jodom, a zatim smeSom azotne i sumporne kiseline na
sobnoj ili povisenoj temperaturi (Tronov i Novikov, 1953). Reakcija moze biti katalizovana azot-
tetroksidom ili kiselinom, a veruje se da je elektrofilna vrsta protonovani NO2I. Najsporiji korak
reakcije je napad nukleofila na [HNO:zI]*. Ukoliko se kao oksidacioni agensi koriste SOs ili HIOs,
pokazano je da je Is* elektrofilna vrsta (Arotsky i sar., 1970), dok je u slucaju peroksikiselina
reagens RCOOI (Ogata i Urasaki, 1970). Primeri oksidacionih agenasa koji se koriste zajedno sa
jodom su: jedinjenja hipervalentnog joda (npr. Ph1(OTf)2) (Panunzi i sar., 2003), NalOa4 (Lulinski
i Skulski, 2000), amonijum-jodid i vodonik-peroksid (Sema 2.2.3; Narender i sar., 2007),
(NH4)2Ce(NOs3)s (Das i sar., 2007), peroksidisulfati (Tajik i sar., 2003) i smesa NalO4/KI/NaCl
(Emmanuvel i sar., 2006).
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Sema 2.2.3. Oksidativno jodovanje aromati¢nih jedinjenja po Narender-u i sar., (2007)

Regioselektivno jodovanje fenola, sa dobrim prinosom moguce je izvesti upotrebom natrijum-
jodida i terc-butil-hipohlorita (Kometani i sar., 1985) ili natrijum-hipohlorita kao oksidansa (Edgar
I Falling, 1990). Formiranje polijodovanih jedinjenja se moze kontrolisati koli¢inom kori§¢enog
natrijum-jodida. Jod-monohlorid je bolji agens za jodovanje od samog joda (Mukaiyama i sar.,
2000), medutim, brzina reakcije opada sa povecanjem koncentracije oslobodenog hlorovodonika
jer on reaguje sa neizreagovanim jod-monohloridom, pri ¢emu nastaje manje reaktivni HICI2. Ovaj
problem se moze prevazi¢i upotrebom (stabilnog) kompleksa jod-monohlorida i piridina
(Muathen, 1994), pri ¢emu piridin neutrali$e nastali hlorovodonik. Identitet proizvoda reakcije jod-
monohlorida i fenola zavisi od eksperimentalnih uslova. Na primer, u odsustvu rastvaraca, glavni
proizvod je proizvod hlorovanja, dok se u sir¢etnoj kiselini dobija proizvod jodovanja. Takode se
za jodovanje koristi i smesa IC1/In(OTf)s (Johnsson i sar., 2005). Jodovanje je mogucée i tretiranjem
supstrata: 1,3-dijod-5,5-dimetilhidantoin i H2SO4 (Chaikovskii i sar., 2001), KI/K103 u metanolu
(Adimurthy i sar., 2003), KI i H202 (Reddy i sar., 2008) i Nal sa katalizatorom od gvozda
(Firouzabadi i sar., 2003). Natrijum-perjodat i jod se koriste za jodovanje -karbolina (Bonesi i
Erra-Balsells, 2001).

Soli srebra reaguju sa jodom, pri ¢emu se talozi srebro-jodid i generise reaktivna elektrofilna vrsta
joda. Takode se mogu koristiti jedinjenja zive, pri ¢emu se zbog toksicnosti soli zive najcesce
koristi ziva(Il)-oksid u dihlormetanu. Jodovanje fenola, kao deo sinteze bifenilendiola, uspesno je
izvedeno jodom i ziva(ll)-acetatom (Hine i sar., 1985). Kori$¢enjem razlic¢itih zivinih soli, Bachky

i saradnici su 1994. godine uocili da je jodovanje aktiviranih aromati¢nih jedinjenja bolje ukoliko
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se koristi ziva(Il)-triflat nego njen nitrat ili hlorid. Nakon tretiranja arilzivinog derivata jodom,
formira se odgovarajuci aril-jodid i ova se reakcija moze izvesti kao ,,0ne-pot“ reakcija. Reakcija
jodovanja moze biti orto-regioselektivna ukoliko se koristi talijum(I11)-trifluoracetat (McKillop i
sar., 1971; Taylor i sar., 1971; Cambie i sar., 1976; Cambie i sar., 1997). Nastalo organotalijumovo
jedinjenje sa vodenim rastvorom kalijum-jodida daje odgovarajuéi aril-jodid i talijum(l)-jodid.
Poznato je ,,solvent-free* jodovanje koje se moze ostvariti upotrebom sledecih reagenasa: joda i
srebro-nitrata (Yusubov i sar., 2007), NalClz i N-bromamonijum soli (Hajipour i Ruoho, 2002),

kao i joda sa Bi(NOs)s na silika-gelu (Alexander i sar., 2003).

Jedna od prvih 1 najcesS¢e koriS¢enih metoda za sintezu aromati¢nih jodida je supstitucija diazo-
grupe jodom (Sandmeyer-ova reakcija, Sema 2.2.4). Prednost ove reakcije u odnosu na druge
metode koje ukljucuju direktno elektrofilno jodovanje aromati¢nih jedinjenja je selektivno
uvodenje joda u odredeni polozaj prstena, dok direktna elektrofilna aromati¢na supstitucija obi¢no
daje smesu regioizomera (Patai, 1978; Godovikova, 1983). Proces diazotovanje-jodovanje se
obi¢no vrsi natrijum-nitritom u dva koraka: diazotovanje amina u kiseloj sredini i naknadna
reakcija sa jodom i Kl (ponekad u prisustvu soli bakra). Kao alternativa ovoj metodi koriste se
skuplji reagensi kao $to su alkil-nitriti sa dijodmetanom ili se uvodenje joda u aromati¢ni supstrat
vr$i pomoc¢u HI/KNO:2 u dimetil-sulfoksidu (Friedman i Chlebowsky, 1968; Smith i Ho, 1990).
Jedna od pogodnih, alternativnih metoda koja daje visok prinos aromati¢nih jodida sekvencijom
diazotovanje-jodovanje odgovarajucih anilina, vrsi se u jednom koraku pomocu smese NaNOz i
KI u rastvoru acetonitrila, u prisustvu p-toluensulfonske kiseline na sobnoj temperaturi (Sema
2.2.4.b; Krasnokutskaya i sar., 2007).

+,/N

) N* KI '
a
©/HSO4‘ “Ny, - KHSO,
/©/NH2 NaNO,, KI /@/'
b) -
O,N MeCN, p-TsOH, 10-25 °C, 84%  oN

Sema 2.2.4. Primeri Sandmeyer-ove reakcije: a) uobicajeni pristup, b) modifikovana reakcija od

strane Krasnokutskaya-e i saradnika
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2.3. ARISTOL

Aristol postoji na trziStu ve¢ 130 godina i prodaje se pod ve¢im brojem trgovackih naziva:
timol-jodid, dijodditimol, anidalin, timotol, jodtimol, timodin i dr. (Bengtsson, 1990). Aristol je
materijal koji se dobija direktnim jodovanjem timola pod baznim uslovima. Danas se smatra
odli¢nim antiseptikom (Shoemaker, 1893; FDA?, 2015). Koristi se za lecenje velikog broja koznih
oboljenja (venskih Cireva, psorijaze, koznih apscesa), gonoreje, limfadenitisa, periostitisa itd.
(Shoemaker, 1893; FDA, 2015). Takode se koristi (slika 2.3.1) i u zubarstvu (npr. kod
gangrenoznih pulpi, kao antiseptik za kanale korena zuba), u svim sluc¢ajevima gde mogu da se
primene uobicajeni antiseptici (Shoemaker, 1893; FDA, 2015; Gorgas, 1895). U poredenju sa
jodoformom, aristol ne iritira zdravu kozZu, nema poznatih toksi¢nih efekata i nema neprijatan miris

(Shoemaker, 1893).

Slika 2.3.1. Izgled pakovanja komercijalno dostupnog aristola (timol-jodida)?

Na osnovu skora$nje preporuke aristol bi trebalo da se nade na listi magistralnih farmaceutskih
preparata (sekcija S03A Americkog federalnog akta za hranu, lekove i kozmeticke preparate, FDA,
2015). Smatra se (pogresno) da aristol predstavlja potpuno hemijski okarakterisanu supstancu
(FDA, 2015). Struktura i hemizam nastajanja aristola su intenzivno proucavani u periodu izmedu
1889. i 1950. Cak i nakon 100 godina istraZivanja, struktura supstance (ili supstanci) koju (koje)

danas nazivamo aristol nije odredena, a mehanizam nastajanja nije poznat. lako se formula ditimol-

1 U.S. Food and Drug Administration, Pharmacy Compounding Advisory Committee Meeting, Center for Drug
Evaluation and Research, February 23-24, 2015.
2 Edward Hand Medical Museum, https://edwardhandmedicalmuseum.org/ (web stranici pristupljeno jula 2019)
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dijodida u literaturi (Woollett, 1921) navodi kao (C10H1210)2 (molekulska masa 550), nije utvrdeno

na koji nacin su medusobno povezani atomi joda i fragmenti timola

Do sada su, u pomenutom periodu, objavljeni rezultati istrazivanja Koja su se bavila
rasvetljavanjem strukture aristola pomocu klasi¢nih metoda (degradacija i sinteza), ali ne postoji
ni jedna studija u kojoj su koris¢ene moderne spektralne metode. Messinger i Vortmann su 1889.
predlozili strukturu 86 za ,,crveni aristol®, i strukturu 87 za ,,zuti aristol®, to jest, smatrali su da
aristol predstavlja smesu hipojoditnih estara jodovanih fenola (to jest, jodoksil-derivate), ali nisu
naveli dokaze sa svoje tvrdnje (Sema 2.3.1). Sedam godina kasnije, Urban (1896) je ponovio
sintezu aristola i predlozio strukturu 88, ali u radu nije pruzio neophodne informacije koje bi je

podrzale.

Dannenberg (1903) je predlagao strukture za ,,crveni® (89) i ,,zuti” (90) aristol. Bougault (1918)
je predlozio strukturu 91 gde je jod direktno vezan za aromati¢no jezgro timola, dok su strukturni
fragmenti timola medusobno dodatno povezani i peroksidnim mostom. Moles i Marquina (1919)
su prvi predlozili simetri¢nu strukturu 92 sa slobodnim fenolnim grupama. Sanna i Zucca (1951)

su verovali da je aristol antracenski derivat 93.

G

89

ot 4

Sema 2.3.1. Do sada predlagane strukture aristola dostupne u literaturi

91
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Slika 2.3.2. Izgled web-strane proizvodaca Sigma-Aldrich koji navodi strukturu 94 za aristol

Danas veéina farmakopeja i komercijalnih izvora (na primer, sajt proizvodaca Sigma-Aldrich?,
slika 2.3.2) strukturu aristola navodi kao 4,4’-bis(jodoksi)-2,2'-dimetil-5,5'-bis(1-metiletil)-1,1'-
bifenil, iako ne postoje u literaturi dokazi koji bi i8li u prilog strukture 94.

Problemi sa kojim su se istrazivaci susretali prilikom odredivanja strukture aristola poti¢u od
¢injenice da aristol najverovatnije ne predstavlja jedno jedinjenje, ve¢ da je to smesa nekoliko
jedinjenja. Vecina informacija dobijenih klasiénim hemijskim analizama (rastvorljivost,
reaktivnost i odredene fizicke konstante), na osnovu kojih su predlagane strukture, verovatno su

bile drugacije od uzorka do uzorka, zbog razli¢itih relativnih koli¢ina sastojaka.

3 https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=552-22-
7&interface=CAS%20No0.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=SX&focus=product&gclid=Cij0KCQjw1MXpBRD
jARIsAHtdN-1u6EgSxBJuunflesfmMh7emm s9gu OWAzmdATpOzJCCrg-u9yvgkaAkofEALW wcB
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2.4. OKSIDATIVNO KUPLOVANJE FENOLA

Reakcija oksidacije fenola do dehidrodimera je dobro poznata vise od jednog veka. Veliki broj
radova iz ove oblasti objavljen je i pre 1900. godine. Na primer: formiranje dilaktona (95) galne
kiseline (elaginska kiselina) i njenih derivata (Sema 2.4.1; Griessmayer, 1871; Ernst i Zwenger,
1871); dobijanje para-para i orto-orto kuplovanih dimera 1-naftola (Dianin, 1873); sinteza
difenohinona 96 iz 2,6-dimetoksifenola (Sema 2.4.1; Hofmann, 1878); kao i dobijanje 2,2'-
dihidroksibifenila iz samog fenola (Kammerer i Benzinger, 1878). Reagensi kori§¢eni u ranijim
radovima su najéesce bili: soli gvozda(lll), kalijum-heksacijanidoferat(l1l), kiseonik i halogeni;
takode su bile poznate i elektrohemijske metode, kao i reakcije katalizovane enzimima. Na primer,
enzimska reakcija je koris¢ena ¢ak u 19. veku za dobijanje dehidrodieugenola (Bourquelot, 1896).
Sredinom dvadesetog veka, utvrdeno je da biosinteza velikog broja prirodnih proizvoda ukljucuje
oksidativno kuplovanje fenola (Barton i Cohen, 1957; Erdtman i Wachtmeister, 1957). Prilikom
nastajanja nekih alkaloida najmanje jedan korak biosinteze predstavlja oksidativno kuplovanje
fenola. Takode, biosinteza lignana, lignina, tanina, biljnih pigmenata, kao i pigmenate insekata,
hormona tiroksina i nekih antibiotika ukljucuje oksidativno kuplovanje fenola (Battersby, 1967;
Harkin, 1967; Weinges i Spanig, 1967; Humphries, 1963; Scott, 1967; Cameron i Todd, 1967;
Taurog, 1967).

@)

/ \
o OH (0] O
e et aces
HO o 0] O
\ /

o)
Sema 2.4.1. Struktura dilaktona galne kiseline (elaginska kiselina, 95) i difenohinona 96
2.4.1. MEHANIZMI OKSIDATIVNOG KUPLOVANJA FENOLA

Poznavanje mehanizama oksidativnog kuplovanja je znacajno prilikom planiranja sinteza. Kod

ovih mehanizma, treba uzeti u obzir:

e Osobine supstrata — oksidaciji mogu podlec¢i nejonizovani fenol ili fenolatni anjon, §to vodi
formiranju razli¢itih intermedijera. Takode, proizvod nakon kuplovanja moze da bude novi

supstrat za oksidaciju.
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e V/rsta reagensa — koriste se homogeni i heterogeni reagensi koji poseduju $irok interval
redoks-potencijala.

e Tok reakcije —najcesce se ukupno dva elektrona i dva protona uklanjaju pri oksidaciji, tako
da je mogu¢ razli¢it redosled koraka reakcije. Mogu se pojaviti dva jednoelektronska
koraka ili dvoelektronski korak, §to vodi radikalskim ili jonskim procesima. Reakcioni put
moze ukljuciti oksidaciju jednog fenolnog jezgra do hinona ili hinonmetida koji je pracen

neoksidativnim korakom kuplovanja.
Glavni reakcioni mehanizmi su prikazani na Semama 2.4.2-2.4.7:
2.4.1.1. KUPLOVANJE ARILOKSI RADIKALA

Sema ilustruje najéesée prihvaceni mehanizam za para-para kuplovanje jednostavnih fenola.
Oksidacija do radikala (97) moze se vrsiti od samog fenola ili fenolatnog anjona u zavisnosti
od pH sredine. Formiranje ovih radikala je potvrdeno ESR spektroskopijom (Stone i Waters,
1964; Mdller i sar., 1965; Mdller i sar., 1966). Korak kuplovanja od 97 do 98 moze biti
reverzibilan i u odsustvu kiseline enolizacija 98 do bifenila je spora i odreduje ukupnu brzinu

reakcije.
2.4.1.2. SUPSTITUCIJA RADIKALA

Ukoliko je svaki radikal okruzen molekulima neoksidovang fenola ili fenolatnim anjonima,

mogucéa je aromati¢na supstitucija, naroéito kod intramolekulskih reakcija. Sema 2.4.3.

R

R R R R
-HY, -e |
0D o 0
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/ 98
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0 lkat. H*
RIj R R

Sema 2.4.2. Mehanizam kuplovanja ariloksi radikala
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Sema 2.4.3. Reakcioni put oksidativnog kuplovanja fenola supstitucijom radikala

pokazuje verovatni reakcioni put koji obuhvata inserciju radikala u fenoksid pra¢enu

kuplovanjem (McDonald i Hamilton, 1973).
2.4.1.3. ELEKTROFILNA AROMATICNA SUPSTITUCIJA

Sema 2.4.4. pokazuje da dodatna jednoelektronska oksidacija ariloksi radikala ili dvo-
elektronske oksidacije pomocu elektrona metala daje aril-katjone, koje mogu dovesti do

stvaranja kuplovanog proizvoda elektrofilnom supstitucijom.
2.4.1.4. KONCERTOVANO KUPLOVANJE | TRANSFER ELEKTRONA

Jonska supstitucija fenola fenolatom koncertovanim mehanizmom prikazana je na Semi 2.4.5.
lako je mehanizam srodan prethodnom, u toku ovog mehanizma ne nastaju aril-katjoni iako je
to verovatno energetski povoljnije; smatra se da se oksidacija fenola talijumom(l1l) odvija na

ovaj nacin.
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Sema 2.4.4. Mehanizam elektrofilne aromati¢ne supstitucije
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Sema 2.4.5. Mehanizam koncertovanog kuplovanja i transfera elektrona
2.4.1.5. POSTOKSIDATIVNO KUPLOVANJE

U nekim slu¢ajevima oksidacija moze biti zavrSena pre nego §to dode do kuplovanja, pa je
priroda koraka kuplovanja drugacija u odnosu na prethodne mehanizme. Takve su reakcije
koje ukljucuju oksidaciju do hinona ili hinonmetida, tako da je drugi korak neoksidativan, tj.

oni dalje adiraju nukleofil, npr. fenol, ili podlezu cikloadiciji. Primeri su dati na Semi 2.4.6:
oH  X=0C o)
o — 7
HO o

Sema 2.4.6. Primeri prvog koraka postoksidativnog kuplovanja
2.4.1.6. RADIKAL-KATIJONSKE REAKCIJE

Jednoelektronska oksidacija aril-etra, npr. anodna, daje radikal-katjon koji moze podleci
kuplovanju (prikazan kao dimerizacija) ili supstituciji neutralnog fenol-etra. Oba puta su
prikazana na semi 2.4.7, a drugi proizvodi su mogu¢i ukoliko se kuplovanje vrs$i na vec
supstituisanom ugljeniku. Mehanizam ovog tipa je znacajan kod kuplovanja fenol-etra sa
drugim fenol-etrima ili fenolima, a ne treba ga odbaciti u odredenim sluc¢ajevima i kod

kuplovanja dva fenola.
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Sema 2.4.7. Mehanizam radikal katjonske reakcije
2.4.2. REGIOSELEKTIVNOST OKSIDATIVNOG KUPLOVANJA FENOLA

2.4.2.1. C—C KUPLOVANJE FENOLA

Oksidacijom fenola (kao u Ssemi 2.4.8), uz gubitak jednog protona i jednog elektrona, nastaje
ariloksi radikal, koji se moze dalje dimerizovati na pet nacina pri ¢emu su moguca tri C-C i
dva C-O vezivanja. Generalno, najveci slobodnoradikalski karakter nalazi se u para polozaju,
ali je kuplovanje reverzibilno (brze od tautomerizacije dienona do difenola) i odnos proizvoda
C-C kuplovanja za konkretni fenol zavisi od pH, temperature, koncentracije i oksidansa,
(Anderson i sar., 1977). Cesto se kao rezultat kuplovanja dobija smesa dehidrodimera. Tesko
je postié¢i selektivnost U reakcijama mesovitog kuplovanja fenola i izbe¢i homokuplovanje.
(Ashenhurst, 2010). Kuplovanje je regioselektivno u slu¢ajevima kada je aromatic¢no jedinjenje
supstituisano u jednom ili dva orto/para polozaja. 0,0-Disupstituisani fenoli daju odlic¢an
prinos para-para kuplovanih proizvoda (Musso i sar., 1964). Dobijeni su kvantitativni prinosi
razli¢ito supstituisanih difenohinona (npr. 99, Sema 2.4.9) iz odgovarajucih fenola oksidacijom
smeSom srebro-karbonata i celita u klju¢alom benzenu (Balogh i sar., 1971); ukoliko je

supstituent terc-butil grupa prinos je kvantitativan, a reakcija je brza sa
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heksacijanidogvozdevom(l11) kiselinom u metanolu (Taimr i Pospisil, 1971), dok je sa metil
grupom kao supstituentom prinos 92% ako se za oksidans upotrebi trifenilbizmut(l111)-karbonat
(Barton i sar., 1981). U reakcijama oksidativnog kuplovanja fenola kori$¢en je veliki broj
drugih oksidanasa, pri ¢emu se dobijaju razliCiti prinosi; npr. oksidacija 2,6-dimetilfenola
reagensom koji predstavlja smesu srebro(l)-nitrata i kalijum-persulfata, ima prinos od 27%
(Bacon i lzzat, 1966), a sa mangan(lll)-acetilacetonatom prinos je 45% (Dewar i Nakaya,
1968). Sli¢no, za kuplovanje razli¢itih fenola mogu da se koriste: vanadijum(IV)-hlorid,
vanadil-hlorid, kalijum-heksacijanidoferat(l1l) itd. (Carrick i sar., 1969, Allport i Bu'Lock,
1960).

p-Krezol daje Pummerer-ov keton (100, Sema 2.4.9) u dobrom prinosu ukoliko se tretira
srebro(l)-karbonatom (Anderson i sar., 1977); dok sa gvozde(Ill)-hloridom daje najmanje

deset proizvoda medu kojima i ovaj keton.

H . ‘
o) e o) o) - o<
-e
proizvodi C,-C,, C,-C,, Cy-C,, Cyp-O, C,-0O

Sema 2.4.8. Nastajanje ariloksi radikala i moguc¢i na¢ini vezivanja u dimerima

R R R
ol A= A
R R R o) O
99 100

Sema 2.4.9. Uopstene strukture 0,0-disupstituisanog fenola i difenohinona; struktura

Pummerer-ovog ketona
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2.4.2.2. KUPLOVANJA PREKO BENZILNIH UGLJENIKA

Mali broj oksidativnih kuplovanja ukljucuje generisanje benzilnog radikala i formiranje veze
na tom mestu. Ta¢an mehanizam ovog procesa nije uvek poznat, ali se smatra da dolazi do
primarne oksidacije fenolnog kiseonika, a nakon toga do migracije vodonika iz benzilnog
polozaja. U praksi se mogu dobiti odli¢ni prinosi nekih kuplovanih proizvoda ovog tipa, npr.
oksidacijom razli¢itih p-krezola (101) srebro(l)-oksidom na celitu uz refluktovanje u suvom
benzenu; tom prilikom nastaju odgovaraju¢i bishinonmetidi (102) (Balogh i sar., 1971).
Emodin-antron (103) se oksiduje u piridinu kiseonikom pri ¢emu se formira dehidro-dimer 104
(Brockmann, 1957).

2.4.3. OKSIDATIVNO KUPLOVANJE FENOLA POMOCU JODA

Poznato je da se jod u baznoj sredini koristi za jodovanje fenola. Medutim, pod odredenim
reakcionim uslovima jod moze da dovede i do oksidativnog kuplovanja fenola, npr. ukoliko se
reakcija izvodi u metanolu u prisustvu kalijum-hidroksida (Omura, 1984). Ishod reakcije zavisi
od prirode supstituenata na jezgru i koli¢ine joda koja se koristi za reakciju, i moze do¢i do
jodovanja, oksidacije do stabilnog fenoksi-radikala, oksidativne dimerizacije ili benzilne
oksidacije. Sterno zasticeni radikali su stabilni, npr. 2,4,6-tri-terc-butilfenoksi-radikal, kod
koga su u orto- i para-polozajima vezane voluminozne grupe koje otezavaju kuplovanje.

Dodatkom metanolnog rastvora joda (0,5 ekv.) u bazni (sadrzi viSak KOH) metanolni rastvor

Ri OH O OH

Boosl

103
OH O OH

HO ‘ ‘ ‘
RYS®

OH O OH
104

102

Sema 2.4.10. Primeri benzilnih oksidativnih kuplovanja fenola
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Sema 2.4.11. Reakcija 2,4,6-tri-terc-butilfenola (105) sa jodom

2,4,6-tri-terc-butilfenola (105) trenutno nastaje pomenuti radikal koji boji rastvor plavo (Sema
2.4.11). Medutim, u reakciji sa bromom nastaje 2.,4,6-tri-terc-butil-4-metoksi-2,5-
cikloheksadien-1-on (Mdller i sar., 1954).

Reakcija 2,6-di-terc-butil-4-metilfenola (106) sa jodom, pod istim uslovima, vodi, na kraju, ka
nastajanju belog taloga, a intermedijarno je rastvor svetlo plavozelenkaste boje koja brzo
nestaje, Sto ukazuje na formiranje odgovarajuceg fenoksi-radikala. Beli talog koji se izdvaja je
dimer 4-fenoksi-2,5-cikloheksadien-1-ona (107) (prinos 93%), proizvod dimerizacije ovog
fenoksi-radikala kuplovanjem preko kiseonika (Sema 2.4.12). Ovaj dimer moZze nastati i
oksidacijom pomocu vodenog rastvora joda (od 0,5 ekv. do viska) i kalijum-jodida u smesi
rastvaraca (metanola) i baze (etilendiamin). Dodavanjem etra (ili benzena) u reakcionu smesu,
dolazi do brze razgradnje nastalog kuplovanog proizvoda i nastajanja
2,6-di-terc-butil-4-(3,5-di-terc-butil-4-hidroksifenil)-4-metil-cikloheksa-2,5-dien-1-ona
(108), kao glavnog proizvoda i manje zastupljenih 3,5,3',5'-tetra-terc-butil-[1,1’-bifenil]-4,4'-
diola (109) i 2,6-di-terc-butil-1,4-benzohinona (110).

Razlaganje Cistog dimera u etru u prisustvu ili odsustvu kiseonika daje smesu 4,4'-(etan-1,2-
diil)bis(2,6-di-terc-butilfenola) (111) i 4,4'-(etan-1,2-diiliden)bis(2,6-di-terc-butilcikloheksa-
2,5-dien-1-ona) (112) i pocetni fenol (106) (Sema 2.4.13).

I .
2 HO —— 2 0 — 0 o
OH/MeOH
107

106

Sema 2.4.12. Reakcija 2,6-di-terc-butil-4-metilfenola (106) sa jodom
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Sema 2.4.13. Proizvodi nastali razlaganjem jedinjenja 107
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Sema 2.4.14. Strukture 2,4,6-trimetilfenola (113), 2,6-dimetil-4-(metoksimetil)fenola (114) i
3,5-dimetil-4-hidroksibenzaldehida (115)

2,4,6-Trimetilfenol (113) u reakciji sa jodom (1 ekv.) i KOH daje 2,6-dimetil-4-
(metoksimetil)fenol (114, Sema 2.4.14) u odliénom prinosu (84%), kao i 3,5-dimetil-4-
hidroksibenzaldehid (115, 5%).

Medutim, 2,6-di-terc-butilfenol (116) sa jodom najpre daje proizvod jodovanja 2,6-di-terc-
butil-4-jodfenol (117) koji se brzo konvertuje u difenohinon 119, reakcijom koja je
katalizovana jodidom. Ukoliko smesa sadrzi nesto vise od 1 ekv. joda onda se celokupna
koli¢ina jodovanog derivata prevodi u hinon. Pretpostavlja se da kao intermedijer u ovoj
reakciji  nastaje  3,3',5,5'-tetra-terc-butil-1,1'-dijod-bi(cikloheksa-2,5-dien-1-il)-4,4’-dion

(118), koji je nestabilan i na sobnoj temperaturi dolazi do dejodovanja.
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Sema 2.4.15. Reakcija 2,6-di-terc-butilfenola (116) sa jodom

U reakciji para-krezola sa 4 ekv. joda u baznom (KOH) metanolnom rastvoru nastaju 2,6-
dijod-4-metilfenol (120) (glavni proizvod) i 2,6-dijod-4-(metoksimetil)fenol (121) (sporedni
proizvod) (Sema 2.4.16). Najpre dolazi do brze reakcije dijodovanja odgovarajuéeg fenola pri
Cemu se trosi 2 ekv. joda. Zatim se potroS$nja joda usporava, a tamno-braon boja reakcione
smese, koja potice od joda, ne gubi se ni nakon 2 h. Visak joda je izazvao oksidaciju metil
grupe dijodfenola pri ¢emu nastaje jedinjenje 121. Prinos jedinjenja 121 se povecava
upotrebom velikog viska joda (14 ekv.). Zamenom Kalijum-hidroksida, npr. kalijum-
karbonatom, ne nastaje metil-etar (121) dok upotrebom natrijum-metoksida kao baze, ovo

jedinjenje nastaje u visokom prinosu.

Sema 2.4.16. Proizvodi nastali u reakciji jodovanja (sa 4 ekv. joda) p-krezola
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2.4.4. OKSIDATIVNO KUPLOVANJE U PRIRODI

Nastajanje tiroksina, tiroidnog hormona, dobar je primer oksidativnog kuplovanja u prirodi;
nastaje iz aminokiseline tirozin, najpre jodovanjem, a zatim oksidativnim kuplovanjem (O-Cp)

i uklanjanjem lanca od tri ugljenika (Sema 2.4.17, Hart i Reilly, 1978).

Bell i saradnici su 1997. godine biomimetickom studijom proucavali mehanizam sinteze
tiroksina, pri ¢emu su vrsili oksidativno kuplovanje etil-estra N-acetil-3,5-dijodtirozina do etil-
estra N-acetiltiroksina. Predlozeni mehanizam obuhvata oksidaciju fenolata do fenoksi-
radikala (Sema 2.4.18), koji potom brzo reaguje sa fenolatnim anjonom i formira intermedijerni
radikal-anjon. Dimerizacijom fenoksi-radikala nastaje dienon. Fenoksi-radikal je prisutan u
smesi u maloj koncentraciji za razliku od fenolata, tako da je pomenuta reakcija mnogo brza u
odnosu na reakciju izmedu dva molekula radikala pretpostavlja se da je gubitak bo¢nog niza

E2 eliminacija (Bell i sar., 1997).

COOH oksidativno
/©/\( Jodovanje kuplovanje
COOH

| COOH |
| o)
NH, NH,
0
[ HO | COOH
|

Sema 2.4.17. Sematski prikaz biosinteze tiroksina
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Sema 2.4.18. Potencijalni mehanizam biosinteze tiroksina.

Prisustvo atoma joda u molekulu olaksava eliminaciju bo¢nog lanca, ¢ine¢i dienon boljom
odlaze¢om grupom. Takode, pKa 3,5-dijodtirozina je 6,35 Sto ga ¢ini oko 100 puta Kiselijim od
3-jodtirozina, tako da se 3,5-dijodtirozin jonizuje na fizioloskom pH. Veli¢ina atoma joda ima
ulogu u sternom dirigovanju kuplovanja, pri ¢emu diktira para regioselektivnost. Metilenska
grupa u para polozaju je manja od atoma joda, a rotacijom oko Ar—CH: sprecava se guranje
sa o-acetamidoestarskom grupom. Medutim, ova regioselektivnost moze da se objasni i
¢injenicom da je elektronska gustina kod fenoksi radikala veéa u para polozaju nego u

orto-polozaju.
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2.5. ATROPIZOMERIJA

Atropizomeri* su stereoizomeri koji nastaju usled oteZane rotacije oko jednostrukih veza. Na
primer, zbog sternih smetnji izazvanih prisustvom orto supstituenata kod bifenila, rotaciona
barijera izmedu konformera je dovoljno visoka da je moguée njihovo izolovanje. Poseban izazov
je 1zolovanje atropizomera koji su posledica ogranicene rotacije oko veza izmedu atoma koji su
sp2-sp® i sp3-sp? (Eliel i Wilen, 1994; Oki, 1993; Lomas i Dubois, 1976). Desetak godina posle
detektovanja prvih atropizomera kod 6,6’-dinitrobifenil-2,2'-dikarboksilne kiseline, Kuhn je 1933.
godine uveo termin atropizomerizam (Sema 2.5.1; Christie i Kenner, 1922).

HOOC ‘ NO, O,N ‘ COOH
HOOC l NO, HOOC l NO,

Sema 2.5.1. Atropizomeri 6,6'-dinitrobifenil-2,2’-dikarboksilne kiseline
2.5.1. ATROPIZOMERIJA KAO POSLEDICA OTEZANE ROTACIJE OKO Sp>~Sp? VEZA

Ovu kategoriju najve¢im delom ¢ine bifenili. Atropizomeri su enantiomerni jer dva benzenova
prstena nisu koplanarna, a zato $to su oba prstena asimetri¢no supstituisana, ravan koja sadrzi jedan
od benzenovih prstenova i C—C vezu sa drugim prstenom nije ravan simetrije. Ovaj tip izomerije
se javlja ne samo kod bifenila, ve¢ i kod drugih jedinjenja kod kojih je rotacija oko sp>-sp? veze
ograni¢ena i dve ravni koje sadrze sp? centre se ne poklapaju i nejednako su supstituisani. Takode,

amidi, nitrozoamini i enamini spadaju u ovu kategoriju.
2.5.2. ATROPIZOMERIJA KAO POSLEDICA OTEZANE ROTACIJE OKO Sp?-sp® VEZA

Atropizomerija oko sp?>-sp® veze ima tri ili Sest rotacionih barijera, $to je sli¢no kao kod jedinjenja
(2)-3-penten-2-ol ilustrovano na semi 2.5.2. Energetskom minimumu odgovara konformer kod
koga je Me (metil-grupa) pod uglom od 30° u odnosu na H-atom na dvostrukoj vezi. Konformer
koji odgovara energetskom maksimumu je onaj gde je Me-grupa eklipsna sa C=C, pri ¢emu

energetska barijera iznosi 4,68 kcal mol™. Ukoliko je ugao izmedu Me-grupe i C=C 140°,

4 Gr¢. atropos, u prevodu ,.koji se ne okreée* (a-ne i tropos-obrnuti)
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Sema 2.5.2. Barijere koje se javljaju oko sp>~sp? veze kod (Z)-3-penten-2-ola

onda je OH grupa eklipsna sa C=C, pa ovaj konformer odgovara drugom maksimumu energije, sa

energetskom barijerom od 2,72 kcal mol™. Sli¢no se moze tumagiti i kod aromati¢nih sistema.

Prvi sluaj sp?-sp® atropizomera otkrili su Chandross i Sheley (1968) kada su utvrdili da su orto
metil-grupe 9-mezitilfluorena neekvivalentne na svim ispitivanim temperaturama. Energetska
barijera odredena za 9-hlor jedinjenje (B; Sema 2.5.3) bila je mnogo manja. U kasnijim
istrazivanjma Riekler-a i Kessler-a odredene su vrednosti za barijere; redosled veli¢ina barijera bio
A>C>B (Sema 2.5.3), drugim re¢ima jedinjenje sa najmanjim supstituentom u polozaju 9 ima
najve¢u barijeru i obrnuto. Zamenom mezitil grupe 2,6-dimetoksifenil grupom, znacajno se
smanjuje energetska barijera, tj. drugim re¢ima smanjenje veli¢ine grupa X i Y dovodi do snizenja

barijere.

A, X=H, R=H
B, X=Cl, R=H

C, X=OH, R=H

D, X=Cl, R=CH(CH3),

Sema 2.5.3. Struktura derivata 9-mezitilfluorena koji pokazuju sp?-sp? atropizomeriju

Visoke barijere se uocavaju kod jedinjenja poput onih na Semi 2.5.4, a u tim slucajevima
atropizomeri se mogu izolovati, a njihova interkonverzija moze da se proucava klasi¢nim

kinetickim metodama. Barijera u jedinjenju A na Semi 2.5.4. (Nakamura i Oki, 1974) od 27
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kcal/mol je priblizna barijeri A na Semi 2.5.3, medutim u slucaju jedinjenja B na Semi 2.5.4 (Ford
i sar., 1975) barijera od 33 kcal/mol je znafajno veca nego kod jedinjenja C, $to pokazuje da
povecanje grupe N ili O (S8ema 2.5.2) povecava barijeru kao $to je i predvideno. Povecanje veli¢ine
i N i O, sa druge strane, nema aditivni efekat jer se prolazak X pored N i Y pored O ne desava
istovremeno. Aktivaciona energija za ap-sp interkoverzije kod monometil (C) i dimetil (B)
jedinjenja je gotovo ista.

Sema 2.5.4. Strukture 9-arilfluorena.

Na sobnoj temperaturi mogu se izolovati izomeri 2,2,4,4-tetrametil-3-(o-tolil)pentan-3-ola (Sema;
2.5.5; Brown, 1966). Konformacije ovih izomera su odredene rendgenskom strukturnom
analizom, koja je pokazala da je rastojanje o-metil grupe i kiseonika hidroksilne grupe u
sinperiplanarnom izomeru samo 2,66 A, a C—O veza je pod uglom od 11,6° u odnosu na benzenov
prsten. Kod nekih jedinjenja signali ovakvih izomera u *H NMR spektrima na sobnoj temperaturi
se ne razlikuju ve¢ se javlja samo jedan signal usled brze rotacije, npr. kod 1,3,6,8-tetra-terc-
butilnOaftalena na sobnoj temperaturi se javlja jedan singlet za terc-butil grupe u polozaju 1 1 8,
dok se na -80 °C signali $ire, a razdvajaju na -153 °C (Anderson i sar., 1972).

CHs CH,
C(CHa), @OH
SC(CHa)s C(CHa)s OO
OH (CH3)3

C

O\ll

a b

Sema 2.5.5. Strukture a i b: atropizomeri 2,2,4,4-tetrametil-3-(o-tolil)pentan-3-ola; struktura c:
1,3,6,8-tetra-terc-butilnaftalen.
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2.5.3. ATROPIZOMERIJA KAO POSLEDICA SPRECENE ROTACIJE OKO sp3-sp® VEZE

Ukoliko je rotaciona barijera oko sp3-sp® veze dovoljno visoka i ako je odgovarajuca struktura
nesimetri¢na, atropizomeri Se mogu izolovati. Tripticen i dibenzobiciklo[2.2.2]oktatrien su sistemi
na kojima moze da se objasni atropizomerija ovog tipa (3ema 2.5.6). Oki i Yamamoto (1972) su
izolovali ap i sc dijastereomere dibenzobiciklo[2.2.2]oktadiena. Upros¢ene Newman-ove
projekcione formule pokazuju da je ap izomer meso dok sc odgovaraju M i P enantiomerima. ap-

Izomer je inicijalni proizvod Diels-Alder-ove reakcije, a odnos sc:ap u smesi je 3:1, dok energetska

¥

EHD — TR -

Et

barijera iznosi 33,2 kcal/mol.

ap Psc
Sema 2.5.6. Atropizomeri u sistemu 3,4-dihlortripticena (tribenzobiciklo[2.2.2]oktatriena)

Tripticenski sistem prikazan na Semi nastaje in situ adicijom dihlorbenzina na odgovarajuci
supstituisani antracen (ap), ili benzina na odgovarajuci supstituisani dihlorantracen (sp). Ovaj tip
atropizomerije je poznat i za jednostavnija jedinjenja, kod 1,1,2,2-tetra-terc-butiletan, koja
pokazuju dva razlicita skupa signala za terc-butil protone. U srodnom 1,2-di(1-adamantil)-1,2-di-
terc-butil-etanu su izolovana dva atropizomera (Flamm-ter Meer i sar., 1986). Energetska barijera
od 66,3 kcal/mol kod tetra-terc-butil jedinjenja je najveca poznata kod acikli¢nih ugljovodonika
(Flamm-ter Merr i sar., 1986).

Veliki broj atropizomera je prisutan u prirodi. Iz australijskog plastasa roda Didemnum sp.

izolovan je lamelarin-S, koji predstavlja prvi primer atropizomerije.
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2.6.,,ZELENE“ SINTEZE

Usled zagadenja Zivotne sredine, devedesetih godina proslog veka javila se potreba za razvojem
ekoloski prihvatljivih industrijskih procesa, $to je vodilo ka razvoju ,,zelene* (green) ili ,,odrzive*
hemije. Zakon o sprecavanju zagadenja, donesen 1990. godine, podigao je svest naucnika o potrebi
za razvojem na ovaj nacin inovativnih hemijskih tehnologija. Paul Anastas je uveo termin ,,zelena‘“
hemija i definisao oblast njene primene. Kasnije su pokrenuti razliCiti istrazivacki programi
»zelene® hemije, kao 1 njena promocija i dodela nagrada 1 stipendija koje su podstakle razvoj

istrazivanja za sprecavanje zagadenja u istrazivackim laboratorijama i u industriji.

Sa teorijskog aspekta koncepti kao Sto su ,,ekonomija atoma“ (koju je predlozio Trost, 1991) 1 ,,E
faktor” (uveden od strane Sheldon-a), promenili su nacin sagledavanja kvantitativnih kriterijuma
na osnovu kojih bi se odredilo da 1i i koliko je neki proizvod ili proces ,,zelen” (Sheldon, 2007;
Constable i sar., 2002). U danasnje vreme veliki broj najsavremenijih procesa je neefikasan, bez
obzira na razvoj nauke i moguénosti sinteza vrlo slozenih molekula. Koncept ,,ekonomije atoma“
treba da naglasi vaznost ove neefikasnosti, dok faktor E pokazuje koliko se proizvede kilograma
hemijskog otpada za svaki kilogram ¢istih hemijskih ili farmaceutskih proizvoda. U savremenim
organskim sintezama veliki izazov je posti¢i dobru efikasnost 1 smanjiti zagadenje Zivotne sredine

hemijskim otpadom, kao i njegov uticaj na zdravlje ljudi.

Institut zelene hemije (Green Chemistry Institute), oformljen 1997. godine, imao je vaznu ulogu u
razvoju ove hemije, a njegova uloga se ogledala u saradnji sa industrijom i univerzitetima po
pitanjima zaStite Zivotne sredine, a svoju medunarodnu mrezu je pros$irio na 27 zemalja. Anastas
je bio jedan od osnivaca. Medutim, osnivanje Casopisa Green Chemistry, od strane Kraljevskog

hemijskog drustva, podstaklo je dalji razvoj.

Anastas i Warner su 1998. godine napisali najprodavaniju i najcitiraniju knjigu iz oblasti zelene
hemije: ,,Zelena hemija, teorija i praksa™ (Green Chemistry: Theory and Practice), gde su izveli
12 principa zelene hemije. Principi, koji su zamisljeni kao smernice za prakti¢nu hemiju, pruZaju
dovoljno informacija za hemicare, bilo sa univerziteta bilo iz industrije, kako da sprece zagadenje

kroz ekoloski savesni dizajn hemijskih proizvoda i procesa:

1. Bolje je spreciti nastajanje otpada nego ga tretirati 1 uklanjati nakon njegovog formiranja.
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10.

11.

12.

Sinteticke metode treba da budu tako dizajnirane da se maksimalno ugraduju svi materijali
koji ucestvuju u procesu u konacan proizvod.

Kada god je to izvodivo, sinteticke metodologije treba da budu dizajnirane tako da koriste
1 generiSu supstance koje nisu uopste toksi¢ne za ljude i loSe za Zivotnu sredinu.

Hemijski reagensi i proizvodi treba da budu tako dizajnirani da sa¢uvaju funkcionalnost, a
da budu $to je moguce manje toksic¢ni.

Upotreba pomoc¢nih supstanci, npr. rastvaraca, agenasa za razdvajanje, opravdava se samo
kada je to neophodno i ako su upotrebljene supstance bezopasne.

Potro$nja energije treba da sagledava i ekonomsku i ekolosku stranu. ,Najzelenije*
sinteticke metode se sprovode na sobnoj temperaturi i atmosferskom pritisku.

Sirovine koje se koriste treba da budu obnovljive, a ne iscrpive, kad god je to tehnicki i
ekonomski prihvatljivo.

Nepotrebne derivatizacije (blokiranje, uvodenje zastite/uklanjanje zastite, privremene
modifikacije fizi€Ckih/hemijskih procesa) treba izbegavati kad god je to moguce.
Kataliticki reagensi (Sto je moguce selektivniji) imaju prednost nad stehiometrijskim.
Hemijski proizvodi treba da budu dizajnirani tako da kada se zavrsi njihova funkcija ne
ostaju u zivotnoj sredini, ve¢ se razlazu na neskodljive proizvode.

Potrebno je razviti analiticke metode za pracenje i kontrolu procesa pre nego Sto dode do
formiranja opasnih supstanci.

Supstance i oblici supstanci koji se koriste u hemijskim procesima treba da budu odabrani
tako da se hemijske nesrece (ispuStanja supstanci u Zivotnu okolinu, eksplozije i poZari)

svedu na minimum.

Ovih 12 smernica/principa mogu se svrstati u 4 grupe: efikasno kori§éenje energije, smanjenje
opasnosti, smanjenje otpada i upotreba obnovljivih izvora. Prilikom planiranja sinteze pozeljno je
da se primenjuje sto veci broj principa. Primer jedne takve sinteze moze da se opise na sledeci
nacin: proces ukljucuje reakciju dve polazne supstance (100% ekonomicnost atoma) koje su
izvedene iz obnovljivih sirovina (pravilo broj 7), reakcija se odvija na savrSen stereoselektivan
nacin (pri ¢emu se koli¢ina otpada svodi na minimum) na sobnoj temperaturi (energetski efikasna)
u vodi (zeleni rastvarac) u prisustvu male koli¢ine katalizatora koji se moze reciklirati (pravilo
broj 9). Zelena hemija nas uci da prinos reakcije nije dovoljno merilo efikasnosti neke sinteze. Ne

uzima u obzir upotrebu reagenasa, rastvaraca i katalizatora koji se ne mogu ponovo iskoristiti. Za
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zelenu hemiju je vrlo bitna ,,ekonomiji atoma“, pri ¢emu se nastoji da se §to veci broj atoma koji

se unose u proces nadu u konacnom proizvodu.
2.6.1. EFAKTOR

E faktor uzima u obzir prinos reakcije, reagense, sirovine, gubitke rastvaraca i sva pomoc¢na
sredstva u nekom procesu; moze se definisati kao odnos mase otpada prema masi zeljenog
proizvoda. Medutim, E faktor ne ukljucuje vodu kao medijum. Na primer, kada se razmatra vodeni
rastvor kao otpad, ra¢unaju se samo neorganske soli i organska jedinjenja sadrzana u vodi.
Uracunavanje vode u E faktor dovelo bi do visokih vrednosti E faktora koje nisu pogodne prilikom
poredenja procesa (Lancaster, 2002). Velika vrednost ovog faktora znaci da ima viSe otpada,

odnosno veci je negativan uticaj na zivotnu sredinu. Njegova idealna vrednost je nula.

Glavni uzrok visokih vrednosti E faktora prilikom proizvodnje hemikalija i farmaceutskih
proizvoda je upotreba klasi¢nih tehnologija uz koriS¢enje reagenasa u stehiometrijskim koli¢inama
bez upotrebe katalizatora. Tom prilikom nastaju velike koli¢ine otpada koji sadrzi neorganske soli
(npr. natrijum-hlorid, natrijum-sulfat i amonijum-sulfat); u sintezi hemikalija odnos broja kg
otpada i broja kg proizvoda krece se od 5 — 50, a kod farmaceutskih proizvoda taj odnos je 25 —
100 (Sheldon i sar., 2007). Primeri reakcija su redukcije metalima (Zn, Fe) i metalnim hidridima
(NaBHa4, LiAlH4 i njihovi derivati) i stehiometrijska oksidacija permanganatom, dihromatom,
perjodatom, itd. Sli¢no tome, procesi koji uklju¢uju mineralne, Lewis-ove Kiseline ili neorganske

baze, Cesto predstavljaju glavne izvore neorganskog otpada koji se ne moze lako reciklirati.
2.6.2. ,,EKONOMIJA ATOMA*

Prinos reakcije se odnosi samo na koli¢inu Zeljenog proizvoda koji je izolovan u odnosu na
stehiometrijsku koli¢inu proizvoda, medutim ,,ckonomija atoma‘* uzima u obzir sve kori§éene
reagense i nastale nezeljene, odnosno sporedne proizvode (Sema 2.6.1). Na primer, reakcije
supstitucije i eliminacije su neekonomic¢ne reakcije bez obzira na to da li su kvantitativne (Sema
2.6.2), dok se na primer reakcije adicije, cikloadicije ili premestanja vrSe uz 100% ekonomiju
atoma (Li i Trost, 2008).
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kolic¢ina izolovanog proizvoda

_ kciie = 1009
prinosreakcye stehiometrijska kolitina proizvoda X %

f o at _ Xi Mr (zeljeni proizvod) 100%
eronomija atoma = 2 Xi Mr (svi proizvodi) X °

Xi — stehiometrijski koeficijent

Sema 2.6.1. Definisanje osnovnih razlika u na¢inu na koji se izraCunavaju prinos reakcije i

ekonomija atoma

| ©
)\/N< * OH > R + [L + H20

Ekonomija atoma = (42,08/119,21) x 100% = 35,3%

o OH
SaUETNy
TN

Ekonomija atoma = (134,18/134,18) x 100% = 100%

Sema 2.6.2. Primeri neefikasne (35,3%) i efikasne reakcije (100%) u pogledu ekonomije atoma
2.6.3. SINTEZE BEZ ZASTITNIH GRUPA

Cesto je priroda reagenasa koji se koriste u organskoj sintezi takva da je neophodna selektivna
zaStita funkcionalnih grupa (i skidanje zastite), Sto dodatno povecava broj sintetskih koraka. Danas
postoji pravac u organskoj sintezi u kome se ne koriste zastitne grupe: npr. Baran (2007) je objavio

sintezu veceg broja prirodnih proizvoda bez koris¢enja zastitnih grupa.

Od velikog znacaja za ,,zelenu® sintezu je razvoj tandemskih i kaskadnih reakcionih procesa koji
ukljucuju $to je moguce vise reakcija U jednoj laboratorijskoj operaciji da bi se dobio konac¢ni
proizvod. Na primer, tandemska reakcija katalizovana kompleksom paladijuma(0) (Sema 2.6.3)
vodi ka nastajanju nekoliko prstenova u jednom koraku (Trost i Shi, 1992). Jo$ jedan primer je
Jamison-ova sinteza dela jezgra molekula morskih prirodnih proizvoda putem biomimeti¢ke

kaskadne ciklizacije u vodi (Sema 2.6.4; Vilotijevic i Jamison, 2007).
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Sema 2.6.3. Tandemska reakcija katalizovana paladijumom.
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Sema 2.6.4. Jamison-ova sinteza dela jezgra prirodnih proizvoda izolovanih iz morskih

organizama.

Organske sinteze se mogu pojednostaviti ukoliko se izvedu sekvencijalne reakcije u protocnim
reaktorima. Ley i saradnici su 2006. objavili visekora¢nu sintezu alkaloida (+)-oksomaritidina koja
se moze posti¢i upotrebom mikrofluidnih sistema pumpi koji omogucava protok kroz razlicite
kolone sa imobilisanim reagensima, katalizatorima, agensima za hvatanje 1 otpustanje,
kombinovanjem sedam razli¢itih sintetskih koraka povezanih u jednu kontinualnu sekvenciju

(Baxendale i sar., 2006).

Kroz milione godina evolucije, priroda je razvila efikasna i selektivna sredstva (enzimi) za
postizanje zeljenih transformacija. U organskoj sintezi je upotreba enzima, celih celija ili
katalitickih antitela vrlo korisna jer biokatalizom je moguce posti¢i vecu brzinu reakcije i

selektivnost (enantioselektivnost), koje se ne mogu posti¢i hemijskim katalizatorima.

Rastvaraci imaju vaznu ulogu u hemijskoj sintezi. Medutim, velika koli¢ina nastalog otpada u toku
reakcija poti¢e od njih. Razvojem hemije upotreba ,,egzoti¢nih“ organskih rastvaraca ona je
povecana, §to je dovelo do vecih ekoloskih, odnosno zdravstvenih problema. Razvoj ,,zelene*
hemije ponovo definiSe ulogu rastvaraca: idealan rastvarac¢ olakSava prenos mase, ali ne rastvara.
Pored toga, zeleni rastvarac treba da bude prirodan, netoksican, jeftin i lako dostupan, i da omoguci
rastvara¢ na Zemlji je voda. Nakon objavljivanja da se Diels-Alder-ova reakcija (Sema 2.6.5)

ubrzava ukoliko se izvodi u vodi kao rastvaracu, znacajna paznja je posvecena razvoju organskih
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reakcija u ovom rastvaracu (Rideout i Breslow, 1980; Li, 2005; Li i Chan, 2007; Lindstrom, 2007),

¢ak i onih reakcija koje su ,,0setljive na prisustvo vode (Wei i Li, 2002).

@ + rgo H,0 4
| =0

Sema 2.6.5. Zelena Diels-Alder-ova reakcija u vodi.

Zbog hidrofobnih efekata, upotrebom vode ne samo da se ubrzava reakcija, ve¢ se povecava njena
selektivnost, ¢ak i kada su reaktanti slabo rastvorni ili nerastvorni u tom medijumu. Upotreba vode
eliminiSe reakcije uvodenja 1 uklanjanja zastite za odredene funkcionalne grupe, $to doprinosi
ukupnoj efikasnosti sinteze. Katalizatori rastvorni u vodi mogu ponovo da se koriste nakon
razdvajanja od proizvoda koji su nerastvorni u njoj. Razvoj novih tehnologija za prec¢is¢avanje
vode nakon upotrebe kao rastvaraca u organskim sintezama, veliki je izazov, kao i izolovanje
proizvoda iz vode. Takode, mnoga jedinjenja se ne rastvaraju u vodi, a pristup izvodenja reakcije
,uvodi“je pruzio odli¢ne rezultate, medutim, u nekim situacijama, pozeljno je potpuno rastvaranje

supstance.

Iako se hemijski procesi mogu modifikovati da se voda koristi kao rastvarac, nekad je potrebno da
zeleni rastvara¢ ima drugacija svojstva od vode. Jedan takav rastvarac je tecni 1 superkriti¢ni COz,
koji je takode prisutan u prirodi, obnovljiv, nezapaljiv i lako isparava, ali se za njegovu upotrebu
trosi odredena energija (rad pod pritiskom). Ima bolju sposobnost rastvaranja organskih jedinjenja
1 bolji protok zbog niske viskoznosti u poredenju sa drugim rastvaracima, ukljucujuéi i vodu.
Dobra mesljivost sa gasovima i njegovo brzo odvajanje od katalizatora ¢ine ga dobrim rastvaracem

za organske sinteze (Leitner, 2002; Beckman, 2003).

Pored pomenuta dva ,,prirodna‘ zelena rastvaraca, proucavanje su i zelene alternative kao Sto su
jonske te¢nosti (Wasserscheid i Welton, 2002). Njihova najveca prednost su niski napon para, pa

se na taj nac¢in smanjuje emisija koli¢ine isparljivih organskih materija u vazduh.
2.6.4. REAKCIJE BEZ RASTVARACA
Jedna od sugestija koja je u proslosti navela hemicare da veruju da hemijske reakcije ne mogu da

se odigraju u odsustvu rastvaraca ili u ¢vrstom stanju je Aristotelova ,,corpora non agunt nisi fluida
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seu soluta™. Sinteza bez rastvaraca je jedna od najboljih tehnika u ,,zelenoj* hemiji pomoéu koje
se mogu sintetisati mnoga vazna jedinjenja na efikasan i ekoloski prihvatljiv na¢in. Ovakve sinteze
imaju nekoliko prednosti u odnosu na klasi¢ne metode sinteze: smanjenje otpada/nusproizvoda,
maksimalna ugradnja reaktanata u konac¢ni proizvod, minimalna energija je potrebna za odvijanje
reakcije, visoka selektivnost, jednostavan proces ekstrakcije, itd. Postoji nekoliko tehnika kojima
se vrSe reakcije bez rastvaraca: u mehanic¢kim kuglicnim mlinovima, mikrotalasne reakcije,

rastopi, u avanu sa tu¢kom.

Reakcije oksidacije, redukcije i kondenzacije prouc¢avane su u uslovima bez rastvaraca upotrebom
avana sa tuCkom (Dunn i sar., 2010). Mnoge od ovih reakcija se vrSe bolje u uslovima bez
koja mogu da se jave usled neujednacenih uslova reakcije zbog ru¢nog meSanja reakcione smese.
Reakcije u mehanickim mlinovima su dosta proucavane, posebno u karbonilnoj hemiji. Wittig-ova
reakcija se moze ostvariti u visokom prinosu upotrebom vibracionog mlina (Challenger i sar.,
2008). Takode, proizvod Horner—Wadsworth—-Emmons-ove reakcije nastaje u visokom prinosu pri
uslovima ,,solvent free* sinteze (Andrews i sar., 2010a; 2010b). Sharma je pokazao da do Baker-
Venkataraman-ovog premestanja moze do¢i pri uslovima bez rastvaraca (solvent free) (Sema 2.6.6,
Sharma i sar., 2009)

0 0 o o
KOH
_~__0O e, =
usitnjavanje
0 OH o~

Sema 2.6.6. Baker—Venkataraman-ovo premestanje upotrebom avana sa tu¢kom.

Aldolna kondenzacija je takode uspesna ukoliko se odigrava u mehani¢kom mlinu (Hernandez, i
Juaristi, 2011; Guillena, 2007; Bruckmann, 2009). Na primer, Rodriguez je izvrsio
stereoselektivnu aldolnu kondenzaciju bez rastvaraca reakcijom cikloheksanona sa derivatima
benzaldehida, u prisustvu 10 mol% (S)-prolina. Pod ovim uslovima izolovan je proizvod u prinosu

od 99%, a sa >99% enantioselektivnosti (Rodriguez i sar., 2007).

5, Tela koja nisu te¢na ili u rastvoru, ne reaguju* (Eng. ,,Compounds that are not fluid or dissolved, do not react™)
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bt = Bl

Sema 2.6.7. Enantioselektivna ,,solvent free* aldolna kondenazacija u mehani¢kom mlinu

Takode i reakcije formiranja C-C veza koje su katalizovane metalima mogu da se izvode uspesno
na ovaj nacin: Suzuki-jeva (Torborg i Beller, 2009), Heck-ova (Alonso i sar., 2005) i Sonogashira-
ina (Viciu i Nolan, 2009; Doucet i Hierso, 2007) reakcija. Brze i efikasne sinteze uz pomoc¢
mikrotalasa su sve popularnije (npr. Sema 2.6.8) (Dallinger i Kappe, 2007; Lew i sar., 2002).
Osnovni mehanizam kojim mikrotalasi uspesno poveéavaju brzinu, selektivnost i prinose reakcija
jos uvek nisu potpuno razjasnjeni, ali se zna da ne postoje netermalni mikrotalasni efekti (Herrero
i sar., 2008; Razzaq i sar., 2008).

o) O
o .\ )?\/\/ 20 do 185 °C N
HO NH; 10 MW _\_>7
No, O NO, © OH

Sema 2.6.8. Konverzija derivata ftalne kiseline u ftalimidnu grupu
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2.7. SINTEZA AMIDA

Reakcije koje ukljucuju formiranje amidne veze su medu najvaznijim u organskoj hemiji i
biohemiji zbog Siroke rasprostranjenosti amida u farmaceutskim proizvodima, prirodnim
proizvodima (primarnim i sekundarnim metabolitima) i bioloski aktivnim jedinjenjima (proteini
imaju kljuénu ulogu u bioloskom procesima kao enzimi, transportni molekuli, molekuli ukljuéeni
u imuni odgovor, mehani¢ka podrska organizmu—kolagen). Amidnu grupu sadrzi 25% poznatih
lekova (Ghose i sar., 1999), a ovu grupu sadrzi i veliki broj industrijskih materijala (npr. polimeri).
Reakcija karboksilne kiseline i amina vodi ka formiranju stabilnih soli, dok je kondenzacija

termodinamicki nepovoljna (Sema 2.7.1).

RCOOH + R'NH, ——=—"" RCOO™ + R'NH;" RCONHR'’ + H,0

pKa~ 4-5 pKa~10-11
Sema 2.7.1. Reakcije izmedu karboksilne kiseline i amina

Ukoliko je amonijum-so nastala od primarnih ili sekundarnih amina, pirolizom mogu nastati amidi,
medutim ova metoda nema preparativni znacaj. Prilikom pirolize ¢esto dolazi do sporednih
reakcija ili razgradnje celog molekula, pa je neophodna aktivacija kiseline. Karboksilne kiseline
se mogu aktivirati (prevesti u elektrofilnije derivate) kao acil-halogenidi, acil-azidi, acil-imidazoli,
anhidridi, estri itd.

Postoji nekoliko nacina koji se koriste za aktiviranje kiseline, a zatim i sintezu amida:

e agens kojim se vrsi acilovanje se najpre sintetiSe, izoluje, a zatim podvrgava reakciji sa
aminom;

e reaktivni agens za acilovanje se sintetiSe iz kiselina u odvojenom koraku, bez izolovanja,
a zatim se odmah tretira aminom;

e agens za acilovanje se generise in situ iz kiseline u prisustvu amina, dodatkom reagensa za

aktiviranje ili kuplovanje.

Prilikom sinteze amida moguéi su slede¢i problemi: mali prinos, racemizacija/epimerizacija
prisutnih hiralnih centara, degradacija, komplikovano precis¢avanje itd. Da bi ovi problemi
bili reSeni, razvijeni su brojni regensi i metode koji omoguéavaju dobijanje proizvoda u

visokom prinosu i potencijalno pomazu u spre¢avanju racemizacije a-hiralnih centara.
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2.7.1. REAKCIJE AMINOLIZE
2.7.1.1. REAKCIJE AMINA SA ACIL-HALOGENIDIMA

Ova reakcija je jedna od najjednostavnijih metoda za sintezu amida, pri ¢emu se najpre vrsi
aktiviranje karboksilne kiseline, odnosno njena konverzija npr. u acil-hlorid, koji zatim reaguje
sa odgovaraju¢im aminom. Veliki broj acil-hlorida je komercijalno dostupan §to olakSava
sintezu. Neophodno je prisustvo baze da bi ona neutralisala nastalu hlorovodoni¢nu kiselinu, i
da se na taj nacin izbegne konverzija amina u njegovu nereaktivnu so. Reakcije se obi¢no
izvode u inertnim suvim rastvara¢ima, u prisustvu nenukleofilnog tercijarnog amina (NEts,
iPraNEt Hinig-ova baza) ili N-metilmorfolin) (Sanchez-Sancho i sar., 2000). Reakcija se
odvija ili preko tetraedarskog intermedijera ili preko ketena. Ove reakcije se mogu ubrzati
katalitickom koli¢inom piridina (Sema 2.7.2) ili 4-(N,N-dimetilamino)piridina (DMAP) pri
¢emu se formira N-acilpiridinijum so (Ragnarsson i Grehn, 1998). U nekim slu¢ajevima piridin
se koristi 1 kao rastvara¢. Upotreba metalnog cinka takode moze ubrzati reakciju na sobnoj

temperaturi uz visoke prinose (Meshram i sar., 1998).

0 N R—

0
DI | | + RNH, —— FN— + RNH, —— g
R™ >cl N cr ) R” NHR N

Sema 2.7.2. Sinteza amida iz acil-hlorida i primarnog amina u prisustvu piridina kao

katalizatora

Racemizacija i sporedne reakcije se ponekad mogu izbeéi upotrebom acil-fluorida kao
aktiviranih intermedijera, koji su manje osetljivi na vlagu od hlorida (Carpino i sar., 1996).
Acil-bromidi se retko koriste za sintezu amida. Pripremaju se in situ, a najcesce se koristi a-

bromacetil-bromid (Froeyen, 1995; Pryor i sar., 1998).
2.7.1.2. REAKCIJE AMINA SA ESTRIMA

Konverzija estara u amide je znaCajna reakcija: nesupstituisani, N-supstituisani i N,N-
disupstituisani amidi mogu biti sintetisani na ovaj nacin iz odgovaraju¢ih amina (Montalbetti
i Falque, 2005). Reakciji podlezu estri alkohola ili fenola, pri ¢emu je naro€ito dobra odlazeca

grupa p-nitrofenil. Mnogi jednostavni estri (npr. R? = Me, Et, na $emi 2.7.3) nisu dovoljno

72

Ccr



R20H

)J\ R1NH2 JOJ\ + RZOH F F Cl

R™ "OR? "\R, R” “NHR'

NO, F Cl

Sema 2.7.3. Aminoliza estara

reaktivni, pa je u ovim slu¢ajevima neophodno prisustvo baznih katalizatora (Matsumoto,

1989).
2.7.1.3. REAKCIJE AMINA SA ANHIDRIDIMA

Anhidridi su vrlo korisni reagensi jer lako reaguju sa nukleofilima kao $to su alkoholi, tioli 1
amini; Kkoriste se i jednostavni simetri¢ni anhidridi i meSoviti. Medutim, broj komercijalno
dostupnih anhidrida je ograni¢en i Cesto je potrebno prethodno pripremiti Zeljeni anhidrid.
Anhidridi se dobijaju dehidratacijom odgovarajuc¢ih karboksilnih kiselina ili pod blagim
uslovima, reakcijom dva molekula Kkiseline u prisustvu jednog ekvivalenta N,N-
dicikloheksilkarbodiimida (Mikolajczyk i Kielbasinski, 1981). Anhidrid reaguje sa aminom,
pri ¢emu kod meSovitih anhidrida postoji moguéi problem regioselektivnosti. Kod mesovitih
anhidrida pivalinske kiseline selektivnost je odredena sternom smetnjom terc-butil grupe
(Sema 2.7.4).

2.7.1.4. REAKCIJA AMINA SA KARBONILDIIMIDAZOLOM

Karbonildiimidazol (1,1’-karbonildiimidazol, CDI) je vrlo koristan reagens za kuplovanje koji
omogucava one-pot (u jednom sudu) sintezu amida (Sema 2.7.5). Ova reakcija, tokom koje se

generiSe imidazol, ne zahteva prisustvo dodatne baze (Staab, 1957; Staab i sar, 1962).

0

0 C')H< j\ o : Q i
R'NH, .

RJ\OH — RO - RJ\NHR1 HO)H<

Sema 2.7.4. Sinteza amida koris¢enjem mesovitog anhidrida sa pivalinskom kiselinom
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Sema 2.7.5. One-pot sinteza amida upotrebom CDI
2.7.2. DRUGI PRISTUPI SINTEZI AMIDA
2.7.2.1. BECKMANN-OVO PREMESTANIJE

Kada se oksimi podvrgnu dejstvu PCls ili nekog srodnog reagensa, oni se premestaju U
supstituisane amide u reakciji koja se naziva Beckmann-ovo premestanje (Sema 2.7.6; Gawley,
1988). Reagensi mogu biti: koncentrovana sumporna kiselina, mravlja kiselina, silika-gel
(Costa i sar., 1982), RuCls (De, 2004), I2 (Ganguly i Mondal, 2010b), HgCl> (Ramalingan i
Park, 2007), bromdimetilsulfonijum-bromid-ZnCl: (Yadav i sar., 2010), polifosforna kiselina
(Beckwith, 1970), itd.

2.7.2.2. PASSERINI-JEVA | UGI-JEVA REAKCIJA

Reakcija izocijanida sa karboksilnom kiselinom i aldehidom ili ketonom pri ¢emu nastaje o-

(aciloksi)amid naziva se Passerini-jeva reakcija (Sema 2.7.7). Ona moze biti solvent-free, a

_ o _
R2-—=N-R!'
R? 2 R?
1 1 a® R
n HL N o [ N GV iy vy
2 “OH 2 /OH R2 H>Q R R o) R
R R é’ 2 =N ®
9w
L &, _

Sema 2.7.6. Mehanizam Beckmann-ovog premestanja
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Sema 2.7.7. Mehanizam Passerini-jeve reakcije

moze da se vrsi i u jonskim te¢nostima (Koszelewski i sar., 2008; Fan i sar., 2006). Reakcija

pokazuje dobru enantioselektivnost ukoliko se Koristi

SiCls u prisustvu hiralnog

bis(fosforamida) (Denmark i Fan, 2005).

Ukoliko se amonijak ili neki amin doda u smesu izocijanida, aldehida ili ketona 1 kiseline

nastaje odgovarajuci bis-amid, tj. proizvod Ugi-jeve reakcije (Constabel i Ugi, 2001). Reakcija

se odvija adicijom izocijanida na imin aldehida ili ketona i amonijaka ili primarnog amina, pa

zatim adicijom karboksilne kiseline na dobijeni N-alkilnitril (Sema 2.7.8). Nakon toga se nastali

proizvod izomerizuje u krajnji bis-amid. U ovoj reakciji izocijanid moze da se generise in situ
ukoliko se koriste alkil-halogenidi i srebro-cijanid/KCN (EIl Kaim i sar., 2009).

)ZO

3 +
R3NH, 2

-H,0

o o)
)J\ 4 _® 5 )J\R“
/—>Ho R ©=N-R g
3/, R3®
RN NH AN
—_—
1> Ricoo Lre NN
R1TR RT"XR R3 N
R' R?
oD
R ©
4\ 5 -H® (_\OjLRél
R\H/N R ]2 -
0 R1 R2 H R3 -
R' R?

Sema 2.7.8. Mehanizam Ugi-jeve reakcije
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2.7.2.3. WILLGERODT-OVA REAKCIJA

U Willgerodt-ovoj reakciji (Sema 2.7.9) vrsi se konverzija alkil-aril-ketona u amide i/ili amonijum-
soli kiselina zagrevanjem sa amonijum-polisulfidom (Oae i sar., 1963). U reakciji karbonilna grupa
migrira na kraj niza. Medutim, prinosi naglo opadaju sa pove¢anjem duzine niza. Reakcioni prinosi

su niski u slu¢aju alifati¢nih i nezasi¢enih aromati¢nih ketona.

0] 0]

(0]
(NH4)2Sx .\ o6
0-5 HZO 0-5 NH2 0-5 O NH4

Sema 2.7.9. Primer Willgerodt-ove reakcije
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. HEMIKALIJE | RASTVARACI

Komercijalno dostupne hemikalije (p.a. ¢istoce), koje su koriS¢ene u radu, nabavljene su od
slede¢ih kompanija: Acros Organics (Moris Plejns, Nju Dzersi, SAD), Sigma Aldrich (Sent Luis,
Mizuri, SAD), Alfa Aesar (Vord Hil, Masacusec, SAD), Merck (Darmstat, Germany), Fluka
(Noj-Ulm, Nemacka), Carl Roth (Karlsrue, Nemacka), Tokyo Chemical Industry Co. (Tokio,
Japan), Zdravlje (Leskovac, Srbija), Centrohem (Stara Pazova, Srbija) i Zorka (Sabac, Srbija).

Rastvaraci su neposredno pre upotrebe preciséeni destilacijom.
3.2. METODE ANALIZE | RAZDVAJANJA
3.2.1. NUKLEARNO-MAGNETNA REZONANTNA (NMR) SPEKTROSKOPIJA

Jednodimenzionalni (*H i *C) i dvodimenzionalni (grHSQC, grHMBC, gr'H-'H COSY, ROESY
i NOESY) NMR spektri su snimljeni na Bruker Avance Il spektrometru (Bruker, Felanden,
Svajcarska). Spektri su snimljeni na 25 °C u deuterisanom hloroformu (CDCIs), deuterisanom
benzenu (CesDs) ili deuterisanom dimetil-sulfoksidu (DMSO-ds). Vrednosti hemijskih pomeranja
su date u 6 (ppm) jedinicama u odnosu na tetrametilsilan (MesSi, TMS) koji je koris¢en kao
unutrasnji standard. Skalarna sprezanja data su u Hz. 2D NMR spektri kao 1 viSepulsni
eksperimenti (DEPT90 i DEPT135) i eksperimenti selektivnog *H homonuklearnog dekuplovanja
su snimani uz primenu uobic¢ajnih pulsnih sekvenci koje su bile dostupne iz Brukerovih biblioteka
pulsnih sekvenci. Snimljeni spektri su obradivani softverom MestreNova (11.0.3-18688,

Mestrelab Research, A Korunja, Spanija).
3.2.2. KVANTITATIVNI NMR (QNMR)

Kvantitativni NMR eksperimenti su izvedeni po proceduri iz rada Radulovi¢ i sar. (2014). U
odmerenu koli¢inu aristola, koji je rastvoren u deuterisanom hloroformu, kao interni standard
dodata je poznata koli¢ina 1,4-dioksana. Nisu primecene nikakve promene u izgledu spektra nakon
dodatka standarda. Snimljeni su *H NMR spektri sa **C dekuplovanjem i velikom digitalnom
rezolucijom (10 tacaka po hercu). U svim spektrima dobijen je odnos signal-Sum 1000:1 ili veéi.
Parametri su bili sledeci: broj tacaka u vremenskom domenu = 32000, spektalna Sirina=10 ppm,
01=6 ppm, p1=45° H pulsa, vreme snimanja=5 s i broj skenova=1024. Nakon korekcije faze i
osnovne linije signali su integraljeni (za 1,4-dioksan koris¢en je signal na 3,71 ppm; za jedinjenja

1-1-1-9 koriséeni su signali u oblasti vodonika sa aromati¢nog jezgra). Koli¢ine jedinjenja u
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aristolu izraunate su iz odnosa integrala signala aristola sa signalima standarda. Rezultati su

izraZzeni kao maseni procenti.
3.2.3. ULTRALJUBICASTA (UV) SPEKTROSKOPIJA

UltraljubiCasti spektri su snimani na spektrofotometru UV-1800 Shimadzu (Tokio, Japan),

koristeci acetonitril kao rastvarac.
3.2.4. INFRACRVENA SPEKTROSKOPIA (IR)

Infracrveni spektri FT-ATR-IR (FT = Fourier-ova transformacija, ATR = oslabljena totalna
refleksija (attenuated total reflectance) Ccistih sintetisanih supstanci snimani su na FT-IR
instrumentu Thermo Nicolet, model 6700 (Voltam, SAD).

3.2.5. ELEMENTNA MIKROANALIZA

Elementna mikroanaliza ugljenika, vodonika i azota Cistih jedinjenja je izvrSena na Carlo Erba

1106 mikroanalizatoru i dobiveni rezultati su se dobro slagali sa predvidenim vrednostima.
3.2.6. ODREPIVANIE TACKE TOPLJENJA

Tacka topljenja ¢vrstih sintetisanih supstanci je odredena na aparatu za merenje tacke topljenja
MPM-HV2 (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kenigshofen, Nemacka). Vrednosti nisu

korigovane.
3.2.7. MASENA SPEKTROMETRIJA VISOKOG RAZLAGANJA (HRMS)

Masena spektrometrija visokog razlaganja sintetisanih jedinjenja je izvrSena na JEOL MStation
JMS-700 masenom spektrometru (JEOL Ltd., Tokio, Japan) pri energiji jonizacije od 70 eV,
jonskoj zamci od 300 pA i temperaturi jonskog izvora od 230 °C. Greska dobijenog elementarnog

sastava izraunata je MStation softverom i data je u amu jedinicama.

3.2.8. GASNA HROMATOGRAFIJA (GC) | GASNA HROMATOGRAFIJA SA MASENOM SPEKTROMETRIJOM
(GC-MS)

Za pracéenje toka reakcija i analizu sastava reakcionih smesa koris¢ena je metoda GC-MS. Ova
analiza (3 injektovanja), izvedena je koris¢enjem Hewlett-Packard 6890N gasnog hromatografa,
koji je opremljen kapilarnom kolonom DB-5 (5% fenilmetilsiloksana, 30 m x 0,25 mm, debljina
filma 0,25 um, Agilent Technologies, SAD), i direktno kuplovan sa 5975B masenim detektorom
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iste kompanije. Jonizacija je vrSena elektronima energije 70 eV. Pun sken masenog detektora
belezen je u intervalu m/z 35-600 (brzina skeniranja 5 skenova u sekundi), a vreme skeniranja je
bilo 0,32 s. Temperaturni rezim rada bio je: temperature injektora i detektora su odrzavane na 250
1320 °C; temperatura peci je programirana linearno od 70 do 315 °C brzinom od 5 °C/min, nakon
toga je temperatura odrzavana 10 do 30 min na 315 °C; kao nose¢i gas kori$¢en je helijum, ¢iji je
konstantni protok odrzavan na 1,0 ml/min tokom analize, sem §to je pulsno injektirana zapremina
od 1 ul rastvora ispitivane supstance/reakcione smese kada je protok bio 1,5 ml/min. Identifikacija
je ostvarena na osnovu bilo analize fragmentacije ili poredenja masenih skenova, nakon
dekonvolucije programom AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution and ldentification
System, Ver. 2,1; DTRA/NIST, 2002), sa masenim spektrom standarda i/ili masenim spektrima iz
Wiley 7, NIST14, MassFinder 2.03 biblioteke i iz MS biblioteke laboratorije OSA napravljene na
osnovu Cistih supstanci. Kada je god to bilo moguce, identifikacija je potvrdivana koinjektiranjem
sa standardom. GC (FID) analiza je radena pod istim eksperimentalnim uslovima koriste¢i kolonu

iste polarnosti koja je opisana za GC-MS. Procentualni sastav je dobijen integraljenjem

hromatograma bez koriS¢enja korekcionih faktora.
3.2.9. TANKOSLOJNA HROMATOGRAFIJA (TLC)

TLC (eng. Thin-Layer Chromatography) je vrSena na aluminijumskim plo¢ama sa prethodno
nanesenim slojem silika-gela 60 (Merck, Darmstat, Nemacka). Mrlje na TLC-u su vizualizovane
pomoc¢u UV lampe (254 i 365 nm) i izazivane 50% rastvorom Hz2SOa, (v/v) nakon ¢ega su ploce

zagrevane 2 minuta na 110 °C.
3.2.10. DRY-FLASH HROMATOGRAFIJA

Za preparativno razdvajanje pomocu dry-flash hromatografije kori$¢ena je jednostavna aparatura
koja se sastojala od kolone silika gela 60 (>230 mesh-a, proizvoda¢ Merck, Darmstat, Nemacka),
napakovane u sinterovanom staklenom levku srednje poroznosti i veli¢ine, i standardne vakuum

boce.
3.2.11. HROMATOGRAFIJA NA KOLONI

Za preparativno razdvajanje pomocu gravitacione kolonske hromatografije koris¢ene su kolone
(od 20 do 70 cm, pre¢nika od 1-3 cm), napakovane silika-gelom (>230 mesh-a, proizvoda¢ Merck,

Darmstat, Nemacka), i smeSe odgovarajuéih rastvaraca.
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3.2.12. GEL HROMATOGRAFIJA

Preparativno razdvajanje je vrSeno i na koloni sefadeksa LH-20 duzine 50 cm (pre¢nika 1,5 cm)

smeSom hloroforma i metanola u odnosu 1:1 (v/v) kao eluentom.
3.3. SINTEZA I IZOLOVANJE JEDINJENJA
3.3.1. SINTEZA, RAZDVAJANJE, DERIVATIZACIJA | SPEKTRALNI PODACI SASTOJAKA ARISTOLA

U 100 cm? vodenog rastvora natrijum-hidroksida (3,2 g, 80 mmol) rastvoreno je 3 g (20 mmol)
timola, a zatim je uz meSanje, na sobnoj temperaturi, dodat u kapima vodeni rastvor smese joda i
kalijum-jodida (koji se dobija rastvaranjem 14 g (55 mmol) joda i 10 g (60 mmol) kalijum-jodida
u 50 ml vode). Nakon zavrsetka reakcije (tamna braon boja se gubi), reakciona smesa je procedena
kroz Blchner-ov levak, a talog je ispran nekoliko puta vodom, i osusen na vazduhu na tamnom

mestu. Dobijeno je 5,6 g aristola, sto je u skladu sa originalnim propisom (Woollett, 1921).

Osuseni aristol je najpre frakcionisan gradijentnom dry-flash hromatografijom (smesom n-heksana
i dietil-etra) na silika-gelu. Frakcije su spojene na osnovu tankoslojne hromatografije (2:1 (v/v), n-
heksan i dietil-etar) i GC-MS analize, pri ¢emu je dobijeno Sest frakcija (I-VI). Frakcije IV iV su
bila Cista jedinjenja (1-1 i 1-2). Frakcija | (1,05 g) je podvrgnuta jos jednoj gradijentnoj dry-flash
hromatografiji pri cemu je dobijeno 19 frakcija. Kao eluent za prvih sedam potfrakcija upotrebljen
je n-heksan (350 ml), zatim 2% (v/v) dietil-etar u n-heksanu (300 ml, potfrakcije od 8-14), 4%
(v/v) dietil-etar u n-heksanu (100 ml, potfrakcije 15 i 16), 10% (v/v) dietil-etar u n-heksanu (100
ml, potfrakcije 17 i 18) i na kraju Cisti dietil-etar (100 ml, potfrakcija 19). Rastvarac¢ je uklonjen
pomocu rotacionog vakuum uparivaca, a frakcije su analizirane pomo¢u GC-MS-a. Na osnovu
dobijenih rezultata, potfrakcije 1-4 su spojene i predstavljale su ¢isto jedinjenje 1-3, dok su
potfrakcije 5, 7, 12, 13, 15-16 i 17—18, predstavljale ¢iste uzorke jedinjenja 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-8
i 1-9.

3.3.1.1. SPEKTRALNI PODACI SASTOJAKA ARISTOLA

Hemijska pomeranja protona *H i ugljenika *C prikazana su u poglavlju Rezultati i diskusija
(tabele 4.1.114.1.2).
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2-1zopropil-5-metilfenol (timol, 1-8).

Bela kristalna supstanca, relativni sadrzaj u aristolu 1,2% (w/w); tacka topljenja 50,2 °C
(literaturna vrednost 48-51 °C, Mishra i Singh, 2005)

UV (CH3CN) Amax (log €) 275,5 (3,60), 217 (4,11), 198 (4,92)

FTIR (ATR) cm™: 3167, 2957, 2926, 2867, 1621, 1585, 1516, 1241, 943, 855, 804, 738

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 150 (M*, 29,0%), 135 (100), 136 (9,7), 117 (7,5), 115 (14,2),
107 (6,7), 105 (4,5), 91 (16,1), 79 (3,9), 77 (6,4)

Retencioni indeks (DB5-MS): 1291

6-1zopropil-2-jod-3-metilfenol (o-jodtimol, 1-4)

Bezbojna amorfna ¢vrsta supstanca, relativni sadrzaj u aristolu 0,1% (w/w)

Elementna analiza: izra¢unato za C10H1310: C, 43,50; H, 4,75; O, 5,79; 1, 45,96. Nadeno: C, 43,34;
H, 4,59%

UV (CHsCN) Amax (log €) 284 (3,21), 232 (3,92), 205 (4,47)

FTIR (ATR) cm™: 3372, 2967, 2869, 1555, 1472, 1381, 1370, 1287, 1232, 1151, 880, 874, 714,
568

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 276 (M*, 38,4%), 262 (10,1), 261 (100), 134 (26,6), 133 (4,5),
116 (4,1), 115 (8,3), 105 (5,1), 91 (8,6), 77 (8,3)

Retencioni indeks (DB5-MS): 1529

2-1zopropil-4-jod-5-metilfenol (p-jodtimol, 1-9)

Bela amorfna ¢vrsta supstanca, relativni sadrzaj u aristolu 21% (w/w)

Elementna analiza: izra¢unato za C10H1310: C, 43,50; H, 4,75; O, 5,79; 1, 45,96. Nadeno: C, 43,29;
H, 4,70%

UV (CHsCN) Amax (log €): 283 (3,23), 233 (3,93), 205,5 (4,46)

FTIR (ATR) cm™: 3382, 2962, 2874, 1543, 1463, 1386, 1377, 1295, 1228, 1157, 886, 880, 707,
570

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 276 (M*, 79,8%), 262 (9,9), 261 (100), 134 (39,6), 133 (6,1),
116 (7,0), 115 (11,8), 91 (9,1), 77 (8,6)

Retencioni indeks (DB5-MS): 1692
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6-1zopropil-2,4-dijod-3-metilfenol (1-3)

Bela amorfna ¢vrsta supstanca, relativni sadrzaj u aristolu 12,8% (w/w)

Elementna analiza: izra¢unato za C1o0H12120: C, 29,88; H, 3,01; O, 3,98; I, 63,13. Nadeno: C, 29,69;
H, 2,82%

UV (CH3CN) Amax (log €): 285 (3,45), 214,5 (4,66)

FTIR (ATR) cm™: 3462, 2959, 2866, 1633, 1581, 1442, 1470, 1386, 1203, 1165, 882, 631, 590
EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 402 (M*, 91,2%), 388 (9,8), 387 (100), 260 (27,8), 133 (9,5),
115 (7,9), 105 (9,7), 103 (6,3), 77 (9,8)

Retencioni indeks (DB5-MS): 1933

5,5"-Diizopropil-3,3'-dijod-2,2"-dimetil-/ 1, 1 -bifenil]-4,4"-diol (1-6)

Bela amorfna ¢vrsta supstanca, relativni sadrzaj u aristolu 1,5% (w/w)

Elementna analiza: izracunato za C2oH241202: C, 43,66; H, 4,40; O, 5,82; |, 46,12. Nadeno: C,
43,82; H, 4,29%

UV (CH3CN) Amax (log €): 282,5 (3,73), 208 (4,81)

FTIR (ATR) cm™: 3473, 2959, 2866, 1728, 1662, 1596, 1458, 1391, 1162, 1117, 1020, 884, 800,
609, 570

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 550 (M*, 100%), 536 (15,4), 535 (75,7), 393 (5,6), 380 (7,6),
365 (7,3), 260 (29,2), 196 (6,7), 165 (7,1)

Retencioni indeks (DB5-MS): 2892

3,3"-Diizopropil-5,5'-dijod-6, 6"-dimetil-/1, 1 "-bifenil]-2,2"-diol (1-7)

Bela amorfna ¢vrsta supstanca, relativni sadrzaj u aristolu 1,0% (w/w)

Elementna analiza: izracunato za C2oH241202: C, 43,66; H, 4,40; O, 5,82; |, 46,12. Nadeno: C,
43,43; H, 4,61%

UV (CHsCN) Amax (log €): 282,5 (3,69), 208 (4,78)

FTIR (ATR) cm™: 3480, 2952, 2875, 1738, 1657, 1590, 1464, 1168, 880, 806, 601, 574

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 550 (M*, 100%), 536 (9,8), 535 (52,0), 493 (9,1), 393 (8,1),
366 (9,7), 267 (9,8), 260 (24,4), 165 (7,7)

Retencioni indeks (DB5-MS): 2863
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6-1zopropil-4-(2-izopropil-4-jod-5-metilfenoksi)-2-jod-3-metilfenol (1-5)

Bela amorfna ¢vrsta supstanca, relativni sadrzaj u aristolu 29,3% (w/w)

FElementna analiza: izracunato za C2oH241202: C, 43,66; H, 4,40; O, 5,82; |, 46,12. Nadeno: C,
43,81; H, 4,26%

UV (CH3CN) Amax (log €): 283,5 (3,61), 206 (4,72)

FTIR (ATR) cm: 3479, 2959, 2921, 2866, 1548, 1465, 1402, 1336, 1237, 1163, 883, 853, 630
EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 550 (M*, 100%), 535 (10,0), 393 (22,1), 351 (19,1), 275 (13,5),
274 (18,5), 260 (11,7), 115 (13,3), 91 (10,5)

Retencioni indeks (DB5-MS): 2863

4-(5-Hidroksi-4-izopropil-2-jodbenzil)-2-izopropil-5-metilfenol (1-2)

Bela amorfna ¢vrsta supstanca, relativni sadrzaj u aristolu 29,3% (w/w)

Elementna analiza: izracunato za C2oH241202: C, 56,61; H, 5,90; O, 7,54; |, 29,95. Nadeno: C,
56,80; H, 5,75%

UV (CHsCN) Amax (log €): 279 (3,82), 202 (4,71)

FTIR (ATR) cm™: 3365, 2958, 2926, 2869, 1599, 1394, 1334, 1159, 1098, 894, 857, 754, 604
EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 424 (M*, 100%), 410 (14,4), 409 (70,1), 381 (5,1), 267 (17,1),
255 (11,8), 254 (8,9), 239 (14,3), 213 (32,3), 211 (16,4), 197 (22,3), 127 (2,9), 91 (4,4), 77 (3,3),
43 (3,9)

Retencioni indeks (DB5-MS): 2863

3-(4-Hidroksi-5-izopropil-2-metilbenzil)-6-izopropil-2,4-dijodfenol (1-1)

Bela amorfna ¢vrsta supstanca, relativni sadrzaj u aristolu 1,1% (w/w)

Elementna analiza: izracunato za C2oH241202: C, 43,66; H, 4,40; O, 5,82; |, 46,12. Nadeno: C,
43,50; H, 4,59%

UV (CH3CN) Amax (log €): 281 (4,10), 203 (4,98)

FTIR (ATR) cm™: 3457, 2958, 2926, 2870, 1611, 1391, 1158, 905, 854, 731, 602

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 550 (M*, 100%), 535 (46,9), 393 (20,6), 381 (16,4), 380 (14,2),
260 (15,4), 253 (21,3), 212 (13,8), 211 (20,4)

Retencioni indeks (DB5-MS): 2923
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3.3.1.2. METILOVANJE JEDINJENJA 1-1-1-7

U suspenziju koja sadrzi 30 mg (0,2 mmol) kalijum-karbonata u dimetil-formamidu (5 cm?®) dodat
je odgovaraju¢i fenol (1-1, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-6 ili 1-7, 0,1 mmol) i metil-jodid (30 mg,
0,21 mmol), pa je sme$a mesana na sobnoj temperaturi tokom 24 h. Reakciona smesa je zatim
izlivena u 50 ml vode i ekstrahovana tri puta dietil-etrom. Spojeni organski slojevi su nekoliko
puta isprani zasi¢enim vodenim rastvorom natrijum-hlorida, a nakon toga, organski sloj je osuSen
iznad anhidrovanog MgSOs, a rastvara¢ uparen in vacuo. Sirovi (nepre¢iséeni) metilovani

proizvodi su podvrgnuti GC-MS analizi.
MASENI SPEKTRI | RETENCIONI INDEKSI METILOVANIH PROIZVODA
1-1zopropil-4-metil-2-metoksibenzen

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 164 (M*, 27,3%), 150 (11,0), 149 (100), 134 (7,3), 119 (11,7),
117 (8,7), 115 (8,0), 105 (5,9), 91 (16,6), 77 (6,4)
Retencioni indeks (DB5-MS): 1237

1-1zopropil-3-jod-4-metil-2-metoksibenzen

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 290 (M™, 75,3%), 275 (100), 260 (13,6), 148 (13,2), 133 (11,2),
118 (21,6), 117 (12,5), 115 (12,1), 105 (13,2), 77 (11,0)
Retencioni indeks (DB5-MS): 1517

1-1zopropil-5-jod-4-metil-2-metoksibenzen

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 290 (M, 65,4%), 276 (13,2), 275 (100), 260 (9,4), 148 (13,2),
133 (10,0), 118 (14,6), 117 (10,6), 115 (11,1), 77 (8,0)
Retencioni indeks (DB5-MS): 1609

1-1zopropil-3,5-dijod-4-metil-2-metoksibenzen

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 416 (M*, 100%), 401 (56,7), 402 (6,2), 386 (14,5), 274 (16,6),
244 (8,2), 117 (13,1), 115 (11,7), 91 (8,8), 77 (8,4)
Retencioni indeks (DB5-MS): 1956
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5,5"-Diizopropil-3,3'-dijod-2, 2"-dimetil-4,4"-dimetoksi- Z, 1 "-bifenil

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 578 (M*, 100%), 564 (7,2), 563 (31,7), 452 (7,6), 437 (7,1),
274 (16,7), 266 (7,3), 178 (5,8), 165 (6,8), 128 (5,6)
Retencioni indeks (DB5-MS): 2894

5,5"-Diizopropil-3,3'-dijod-2, 2"-dimetil-6, 6"-dimetoksi- Z, 1 "-bifenil

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 578 (M+, 100%), 563 (18,0), 452 (18,5), 437 (14,1),
436 (13,1), 421 (12,8), 394 (10,3), 274 (15,6), 165 (7,4), 128 (7,2)
Retencioni indeks (DB5-MS): 2824

5-1zopropil-1-(2-izopropil-4-jod-5-metilfenoksi)-3-jod-2-metil-4-metoksibenzen

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 564 (M*, 100%), 438 (13,9), 407 (12,7), 275 (16,5), 274 (36,2),
148 (29,5), 117 (19,4), 115 (19,4), 91 (19,0), 77 (9,7)
Retencioni indeks (DB5-MS): 2800

3.3.1.3. OKSIDATIVNO KUPLOVANJE TIMOLA

U rastvor timola (1 g, 6,7 mmol) i baze (1,12 g, 20,1 mmol kalijum-hidroksid) u metanolu (20 ml)
dodat je u kapima, uz mesanje, rastvor joda u metanolu. Nakon 10 minuta mesanja, reakciona
smesa je koncentrovana na rotacionom vakuum uparivacu, izlivena u vodu i neutralisana
hlorovodoni¢nom kiselinom (1:1, v/v). Nakon ekstrakcije dietil-etrom, spojeni organski slojevi su
ispirani nekoliko puta vodenim rastvorom natrijum-tiosulfata, a zatim osuseni iznad anhidrovanog
magnezijum-sulfata i rastvara¢ uklonjen uparavanjem. Dobijena smesa (2,3 g) je analizirana
GC-MS-om.

3.3.1.4. IZRACUNAVANIJE RETENCIONIH INDEKSA (QUANTITATIVE STRUCTURE—PROPERTY MODELLING

(QSPR) OF RETENTION INDICES)

Kao model jedinjenja odabrana su jedinjenja 1-1-1-9. Njihovi eksperimentalno odredeni
retencioni indeksi su dati u odeljku 3.3.1.1. Pri postavljanju modela veze strukture i retencionih
osobina uzeti su u obzir sledeci izraunati deskriptori model jedinjenja: tacka kljucanja, kriticna
zapremina, Connolly-jeva zapremina (zapremina molekula nedostupna rastvaracu), particioni
koeficijent, Balaban-ov indeks, polarna povrsina molekula, molekulski topoloski indeks, molarna

refrakcija, Wiener-ov indeks, ukupni brojevi atoma ugljenika, vodonika, kiseonika i joda.
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Optimizacija geometrije jedinjenja 1-1-1-9 je opisana u slede¢em odeljku; za ostala jedinjenja
kori$éena je MM2 metoda koja je deo softvera ChemBio 3D Ultra 12.0! (CambridgeSoft, SAD).
Optimizovane geometrije jedinjenja 1-1-1-9 su bile ekvivalentne onim izrac¢unatim pomocu

disperziono-korigovanog B3LYP-D funkcionala (dispersion-corrected B3LYP-D functional).

ChemBio 3D je koris¢en za izracunavanje osam molekulskih deskriptora, dok je tacka kljucanja
izradunata koriséenjem EPISuite programa?. The Estimation Programs Interface (EPI) Suite™
predvida razlicite tacke kljuc¢anja za neke od izomera dok ChemBio 3D daje iste vrednosti.
Statisticka obrada podataka je izvrSena u programu Microsoft Office Excel 20103, za regresionu
analizu (interval poverenja 95%). Koriséeni su sledeéi statisticki parametri: koeficijent korelacije
(R?), t-vrednost i P-vrednost. Dobijeni QSPR model je validiran kori§éenjem ,,izostaviti jedan*

(leave one-out) pristupom unakrsne potvrde.
3.3.1.5. IZRACUNAVANJA (PRORACUNI)

Minimalizovana je energija konformacije jedinjenja bez ogranicenja koris¢enjem disperziono-
korigovanog B3LYP-D funkcionala (Iop(3/124 = 3) i veoma precizne mreze za integraljenje (ultra
fine integration grid). Kori$¢en je standardni 6-32G(d) osnovni skup (basis set) za atome H, C i
O. Za atome joda koris¢en je Stutgartov relativisticki efektivni potencijal jezgra (Stuttgart
relativistic ECPs) i osnovni skup sa dodatnom funkcijom polarizacije ({¢=0,289) (dostupna iz
Basis set Exchange). Strukture su potvrdene kao minimumi potencijalne energije pomocu
izraCunavanja vibracionih frekvencija na istom nivou teorije (nije bilo imaginarnih frekvencija).
Dodatni pojedinacni proracuni, zasnovani na optimizovanim geometrijama dobijenim koris¢enjem
prethodnog osnovnog skupa, izvedeni su sa dvostrukim hibridom mPW2PLYPD funkcionalom i
veé¢im osnovnim skupom (to je ukljucivalo isti ECP i osnovni skup za | i osnovni skup 6-
311++G(2d,p) za C, H i O atome). Za izra¢unavanje energije disocijacije odabranih veza (Do),
koriS¢ene su energije datog rasporeda atoma u hemijskoj vrsti (single point), sa aproksimacijom
da budu numericki jednake entalpijama disocijacije veza (DHz2es). Za sva izraCunavanja kod
radikala koris¢ene su talasne funkcije bez odredenih granica (unrestricted wave functions).

Hemijska pomeranja i konstante kuplovanja optimizovanih struktura sastojaka aristola su

! ChemBio 3D Ultra 12.0, CambridgeSoft, USA, 2010, http:// www.cambridgesoft.com/

2 US EPA, Estimation Programs Interface Suite™ for Microsofi®Windows, v. 4.11, United States Environmental Protection
Agency, Washington, DC, USA, 2016

3 Microsoft Office Excel, 2010, http://www.microsoft.com/
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izraCunate pomoc¢u GIAO metode sa B3LYP funkcionalom (6-311++ (d,p) osnovni skup za C, H

i O atome i isti ECP i osnovni skup za I) su izvrSeni programom Gaussian 09.
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3.3.2. SINTEZA | IZOLOVANJE DERIVATA KARVAKROLA

3.3.2.1. JODOVANJE KARVAKROLA

U balonu od 100 ml pomesani su karvakrol (5 g, 33 mmol) i rastvor natrijum-hidroksida (1,2 g, 30
mmol) u vodi (20 ml). Uz meSanje je ha magnetnoj mesalici ukapavan rastvor koji sadrzi 6 g joda
(23,6 mmol) i 9 g (54 mmol) kalijum-jodida rastvorenih u 10 ml vode. Obezbojavanje reakcione
smeSe je uzeto za kraj reakcije. Reakciona smes$a je neutralisana hlorovodoni¢nom kiselinom
(2:1, viv), ekstrahovana dietil-etrom, a spojeni organski slojevi su isprani vodenim rastvorom
natrijum-tiosulfata, organski sloj je osuSen, a rastvara¢ uparen. Dobijeno je 6,67 g smeSe
proizvoda.

Dobijena smesa je podvrgnuta frakcionisanju gradijentnom dry-flash kolonskom hromatografijom
(smesSom n-heksana i dietil-etara (v/v)) na silika-gelu. Dobijeno je 6 frakcija, spojene na osnovu
tankoslojne hromatografije (1% dietil-etra u n-heksanu (v/v)). Na osnovu GC-MS analize, prva
frakcija (frakcija dobijena spiranjem kolone Cistim n-heksanom) je sadrzala smeSu 3-izopropil-
2,4-dijod-6-metilfenola (2-1) i 3-izopropil-2-jod-6-metilfenol (o-jodkarvakrola, 2-2), pa je ona
dalje razdvajana na sefadeksu LH-20, dok je frakcija 5 sadrzala 5-izopropil-4-jod-2-metilfenol
(p-jodkarvakrol, 2-3). Jedinjenja 2-1 i 2-2 je bilo nemoguce dobiti u Cistom stanju hromatografijom
na koloni silika-gela. Na TLC plocici se vide dve razli¢ite mrlje pri razvijanju sa 1% dietil-etrom
u n-heksanu, ali Rf vrednosti su bile 0,7 za jedinjenje 2-2, a 0,8 za jedinjenje 2-1. Posle vise
rehromatografija na sefadeksu LH-20 smesom MeOH i CHCls u odnosu 1:1 (v/v) dobijena su ¢ista
jedinjenja koja su dalje kori$¢ena za sintezu derivata monojod- i dijodkarvakrola.

Hemijska pomeranja protona *H i ugljenika 3C atropizomera jedinjenja 2-1, 2-4, 2-7-2-15 su

prikazana u poglavlju Rezultati i diskusija 4.2.

3-lzopropil-2,4-dijod-6-metilfenol (2-1, smesa dijastereomernih atropizomera):

Bezbojna amorfna ¢vrsta supstanca, relativni sadrzaj u smesi 51%

Elementna analiza: izra¢unato za C10H12120: C, 29,88; H, 3,01; O, 3,98; I, 63,13. Nadeno: C, 30,00;
H, 3,07%

UV (CH3CN) Amax (log €) 286 (2,51), 215 (3,65) nm

FTIR (ATR) cmt: 3450, 2955, 2922, 2869, 1584, 1434, 1344, 1203, 1120, 874, 645, 610, 602
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EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 402 (M*, 100), 403 (11,0), 387 (40,5), 261 (8,0), 260 (67,0),
247 (9,8), 133 (10,2), 91 (9,5), 77 (13,9)

3-1zopropil-2-jod-6-metilfenol (o-jodkarvakrol, 2-2):

Bezbojna uljasta teCnost, relativni sadrzaj u smesi 15%

Elementna analiza: izra¢unato za C1oH1310: C, 43,50; H, 4,75; O, 5,79; |, 45,96. Nadeno: C, 43,42;
H, 4,70%

UV (CHsCN) Amax (log €) 280 (2,75), 210 (3,90) nm

FTIR (ATR) cm™: 3487, 2950, 2915, 1610, 1447, 1338, 1130, 727, 700, 625

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 276 (M*, 100), 261 (81,5), 134 (75,4), 105 (9,8), 91 (12,3),
77 (14,2)

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 7,02 (d, 7,7 Hz, 1H), 6,71 (d, 7,7 Hz, 1H), 5,53 (s, OH), 3,10
(septet, 6,8 Hz, 1H), 2,28 (s, 3H), 1,21 (d, 6,8 Hz, 6H)

13C NMR (CDCls, 100 MHz) §: 16,9, 23,2 (2C), 38,5, 94,1, 117,6, 122,2, 130,8, 148,7, 152,4

5-1zopropil-4-jod-2-metilfenol (p-jodkarvakrol, 2-3)

Bezbojna amorfna ¢vrsta supstanca, relativni sadrzaj u smesi 30%

Elementna analiza: izra¢unato za C10H1310: C, 43,50; H, 4,75; O, 5,79; 1, 45,96. Nadeno: C, 43,51;
H, 4,82%

UV (CH3CN) Amax (log &) 275 (2,35), 205(3,60) nm

TIR (ATR) cm™: 3480, 2962, 2925, 2876, 1590, 1455, 1349, 1145, 738, 705, 634, 610

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 276 (M*, 100), 262 (8,1), 261 (79,6), 134 (70,7), 91 (11,3),
77 (15,8)

!H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 7,54 (s, 1H), 6,68 (s, 1H), 4,79 (s, OH), 3,08 (septet, 6,8 Hz, 1H),
2,16 (brs, 3H), 1,18 (d, 6,8 Hz, 6H)

13C NMR (CDClIs, 100 MHz) §: 15,0, 23,2 (2C), 37,8, 89,4, 112,9, 124,1, 141,1, 149,5, 154,6

3.3.2.2. BROMOVANJE KARVAKROLA

Karvakrol (0,50 g, 3,3 mmol) se dodaje u rastvor kalijum-hidroksida (0,559 g, 9,9 mmol, rastvoren

u 10 ml metanola), a zatim, uz mesanje se ukapava i rastvor 0,639 g broma (4 mmol) u metanolu.
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Reakcija se mesa jo§ 30 min nakon dodatka celokupne koli¢ine rastvora broma. Reakciona smesa
je koncentrovana, izlivena u vodu, neutralisana vodenim rastvorom hlorovodoni¢ne kiseline
(2:1 (v/v)) i organski sloj je ispran rastvorom natrijum-tiosulfata. Nakon obrade reakcione smese,
izolovano je 0,626 g proizvoda. Na osnovu GC-MS analize, utvrdeno je da reakciona smesa sadrzi
viSe proizvoda koji su razdvajani, najpre grubo, gradijentnom dry-flash kolonskom
hromatografijom (smeSom n-heksana i dietil-etra (v/v)), dobijene frakcije su spojene na osnovu
tankoslojne hromatografije, pri ¢emu je dobijeno 7 frakcija. Takode su prve dve frakcije smese
2,4-dibrom-3-izopropil-6-metilfenola (2-4) i 2-brom-3-izopropil-6-metilfenola
(o-bromkarvakrola, 2-5), spojene i dalje podvrgnute hromatografijama na sefadeksu LH-20
smesom MeOH i CHCls u odnosu 1:1 (v/v). Peta frakcija hromatografije na silika-gelu je sadrzala

4-brom-3-izopropil-6-metilfenol (p-bromkarvakrol, 2-6).
2,4-Dibrom-3-izopropil-6-metilfenol (2-4, smesa dijastereomernih atropizomera):

Bezbojna uljasta tecnost, relativni sadrzaj u smesi 55%

Elementna analiza: izrac¢unato za Ci10H12Br20: C, 39,00; H, 3,93; O, 5,19; Br, 51,88. Nadeno: C,
39,20; H, 5,13%

UV (CH3CN) Amax (log €) 291,0 (3,31), 206,0 (4,73) nm

FTIR (ATR) cmt: 3494, 2959, 2927, 2874, 1598, 1451, 1349, 1220, 1133, 732, 708, 627, 610
EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 308 (M*, 55,9%), 310 (27,2), 306 (28,8), 293 (100), 291 (53,3),
212 (37,7), 77 (17,2), 51 (11,6)

2-Brom-3-izopropil-6-metilfenol (o-bromkarvakrol, 2-5):

Bezbojna uljasta te¢nost, relativni sadrzaj u smesi 17%

Flementna analiza: izracunato za C10H13BrO: 52,42; H, 5,72; O, 6,98; Br, 34,87. Nadeno: C, 52,35;
H, 5,75%

UV (CH3CN) Amax (log &) 285,0 (3,50) nm

FTIR (ATR) cm™: 3493, 2960, 2928, 2872, 1596, 1450, 1218, 1131, 705, 625, 609

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 228 (M*, 33,4%), 230 (34,8), 215 (95,1), 213 (100), 134 (89,7),
133 (16,0), 91 (12,2), 77 (25,3)

'H NMR (CDClIs, 400 MHz) §: 7,03 (d, 7,8 Hz, 1H), 6,75 (d, 7,8 Hz, 1H), 5,74 (d, 0,5 Hz, OH),
3,24 (septet, 6,9 Hz, 1H), 2,27 (s, 3H), 1,22 (d, 6,9 Hz, 6H)
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13C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 16,4, 22,9 (2C), 33,3, 112,7, 177,6, 122,84, 129,7, 145,3, 150,1

4-Brom-3-izopropil-6-metilfenol (p-bromkarvakrol, 2-6):

Bezbojna uljasta tecnost, relativni sadrzaj u smesi 17%

Flementna analiza: izracunato za C10H13BrO: 52,42; H, 5,72; O, 6,98; Br, 34,87. Nadeno: C, 52,31;
H, 5,63%

UV (CH3CN) Amax (log €) 283,0 (3,62) nm

FTIR (ATR) cm™: 3490, 2955, 2936, 2872, 1445, 1215, 1140, 706, 625,

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 228 (M™, 53,6%), 230 (51,5), 215 (96,7), 213 (100), 134 (95,5),
133 (19,0), 91 (14,2), 77 (24,2)

'H i 13C NMR spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Berlin i sar., 2006).

3.3.2.3. DERIVATIZACIJA SINTETISANOG 3-1ZOPROPIL-2,4-DIJOD-6-METILFENOLA (2-1) 1 2,4-

DIBROM-3-1ZOPROPIL-6-METILFENOLA (2-4)

SINTEZA ESTARA FENOLA 2-1 1 2-4, JEDINJENJA 2-7—-2-10

Rastvori propanske ili 2-metilbutanske kiseline (0,082 mmol), jedinjenja 2-1 ili jedinjenja 2-4
(0,075 mmol), 4-(dimetilamino)piridina (1,2 mg, 0,01 mmol) i N,N’-dicikloheksilkarbodiimida
(16,9 mg, 0,082 mmol) u 10 ml suvog dihlormetana mesani su preko noci na sobnoj temperaturi.
Rastvarac¢ je uparen, a sirovi proizvodi su prec¢iséeni gradijentnom hromatografijom na koloni
(smeSom n-heksana i dietil-etra (v/v)). Dobijeno je 31 mg (88%) cistog 3-izopropil-2,4-dijod-6-
metilfenil-propionata (2-7), 25 mg (92%) 2,4-dibrom-3-izopropil-6-metilfenil-propionata (2-8),
34 mg (96%) cistog 3-izopropil-2,4-dijod-6-metilfenil-izobutirata (2-9), odnosno 23 mg (82%)
Cistog 2,4-dibrom-3-izopropil-6-metilfenil-izobutirata (2-10).

3-1zopropil-2,4-dijod-6-metilfenil-propionat (2-7, smesa dijastereomernih atropizomera):

Bezbojna uljasta te¢nost, prinos 88%
Elementna analiza: izracunato za CisHisl202: C, 34,09; H, 3,52; O, 6,99; I, 55,41. Nadeno: C,
34,21; H, 3,59%
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UV (CHaCN) Zmax (l0g ) 214,0 (4,35), 196 (4,25) nm
FTIR (ATR) cms: 2957, 2925, 2871, 1763, 1426, 1334, 1114, 1072, 881, 714, 692

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 458 (M*, 5,5),402 (100), 386 (24,0), 260 (18,2), 103 (7,7), 51
(30,0)

2,4-Dibrom-3-izopropil-6-metilfenil-propionat (2-8, smesa dijastereomernih atropizomera):

Bezbojna uljasta te¢nost, prinos 92%

Elementna analiza: izraGunato za C13H1e6Br202: C, 42,89; H, 4,43; O, 8,79; Br, 43,89. Nadeno: C,
42,81; H, 4,52%

UV (CH3CN) Amax (log €) 291,0 (3,1), 206 (4,37) nm

FTIR (ATR) cmt: 2960, 2928, 2874, 1453, 1394, 1351, 1221, 1134, 1006, 733, 629

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 364 (M*, 2,9), 308 (100), 292 (55,6), 212 (6,9), 103 (12,6),
77 (16,1), 57 (64,7)

3-1zopropil-2,4-dijod-6-metilfenil-izobutirat (2-9, smesa dijastereomernih atropizomera):

Bezbojna uljasta te¢nost, prinos 96%

Elementna analiza: izracunato za Ci14Hisl202: C, 35,62; H, 3,84; O, 6,78; |, 53,76. Nadeno: C,
35,55; H, 3,72%

UV (CH3CN) Amax (log €) 214,0 (4,26), 196,5 (4,14) nm

FTIR (ATR) cm™: 2958, 2927, 2870, 1750, 1453, 1351, 1134, 873, 733, 629, 611

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 472 (M*, 7,3), 402 (100), 386 (16,8), 260 (14,1), 71 (39,5),
43 (65,4)

2,4-Dibrom-3-izopropil-6-metilfenil-izobutirat (2-10, smesa dijastereomernih atropizomera)

Bezbojna uljasta te¢nost, prinos 82%

FElementna analiza: izraGunato za C14H18Br202: C, 44,47; H, 4,80; O, 8,46; Br, 42,27. Nadeno: C,
44,38; H, 4,89%

UV (CH3CN) Zmax (log €) 206,5 (4,78) nm

FTIR (ATR) cm™: 2962, 2930, 2873, 1755, 1440, 1231, 1118, 1039, 910, 707
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EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 378 (M*, 2,4), 308 (45,6), 292 (20,9), 103 (9,1), 71 (67,9),
43 (100)

SINTEZA ETARA FENOLA 2-11 2-4, JEDINJENJA 2-11-2-14

U suspenziju kalijum-karbonata (0,350 mmol) u acetonu (5 ml) dodato je jedinjenje 2-1 ili 2-4
(0,274 mmol) i metil-jodid (0,178 mmol), odnosno alil-bromid (0,178 mmol). Reakciona smesa je
mesana na sobnoj temperaturi tokom 24 h. Zatim je aceton uparen, dodata voda i reakciona smesa
ekstrahovana dietil-etrom. Organski slojevi su suseni iznad anhidrovanog magnezijum-sulfata, a
rastvara¢ uparen na rotacionom vakuum uparivacu. Nakon pre€iS¢avanja gradijentnom
hromatografijom na koloni silika-gela smeSom n-heksana i dietil-etra (v/v) dobijena su ¢ista
jedinjenja 2-11 (15 mg, 21%), 2-12 (36 mg, 63%), 2-13 (52 mg, 67%) i 2-14 (43 mg, 67%).

2-1zopropil-1,3-dijod-5-metil-4-metoksibenzen (2-11, smesa dijastereomernih atropizomera):

Bezbojna uljasta te¢nost, prinos 21%

Elementna analiza: izra¢unato za C11H14120: C, 31,76; H, 3,39; O, 3,85: I, 61,01. Nadeno: C, 31,70;
H, 3,31%

UV (CH3CN) Zmax (log €) 216,5 (4,38) nm

FTIR (ATR) cmt: 2954, 2926, 2869, 1446, 1412, 1264, 1132, 1016, 870, 712, 679, 635, 600
EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 416 (M*, 100), 401 (34,9), 274 (45,7), 147 (15,6), 127 (11,7),
115 (18,9), 77 (12,9)

1,3-Dibrom-2-izopropil-5-metil-4-metoksibenzen (2-12, smesa dijastereomernih atropizomera):

Bezbojna uljasta te¢nost, prinos 63%

Elementna analiza: izracunato za C11H14Br20: C, 41,03; H, 4,38; O, 4,97; Br, 49,62. Nadeno: C,
41,12; H, 4,35%

UV (CH3CN) Amax (log €) 208,0 (4,63) nm

FTIR (ATR) cm™: 2959, 2930, 1453, 1324, 1270, 1147, 940, 870, 732, 706, 652

EI-MS m/z (rel. intenzitet, %): 322 (M*, 82,6), 320 (41,7), 309 (48,5), 307 (100), 305 (50,0), 115,1
(26,9), 103,1 (17,7), 77 (17,9), 51 (9,9)
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2-(Aliloksi)-4-izopropil-3,5-dijod-1-metilbenzen (2-13, smesa dijastereomernih atropizomera):

Bezbojna uljasta te¢nost, prinos 67%

Elementna analiza: izra¢unato za C13H16l20: C, 35,32; H, 3,65; O, 3,62; |, 57,41. Nadeno: C, 35,28;
H, 3,60%

UV (CH3CN) Zmax (log €) 216,50 (3,72) nm

FTIR (ATR) cmt: 2956, 2923, 2869, 1647, 1434, 1416, 1263, 1136, 987, 920, 870, 684

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 442 (M™, 67,0), 401 (100), 274 (58,3), 188 (46,9), 147 (59,2),
91 (53,8), 41 (64,1)

2-(Aliloksi)-3,5-dibrom-4-izopropil-1-metilbenzen (2-14, smesa dijastereomernih atropizomera):

Bezbojna uljasta te¢nost, prinos 67%

Flementna analiza: izrac¢unato za C13H16Br20: C, 44,86:; H, 4,36; O, 4,60; Br, 45,91. Nadeno: C,
44,70; H, 4,41%

UV (CH3CN) Amax (log €) 216,5 (4,38) nm

FTIR (ATR) cm™: 2960, 2928, 2873, 1706, 1647, 1584, 1444, 1323, 1330, 1267, 1150, 1010, 989,
921, 732, 710, 689

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 348 (M*, 42,4), 307 (79,4), 267 (28,2), 147 (51,9), 119 (56,0),
77 (52,0) 41 (100)

BROMOVANJE p-JODKARVAKROLA (2-2)

Jedinjenje 2-2 (0,60 g, 2,17 mmol) je rastvoreno u 10 ml metanolnog rastvora KOH (0,364 g, 6,51
mmol), a uz mesanje je dodato u kapima 5 ml rastvora broma (0,382 g, 2,39 mmol) u metanolu.
Smesa je mesana 30 min, zatim je uparen metanol, a ¢vrstom ostatku je dodata voda. VVodeni
rastvor je neutralisan vodenim rastvorom hlorovodoni¢ne kiseline, smeSa ekstrahovana
dietil-etrom, a organski sloj je ispran vodenim rastvorom natrijum-tiosulfata. Nakon susenja i
uparavanja organskog rastvaraca, masa sirovog proizvoda je bila 537 mg. Dobijena smesa je
analizirana GC-MS-om, pri ¢emu je uofeno da sadrzi smeSu 4 proizvoda slicne polarnosti.
Pokusano je da se gradijentnom dry-flash hromatografijom na koloni silika-gela dobije ¢isto

jedinjenje 2-brom-3-izopropil-4-jod-6-metilfenol (2-15), medutim, ovo jedinjenje je eluiralo n-
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heksanom zajedno sa jedinjenjem 2-4. SmeSa je sadrzala 60% zeljenog proizvoda. Signali
jedinjenja 2-15 u NMR spektrima se nisu preklapali sa signalima jedinjenja 2-4 (Ciji su signali
prethodno asignirani), tako da je bilo moguce asignirati signale oba atropizomera jedinjenja 2-15

(Rezultati i diskusija, odeljak 4.2).

2-Brom-3-izopropil-4-jod-6-metilfenol (2-15):
EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 354 (M*, 100), 356 (97,2), 341 (55,7), 339 (57,1), 214 (74,9),
212 (75,9), 133 (27,4), 127 (23,4), 91 (24,2), 77 (41,3)

3.3.2.4. IZRACUNAVANJA AKTIVACIONIH PARAMETARA ZA ROTACIONU BARIJERU JEDINJENJA

Strukture jedinjenja 2-1, 2-4 i njihovih odabrananih derivata (2-7, 2-8, 2-13, 2-14 i 2-15) su u
potpunosti DFT optimizovane na B3LYP/6-311G(d,p) nivou teorije za sve atome. Efekat
rastvaraca nije uzet u obzir, ve¢ je izraCunavanje izvrSeno za molekul u vakuumu. Prorauni su

izvedeni kori$¢enjem programskog paketa Gaussian 09 (Frisch i sar., 2013).
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3.3.3. SINTEZA PRIRODNOG PROIZVODA 1Z ASCIDIJE D. RUBEUM | NJEGOVIH ANALOGA

3.3.3.1. SINTEZA N-[2-(4-METOKSIFENIL)ETIL]BENZAMIDA (3-1) [ N-[2-(4-

METOKSIFENIL)ETIL]JFORMAMIDA (3-2)

Rastvor 2-(4-metoksifenil)etilamina (1,00 g, 6,6 mmol), 4-(dimetilamino)piridina (DMAP,
30 mg), N,N’-dicikloheksilkarbodiimida (DCC, 1,50 g, 7,3 mmol) i benzoeve (1,21 g, 9,9 mmol)
ili mravlje 95% w/w kiseline (0,474 g, 9,8 mmol) u suvom dihlormetanu (20 ml) je mesan preko
no¢i na sobnoj temperaturi zasti¢en od vlage CaClz-cev€icom. Za sintezu formamida je kori§¢ena
mravlja kiselina koja sadrzi do 5% vode, pa je u reakcionu smesu dodat i ¢vrsti anhidrovani MgSQO4
(2 g). U dobijenu suspenziju proizvoda je zatim dodato 5 g silika-gela, dihlormetan je uparen, a
suvi ostatak nanesen na prethodno napakovanu kolonu silika-gela. Za hromatografiju je koris¢ena
smesa rastvaraca heksan, dietil-etar i dihlormetan, (gradijentno od 1:1:1 do 1:1:2, v/v), pri ¢emu je
izolovano 1,27 g (75%) jedinjenja 3-1 i 0,98 g (83%) jedinjenja 3-2.

N-[2-(4-Metoksifenil)etil]benzamid (3-1)

Bela kristalna supstanca; tacka topljenja 120,7 °C (literaturna vrednost 123-124 °C, Kincl i sar.,
1956)

Elementna analiza: izracunato za Ci16H17NOz2: C, 75,27; H, 6,71; N, 5,49; O, 12,53. Nadeno: C,
75,12; H, 6,78; N, 5,42; O, 12,68%

UV (CHsCN) Amax (log €) 283,2 (3,37), 275,8 (3,49), 225,2 (4,41), 194,2 (5,04)

FTIR (ATR) cm: 3314, 3080, 2931, 2833, 1633, 1536, 1510, 1240, 814, 754, 692

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 255 (M*, 1,5%), 135 (10,1), 134 (100), 121 (20,6), 105 (30,6),
78 (5,3), 77 (21,9), 51 (4,6)

Retenciono vreme (HP-5MS): 11,835 min

N-[2-(4-Metoksifenil)etil]formamid (3-2)

Bela amorfna ¢vrsta supstanca

Elementna analiza: izrac¢unato za C10H13NO2: C, 67,02; H, 7,31; N, 7,82; O, 17,85. Nadeno: C,
67,12; H, 7,20; N, 7,78; O, 17,90%

UV (CH3CN) Amax (log €) 283,4 (3,14), 276,8 (3,21), 224,6 (3,99), 195,0 (4,65)

FTIR (ATR) cm™’: 3286, 3080, 2934, 2836, 1654, 1611, 1510, 1440, 1241, 810, 752
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EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 179 (M*, 3,7%), 135 (10,3), 134 (100), 121 (76,9), 119 (8.2),
91 (9,5), 77 (10,9), 51 (3,3)
Retenciono vreme (HP-5MS): 5,805 min

3.3.3.2. JODOVANJE JEDINJENJA 3-11 3-2

Smesa amida 3-1 ili 3-2 (0,7 mmol), ziva(II)-acetata (0,55 g, 1,73 mmol) i jedne kapi 70% (w/w)
perhlorne kiseline u 14 ml glacijalne siréetne kiseline mesana je 48 h na sobnoj temperaturi.
Reakcija je prekinuta dodatkom 31 ml zasi¢enog rastvora natrijum-hlorida u vodi, a zatim je
mesana jo§ 30 min na sobnoj temperaturi. Istalozeni arilmerkuri-hlorid je odvojen centrifugiranjem
i suSen pod sniZenim pritiskom. Zatim je suspenzija sirovog arilmerkuri-hlorida u suvom CHzCl:
(20 ml) tretirana rastvorom joda (0,44 g, 1,73 mmol u 10 ml suvog dihlormetana) i mesana jos
16 h, nakon Cega je talog profiltriran. Filtrat je ispran rastvorom natrijum-tiosulfata i zasi¢enim
rastvorom natrijum-hlorida, susen nad anhidrovanim rastvorom MgSOs i rastvara¢ je uparen.
Sirovi proizvodi (smeSa derivata monojodovanih i dijodovanih benzamida i formamida)
razdvojeni su izokratskim hromatografijama na koloni koris¢enjem smeSe rastvaraca

n-heksan/dietil-etar/dihlormetan u odnosu 3:1:1 ili 1:1:1.
N-[2-(3,5-Dijod-4-metoksifenil)etil]benzamid (3-3)

Bela kristalna supstanca; tacka topljenja 127,7 °C

Elementna analiza: izraGunato za CieHisI2NO2: C, 37,90; H, 2,98; I, 50,05; N, 2,76; O, 6,31.
Nadeno: C, 37,78; H, 2,85; N, 2,78%

UV (CHsCN) Amax (log €) 288,4 (3,45), 222,6 (4,64), 193,0 (4,90)

FTIR (ATR) cm™: 3280, 3060, 2928, 1628, 1533, 1458, 1245, 995, 866, 692

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 507 (M*, 0,7), 386 (100), 380 (23,3), 373 (6,8), 260 (13,9),
246 (1,9), 244 (3,6), 207 (5,9), 105 (91,5), 77 (38,9), 51 (7,6)

Retenciono vreme (HP-5MS): 18,131 min

N-[2-(2,5-Dijod-4-metoksifenil)etil]benzamid (3-4)

Bela kristalna supstanca; tacka topljenja 192 °C

Elementna analiza: izradunato za CisHisI2NO2: C, 37,90; H, 2,98; I, 50,05; N, 2,76; O, 6,31.
Nadeno: C, 37,82;: H, 2,96: N, 2,73%

UV (CHsCN) Amax (log €) 298,0 (3,98), 241,0 (4,68), 213,6 (4,93), 193,0 (5,12)
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FTIR (ATR) cm™: 3293, 3080, 2910, 2830, 1625, 1540, 1478, 1243, 1052, 880, 830, 692, 595
EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 507 (M*, 0,7), 387 (9,6), 386 (100), 380 (25,7), 373 (7,5), 260
(3,8), 105 (80,3), 77 (35,2), 51 (6,4)

Retenciono vreme (HP-5MS): 18,201 min

N-[2-(3-Jod-4-metoksifenil)etil]benzamid (3-5)

Bela kristalna supstanca; tacka topljenja 141,2 °C

Elementna analiza: izradunato za CisHi6INO2: C, 50,41; H, 4,23; 1, 33,29; N, 3,67; O, 8,39.
Nadeno: C, 50,53; H, 4,15; N, 3,70%

UV (CH3CN) Amax (log €) 283,0 (3,77), 225,0 (4,72), 194,0 (5,12)

FTIR (ATR) cm™: 3241, 3090, 2930, 2830, 1630, 1538, 1489, 1250, 860, 807, 697, 595

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 381 (M*, 0,4), 260 (100), 247 (8,0), 245 (6,0), 134 (1,4),
118 (2,2), 105 (44,5), 77 (25,4), 51 (5,7)

Retenciono vreme (HP-5MS): 15,502 min

N-[2-(2-Jod-4-metoksifenil)etil]benzamid (3-6)

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 381 (M, 0,9), 260 (100), 254 (9,1), 247 (14,6), 134 (1,4),
120 (6,1), 105 (55,4), 91 (4,1), 77 (27,7), 51 (6,8)
Retenciono vreme (HP-5MS): 15,142 min

N-[2-(3-Jod-4-metoksifenil)etil]formamid (3-7)

Bela kristalna supstanca; tacka topljenja 80,5 °C

Elementna analiza: izra¢unato za CisH16INO2: C, 39,36; H, 3,96; I, 41,59; N, 4,59; O, 10,49.
Nadeno: C, 39,41; H, 3,85; N, 4,55%

UV (CHsCN) Zmax (log &) 290,2 (2,21), 283,0 (2,23), 204,6 (3,24), 198,2 (3,25)

FTIR (ATR) cm™: 3241, 3090, 2930, 2830, 1630, 1538, 1489, 1250, 860, 807, 697, 595

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 305 (M*, 4,5), 260 (100), 247 (32,1), 245 (8,4), 231 (1,2), 118
(3,6), 90 (14,6), 77 (12,5), 51 (3,3).

Retenciono vreme (HP-5MS): 10,039 min

Hemijska pomeranja protona ‘H i ugljenika *C sintetisanih N-aciltiramina su prikazana u

poglavlju Rezultati i diskusija 4.3.
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3.3.3.3. SINTEZA N-[2-(3-JOD-4-METOKSIFENIL)ETIL]ACETAMIDA (3-8)

U balonu od 100 ml, koji je opremljen magnetnom meSalicom, nalazi se 10 ml vode, 0,1 ml
koncentrovane hlorovodoni¢ne kiseline i 0,19 g (1,26 mmol) 2-(4-metoksifenil)etilamina, koji se
potpuno rastvorio mesanjem. U reakcionu smesu je dodato 0,158 g (1,55 mmol) anhidrida siréetne
kiseline, i meS$ano do njegovog rastvaranja, a zatim je smesa prelivena u rastvor 0,189 g kristalnog
natrijum-acetata u 0,57 ml vode. Reakcija je vodena uz energi¢no meSanje i hladenje balona
smeSom led—voda preko no¢i. Reakciona smeSa je ekstrahovana viSe puta dihlormetanom,
ekstrakti su spojeni i osuseni iznad anhidrovanog MgSOa, susilo je uklonjeno filtracijom, a
rastvaral uparen na rotacionom vakuum uparivaéu. Dobijeno je 0,13 g N-[2-(4-

metoksifenil)etil]acetamida u vidu belicastih kristala. Prinos reakcije je bio 54%.

Dobijeni proizvod je podvrgnut reakciji jodovanja. U balonu od 100 ml, koji je opremljen
magnetnom mesalicom, rastvoreno je 0,13 g (0,7 mmol) N-(4-metoksifenetil)acetamida u
glacijalnoj siréetnoj kiselini (14 ml) na sobnoj temperaturi. Dodato je, zatim, 0,245 g (0,77 mmol)
ziva(Il)-acetata, kao i jedna kap 70% (w/w) perhlorne kiseline. Reakciona smesa je meSana tokom
48 h na sobnoj temperaturi (za to vreme se primecuje formiranje belih ¢estica taloga). Nakon isteka
ovog vremena, smesa je izlivena u 21 ml zasi¢enog rastvora NaCl, i meSana jo§ 30 min, a zatim je
centrifugirana (3000 obrtaja u s, 30 min) da bi se obezbedilo brze i bolje taloZenje Cestica taloga 1
njihovo prenoSenje i suSenje. Talog je suSen nekoliko puta dodavanjem rastvaraca (dihlormetana),
a zatim viSestrukim uparavanjem na rotacionim vakuum uparivacu (azeotropna destilacija).
Osusenom talogu organozivinog jedinjenja je uz mesanje na sobnoj temperaturi dodat rastvor joda
0,181 g (0,71 mmol) u suvom dihlormetanu (30 ml). Reakciona sme$a je meSana tokom 16 h, a
zatim profiltrirana. Filtrat je ispran rastvorom NazS203, vodom i susen iznad anhidrovanog
MgSOa4. Uklonjeno je sredstvo za suSenje, a rastvara¢ uparen. Dobijeno je 0,004 g N-[2-(3-jod-4-

metoksifenil)etilJacetamida (prinos reakcije je bio 1,9%).
N-[2-(3-jod-4-metoksifenil)etil]acetamid (3-8):

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 319 (M*, 3,3), 304 (0,1), 288 (0,1), 276 (0,1), 260 (100), 247
(18,8), 233 (0,8), 134 (1,6), 118 (4,3), 103 (7,0), 90 (13,6), 77 (14,3), 43 (19,8)
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IH NMR (400 MHz, DMSO-de) 5: 7,88 (bt, 5,8 Hz, NH), 7,60 (d, 2,1 Hz, 1H), 7,18 (dd, 8,4, 2,1
Hz, 1H), 6,92 (d, 8,4 Hz, 1H), 3,79 (s, 3H), 3,19 (pseudo g, 6,8 Hz, 2H), 2,60 (bt, 7,2 Hz, 2H),
1.77 (s, 3H)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) §: 22,6, 33,6, 40,2, 56,1, 85,9, 111,4, 129,9, 133,8, 138,9, 1562,
169,0

3.3.3.4. NEUSPESNI ALTERNATIVNI SINTETICKI PUT

SINTEZA 4-HIDROKSI-3,5-DIJODBENZALDEHIDA (3-9)

U ohladenu suspenziju (12-15 °C) 4-hidroksibenzaldehida (3,00 g, 24,6 mmol) u vodenom
rastvoru natrijum-hidrogenkarbonata (3,10 g, 36,9 mmol NaHCOs u 20 ml vode) uz dobro mesanje
dodat je ¢vrst usitnjen jod u malim porcijama. MeSanje je nastavljeno jo§s 30 min na sobnoj
temperaturi, a zatim je reakciona smeSa neutralisana rastvorom hlorovodoni¢ne kiseline
(10%, w/w) i ekstrahovana etil-acetatom. OsuSeni organski sloj (nad MgSQOa) je uparen pomocu
rotacionog vakuum uparivaca. Iz ¢vrstog ostatka uklonjen je 4-hidroksi-3-jodbenzaldehid
ispiranjem  dietil-etrom, pri  ¢emu je  beli  kristalni  ostatak  predstavljao

4-hidroksi-3,5-dijodbenzaldehid (prinos ovog jedinjenja je bio 1,0 g, 29%).
4-Hidroksi-3,5-dijodbenzaldehid (3-9)

Bela kristalna supstanca; tacka topljenja 195,0 °C (lit. 194-195 °C, Kiran i sar., 2008)

Elementna analiza: izradunato za C7Hal202: C, 22,49; H, 1,08; I, 67,88; O, 8,56%. Nadeno: C,
22,58; H, 1,12%

UV (CH3CN) Amax (log €) 350,0 (3,22), 273,8 (4,18), 272,0 (4,18), 241,6 (4,58)

FTIR (ATR) cm™: 3160, 3048, 2834, 2720, 1662, 1563, 1225, 1186, 877, 810, 702, 600

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 374 (M*, 100%), 373 (56,8), 345 (5,2), 245 (3,6), 218 (11,0),
173 (4,8), 127 (9,1), 119 (12,9), 92 (14,3), 63 (25,2)

'H NMR (400 MHz, CDCls3) &: 9,74 (s, 1H), 8,20 (s, 2H), 6,29 (s, 1H)

13C NMR (100 MHz, CDCls) §: 82,8 (2C), 133,0, 141,2 (2C), 158,5, 180,8

Retenciono vreme (HP-5MS): 10,039 min
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SINTEZA 3,5-DI1JOD-4-METOKSIBENZALDEHIDA (3-10)

U balon od 100 ml, koji je opremljen magnetnom mesalicom i sadrzi suspenziju 0,75 g (5,5 mmol)
kalijum-karbonata u 5 cm® DMF, dodat je 1,0 g (2,7 mmol) 4-hidroksi-3,5-dijodbenzaldehida.
Zatim je, uz meSanje, u kapima dodato 0,4 g (2,8 mmol) metil-jodida. Mesano je tokom 21 h.
Smesi je dodata voda i izvrSena ekstrakcija dietil-etrom tri puta. Etarski slojevi su spojeni i ispirani
nekoliko puta vodom, a zatim su suseni iznad anhidrovanog MgSOa, i dietil-etar uparen. Dobijeno
je 0,68 g 3,5-dijod-4-metoksibenzaldehida (3-10) u vidu belih kristala. Prinos ovog jedinjenja je
bio 46%.

3,5-Dijod-4-metoksibenzaldehid (3-10):

Bela kristalna supstanca, tacka topljenja 121,2 °C (lit. 132 °C, Covello i sar., 1968);

Elementna analiza: izra¢unato za CsHel202: C, 24,77; H, 1,56; |, 65,42; O, 8,25%. Nadeno: C,
24,70, H, 1,45%

UV (CHsCN) Amax (log €) 305,0 (3,30), 265,4 (4,02), 235,6 (4,56), 197,4 (4,44)

FTIR (ATR) cm™: 3050, 2937, 2858, 2752, 1687, 1247, 1183, 983, 876, 640, 574

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 388 (M*, 100%), 387 (23,0), 373 (0,1), 359 (0,4), 261 (0,6),
245 (24,2), 231 (6,1), 218 (13,6), 127 (7,1), 75 (18,7), 62 (17,5)

'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 9,81 (s, 1H), 8,27 (s, 2H), 3,93 (s, 3H)

13C NMR (100 MHz, CDCls) 5: 61,0, 91,4 (2C), 135,5, 141,3 (2C), 163,8, 188,2

Retencioni indeks (HP-5MS) = 1916

SINTEZA (E)-1,3-DIJOD-2-METOKSI-5-(2-NITROVINIL)BENZENA (3-11)

Smesa 0,68 g (1,8 mmol) 3,5-dijod-4-metoksibenzaldehida, 0,6 g (7,8 mmol) amonijum-acetata,
3,3 ml glacijalne siréetne kiseline 1 2,3 ml (43 mmol) nitrometana, u balon od 100 ml, je izloZena
delovanju ultrazvuka tokom 3 h. ViSak nitrometana je uparen na rotacionom vakuum uparivacu, a
ostatku je dodata voda i ekstrahovan je dihlormetanom nekoliko puta. Spojeni organski slojevi
ispirani su rasolom, i suseni iznad anhidrovanog magnezijum-sulfata. Rastvara¢ je uklonjen
uparavanjem. Dobijeno je 0,47 g smeSe mrke boje. Prinos (E)-1,3-dijod-2-metoksi-5-(2-

nitrovinil)benzena u smesi bio 32% (na osnovu GC—MS-a).
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(E)-1,3-Dijod-2-metoksi-5-(2-nitrovinil)benzen (3-11)

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 431 (M*, 100%), 384 (32,3), 369 (23,1), 274 (16,2), 259 (29,9),
242 (18,1), 215 (13,5), 127 (6,5), 116 (32,3), 88 (46,6), 62 (25,9)
Retencioni indeks (HP-5MS) = 2450

SINTEZA 1,3-DIJOD-2-METOKSI-5-(2-NITROETIL)BENZENA (3-12)

U balonu od 100 ml opremljenom magnetnom mesalicom, rastvoreno je 0,47 g (1,1 mmol)
(E)-1,3-dijod-2-metoksi-5-(2-nitrovinil)benzena u 10 ml apsolutnog etanola. Smesi je uz mesanje
i hladenje balona smeSom led—voda, dodata petostruka koli¢ina natrijum-borhidrida. Smesa je
mesSana 5 h na sobnoj temperaturi uz koriS¢enje kalcijum-hloridne cev¢ice. Nakon toga, etanol je
uklonjen uparavanjem, a ostatku dodata voda. Visak NaBH4 je uklanjen dodatkom razblazene
sumporne kiseline u kapima. Smesa je ekstrahovana viSe puta dihlormetanom, a spojeni organski
slojevi isprani zasi¢enim vodenim rastvorom NaCl i osuSeni iznad anhidrovanog MgSOa.
Rastvara¢ je uklonjen uparavanjem na rotacionom vakuum upariva¢u. Dobijeno je 0,13 g
proizvoda. Prinos 1,3-dijod-2-metoksi-5-(2-nitroetil)benzena u smesi bio je 54% (na osnovu
GC-MS-a).

1,3-Dijod-2-metoksi-5-(2-nitroetil)benzen (3-12)

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 433 (M*, 31,0%),) 386 (100), 371 (29,0), 260 (14,6),
244 (22,0), 230 (4,2), 127 (4,6), 118 (19,1), 89 (32,9), 63 (14,0)
Retencioni indeks (HP-5MS) = 2340
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3.3.3.5. TESTIRANJE TOKSIKOLOSKE/FARMAKOLOSKE AKTIVNOSTI SINTETISANIH JEDINJENJA
Lekovi i hemikalije koji su korisé¢eni u ispitivanjima

Medijum za celijske kulture (RPMI medijum, kupljen od Sigma-Aldrich, Sent Luis, MO, SAD),
upotrebljen za eksperimente, sadrzavao je RPMI 1640 sa dodatim 20 mmol dm> HEPES-om i L-
glutaminom, bez natrijum-hidrogenkarbonata, kao i 5% (w/v) serum fetusa goveceta, streptomicin
(200 mg mI') (AppliChem, Darmstat, Nemacka) i penicilin (200 1U mIt) (AppliChem, Darmstat,
Nemacka). Cisplatin, koris¢en kao pozitivna kontrola, (Teva, Beograd, Srbija) i
3-(4,5-dimetiltijazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromid (MTT, Sigma-Aldrich, Sent Luis, MO,

SAD) koris¢eni su za odredivanje vijabilnosti ¢elija.
Akutna toksicnost ispitana u modelu slanovodnih raci¢a Artemia salina

Krajnje koncentracije uzoraka rastvorenih u smesi vode i dimetil-sulfoksida (DMSO) bile su
sledec¢e: 1-200 pM, dok je koncentracija dimetil-sulfoksida bila manja od 1% (v/v). DMSO je bio
neaktivan pod uslovima eksperimenta, $to je i pokazano negativnom kontrolom. Mrtvi naupliji
(raci¢i) su brojani nakon 24 i 48 h. Svi testovi su izvodeni u triplikatu. LCso (letalna koncentracija
koja uzrokuje smrt 50% nauplija) je odredena nakon statisticke analize. Natrijum-dodecil-sulfat

(SDS) je koriSc¢en kao pozitivna kontrola.
Eksperimentalne Zivotinje, izolovanje ¢elija i kultivacija

U eksperimentu su kori$¢eni muZzjaci i zenke pacova soja Wistar, starosti 2-3 meseca, tezine 250—
300 g). Zivotinje su ¢uvane pod standardnim laboratorijskim uslovima (temperatura 22 + 2 °C,
vlaznost 60%, sa hranom i vodom dostupnom ad libitum) u vivarijumu Instituta za biomedicinska
istrazivanja, na Medicinskom fakultetu, Univerzitet u Nisu. Svi eksperimentalni postupci sa
zivotinjama sprovedeni su u skladu sa deklaracijom iz Helsinkija i smernicima Evropske zajednice
za eticko postupanje sa eksperimentalnim zivotinjama (Direktiva EU iz 2010. godine; 2010/63/
EU) i takode su odobreni od strane lokalnog etickog odbora (br. 323-07-06862/2016-05/2).

Pacovima je intraperitonealno ubrizgana tioglikolna kiselina da bi se podstakla migracija monocita
iz krvi u peritoneum i proliferacija rezidentnih peritonealnih makrofaga (Radulovi¢ i sar., 2014,
2017). lzdvojeni peritonealni makrofagi (M) su izolovani prethodno opisanim standardnim

postupcima, a suspenzije ¢elija (vijabilnost je odredena bojenjem tripan-plavim; >95% vijabilnih
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éelija) su podesene na 2,5 x 10° ¢elija ml™. Zatim su éelije prebacene u miktrotitarske ploce i
ostavljene da adheriraju na povrsinu plo¢a tokom 1,5 h na 37 °C pod atmosferom sa 5% (v/v)

ugljen-dioksida. Svi eksperimenti su izvodeni u triplikatu i ponovljeni tri puta.
Sposobnost makrofaga da metabolisu MTT (test vijabilnosti)

Nakon inicijalnog koraka adheriranja, makrofagi su izlozeni razli¢itim koncentracijama cisplatine
(4 x 108 — 7 x 10° mol dm?) ili jedinjenja 3-1, 3-3-3-5, 3-7 (1 x 107 — 5 x 10* mol dm™®),
rastvorenih u RPMI medijumu, a zatim inkubirani 24 h na 37 °C pod atmosferom sa 5% (v/v)
ugljen-dioksida. Nakon inkubacije, odredena je vijabilnost ¢elija, upotrebom standardnog MTT
(5 mg ml?) testa (Radulovié i sar., 2017). Formiranje formazana, 4 h kasnije, odredeno je
merenjem apsorbancije svakog bunarica na 540 nm (Multiscan Ascent, Labsystems, Finska).
Aktivnost jedinjenja je izrazena kao % vijabilnosti u odnosu na celije kultivisane u RPMI

medijumu.
Procena funkcionalnih svojstava makrofaga

Test neutralnog crvenog (procena funkcije lizozoma). Ovaj test koristi neutralno crveno, boju koja
prodire u normalne lizozome i boji ih (Radulovi¢ i sar., 2017). Ukratko, nakon perioda inkubacije
od 24 h sa jedinjenjima, prateci protokol opisan u prethodnom odeljku, medijum je uklonjen, a
¢elije isprane 1 inkubirane jo$ 2 h sa neutralnim crvenim. Nakon toga, viSak boje je uklonjen, ploce
su isprane 1 dodat je rastvor za obezbojavanje (smeSa etanola, vode 1 siréetne kiseline u odnosu
5:5:1, v/vlv). Kolicina ekstrahovane/preostale boje je merena spektrofotometrijski na 540 nm.
Dobijeni rezultati su predstavljeni kao % celijske sposobnosti da zadrze netralno crveno u odnosu
na istu sposobnost kultivisanih ¢elija u RPMI medijumu. Svi eksperimenti su izvodeni u triplikatu

I ponovljeni su tri puta.

Test metilenskog plavog (procena sposobnosti adheriranja). Sposobnost adheriranja makrofaga,
izloZenih cisplatinu ili jedinjenjima 3-1, 3-3-3-5, 3-7 u istim koncentarcijama kao $to je opisano
kod testa vijabilnosti, odredena je upotrebom bojenja metilenskim plavim. Tretman je sproveden
tokom inicijalnog koraka adheriranja makrofaga u trajanju od 1,5 h. Nakon ovog perioda, ¢elije su
fiksirane metanolom i bojene 30 min 1% (w/v) rastvorom metilenskog plavog. Visak boje je
uklonjen naknadnim ispiranjem destilovanom vodom, a preostala boja zadrzana od strane ¢elija

ekstrahovana je smesom etanola i hlorovodoniéne kiseline koncentracije 0,1 mol dm= (1:1, v/v).
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Apsorbancije ekstrakata svakog bunari¢a su izmerene na 620 nm, a rezultati su predstavljeni kao
% adheriranih ¢elija u odnosu na izmerene apsorbancije za ¢elije kultivisane u RPMI medijumu.

Svi eksperimenti su izvedeni u triplikatu i ponovljeni tri puta.

Odredivanje aktivnosti mijeloperoksidaze (MPO). Primarne kulture makrofaga su izlozene
cisplatinu ili jedinjenjima 3-1, 3-3-3-5, 3-7 (u istim koncentracijama kao $to je ve¢ opisano kod
MTT testa). Aktivnost MPO je odredena upotrebom 1,2-diaminobenzena kao reagensa za bojenje
a enzimska reakcija je inicirana dodatkom vodonik-peroksida (Radulovic i sar., 2014). Reakcija je
prekinuta rastvorom sumporne Kiseline koncentracije 1,0 mol dm=, a opti¢ka gustina (OD) je

merena na 540 nm. Rezultati su izraZzeni kao OD (apsorbancija na 540 nm) x 1000.

Mikroskopiranje makrofaga. Nakon inkubacije od 24 h, makrofagi koji su bili izloZeni cisplatinu
I jedinjenjima 3-1, 3-3-3-5, 3-7 su posmatrani pod svetlosnim mikroskopom Zeiss Z1
AxioObserver (Carl Zeiss, Getingen, Nemacka), koris¢enjem opti¢kih uvecanja 100x i 200x.

Opisane su promene u broju, obliku i morfoloskim karakteristikama makrofaga.
Statisticka analiza

Rezultati bioloskih testiranja su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija. Statisticki
znacajne razlike izmedu grupa su odredene jednofaktorskom analizom varijanse (One-Way
ANOVA) i Dunnett-ovim post-hoc testom za visestruka poredenja (GraphPad Prism version 5.03,
San Dijego, CA, SAD). Razlike u vrednostima za koje je p manje od 0,05 smatrane su statisti¢ki

znacajnim.
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3.3.4. ,,ZELENA“ SINTEZA N-[2-(3,5-DIJOD-4-METOKSIFENIL)ETIL]BENZAMIDA

3.3.4.1. SINTEZA AMIDA BEZ RASTVARACA

U avanu je homogenizovana odmerena koli¢ina amina (0,278 - 145 mmol, 1 ekv.) i
natrijum-hidrogenkarbonata (1 ekv.), a zatim je u kapima* (ili u porcijama) dodavan odgovarajucéi
acil-halogenid uz stalno meSanje tu¢kom. Nakon dodatka celokupne koli¢ine hlorida, smesa je
dodatno homogenizovana, pa je dodato 10 ml vode, i ukoliko je pao talog nastalog amida on je
prenesen u Kivetu za centrifugiranje; ako je amid bio teCan, smesa je prebacena u levak za
odvajanje. Dobijeni te¢ni amidi se mogu nakon razdvajanja od vode osusSiti rastvaranjem u
etil-acetatu, a zatim suSiti anhidrovanim magnezijum-sulfatom i izolovati uparavanjem na

rotacionom vakuum uparivacu.

Sintetisani su sledeci amidi:

N-Butilbenzamid (4-1): *H i BC-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa literaturnim
podacima (Wang i sar., 2011; Yamashina i sar., 1988).

N-Pentilbenzamid (4-2):

UV (CHsCN) Amax (loge) 225,5 (3,78), 194 (4,53) nm

FTIR (ATR) cm™: 3320, 3061, 2955, 2929, 2859, 1700, 1635, 1537, 1310, 1238, 707, 649
EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 191 (M*, 8,1), 162 (9,1), 148 (8,6), 135 (16,3), 134 (20,3),
106 (7,7), 105 (100), 78 (2,9) 77 (33,2), 51 (6,2)

'H i ®C-NMR spektralni podaci se slazu sa literaturnim vrednostima (Abaee i sar., 2010).

N-Heksilbenzamid (4-3): *H i ®*C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa literaturnim
podacima (Ohshima i sar., 2008; Yamashina i sar., 1988)

N-Dodecilbenzamid (4-4):
UV (CH3CN) Zmax (loge) 223,50 (3,96), 209,50 (4,57) nm

4 U slu¢aju &vrstog acil-hlorida, dodaje se hlorid u malim porcijama (npr. p-nitrobenzoil-hlorid).
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FTIR (ATR) cm™: 3338, 2916, 2847, 1630, 1529, 1487, 1462, 1300, 1075, 713, 691, 604

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 289 (M*, 10,0), 176 (11,0), 162 (11,3), 148 (14,0), 135 (29,7),
134 (27,3), 105 (100), 77 (22,9)

'H-NMR (CDCls, 400 MHz) &: 7,76 (m, 2H), 7,48 (m, 1H), 7,42 (m, 2H), 6,25 (s, 1H), 3,44
(pseudo q, 6,8 Hz, 2H), 1,61 (p, 7,2 Hz, 2H), 1,18-1,43 (m, preklopljeni signali 18 H), 0,88 (t, 6,6
Hz, 3H)

13C-NMR (CDCls, 100 MHz) &: 22,8, 29,5 (2C), 29,68, 29,72, 29,75, 29,77, 29,80, 32,0, 40,3,
127,0 (2C), 128,6 (2C), 131,4, 135,0. 167,6

N-Heksadecilbenzamid (4-5):

FTIR (ATR) cm™: 3340, 2917, 2848, 1631, 1531, 1462, 714, 691, 611

H i 3C-NMR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa literaturnim vrednostima. (Zaffalon i sar.,
2010; Yamashina i sar., 1988)

N-(sec-Butil)benzamid (4-6): *H i ¥C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa

literaturnim podacima (Balalaie i sar., 2007; Roice i sar., 2004; Yamashina i sar., 1988)

N-Izobutilbenzamid (4-7):

UV (CH3CN) Amax (loge) 227,0 (4,03), 194,0 (4,57) nm

1H i 3C-NMR, IR i MS spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Chattopadhyay i sar.,
2008; Kuang i sar., 2007)

N-(terc-Butil)benzamid: (4-8): *H i *C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa
literaturnim podacima (Yoo i Li., 2006; Shaabani i sar., 2007; Khalafi-Nezhad i sar., 2011;

Yamashina i sar., 1988)

N-Fenilbenzamid (4-9): H i 3C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa literaturnim
podacima (Han i sar., 2005; Roychowdhury i sar., 2006; Antony Muthu Prabhu i sar., 2009)
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N-Fenilacetamid (4-10): *H i *C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa literaturnim
podacima (Tsukamoto i sar., 2006; Garkani-Nejad i Poshteh-Shirani, 2011; Lee i sar., 2010;
Siddigi i Khan, 2004)

N,N’-Difeniloksalamid (4-11):

UV (CH3CN) Amax (loge) 274 (4,11) nm

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 7,16 (m, 2H), 7,36 (m, 4H), 7,92 (m, 4H), 10,83 (s, 2H)
13C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 120,3 (4C), 124,4 (2C), 128,6 (4C), 137,6 (2C), 158,5 (2C)

IR i MS spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Donohoe i sar., 2006)

N-(o-Tolil)benzamid (4-12): *H i 3C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa literaturnim
podacima (Wang i sar., 2011; Zhang i sar., 2003)

N-(m-Tolil)benzamid (4-13): *H i ®C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa literaturnim
podacima (Wang i sar., 2011; Zhang i sar., 2003)

N-(p-Tolil)benzamid (4-14): *H i 3C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa literaturnim
podacima (Zhang i sar., 2009; Hsieh i Cheng, 2005; Zhang i sar., 2003)

N-(p-Tolil)izobutiramid (4-15):

UV (CH3CN) Amax (loge) 244,5 (3,99), 202 (4,23) nm

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 177 (M*,21,8), 108 (8,3), 107 (100), 106 (36,0), 79 (6,9),
78 (5,5), 77 (13,4), 43 (30,4), 41 (10,2), 35 (5,8)

H i BC-NMR i IR spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Gowda i sar., 2003)

N-Mezitilbenzamid (4-16):

UV (CH3CN) Amax (loge): 219 (4,39) nm

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 239 (M*, 40,7), 240 (7,2), 136 (5,8), 134 (24,0), 106 (8,2),
105 (100), 91 (6,3), 77 (34,5), 51 (4,9)

'Hi¥C-NMRi IR spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (VovKk i sar., 1987; Efremov
i sar., 1994)
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N-(2-Metoksifenil)benzamid (4-17):
UV (CH3CN) /max (loge) 292,5 (4,00), 267,0 (3,94), 221,5 (4,25) nm
'H i ¥C-NMR, IR i MS spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Yao i Wei., 2010)

N-(4-Metoksifenil)benzamid (4-18): 'H i BC-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa
literaturnim podacima (Faler i Joullie, 2006; Mohamed i sar., 2009; Khan i Reza, 2005)

N-(4-Metoksifenil)acetamid (4-19): 'H i 3C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa

literaturnim podacima (Das Sharma i sar., 2007; Liu i sar., 2011)

N-(2-Nitrofenil)benzamid (4-20):
'H i ¥C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Darvesh i sar.,
2006)

N-(3-Nitrofenil)benzamid (4-21):

UV (CH3CN) Amax (loge) 257,5 (4,22) nm

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 242 (M™, 9,0), 196 (15,3), 106 (8,0), 105 (100)

'H i BC-NMR, IR i MS spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Lee i sar., 2002;
komercijalna baza spektara Bio-Rad).

N-(3-Nitrofenil)acetamid (4-22): *H i BC-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa
literaturnim podacima (Su i sar., 2008; Sudharsanam i sar., 2003; komercijalna baza spektara

Bio-Rad).

N-(4-Nitrofenil)benzamid (4-23): H i 3C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa

literaturnim podacima (Wang i sar., 2011; Uscumlic i Petrovic, 2002).

N-(4-Hlorfenil)benzamid (4-24): H i 3C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa
literaturnim podacima (Zhang i sar., 2009; Wu i sar., 2010; Orlic-Nuber i sar., 1983).
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N-(3-Acetilfenil)benzamid (4-25):

UV (CHsCN) Amax (loge) 244,0 (4,31), 219,00 (4,31), 194 (4,54) nm

'H i $3C-NMR, IR i MS spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Ueda i Nagasawa,
2009)

Metil-2-benzamidobenzoat (4-26): 'H i 3C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa

literaturnim podacima (Miltojevic, 2016)

N-(4-1zobutoksifenil)-4-nitrobenzamid (4-27):

Bezbojna amorfna supstanca

UV (CH3CN) Zmax (loge) 252,0 (4,38), 251,0 (2,66) nm

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 314 (M*, 28,0), 258 (70,2), 151 (16,6), 150 (100), 110 (14,5),
108 (11,7), 76 (22,5), 57 (15,8)

FTIR (ATR) cm™: 3203, 3023, 2984, 1620, 1517, 1425, 1285, 782, 690

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) &: 8,37 (m, 2H), 8,18 (m, 2 H), 7,68 (m, 2H), 6,95 (m, 2H), 3,74
(d, 6,6 Hz, 2H), 2,02 (pseudo nonet, 6,7 Hz, 1H), 0,99 (d, 6,7 Hz, 6H), 10,45 (b s, NH)

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz) §: 19,1 (2C), 22,8, 73,9, 114,4 (2C), 122,0 (2C), 123,7 (2C),
129,1 (2C), 131,7, 140,7, 148,0, 155,4, 163,3

N-Naftalen-1-ilbenzamid (4-28): H i 3C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa
literaturnim podacima (Chen i sar., 2005; baza IR spektara Bio-Rad; Zhang i sar., 2003)

N-Piridin-2-ilbenzamid (4-29):
UV (CH3CN) Amax (loge) 272,0 (3,79), 229,5 (4,05) nm
IH i BC-NMR, IR i MS spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Yao i Wei, 2010)

N-(3-Bromfenil)benzamid (4-30):

UV (CH3CN) /max (loge) 267,5 (3,91), 2235 (3,94), 198,0 (4,28) nm

FTIR (ATR) cm™: 3278, 3068, 1650, 1602, 1513, 1417, 1293, 776, 693, 672, 578

'H i $3C-NMR i MS spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Ueda i Nagasawa, 2009)
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N-(2,4-Dijod-6-metilfenil)benzamid (4-31):

Bezbojna amorfna supstanca

UV (CH3CN) Zmax (loge) 265,5 (3,14), 225,50 (3,97) nm

FTIR (ATR) cm™: 3206, 3059, 2917, 1635, 1504, 1482, 1281, 857, 714, 688

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 336 (M*,100), 337 (13,7), 209 (8,3), 106 (7,5), 105 (99,3),
104 (6,2), 78 (8,4), 76 (8,0), 51 (22,5)

'H NMR (CDClIs, 400 MHz) &: 8,04 (d, 1,2 Hz, 1H), 7,97 (bs, NH), 7,95 (bs, 1H),7,50-7,62
(m, 5H), 2,29 (s, 3H)

13C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 19,5, 93,2, 100,2, 127,4, 128,8 (2C), 132,2, 133,7, 137,1, 139,7,
139,9 (2C), 144,7, 165,4

N-benzilbenzamid (4-32):

UV (CH3CN) /max (loge) 282,0 (3,18), 284,0 (3,57), 210,5 (4,09) nm

H i BC-NMR, IR i MS spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Nordstrom i sar.,
2008).

N-Benzilacetamid (4-33): 'H i 3C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa literaturnim
podacima (Bi i sar., 2010; Park i sar., 2002; Ohmura i sar., 2010).

N-Fenetilbenzamid (4-34):
UV (CHsCN) Amax (10gz) 225,0 (3,99) nm
'HiBC-NMR, IR i MS spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Boehner i sar., 2010).

N-(4-Hlorfenetil)benzamid (4-35):

UV (CHsCN) Amax (loge) 267,0 (4,26), 224,50 (4,13)

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 259 (M*, 9,5), 140 (13,7), 138 (43,3), 105 (100), 89 (8,0),
77 (52,4), 51 (13,5)

!H i 3C-NMR i IR spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Romines i sar., 2006).
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N-(4-Metoksifenetil)benzamid (4-36): 'H i *C-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa

literaturnim podacima (Liao i sar., 1988; WSS baza)

N-(4-Hidroksifenetil)benzamid (4-37):
UV (CHsCN) Amax (loge) 276,5 (3,23), 224,5 (4,13) nm
FTIR (ATR) cm™: 3325, 3024, 2936, 1637, 1541, 1511, 1235, 824, 693, 669, 565

'H i BC-NMR spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Gutierrez i sar., 2006)

N',N"-Bis[2-(4-hidroksifenil)etil]Joksalamid (4-38):

UV (CHsCN) Amax (loge) 278,0 (3,24), 223,5 (3,87), 194,0 (4,61) nm

FTIR (ATR) cm™: 3321, 3018, 2942, 1635, 1525, 1237, 820, 690, 672

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) &: 6,96 (m, 4H), 6,66 (m, 4H), 2,69 (bt, 7,3 Hz, 4H), 2,48-2,54
(signal preklopljen sa signalom rastvaraca)

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz) &: 39,1, 43,94, 115,04, 129,41, 155,51

Etil-N-benzoilglicinat (4-39):

UV (CH:CN) /max (l0ge) 224.5 (3,93), 194,0 (4,49)

'H i BC-NMR, IR i MS spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Nadimpally i sar.,
2011)

N-(2-Hidroksietil)benzamid (4-40):

UV (CHsCN) Amax (10g) 224,5 (4,02) nm

'H i 8C-NMR, IR i MS spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Wu i sar., 2011; Xu
i Li, 2009)

N-(3-Hidroksipropil)benzamid (4-41):

UV (CH3CN) max (loge) 224,5 (3,99) nm

H i BC-NMR, IR i MS spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Movassaghi i
Schmidt, 2005)
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N-Benzoilglicin (4-42):
'H i BC-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Yousif i sar.,
2009; Keun i sar., 2002; Jayarama i sar., 2009; Albrecht i sar., 2003)

Fenil-[4-(2-metoksifenil)piperazin-1-illmetanon (4-43):

Bezbojna amorfna supstanca

UV (CHsCN) Zmax (loge) 360 (3,24), 280,50 (3,64), 245,5 (4,12), 210,0 (4,50) nm

FTIR (ATR) cm™: 2964, 2931, 2813, 1637, 1499, 1433, 1230, 1152, 1025, 744

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 296 (M™, 34,5), 163 (11,8), 162 (100), 150 (11,2), 149 (23,9),
105 (28,3), 77 (31,7), 56 (14,6)

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 7,36-7,50 (m, 5H), 7,03 (ddd, 8,1, 6,1, 3,0 Hz, 1H), 6,91-6,97
(m, 2H), 6,88 (d, 8,1 Hz, 1H), 3,98 (bs, 2H), 3,87 (s, 3H), 3,61 (bs, 2H), 3,14 (bs, 2H), 3,0 (bs, 2H)
13C NMR (CDCIs, 100 MHz) §: 42,4, 48,0, 50,7, 51,2, 55,4, 111,3, 118,4, 121,0, 123,6, 127,1
(2C), 128,5 (2C), 129,7, 135,8, 140,6, 152,2, 170,3

2-Metil-[4-(2-metoskifenil)piperazin-1-il)]-propan-1-on (4-44):

Bezbojna amorfna supstanca

UV (CH3CN) Zmax (loge) 282,0 (3,27), 248,0 (3,67), 210,5 (4,18) nm

FTIR (ATR) cm™: 2951, 2805, 2746, 1615, 1498, 1427, 1238, 1010, 742, 708

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 262 (M*, 25,3), 162 (100), 149 (33,2), 134 (36,6), 56 (17,3),
43 (17,7)

'H NMR (CDCls, 400 MHz) §: 7,03 (ddd, 8,4, 6,6, 2,6 Hz, 1H), 6,96-6,85 (m, 3H), 3,87 (s, 3H),
3,81 (t, 5,0 Hz, 2H), 3,69 (t, 4,9 Hz, 2H), 3,05 (t, 4,9 Hz, 2H), 3,01 (t, 5,0 Hz, 2H), 2,84
(septet, 6,7 Hz, 1H), 1,16 (d, 6,7 Hz, 6H)

13C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 19,4 (2C), 29,9, 41,9, 45,7, 51,2, 55,4, 111,3, 111,3, 118,4, 121,0,
123,5, 140,6, 152,2, 175,4

1-[4-(1,3-Benzodioksol-5-ilmetil)piperazin-1-il]-2-metilpropan-1-on (4-45):
Bezbojna amorfna supstanca

UV (CH3CN) Zmax (loge) 286,50 (3,32), 236,0 (2,59), 200,0 (4,38) nm

FTIR (ATR) cm™: 2971, 2915, 1631, 1489, 1440, 1241, 1032, 927, 810, 776
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EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 290 (M™, 6,2), 190 (8,3), 176 (20,5), 135 (100), 85 (19,6),
77 (10,2), 43 (8,1)

!H NMR (CDCls, 400 MHz) §: 6,85 (bs, 1H), 6,75-6,73 (m, 2H), 5,94 (s, 2H), 3,62 (t, 5,0 Hz,
2H), 3,50 (t, 5,0 Hz, 2H), 3,42 (s, 2H), 2,77 (septet, 6,8 Hz, 1H), 2,40 (pseudo q, 5,0 Hz, 4H), 1,11
(d, 6,8 Hz, 6H)

13C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 19,4 (2C), 29,9, 41,7, 45,4, 52,8, 53,2, 62,6, 100,9, 107,9, 109,4,
122,2,131,6, 146,7, 147,7, 175,3

N-(Furan-2-ilmetil)pentanamid (4-46)

Bezbojna amorfna supstanca

UV (CH3CN) ZAmax (loge) 215,5 (4,12) nm

FTIR (ATR) cm™: 3295, 2956, 2930, 2880, 1634, 1536, 1226, 1147, 727, 597

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 181 (M*, 60,9), 139 (28,5), 97 (74,1), 81 (100), 69 (38,6),
57 (40,7), 53 (33,3), 41 (31,8)

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 7,34 (dd, 1,9, 0,8 Hz, 1H), 6,31 (dd, 3,2, 1,9 Hz, 1H), 6,21 (dq,
3,2, 0,8 Hz, 1H), 6,08 (bs, NH), 4,42 (dd, 5,5, 0,8 Hz, 2H), 2,20 (m, 2H), 1,62 (m, 2H), 1,34
(dg, 14,6, 7,4 Hz, 2H), 0,91 (t, 7,4 Hz, 3H)

13C NMR (CDClIs, 100 MHz) §: 13,8, 22,4, 27,7, 36,3, 36,4, 107,3, 110,4, 142,1, 151,4, 173,1

N-(Furan-2-ilmetil)-2-metilbutanamid (4-47)

Bezbojna amorfna supstanca

UV (CH3CN) Amax (loge) 215,0 (4,05) nm

FTIR (ATR) cm: 3281, 2964, 2933, 2876, 1644, 1537, 1266, 1231, 1193, 1011, 727, 598
EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 181 (54,3), 152 (15,1), 97 (48,3), 96 (13,2), 81 (100), 69 (19,1),
57 (57,6), 53 (27,4), 41 (25,7)

IH NMR (CDCls, 400 MHz) &: 7,34 (dd, 1,9, 0,9 Hz, 1H), 6,31 (dd, 3,2, 1,9 Hz, 1H), 6,21
(dg, 3,2, 0,9 Hz, 1H), 6,06 (bs, NH), 4,43 (bt, 5,1 Hz, 2H), 2,20 (m, 2H), 1,62 (m, 2H), 1,34
(dg, 14,6, 7,4 Hz, 2H), 0,91 (t, 7,4 Hz, 3H)

13C NMR (CDClIs, 100 MHz) 5: 11,9, 17,4, 27,3, 36,4, 43,0, 107,2, 110,4, 142,1, 151,6, 176,4
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N,N’-(Etan-1,2-diil)dibenzamid (4-48):

'H NMR (CDCls, 400 MHz) §: 1,82 (m, 2H), 3,54 (m, 4H), 7,40-7,60 (m, preklopljeni signali,
10H), 7,89 (NH, 2H)

13C NMR (CDCls, 100 MHz) §: 36,5 (2C), 127,2 (4C), 128,6 (4C), 131,7 (2C), 133,8 (2C), 168,5
(2C)

'HiBC-NMR, IR, MS i UV spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Katritzky i sar.,
2006; Chen i sar., 1988)

N,N’-(Propan-1,3-diil)dibenzamid (4-49):

UV (CH3CN) Amax (loge) 267,0 (3,15), 226,50 (4,27) nm

FTIR (ATR) cm®: 3315, 3058, 2936, 1628, 1525, 1290, 1128, 1690, 647

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 282 (M*, 2,8), 177 (9,7), 148 (17,9), 134 (19,7), 105 (100),

77 (55,0), 56 (18,1)

IH NMR (CDCls, 400 MHz) &: 1,82 (m, 2H), 3,54 (m, 4H), 7,40-7,60 (m, 10H), 7,89 (NH, 2H)

13C NMR (CDCls, 100 MHz) 5: 29,7, 36,5, 62,7, 127,2 (4C), 128,6 (4C), 131,7 (2C), 133,8 (2C),
168,5 (2C)

'H i 13C-NMR spektralni podaci se slazu sa literaturnim podacima (Zhu i sar., 2011).

N,N’-(2,2-Dimetilpropan-1,3-diil)dibenzamid (4-50):

UV (CH3CN) Zmax (loge) 266,5 (3,10), 226,0 (4,15) nm

FTIR (ATR) cm’: 3313, 3059, 2955, 2927, 1637, 1538, 1309, 1174, 901, 693, 661

EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 310 (M*, 2,7), 176 (38,3), 162 (18,5), 134 (10,5), 122 (23,5),
105 (100), 77 (51,0), 51 (8,6)

'H NMR (CDCls, 400 MHz) &: 1,00 (m, preklopljeni signali 6H), 3,29 (d, 7,0 Hz, 4H), 7,40-7,70
(m, preklopljeni signali 10H), 7,95 (NH, d, 7,0 Hz, 2H)

13C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 23,8 (2C), 37,2, 46,3 (2C), 127,1 (4C), 128,6 (4C), 131,6 (2C),
133,5 (2C), 168,4 (2C)

N,N’-(1-Etil-1,3-propandiil)dibenzamid (4-51):
UV (CH3CN) Amax (loge) 267,5 (3,14), 226,5 (4,12) nm
FTIR (ATR) cm™: 3289, 3060, 2958, 2872, 1628, 1530, 1328, 691, 666
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EI-MS m/z (relativni intenzitet, %): 310 (M*, 2,3), 205 (8,0), 163 (15,3), 148 (9,0), 105 (100),
84 (13,0), 77 (48,0), 51 (7,7)

'H NMR (CDCIs, 400 MHz) &: 0,98 (t, 7,4 Hz, 3H), 1,54 (m, 1H), 1,63 (m, 2H), 1,97
(dddd, 14,2, 11,0, 4,9, 3,3 Hz, 1H), 3,00 (ddt, 13,9, 11,1, 4,0 Hz, 1H), 3,98 (m, 1H), 4,14 (m, 1H),
7,40-7,60 (m, 10H), 7,94 (NH, 2H).

13C NMR (CDCls, 100 MHz) 8: 10,8, 28,6, 35,3, 36,2, 49,2, 127,0 (2C), 127,1 (2C), 128,5 (2C),
128,7 (2C), 131,3, 131,8, 134,2, 134,3, 167,40, 168,9
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3.3.4.2. ,,ZELENA" SINTEZA PRIRODNOG PROIZVODA (3-3)

U 10 ml amonija¢nog rastvora (31% w/w) tiramina (1 mmol, 0,137 g), ukapavano je 5 ml etanolnog
rastvora joda (2 ekv., 0,508 g) na 5 °C. Zatim je reakcija vodena 1 h , na sobnoj temepraturi.

Izdvojeni talog je viSe puta ispran vodom i osusen, dobijeno je 0,250 g dijodtiramina.

4-(2-Aminoetil)-2,6-dijodfenol:

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) &: 8,2 (izmenljivi protoni), 7,64 (s, 2H), 3,33 (izmenljivi protoni),
3,0 (dd, 8,2, 6,9 Hz, 2H), 2,73 (t, 8,2 Hz, 2H),

13C NMR (CDCls, 100 MHz) : 30,7, 39,6, 87,3 (2C), 132,9, 139,1 (2C), 154,2

U avanu je dalje homogenizovana odmerena koli¢ina dijodtiramina (0,250 g, 0,644 mmol) i
natrijum-hidrogenkarbonata (1 ekv.), a zatim je u kapima dodavan benzoil-hlorid (1 ekv.) uz stalno
mesanje tuckom. Nakon dodatka celokupne koli¢ine hlorida, smesa je dodatno homogenizovana,
pa je dodato 10 ml vode. Talog od dobijenog amida je prenesen u kivetu za centrifugiranje. Vodeni
sloj je dekantovan, a talog je ostavljen da se su$i na vazduhu. Dobijeno je 178 mg
N-[2-(4-hidroksi-3,5-dijodfenil)etil]benzamida.

N-[2-(4-Hidroksi-3,5-dijodfenil)etil]benzamid:

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) &: 8,56 (t, 5,2 Hz, NH), 7,78-7,75 (m, 2H), 7,59 (s, 2H),
7,55-7,40 (m, 3H), 3,41 (pseudo q, 6,6 Hz, 2H), 2,71 (t, 6,6 Hz, 2H)

13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz) §: 32,81, 40,76, 87,54, 127,13 (2C), 128,22 (2C), 131,03, 134,46,
134,65, 138,98, 139,11 (2C), 154,69, 166,28

U balonu od 100 ml, koji je opremljen refluks kondenzatorom i magnetnom mesalicom, zagrevana
je smesa N-[2-(4-hidroksi-3,5-dijodfenil)etil]benzamida (0,150 g, 0,305 mmol) sa dimetil-
karbonatom (10 ml) i kalijum-hidroksidom (0,34 g, 0,610 mmol) tokom 30 h. Dobijeno je 0,038 g
prirodnog proizvoda N-[2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)etil]benzamida (3-3).
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4.1. SINTEZA | ODREDPIVANJE STRUKTURE SASTOJAKA ARISTOLA

4.1.1. SINTEZA | SPEKTRALNA KARAKTERIZACIJA

Uzorak aristola koji je koris¢en za dalja ispitivanja dobijen je jodovanjem timola pod alkalnim
uslovima, a po proceduri Woollett-a (1919). Dobijeni proizvod je podvrgnut hromatografskom
razdvajanju: gradijentna dry flash hromatografija na koloni silika-gela uz cluiranje smeSom
heksana i dietil-etra. Ova hromatografija je omogucila izolovanje dva Cista jedinjenja (1-1 i 1-2,
Sema 4.1.1). Ponovnom hromatografijom prve frakcije dobijeno je jo$ Sest Cistih jedinjenja.
Rasvetljavanje strukture izolovanih ¢istih sastojaka — 5 kuplovanih proizvoda (1-1, 1-2, 1-5, 1-6 i
1-7), dijodtimola (1-3), dva regioizomera monojodtimola (1-4 i 1-9) i neizreagovanog timola
(1-8) — postignuto je kombinovanjem NMR (1D: 'H i 3C NMR, i eksperimenata selektivnog *H
homonuklearnog dekuplovanja; 2D: grHSQC, grHMBC, gr'H-'H-COSY i NOESY
eksperimenata), HRMS, FTIR i UV spektralnih podataka, kao i hemijskim transformacijama
(metilovanjem). NMR podaci su prikazani u tabelama 4.1.1 (1-3, 1-4, 1-8, 1-9) i 4.1.2 (1-1, 1-2,
1-5, 1-6, 1-7). Numeracija atoma vodonika i ugljenika zasnovana je na numeraciji p-mentanskog
skeleta, a kako je prikazano na Semi 4.1.1, a zarad laksSeg uporedivanja spektralnih podataka.
Izolovani proizvodi oksidativnog kuplovanja timola predstavljaju nova jedinjenja na osnovu
pretrage CAS baze podatakal. Interesantno je, takode, da orto-regioizomer monojodtimola 1-4,
kao i jedinjenje 1-7, koje je prethodno objavljeno (Moles i Marquina, 1919), nisu zavedeni u ovoj

bazi.

Da bismo olaksali interpretaciju NMR spektralnih podataka kuplovanih proizvoda (1-1, 1-2, 1-5,
1-6 i 1-7), potpuno su asignirani i timol, monojod-derivat i dijod-derivat timola. Potpuna spinska
analiza signala u protonskom spektru timola (1-8) ne postoji u literaturi. Vrednosti daljinskih
konstanti kuplovanja protona (na primer, H2 se kupluje sa H6 (*J = 1,7 Hz), H5 (*3J = 0,3 Hz) i H7
(*J = 0,6 Hz)) odredene su serijom eksperimenata selektivnog *H homonuklearnog dekuplovanja,
dok je potpuna asignacija signala iz *H i *C NMR spektara (tabela 4.1.1) ostvarena pomoéu
2D-NMR podataka (grtH-'H COSY, grHMBC, grHSQC i NOESY).

L SciFinder, pristupljeno maja 2016. godine, https://scifinder.cas.org/
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2 OH OH OH OH

Sema 4.1.1. Spektralno okarakterisani sastojci aristola

Masena spektrometrija visokog razlaganja i elementna analiza jedinjenja 1-4 i 1-9 pokazale su da
su to dva (razli¢ita) monojod-derivata timola sa m/z 276,0001 (4 = —0,0010 amu) i 276,0000

(4 =-0,0011 amu) vrednostima; koje odgovaraju molekulskoj formuli C10H1310.

Polozaj atoma joda je odreden na osnovu NMR podataka; kod o-jodtimola (1-4) uocava se 6
signala u protonskom NMR spektru. VVrednosti hemijskih pomerenja atoma H8—H10 su nesto nize
u poredenju sa timolom, dok je njihov izgled (multipletnost) ista. Pored nepostojanja signala koji
odgovara H2, postoji i razlika u vrednosti hemijskih pomeranja H-atoma fenolnih grupa (6 5,48
(jedinjenje 1-4) i 4,70 ppm (jedinjenje 1-8)), Sto je sugerisalo na blizinu ove OH grupe i
elektronegativnog atoma (I). Polozaj atoma joda je takode potvrden i iz smanjenja hemijskog
pomeranja (pomeranja ka ja¢em polju) C2 atoma u poredenju sa timolom (Ad =-21,5 ppm). C-H
konektivnost i asignacija svih *H i 1*C NMR signala zasnovana je na podacima iz grHMBC,

grHSQC i NOESY spektara. U grHMBC spektru jedinjenja 1-4 uocena je interakcija izmedu
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C2(-1) i H5 preko 4 veze, sto je sugerisalo na relativno veliku vrednost daljinske konstante C-H
kuplovanja (moguca su dva puta za kuplovanje ovih jedinjenja) izmedu ovih jezgara, u opsegu

vrednosti C-H kuplovanja kroz 2 ili 3 veze.

Spektralni podaci jedinjenja 1-3 i 1-9, takode se ne mogu naci u literaturi. Analogno identifikaciji
jedinjenja 1-4, analizom spektalnih podataka, utvrdeno je da su strukture ovih jedinjenja
p-jodtimol (1-9) i 6-izopropil-2,4-dijod-3-metilfenol (1-3) (Sema 4.1.1), a njihovi NMR podaci su
prikazani u tabeli 4.1.1. Polozaj atoma joda je bio ocigledan iz vrednosti hemijskih pomeranja C6
kod jedinjenja 1-9 (Ad =-31,5 ppm) i C2i C6 kod 1-3 (Ad =-22,6 ppm i —33,6 ppm) kada se ova
porede sa timolom. Hemijska pomeranja njihovih hidroksilnih protona su pomerena ka slabijem
polju. Smanjenje zastite (oko 0,8 ppm; slika 4.1.1) OH protona u jedinjenju 1-3 je mnogo izraZenije
I uporedivo sa vrednostima koje su zabelezene kod o-jodtimola; ovi spektralni podaci su bili

korisni u daljem rasvetljavanju struktura kuplovanih proizvoda.

Tabela 4.1.1. *H (400 MHz) i *C (100 MHz) NMR spektroskopski podaci za jedinjenja 1-3, 1-4,
1-8i11-9

Poloz 1-8 1-4 1-9 1-3
‘;." w@uHz)  demult. SiQuHz) Sn(Ju 5o, mult.  op(du 8¢, mult.
) © ' Hz) Hz)
1 136,6 C 139,2C 1395C 140,2C
6,57, dqd 116,0 6,66 p q
(1.7,06,03) CH 945C ©.7) 116,9 CH 934C
3 1524 C 1516 C 152,7C 152,3C
4 131,3C 132,2C 1344C 1345C
5 7,08, dd 126,2 7,05, d 136,8
(7.8,0,3) CH (7.7) 126,1 CH 7,54,s 136,5CH 757,s CH
6 6,73, dqd 121,7 6,81, d
(7.8,1,7,05) CH (7.7) 121,8 CH 90,2C 88,1C
7 2,27, brs 209 CH; 2/41,s 28,4 CHjs 2,32,brs 27,5 CH; 2,72, s 35,2 CH3
8 3,16, sept 3,28, sept 3,10, sept 3,23, sept
(6.9) 27,5CH (6.9) 26,7 CH 6.9) 26,6 CH 6.9) 28,3 CH
9 1,20,d 1,22,d 1,21,d
1,24,d (6,9) 22,7 CHs 6.9) 22,5 CHs (6,9) 22,5 CHj; (6,9) 22,3 CHs
10 1,20,d 1,22,d 1,21,d
1,24,d (6,9) 22,7 CHs 6.9) 22,5 CHs 6.9) 22,5 CH; 6.9) 22,3 CHs
(O:?—| 4,70, brs 5,48, brs 4,77, brs 5,51, brs
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Slika 4.1.1. *H NMR pomeranja OH i protona vezanih za aromati¢no jezgro za jedinjenja
1-1-1-9
Prvi podaci o jedinjenju 1-6 dobijeni su na osnovu HRMS analize. Molekulski jon (M*, takode je

i osnovni pik u masenom spektru jedinjenja 1-6) odgovara vrednosti m/z 549,9880
(4 = +0,0014 amu), sto sugerise da je molekulska formula ovog jedinjenja C2oH241202; odnos
intenziteta M* i (M+1)* jona (100:22), ukazuje na to da ovo jedinjenje sadrzi 20 C-atoma. Na
osnovu dobijenih rezultata pretpostavljeno je da 1-6 predstavlja dijod-derivat proizvoda
oksidativnog kuplovanja dva molekula timola. Pikovi, drugi i tre¢i po intenzitetu, u masenom
spektru jedinjenja 1-6 jesu na m/z 535 i 260, i to odgovara jonima [M — CHas]" i
[M — CHs — C10H1210]" jona (slika 4.1.2). U jedinjenju 1-6 dva atoma joda su vezana za razli¢ita

jezgra, $to je zakljueno na osnovu fragmentacije; gubljenje fragmenta C10H1210 u jednom koraku
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Slika 4.1.2. Maseni spektar jedinjenja 1-6

je moguce samo ako su atomi joda vezani za razliita jezgra. Prisustvo hidroksilne grupe, kao 1

supstituisanog benzenovog prstena, kod ovog jedinjenja je potvrdeno prisustvom odgovarajuc¢ih

traka u IR spektru (3480, 1657, 880, 806 cm™).

'H NMR spektar jedinjenja 1-6 (tabela 4.1.2) sastoji se od 6 signala, uklju¢ujuéi samo jedan
(6 6,89, singlet) koji odgovara protonu direktno vezanom za aromati¢no jezgro (Ar—H). Na osnovu
ovoga pretpostavljeno je da je 1-6 simetri¢no jedinjenje, koje sadrzi dva identi¢na jodtimolna
fragmenta sa direktnim Car—Car kuplovanim benzenovim prstenima. Ova tvrdnja je potvrdena i
brojem (10) signala u **C NMR spektru, od kojih 5 nije direktno vezano za protone. Hemijska
pomeranja signala koji su uoceni u *H i ®*C NMR spektrima podsecaju na signale o-jodtimola
(1-4), pri ¢emu nedostaje signal za H6, a H5 signal je singlet, sto sugerise para C—C kuplovanje u
1-6 (u odnosu na OH grupu) dve o0-jodtimol jedinice. Polozaj atoma joda u sklopu ove jedinice je
potvrden prisustvom korelacije kroz tri veze u grHMBC spektru izmedu Sirokog singletana 6 5,53,
tj. protona OH grupe, i signala C2 za koji je vezan atom joda (Sema 4.1.2); ovaj ugljenik takode

pokazuje ukrsteni signal (cross-peak) sa protonima na 2,15 ppm (H7, metil grupa).
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Tabela 4.1.2. *H (400 MHz) i °C (100 MHz) NMR spektroskopski podaci za jedinjenja 1-1, 1-2,

1-5-1-7
. 1-6 1-7 1-5 1-2 1-1
Polozaj
Sy (J u Hz) Sc, mult. Sy (J u Hz) S¢, mult. Sy (J u Hz) Sc, mult. Sy (J u Hz) Sc, mult. 8y (J uHz) 8¢, mult.
1 136,8C 138,1C 1309 C 1416 C 1423C
116,0
2 95,7C 120,7C 95,2C 6,09, s CH 94,4C
3 1509 C 151,2C 148,8C 153,2C 1525C
4 132,0C 1358 C 1335C 1348C 1352 C
137,7 118,9 136,7 137,2
5 6,89, s 128,1 CH 7,71, s 6,75, s 7,59, s 7,66, s
CH CH CH CH
6 134,8C 91,3C 146,4C 90,1C 89,7C
7 2,15s 26,4 CH; 2,06, s 252CH;  2,28,s 22,0CH; 3,80,s 440CH, 4,26,s 49,3 CH,
8 3,33, sept 284 CH 3,22, sept 27,2CH 3,29, sept 28,6 CH 3,10, sept 26,7 CH 3,30, sept 28,4 CH
(7,0) ' (6,9) (6.9 (7,0) (6,9)
9 1,22,d (7,00 22,5CH;s 1,29, d (6,9) 22,3CH; 1,18,d (6,9) 226 CH; 1,22,d(7,0) 22,4CH; 1,26,d(6,9) 22,3 CH;
10 1,24,d (7,00 22,6 CHs 1,29, d (6,9) 22,3CH; 1,18,d (6,9) 226 CH; 1,22,d(7,0) 22,4CH; 1,26,d (6,9) 22,3 CH;
C3-OH 5,53,brs 4,68, s 5,38, brs 4,73,brs 5,61, brs
Iy 136,8C 138,1C 139,7C 1354 C 127,3C
116,0 117,2 117,1
2 95,7C 120,7C 6,31, s 6,61, s 6,63, s
CH CH CH
3 1509 C 151,2C 1559 C 1514C 150,8C
4 132,0C 1358 C 137,2C 131,8C 131,3C
137,7 136,8 128,5 1248
5 6,89, s 128,1 CH 7,71, s 7,64,s 6,89, s 6,29, s
CH CH CH CH
6 1348C 91,3C 92,0C 129,9C 1345C
7 2,15,s 26,4 CH,3 2,06, s 2522CH;  2,25,s 278CH; 2,07,s 19,1CH; 2,33,s 19,5 CH;
8 3,33, sept 284 CH 3,22, sept 27,2CH 3,34, sept 26,8 CH 3,15, sept 26,8 CH 3,02, sept 26,8 CH
(7,0 ' (6,9) (6,9) (7,0 (6,9)
9' 1,22,d (6,9) 22,5 CHj 1,29,d (6,9) 22,3CH; 1,27,d(6,9) 22,7CH; 1,22,d(7,0) 22,7CH; 1,14,d (6,9) 22,5 CH3
10’ 1,24,d(6,9) 22,6 CHs 1,29,d (6,9) 22,3CH; 1,27,d(6,9) 22,7CH;  1,22,d(7,0) 22,7CH; 1,14,d (6,9) 22,5 CH;
C3-OH 5,53,s 4,68, s 4,87, brs 4,82, brs

124



Sema 4.1.2. Vazne HMBC i NOESY interakcije za strukturno odredivanje jedinjenja 1-1, 1-2,
1-5,1-611-7

NOESY korelacije izmedu H7 metil-protona sa jednog aromati¢nog jezgra i H5' sa drugog jezgra
(tj. obrnuto HS i H7') potvrdili su mesto kuplovanja (C6-C6’). Dodatni podatak koji ide u prilog
ovog nacina kuplovanja je pomeranje ka jacem polju (kada se uporedi sa odgovaraju¢im signalom
kod jedinjenja 1-4) metil-protona H7 usled anizotropnog efekta benzenovog jezgra na protone koji
se nalaze iznad ravni prstena (slika 4.1.3; H7, 2,15 ppm za 1-6 i 2,41 ppm za 1-4). Na osnovu svih
dobijenih podataka zaklju¢eno je da je struktura jedinjenja 1-6, simetri¢ni didehidroditimol derivat,
5,5'-diizopropil-3,3'-dijod-2,2'-dimetil-[1,1'-bifenil]-4,4'-diol.

Metil-grupe iz izopropil-grupe u timolu, monojodovanim timolima i dijodtimolu su enantiotopne
tako da je samo jedan signal prisutan za ove CHs-grupe u njihovim protonskim i 3C NMR
spektrima. Postojanje hiralne ose u jedinjenju 1-6, zbog otezane rotacije 0ko Ar—Ar veze, ¢ini ove
metil-grupe medusobno dijastereotopnim (unutar izopropil-grupe), tj. postoje 4 razliCita
stereocizomera (dva para enantiomera). Ova ocigledna posledica atropizomerije potvrduje

predloZenu strukturu 1-6.
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Slika 4.1.3. Uticaj benzenovog prstena na hemijsko pomeranje protona iznad ravni prstena
(jedinjenje 1-6)

Molekulskom jonu M* (m/z 549,9847, 4 = —0,0019 amu) jedinjenja 1-7 odgovara molekulska
formula C20H241202. MS fragmentacija, IR 1 UV spektri su skoro identi¢ni kao kod jedinjenja 1-6.
Tako, broj signala koji poti¢u od *H (protona koji su direktno vezani za aromati¢no jezgro, Ar—H,
i signali sledeé¢ih grupa: CHsAr, CH(CHa)2 i fenolna OH) i 3C (10 signala) jezgara, zabeleZenih u
odgovaraju¢im NMR spektrima, sugerise da je jedinjenje 1-7 simetri¢ni dehidrodimer koji sadrzi
dva pentasupstituisana benzenova prstena. Metilovanjem ovog jedinjenja nastalo je jedinjenje koje
ima masu vecu za 28 amu, a Sto je ukazalo da postoje dve slobodne fenolne OH grupe. Vrednosti
hemijskih pomeranja Ar—H (6 7,71) i OH (6 4,68) protona su bliske vrednostima odgovaraju¢ih
protona kod p-jodtimola (1-9; 6 7,54; & 4,74), a sto ukazuje na to da su identi¢na p-jodtimolna
jezgra direktno kuplovana (Ca—Car) preko C2/C2' atoma u jedinjenju 1-7. Prisustvo nOe
interakcije izmedu fenolnog protona (OH) sa jednog 1 H7' metil-protona sa drugog jezgra (Sema
4.1.2) dovelo je do kona¢nog zaklju¢ka o na¢inu kuplovanja benzenovih prstenova u 1-7; ove
interakcije nisu moguce U samo jednom aromaticnom jezgru. Ove i druge vazne HMBC i NOESY

interakcije (H5-C6, C2-H7 ili C2-OH) za rasvetljenje strukture jedinjenja 1-7, prikazane su na
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Semi 4.1.2. Na ovaj nacin je izvrSena potpuna asignacija signala jedinjenja 1-7 i njemu dodeljena
struktura 3,3'-diizopropil-5,5'-dijod-6,6-dimetil-[1,1'-bifenil]-2,2"-diola.

Izolovano je jedinjenje 1-5 (C20H241202) koje je jos jedan izomer jedinjenja 1-6 i 1-7 (molekulski
jon na m/z 549,9901, 4 = +0,0035 amu). Iako su IR i UV spektri (na osnovu kojih je zakljuc¢eno
prisustvo aromati¢nog jezgra i/ili OH grupe) bili slicni spektrima dva pomenuta jedinjenja,
fragmentacija u masenom spektru se znacajno razlikovala. Prisustvo samo jedne slobodne OH
grupe utvrdeno je metilovanjem (jedna CHsO grupa se pojavila). Mnogo veéi broj rezonancija u
'H NMR (ukupno 10; dve razli¢ite metil- i izopropil-grupe, tri razli¢ita Ar—H protona i jedan
izmenljivi OH proton) i C NMR spektrima (ukupno 18 signala; signali izopropil-grupe bili su
izohroni) upucivao je na to da je jedinjenje 1-5 proizvod kuplovanja ili dva neidenti¢na jodtimola
ili dva identicna jodtimola koja su asimetriéno vezana. Vrednosti hemijskih pomeranja i
multipliciteta Ar—H rezonanci (singleti na 6 6,31, 6,75 i 7,64) sugerisale su da nije bilo Ar—H
protona koji su medusobno u orto polozaju i da je samo jedan proton bio u orto polozaju u odnosu
na atom joda (6 7,64, H5'; slika 4.1.1, fragment p-jodtimola). HMBC-korelacije izmedu C2
ugljenika na & 95,2 (nize hemijsko pomeranje u odnosu na odgovarajuci ugljenikov atom kod
timola zbog veze sa jodom), i vodonika iz C3—OH, na 6 5,38, ukazivale su da jedinica o-jodtimola
sadrzi slobodnu OH grupu (visoka vrednost hemijskog pomeranja C3—OH protona potvrdivala je
ovu pretpostavku, slika 4.1.1). Tri sp?-hibridizovana ugljenikova atoma (& 146,4 (C6), 148,8 (C3)
1 155,9 (C3")) direktno su bila vezana za kiseonikov atom. Kako je ovo moguée samo ukoliko su
aromati¢na jezgra povezana preko kiseonikovog atoma (Car—O—Car), zakljuceno je da je jedinjenje
1-5 proizvod kuplovanja o-jodtimola i p-jodtimola preko kiseonikovog atoma p-jodtimola. Ova
pretpostavka dodatno je potvrdena pomocu HMBC-korelacije izmedu H2'-C6’ (na 6,31 i
92,0 ppm), H5-C6 i H5-C3 (na 6,75, 146,4 i 148,8 ppm). Takode, uocena je i NOESY-interakcija
dva signala koja poticu sa razli¢itih aril-grupa, na & 6,32 (H2") i1 2,28 (H7) sto ukazuje na to da su
ovi protoni prostorno bliski (Sema 4.1.2). Na osnovu toga odredjeno je da je jedinjenje 1-5
6-izopropil-4-(2-izopropil-4-jod-5-metilfenoksi)-2-jod-3-metilfenol.

Na osnovu molekulske formule, utvrdeno je da je jedinjenje 1-2 monojod-derivat dehidroditimola
(C20H25102; na osnovu HRMS, [M]* je na m/z vrednosti 424,0871, 4 = 0,0028 amu), sa dve
slobodne OH grupe (u IR spektru uodena je $iroka traka na 3365 cm™ i dva izmenljiva protona na

4,73 1 4,87 ppm koja nisu bila u blizini atoma joda, Sema 4.1.1). Tip kuplovanja aromati¢nih

127



jezgara u jedinjenju 1-2 utvrden je iz 1D- i 2D-NMR spektara. Pored signala za CHs—Ar (singlet
na 6 2,07, sa integralom 3), neocekivano je uocen i signal jedne CH2 grupe (singlet na 6 3,80, sa
integralom 2). DEPT135 eksperiment je potvrdio prisustvo CH2 grupe na relativno visokom
hemijskom pomeranju (& 44,0), Sto je ukazivalo na to da je ovagrupa povezana za dva aromati¢na
prstena (hemijsko pomeranje odgovarajucih metil-protona iz 1-1-1-9 je od 19,1 do 35,2 ppm). Na
osnovu ovoga, zakljuceno je da je jedinjenje 1-2 proizvod neobi¢nog benzilnog (Car—CH2—Car)
kuplovanja timola i izomera jodtimola. S obzirom na to da se svi Ar-H protoni javljaju kao singleti
moze se zakljuciti da je C7 iz fragmeta p-jodtimola vezan za C6' nesupstituisanog timola.
Car—CH2>—CAar kuplovanje preko CHs timola bi dalo proizvod sa parom Ar-H protona koji su u orto
polozaju. Rezultati HMBC 1 NOESY eksperimenata slagali su se sa ovom hipotezom. U HMBC
spektru metilenski H7 protoni su korelisali sa C1 (141,6 ppm), C2 (116,0 ppm), C6 (90,1 ppm;
direktno vezan za atom joda), C1’ (135,4 ppm), C5’ (128,5 ppm) i C6’ (129,9 ppm) (Sema 4.1.2).
NOESY -interakcije izmedu H7-H5', H7-H7’ i H7-H2 dodatno su potvrdile strukturu jedinjenja
1-2  (4-(5-hidroksi-4-izopropil-2-jodbenzil)-2-izopropil-5-metilfenol).  Vrednosti hemijskih
pomeranja vodonika C3-OH (6 4,73) i C3'-OH (& 4,87) pratili su isti trend kao i u slucaju
jedinjenja 1-1-1-8 (slika 4.1.1).

Jedini preostali proizvod kuplovanja izolovan u ¢istom stanju bio je takode izomer jedinjenja 1-5,
1-6 i 1-7. Na osnovu protonskog i DEPT135 spektara zakljuc¢eno je da je jedinjenje 1-1 takode bilo
proizvod kuplovanja timola tipa Ca—CH2-Car (rezonancije metilenske grupe u H i C NMR
spektrima nalazile su se na & 49,3 (C7) i 4,26 (H7); signali svih Ar-H protona su singleti), ali sa
dva atoma joda u strukturi (C20H241202; na osnovu HRMS, [M]* ima vrednost m/z 550,9845,
A =0,0021). Uoceno je daljinsko C-H kuplovanje metilenskih protona i ugljenika na & 94,4 i 87,7
(ovako niske vrednosti hemijskih pomeranja ukazivale su da su za ove ugljenike vezani atomi
joda). U isto vreme nisu uoc¢ene HMBC-korelacije izmedu Ar—CHs i pomenutih jodovanih
ugljenika. To ukazuje da su oba atoma joda vezana za isto aromati¢no jezgro. Prisustvo
HMBC-interakcija izmedu signala na & 7,66-89,7 (H5-C6), 7,66-94,4 (H5-C2), 7,66-152,5
(H5-C3), 5,61-152,5 (C3-OH-C3) ili 5,61-94,4 (C3-OH-C2), bilo je u skladu sa ovom
pretpostavkom. NOESY -korelacije izmedu H-atoma na 6 4,26 (H7) i 6,29 (H5’) i izmedu H2' i
C3'-OH (6 4,82) potvrdile su tip kuplovanja kod jedinjenja 1-1. Na osnovu svih ovih podataka
zakljuCeno je da struktura jedinjenja 1-1 odgovara 3-(4-hidroksi-5-izopropil-2-metillbenzil)-

6-izopropil-2,4-dijodfenolu.
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Kako bismo dobili dodatnu potvrdu za strukturu sastojaka aristola, geometrije jedinjenja
(1-1)—(1-7) 1 1-9 su optimizovane da odgovaraju globalnim minimumima energije, a zatim su
izraGunata hemijska pomeranja jezgara H i *C (GIAO metoda; B3LYP/6-31G++(p,d) nivo
teorije; Jain i sar., 2009). Da bi proverili ovu metodu isto je uradeno i za timol (1-8). IzraCunate
vrednosti pomeranja *H/**C-signala timola dobro su se slagale sa eksperimentalno odredenim
vrednostima (korelacioni koeficijenti, R?, izmedu tih vrednosti bili su 0,99 (za *3C) i 0,97 (*H)),
iako su one bile nesto precenjene (za oko 10 ppm u slucaju ugljenika, tj. 0,2 ppm u slucaju
pomeranja protona). Isti je bio slucaj i kod preostalih jedinjenja (vrednosti koeficijenata korelacije,
R?, bile su veée od 0,93; najveéa razlika izmedu izracunatih i eksperimentalnih vrednosti
pomeranja uocena je za polarne (OH protone) i ugljenikove atome za koje su vezani atomi joda).
Ove vrednosti predstavljaju jo§ jednu dodatnu potvrdu tipa supstitucije i/ili kuplovanja kod
pomenutih jedinjenja. Na primer, izra¢unate i eksperimentalne vrednosti *H NMR hemijskih
pomeranja Ar-H za jedinjenja 1-2-1-4, 1-8 i 1-9 prikazana su u tabeli 4.1.3. U optimizovanoj
konformaciji jedinjenja 1-2 (energetski minimum); H2 je smesten ta¢no iznad prstena drugog
aromati¢nog jezgra tj. unutar ,,shielding* konusa (slika 4.1.4). Medutim, usled (barem delimi¢ne)
konformacione slobode u nizu veza C1-C7—C6" moguce su konformacije u kojima jezgro H2 nije
pod ovakvim uticajem drugog aromati¢nog prstena, stoga nije iznenadujuce da je ,,shielding®
efekat (efekat zaklanjanja) H2 u jedinjenju 1-2 bio manji od izra¢unatog (tabela 4.1.3). Za sve
ostale protone sa aromati¢nog jezgra razlika izmedu izraCunatih i eksperimentalnih vrednosti
hemijskih pomeranja bila je manja od 0,3 ppm. Sli¢nosti i razlike izracunatih vrednosti
odgovarajucih jezgara iz jedinjenja 1-1-1-7 i 1-9 (vrednosti se slazu sa eksperimentalnim)
potvrduju da se jedinjenje 1-2 sastoji od monomernih jedinica timola i p-jodtimola, povezanih

preko metilenske grupe.
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Slika 4.1.4. Optimizovana konformacija jedinjenja 1-2 (B3LYP/6-31G++(p,d) nivo teorije)

Tabela 4.1.3. IzraCunate (izrac.) i eksperimentalne (eksp.) vrednosti hemijskih pomeranja

odredenih protona

Polozaj 1-8 1-4 ' l-9v 1-3 1-2
o, ppm (izrac./eksp.)
H2 6,64/6,57 / 6,49/6,66 / 5,86/6,09
H5 7,32/7,08 7,17/7,05  7,33/754  7,19/757  7,85/7,59
H6 6,97/6,73 6,87/6,81 / / /
H2' / / / / 6,55/6,61
H5' / / / / 6,99/6,89

Jedinjenja 1-1-1-7 i 1-9 razlikovala su se (medusobno i od ostalih sastojaka prisutnih u aristolu)
po polarnosti i dostupnosti OH grupa za intermolekulsko vodoni¢no vezivanje sa SiO2
stacionarnom fazom. Redosled eluiranja (smeSom heksana i dietil-etra) sa kolone SiO2 (Sema
4.1.3) bio je jo$ jedan argument koji potvrduje prethodno odredene strukture ovih jedinjenja. Atom
joda u orto polozaju u odnosu na hidroksilnu grupu sterno je ometao vodoni¢no vezivanje sa
silanolne (SiOH) grupe sa povrsine stacionarne faze. Kao rezultat toga, najpre su eluirala jedinjenja

1-3-1-6. Uvodenjem joda u para polozaj u odnosu na OH dolazi do povecanja kiselosti hidroksilne
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Sema 4.1.3. Redosled eluiranja sastojaka aristola

grupe 1 do jac¢anja vodoni¢ne veze sa stacionarnom fazom, tj. uoceno je duze hromatografsko
zadrZavanje jedinjenja ove regiohemije u odnosu na nejodovana i orto-jodovana jezgra. lako
jedinjenje 1-7 sadrzi dve hidroksilne grupe sa atomima joda u para polozajima, ovo jedinjenje
eluiralo je pre timola, zbog drugacdijeg tipa sternog ometanja vodoni¢ne veze usled kuplovanja dva
aromati¢na jezgra u blizini OH grupe. Dostupnost dve OH grupe, kao kod jedinjenja 1-2, ¢ini da
molekul ima vise moguénosti za vodoni¢no vezivanje nego kod jedinjenja sa jednom takvom
grupom (1-8, 1-9 i 1-1).

Siroko posmatrano, hromatografsko razdvajanje aristola, tj. smese dobijene jodovanjem timola
pod alkalnim uslovima, dalo je osam ¢istih jedinjenja (1-1-1-7 i 1-9); pet od ovih jedinjenja (jedan
mono- i Cetiri dijoddidehidroditimola) predstavlja nova jedinjenja formirana oksidativnim
kuplovanjem jodtimola (tri razli¢ita tipa kuplovanja: Ca—O-Car, Ca—CH2—Car 1 direktno
Car—Car). Medutim, na osnovu tankoslojne hromatografije, uoceno je da su neki sastojci aristola
ostali neidentifikovani u ve¢em broju hromatografskih frakcija. Kako bismo pokusali da odredimo
identitet jo$ nekih sastojaka aristola, polazna smesa aristola i nerazdvojive frakcije su podvrgnute
GC-MS analizi. TIC hromatogram (slika 4.1.5) osnovne smesSe je pokazao da je osim jedinjenja

1-1-1-9 prisutan veéi broj sastojaka ¢iji je udeo u smesi iznosio do nekoliko procenata (u odnosu

na ukupnu povrsinu pikova detektovanih jedinjenja); relativne zastupljenosti nekih od ovih
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Slika 4.1.5. Ukupni jonski hromatogram aristola

jedinjenja bile su sli¢ne ili ¢ak vece od jedinjenja 1-1-1-9. Sli¢nosti u MS-fragmentaciji,
molekulskim masama i retencionim indeksima ovih neidentifikovanih sastojaka aristola sa
jedinjenjima 1-1-1-9 sugerisala je njihovu srodnost, tj. da su i ova jedinjenja proizvodi
oksidativnog kuplovanja timola i/ili jodtimola. Kako bismo odredili prirodu pomenutih sastojaka
najpre smo razmatrali reakcioni mehanizam ovih kuplovanja kako bismo smanjili broj

potencijalnih izomernih struktura.
4.1.2. MOGUCI MEHANIZAM JODOVANJA-OKSIDATIVNOG KUPLOVANJA TIMOLA

Kao $to je ve¢ navedeno u opsStem delu, pod oksidativnim uslovima arenska jezgra bogata
elektronima (fenoli, alkil-aril-etri i slicno) mogu podle¢i reakcijama oksidativnog kuplovanja ¢ime
se formiraju aril-aril veze. Dehidrodimerizacija je dvostruka C—H transformacija koja moze i¢i
preko nekoliko reakcionih puteva u zavisnosti od prirode supstrata i reagenasa (Whiting, 1991;

Waldvogel i Mirk, 2005). Npr. gubitkom jednog protona i jednog elektrona iz molekula timola
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(potencijalno preko intermedijera b, Sema 4.1.4, Koji se moze formirati tretiranjem timola jodom
u alkalnoj sredini) najpre se dobija ariloksi-radikal (bl); isto vazi i za orto- i para-jodovane
derivate 1-1 i 1-9. Nespareni elektron je delokalizovan n-sistemom aromati¢nog jezgra (rezonantne
strukture b2-b4), sto ¢ini polozaje C2 i C6 (ili cak C4) dodatnim polozajima dostupnim za
kuplovanje. Rekombinacijom ovih ugljeni¢nih radikala dobijaju se dimeri koji se u slucaju
jedinjenja b2 i b3 brzo tautomerizuju u proti¢nom rastvarac¢u do stabilnih proizvoda kuplovanja
(e—g). Na ovaj nacin se moze objasniti nastajanje jedinjenja 1-6 i 1-7. Sli¢no, rekombinacijom
kiseoni¢nih (b1) i ugljeni¢nih (b2 i b3) radikala dobijaju se Ar—O—Ar proizvodi ¢ i d kuplovanja

(ili njihovi jodovani analozi). Jedinjenje 1-5 je najverovatnije nastalo na ovaj nadin.
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Sema 4.1.4. Moguéi mehanizam formiranja 1-5 (put c), 1-6 (e) i 1-7 (g)
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Nije moguce lako utvrditi da li je doSlo do kuplovanja jodovanih radikala ili su atomi joda
naknadno uvedeni u proizvode kuplovanja. Medutim, na osnovu odnosa orto- i para-
monojodtimola u reakcionoj smesi, gde je orto-jodovanja otezano zbog sternih faktora, ¢ini se da
su svi svi orto-supstituisani ditimol-derivati nastali kada vise nije bilo drugih dostupnih polozaja
za jodovanje. Nakon uvodenja jednog atoma joda u molekul, uvodenje drugog bilo je mnogo manje
oteZano Sto se moze zakljuciti na osnovu koli¢ine dijodtimola u aristolu. U sluc¢aju jedinjenja 1-5
atom joda je para u odnosu na etarsku grupu, S$to najverovatnije potiCe od
para-jodtimolskog prekursora usled manje nukleofilnosti ariloksi-supstituisanog jezgra u odnosu
na fenolat. Takode, s obzirom na to da je jedinjenje 1-5 bilo glavni sastojak aristola, vrlo je izvesno
da je ono formirano iz najzastupljenijeg monojod-derivata timola. Medutim, ne treba odbacivati

ni mogucnost da do jodovanja ovih jedinjenja moze do¢i pre i posle kuplovanja.

Za razliku od jedinjenja 1-5-1-7, ¢ini se da su jedinjenja 1-1 i 1-2 nastala oksidativnim bo¢nim
meta-kuplovanjem (u odnosu na fenoksi-radikal). Mehanizam formiranja 1-1 i 1-2 najverovatnije
se sastojao od pocetnog formiranja benzilnog radikala koji se zatim rekombinuje sa radikalom tipa
b2 ¢ime se dobija proizvod tipa Car—CH2-Car (Sema 4.1.5). Mehanisticki put nastajanja ovih
meta-kuplovanih proizvoda nije sasvim jasan, dok po nekim autorima, oksidacija na fenolnom
kiseoniku i premeStanje vodonika sa benzilnog polozaja moze da objasni formiranje orto-
supstituisanih benzil-radikala (Whiting, 1991). Izracunate vrednosti energija disocijacija (Do)
benzilnih C—H veza za timol i mono/dijodtimole bile su relativno niske, priblizno iste (366-368 kJ
mol™?) i u skladu sa prethodno izradunatim ili eksperimentalno odredenim vrednostima za sli¢ne
ugljeni¢ne radikale (Blanksby i Ellison, 2003; Hioe i Zipse, 2012). Na osnovu dobijenih vrednosti
moguce je spekulisati o postojanju ovakvih benzilnih radikala (do sada nije poznato da se ovakve
vrste formiraju prilikom oksidativnih kuplovanja) kao intermedijera u mehanizmu formiranja

jedinjenja 1-11i 1-2.
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Sema 4.1.5. Moguéi mehanizam formiranja 1-1 i 1-2

Prethodna istrazivanja bo¢nih benzilnih oksidativnih kuplovanja fenola (ukljucujuéi i jodovane
fenole) bila su ograni¢ena na slucajeve kada je benzilni radikal bio para ili orto u odnosu na
kiseonikov atom (Taylor i Battersby, 1967); u literaturi nismo nasli primere oksidativnih meta-
kuplovanja alkilfenola. U mnogim zabeleZenim slu¢ajevima, formiranje Ca—CH2—Car proizvoda
bilo je uoceno samo za supstrate kod kojih Car—Car ili Ca—O—Car kuplovanje ne vodi ka stabilnim
proizvodima, npr. Omura (1984) je primetio da se raspadanjem C—O kuplovanog dimera (nastalog
tretiranjem  2,6-di-terc-butil-4-metilfenola sa 12/KOH u metanolu) dobija proizvod
Car—CH2—CH2—Car tipa (1,2-bis(3,5-di-terc-butil-4-hidroksifenil)etan) (Omura, 1984). Sli¢no,
2,6-dijod-4-metilfenol podleze bo¢noj benzilnoj oksidaciji, ali preko metil-grupe u para polozaju.
Moze se uoditi da je formiranje jedinjenja 1-1, Ca—CH2—Car proizvoda meta-kuplovanja b2 sa
benzilnim radikalom dobijenim iz orto-jodovanog timola, sli¢no (poloZzaji C2, C4 i C6 dijodtimola
ve¢ su zauzeti tj. nedostupni za kuplovanje pra¢eno aromatizacijom sa gradenjem Omurinog
jedinjenja). Medutim, usled formiranja jedinjenja 1-2 (monojod-derivata), postoji slobodan
polozaj za Ca—Car ili Ca—O—Car kuplovanje, $to ¢ini da to nije razlog meta-kuplovanja. Da bismo
proverili da 1i drugaciji reakcioni uslovi koje je koristio Omura (1984) favorizuju benzilnu

oksidaciju, izvrsili smo jodovanje timola (1-8) u metanolu umesto u vodenoj sredini. Medutim,
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Tabela 4.1.4. Lista svih moguc¢ih kuplovanih proizvoda koris¢enih u QSPR analizi, predvidene

vrednosti retencionih indeksa i odgovaraju¢e QSPR promenljive

Struktura M? Tk . " Struktura M Tk

jedinjenja [gmol’]  [°C] MTI® Ripred jedinjenja [gmol’]  [°C] MTI Ripred

. O
ODQY 424 44531 8484 2666 W 424 46809 9098 2823

OH OH

?j:jY 424 44531 8524 2670 = I 550 51704 9570 2023

I Q
Q@Y 424 44531 8596 2678 W 550 51704 9620 2929
?{jﬁ;\r 550 49425 9040 2775 e s 550 517,04 9626 2929
(E[I;Y 550 49425 9106 2782 A 424 46809 8914 2804
7?@ 550 49425 9156 2787 8 424 46809 8920 2804

OH

1 OH Q
' 424 44531 8618 2680 o 424 46809 8976 2810
Eéo )%:E[I 424 44531 8646 2683 9, 550 517,04 9430 2909
?o /5( - 424 44531 8730 2692 O as 550 517,04 9492 2015
?{ & 550 49425 9168 2789 el 550 517,04 9498 2916
?é 550 49425 9284 2801 HOQ. °§j 424 44531 9506 2773
“ ) 424 48217 7932 2756 >HO© p 424 44531 9512 2773
' 424 48217 8188 2785 Q p 424 44531 9528 2775
O <8 550 531,12 8454 2864 ; ﬁ 424 44531 9640 2787
550 531,12 8710 2891 550 49426 10056 2882
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550 494,26 10078 2884

R
3
Ky

424 482,17 8054 2771 anS
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424 482,17 8066 2772 550 494,26 10084 2885
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550 531,12 8582 2877 550 494,26 10194 2896

o
0
- o
s
;
?
ﬁ

I

0 424 468,09 9048 2817 ) ;< j:}. 550 517,04 9430 2897

=

O 424 468,09 9054 2818 HO;: §§" 550 494,26 10206 2897

H

8 — molarna masa, °Tk — predvidena tacka kljucanja [°C], °MTI — molekulski topoloski indeks,
dRipred — predvidena vrednost retencionog indeksa

promena rastvaraa nije imala uticaj na ishod reakcije, dobijeni su isti reakcioni proizvodi,

ukljucujudi jedinjenja 1-1 1 1-2, u sliénom relativnom odnosu.

Na osnovu predlozenih mehanizama, prikazanih na Semama 4.1.4 1 4.1.5, logi¢no je ocekivati i
dodatne rekombinacije nekoliko razli¢itih kiseoni¢nih i ugljeni¢nih radikala (ukljucujuci i benzilne
radikale) dobijenih iz timola i monojod- i dijodtimola (b1-b3), ¢ime bi se dobio mnogo veci broj
proizvoda kuplovanja (Car—Car, Ca—O—Car, Car—CH2—Car, strukture svih mogucih kuplovanih
proizvoda date su u tabeli 4.1.4). Rezultati GC-MS analize sirovog aristola bili su u skladu sa
ovom pretpostavkom. Pretragom CAS baze utvrdili smo da ni jedno od ovih jedinjenja nije

zavedeno, tj. nisu postojali ni MS ni RI podaci pomocu kojih bi se lako odredio njihov identitet.

Poznato je da postoji dobra korelacija izmedu retencionih indeksa jedinjenja sli¢ne strukture i
njihovih strukturnih osobina (Skrbi¢ i Onjia, 2006). Na primer, QSPR modelovanjem retencionih
indeksa alkil-(poli)sulfida uz koris¢enje jednostavnih i dostupnih OD- i 1D-deskriptora
identifikovan je veliki broj (novih) jedinjenja u etarskom ulju Allium ursinum L. (Radulovi¢ i sar.,
2015). Tako nije mogucée odrediti strukturu jedinjenja samo na osnovu RI, ove informacije uz
spektralne podatke (na primer MS) mogu biti dovoljne da se razreSe situacije kada postoji veci
broj oc¢ekivanih struktura. To je upravo bio slucaj sa kuplovanim derivatima (jodovanog) timola iz
uzorka aristola. MS podaci (m/z vrednosti molekulskog jona; ujedno i osnovnog jona) koris¢eni su
za razvrstavanje detektovanih sastojaka aristola u odgovaraju¢e grupe izomera (Npr. monomerne

ili dimerne proizvode; monojod-derivate ili dijod-derivate, itd.). Pretpostavili smo da ukoliko
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razvijemo odgovaraju¢i QSPR model mozemo da predvidimo vrednosti retencionih indeksa svih
mogucih (regio)izomera iz svake grupe kuplovanih proizvoda (Katritzky i sar., 2000). Poklapanje
izraCunatih i eksperimentalnih vrednosti RI moglo bi pomo¢i da se odredi struktura dodatnih

sastojaka aristola ili barem smanji broj potencijalnih struktura.

Jedinjenja 1-1-1-9, za koja su van svake sumnje odredene strukture, koris¢ena su kao polazne
tacke u nasoj QSPR analizi; broj jedinjenja je bio ograni¢en, medutim, oc¢ekivali smo da ukoliko
model funkcioniSe (visok R? i mala vrednost srednje kvadratne greske RMSE) na tako malom
skupu podataka, da ¢emo dobiti dobre rezultate kada se primene na ostale proizvode kuplovanja.
Zna se da se vrednosti RI dobro korelisu sa (barem) nekim od slede¢ih deskriptora: izraCunata
tacka kljucanja, kriticna zapremina, Connolly-jeva zapremina (zapremina molekula nedostupna
rastvaracu), particioni koeficijent, Balaban-ov indeks, polarna povrSina molekula, molekulski
topoloski indeks, molarna refrakcija, Wiener-ov indeks, ukupni brojevi atoma ugljenika, vodonika,
kiseonika i joda (ukupno 13; mogu se lako izracunati samo na osnovu strukture molekula
koris¢enjem ChemBio3D i EPISuite programa; Katritzky i sar., 2000; Zenkevich i Marinichev,
2001; Goodner, 2008). Prilikom razvijanja naseg QSPR modela primenjen je ,,izostaviti jedan*
(leave one-out) pristup unakrsne potvrde. lako je korelacioni koeficijent dobijen koris¢enjem
pocetne grupe podataka bio veoma visok, vrednost RMSE je bila izuzetno visoka (RMSE=270).
Srednja apsolutna devijacija vrednosti Rl zabeleZzena na razli¢itim instrumentima, na kolonama
iste polarnosti, uz koris¢enje istog temperaturnog programa, uglavnom iznosi 10-15 RI jedinica,
pa u tom smislu QSPR model koji moze da predvidi RI vrednosti sa slicnom preciznoscu Se moze

smatrati pouzdanim.

Pretpostavili smo da monomerni (1-3, 1-4, 1-8 i 1-9) i kuplovani (1-1, 1-2 i 1-5-1-7) proizvodi
interaguju razli¢ito sa stacionarnom fazom kolone gasnog hromatografa, stoga, napravljen je novi
QSPR model od podataka kuplovanih proizvoda. Ovo je rezultovalo znaCajnim poboljSanjem
modela, ali RMSE je i dalje bio veoma visok (R? = 1, RMSE = 52 RI-jedinice). Mnogi od
koriS¢enih deskriptora sadrzavali su sli¢ne informacije o molekulu ili se uopste nisu korelisali sa
RI. Stoga su neki od pocetnih deskriptora eliminisani kako bismo dodatno poboljsali korelaciju.
Najbolji rezultati (R? = 0,9997, RMSE = 1,65 RI jedinica) dobijeni su za model u kom su kori§éeni
tacka kljucanja, molekulski topoloski indeks i broj atoma joda po molekulu (tabela 4.1.4). Za ovaj

model dobijena je sledec¢a regresiona jednacina:
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Rlpred = 116,09 + 4,07Bp + 0,10MTI — 147,55N; (1)

Gde su:

- Bp - predvidena tacka kljucanja,

- MTI — molekulski topoloski indeks,

- N1 — broj atoma joda

Razlika izmedu predvidenih i eksperimentalnih vrednosti RI bila je jedna RI jedinica ili manje
(Jedinjenje 1-6 Rleksp = 2892, Rlpred = 2890,7; jedinjenje 1-5 Rleksp = 2801, Rlpred = 2800,8;
jedinjenje 1-1 Rleksp = 2923, Rlpred = 2923,4).

Ohrabreni ovim rezultatima odlucili smo da izraCcunamo RI-vrednosti svih mogucih proizvoda
kuplovanja koriS¢enjem ove jednacine (tabela 4.1.4). Nakon toga su predvidene vrednosti RI
(Rlpred) mogucih proizvoda kuplovanja uporedivane sa eksperimentalnim (RIeksp) vrednostima
za odgovarajuce molekulske mase (tj. m/z vrednosti molekulskog jona). Sve strukture kod kojih je
razlika izmedu Rleksp i Rlpred (ARI) bila ve¢a od 10 RI jedinica bile su odbacene. Za 16
detektovanih sastojaka aristola postojao je samo jedan moguci kandidat sa dobrim slaganjem ovih
vrednosti (razlika ovih indeksa bila je izmedu 0 i 6 RI jedinica). Ova jedinjenja su data u tabeli
4.1.5. Vrednost RMSE za skup identifikovanih proizvoda kuplovanja bio je 3,3 RI-jedinice dok je
R? =0,998 (slika 4.1.6).
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Slika 4.1.6. Korelacija izmedu eksperimentalnih retencionih indeksa i izraGunatih vrednosti na

osnovu jednacine 1

139



Tabela 4.1.5. Lista kuplovanih sastojaka aristola identifikovanih na osnovu QSPR studije

. Struktura M Rleksp®/Rlpred 0 . Struktura M Rleksp/Rlpre 0
Broj jedinjenja [g mol] ¢ % | Broj jedinjenja [g mol] d &
I OH O oH
1-109 424 2675/2680 tr 1-23 y O 424 2778/2772 0,2
O

on O
1-11 424 2687/2683 tr | 1-24 424 2806/2804 tr
0/&,/:' HO HO Q

o

1 OH O
1-12 424 2694/2692 0,1 1-25 HO  H Q 424 2816/2810 tr
o

238
Bel
3

1-13 550 2791/2789 24 | 1-26 » 550 2909/2909 05
. O
114 OIJ\( 424 2667/2666 tr | 127 i 424 2830/2823 tr
OH OH
' .
1-15 ?Oj;j\( 424 2668/2670 r | 1-28 Pala 550 292412929 tr
OH OH

|
1-16° (E\;@Y 424 2675/2678 tr | 1-29' HOQ‘ jj 424 277412773
OH

! |
I
117 ?{ :@Y 550 2mers 14 | 1300 %Qﬂﬁj 424 277412773
O HO
OH

|
|
1-18° \§[°j©Y 550 2785/2782 42 | 1-31f :HOQ ﬁj 424 277412775
OH

‘
| : 0] |
1-19° ?g@\( 550 2785/2788 42 | 132 v ; 424 2781/2787 tr

HO ! |
1-20 ' O 424 2760/2756 tr 1-33 : >/:/< o 550 2880/2885 tr

OH > é ? \
[©) |
1-21 ! O O 424 2783/2785 4,2 1-349 Ho g 550 2896/2896 12
HO

OH > </ />
1-22° O O \ 424 2774/2771 tr 1-359 HO ° ? ' 550 2897/2896 12

OH

aM — molarna masa. "Rleksp — eksperimentalna vrednost. Rlpred — predvidene vrednosti. “QSPR modelom se ne
razlikuju strukture koje su oznacene istim slovom u superskriptu
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U slucaju jedinjenja sa RIeksp =2675 postajala su dva moguca regioizomerna kandidata sa sli¢cnim
vrednostima predvidenih retencionih indeksa (jedinjenje 1-10 i 1-16 Rlpred = 2680 1 2678). Sli¢no
jedinjenja 1-18 (Rlpred =2782) i 1-19 (Rlpred = 2788) mogu da budu dobri kandidati za jedinjenje
¢iji je RI=2785; jedinjenja 1-22 (Rlpred = 2771), 1-30 (Rlpred = 2773), 1-31 (Rlpred = 2773 i
1-32 (Rlpred = 2775) mogu da budu sastojak sa RI=2774. Bez obzira na malu razliku u retencionim
indeksima (koja je osim u slucaju jedinjenja 1-10 bila manja od RMSE modela) identitet ovih

sastojaka aristola ne moze da se odredi samo na osnovu QSPR modela.

Predvidene vrednosti RI za jedinjenja 1-34 i 1-35 (Rlpred = 2896) ¢ini ih odli¢nim kandidatima
za detektovane sastojke ¢iji su eksperimentalni RI 2896 i 2897. Medutim zbog male razlike u RI
nije bilo moguce predvideti koja struktura odgovara kom piku. Na osnovu eksperimentalnih,

odnosno izracunatih vrednosti RI mogu se izvesti slede¢i zakljucci:
-atom joda doprinosi sa oko 105 RI-jedinica;

-vrednosti retencionih indeksa su zavisile od nacina kuplovanja (npr. jedinjenja tipa Car—O—Car

imala su niZe vrednosti indeksa od odgovaraju¢ih Car—Car)

-jedinjenja izvedena iz orto-jodtimola imala su najnize vrednosti RI indeksa unutar grupe

jedinjenja sa istim tipom kuplovanja.

Interesantno, pazljivim proucavanjem TIC hromatograma aristola uoceno je prisustvo jo$ pet
jedinjenja (1,4% od ukupne povrsine detektovanih pikova aristola) sa molekulskim jonima na m/z
446 (njihovi maseni spektri bili su medusobno gotovo identi¢ni). Njihovi retencioni indeksi
(RI = 2770, 2779, 2906, 2967, 3108) bili su priblizni ili znacajno veci (oko 100 RI-jedinica) u
odnosu na moguce regioizomere monojoddidehidroditimola (molekulska masa = 424, slika 4.1.7).

Verujemo da su ova jedinjenja regioizomerni trimeri nejodovanig timola.
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Slika 4.1.7. Deo hromatograma aristola (35-52 min)

Uz trimere, ¢ini se da pod ovim uslovima jodovanja nastaje i nekoliko regioizomernih
monojodtrimera (molekulski joni na m/z 572; 5,8% od ukupne povrsine TIC). Nazalost, izvedeni
QSPR model nije bio primenljiv na ove proizvode kuplovanja (zbog nedostatka pocetnih

model-jedinjenja) tako da za sada njihov identitet ostaje nepoznat.
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4.2. SINTEZA HALOGENOVANIH DERIVATA KARVAKROLA
4.2.1. SINTEZA | SPEKTRALNA KARAKTERIZACIJA MONOJOD- | DIJOD-DERIVATA KARVAKROLA

Motivisani rezultatima koji su dobijeni proucavanjem reakcije jodovanja timola (opisano u odeljku
4.1), odnosno izolovanjem i identifikacijom novih, neoc¢ekivanih derivata timola, reakciji
halogenovanja (inicijalno jodovanja) podvrgnut je karvakrol (5-izopropil-2-metilfenol),
regioizomer timola. U literaturi ne postoje eksperimentalni podaci o monojod- i dijod-derivatima
karvakrola, odnosno, pretrazivanjem CAS baze utvrdeno je da ovi derivati nisu u nju zavedeni.
Reakciona smesa, dobijena jodovanjem karvakrola u prisustvu baze, pomoc¢u Kls, analizirana je
pomocu GC—MS-a, pri ¢emu je uoceno da uzorak sadrzi smeSu veceg broja jodovanih derivata
karvakrola i neizreagovani karvakrol. Smesa je najpre grubo razdvojena gradijentnom dry-flash
hromatografijom na koloni silika-gela (kao eluent koris¢ene su smese n-heksana i dietil-etra), a
dobijeno je 6 frakcija koje su spojene na osnovu TLC hromatografije (kao eluent za razvijanje
ploc¢ica je koris¢en 1% (v/v) dietil-etar u n-heksanu). Prva frakcija je bila smeSa
3-izopropil-2,4-dijod-6-metilfenola (2-1, Sema 4.2.1) i 3-izopropil-2-jod-6-metilfenola
(o-jodkarvakrola, 2-2), dok je frakcija 5 sadrzala 5-izopropil-4-jod-2-metilfenol (p-jodkarvakrol,
2-3) (oko 90% na osnovu GC-MS-a) i neizreagovani karvakrol. Budu¢i da su jedinjenja 2-1 i 2-2
skoro iste polarnosti (Rf vrednosti iznose 0,7 za orto-derivat i 0,8 za dijod-derivat, ukoliko se
plocica razvija 1% (v/v) dietil-etrom u n-heksanu; razvijanjem plocice u n-heksanu ova jedinjenja
koeluiraju na Rf oko 0,5), pokusano je razdvajanje gravitacionom hromatografijom na koloni
silika-gela eluiranjem n-heksanom, medutim, oba jedinjenja su silazila sa kolone u istim
frakcijama. Jedino je bilo moguce razdvojiti ova jedinjenja hromatografijom na sefadeksu LH-20,
pri ¢emu je bio neophodan ve¢i broj rehromatografija. Samo nekoliko pocetnih frakcija su
predstavljale ¢ist 0-jodkarvakrol, a nekoliko krajnjih ¢isto jedinjenje 2-1. Frakcije su analizirane
pomoc¢u GC-MS-a, a u hromatogramima se uocavao samo jedan pik oc¢ekivanih jedinjenja, a ¢iji
su maseni spektri odgovarali o-jodkarvakrolu i dijod-derivatu. Nakon toga, snimljeni su IR spekitri
u kojima se uocavaju karakteristicne trake koje odgovaraju ispitivanim supstancama (trake na 3451
cm™ OH, 2956 cm™ C-H i 1585 cm™ C=C).

Potvrda struktura sintetisanih jedinjenja je dobijena analizom NMR spektara (1D: *H i *3C NMR,
i eksperimenata selektivnog 'H homonuklearnog dekuplovanja; 2D: grHSQC, grHMBC,
gr*H-tH-COSY, ROESY i NOESY eksperimenata). Za jedinjenje 2-2, u *H NMR spektru je
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Sema 4.2.1. Sintetisani jod- i brom-derivati karvakrola

utvrdeno prisustvo svih ocekivanih signala: dva protona sa aromati¢nog jezgra u orto polozaju
jedan u odnosu na drugi (61 6,711 7,02,J = 7,7 Hz, d; 6c 117,63 i 130,84), metil- i izopropil-grupa
direktno vezanih za aromatic¢no jezgro i fenolne OH grupe (61 5,53) (spektralni podaci su dati u
poglavlju 3.3.2.1).

Broj signala koji poti¢u od *H (protona direktno vezanih za aromati¢no jezgro Ar—H, i signala
Ar—CHs, izopropil- i fenolne (OH) grupe) i *3C jezgara vidljivih u odgovaraju¢im NMR spektrima
sugerisao je da snimljeni uzorak 2-1 ne sadrzi samo jedno jedinjenje. U *H NMR spektru su uoéena
dva skupa parova signala sli¢ne zastupljenosti (tabela 4.2.1): singleti Ar—H protona (on 7,62 i
7,63), fenolnih protona (6+ 5,88 i 5,63) i ArCHs protona, zatim i signali izopropil-grupe (septet za

metinsku grupu, i d za metil-grupe).
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Sema 4.2.2. Ravnoteza izmedu rotamera kod jedinjenja 2-1 i 2-4. Dijastereomer 2-1a, u kome je
HS antiperiplanaran sa C2 ovde ¢e biti nazivan anti-izomer, a 2-1b gde je H8 sinperiplanaran sa
C2 naziva¢emo Sin-izomer.

Tabela 4.2.1. *H (400 MHz) i 3C (100 MHz) NMR spektroskopski podaci za anti (a) i sin (b)
atropizomere jedinjenja 2-1 u CDCl3 i CeDs

CDCls CeDs
PoloZaj 2-1a 2-1b 2-1a 2-1b 2-1a 2-1b 2-1a 2-1b
On dc OH dc
1C 153,81 153,11 153,52 154,23
2C 86,77 98,21 80,86 92,66
3C 146,40 146,22 146,31
4C 92,41 80,57 98,49 87,04
5CH 7,62, 7,63, 142,17 144,50 7,46, s 7,44, s 142,70 144,34
6C 124,50 124,75
7 CH3 2,222, s 2,217,s  16,68* 16,39 1,92, s 1,95, s 16,32 16,66
3,66, sept 3,61, sept - * 3,59, sept 3,77, sept
8 CH (7.3)° (7.3) 43,27 43,40 (7.3) (7.3) 43,75 43,68
9,10 1,39,d 1,40,d 1,38,d 1,30,d
CHs (7.3) (7.2) 19,73 19,78 (7.3) (7.3) 19,91 19,79
C1-OCH 5,88 5,63 5,96 5,79

*Zbog Dbliskih hemijskih pomeranja signala razli¢itih atropizomera, pripisivanje signala
odredenom izomeru je izvrS$eno na osnovu njihove zastupljenosti u smesi. 2 Konstante kuplovanja
J izrazene su U Hz.

Pomeranja Ar—H i Ar—-OH protona ukazivala su da se oni nalaze u blizini joda. Atomi vodonika
H5 i H8 (Sema 4.2.2) korelisu se sa oba atoma ugljenika (C2 i C4), ovim i drugim ¢injenicama ¢ije
je tumacenje opisano u odeljku 4.1, potvrdeno je da su atomi joda u orto i para polozajima u
odnosu na fenolnu OH grupu. Asignacija ovih 3C NMR signala je izvr$ena na osnovu interakcije
OH protona sa samo jednim C-I iz oba izomera (dc 86,77, odnosno 98,21). Vodonik H5 korelise
sa atomom ugljenika za koji je vezan atom joda kroz 4 veze. Ovaj efekat je primeéen i kod drugih
jodarenskih jedinjenja, a opisan je u odeljku 4.1. Takode, uoc¢ena je i daljinska korelacija (kroz 4
veze) izmedu protona Ar—CHs grupe i C2 ugljenika (za koji je vezan atom joda), a koji je orto u
odnosu na fenolnu OH grupu; ova korelacija je vidljiva ukoliko put kuplovanja ukljucuje veze

izmedu atoma za koje je vezan elektronegativni atom (u ovom slucaju je to atom kiseonika iz OH
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grupe). Zanimljivo je pomenuti da su u grHMBC spektru uoc¢ene korelacije izmedu metil-grupe
direktno vezane za jezgro i metil-grupa iz izopropil-grupe. Ovde je sprezanje ostvareno kroz 7
veza, a verovatno preko m-sistema aromata i rigidne konformacije. Potpuna asignacija svih signala
oba izomera je bila moguca iskljucivo analizom veceg broja dvodimenzionalnih spektara, npr.
hemijska pomeranja vodonika metil-grupa (H9 i H10) dodeljena su odredenom rotameru na
osnovu interakcija sa protonima H8 u griH-'H-COSY spektru. U NOESY spektru su uoceni
ukrsteni signali koji odgovaraju signalima izmene (koji imaju suprotnu fazu u odnosu na fazu
signala koja potice od dipolarnog sprezanja) tj. interkonverzije dva rotamera, npr. hemijska izmena

izmedu signala H8 iz dva rotamera (slika 4.2.1).
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Slika 4.2.1. Uveéanje NOESY spektra sa signalima izmene (H8) kod smesSe atropizomera

jedinjenja 2-14
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Slika 4.2.2. Zavisnost energije od torzionog ugla izmedu C3 i C8 izra¢unato na MM+ nivou

(Chem3DUlItra) dva konformera sa minimumom energije, a gotovo su iste energije tj.stabilnosti.

hemijsko pomeranje
ovog ugljenika bi¢e na
nizoj frekvenciji

n
C 5 C OH OH
JI di 80,57 a 9821 = 92,41 86,77
X" H H™ X (C 5l | }
T H H

X =C, O, N, halogen, S itd.

Sema 4.2.3. Uticaj grupa na hemijsko pomeranje prostorno bliskog atoma ugljenika (y-efekat).

Prikaz ovog efekta kod jedinjenja 2-1.

Detaljnom analizom 2D-NMR spektara potvrdeno je da se u smesi nalaze dijastereomerni rotameri
u deuterohloroformu na sobnoj temperaturi. Nakon ove analize, pokuSano je da se ovi
dijastereomeri preparativno razdvoje (hromatografijom na sefadeksu LH-20 i silika-gelu) ali
neuspesno. Interkonverzija ovih dijastereomera je najverovatnije brza na temperaturi pri kojoj oni

eluiraju sa kolone GC-a, pa se javlja samo jedan pik.

Ako su metil-grupe iz izopropil-grupe orijentisane ka OH grupi (anti-izomer), odnosno na
suprotnu stranu (sin-izomer) (slika 4.2.2), one znacajno uti¢u na hemijska pomeranja C-I, tj. one
uticu na hemijska pomeranja atoma u svojoj blizini (Sema 4.2.3). Ovo bi predstavljalo y-efekat. y-
Efekat se moze definisati kao zamena vodonika atomom X na drugom atomu (*C-C-C-H — *C-

C-C-X) i poznat je za veliki broj (C, N, O, halogen, S itd) supstituenata X kao $to je na Semi
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prikazano (Sema 4.2.2). Postoji jaka zavisnost ovog efekta od rastojanja (sin y-efekat, y-gos$
efekat), pa se on moze iskoristiti za odredivanje stereohemije. Usled sin y-efekta dolazi do
pomeranja ka nizim frekvencijama (Ad je negativno). Ovaj efekat je uglavhom nezavisan od
prirode grupa koje se nalaze na putu izmedu atoma, y-supstituent. Ukoliko je X = CHs dolazi do
smanjenja hemijskih pomeranja za oko 6 ppm, a ako su X i C* prostorno bliski, za acikli¢ne
sisteme yc-efekat iznosi oko —2 ppm. Ukoliko je y-atom blizu ugljenika kod jednog izomera, a
dalje kod drugog, hemijsko pomeranje ugljenika kod prvog izomera bi¢e nize (Sema 4.2.3,
Kleinpeter i Seidl, 2005).

Posmatrajuéi hemijska pomeranja atoma ugljenika za koje je vezan jod kod oba rotamera (sp2-sp®
atropizomera), moze se uociti ovakav uticaj metil-grupa. Razlika u hemijskim pomeranjima za
C-1 u jednom i drugom atropizomeru iznosi 11,44 ppm, odnosno 11,84 ppm (Sema 4.2.3) u
zavisnosti od polozaja metil-grupa, $to je u skladu sa predvidenim uticajem iz literature. Ove
vrednosti su u skladu sa vredno$éu uticaja metil-grupa na smanjenje hemijskog pomeranja od 6
ppm po jednoj metil-grupi. Navedeni uticaji za smanjenje hemijskih pomeranja ugljenika kod
razli¢itih izomera su bili od velike koristi prilikom odredivanja o kom izomeru je re¢. Na osnovu
izlozenog, zakljuceno je da par signala C—I (C2 i C4) sa najmanjim i najve¢im pomeranjem

pripadaju sin izomeru, a dva signala koja su preostala pripadaju anti izomeru (Sema 4.2.2).
Potvrda o postojanju atropizomera je izvrsena na slede¢i nacin:

- derivatizacijom 3-izopropil-2,4-dijod-6-metilfenola, sintezom etara i estara, kao i sintezom
bromovanih analoga (2,4-dibrom-3-izopropil-6-metilfenola, i takode njegovih estara i etara), i
mesovitih dihalogenovanih karvakrola koji sadrze i atom broma i joda; pri ¢emu je uocena ista

pojava

- snimanjem spektara smese atropizomera u razlic¢itim NMR rastvarac¢ima (pored CDClIs koriséeni
su DMSO-ds i benzen-ds); doslo je do promene i njihovih pomeranja i promene u relativnoj

zastupljenosti (tabele 4.2.114.2.2)
- odredivanjem temperature koalescencije

- izraCunavanjem aktivacionih parametara za rotacionu barijeru na osnovu kvantnomehanickih
prorac¢una na B3LYP/6-311G(d,p) nivou teorije za 298 K.
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4.2.2. DERIVATI 3-1ZOPROPIL-2,4-DIJOD-6-METILFENOLA | DRUGIH HALOGENOVANIH KARVAKROLA

Odredivanje strukture i analiza NMR spektara derivata 3-izopropil-2,4-dijod-6-metilfenola i
bromovanih karvakrola, vrSena je analogno kao za atropizomere jedinjenja 2-1. Najpre je izvrSeno
bromovanje karvakrola, da bismo ispitali kako smanjenje voluminoznosti atoma oko
izopropil-grupe, menja vrednost rotacione barijere izmedu atropizomera. 2,4-Dibrom-3-izopropil-
6-metilfenol (2-4) je takode pokazao dva atropizomera u NMR spektrima na sobnoj temperaturi u
CDCls (sema 4.2.2, tabela 4.2.2). Ovoga puta razlika u hemijskim pomeranjima ugljenika za koji
je vezan brom u jednom i drugom atropizomeru, a takav je slucaj i kod drugih bromovanih derivata,
bila je manja i iznosila je 3,96, odnosno 3,74 ppm. Na osnovu integrala *H NMR spektra odnos

ovih atropizomera je bio 52,38:47,62 (tabela 4.2.3).

Izvrsena je derivatizacija jedinjenja 2-1 i 2-4. Na ovaj nacin Se menja meta-potporna grupa, i u

svim slu¢ajevima veca je nego kod samih fenola, tako da je vece guranje sa atomom joda/broma.

Sintetisani su estri propanske i izobuterne kiseline 2-7—2-10 (Seme 4.2.4 i 4.2.5, tabele 4.2.4 i
4.2.5). Na osnovu NMR spektara utvrdeno prisustvo dva atropizomera kod svih derivata u

medusobnim odnosima datim u tabeli 4.2.3.

Tabela 4.2.2. *H (400 MHz) i 3C (100 MHz) NMR spektroskopski podaci za anti (a) i sin (b)
atropizomere jedinjenja 2-3 u CDCls i DMSO-ds

CDCl; DMSO-d6
.. 2-4a 2-4b 2-4a 2-4b 2-4a 2-4b 2-4a 2-4b
Polozaj
6H Sc SH 6C

1C 150,59 149,78 152,40 151,54

2C 111,20 114,94 112,15 116,06

3C 141,59 141,50 141,26

4C 115,49 111,49 114,49 110,70
5CH 7,31, s 7,27, s 134,09 135,79 7,38, s 7,33, s 135,09 135,09

6C 124,52 126,15 126,02
7 CHs 2,23, s 16,25 2,18/2,17, s 16,47 16,39

3,84, sept 3,75, sept 3,84, sept 3,75, sept

8CH 73) 73) 35,88 36,24 73) 79) 35,51 35,04
9cnf 141,m 141, m 19,51 1,41, m 19,37
C1-OH 5,96, s 579,s 5,96, s 5,79, s
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Tabela 4.2.3. Zastupljenost sin i anti atropizomera: vrednosti dobijene na osnovu integrala signala

u *H NMR spektru i vrednosti dobijene kvantnomehanic¢kim izra¢unavanjem

% sadrzaj atropizomera u smesi

% sadrzaj atropizomera u

Jedinjenja sin/anti, eksperimentalno smesi sin/anti, izraCunate
odredene vrednosti vrednosti

2-1 52,16/47,84 51,68/48,32

2-4 52,38/47,62 48,98/51,02

2-7 53,05/46,95 /

2-8 52,15/47,85 /

2-9 55,14/44,86 56,10/43,90
2-10 53,05/46,95 52,85/47,14
2-11 56,71/43,29 57,24/42,75
2-12 45,66/54,34 53,14/46,86
2-13 56,14/43,86 /

2-14 52,38/47,62 /
2-15 18,18/81,82* 15,63/84,37

*Pogledati semu 4.2.8, koji je atropizomer sin a koji anti

Kod jodovanih derivata u grHMBC spektrima javljuju se korelacije H5 vodonika sa oba atoma

ugljenika za koji je vezan jod, a zbog Cega se ne moze izvrsiti asignacija pomenutih ugljenika.

Asignacija signala smeSe atropizomera sintetisanih etara 2-11-2-14 izvrSena je kao i u prethodnim

primerima(Seme 4.2.6 1 4.2.7). Zastupljenost ovih atropizomera data je u tabeli (tabela 4.2.3).
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Br

0]
T
BrO

1y,

H
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Sema 4.2.4. RavnoteZa izmedu rotamera kod jedinjenja 2-7 i 2-8.
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Tabela 4.2.4. *H (400 MHz) i 3C (100 MHz) NMR spektroskopski podaci za anti (a) i sin (b)

atropizomere jedinjenja 2-7 i 2-8 u CDCls

PoloZaj 2-7a 2-7b 2-7a 2-7b 2-8a 2-8b 2-8a 2-8b
6H 5H 6(: 5c SH SH 5C 5C
1C 151,14 151,21 147,35 146,44
2C 91,63 103,21 117,85 121,37
3C 148,21  148,06* 143,30 143,30
4C 100,89 88,59 122,84 119,02
5CH 7,776, s 7,781, s 142,25 144,81 7,44, s 7,39, s 134,00 135,85
6C 130,82*  130,94* 130,99 130,99
7 CHs 2,10, s 2,10, s 16,80* 16,56* 2,12,s 2,12,s 16,34* 16,29*
3,67, sept 3,79, sept 3,87, sept 3,91, sept

8 CH (7.3)° (7.2) 43,87 42,96 (7.2) (7.2) 36,23 35,72
9,10 1,42,d 1,40,d 1,42,d 1,42,d

CHs (7.0) (7.2) 19,86 19,81 (7.3) (7.3) 19,41 19,41
1I'C 171,47 171,43* 147,37 147,37
2CH,  269,q(76) 268.q(76) 2807  2814* 2&376')“ 267,q(7,6)  27.46 27,46
3’ CHs3 1,32,t(7,6) 1,32,t(7,6) 9,22 9,22 1(,326‘; 1,32,t(7,6) 9,13 9,13

*Zbog bliskih hemijskih pomeranja signala razli¢itih atropizomera, pripisivanje signala
odredenom izomeru je izvr§eno na osnovu njihove zastupljenosti u smesi. Konstante kuplovanja

J izrazene su U Hz.
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Sema 4.2.5. Ravnoteza izmedu rotamera kod jedinjenja 2-9 i 2-10.
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Tabela 4.2.5. *H (400 MHz) i 3C (100 MHz) NMR spektroskopski podaci za anti (a) i sin (b)

atropizomere jedinjenja 2-9 i 2-10 u CDCl3

Polozaj _ 2-9a 290 292 290 2-10a 210b  2-10a_ 2-10b
5H 5c 5H 5C
1C 15089 149,97 14727 146,37
2C 9147 103,04 117.87 121,38
3C 14799 147.85 14330 143,30
4C 10061 88,34 12276 118,96
5CH  7766,s 7772, 14461 142,06 7.43,s 739)s 1340 13584
6C 13052 130,65 130,94 130,94
7CHs 208, 2,08, s 1662  16,38* 211,s 212)s 1632 16,26
3,67, sept 3,80, sept 3,87, sept 3,91, sept
8 CH s 73 4369 4273 s 72 3625 3569
9, 10 CHs 1{‘7‘20’)" 139,d(70) 19,69 1965  142,d(73) 142,d(7.3) 1941 1941
1'C 17365 173,62 17379 173,79
, 2,92, sept 2,92, sept 2,90, sept 2,90, sept
2 CH 6 6 3447 3447 70 70 3424 3424
3" CHs 16380’)0' 138,d(70) 1898 1898  138,d(70) 138,d(7.0) 1900 19,00

*Zbog bliskih hemijskih pomeranja signala razli¢itih atropizomera, pripisivanje signala
odredenom izomeru je izvr$eno na osnovu njihove zastupljenosti u smesi. *Konstante kuplovanja

J izrazene su U Hz

iy,

H 9
2-11a
anti

H
2-11b
sin

ey N

H H
2-12a 2-12b
anti sin

Sema 4.2.6. Ravnoteza izmedu rotamera kod jedinjenja 2-11 i 2-12
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Tabela 4.2.6. 'H (400 MHz) i 3C (100 MHz) NMR spektroskopski podaci za anti (a) i sin (b)
atropizomere jedinjenja 2-11 i 2-12 u CDCl3

Polozaj __ 2-11a 2-11b 21la 211b 2-12a 2-12b 2-12a 2-12b
OH Oc Oun dc
1C 15918 157.80* 154.86 155.71
2C 9323 10481 11916%*  122,50%*
3C 14805  147.84* 143,24 143,24
AC 98,59 86.23 120,70%*  116,91%*
5 CH 772, 772.s 14262 14498* 7335 733, 136,09 134,22
6C 13092 16.27* 131,44 13144
7CHs 2265 2.26, s 16,58 2,26, s 227, 16,03
3,63, sept 3,85, sept -
8 CH Gy o3 4391 42,70 3,84/3.95 36.30/35,57
9, 10 143, d 139, d
S 3% o 11994 1972 142, m 19,49
CO- 374 3,74, s 60.19 59.99 3,77, 3,77, 59.95
OCH;s

*Zbog bliskih hemijskih pomeranja signala razli¢itih atropizomera, pripisivanje signala
odredenom izomeru je izvrSeno na osnovu njihove zastupljenosti u smesi. 2Konstante kuplovanja
J izrazene su U Hz. **Asigniranje signala je izvrSeno na osnovu daljinskih konstanti kuplovanja.

7
oA o] o) o)
5 d \/\3' \/\ \/\ \/\
I 3 271 I I Br Br Br Br
8 w10 ey o Ty
H H H

9
2-13a 2-13b 2-14a 2-14b
anti syn anti syn

Sema 4.2.7. RavnoteZa izmedu rotamera kod jedinjenja 2-13 i 2-14.

Interesantno, spektralni podaci za vec¢inu sintetisanih jodovanih ili bromovanih derivata karvakrola
ne postoje u literaturi, osim za jedinjenja 2-4, 2-6 i 2-12. U radu Miller-a i Haggerty-ja (1986)
prikazan je 'H NMR spektar jedinjenja 2-4, pri ¢emu se ne pominje prisustvo atropizomera, dati
su podaci samo za jedno jedinjenje. *H i *C NMR, IR i HRMS spektri za jedinjenje 2-12 su
navedeni u radu Majetich-a i Grove-a (2009), ali u tom radu nije prepoznato postojanje
atropizomera. Veci broj signala od o¢ekivanog autori su objasnili ,,efektom* otvorenih orbitala
teSkih atoma. U protonskom NMR spektru signali su opisani kao odgovarajuci dubleti koji poticu

od jednog jedinjenja, pa je tako npr. signal H8 opisan kao dublet septeta sa dodatnom konstantom
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Tabela 4.2.7. *H (400 MHz) i 3C (100 MHz) NMR spektroskopski podaci za anti (a) i sin (b)

atropizomere jedinjenja 2-13 i 2-14 u CDCls

Polozaj 2-13a 2-13b 2-13a 2-13b 2-14a 2-14b 2-14a 2-14b
SH 5c 5H 6C
1C 157,30  157,80* 154,64 153,76
2C 93,38 104,81 119,34 122,81
3C 147,93  147,84* 143,18 143,18
4C 98,50 86,23 120,74 116,93
5CH 7,72,s 7,72, s 142,42  144,98* 7,38,s 7,33,s 134,15 136,03
6C 130,98 131,15 136,03 131,67*
7 CH3 2,24,s 2,24, s 16,50 16,27* 2,25,s 2,25,s 16,33  16,26*
3,64, sept 3,85, sept - 3,83, sept 3,95, sept
8 CH (7.3) (7.3) 43,78 42,70 (7.3) (7.2) 36,28 35,59
9,10 1,43,d 1,39,d 1,42,d 1,41,d
CHs (7.2) (7.3) 19,82 19,72 (7.0) (7.0) 19,46 19,46
, 4,35, dt 4,35, dt - 4,38, dt 4,38, dt
1’ CH; (5.6, 1.5) (5.6, 1,5) 73,22 73,12 (56, 1.4) (5.6, 1.4) 73,29 73,29
6,15, ddt 6,15, ddt 6,13, ddt 6.13. ddt
2'CH (17,2, 10,8, (17,2, 10,8, 133,21 133,21 (17,1, 10,5, (17 1 1'0 5 56 133,30 133,30
5,6) 5,6) 5,6) e
3' pro-Z 5,47, dq 5,47, dq 5,45, dq 5,45, dq
CH (17,2, 1,6) (17,2, 1,6) 117,94 117,94 (17,2, 1,6) (17,2, 1,6) 117,90 117,90
3'pro-E 5,29, dq 5,29, dq 5,29, ddd 5,29, ddd
CH (104,14) (104, 1,4) 209 11094004757 13) (04.27,1,3 L1790 11790

*Zbog bliskih hemijskih pomeranja signala razli¢itih atropizomera, pripisivanje signala
odredenom izomeru je izvr$eno na osnovu njihove zastupljenosti u smesi. *Konstante kuplovanja
J izraZene su U Hz

kuplovanja J = 46,8 Hz, a §to odgovara razlici od 0,117 ppm (ha 400 MHz), odnosno razlici u
pomeranju dva atropizomera koji smo mi uocili. Poredenjem snimljenih spektara sa spektrima iz
literature uoceni su svi signali koji se o¢ekuju za oba atropizomera 1,3-dibrom-2-izopropil-5-

metil-4-metoksibenzena (2-12), pa je u pitanju greska u postojecoj literaturi.

Halogenovani derivati koji sadrze atom broma i atom joda (Sema 4.2.1), takode su smeSe
atropizomera, medutim sa drugadijim sadrzajem rotamera u ravnotezi, u ovim slu¢ajevima po
jedan izomer je zastupljeniji, vise od 80% (tabela 4.2.3). Bromovanjem o- ili p-jodkarvakrola,
dobijene su smese proizvoda. Bromovanjem 0-jodkarvakrola (2-2), pored o¢ekivanog proizvoda
4-brom-3-izopropil-2-jod-6-metilfenol, u smesi je uoc¢eno (najpre GC-MS analizom, a potvrdeno
i NMR-om) prisustvo 2,4-dibrom-3-izopropil-6-metilfenola, 3-izopropil-2,4-dijod-6-metilfenola i
2-brom-3-izopropil-4-jod-6-metilfenola. Bromovanjem jodovanih derivata doslo je do gradenja
halogenovanih proizvoda koji verovatno nastaju u tim reakcijama halogenovanja i
dehalogenovanja. Zbog sli¢ne polarnosti sa dijod- i dibrom-derivatima, ¢isti 4-brom-3-izopropil-

2-jod-6-metilfenol nije bilo moguce izolovati iz smese. Medutim, bromovanjem p-jodkarvakrola,
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Sema 4.2.8. RavnoteZa izmedu rotamera kod jedinjenja 2-15.

Tabela 4.2.8. *H (400 MHz) i *C (100 MHz) NMR spektroskopski podaci za anti (a) i sin (b)
atropizomere jedinjenje 2-15

" 2-15a 2-15b 2-15a 2-15b
Polozaj
dn dc
1C 151,59 149,77
2C 109,72 115,23
3C 144,07 143,48
4C 91,04 81,17
5CH 7,60, s 7,62, s 140,71 143,09
6C 125,34 125,51
7 CH3 2,21,s 2,21,s 16,03 15,89
8 CH 3,61, sept (7,3)2 3,78, sept (7,3) 42,68 36,41
%lflg 1,39,d (7,2) 1,41, m* 19,56 19,62
C1-OH 6,00 5,84

*Preklopljen signal sa signalom jedinjenja 2-4. ®Konstante kuplovanja J izrazene su u Hz.

dobijena je manje kompleksna smesa. Zajedno sa 2-brom-3-izopropil-4-jod-6-metilfenol (2-15)
koeluirao se i 2,4-dibrom-3-izopropil-6-metilfenol (2-4). Medutim, bilo je moguca izvrsiti
potpunu asignaciju signala meSovitog dihalogenovanog jedinjenja. Smesa je sadrzala oko 60%
jedinjenja 2-15 i oko 40% jedinjenja 2-4. U smeSi je zastupljeniji sin rotamer gde su metil-grupe
okrenute ka manje voluminoznom atomu (bromu). Detaljnom analizom 1D- i 2D-NMR spektara
moguca je asignacija svih signala koji poticu od sin i anti atropizomera jedinjenja 2-15. Polozaj
broma je potvrden interakcijom u HMBC spektru izmedu protona fenolne OH grupe i C2, dok je

polozaj joda utvrden interakcijom H5 1 C4.
4.2.3. ODREDPIVANJE KINETICKIH PARAMETARA DINAMICKIM NMR EKSPERIMENTIMA

Najces¢a metoda koja se koristi za odredivanje parametara energije aktivacije je odredivanje
temperature na kojoj NMR rezonancije dve izmenljive vrste koalesciraju. Metoda se zasniva na
pracenju promene izgleda i poloZaja signala sa poveéanjem temperature u *H NMR spektru

(metoda se obelezava i kao VT (variable-temperature) *H NMR). lzmerena temperatura
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koalescencije se, zatim, koristi zajedno sa najve¢om razlikom u hemijskim pomeranjima signala

na nizim temperaturama (tj. kada je spora izmena).

Konstanta brzine na temperaturi koalescencije (kc) moze se izrac¢unati primenom Gutowsky-Holm-

ove (ili nekih drugih jednacina):

ko= T2y (AV)2+6 J2
AERALUALLO LT

2

gde je A4v (u Hz) razlika u hemijskim pomeranjima dva posmatrana signala na temperaturi kada
nema izmene, a J je njihova zajednicka konstanta sprezanja, a oba stanja su jednako zatupljena.

Kada je J = 0 Hz, izraz postaje:
ke = 2,22 Av (s%)

Za slucaj razlicite zastupljenosti (Pa i Ps) stanja A i B za nekuplovana jezgara, i ako je konstanta

ravnoteze, K = Pa/Pp < 2:
A (vise) s B (manje)
ka—g =PsK ke (s7)
ke—a = PaK ke (s7)
Kada je K = Pa/Ps > 2 mozZe se primeniti graficka metoda Shanan-Atidi-ja i Bar-Eli-ja.

Slobodna Gibsova energija aktivacije dinamic¢kog procesa AG* se moze izradunati primenom
i gp p

Eyring-ove jednacine:
AG*= 4,575 x 102 T¢ (9,972+ log(Tc/ke)) (kcal mol™) (2),
gde je Tc (u K) temperatura koalescencije.

Temperatura koalescencije je odredena za jedinjenje 2-4 u DMSO-ds. Razlika u hemijskim
pomeranjima izmedu HS signala, 4v, na sobnoj temperaturi je iznosila 47,7 Hz. *H NMR spektri
ovog jedinjenja su snimani po¢evsi od sobne temperature (298 K), i na svakih 5 °C do postizanja
koalescencije na temperaturi od 328 K (slike 4.2.3 i 4.2.4). Ukoliko se vrednosti uvrste u jedna¢inu
2, dobija se za AG7 = 15,70 kcal/mol.
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Slika 4.2.3. Uvecani delovi *H NMR spektra snimljeni u DMSO-ds na povisenim temperaturama

do postizanja temperature koalescencije
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Slika 4.2.4. Uvecanje (H8) dela *H NMR spektra snimljenog u DMSO-ds na povisenim

temperaturama

Kvantnomehanicka izraGunavanja sprovedena na jedinjenjima 2-1, 2-4, 2-7, 2-8, 2-13, 2-14 i 2-15
uz optimizaciju geometrije na B3LYP/6-311G(d,p) nivou teorije dala su procene energije,
termodinamickih i geometrijskih parametara konformera i njihovih prelaznih stanja. Izracunati
aktivacioni parametri za rotacionu barijeru na temperaturi od 298 K, izmedu sin i anti konformera
preko prelaznih stanja TS1 i TSz (Sema 4.2.8) jedinjenja 2-1, 2-4, 2-7, 2-8, 2-13, 2-14 i 2-16
prikazani su u tabeli 4.2.9. Vrednosti entropije aktivacije (45%) su male (2,74-5,46 J mol* K1), sa
negativnim znakom, $to ukazuje na uredenije prelazno stanje u odnosu na osnovno stanje. Za

jedinjenje 2-4, promena slobodne Gibsove energije aktivacije je izraCunata da iznosi

158



20,63 kcal mol™. Razlika izmedu teorijske i eksperimentalno odredene vrednosti 4G* verovatno
potice od pogresno odredenih vrednosti Av i temperature koalescencije. Vrednost Av o¢itana je na
sobnoj temepraturi kada je bilo izmene izmedu rotamera, i ona je manja od one na kojoj nema
izmene. Razlika potice i zbog toga Sto prilikom izracunavanja nije uzet u obzir rastvarac, ve¢ je
energija izraCunata za molekul u vakuumu. Medutim, ova eksperimentalno odredena energija
aktivacije je uporediva sa prethodno objavljenim rezultatima za atopizomere sp?-sp® tipa (Flos i
sar., 2016).

OH
Br Br
H
/ TS, \
OH OH
Br Br Br Br
H i i H
anti \ / syn
OH
Br Br
g
TS,

Sema 4.2.8. RavnoteZa izmedu sin i anti konformera preko prelaznih stanja TSz i TSz za

jedinjenje 2-4
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Tabela 4.2.9. Aktivacioni parametri za rotacionu barijeru jedinjenja 2-1, 2-4, 2-7, 2-8, 2-13, 2-14

i2-15

Jedinjenje  Metoda AH*(298K) AS*(298K) AG*(298K)
TS1-sp-GS 20,34 -3,54 21,40
2-1 TS2 —sp-GS 20,34 -3,54 21,40
TS1-ap-GS 20,36 -3,38 21,37
TS2 - ap-GS 20,36 -3,38 21,37
TS1-sp-GS 19,81 -2,74 20,63
2-4  TS2-sp-GS 19,82 -2,76 20,64
TS1-ap-GS 19,93 -3,01 20,83
TS2 - ap-GS 19,93 -3,04 20,84
TS1-sp-GS 20,07 -3,78 21,19
2-15  TS2-sp-GS 19,91 -5,46 21,54
TS1-ap-GS 20,97 -3,37 21,97
TS2 - ap-GS 20,81 -5,05 22,32
TS1-sp-GS 17,19 -3,43 18,21
2-7 TS2 —sp-GS 16,53 -4,28 17,80
TS1-ap-GS 17,05 -3,52 18,10
TS2 - ap-GS 16,39 -4,36 17,69
TS1-sp-GS 16,05 -3,43 17,07
2-8 TS2 —sp-GS 15,76 -4,42 17,08
TS1-ap-GS 15,96 -3,27 16,93
TS2 - ap-GS 15,66 -4,26 16,93
TS1-sp-GS 17,00 -4,37 18,00
2-13  TS2 -sp-GS 17,35 -5,44 18,97
TS1-ap-GS 16,43 -3,84 17,58
TS2 - ap-GS 17,08 -4,91 18,55
TS1-sp-GS 15,84 -4,35 17,13
2-14  TS2-sp-GS 16,28 -4,88 17,73
TS1-ap-GS 15,72 -4,18 16,97
TS2 - ap-GS 16,17 -4,71 17,57

Energija nulte tacke (zero point energy, ZPE), termicke i entropijske korekcije su izraCunate na
B3LYP/6-311G(d,p) nivou teorije za 298K.
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4.3. SINTEZA 1 TOKSIKOLOSKA/FARMAKOLOSKA AKTIVNOST JODOVANIH N-ACILTIRAMINA

4.3.1. SINTEZA | SPEKTRALNA KARAKTERIZACIJA PRIRODNOG PROIZVODA 1z D. RUBEUM |

ANALOGNIH SINTETICKIH JODOVANIH N-ACILTIRAMINA

U ovoj tezi je predstavljena sinteza prirodnog jedinjenja 3-3 iz D. rubeum i njegovih analoga 3-1,
3-2, 3-4-3-7 (Sema 4.3.1). Pretragom baze CAS (SciFinder, oktobra 2018) ustanovljeno je da su
jedinjenja 3-4-3-7 nova jedinjenja. U literaturi za jedinjenje 3-2 nedostaju kompletni spektralni
podaci (NMR, IR i MS). Nas plan sinteze za N-[2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)etil]benzamid (3-3) i

srodne jodovane N-aciltiramine, ilustrovan je na Semi 4.3.2.

|
" 5l|
\©\/\ \©\/\ Meof©i)\ I
" ' 3
3 2
| " N1 4
AR> Ay

7 5

33 6

37R1—I
32R;=H
35R;=1,R,=H 3.8
36R;=H,R,=|

Sema 4.3.1. Strukture jedinjenja 3-1-3-8: N-[2-(4-metoksifenil)etil]benzamid (3-1),
N-[2-(4-metoksifenil)etil]formamid (3-2), N-[2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)etil]benzamid (3-3),
N-[2-(2,5-dijod-4-metoksifenil)etil]benzamid (3-4), N-[2-(3-jod-4-metoksifenil)etil]benzamid (3-5),
N-[2-(2-jod-4-metoksifenil)etil]benzamid (3-6), N-[2-(3-jod-4-metoksifenil)etil]formamid (3-7) i
N-[2-(3-jod-4-metoksifenil)etil]acetamid (3-8)

Sinteza 3-3 i njegovih analoga (benzamida i formamida) zapocinje kuplovanjem dostupnog
2-(4-metoksifenil)etanamina i odgovarajuce karboksilne kiseline (benzoeve ili mravlje) uz
koris¢enje karbodiimida (Pfaffenbach i Gaich, 2015). Dobijeni amidi 3-1 i 3-2 jodovani su u dva
koraka. U prvom koraku, merkurovanjem jedinjenja 3-1 i 3-2 ziva(Il)-acetatom dobijaju se

intermedijerna organozivina jedinjenja. Nakon zamene acetatnog liganda hloridnim, u drugom
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koraku dejstvom elementarnog joda, dolazi do kidanja veze Hg—C i zamene grupe -HgCl atomom
joda. U pocetku su sve reakcione smese analizirane pomo¢u GC-MS-a, a TIC hromatogrami su
sadrzavali 4 pika: dva od monojodovanog N-aciltiramina i dva od dijodovanih derivata. U slucaju
jodovanja benzamida, dobijena smesa je jednostavno razdvojena pomoc¢u hromatografije na silika-
gelu. Glavni proizvod bio je monojodovani derivat 3-5 sa atomom joda u orto polozaju u odnosu
na metoksi-grupu, pri ¢emu je prinos bio 43%. Formiran je i drugi moguc¢i monojodovani
regioizomer 3-6 gde je jod orto u odnosu na CHz, ali u vrlo maloj koli¢ini (oko 1%) Sto je bilo
dovoljno da potvrdimo njegov identitet na osnovu anlize NMR spektara, ali ne i da izvrSimo
bioloska testiranja. Dijodovani proizvodi, regioizomeri 3-3 i 3-4, dobijeni su u priblizno istom
prinosu (oko 15%). Kod jednog izomera jod je bio orto u odnosu na metoksi-grupu, dok je drugi

u orto ili para polozaju u odnosu na ve¢ postojeci jod, jedinjenje 3-4.

U reakciji 2-(4-metoksifenil)etanamina sa anhidridom sir¢etne kiseline u rastvoru hlorovodoni¢ne
kiseline dobijen je derivat acetamida, koji dalje podleZe prethodno opisanoj reakciji jodovanja kroz
dva koraka. Dobijen je N-[2-(3-jod-4-metoksifenil)etil]acetamid (3-8) u prinosu od 1,9% (4 mg)
koja je bila dovoljna jedino da se potvrdi njegov identitet na osnovu MS i NMR spektara.

e A S

3-3 Ry=l, Ry=l, Rg=H 3-5 Ry=H, R,=I, Ry=H

3-4 Ry=H, Ry=I, R3= 3-6 Ry=H, Ry=H, R,=I

¥ \©\/\ _od Meo\ﬁj\/\ o
NJ\H

H
3-7

Sema 4.3.2. Sinteza jedinjenja 3-1-3-7. Reagensi i uslovi: (a) benzoeva kiselina (1,5 ekv.), DCC
(1,5 ekv.), DMAP 3-10 mol%, CHzClz, s.t., 5 h; (b) mravlja kiselina (1,0 ekv.), DCC (1,1 ekv.),
DMAP 3-10 mol%, CH2Clz, s.t., 5 h; (c) Hg(OACc)2, 70% HCIO4, glacijalna CHsCOOH, s.t.,
48 h; (d) NaCl, H20, 30 min; Iz, CH2Clz, 16 h.

U hromatogramu smese dobijene jodovanjem formamida uocen je jedan dominantan pik

monojodovanog proizvoda i jos tri pika koji su odgovarali dijodovanim formamidima. Nakon

162



hromatografije na koloni silika-gela, izolovano je jedino jedinjenje 3-7, a nisu dobijeni dijodovani

derivati $to moze biti posledica raspadanja dijod-derivata na koloni silika-gela.

Polozaj atoma joda u 3-3—-3-7 moze biti jednoznac¢no odreden iz njihovih NMR podataka (tabele
4.3.114.3.2). Jedinjenja 3-3-3-5 i 3-7 su dodatno okarakterisana i IR i UV spektrima. Kompletna
asignacija NMR signala 'H i 3C je izvrSena detaljnom analizom 1D- i 2D-NMR spektara: serija
selektivnih *H homonuklearnih dekuplovanja, grHSQC, grHMBC, gr *H-'H COSY, ROESY i
NOESY. Svi podaci iz 'H i *C NMR spektara ukazuju na postojanje ravnoteze dve rotamerne
forme jedinjenja 3-7 usled spore rotacije (na NMR vremenskoj skali) oko amidne N-CO veze
(pikovi izmene vidljivi u NOESY/ROESY spektrima). Ove rotamerne vrste mogu biti kompletno
okarakterisane NMR podacima, dok je njihov odnos u CDCls na 25 °C, zasnovan na integraljenju
dobro razdvojenih signala u protonskom spektru, bio 1:5,56 u korist Z-rotamera (antiperiplanarni
konformer, slika 4.3.1). Kod vise zastupljenog konformera uocava se Siroki singlet za formil-
proton, dok manje zastupljeni (sinperiplanarni) konformer ima dublet sa J = 9,4 Hz koji poti¢e od
istog protona u skladu sa o¢ekivano ve¢om konstantom kuplovanja za antiperiplanarnu orijentaciju
HN-CH fragmenta. Spektri nejodovanog formamida 3-2 bili su sli¢ni spektrima jedinjenja 3-7.
Takvo ponasanje (postojanje dva rotamera) moze biti znac¢ajno zbog postojanja dve raspolozive
konfiguracije (E, Z) koje mogu da imaju razliite interakcije sa ciljnim bioloskim molekulom.
Signali C1-H1(karbonil) u grHSQC spektru Z-rotamera jedinjenja 3-7 (slika 4.3.1) i 3-2 javljaju
se kao ,,multipleti (li¢i na kvartet), pri ¢emu dva najudaljenija pika odgovaraju dubletu sa
konstantom Jch od 192,8 Hz, odnosno 192,5 Hz (precizne vrednosti konstanti kuplovanja su
odredene iz *H kuplovanog *C NMR spektara), dok kod E-rotamera nije bilo takvog artefakta.
Ova kuplovanja su verovatno artefakti koji poti¢u od znacajne neuskladenosti d2 i/ili d4 vremena,
a koja su optimizovana za Jcw = 145 Hz za kuplovanje *H/*3C kroz jednu vezu. Vrednost direktnih
konstanti kuplovanja je proporcionalna redu veze (elektronska gustina elektrona izmedu dva

atoma) pa se mogu ocekivati razli¢ite vrednosti JcH za dva rotamera.
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Tabela 4.3.1. *H NMR podaci (snimljeni na 400 MHz u CDClIs) za jedinjenja 3-1-3-7

Polozaj 3-3 3-4 3-5 3-1 (2)-3-7a (E)-3-7b (2)-3-2a (E)-3-2b 3-6
on (JuHz) on (JuHz) on (JuHz) on (JuHz) on (JuHz) on (JuHz) on (JuHz) on (JuHz) on (JuHz)
1 8,12, s 7,89, d 8,08, s 7,84,d
9,4 (11,9)
2
3,7 7,72, m 7,74, m 7,71, m 7,70, m 7,72, m
4,6 7,43, m 7,43, m 741, m 7,40, m 742, m
5 7,50, m 7,50, m 7,49, m 7,48, m 7,51, m
1 3,63, td 3,65, td 3,65, td 3,67, td 3,51, td 3,43, td 3,51, td 3,41, td 3,68, td
(7,1, 6,0) (7,0, 6,0) (6,9, 5,9) (6,9, 5,9) (7,0, 6,2) (7,0, 6,3) (7,0,5,9) (6,8, 6,4) (7,0, 6,2)
2! 2,82, t 2,99, t 2,84,t 2,87, t 2,75, t 2,73, t 2,77, t 2,74, t 3,02, t
(7.0) (7,0) (6,9) (6,9) (7,0) (7,0) (7,0) (6,8) (7,0)
G
2" 7,64, brs 7,66, d 7,15, m 7,62,d 7,60, d 7,11, m 7,08, m
(2,1) (1,9 17)
3" 7,20, s 6,86, m 6,84, m 7,38, d
(2,6)
47
5" 6,77, d 6,86, m 6,77, d 6,85, d 6,84, m 6,86, dd
(8,3) (8,3) (8,5) (8,4, 2,6)
6" 7,64, brs 7,54, brs 7,17,dd 7,15, m 7,15, dd 7,12, dd 7,11, m 7,08, m 7,14, d
(8,3,2,1) (8,3,1,9) (8,2,1,7) (8,4)
NH 6,31, brt 6,23, brt 6,27, brt 6,28, brt 5,95, brs 6,02, brs 6,0, brs 6,07, brs 6,26, br t
(5.2) (53) (53) (5.3) (6,3)
OCHjs 3,84, s 3,86, s 3,86, s 3,79, s 3,86, s 3,78, s 3,77, s
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Tabela 4.3.2. *3C NMR podaci (snimljeni na 100,6 MHz u CDCls) za jedinjenja 3-1-3-7

3-3 3-4 3-5 3-1 (2)-3-7 (E)-3-7 (2)-3-2 (E)-3-2 3-6*
Polozaj dc (JuHz) oc (JuHz) oc (JuHz) oc (JuHz) oc (JuHz) oc (JuHz) oc (JuHz) oc(JuHz) dJc(JuHz)
1 167,81, m 167,81, m 167,66, m 167,57, m 161,34, brd 164,59, br d 161,35,d ps q 164,71, dt 167,71
(192,8) (189,3) (192,5,3,7)  (188,7,5,0)
2 134,48, t 134,61, t 134,61, t 134,70, t 134,61
(7.5) (7.4) (7.3) (7.2)
3,7 126,97, dt 127,02, brdpst 126,93,brdpst 126,91, brdpst 126,98
(158,38, 7,8) (159,7, 7,4) (159,5,7,1) (158,5, 6,8)
4,6 128,78, dd 128,75, br dd 128,71, brdd 128,65, dd 128,70
(161,1,7,7) (161,2,7,5) (161,2,7,5) (161,3,7,7)
5 131,73, dt 131,64, dt 131,60, dt 131,50, dt 131,60
(161,2,7,7) (161,1,7,2) (161,1, 7,4) (161,1, 7,5)
I 41,11, tm 40,20, tm 41,31, br tm 41,43, br tm 39,26, tm 43,21, tm 39,41, tm 43,43, tm 40,39
(140,3) (138,8) (139,8) (140,1) (140,1) (139,1) (139,5) (138,3)
2’ 34,12, t ps kvintet 38,95, tm 34,40, tm 34,85, tm 34,04, t ps 36,24, tm 34,56, t ps 36,77, tm 39,14
(1295, 3,2) (129,5) (128,8) (128,1) kvintet (128,4) kvintet (128,4)
(128,8, 3,2) (128,1, 3,3)
1" 139,05, m 136,03, m 133,16, m 130,93, m 132,63, m 131,71, m 130,49, m 129,61, m 133,65
2" 140,20, ddt 100,07, m 139,73, ddt 129,86, ddt 139,47, ddt 139,51, m 129,68, ddt 129,84, ddt 100,52
(164,7,7,8,5,3) (162,1,7,5,54) (156,37,7,5,5,2) (162,2, 7,9, (156,1, 7,5, (155,2, 7,2,
5,0) 51) 5,1)
3" 90,76, ps t 121,66, d 86,21, ddd 114,16, dm 86,06, ddd 86,26, brd 114,07, dm 114,21, dm 124,70
(2,2) (165,0) (7,7,2,9,1,8) (158,4) (7,7,2,7,1,7) (7,7 (158,3) (158,1)
4" 157,60, m 157,34, m 156,93, m 158,34, m 156,82, m 158,25, m 158,31, m 158,47, m 158,62
5" 90,76, pst 86,22, dd 111,07, brd 114,16, dm 110,94, br d 114,03, dm 114,07, dm 114,21, dm 114,75
(2,2) (7,8, 3.2) (159,4) (158,4) (159,4) (163,2) (158,3) (158,1)
6" 140,20, ddt 139,76, dt 129,95, ddt 129,86, ddt 129,80, ddt 130,03, ddt 129,68, ddt 129,84, ddt 130,33
(164,7,7,8,5,3) (164,8, 5,5) (160,8,7,5,5,0) (156,4,7,5,5,2) (158,1, 7,3, (158,5, 6,9, (156,1, 7,5, (155,2, 7,2,
5,0) 5,1) 5,1) 5,1)
OCHs 60,86, q 56,80, q 56,50, q 55,37, q 56,39, q 55,26, q 55,64
(145,6) (145,2) (144,7) (143,7) (144,6) (143,6)

3Za jedinjenje 3-6 nisu prikazani podaci iz *H kuplovanog **C NMR spektra zbog male koli¢ine supstance.
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grHMBC spektar jedinjenja 3-3, 3-5 1 3-7 sadrzi korelacije koje su odgovarale kuplovanju preko
4 veze izmedu Ar—H protona i ArC—1 ugljenika koji je para u odnosu na taj vodonik. Ovo je takode
uoéeno u *H kuplovanom *C NMR spektru, gde u slu¢aju monojodovanih derivata 3-5 i 3-7,
ugljenik koji je direktno vezan za jod ima oblik ddd sa 3J = 7,7 Hz, dok 2J i 4J imaju vrednosti
2,6-2,9 Hz () i 1,4-1,7 Hz (*J), a kod jedinjenja 3-3 odgovarajuéi signal je pseudo t sa sli¢nim
vrednostima za 2J i ) (= 2,2 Hz). Kuplovanja kroz 4 veze su uodena i kod jodovanih

dehidroditimola i jodovanih timola, sto je opisano u odeljku 4.1 (Radulovi¢ i sar., 2016a).

Pokusana je i alternativna sinteza prirodnog proizvoda 3-3 kojom bi se izbegla reakcija
merkurovanja. Kljuéni koraci ove sineteze su Henry-jeva reakcija izmedu odgovarajuceg
supstituisanog derivata benzaldehida 3-10 i nitrometana, i redukcija nastalog nitrostirena 3-11
(Sema 4.3.3). Medutim, direktna redukcija nastalog nitrostirena do dijodovanog-O-metiltiramina
upotrebom LiAIH4 ili katalitickom hidrogenizacijom je bila neuspesna. Nije bila uspesna ¢ak ni

redukcija iz dve faze preko zasi¢enog nitro-jedinjenja 3-12 pomo¢u NaBHa.
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Slika 4.3.1. Uvecanja *H NMR i grHSQC spektara jedinjenja 3-7 pokazuju prisustvo dva
rotamera (oznacenih kao E i Z) oko N-CHO veze

Litijum-aluminijum-hidrid redukuje nitrostiren do fenetilamina, ali takode, vrs$i dehalogenovanje
jezgra. Slican ishod je primecen i u slucaju redukcije jedinjenja 3-12 pomocu LiAlH4; dok Pd/C
ne katalizuje hidrogenizaciju, pri ¢emu je pocetno jedinjenje ponovo izolovano iz reakcione smese

(Sema 4.3.3).
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K,COg, DMF
HO NaHCO3;, H,0O HO 2LUs3,
\©\ 12-15 °C, I, 60 min CHgl,21h O
CHO S CHO CHO

3-9 3-10
| | /43_1_\102, CH3;COONH,
/O:©\/\ NaBH, | /O;©\/\ glaycg;l;a CH3;COOH
apsolutni EtOH, 5 h
I NO ) I 7 NO,

3-12 3-11
H,/Pd, C LiAIH,4, Et,0
HCL 2 h refluks 2 h
’ KOH, H,0

NH

Sema 4.3.3. Neuspesni alternativni sinteticki put

2

4.3.2. TOKSIKOLOSKA I FARMAKOLOSKA SVOJSTVA SINTETISANIH JEDINJENJA
4.3.2.1. TOKSICNOST SINTETISANIH JEDINJENJA NA RACICE A. SALINA

Za prirodno jedinjenje 3-3 i srodne jodovane (3-4, 3-5 i 3-7) i nejodovane (3-1) N-aciltiramine
odredivana je akutna toksi¢nost za racice Artemia salina (Radulovi¢ i sar., 2013a), u
koncentracijama od 1 do 200 umol dm. Na osnovu prezivljavanja nauplija nakon inkubacije od
24 h sa ovim supstancama, moguce je zakljuciti da jedinjenja 3-1 i 3-5 imaju jak toksi¢ni efekat,
veéi nego jedinjenje koje se nalazi u prirodi 3-3 (tabela 4.3.3). Toksi¢nost (nakon 24 h) opada
slede¢im redosledom: 3-5>3-1>3-3>3-4>3-7, dok se ovaj redosled menja ukoliko se inkubacioni
period produzi (48 h): 3-3>3-5>3-1>3-4>3-7, pri ¢emu je jedinjenje 3-3 najtoksicnije
testirani formamid 3-7 (koji u datim koncentracijama nije pokazao znacajan toksi¢ni efekat ni
nakon 48 h). Cini se da su prisustvo i poloZaj atoma joda na jezgru tiramina vazni za toksi¢nost.
Ako su potrebna dva atoma joda u molekulu za izraZeniju toksi¢nost, tada bi jedinjenje 3-4 trebalo
da bude toksi¢nije od 3-1 i 3-5, ali to nije slucaj. Odsustvo joda u jedinjenju 3-1 nije rezultovalo

.....

poredi sa pozitivnom kontrolom (LDsonakon 24 hy = 147,5 pmol dm™ za SDS; literaturne vrednosti
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su u opsegu 49-122 pumol dm (Togulga, 1998)), jedinjenja 3-1, 3-3-3-5 i 3-7 pokazuju izrazeniju
toksi¢nost nakon tretmana od 24 h i toksi¢nija su u odnosu na SDS nakon 48 h inkubacije. Vredi
Meyer i sar., 1982) u ovom testu. Nadeno je za efedrin-sulfat, jedinjenje strukturno sli¢ano sa
derivatima feniletilamina, da ima LDso(nakon 24 hy 0ko 500 umol dm (Meyer i sar., 1982) Sto je za
oko red veli¢ine manje od toksi¢nog dejstva jedinjenja 3-5
(LDso(nakon 24 hy = 50 pmol dm3). Ananthan (2011) je odredio toksi¢nost sirovog ekstrakta ascidije
Didemnum psammatodes u modelu raci¢a A. salina, koji su u skladu sa nasim rezultatima sto

sugeriSe njihov sli¢an hemijski sastav.
Tabela 4.3.3. Akutna toksi¢nost N-[2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)etil]benzamida (3-3), N-[2-(2,5-

dijod-4-metoksifenil)etil]benzamida (3-4), N-[2-(3-jod-4-metoksifenil)etil]benzamida (3-5), N-[2-
(4-metoksifenil)etil]benzamida (3-1), i SDS-a (pozitivna kontrola) na ra¢i¢e Artemia salina

Jedinjenja L Deo LDso

(umol dm, nakon 24 h) (umol dm™, nakon 48 h)
N-[2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)etil]benzamida (3-3) 100,0 20,0
N-[2-(2,5-dijod-4-metoksifenil)etil]benzamida (3-4) 145,0 100,0
N-[2-(3-jod-4-metoksifenil)etil]benzamida (3-5) 50,0 36,6
N-[2-(4-metoksifenil)etil]benzamida (3-1) 83,5 56,5
Natrijum-dodecil-sulfat (SDS) 1475 92,2

4.3.2.2. EFEKAT JEDINJENJA 3-1, 3-3-3-513-7 NA VIJABILNOST MAKROFAGA

In vitro citotoksi¢na aktivnost jedinjenja 3-1, 3-3-3-5 i 3-7 je ispitana za peritonealne makrofage
pacova nakon tretiranja ovim jedinjenjima 24 h, pri ¢emu je vijabilnost ¢elija odredena MTT
testom. Testirana u §irokom opsegu koncentracija (1 x 1075 x 10 mol dm™), jedinjenja 3-3, 3-5
i 3-7 (u koncentracijama 1 x 10“ i 5 x 10* mol dm?) izazivaju statisti¢ki znacajno smanjene
vijabilnosti makrofaga (slika 4.3.4). Jedinjenja 3-1 i 3-4 statisticki nisu menjala vijabilnost u
opsegu testiranih koncentracija. Najveéa testirana koncentracija jedinjenja 3-7, 5 x 10 mol dm,
izaziva smanjenje vijabilnosti makrofaga za oko 50%, dok je cisplatin, u koncentraciji od
1 x 10 mol dm uzrokovao smanjenje vijabilnosti za oko 40%. Interesantno je da svi testirani
N-aciltiramini  pokazuju svoj efekat u relativno uskom opsegu koncentracija

(1x 105 x 10** mol dm®), dok citotoksi¢ni efekat nije zabeleZen za niZe ispitivane koncentracije.
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Slika 4.3.4. Efekat jedinjenja 3-1, 3-3-3-5 i 3-7 na vijabilnost makrofaga (MTT test). Podaci su
predstavljeni kao srednja vrednost + SD. Statisticki znacajne razlike su odredene
jednofaktorskom analizom varijanse (One-Way ANOVA) i Dunnett-ovim post-hoc testom

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 i ****p<0,0001prema ¢elijama tretiranim medijumom RPMI

Kada se poredi sa prethodno utvrdenim LCso jedinjenja 3-3 (65 umol dm®), u slu¢aju humanih
makrofaga (Restrepo i sar., 2019), ¢ini se da su makrofagi pacova manje osetljivi na delovanje
jedinjenja 3-3, vrednost LCso iz opisanih testova je bila oko 250 umol dm. U tom radu, ostali
testirani sinteti¢ki derivati koji imaju metil-, metoksi- ili nitro-supstituente vezane u para polozaju

jezgra benzoeve kiseline, uporedive su citotoksic¢nosti sa nesupstituisanim (Restrepo i sar., 2019).

Razmatranje veze strukture u ovom radu testiranih N-aciltiramina i onih dostupnih iz literature
(Restrepo i1 sar., 2019) sugeriSe da je prisustvo joda neophodno za izrazito smanjenje ¢elijskog
redukcionog kapaciteta merenog MTT testom (jedinjenje 3-1 nije pokazalo toksi¢nost u testiranim
koncentracijama); medutim, polozaj atoma joda na aromati¢cnom jezgru N-aciltiramina je takode
bitan: svi derivati koji imaju atom(e) joda u orto polozaju u odnosu na MeO-grupu pokazuju efekat
na redukciju ¢elijskog kapaciteta, koji je Cesto povezan i sa funkcijom mitohondrija makrofaga,
osim za derivate koji imaju jedan atom joda u orto polozaju u odnosu na CH2CH: lanac. Formamid
1 benzamidi su bili gotovo jednako toksi¢ni. Mozemo da SpekuliSemo da je uocena aktivnost
ispitivanih jedinjenja posledica dejstva metabolita koji nastaju iz ovih derivata N-aciltiramina; nasa

pretpostavka je da se, nakon pocetne hidrolize (stoga je i identitet amida nebitan), nastali
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fenetilamini metabolisu u hidroksilamine ili oksime (Irsfeld i sar., 2013), a koji deluju kao moguci
toksini mitohondrija ili se konvertuju u odgovarajuci aldehid (Suzuki i sar., 1981). Stoga bi

voluminozna grupa koja je u orto polozaju u odnosu na mesto ovih oksidacija ometala stvaranje

.....

4.3.2.3. UTICAJ JEDINJENJA 3-1, 3-3-3-51 3-7 NA FUNKCIONALNA SVOJSTVA MAKROFAGA

Takode smo odredili efekat jedinjenja 3-1, 3-3-3-5 i 3-7 na sposobnost makrofaga da akumuliraju
neutralno crveno. Vijabilne ¢elije apsorbuju i nakupljaju slabo baznu boju neutralno crveno u
lizozomima, a svaka destabilizacija membrane lizozoma rezultuje smanjenim zadrzavanjem ove
boje unutar lizozoma (Radulovi¢ i sar., 2016b). Nakon inkubacije od 24 h, makrofagi nisu pokazali
statisticki znacajne promene u akumulaciji neutralnog crvenog sa povecanjem testirane
koncentracije jedinjenja 3-3-3-5 i 3-7. Medutim, jedinjenje 3-1 dovodi do statisticki znacajnog
smanjenja unosa neutralnog crvenog u svim ispitivanim koncentracijama (slika 4.3.5). Na osnovu
rezultata testova MTT i neutralno crveno, mozemo videti da jedinjenje 3-1 nije uticalo na aktivnost
mitohondrija makrofaga, tj. na smanjenje celijskog redukcionog kapaciteta, dok je znacajno
smanjilo unos neutralnog crvenog. Dakle, prime¢eno smanjenje funkcije ovih fagocita nije rezultat
smanjenja broja makrofaga, ve¢ odredeni uticaj na njihove lizozome. Stoga, kako ovo jedinjenje
ima uticaj na procese fagocitoze i/ili fagolizozome, u svim testiranim koncentracijama koje ne
uticu na vijabilnost makrofaga, jedinjenje 3-1 se moze klasifikovati kao imunomodulator, i takva
aktivnost moze biti korisna kod prekomerne aktivacije imunog sistema. Takode, primeéeno je da
postoji ocigledan porast zadrzavanja neutralnog crvenog od strane makrofaga ako su oni tretirani
prirodnim proizvodom 3-3, koji je pokazao smanjenje redukcionog kapaciteta (MTT test) pri
najvecoj testiranoj koncentraciji. Dakle, moguce je da aktivniji derivati N-aciltiramina dodatno

povecéavaju sposobnost lizozoma da zadrze neutralno crveno.
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Slika 4.3.5. Uticaj jedinjenja 3-1, 3-3-3-5 i 3-7 (u mol dm3) na sposobnost prezivljavanja
makrofaga procenjena testom neutralnog crvenog. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost
+ S.D. Statisticki znacajne razlike su odredene jednofaktorskom analizom varijanse i Dunnett-

ovim post-hoc testom za visestruka poredenja. **p<0,01, ***p<0,001 i ****p<0,0001 prema

¢elijama tretiranim medijumom RPMI

Da bismo ispitali uticaj jedinjenja 3-1, 3-3-3-51 3-7 na sposobnost adheriranja makrofaga, izvrSen
je test metilenskog plavog (Radulovi¢ i sar., 2017). Adheriranje makrofaga predstavlja jednu od
njihovih glavnih funkcija u obezbedivanju odbrambene uloge u organizmu. Stoga bi svaki
poremecaj u ovoj osobini rezultovao slabljenjem funkcije makrofaga i celog imunoloskog sistema
(Abbas i sar., 2015). Samo jedinjenje 3-3, u jednoj, ne najvisoj koncentraciji (1 x 10° mol dm=)
izazvalo je znacajno smanjenje Sposobnosti adheriranja ¢elija (slika 4.3.6). Pozitivna kontrola koja
se koristi u testovima vijabilnosti, cisplatin, ne menja ovu sposobnost makrofaga, $to je u skladu
sa prethodno objavljenim rezultatima (Radulovi¢ i sar., 2017). Ve¢ smo primetili da jedinjenje
3-3 pokazuje potencijalni efekat na uzimanje/zadrzavanje neutralnog crvenog, Sto je direktno
povezano sa funkcijom membrane lizozoma. Adheriranje ¢elija je takode povezano sa funkcijom
¢elijske membrane, i moze se ocekivati da se sli¢ni efekti mogu ispoljiti i na éelijskoj membrani i
na membrani lizozoma, tj. da su stabilnost Celijske membrane i sposobnost ka adheriranju
povecane. Pri koncentraciji od 1 x 10° mol dm™ jedinjenje 3-3 nije pokazalo toksi¢nost u MTT

testu. Cini se da jedinjenje 3-3 pri poveé¢anoj koncentraciji od 1 x 10 mol dm nema efekta na
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Slika 4.3.6. Efekat jedinjenja 3-1, 3-3-3-5 i 3-7 (u mol dm™®) na adherenciju makrofaga (test
metilensko plavo). Statisticki znac¢ajne razlike su odredene jednofaktorskom analizom varijanse i
Dunnett-ovim post-hoc testom za visestruka poredenja. Razlike u vrednostima za koje je p manje

od 0,05 smatrane su statisti¢ki znac¢ajnim *p<0,05 prema ¢elijama tretiranim medijumom RPMI.

adheriranje makrofaga, ali je moguce da je to rezultat dva suprostavljena efekta — smanjenja

vijabilnosti ¢elija i pojacanog efekta na membranu.

Glavna funkcija mijeloperoksidaze (MPOQO), enzima prisutnog u fagocitima, jeste stvaranje
mikrobicidne HOCI. Visoke koli¢ine MPO su prisutne u granulama azurofilnih neutrofila, koje se
tokom fagocitoze mobiliSu u fagolizozomnim vakuolama. MPO je takode prisutan u monocitima
i makrofagima, mada u manjoj meri nego u neutrofilima (de Araujo i sar., 2013). Jedinjenja 3-1,
3-3 1 3-5 smanjuju enzimsku aktivhost MPO u peritonealnih makrofaga pacova na statisticki
znacajan nacin (Slika 4.3.7). Naime, aktivnost MPO je smanjena u prisustvu najnizih koncentracija
jedinjenja 3-1 i 3-3, ili kod jedinjenja 3-5 u istoj koncentraciji kao kod cisplatina. Medutim,
jedinjenja 3-4 i 3-7 ne pokazuju znac¢ajni uticaj na MPO aktivnost ni u jednoj od testiranih
koncentracija. Ranije je pokazan imunomodulatorni efekat vecih koncentracija sirovog etanolnog
ekstrakta vrste Didemnum albidum na makrofagima ljudi (Ananthan i lyappan, 2014). Medutim,
ovaj ekstrakt je pokazao stimulativni efekat na aktivnost enzima lizozoma (Ananthan i lyappan,

2014), $to je suprotno nasim rezultatima koji su dobijeni za aktivnost MPO (protein lizozoma).
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Slika 4.3.7. Efekat jedinjenja 3-1, 3-3-3-5 i 3-7 (u mol dm®) na MPO aktivnost makrofaga.
Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + S.D. Statisticki znacajne razlike su odredene
jednofaktorskom analizom varijanse i Dunnett-ovim post-hoc testom za viSestruka poredenja.

*p<0,05 i **p<0,01 prema ¢elijama tretiranim medijumom RPMI.

Medutim, uo¢ena odstupanja mogu biti posledica poredenja rezultata razli¢itih metoda, s obzirom
na to da je ukupna enzimska aktivnost Celijskih lizozoma odredena na osnovu aktivnosti Kisele
fosfataze, dok je u nasem radu selektivno merena aktivnost MPO. Takode, uticaj sirovog ekstrakta
moze biti razli¢it od izolovanih jedinjenja i direktno poredenje rezultata moze biti pogresno,
posebno kada nema hemijske analize koja prati bioloske testove, kao $to je slucaj sa radom
Ananthan i sar. (2011).

4.3.2.4. 1ZGLED MAKROFAGA POD UTICAJEM ISPITIVANIH JEDINJENJA

Na kraju, da bismo potvrdili prethodno pretpostavljeni uticaj ispitivanih jedinjenja, proucen je
mikroskopski izgled tretiranih makrofaga. Pod invertnim mikroskopom, u kulturama u RPMI
medijumu makrofagi su se uglavnom pojavljivali kao okrugle ¢éelije, sa po nekom vretenastom
¢elijom (slika 4.3.8A). Ukoliko se tretiraju jedinjenjem 3-3, u najvecoj koncentraciji, dolazi do
bubrenja ¢elija (slika 4.3.8B), verovatno usled delovanja na celijske membrane i/ili Celijske
nekroze, i povecanja broja ostataka mrtvih ¢elija. Do sli¢nih nalaza se doslo ali sa prisutnim

odredenim brojem c¢elija u apoptozi kod makrofaga koji su bili izloZeni cisplatinu (slika 4.3.8C).
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Slika 4.3.8. Izgled makrofaga u RPMI medijumu (A), nakon delovanja jedinjenjem 3-3 (B) i

cisplatinu (C), u koncentraciji od 1 x 10 mol dm™, sa uveéanjem % 100
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Liberio i sar. (2014) su testirali 143 ekstrakta ascidija na celijsku liniju kancera dojke
MDA-MB-231 i pronasli su da 21 ekstrakt poseduje citotoksi¢nu aktivnost. Veliki broj testiranih
ekstrakata izazvao je promene koje su mogle biti primecene tek posle vise dana inkubacije sa
¢elijama, a autori su objasnili takav odlozen efekat metabolickom aktivacijom, akumulacijom u
¢elijama, toksi¢nim intermedijerima itd. (Liberio i sar., 2014). Treba imati na umu da je pomenuto
istrazivanje radeno sa ¢elijama raka sa visokim proliferativnim indeksom, gde je citotoksi¢nost
pozeljan efekat. U ovom radu, testirali smo odabrane metabolite ascidija i srodna jedinjenja na
normalne celije imunog sistema, gde se citotoksi¢nost moze posmatrati kao nedostatak. Stoga,
potencijalna antitumorska jedinjenja bi trebalo da poseduju citotoksi¢ni efekat za maligne ¢elije, a
da istovremeno nemaju nikakav ili imaju minimalan efekat na normalne zdrave ¢elije, kao §to su
makrofagi. U naSoj studiji, zasnovanoj na rezultatima MTT testa, pokazano je da su jedinjenja 3-
1, 3-3-3-51 3-7 bezbedna za makrofage u koncentracijama nizim od 5 X 10° mol dm™. Medutim,
dobijene rezultate treba uzimati sa oprezom, jer je citotoksi¢nost ekstrakata ascidija primecena cak

i nakon 48 h ili vise, a svi na$i testovi sa makrofagima su trajali samo 24 h (Liberio i sar., 2014).

Moze se zakljuciti da testirani N-aciltiramini ispoljavaju razli¢it stepen toksiCnosti za racice
(A. salina), a u nekim slu¢ajevima su odredene LDso koncentracije bile ¢ak i nize od koncentracija
poznatih toksina (npr. strihnin-sulfat, SDS). U ovom radu je utvrdeno da je toksi¢nost u velikoj
meri zavisna od strukture ovih medusobno povezanih jedinjenja, a prirodno jedinjenje, koje je
izolovano iz ascidije D. rubeum, pokazalo je najvecu toksi¢nost. Prisustvo i polozaj atoma joda u
molekulu se moze dovesti u vezu sa uocenim efektima. U slucaju kultura makrofaga, testirani
N-aciltiramini su bili mnogo manje toksi¢ni, ali je otkriveno da uti¢u na funkcionalne osobone
ovih normalnih ¢elija, najverovatnije dejstvom na ¢elijsku membranu i promenom redukcionog
kapaciteta ¢elije. Za sada, bez saznanja o aktivnosti ostalih sastojaka, moze se samo nagadati da li
prirodni metabolit 3-3 doprinosi prethodno utvrdenoj citotoksi¢nosti vodenog ekstrakta ascidije za

koju se zna da sadrzi ovo jedinjenje (Solano i sar., 2009).
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4.4. ,ZELENA“ SINTEZA N-[2-(3,5-DIJOD-4-METOKSIFENIL)ETIL]BENZAMIDA (3-3)

U prethodnom odeljku opisana je sinteza prirodnog proizvoda 3-3. Jedinjenje 3-3 je dobijeno u
malom prinosu, uz upotrebu toksi¢nih reagenasa, a procedura je obuhvatala neke korake sinteze
koji su dugo trajali (npr. 48 h za reakciju sa ziva(ll)-acetatom, Sema 4.3.2). Pokusano je da se
pronade kraci sintetski put, uz maksimalni prinos i blage reakcione uslove. Najvise paznje je
posveceno klju¢nim koracima ove sinteze: reakcijama jodovanja i gradenja amida. U slucaju
reakcije gradenja amida iskori$¢ena je moguénost ,zelene* sinteze koja ne koristi organski

rastvara¢, odnosno jodovanje se vrsi u vodenoj sredini.
4.4.1. METODA BEZ UPOTREBE RASTVARACA GRADENJA AMIDA

Budu¢i da je reakcija acilovanja  kljuéni  korak  sinteze = N-[2-(3,5-dijod-4-
metoksifenil)etil]benzamida (3-3), prvo je razvijana metoda kojom se brzo, uz dobar prinos, bez
upotrebe organskih rastvaraca i uz postupak koji daje ekoloski prihvatljive sporedne proizvode, u

skladu sa principima zelene hemije, mogu dobiti strukturno razli¢iti amidi.

Za acilovanje pod uslovima bez rastvaraca opredelili smo se za hloride kiselina zbog njihove
reaktivnosti, a imajuci u vidu loSu ekonomiju atoma kada bi se koristili anhidridi (samo jedan
ostatak kiseline se ugraduje u konacni proizvod). Ohrabreni nasim prethodnim rezultatima u
slu¢aju sinteze imina bez rastvaraca (Radulovi¢ i sar., 2013b), prvo je pokusano da se direktno
homogenizuju amin, hlorid kiseline i neka pogodna baza. Usled egzotermne reakcije, u
homogenizovanu smesSu 1 ekv. amina i 1 ekv. NaHCOs, u kapima je uz meSanje tuckom, u
digestoru, dodavan hlorid kiseline. Reakcija se zavrSava nakon potpunog dodatka hlorida kiseline
tj. za veoma kratko vreme. Ocekivani proizvodi su bili ¢isti nakon jednostavnog izolovanja, bez
daljeg preciS¢avanja. Osim S$to je reakcija brza, ne zahteva dodatnu hromatografiju za
preciS¢avanje nastale smese, jer se proizvodi reakcije jednostavno izoluju i dobijaju se €isti amidi.
Ukoliko su proizvodi ¢vrsti, istaloze se dodatkom vode, a zatim centrifugiranjem i dekantovanjem
odvoje od vode, dok se te¢nosti mogu razdvojiti od nastalog vodenog rastvora u levku za

odvajanje.

Reakcija benzoil-hlorida, butilamina i natrijum-hidrogenkarbonata (u molskom odnosu 1:1:1), pri
jednostavnoj homogenizaciji reaktanata sa tu¢kom u avanu u toku dodavanja benzoil-hlorida, dala

je zeljeni amid u prinosu od 94%. Ispitivana je mogucnost uticaja drugih baza na brzinu i
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kvantitativnost acilovanja bez rastvaraca. Upotreba drugih baza, kao $to su natrijum-hidroksid,
kalijum-karbonat i trietilamin, u reakciji anilina sa benzoil-hloridom, dala je, €iste proizvode, u
dobrom prinosu, pri ¢emu je prinos reakcije sa NaHCOs iznosio 97%, sa NaOH je 85%, a sa K2CO3
94%, dok je za trietilamin prinos bio 80%. Dakle, dobijen je amid u odlicnom prinosu i
koris¢enjem kalijum-karbonata umesto natrijum-hidrogenkarbonata. | ovaj reaktant bi se mogao
koristiti za reakciju sa slicnim uc¢inkom jer bi se za 1 mol reaktanata trosio 84 g NaHCOs, a 69 g
K2COs, a njihove trzisne cene su priblizno 1:2 (sajt Merck-a: 1 kg K2COs kosta 94,5 €, dok
NaHCOs kosta 55 €). Primenjujuci gore opisan postupak, u hromatogramu reakcione smese nakon
acilovanja p-toluidina benzoil-hloridom sa NaHCOs kao bazom, uocen je samo jedan pik koji
poti¢e od amida (a, slika 4.4.1), hromatogram reakcione smese gde je kao baza koris¢en piridin
sadrzi 1 pik koji poti¢e od piridina (b), dok hromatogram smeSe pomenutog amina i hlorida 1
4-(dimetilamino)piridina (DMAP), sadrzi pikove koji poticu od neizreagovanog p-toluidina,
oc¢ekivanog amida i drugih (neocekivanih) derivata benzoeve kiseline. Piridin katalizuje reakciju
podjednako dobro kao i NaHCOs, medutim, toksican je za zivotnu sredinu, a sirov proizvod, koji
je u sluéaju NaHCOs ¢ist, treba da se dodatno precisti od piridina. Poku$ano je i acilovanje butil-
amina bez prisustva baze, pri ¢emu se u hromatogramu uoc¢avaju, Sem amida u znatno manjem
prinosu i drugi proizvodi koji nastaju kao produkti sporednih reakcija benzoil-hlorida (npr.
anhidrid benzoeve kiseline i sl.). Zbog dostupnosti i manje higroskopnosti u odnosu na K2COs u

daljim reakcijama je koris¢en NaHCOs.
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Slika 4.4.1. TIC hromatogrami reakcionih smesa dobijenih acilovanjem p-toluidina sa hloridom
benzoeve Kiseline i: a) natrijum-hidrogenkarbonata; b) piridina; c) 4-(dimetilamino)piridina kao

baze

Da bismo proucili obim reakcije, veéi broj amina i hlorida je podvrgnut pomenutim reakcionim
uslovima. Alifati¢ni amini su slicnom brzinom reagovali sa benzoil- i drugim hloridima (Sema
4.4.1), pri ¢emu nastaju amidi u dobrim prinosima (80-94%). Medutim, u reakciji sa ra¢vastim
aminima sa malim brojem C-atoma (butan-2-amin, terc-butil-amin i 2-metil-1-propanamin), pod
istim uslovima, nije u potpunosti izreagovao acil-hlorid, odnosno u hromatogramima je moguce
videti da je jedan od glavnih sastojaka neizreagovani benzoil-hlorid. Moguce je da je doslo do

gubitka ovih isparljivih amina usled egzotermnosti reakcije.
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Sema 4.4.1. Acil-hloridi koris¢eni za acilovanje amina bez rastvaraéa

Anilin i njegovi derivati (metil-, metoksi-, nitro-, hlor- i acetil-anilini) reaguju sa acil-hloridima,
uz nastajanje ¢istih amida u dobrim do visokim prinosima (74-97%). 1-Naftilamin je takode
pokazao dobru reaktivnost sa benzoil-hloridom (89%), dok se u hromatogramu 2-aminopiridina
mogu uociti proizvodi mono- i diacilovanja, sto je karakteristicno za amino grupu koja je vezana
za o-C-atom u odnosu na atom azota u heterociklusima (Suzuki i sar., 1978). Benzilamin,
furfurilamin, derivati 2-feniletan-1-amina, takode reaguju kvantitativno sa hloridima kiselina u
dobrom prinosu. Nije uocena razlika u reaktivnosti koja bi bila posledica uticaja supstituenata sa
elektron-donorskim ili elektron-akceptorskim efektom na reakciju acilovanja kod supstituisanih
anilina. Takode, na ishod reakcije ne utiCu ni voluminozni supstituenti koji se nalaze u orto

polozaju u odnosu na amino grupu koja reaguje.

Reakcija je isprobana sa sekundarnim aminima, a na osnovu hromatograma se vidi da su nastali
amidi Cisti 1 da nastaju U zadovoljavajué¢im prinosima. Zanimjivo je da se kod diamina, bez obzira
na to da li se acilovanje vr$i sa 1 ekvivalentom ili 2 ekvivalenta benzoil-hlorida, aciluju oba
polozaja, §to je i potvrdeno na osnovu analize NMR spektara smeSe dobijene acilovanjem

1,2-etandiamina sa 1 ekv. benzoil-hlorida.

Dobijeni rezultati su nas motivisali da ispitamo reakciju acilovanja amina i sa hloridima alifati¢nih
kiselina i p-nitrobenzoil-hloridom (Sema 4.4.1). Svi ispitivani hloridi kiselina daju Ciste amide,
koje nije bilo potrebno preciscavati dodatno hromatografijom, medutim u nizim prinosima, koji su
se kretali od oko 50% do 82%, u odnosu na benzoil-hlorid. Primeceno je da reakcija acilovanja sa
p-nitrobenzoil-hloridom tece sporije (manje egzotermno), ali to je najverovatnije posledica

agregatnog stanja hlorida (Cvrst je) pri cemu se on istovremeno usitnjava u toku reakcije. Ukoliko
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se uporede prinosi acilovanja istih amina sa benzoil- i acetil-hloridom, uoceno je da je prinos u
reakciji sa acetil-hloridom manji (npr. kod amida anilina nizi je za oko 50%). Medutim, ako
uporedimo prinose amida drugih hlorida alifati¢nih kiselina i benzoil-hlorida u reakcijama sa istim
aminima, prinos proizvoda se ne razlikuje znacajno (do najvise 10%). Moguce je da pri upotrebi
acetil-hlorida dolazi brze do eliminacije HCI iz hlorida i dobijanja isparljivog ketena CH2=C=0.
Napustanje reakcione smeSe ovog jedinjenja bi objasnilo nize prinose sa AcCl. Zanimljivo je
napomenuti da je prinos proizvoda dobijenih acilovanjem furfuril-amina sa hloridima alifati¢nih
kiselina sa razli¢itom sternom smetnjom u a-polozaju (pentanoil- i 2-metilpentanoil-hloridom)
slican (45 1 49%, tabela 4.4.1).

Hemoselektivnost reakcije acilovanja je jedna od vaznih osobina ove metode bez rastvaraca za
sintezu amida. Selektivnost je ispitana reakcijom smese anilina i fenola (1:1) sa benzoil-hloridom.
Sa 1 ekvivalentom benzoil-hlorida nastaje samo jedan proizvod, N-fenilbenzamid. Glavni
proizvod acilovanja aminokiseline L-prolina je N-benzoil-L-prolin, a u hromatogramu se mogu
uociti I pikovi benzoeve Kiseline i neizreagovanog benzoil-hlorida (<10%). Na osnovu masenog i
NMR spektara potvrdeno je da je dominantni proizvod amid. Zanimljivo je da je u hromatogramu
reakcione smese glicina i benzoil-hlorida glavni pik neizreagovani benzoil-hlorid, dok hipurne
kiseline ima vrlo malo (15% na osnovu GC-MS analize). Glavni proizvodi acilovanja
2-aminoetan-1-ola i 3-aminopropan-1-ola su proizvodi N-monoacilovanja. Medutim, mogu se
uociti 1 minorni proizvodi diacilovanja (najverovatnije N,O-diacilovanje). Interesantno je
pomenuti da je reakcija acilovanja 5-amino-1,3,4-tiadiazol-2-tiola (0,75 mmol) bila neuspesna, t.

U hromatogramu reakcione smese uoceni su samo pikovi reaktanata.

Prateci opisani postupak, sintetisan je od 42 strukturno razlicita amina i 7 acil-hlorida ukupno 51
amid, od toga je na osnovu pretrage CAS baze utvrdeno da sedam njih predstavljaju nova
jedinjenja (4-27, 4-31, 4-43-4-47), Njihove strukture su u potpunosti spektralno okarakterisane
(*H i *C NMR spektrima, MS, IR i UV).

Da bismo proverili preparativni znacaj ove metode, sprovedena je reakcija sa gramskim
koli¢inama reaktanata. Anilin (5,00 g, 53,7 mmol) sa benzoil-hloridom (7,52 g, 53,7 mmol) i
natrijum-hidrogenkarbonatom (4,51 g, 53,7 mmol) dao je 10,27 g N-fenilbenzamida u prinosu od

97%. Sintetisani amid, na osnovu GC—-MS analize nije zahtevao dodatno precis¢avanje.
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Tabela 4.4.1 Sintetisani amidi (odnos amin: acil-hlorid: baza = 1:1:1, sem gde to nije naznaceno)

Sifra Acil- Prinos
. Struktura amina . Struktura amida reakcije
amida hlorid %
0
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0
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bodnos reagenasa za acilovanje jel:2:1 (amin:NaHCOs:acil-hlorid), odnos reagenasa je 1:2:2

(amin:NaHCOs:acil-hlorid)
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4.4.2. SINTEZA N-[2-(3,5-DIJOD-4-METOKSIFENIL)ETIL|BENZAMIDA (3-3) | OPTIMIZACIJA REAKCIJE

JODOVANJA

Osmisljena su dva redosleda izvodenja sintetskih koraka ,,zelene sinteze prirodnog N-[2-(3,5-
dijod-4-metoksifenil)etil]benzamida 3-3 (Sema 4.4.2): put kod koga je prvi korak acilovanje bez
rastvaraca komercijalno dostupnog tiramina benzoil-hloridom, i put kod koga je, jodovanje
tiramina prva reakcija, pa zatim acilovanje. Kod oba puta metilovanje fenolne OH-grupe je
poslednji korak sinteze. Fenolna OH-grupa pod baznim uslovima (fenolat) u reakcijama
elektrofilne aromati¢ne supstitucije je jako aktivirajuca i ovde orto dirigujuca, tako da je ova njena
osobina iskori$¢ena za reakciju uvodenja joda na jezgro. Ukoliko bi prva reakcija bila metilovanje,
pa tek onda jodovanje, reakcija jodovanja ne bi mogla da se izvr$i pod blagim, netoksi¢nim

uslovima (videti odeljak 4.3), kako je opisano u ranijoj sintezi.

/

\Iiw

Sema 4.4.2. ,,Zelena“ sinteza jedinjenja 3-3: dva redosleda izvodenja sintetskih koraka

U prvom redosledu koraka, prvo je izvrSeno acilovanje bez rastvaraca (po prethodno opisanoj
metodi za gradenje amida) tiramina benzoil-hloridom i natrijum-hidrogenkarbonatom (u molskom
odnosu 1:1:1), pri ¢emu je dobijen Cist amid u prinosu od 74%. Na osnovu hromatograma je
utvrdeno da je doslo do monoacilovanja, a nakon analize NMR spektara da je to bilo (N-
acilovanje), pri ¢emu je dobijena Cista supstanca koja se mogla dalje koristi u sintezi. Sledeci korak
sinteze je jodovanje dobijenog amida. Ovom reakcijom su dobijane smeSe proizvoda mono- i
dijodovanja, tako da je bilo potrebno optimizovati uslove reakcije kako bi se proizvod dijodovanja

dobio u maksimalnom prinosu.

Najpre je vrSena reakcija sa 2 ekvivalenta elementarnog joda, a tom prilikom je jod u porcijama
dodavan u bazni vodeni rastvor amida (4 ekv. KOH), uz intenzivno mesanje reakcione smese na
sobnoj temperaturi. Reakcija je vodena do gubitka tamne boje koja poti¢e od joda. Medutim, u

hromatogramu reakcione smese su bili prisutni pikovi neizreagovanog amida i monojodovanog
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derivata. Reakcija je ponavljana nekoliko puta, uz povecanje broja ekvivalenata joda, i vremena
odigravanja, ali proizvod dijodovanja nije dobijan u zadovoljavaju¢em prinosu. Medutim, jod u
vodenom rastvoru Kl je dao u reakciji jodovanja amida tiramina (u baznom vodenom rastvoru)

dijodovani derivat u ve¢em procentu, a neizreagovanog amida je bilo vrlo malo.

Zbog ovih problema pokusan je i drugi redosled izvodenja redosleda reakcija: najpre je jodovan
tiramin, pa je onda acilovan proizvod jodovanja. Baznom rastvoru tiramina je dodavan jod u
porcijama, a reakcija je vodena do obezbojavanja smese. U toku izolovanja proizvoda, buduci da
je tiramin i amin i fenol, dobijeni dijod-derivat je izgleda u obliku cviter-jona na podesenoj pH
vrednosti rastvora. Kona¢an jodovanje je izvrSeno tako §to je u amonijacni rastvor tiramina
ukapavan etanolni rastvor joda na 5 °C. Nakon izolovanja Zeljenog proizvoda, on je podvrgnut
acilovanju bez rastvaraca benzoil-hloridom na prethodno opisan nacin, a nakon toga i amid
metilovanju dimetil-karbonatom. ,,Zelena“ reakcija metilovanja dimetil-karbonatom, nazalost nije
dala znacajne prinose. Za izvodenje ove reakcije je bila potrebna visoka temepratura, a reakcija se
odvija u dimetil-karbonatu i kao rastvaracu, uz refluks tokom 30 h, u prisustvu kalijum-karbonata.

Dobijen je prirodni proizvod 3-3 u prinosu od 25%.
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Ciljevi ove doktorske disertacije bili su: sinteza, identifikacija i spektralna karakterizacija
odabranih jodovanih derivata aromati¢nih jedinjenja, koja su prirodnog porekla ili nastala
jodovanjem prirodnih proizvoda. Sintetisana jedinjenja su okarakterisana spektroskopskim
metodama (ukljuéujuéi jednodimenzionalnu i dvodimenzionalnu *H i *C NMR spektroskopiju).
Predmet istrazivanja bila su bioloski aktivna jedinjenja dobijena reakcijom jodovanja
monoterpenskih fenola: timola (2-izopropil-5-metilfenol) i karvakrola (5-izopropil-2-metilfenol),

i sinteza toksi¢nih jodovanih derivata tiramina (4-(2-aminoetil)fenol). Dobijeni su sledeci rezultati:

Upotrebom savremenih hromatografskih i spektralnin tehnika (NMR/FTIR/MS/UV) u
kombinaciji sa hemijskim transformacijama i kvantnomehanic¢kim izraGunavanjima, utvrden je
sastav 1 struktura sastojaka aristola, dobijenog jodovanjem timola u alkalnim uslovima. Utvrdeno
je da je aristol kompleksna smeSa velikog broja strukturno bliskih molekula jodovanog
dehidroditimola, zajedno sa jodtimolima i neizreagovanim timolom. lzolovano je i potpuno
spektralno okarakterisano pet proizvoda oksidativnog kuplovanja (Car—Car, Car—O—-Carand Car—
CH2—Car):  5,5'-diizopropil-3,3'-dijod-2,2'-dimetil-[ 1,1’-bifenil]-4,4'-diol, 3,3'-diizopropil-5,5'-
dijod-6,6"-dimetil-[1,1'-bifenil]-2,2’-diol, 6-izopropil-4-(2-izopropil-4-jod-5-metilfenoksi)-2-jod-
3-metilfenol, 4-(5-hidroksi-4-izopropil-2-jodbenzil)-2-izopropil-5-metilfenol i 3-(4-hidroksi-5-
izopropil-2-metilbenzil)-6-izopropil-2,4-dijodfenol. Dva identifikovana sastojaka aristola nastala
su bo¢nim meta-kuplovanjem (Ca—CH2—Car) koje nije ranije primeceno kod fenola, a verovatno
ukljucuje benzil-radikale za koje nije poznato da se formiraju u datoj reakciji. Dodatno je
identifikovano 16 sastojaka aristola pomocu QSPR modela u kombinaciji sa analizom masenih

spektara, direktno iz ,,sirovog® aristola bez prethodnog razdvajanja, npr. hromatografije.

Jodovanjem karvakrola dobijeni su mono- i dijod-derivati, pri ¢emu je na osnovu NMR podataka
za dijod-derivat utvrdeno da predstavlja smesSu atropizomera, koji se javljaju usled otezane rotacije
oko sp?-sp® veze. Ovaj tip atropizomerije je redak u prirodi. Prisustvo atropizomernih
dijastereomera primecéeno je i kod drugih srodnih derivata, a dobijenih ili zamenom voluminoznih
supstituenata (joda) drugim supstituentom (bromom), odnosno sintezom meSovitih halogenovanih
derivata karvakrola, ili sintezom etara i estara dijod- i dibrom-derivata. Tom prilikom sintetisani
su estri propanske i 2-metilbutanske kiseline, metil- i alil-etri. Svi atropizomeri su u potpunosti
spektralno okarakterisani 1D- i 2D-NMR spektrima, pri ¢emu su u NOESY spektrima uoceni

ukrsteni signali (cross-peaks) koji odgovaraju signalima izmene, tj. spore (uporedive sa brzinom
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snimanja spektara) interkonverzije dva rotamera. Na sobnoj temperaturi u deuterohloroformu
zastupljenost sin i anti atropizomera je bila priblizna—nekoliko procenata vise ima anti-izomera, a
na osnovu integraljenja *H NMR spektara. Kod meSovitih dihalogenovanih karvakrola (2-brom-
4-jod-3-izopropil-6-metilfenola), zastupljeniji je sin-izomer (gde je vodonik iz izopropil-grupe sin
u odnosu na jod). Povezivanje signala i anti, odnosno sin, konfiguracije izomera je ostvareno na
osnovu analize uticaja prostorno bliskih grupa na hemijska pomeranja (y-efekta). Dinamickim
NMR-om odredena je temperatura koalescencije za 2,4-dibrom-3-izopropil-6-metilfenol u
DMSO-ds. Na osnovu ove temperature izracunata je slobodna energija aktivacije
(4G*= 15,70 kcal mol ™), i ona je zatim uporedena sa vrednostima dobijenim kvantnomehanickim

izraGunavanjima (4G* = 20,63 kcal mol™?).

Ostvarena je nova sinteza prirodnog proizvoda N-[2-(3,5-dijod-4-metoksifenil)etil]benzamida,
prethodno izolovanog iz ascidije Didemnum rubeum, i njegovih analoga, koji su u potpunosti
spektralno okarakterisani: N-[2-(2,5-dijod-4-metoksifenil)etil]benzamid, N-[2-(3-jod-
4-metoksifenil)etil]benzamid, N-[2-(3-jod-4-metoksifenil)etil]formamid i N-[2-
(4-metoksifenil)etil]benzamid. Sinteza N-aciltiramina je ostvarena u niskom ukupnom prinosu, pri
¢emu je kljucni korak reakcija bio jodovanje. Najpre je izvrSena sinteza amida iz komercijalno
dostupnog 2-(4-metoksifenil)etanamina i odgovaraju¢ih kiselina, a dobijeni amidi su zatim
podvrgnuti reakciji jodovanja u dva koraka. U prvom koraku, u reakciji sa ziva(Il)-acetatom
(nakon 48 h) nastaje intermedijer—organozivino jedinjenje, koje nakon zamene liganada (acetata
hloridima) reaguje sa elementarnim jodom (reakcija je vodena 16 h). Merkurovanje nije bilo jako
selektivno ve¢ je dobijena sme$a mono- i dijod-derivata. Ispitan je efekat sintetisanih
N-aciltiramina na makrofage pacova, kao i akutna toksi¢nost prema raci¢ima Artemia salina.
Testirani N-aciltiramini pokazali su razlicit nivo toksi¢nosti prema ra¢i¢ima, a u nekim slucajevima
letalna koncentracija je bila ¢ak i manja u odnosu na poznate otrovne supstance (npr. strihnin-
sulfat). Toksi¢nost je bila direktno u vezi sa strukturom ovih N-aciltiramina, pri ¢emu je prirodni

.....

mijeloperoksidaze) ovih normalnih ¢elija imunog sistema, a ne na njihovu vijabilnost.

U cilju da se ostvari ekoloski prihvatljiva sinteza N-aciltiramina, uz bolji prinos i blaZze reakcione
uslove, a u skladu sa principima ,,zelene hemije, razvijena je metoda acilovanja amina bez

rastvaraca, kao jednog od klju¢nih koraka sinteze N-aciltiramina. Ovom metodom sintetisan je 51
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amid (od toga sedam novih amida) uz koris¢enje 42 strukturno razli¢itih amina i 7 hlorida kiselina.
Metoda je jednostavna-omogucava vrlo efikasnu sintezu razlicitih amida bez rastvaraca, sa dobrim
do odli¢nim prinosom, a za kratko reakciono vreme, uz nastajanje Cistih proizvoda. Metoda za
dobijanje amida bez rastvaraca je primenljiva na primarne i sekundarne amine, kao i

funkcionalizovane amine, vrlo Cesto sa visokom hemoselektivnoscu.

,Zelena“ sinteza prirodnog proizvoda iz D. rubeum je ostvarena benzoilovanjem tiramina
koris¢enjem razvijene metode solvent-free acilovanja ili dijodovanog tiramina. Jodovanje tiramina
ili N-benzoiltiramina je izvedeno u vodenoj sredini u prisustvu baze. Poslednji korak sinteze je
bilo metilovanje zelenim reagensom, dimetil-karbonatom, a ukupni prinos ,,zelene* sinteze je bio
25%.
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6. SUMMARY
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The aims of this PhD thesis were the synthesis, identification and spectral characterization of
selected iodinated aromatic compounds which are either of natural origin or prepared by the
iodination of natural compounds. The synthesized compounds were fully characterized by
spectroscopic methods, including *H and *3C NMR spectroscopy, 1D- and 2D-experiments. The
focus of our research was on the biologically active compounds obtained by iodination of
monoterpenic phenols: thymol (2-isopropyl-5-methylphenol) and carvacrol (5-isopropyl-2-
methylphenol), as well as the synthesis of iodinated tyramine, 4-(2-aminoethyl)phenol,

derivatives. The results were as follows:

The structure of aristol, prepared by iodination of thymol under alkaline condition, was elucidated
using modern chromatographic and extensive spectral techniques (NMR/FTIR/MS/UV),
combined with chemical transformations and quantum mechanical calculations. Our findings
showed that aristol does not represent a single chemical entity but a complex mixture of a large
number of structurally closely related iodinated dehydrodithymol molecules together with
(di)iodothymols and unreacted thymol. Five products of oxidative coupling (Car—Car, Car—O-Car
and Ca—CH2—Car) were successfully isolated in pure state and fully spectrally characterized:
3,3'-diiodo-5,5'-diisopropyl-2,2'-dimethyl-[ 1,1’-biphenyl]-4,4'-diol, 5,5'-diiodo-3,3'-diisopropyl-
6,6'-dimethyl-[1,1'-biphenyl]-2,2'-diol, 2-iodo-4-(4-iodo-2-isopropyl-5-methylphenoxy)-6-
isopropyl-3-methylphenol, 4-(5-hydroxy-2-iodo-4-isopropylbenzyl)-2-isopropyl-5-methylphenol,
and  3-(4-hydroxy-5-isopropyl-2-methylbenzyl)-2,4-diiodo-6-isopropylphenol. A lateral
meta-coupling (with respect to the phenoxy radical), Ca—CH2—CAar, previously never reported for
oxidative coupling of phenols, was firmly established in two aristol constituents. This provides
evidence for a mechanism that involves benzyl radicals unknown to form under these conditions.
An additional 16 aristol constituents were identified by the use of a QSPR model (readily available
structure-derived descriptors used to predict gas chromatographic retention data), in combination

with mass spectrometry, directly from the aristol matrix without preparative chromatography.

lodination of carvacrol yielded mono- and diiodo-derivatives while NMR analysis revealed that
the latter is a mixture of atropisomers - this is the result of a hindered rotation around sp?-sp® bond
(this type of atropisomers is very rare). The presence of atropisomeric diastereomers was
additionally seen by the replacement of an iodine atom with a bromine atom through the synthesis

of mixed halogen derivatives of carvacrol and by preparation of ethers and esters of diiodo and
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dibromoderivatives. In the course of the study, esters of propionic and isobutyric acids, as well as
methyl and allyl ethers were synthesized. All atropisomers were fully characterized by 1D- and
2D-NMR, and cross-peaks in the NOESY spectra corresponding to exchange signals were
observed. At room temperature in deuterated chloroform, the abundances of syn and anti
atropisomers were approximately even (there was slightly more of the anti isomer, based on the
integration of *H NMR spectra). In the case of mixed dihalogenated derivative, 2-bromo-4-iodo-
3-isopropyl-6-methylphenol, the syn isomer (i.e. the isomer in which H8 from the isopropyl group
is syn to iodine) was more abundant. Differentiation of syn and anti isomers was performed based
on the y-effect on chemical shifts, i.e. the effect of neighbouring groups. Coalescence temperature
for 2,4-dibromo-3-isopropyl-6-methylphenol in deuterated DMSO was determined by
temperature-dependent dynamic NMR studies, and this allowed us to calculate the free energy of
activation (4G = 15.70 kcal/mol) which was then compared with the theoretically calculated
values (4G” = 20.63 kcal/mol).

A new synthesis of the natural product N-[2-(3,5-diiodo-4-methoxyphenyl)ethyl]benzamide,
isolated from the ascidian Didemnum rubeum, and its analogs N-[2-(2,5-diiodo-4-
methoxyphenyl)ethyl]lbenzamide, N-[2-(3-iodo-4-methoxyphenyl)ethyl]benzamide, N-[2-(3-
iodo-4-methoxyphenyl)ethyl]formamide, and N-[2-(4-methoxyphenyl)ethyl]benzamide was
developed; all compounds were fully characterized by spectral methods. The overall yield of
N-acyl tyramine synthesis was generally low, and the problematic step turned out to be the
iodination reaction. The first step in the synthesis was the preparation of amides using the
commercially available 2-(4-methoxyphenyl)ethanamine and the corresponding carboxylic acids
coupled by a Steglich approach; the obtained amides were then iodinated in a two-step process.
The reaction with mercury(1l) acetate (48 h) led to the formation of an intermediate organomercury
compound. This intermediate reacted with elemental iodine (16 h), following a metathesis of
ligands (acetates to chloride ions). The chemo/regioselectivity of mercuration was low and
mixtures od mono- and diiodo-products were obtained. The tested N-acyl tyramines exerted a
varying degree of toxicity towards brine shrimps, but in certain cases, the determined lethal
concentrations were even lower than those of known toxicants (e.g. strychnine sulfate). The
toxicity was highly dependent on the structure of these mutually related compounds, while the

natural one was shown to be the most toxic one. In the case of macrophage cultures, the tested N-
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acyl tyramines exerted much less toxicity but were found to have an effect on the functioning of

these normal immune cells.

In order to perform an eco-friendly synthesis of N-acyl tyramines, with better yields and under
milder reaction conditions, and in accordance with the principles of green chemistry, initially, a
solvent-free method for amine acylation was developed. This method was employed to prepare 51
amides (7 new amides) by using 42 structurally different amines and seven acyl chlorides. This
method allows for a fast and efficient solvent free synthesis of different amides, with good yields,
short reaction times and preparation of pure products. The method can also be applied to primary

and secondary amines (including functionalized amines), often with excellent chemoselectivity.

The solvent-free method was developed to be applied in the ,,green” synthesis of the natural
product from D. rubeum, and benzoylation of tyramine or diiodinated tyramine was accomplished
in this way. lodination of N-benzoyl tyramine or tyramine was performed in agueous medium in
the presence of a base. Dimethyl carbonate, a green reagent, was utilized for the methylation in the

last step of the synthesis, and the overall yield of the ,,green* synthesis was 25%.
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8. PRILOZI
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Prilog 1.
Prilog 2.
Prilog 3.
Prilog 4.
Prilog 5.
Prilog 6.
Prilog 7.
Prilog 8.
Prilog 9.

Prilog 10.
Prilog 11.
Prilog 12.
Prilog 13.
Prilog 14.
Prilog 15.
Prilog 16.
Prilog 17.
Prilog 18.
Prilog 19.
Prilog 20.
Prilog 21.
Prilog 22.
Prilog 23.
Prilog 24.

Sadrzaj’

'H NMR spektar jedinjenja 1-1 u CDClI3
13C NMR spektar jedinjenja 1-1 u CDCls
'H NMR spektar jedinjenja 1-2 u CDCls
13C NMR spektar jedinjenja 1-2 u CDCls
'H NMR spektar jedinjenja 1-5 u CDCl3
13C NMR spektar jedinjenja 1-5 u CDCls
'H NMR spektar jedinjenja 1-6 u CDCls
13C NMR spektar jedinjenja 1-6 u CDCls
'H NMR spektar jedinjenja 1-7 u CDCl3
13C NMR spektar jedinjenja 1-7 u CDCls
'H NMR spektar jedinjenja 3-1 u CDCls
13C NMR spektar jedinjenja 3-1 u CDCls
'H NMR spektar jedinjenja 3-2 u CDCl3
13C NMR spektar jedinjenja 3-2 u CDCl3
'H NMR spektar jedinjenja 3-3 u CDCls
13C NMR spektar jedinjenja 3-3 u CDCls
'H NMR spektar jedinjenja 3-4 u CDCl3
13C NMR spektar jedinjenja 3-4 u CDCl3
'H NMR spektar jedinjenja 3-5 u CDCls
13C NMR spektar jedinjenja 3-5 u CDCls
'H NMR spektar jedinjenja 3-6 u CDCls
13C NMR spektar jedinjenja 3-6 u CDCl3
'H NMR spektar jedinjenja 3-7 u CDCls
13C NMR spektar jedinjenja 3-7 u CDCls

! Prikazani su spektri odabranih jedinjenja
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Prilog 2. 3C NMR (100,6 MHz) spektar jedinjenja 1-1 u CDCls
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Prilog 4. 3C NMR (100,6 MHz) spektar jedinjenja 1-2 u CDCls
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