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SAZETAK

PRIPRAVA NOVIH HETEROCIKLICKIH INHIBITORA BUTIRILKOLINESTERAZE
TEMELJENIH NA IMIDAZOLU

Maria-Magdalena Kaurinovi¢

U okviru ovog diplomskog rada sintetizirani su N-metilimidazol-2-karbaldehid pocevsi od N-
metilimidazola. Zatim je uslijedila sinteza N-metilimidazol-2-karbaldehid-oksim-O-metil-etera
koriste¢i N-metilimidazol-2-karbaldehid i O-metilhidroksilamonijevog klorida. Dobiveni eter
oksima je u sljede¢em koraku kvaterniziran Menschutkinovom reakcijom koristenjem
odgovarajucega alkil-halogenida (metil-jodida, benzil-bromida te razli¢ito supstituiranih
benzil-bromidima sa supstituentima kao $to su nitro skupina i atom halogena u meta i para
polozaju). Takoder je provedena Ugijeva reakcija imidazol-2-karbaldehida odnosno
N-metilimidazol-2-karbaldehida s benzojevom kiselinom, benzilaminom te tert-butil-
izocijanidom ili cikloheksil-izocijanidom. Tijek reakcija pracen je tankoslojnom
kromatografijom, a pripravljeni spojevi procis¢eni kromatografijom na stupcu te karakterizirani
dostupnim analitickim metodama (*H i *C NMR, FTIR, HRMS). Svim pripravljenim
spojevima (deset kvaternih etera oksima i tri Ugijeva produkta) odreden je inhibitorni potencijal
prema enzimu butirilkolinesterazi (BChE, E.C. 3.1.1.8.) izoliranoj iz konjskoga seruma
koriStenjem Ellmanove metode.

(45 + XLIV stranica, 25 + D58 slika, 4 tablice, 43 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)

Rad je pohranjen u Sredi$njoj kemijskoj knjiznici Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu, Horvatovac 102a, Zagreb i Repozitoriju Prirodoslovno-matematickog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu

Kljuéne rijeci: butirilkolinesteraza, imidazol, eteri oksima, Ugijeva reakcija

Mentor: prof. dr. sc. Ines Primozic
Neposredni voditelj: Toni Divjak, mag. chem.

Ocjenitelji:
1. prof. dr. sc. Ines Primozi¢
2. izv. prof. dr. sc. Aleksandra Marsavelski
3. doc. dr. sc. Adriana Kendel
Zamjena: doc. dr. sc. Nikola Cindro
Datum diplomskog ispita: 24. rujna 2024.

Maria-Magdalena Kaurinovi¢ Diplomski rad






8 Abstract Xi

University of Zagreb Diploma Thesis
Faculty of Science

Department of Chemistry

ABSTRACT

SYNTHESIS OF NOVEL HETEROCYCLIC BUTYRYLCHOLINESTERASE
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In this diploma thesis, N-methylimidazole-2-carbaldehyde was synthesized starting from N-
methylimidazole. The synthesis of N-methylimidazole-2-carbaldehyde-oxime-O-methyl using N-
methylimidazole-2-carbaldehyde and O-methylhydroxylamine hydrochloride was followed. The
resulting oxime was quaternized in the next step using the appropriate alkyl halogenide (methyl
iodide, benzyl bromide and differently substituted benzyl bromides with substituents such as a nitro
group and halogen atoms in the meta and para positions) by the Menschutkin reaction. The Ugi
reaction of imidazole-2-carbaldehyde or N-methylimidazole-2-carbaldehyde, with benzoic acid,
benzylamine and tert-butyl isocyanide or cyclohexyl isocyanide was also carried out. This reaction
was monitored by thin-layer chromatography, and the prepared compounds were purified by
column chromatography and characterized by available analytical methods (*H and *C NMR,
FTIR, HRMS). For all prepared compounds (ten quaternary oxime ethers and three Ugi products),
the inhibitory potential against butyrycholinesterase (BChE, E.C. 3.1.1.8.) isolated from horse
serum using the Ellman method was determined.
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8 1. Uvod 1

§1. UVOD

Prijenosnik Ziv€anih impulsa, acetilkolin, u srediSnjem ziv€éanom sustavu ima vaznu ulogu u
odrzavanju stanja svijesti i procesimaucenja i pam¢enja.l Samim time, smanjena razina
acetilkolina, koja nastaje djelovanjem kolinesteraza u sinaptickoj pukotini, dovodi do razvoja
brojnih  neurodegenerativnih  bolesti. Acetilkolinesteraza (AChE, E.C. 3.1.1.7.) i
butirilkolinesteraze (BChE, E.C. 3.1.1.8.) su serinske hidrolaze ¢iji je supstrat acetilkolin.
Pojacana ekspresija navedenih enzima uocena je kod neurodegenerativnih bolesti kao §to je
Alzheimerova bolest (AD). lako su AChE i BChE vazne mete kod tretmana AD bolesti, njihova
uloga u patologiji AD bolesti nije u potpunosti razjagnjena.?

Kod AD-a izrazen je nedostatak neurotransmitera acetilkolina zbog gubitka kolinergi¢kih
neurona i talozenja netopljivih amiloidnih plakova u izvanstani¢nom prostoru mozga.® Postoji
velik broj spojeva koji se mogu vezati za BChE i tako inhibirati njegovu aktivnost, no samo se
nekoliko spojeva koriste kao lijekovi koji utje¢u na kolinergicki sustav ljudi. Trenutno odobreni
lijekovi za lijeGenje AD-a djeluju na ublazavanje simptoma bolesti inhibicijom kolinesteraza.
Postoji velik broj spojeva koji se mogu vezati za BChE i tako inhibirati njegovu aktivnost, no
samo se nekoliko spojeva koriste kao lijekovi koji utjecu na kolinergicki sustav ljudi.*

Cilj ovog diplomskog rada je provesti sintezu i testirati nove bioaktivne etere oksima
imidazola buduc¢i da su kao dobri inhibitori kolinesteraza poznati i razni derivati heterociklickih
spojeva s oksimskom skupinom.® Derivati imidazola od velike su vaznosti u medicinskoj kemiji
te njihova sinteza igra veliku ulogu u otkrivanju novih lijekova koji imaju brojna djelovanja
poput protuupalnog, antikancerogenog, antivirusnog itd. Sintetizirani su N-metilimidazol-2-
karbaldehid pocevsi od N-metilimidazola i n-butillitija. Zatim je uslijedila sinteza N-
metilimidazol-2-karbaldehid-oksim-O-metil-etera koriste¢i N-metilimidazol-2-karbaldehid i
O-metilhidroksilamin-hidroklorid. Dobiveni eter oksima je u sljede¢em koraku kvaterniziran s
pomocu razlicitih alkil-halogenida poput metil-jodida, benzil-bromida te razli¢ito supstituiranih
benzil-bromida sa supstituentima kao §to su nitro skupina i atomi halogena u meta i para
polozaju. Takoder, provedena je Ugijeva reakcija imidazol-2-karbaldehida odnosno N-
metilimidazol-2-karbaldehida s benzojevom kiselinom, benzil-aminom te tert-butil-

izocijanidom ili cikloheksil-izocijanidom. Tijek reakcija pracen je tankoslojnom

Maria-Magdalena Kaurinovi¢ Diplomski rad



8 1. Uvod 2

kromatografijom, a pripravljeni spojevi procis¢eni kromatografijom na stupcu te karakterizirani
dostupnim analiti¢kim metodama (*H i 3C NMR, FTIR, HRMS). Cisto¢a spojeva provjerena
je tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti. Svim pripravljenim spojevima odreden
je inhibitorni potencijal prema BChE izoliranoj iz konjskoga seruma koristenjem Ellmanove

metode.

Maria-Magdalena Kaurinovi¢ Diplomski rad



8 2. Literaturni pregled 3

§2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Imidazol i njegovi derivati
2.1.1. Struktura i reaktivnost imidazola

Imidazol peteroclani je heterociklicki spoj planarne geometrije. Dipolni moment mu iznosi
3,61 D $to ga ¢ini izuzetno polarnim i samim tim topivim u vodi. Zbog svojih kiselo — baznih
svojstava svrstava se i u amfoterne spojeve. Prisutnost 6z elektrona ¢ine ga aromatskim spojem.
Nevezni elektronski par na N3 atomu nalazi se u sp? — orbitali i ne sudjeluje u aromatskom
sustavu pa taj elektronski par ¢ini dusik bazi¢nim (slika 1). Imidazol tvori stabilne kristalne soli
s jakim kiselinama protoniranjem dusika N3, poznate kao imidazolijeve soli. Zbog svoje pKa
vrijednosti od 7,0 djeluje kao jaka baza, a konstanta disocijacije protona s atoma dusika iznosi
pKa 14,5 (slika 2).5

Slika 1. Prikaz orbitala imidazola. Ljubi¢astom bojom prikazan je nevezni elektronski par koji

odgovarajuci dusikov atom ¢ini bazi¢nim.

.. LLJ 2 /

Hl\?“(% IONH| PKas 10 HNTIN, PRt 148 @/\‘Q o NN
L - \__/ N—/ 7 \:/ \:/
— 5 4

Slika 2. Kiselo-bazna svojstva imidazola te pKa vrijednosti protonacije i deprotonacije

dusikovih atoma. Na slici je prikazana numeracija atoma imidazola.”®

Imidazolski prsten sastavni je dio nekoliko vaznih spojeva poput histamina, histidina te
nukleotida poput adenina i gvanina (slika 3). Derivati imidazola od velike su vaznosti u

medicinskoj kemiji te njihova sinteza igra veliku ulogu u otkrivanju novih lijekova koji imaju

Maria-Magdalena Kaurinovi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

antiupalno, antikancerogeno, antivirusno i mnoga druga djelovanja. Poznati su lijekovi
Detimedac®, Azafalk®, Néo-Mercazole® itd.® Aktivnost se navedenih lijekova moze poboljsati
promjenom supstituenata na imidazolnoj jezgri. Budu¢i da imidazol ima strukturne sli¢nosti s

histidinom, moze se s lako¢om vezati za brojne proteine za razliku od drugih heterocikli¢kih

spojeva.t?
NH, O 0
NZ SN NN
y ¢ | by | N AHJ\ OH N..._;_ _~_NH;
SN N N" N7 “NH
N H H 2 HN— NH2 HN—

Slika 3. Prisutnost imidazolne jezgre u bioloski aktivnim molekulama — s lijeva na desno:

adenin, gvanin, histidin i histamin.

Imidazol podlijeZe reakcijama elektrofilne aromatske supstitucije na polozaju 5, N-alkilaciji,
regioselektivnoj litiaciji na polozaju 2 te nukleofilnoj aromatskoj supstituciji za koju su potrebni
dobar nukleofil i dobra izlazna skupina. Primjeri navedenih reakcija prikazani su na slici 4.
N-alkilaciju imidazola moguce je provesti uz KOH, K>COzs ili NaH koje djeluje kao baze i
uzrokuju deprotonaciju ¢ime nastaje imidazolidni anion. Kao izvor alkila, halogenalkan se
dodaje u reakciju koji potom u supstitucijskoj reakciji reagira s anionom imidazola, odnosno
nukleofilom.* Friedel-Craftsovo aciliranje i alkiliranje nije moguce provesti na imidazolu jer
dolazi do stvaranja adukta s Lewisovim kiselinama koriStenim u reakciji te se na taj nacin
nukleofil deaktivira. Upotrebom organolitijevih reagensa (slika 4b) ipak je moguce uvesti

alkilne ili acilne skupine na pojedine ugljikove atome.*?

Maria-Magdalena Kaurinovi¢ Diplomski rad
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HO3S 0N
50 % - 6-0“?0.011:1“11 N Lom p—— N
Z(kﬂ .qL (/_\. 1% oleum, rt Z/;B
N N : N
. t I
b) N BuLi, THF
/ \ -718°C (
{3 =L L3,
CH; (‘“_5 EX = CHyl, RCOCI ("IIj
c) ’(,111 CH,
[3 CH.] [)
=fy ) M [ CHLrt_ [
N N I@ ) )
H H ©

CH3
d)

N
/ x N /
‘1:4 200 °C I
Cl, (.‘II;,

Slika 4. Karakteristi¢ne reakcije imidazola: a) elektrofilna aromatska supstitucija, b) litiacija

koja vodi do alkiliranja ili aciliranja, c) N-alkilacija, d) nukleofilna aromatska supstitucija.

Aciliranje, odnosno formiliranje imidazola moguce je provesti Vilsmeier - Haackovim
formiliranjem (slika 5.). Ova elektrofilna supstitucija odvija se pomoc¢u klormetileniminijeve
soli na polozajima 2 ili 5.3 Karbonilnu je skupinu takoder moguée uvesti pomocu
organolitijevih reagensa te izvora karbonilne skupine. Tako pripremljeni derivati imidazola

odli¢ni su polazni spojevi za daljnje organske sinteze buduci da karbonilna skupina podlijeze

brojnim reakcijama.

Maria-Magdalena Kaurinovi¢ Diplomski rad



8 2. Literaturni pregled 6

CH
CHs poc, DMF /=N’ 3

N= jLH gf;\\”,n

Slika 5. Vilsmeier-Haackovo formiliranje imidazola.

2.1.2. Struktura i reaktivnost oksima

Oksimi imaju opéu formulu R1R2C=NOH gdje je R1 organski bo¢ni ogranak. Podijeliti ih
mozemo na aldoksime ukoliko je R2=H, no ako je Rz bilo koji ugljikovodiéni lanac, onda je
rije¢ o ketoksima. Kako oksimi posjeduju dvostruku C=N vezu, postoji moguénosti dvaju
geometrijskih izomera — syn i anti, odnosno E ili Z prema IUPAC nomenklaturi. Ukoliko se
hidroksilna skupina nalazi na istoj strani ravnine s vodikovim atomom, rije¢ je o Syn izomeru,
dok anti oznacava da se hidroksilna skupina i vodikov atom nalaze na suprotnim stranama

ravnine (slika 6).14

aldoksim ketoksim syn aldoksim anti aldoksim

Slika 6. a) Opcéeniti prikaz dviju vrsta oksima — aldoksima i ketoksima te b) dvaju izomera

aldoksima — syn i anti®®

S obzirom na to da oksimi mogu djelovati kao slaba kiselina (pKa~ 11), oksimski anioni odli¢ni
su polazni spojevi za sintezu razli¢itih derivata kao $to su eteri oksima. Nakon deprotonacije,
oksimi mogu djelovati kao koordinirajuci ligandi. Takoder mogu djelovati kao donori (preko
—0—H) i kao akceptori vodikove veze (preko —C=N i —OH) i stoga mogu tvoriti dimere (slika
7h).16
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Slika 7. a) Prikaz donorskog i akceptorskog mjesta oksima te b) prikaz dimera oksima nastao

povezivanjem vodikovim vezama?®

Iako postoji nekoliko nacina sinteze oksima, najzastupljeniji oblik sinteze je pomocu
hidroksilamonijeva hidroklorida (NH2OH-HCI) te aldehida ili ketona u polarnim proti¢nim
otapalima poput vode ili alkohola. Za dobivanje neutralnog oblika hidroksilamina potebno je
upotrijebiti baze kao sto su NaOH, NaOAc ili NaHCOs. Kako imidazol ne sadrzi karbonilnu
skupinu, potreban je njegov derivat N-metilimidazol-2-karbaldehid za dobivanje Zeljenog
oksima imidazola. Sinteza se provodi u etanolu kao otapalu uz dodatak natrijeva karbonata kao
baze za dobivanje neutralnog O-metilhidroksilamina. Kvaternizaciju tako sintetiziranog etera
oksima imidazola moguce je postic¢i vezanjem alkil-halogenida (RX) na slobodni dusikov atom
uz nastanak kvaterne soli.!” Navedenu supstitucijsku reakciju dobivanja kvaterne amonijeve
soli iz tercijarnog amina prvi je definirao Nikolai Menshutkin reakcija 1890. godine stoga je

ona jo§ poznata pod nazivom Menschutkinova reakcija.®

2.2. ViSekomponentne reakcije

Kako bi se smanjio broj sintetskih koraka, a istovremeno povecala sloZenost produkata i
molekularna raznolikost, koriste se viSekomponentne reakcije (engl. multicomponent reaction,
MCR). Za takve reakcije potrebna su vise od dva reaktanta te se one odvijaju u jednoj
reakcijskoj posudi (tzv. one-pot reakcije) Sto pridonosi jednostavnosti izvodenja
eksperimentalnog postupka. Zbog toga te niske cijene i visoke uc¢inkovitosti, MCR izuzetno su
dobar nacin za sintetiziranje mnogih farmaceutskih spojeva. Prvu viSekomponentnu reakciju
temeljenu na izocijanidu (engl. isocyanide multicomponent reaction, IMCR) razvio je Mario
Passerini 1921. koja je poznata kao Passerinijeva trokomponentna reakcija (P-3CR), gdje

reakcijom aldehida ili ketona, karboksilne kiseline i izocijanida nastaje a-aciloksikarboksamid
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(slika 8). Prvi korak je nukleofilna adicija izocijanida na protonirani aldehid ili keton, nakon
cega slijedi adicija  karboksilata  popradeno  pregradnjom  rezultirajuéi -

aciloksikarboksamidom.*®

0
o) 0 c o)km
)L ¥ )L v N A 0
R Rs
R; OH Rz Rs 4 ”
2
NH

Slika 8. Shematski prikaz Passerinijeve trokomponentne reakcije.

2.2.1. Ugijeva reakcija

Godine 1959. nova era kemije izocijanida zapocela je kada je Ivar Ugi otkrio da reakcija izmedu
amina (najces¢e primarnog), karbonilnog spoja (aldehida ili ketona), karboksilne kiseline 1
izocijanida stvara visoko supstituirane a-aminoacil amide s visokom biolo§kom aktivno$éu i
strukturnom raznoliko$¢u. Ugijeva Cetiri komponentna reakcija (U-4CR) daje strukturu sli¢nu
peptidu (poznati kao peptidomimetici ili bis-amidi) koji ima obecavaju¢a farmakoloska
svojstva. Ekonomic¢na je i ekoloski prihvatljiva reakcija jer se takoder moze provoditi u vodi
kao otapalu. Zbog moguénosti provodenja Ugijeve reakcije s razli¢itim funkcionalnim
skupinama, Kkoristi se u sintezi linearnih ili cikli¢kih peptida te heterociklickih spojeva s
razli¢itim veli¢inama prstena. Nadalje, brojne bioloski aktivne molekule se mogu sintetizirati
putem U-4CR 5to je dovelo do pojave mnogih vaznih lijekova kao $to je, primjerice, Crixivan®.
Ipak, potrebno je obratiti paznju pri odabiru reaktanata. Odabir amonijaka kao amino
komponentne uzrokovao bi nastajanje imina u reakciji s aldehidom. Takoder, povecana
elektrofilnost karbonilne skupine alifatskih i aromatskih aldehida, u odnosu na alifatske i arilne
ketone, favorizira uporabu aldehida kao karbonilne komponentne.?

Kao $to je uobicajeno za MCR, postoji vise od jednog mogucéeg reakcijskog puta pa su
sintetiCari trenutnog misljenja kako Ugijeva reakcija moZe pro¢i kroz dva konkurentna
reakcijska puta. Reakcijski mehanizam zapocinje stvaranjem imina kondenzacijom amina s
aldehidom, nakon cega slijedi dodavanje karboksilne kiselina ¢ime nastaje hemiaminal u kojem
su prisutne vodikove veze izmedu vodika amino skupine i kisika karboksilata. Dvije su daljnje

mogucnosti odvijanja mehanizma. Dodavanje izocijanida na hemiaminal ¢ime se dobiva
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nitrilijev ion ili protoniranje ¢ime odlazi karboksilatna skupina te se dobiva iminijev ion koji se
dodatkom izocijanida pretvara u nitrilijev ion. Adicijom karboksilnog aniona nastaje imidat koji
se onda ireverzibilnom Mummovom pregradnjom pregraduje u finalni Ugijev produkt.
Koristenjem nesimetri¢nog ketona ili monosupstituiranog aldehida, dolazi do nastanka kiralnog

sredi$ta oznagenog simbolom zvjezdice (*) na slici 9.1%2

g
o- H
Q N R" 0 R- N‘ O“ \ R- /H i
R/LH H.0 )I R.” “OH ”‘/J NS - 'TJ 0
1 - H 0 . I\ ‘
+ R; _ R, 2_ Ry E S Ri/:\o "R
R2—NH; imin
prijelazno stanje hemiaminal
Rs.
2NH
LU R1)\/O v Re Mummova
) 0 pregradnja
iminijev ion v eres . . . Ugijev produkt
nitrilijev ion imidat

Slika 9. Shema Ugijeve reakcije — nastanak hemiaminalnog meduprodukta te dvije
mogucnosti daljnjeg odvijanja reakcije koja zavr§ava Mummovom pregradnjom koja rezultira

nastanku Ugijevog produkta.?

2.3. Butirilkolinesteraza

Butirilkolinesteraza ili pseudokolinesteraza je enzim koji spada u skupinu serinskih hidrolaza
te se nalazi u serumu gdje hidrolizira butiratne estere. Gradena je od 574 aminokiselina te masa
iznosi 65,64 kDa (slika 10).%2
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Slika 10. 3D prikaz strukture butirilkolinesteraze.?®

Glikozilacija ima ulogu u smatanju, izlu€ivanju i stabilnosti proteina pa tako 1 BChE, a smatra
se da upravo visoki stupanj glikozilacije omoguéava dugotrajnu stabilnost BChE u plazmi, tj.
cirkulaciji, gdje je njezina aktivnost najizrazenija. Kako se BChE vec¢im dijelom nalazi u
plazmi, gdje djeluje kao sakupljac raznih Stetnih tvari poput organofosfata i karbamata, prije
nego dodu do AChE i uzrokuju njenu inhibiciju, BChE u organizmu ima detoksikacijsko
djelovanje od spojeva koji inhibiraju AChE i na taj ju nacin §titi. Uloga BChE nije bitno
izrazena u neurotransmisiji, ali u odredenim slu¢ajevima moze zamijeniti AChE u hidrolizi
acetilkolina, naravno manje ucinkovito. Bez obzira na to Sto fizioloska uloga BChE nije
esencijalna poput uloge AChE, svejedno je od iznimne bioloske vaznosti za organizam.?*
Navedena dva enzima pokazuju oko 64 % homologije aminokiselinske sekvence te su sli¢na u
ukupnoj strukturi i katalitickom mehanizmu. Razlikuju u specifi¢nosti supstrata i afinitetu
prema razli¢itim inhibitorima zbog razlike u strukturi aktivnog mjesta. Aktivno mjesto AChE
gradeno je od 14 aromatskih aminokiselina, dok je kod BChE njih Sest zamijenjeno alifatskim
aminokiselinama (slika 11). Upravo je ta Cinjenica zasluzna za interakciju BChE s veéim
brojem supstrata i inhibitora, zbog ¢ega je ona manje specifi¢an enzim s obzirom da je volumen
njegovog aktivnog mjesta 200 A% veéi u odnosu na aktivno mjesto AChE. Ova ¢&injenica

omogucéava i smjestanje butirilkolina u aktivno mjesto enzima.??>%
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Acetilkolinesteraza

Butirilkolinesteraza

kataliticka trijada

kataliti¢ka trijada ]

Slika 11. Strukturne razlike aktivnog mjesta acetilkolinesteraze i butirilkolinesteraze: triptofan
(Trp) u P-veznom mjestu (PAS) AChE-a zamijenjen glutaminom (GIn) i asparaginom (Asn) u
BChE.*

Nakon smjeStanja supstrata u aktivno mjesto, kataliticka trijada Ser198, His438 i Glu325
hidrolizira supstrat. Oksoanionska Supljina (OAH), koja je gradena od Glyl116, Glyll7 i
Alal99, vazna je za stabilizaciju karbonilnog kisika supstrata stvaranjem vodikovih veza pri
formiranju tetraedarskog prijelaznog stanja. Acilni dzep, u kojem se nalaze Leu286 i Tyr288,
vazan je za smjeStanje acilnog dijela supstrata te on odreduje veli¢inu supstrata koji se moze
smjestiti u zdrijelo aktivnog mjesta enzima. Trp82 u mjestu vezanja kolina ima ulogu u
orijentaciji i smjeStanju nabijenog dijela supstrata ¢ime se ubrzava hidroliza kolinskih supstrata.
Tyr332 i Asp70 u P-veznom mjestu imaju ulogu selektivne inhibicije enzima i inhibicije enzima

supstratom, u slu¢aju njegove visoke koncentracije.?"?

2.3.1. Inhibitori butirilkolinesteraze

Novija istrazivanja pokazuju kako inhibitori BChE imaju veliku vaznost u lijecenju od
Alzheimerove bolesti. Zbog svoje rasprostranjenosti u cjelokupnome Zzivotinjskom, ali i
biljnom svijetu te svoje vazne uloge u organizmu, ovaj se enzima od samog svog otkri¢a pa do

danas intenzivno istrazuju unutar podrué¢ja biokemije i toksikologije.
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Organofosforni spojevi su inhibitori AChE i BChE koji lako prolaze krvno-mozdanu barijeru i
samim time smanjuju aktivnost hidrolize acetilkolina.?®?’ U aktivno mjesto kolinesteraza
takoder ulaze i razni derivati imidazola te su oni od prije poznati kao njihovi reverzibilni
inhibitori. Postoji velik broj spojeva koji se mogu vezati za BChE i tako inhibirati njegovu
aktivnost, no samo se nekoliko spojeva koriste kao lijekovi koji utjecu na kolinergicki sustav
ljudi. Za postizanje Zeljenog farmakoloskog ucinka, ovi lijekovi moraju kratkotrajno inhibirati
butirilkolinesterazu tako da se spontanom hidrolizom mogu ukloniti iz aktivnog mjesta
enzima.* Inhibicija kolinesteraza postize se vezanjem spojeva nekovalentnim interakcijama
(reverzibilna inhibicija) ili kovalentnim vezanjem za serin kataliticke trijade (ireverzibilna
inhibicija). Da bi neki kolinesterazni inhibitor bio ireverzibilan, on u aktivnome mjestu enzima
mora formirati Michaelisov tip kompleksa s katalitickim serinom, a zatim se inhibitor
kovalentno veze s katalitiCkim serinom, pri ¢emu se prijelazno stanje stabilizira interakcijama
s aminokiselinama u oksianionskoj $upljini?®®. Bez obzira strukturne razlike aktivnog mjesta
razli¢itih kolinesteraza, mehanizam hidrolize supstrata je identican i odvija se u tri koraka (slika
12). Najprije dolazi do nastajanja reverzibilnog Michaelis-Menten-inog kompleksa izmedu
katalitiCkog serina i acetilkolina nakon ¢ega se dobiva tetracdarsko prijelazno stanje. Zatim se
acilna skupina supstrata prenosi na kolinesterazu S$to rezultira aciliranim enzimom te
oslobadanjem kolina. Nukleofilnim napadom molekule vode na acilirani enzim nastaju octena

kiselina i slobodna kolinesteraza koja moze katalizirati novi ciklus hidrolize supstrata.?®

HaC )CL CH 0 HyC 518
HsC™ " Y07 CH HyC [+ ) SN~
3 HiC . OH
HyC” ~"0 CHy 3 kolin
O-_ .\ 0.__-Serzs O-_ N 0-_-Serzs f o-. o)
o~ PNN-H -~ Hn DR ~C NN
Glugss 8:/ Gllgzs 8:/ Glilizzq ¥ __/ H3C” O TSeryy
Hisqsq7 Hisgs7 Hisqa7
CH
HyC. Tt 3 i H,0
HeC™ O
acetilkolin _
%) HiC—
H-0
H. )\\CHg ll-i_/O\\
)- Sery; ~— y.- Ser; - ). Wl
/\\<O\ Hoy e g O /\\<O\\H‘N’/@A\‘@H O~ e /\\<O\_H\N/§N/ Serzo3
Gluzag — 9 Gluzas — Gluzzs —
0 a1 o o
HO
Hisza7 octena kiselina Hisq47 His 47

Slika 12. Mehanizam hidrolize acetilkolina kataliziran kolinesterazom (broj aminokiselina

odnosi se na polozaj aminokiseline u ljudskoj AChE).?
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2.3.2. Povezanost butirilkolinesteraze i Alzheimerove bolesti

U sredisnjem ziv€anom sustavu acetilkolin ima vaznu ulogu u odrzavanju stanja svijesti i
procesima ucenja i pamc¢enja. Tijekom Alzheimerove bolesti (AD), aktivnost BChE postupno
raste §to je vjerojatno posljedica povecéanja broja glija pozitivnih na sam enzim.?® Neuroni
pozitivni na BChE projiciraju se specifi¢no u frontalni korteks i imaju ulogu u paznji, izvr$noj
funkciji, emocionalnom pamcenju i ponasanju. Trenutno odobreni lijekovi za lijecenje AD-a
djeluju na ublazavanje simptoma bolesti inhibicijom kolinesteraza te postoji konstantna potreba
za definiranjem novih spojeva s poboljsanim svojstvima. Buduci da su kao dobri inhibitori
kolinesteraza poznati i razni derivati heterociklickih spojeva s oksimskom skupinom, veliki se
fokus u danasnjem vremenu stavlja na otkrivanje lijekova koji sadrze oksimsku skupinu.
Oksimi reagiraju s esterima tiokolina pri ¢emu dolazi do oslobadanja tiokolina. Navedene

reakcija poznata pod nazivom oksimoliza ometa aktivnost kolinesteraze.*

2.4. Ellmanova metoda

Odredivanje inhibicijske sposobnosti kolinesteraza (AChE i BuChE) moze se vrsiti in vivo i in
vitro. Najpoznatija in vitro metoda je spektrofotometrijska metoda po Ellmanu iz 1961. godine.
Metoda se temelji na odredivanju koncentracije tiolnih skupina iz tiokolinskih estera pomoc¢u
¢ega se moze do¢i do aktivnosti kolinesteraze. Ellmanov reagens, 5,5-ditiobis-(2-nitro-
benzojeva kiselina), DTNB reagira s tiolnim skupinama supstrata, koji su nastali djelovanjem
BChE. Pri neutralnim ili alkalnim pH vrijednostima zatim nastaje 2-nitro-5-merkaptobenzoat
(TNB?) intezivno Zute boje (slika 13).%
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Slika 13. Ellmanova metoda odredivanja brzine hidrolize estera tiokolina s kolinesterazama.
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Aktivnost kolinesteraza mjeri se neizravno kvantificiranjem koncentracije iona TNB? bududi

da se njegova aktivnost moze izraCunati kao brzina reakcije iz nagiba linearne ovisnosti

vremena o apsorbanciji. Ova se reakcija odvija relativno brzo pa brzina enzimske hidrolize

supstrata mora biti sporiji od Ellmanove reakcije izmedu tiola i DTNB. Kako je ovo

spektrofotometrijska metoda, vidljivi su apsorpcijski maksimumi DTNB-a pri valnoj duljini od

320 nm, dok se koli¢ina oslobodenog TNB? mijeri pri valnoj duljini od 414 nm.3
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§3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i instrumentne metode
3.1.1. Materijali

Za izradu diplomskog rada koristene su komercijalno dostupne kemikalije analitiCke Cistoce
proizvodaca Sigma: imidazol-2-karbaldehid, benzil-amin,
tert-butil-izocijanid, metil-jodid, cikloheksil-izocijanid, n-butillitij, 3-klorbenzil-bromid,
4-klorbenzil-bromid, 3-brombenzil-bromid, 4-brombenzil-bromid, 3-fluorbenzil-bromid,
4-fluorbenzil-bromid, 3-nitrobenzil-bromid, 4-nitrobenzil-bromid te benzil-bromid. Koristeni
su i benzojeva kiselina (Lach:ner) te N-metilimidazol-2-karbaldehid i O-metilhidroksilamin-
hidroklorid (BLD pharm). Koristena su otapala bez prethodnog proc¢is¢avanja ili su procis¢ena

klasiénim postupcima.®*

3.1.2. Instrumentne metode

Tankoslojna kromatografija (TLC) na plo¢icama silikagela 60 F2s4 (Merck) koristena je u svrhu
pracenje tijeka reakcije, odredivanja Cistoce frakcija i sintetiziranih produkata uz detekciju UV
lampom (A =254 nm). Tankoslojna je kromatografija provedena u razli¢itim sustavima otapala
navedenim u poglavljima karakteristi¢nima za svaki spoj. Sintetizirani produkti karakterizirani
su metodama IR i NMR spektroskopije te spektroskopijom masa visoke razlu¢ivosti (HRMS).
Snimanje IR spektara provedeno je na PerkinElmer UATR Two spektrometru u podrucju od
4000 do 400 cm ! uz spektralno razlu¢ivanje od 4 cm ! za &ijuje vizualizaciju koristen program
Spectrum, verzija 10.03.05.0099 (PerkinElmer). Spektri *H NMR i **C NMR snimani su na
uredaju Bruker Avance I11 HD pri frekvenciji 400 MHz u deuteriranom kloroformu (CDClIs), te
deuteriranom dimetilsulfoksidu (DMSO-ds) za *H NMR, dok se 3C NMR snimao pri 100 MHz.
Program TopSpin, verzija 4.3.0. (Bruker) koristen je za vizualizaciju spektara dobivenih
spektroskopijom NMR. Kemijski pomaci (d) oznaceni su kao s = singlet, bs = Siroki singlet, d
= dublet, t = triplet, dd = dublet dubleta, tt = triplet tripleta, dt = dublet tripleta, m = multiplet,
dok su konstante sprege (J) su izrazene u Hertzima (Hz). Prilikom asignacije NMR spektara
vodikovi 1 ugljikovi atomi oznaceni su brojevima prema ustaljenim pravilima numeriranja.

Atomi benzilnog prstena oznaceni su s bzl, a atomi fenilne skupine s Ph. Atomi imidazola
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oznaceni su s im, dok su atomi tert-butilne skupine oznaceni su s tBu i cikloheksila s Chex.
Sintetiziranim produktima u ¢vrstom stanju odredeno je taliSte uredajem Biichi Melting Point
B-540 (Biichi Labortechnik AG, Flawil, Svicarska). Talista su izmjerena dva puta u otvorenim

kapilarama i vrijednosti nisu korigirane.

3.2. Priprava N-metilimidazol-2-karbaldehida (1)

N-metilimidazol (3,33 mL, 0,041 mol) otopljen je u suhom THF-u (29 mL) u inertnoj atmosferi
dusika. Takvoj se smjesi polako dodaje n-butillitij (25,0 mL, 0,075 mol, 2,5 mol dm™ u
heksanu) odrzavajuci temperaturu od —64 °C. Reakcijska se smjesa ostavi jedan sat pri —64 °C,
nakon ¢ega se dokapava suhi DMF (9,66 mL, 0,075 mol). Reakcija se smjesa ostavi 24 sata pri
sobnoj temperaturi. Nastaloj bijeloj suspenziji dodaje se HCI (20 mL, 0,003 mol) ¢ime se
temperatura podize. Nastala se reakcijska smjesa ekstrahira tri puta s 50 mL kloroforma.
Organski se ekstrakti skupe 1 suSe na bezvodnom natrijevom sulfatu, nakon cega se filtriraju
preko vate. Nakon uparavanja otapala iz filtrate, nastaje bezbojna krutina® (1,9 g, 17,93 mmol,
n = 42,5 %). Sirovi produkt nije bilo moguce procistiti kromatografijom u sustavu otapala
9%-tni metanol u DCM.

IR (ATR) v/ cm™: 3125 (v =C—H), 2952 (vas C—-H CHjs), 2868 (vs C—H CHs), 1705 v (C=0),
1666, 1620, 1491 (v im prstena).

3.3. Priprava N-metilimidazol-2-karbaldehid-oksim-O-metil-etera (2)

Pripravi se otopina N-metilimidazol-2-karbaldehida (200,0 mg, 1,80 mmol) u etanolu
(2,0 mL) te se doda O-metilhidroksilamin-hidroklorid (166,9 mg, 1,99 mmol). S pomoc¢u
vodene otopine natrijeva karbonata (0,49 mol dm) podesi se pH reakcijske smjese na pH = 8.
Reakcijska se smjesa ostavi 24 sata pri sobnoj temperaturi uz mijeSanje na magnetskoj
mijesalici te se reakcija prati pomo¢u TLC-a (u sustavu otapala etil-acetat : heksan = 8 : 2).
Zatim se reakcijska smjesa prenese s 10 mL vode u lijevak za odjeljivanje te ekstrahiras 10 mL
etil-acetata. Slojevi se odijele i organski se sloj ekstrahira zasi¢enom vodenom otopinom
natrijeva karbonata. Organski sloj se susi na bezvodnom natrijevom sulfatu, filtrira te se otapalo

upari na rotacijskom uparivacu. Produkt 2 je zuto ulje (226,3 mg, 1,63 mmol, = 89,6 %).
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6/ppm: 3,94 (s, 3H, N-CHa), 3,92 (s, 3H, NO-CH), 7,02 (d,
J=1,0Hz, 1H, H5im), 7,31 (s, 1H, H4 im), 8,13 (s, 1H, CHNO).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) d/ppm: 34,70 (N-CHs), 61,91 (NO-CHs), 125,13 (C5 im),
129,02 (C4 im), 138,99 (C2 im), 141,44 (CHNO).

IR (ATR) v/cm™': 3397 (v O-CHs), 3110 (v =C—H), 2940 (vas C—H CHs), 2819 (vs C-H
CHs), 1679 (v C=N-OCHpg), 1519, 1468, 1442 (v im prstena), 919 (N-O).

HRMS (m/z): izra¢unato 140,0819 (CsH10N3O™) dobiveno 140,0818.

3.4. Priprava N-kvaternih derivata imidazol-2-karbaldehida
3.4.1. Opci postupak kvaternizacije etera oksima pri povisenoj temperaturi

Pripremi se otopina spoja 2 (0,3 mmol, 1 ekvivalent) u suhom acetonu (4 mL) te se doda reagens
za kvaternizaciju u 10 % suvisku (0,33 mmol, 1,1 ekvivalent). Reakcijska se smjesa zagrijava
pri 56 °C uz povratno hladilo tijekom 48 sati. Nastali produkt filtrira se ispiranjem s hladnim

eterom.

3.4.2. Priprava 2-[(metoksiimino)metil]-1,3-dimetilimidazolijeva jodida (3)

Pripremi se otopina spoja 2 (43,1 mg, 0,3 mmol, 1 ekvivalent) u suhom acetonu (4 mL) te se
doda metil-jodid (57,8 udm, 0,93 mmol, 1,1 ekvivalent). Tikvica se ostavi 48 sati pri sobnoj
temperaturi uz mijeSanje na magnetskoj mijesalici. Nastali produkt filtrira se ispiranjem s
hladnim eterom. Produkt 3 je krutina bijele boje (38,1 mg, 0,14 mmol, = 43,8 %).

ty = 215,0 — 218,0 °C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) é/ppm: 3,93 (s, 6H, N-CHs), 4,09 (s, 3H, NO-CHj3), 7,83 (s,
2H, H4 im), 8,64 (s, 1H, CHNO).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) §/ppm: 36,96 (N-CHs), 63,58 (NO-CHs), 124,73 (C4 im),
136,04 (CHNO).

IR (ATR) v/cm™':3067 (v =C—H im), 2984 (vas C—H CHs), 2942 (vs C—H CHs), 1748 (v
C=N-OCHs), 1654, 1606, 1584 (v =C—C aromat), 1524, 1449, 1430 (v im prstena), 1038 (N—
0), 928, 825, 779, 453 (v jod).

HRMS (m/z): izracunato 154,0975 (C7H12N3O") dobiveno 154,0975.
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3.4.3. Priprava 3-benzil-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (4)

Pripremi se otopina spoja 2 (39,5 mg, 0,28 mmol) u suhom acetonu (4 mL) te se doda benzil-
bromid (37,1 pdm, 0,31 mmol). Daljnji postupak obrade opisan je u poglavlju 3.4.1.. Produkt
4 je krutina bijele boje (60,4 mg, 0,19 mmol, n = 62,4 %).

tt=177,8-181,2 °C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) ¢ /ppm: 3,95 (s, 3H, N-CHs), 4,04 (s, 3H, NO-CHj), 5,63 (s,
2H, CH3 bzl), 7,29 — 7,44 (m, 5H, H2, H3, H4, H5, H6 bzl), 7,93 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H5 im),
7,98 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H4 im), 8,69 (s, 1H, CHNO).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6/ppm: 36,87 (N-CHs), 51,78 (CH; bzl), 63,58 (NO-CHs),
124,09 (C5 im), 125,49 (C4 im), 127,67 (C4 bzl), 128,45 (C3, C5 bzl), 128,86 (C2, C6 bzl),
134,69 (C1 bzl), 135,69 (CHNO), 135,81 (C2 im).

IR (ATR) v/ cm™': 3112 (v =C—H im), 3097 (v =C—H aromat), 2944 (vas C-H CHs), 1666 (v
C=N-OCHpa), 1605, 1576 (v =C-C aromat), 1513, 1481, 1447 (v im prstena), 1033 (N-O).
HRMS (m/z): izracunato 230,1288 (C13H16N30") dobiveno 230,1287.

3.4.4. Priprava 3-(3-fluorbenzil)-2-[ (metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (5)

Pripremi se otopina spoja 2 (33,3 mg, 0,24 mmol) u suhom acetone (4 mL) te se doda 3-
fluorbenzil-bromid (32,3 pdm=, 0,26 mmol). Daljnji postupak obrade opisan je u poglavlju
3.4.1. Dobiveni je produkt krutina bijele boje (43,3 mg, 0,13 mmol, # = 55,1 %).

tr = 186,8 — 190,0 °C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6/ppm: 3,95 (s, 3H, N-CHs), 4,04 (s, 3H, NO-CHs), 5,66 (s,
2H, CHz bzl), 7,28 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H5 bzl), 7,30 (d, J = 4,3 Hz, 1H, H6 bzl), 7,61 (t, J = 2,5
Hz, 1H, H4 bzl), 7,63 (t, J = 2,5 Hz, 1H, H2 bzl), 7,95 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H5 im), 8,01 (d, J =
1,9 Hz, 1H, H4 im), 8,69 (s, 1H, CHNO).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6/ppm: 36,78 (N-CHs), 51,25 (CH; bzl), 63,56 (NO-CHs),
114,57 (d, J = 21,4 Hz, C2 bzl), 115,23 (d, J = 20,4 Hz, C4 bzl), 123,69 (d, J = 2,1 Hz, C6 bzl),
124,13 (C5 im), 125,48 (C4 im), 130,89 (d, J = 8,5 Hz, C5 bzl), 135,67 (CHNO), 136,01 (C2
im), 137,40 (d, J = 7,4 Hz, C1 bzl), 162,19 (d, J = 243,0 Hz, C3 bzl).

IR (ATR) v/cm™':3112 (v =C-H im), 3067 (v =C—H aromat), 2949 (v C—H CHs), 1668 (v C=N-
OCHa), 1593,1577,1514 (v =C-C aromat), 1461,1446 (v im prstena), 1242 (v C-F), 1033
(N-0).

HRMS (m/z): izradunato 248,1194 (C13H1sFN3O*) dobiveno 248,1193.

Maria-Magdalena Kaurinovi¢ Diplomski rad



8 3. Eksperimentalni dio 19

3.4.5. Priprava 3-(4-fluorbenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (6)

Pripremi se otopina spoja 2 (41,7 mg, 0,30 mmol) u suhom acetonu (4 mL) te se doda
4-fluorbenzil-bromid (41,1 pdm3, 0,33 mmol). Daljnji postupak obrade opisan je u poglavlju
3.4.1.. Produkt 6 je krutina bijele boje (68,2 mg, 0,21 mmol, # = 69,4 %).

tt=167,0-172,7 °C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) d/ppm: 3,95 (s, 3H, N-CHs), 4,06 (s, 3H, NO-CHs), 5,61 (s,
2H, CHy bzl), 7,27 (tt, J1 = 8,8 Hz, J> = 1,9 Hz, 2H, H3i H5 bzl), 7,42 (dd, J = 8,8 Hz, 2H,
H2 i H6 bzl), 7,93 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H5 im), 7,98 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H4 im), 8,71 (s, 1H,
CHNO).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) é/ppm: 36,80 (N-CHs), 51,05 (CH: bzl), 63,56 (NO-CHs),
115,69 (d, J = 24,5 Hz, C3, C5 bzl), 123,93 (C5 im), 125,47 (C4 im), 130,18 (d, J = 8,6 Hz, C2,
C6 bzl), 130,91 (d, J = 2,7 Hz, C1 bzl), 135,71 (CHNO), 135,81 (C2 im), 161,99 (d, J = 245,0
Hz, C4 bzl).

IR (ATR) v/cm™': 3113 (v =C—H im), 3068 (v =C—H aromat), 2947 (vC—H CHs), 1672 (v C=N-
OCHzs), 1606, 1577, 1512 (v =C-C aromat), 1461,1446 (v im prstena), 1244 (v C-F), 1034 (N-
0).

HRMS (m/z): izra¢unato 248,1194 (C13H1sFN3O™) dobiveno 248,1194.

3.4.6. Priprava 3-(3-klorbenzil)-2-[ (metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (7)

Pripremi se otopina spoja 2 (37,2 mg, 0,27 mmol za postupak 3.4.1.; odnosno 41,50 mg, 0,29
mmol za postupak 3.4.2.) u suhom acetone (1 mL za postupak 3.4.1.; odnosno 4 mL za postupak
3.4.2)) te se otopini doda 3-klorbenzil-bromid (38,7 pdm=, 0,29 mmol za postupak 3.4.1.;
odnosno 43,2 udm=, 0,33 mmol za postupak 3.4.2.). Dobiveni spoj 7 je krutina bijele boje
prema postupku 3.4.1. (71,7 mg, 0,21 mmol, = 79,9 %), a prema postupku 3.4.2. (17,3 mg,
0,05 mmol, # = 16,8 %).

tr=131,0 - 133,9 °C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) é/ppm: 3,95 (s, 3H, N-CHs), 4,04 (s, 3H, NO-CHj3), 5,65 (s,
2H, CH> bzl), 7,28 - 7,32 (m, 3H, H6 bzl), 7,44 (d, J = 3,6 Hz, 1H, H2, H3, H4 bzl), 7,96 (d, J
=1,9 Hz, 1H, H5im), 8,03 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H4 im), 8,70 (s, 1H, CHNO).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6/ppm: 36,74 (N-CHs), 51,12 (CH; bzl), 63,55 (NO-CHs),
126,41 (C5im), 127,61 (C4 im), 127,73 (C6 bzl), 128,44 (C4 bzl), 130,74 (C3 bzl), 130,95 (C1
bzl), 133,36 (C5 bzl), 135,62, 135,77 (C2 bzl), 136,06 (C2 im), 137,27 (CHNO).
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IR (ATR) vicm™": 3110 (v =C—H im), 3065 (v =C—H aromat), 2945 (v C-H CHs), 1717
(v C=N-OCHg), 1601, 1577, 1512 (v =C—-C aromat), 1485, 1438 (v im prstena), 1031 (N-O),
682 (v C-ClI).

HRMS (m/z): izraunato 264,0899 (C13H15CIN3O") dobiveno 264,0898.

3.4.7. Priprava 3-(4-klorbenzil)-2-[ (metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (8)

Pripremi se otopina spoja 2 (36,2 mg, 0,26 mmol) u suhom acetonu (4 mL) te se doda
4-klorbenzil-bromid (58,8 mg, 0,29 mmol). Daljnji postupak obrade opisan je u poglavlju 3.4.1.
Dobiveni je produkt 8 krutina je bijele boje (70,6 mg, 0,20 mmol, # = 78,8 %).

tr=199,0 - 202,2 °C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 3,94 (s, 3H, N-CHa), 4,04 (s, 3H, NO-CHj3), 5,62
(s, 2H, CH2 bzl), 7,35 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H2 i H6 bzl), 7,49 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H3 i H5 bzl),
7,93 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H5 im), 7,98 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H4 im), 8,69 (s, 1H, CHNO).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) é/ppm: 36,78 (N-CHs), 51,15 (CH: bzl), 63,58 (NO-CHs3),
124,07 (C5 im), 125,46 (C4 im), 128,79 (C2, C6 bzl), 129,68 (C3, C5 bzl), 133,11 (C4 bzl),
133,68 (C1 bzl), 135,65 (C2 im), 135,91 (CHNO).

IR (ATR) vicm™': 3112 (v =C-H im), 3077 (v =C—-H aromat), 2923 (v C-H CHj3), 1714
(v C=N-OCHs3), 1609,1579,1515 (v =C-C aromat), 1491,1453 (v im prstena), 1041 (N-O), 695
(v C-CI).

HRMS (m/z): izradunato 264,0899 (C13H15CIN3O*) dobiveno 264,0898.

3.4.8. Priprava 3-(3-brombenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (9)

Pripremi se otopina spoja 2 (34,3 mg, 0,24 mmol) u suhom acetone (4 mL) te se doda
3-brombenzil-bromid (67,7 mg, 0,27 mmol). Daljnji postupak obrade opisan je u poglavlju
3.4.1.. Produkt 9 je krutina bijele boje (67,4 mg, 0,21 mmol, # = 65,4 %).

tt=141,8 - 143,9 °C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 3,94 (s, 3H, N-CHa), 4,05 (s, 3H, NO-CHjs), 5,62
(s, 2H, CHz bzl), 7,32 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H2 bzl), 7,37 (t, J = 7,9 Hz, 1H, H5 bzl), 7,56 (d, J =
1,2 Hz, 1H, H6 bzl), 7,58 (d, J = 1,1 Hz, 1H, H4 bzl), 7,92 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H5 im), 7,99 (d,
J=2,0Hz, 1H, H4 im), 8,69 (s, 1H, CHNO).
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13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6/ppm: 36,74 (N-CHs), 51,12 (CH; bzl), 63,55 (NO-CHs),
121,91 (C3 bzl), 124,08 (C5 im), 125,47 (C4 im), 126,81 (C6 bzl), 130,60 (C4 bzl), 130,95 (C5
bzl), 131,28 (C2 bzl), 135,71 (CHNO), 136,01 (C2 im), 137,27 (C1 bzl).

IR (ATR) vicm™': 3114 (v =C-H im), 3067 (v =C—H aromat), 2949 (v C-H CHjs), 1670
(v C=N-OCHpg), 1597, 1512 (v =C-C aromat), 1481, 1433 (v im prstena), 1031 (N-O), 760
(v C-Br).

HRMS (m/z): izra¢unato 308,0394 (C13H1sBrNsO") dobiveno 308,0394.

3.4.9. Priprava 3-(4-brombenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (10)

Pripremi se otopina spoja 2 (34,5 mg, 0,24 mmol) u suhom acetonu (4 mL) te se doda 4-
brombenzil-bromid (68,5 mg, 0,27 mmol). Daljnji postupak obrade opisan je u poglavlju 3.4.1..
Produkt 10 je krutina bijele boje (50,6 mg, 0,13 mmol, = 52,7 %).

tr=209,4 -211,3°C °C.

!H NMR (400 MHz, DMSO-ds) d/ppm: 3,94 (s, 3H, N-CHs), 4,05 (s, 3H, NO-CHs), 5,61 (s,
2H, CH; bzl), 7,29 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H3 i H5 bzl), 7,63 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H2 i H6 bzl), 7,93
(d, J=1,9 Hz, 1H, H5 im), 7,98 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H4 im), 8,69 (s, 1H, CHNO).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6/ppm: 36,77 (N-CHs), 51,20 (CH; bzl), 63,58 (NO-CHs),
121,68 (C4 bzl), 124,08 (C5 im), 124,46 (C4 im), 129,96 (C2, C6 bzl), 131,70 (C3, C5 bzl),
134,09 (C1 bzl), 135,64 (CHNO), 135,92 (C2 im).

IR (ATR) vicm™': 3114 (v =C-H im), 3075 (v =C-H aromat), 2937 (v C-H CHs), 1630
(v C=N-OCHa), 1576, 1515 (v =C-C aromat), 1487, 1451 (v im prstena), 1041 (N-O), 768
(v C-Br).

HRMS (m/z): izra¢unato 308,0394 (C13H15BrN3O") dobiveno 308,0393.

3.4.10.Priprava 2-[(metoksiimino)metil]-1-metil-3-(3-nitrobenzil)imidazolijeva bromida (11)

Pripremi se otopina spoja 2 (33,6 mg, 0,24 mmol) u suhom acetonu (4 mL) te se doda
3-nitrobenzil-bromid (57,4 mg, 0,27 mmol). Daljnji postupak obrade opisan je u poglavlju
3.4.1.. Produkt 11 je krutina bijele boje (56,5 mg, 0,16 mmol, = 65,9 %).

te=161,2 — 164,0 °C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6/ppm: 3,94 (s, 3H, N-CHs), 4,04 (s, 3H, NO-CHs), 5,77 (s,
2H, CH, bzl), 7,72 (t, J = 8,0 Hz, 1H, H5 bzl), 7,78 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H6 bzl), 7,95 (d, J = 1,9
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Hz, 1H, H5 im), 8,06 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H4 im), 8,23 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H4 bzl), 8,28 (s, 1H,
H2 bzl), 8,71 (s, 1H, CHNO).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) d/ppm: 36,62 (N-CHs), 51,13 (CH; bzl), 63,55 (NO-CHs),
122,97 (C5 im), 123,32 (C4 im), 124,29 (C2 bzl), 125,45 (C4 bzl), 130,39 (C5 bzl), 134,53 (C6
bzl), 135,72 (C1 bzl), 136,18 (C2 im), 136,77 (CHNO), 147,85 (C3 bzl).

IR (ATR) viem™: 3117 (v =C—H im), 3066 (v =C—H aromat), 2949 (v C-H CHs), 1668
(v C=N-OCHs), 1606, 1574, 1538 (v =C-C aromat), 1481 (v im prstena), 1033 (N-O), 686
(v NO2).

HRMS (m/z): izradunato 275,1139 (C13H15sN4O3") dobiveno 275,1138.

3.4.11.Priprava 2-[(metoksiimino)metil]-1-metil-3-(4-nitrobenzil)imidazolijeva bromida (12)

Pripremi se otopina spoja 2 (36,5 mg, 0,26 mmol) u suhom acetonu (4 mL) te se doda
4-nitrobenzil-bromid (62,3 mg, 0,29 mmol). Daljnji postupak obrade opisan je u poglavlju
3.4.1. Spoj 12 je krutina bijele boje (65,1 mg, 0,18 mmol, = 69,9 %).

ty=197,9-198,5 °C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6/ppm: 3,96 (s, 3H, N-CHs), 3,99 (s, 3H, NO-CHs), 5,79 (s,
2H, CHz bzl), 7,54 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H2 i H6 bzl), 7,99 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H5 im), 8,03 (d, J
=1,9Hz, 1H, H4im), 8,26 (dt, J: = 8,8 Hz, J» = 2,2 Hz, 2H, H3i H5 bzl), 8,67 (s, 1H, CHNO).
13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) é/ppm: 36,67 (N-CHs), 51,42 (CH bzl), 63,58 (NO-CHs),
123,80 (C3, C5 bzl), 124,44 (C5 im), 125,48 (C4 im), 128,67 (C2, C6 bzl), 135,56 (CHNO),
136,26 (C2 im), 142,21 (C1 bazl), 147,27 (C4 bazl).

IR (ATR) v / cm™': 3115 (v =C-H im), 3066 (v =C—H aromat), 2943 (v C-H CHa), 1672
(v C=N-OCHs), 1603, 1576, 1513 (v =C-C aromat), 1481, 1445 (v im prstena), 1034 (N-O),
687 (v NO).

HRMS (m/z): izraunato 275,1139 (C13H15N403") dobiveno 275,1137.

3.5. Ugijeva reakcija

3.5.1. Opéeniti postupak priprave Ugijeve reakcije u otopini

Imidazol-2-karbaldehid, odnosno N-metilimidazol-2-karbaldehid (0,4 mmol) otopi se u
metanolu (1 mL) te se dodaju benzil-amin (0,5 mmol) i bezvodni natrijev sulfat (0,5 mmol).
Nakon polusatnog mijesanja na magnetskoj mijeSalici pri sobnoj temperaturi, doda se

benzojeva kiselina (0,5 mmol) i tert-butil-izocijanid (0,5 mmol), odnosno cikloheksil-izocijanid
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(0,5 mmol). Reakcijska se smjesa ostavi 24 sata pri sobnoj temperaturi uz mijeSanje na
magnetskoj mijesalici. Tijek reakcije praéen je pomocu TLC-a (u sustavu otapala
MeOH : DCM = 1 : 9). Nakon zavrsSetka reakcije, otapalo iz reakcijske smjese se upari.
Reakcijska smjesa je otopljena u kloroformu, te se ekstrahira zasicenom otopinom natrijeva
klorida. Slojevi se odjele, a organski ekstrakt susi se na bezvodnom natrijevom sulfatu, filtrira
1 upari rotacijskim uparivacem pri snizenom tlaku. Sirovi produkt se procisti kromatografijom

na stupcu (u navedenom sustavu eluensa).

3.5.2. Priprava N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-1-(imidazol-2-il)-2-oksoetil]|benzamida (13)

U otopinu imidazol-2-karbaldehida, benzojeve kiseline, benzil-amina i natrijeva sulfata
pripravljenu prema postupku opisanom u poglavlju 3.5.1., doda se tert-butil-izocijanid (56,6
udm=3, 0,5 mmol). Reakcijska se smjesa mijesa na magnetskoj mijesalici 24 sata pri sobnoj
temperaturi te se nakon toga obradi prema postupku opisanom u poglavlju 3.5.1. Sirovi produkt
se procisti kromatografijom na stupcu (u sustavu otapala 3%-tni metanol u CHCIs). Frakcije
koje odgovaraju Zeljenom produktu upare se na rotacijskom uparivacu, pri cemu je dobiven
uljasti produkt bijele boje (121,2 mg, 0,31 mmol, # = 77,6 %).

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6/ppm: 1,30 (s, 9H, CHs tBu), 4,49 — 4,69 (m, 2H, CH. bzl), 5,54
(s, 1H, CY), 6,71 (s, 1H, NH), 7,00 (bs, 4H, H2, H3, H5, H6 bzl), 7,21 (s, 3H, H3,H5 Ph, H4
bzl), 7,35 — 7,43 (m, 3H, H2, H4, H6 Ph), 7,55 (d, J = 7,1 Hz, 2H, H4, H5 im), 10,80 (s, 1H,
NH im).

13C NMR (100 MHz, CDCls) d/ppm: 28,65 (CHs tBu), 51,72, 54,03 (CH> bzl), 58,63 (Ch),
116,78 (C4, C5 im), 127,23 (C4 bzl), 127,41 (C3,C5 bzl), 127,65 (C4 Ph, C2, C6 bzl), 128,67
(C3, C5 Ph), 130,44 (C2, C6 Ph), 135,37 (C1 bzl), 136,18 (C4 Ph), 143,49 (C2 im), 165,80
(C=0tBu), 174,33 (C=0).

IR (ATR) v/ cm™!: 3316 (v N-H amid), 3064 (v =C—H im), 3027 (v =C—H aromat), 2972, 2904,
2877 (vas C—H CHg), 1669 (v C=0, amid), 1631 (v im prstena).

HRMS (m/z): izraunato 391,2129 (C23H26N402") dobiveno 391,2125.

HPLC t, = 12,027 min, 95,3 %.
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3.5.3. Priprava N-benzil-N-[2-(cikloheksilamino)-1-(imidazol-2-il)-2-oksoetil]benzamida
(14)

U otopinu imidazol-2-karbaldehida, benzojeve kiseline, benzil-amina i natrijeva sulfata
pripravljenu prema postupku opisanom u poglavlju 3.5.1., doda se cikloheksil-izocijanid (61,3
udm3, 0,5 mmol). Reakcijska se smjesa ostavi 24 sata pri sobnoj temperaturi uz mijesanje na
magnetskoj mijeSalici te se nakon toga obradi prema postupku opisanom u poglavlju 3.5.1.
Sirovi produkt se proc€isti kromatografijom na stupcu (u sustavu eluensa 3%-tni metanol u
CHCI3). Frakcije koje odgovaraju Zeljenom produktu upare se na rotacijskom uparivacu, pri
¢emu je dobiven spoj 14 krutina zute boje (105,9 mg, 0,25 mmol, = 63,6 %).
tr=114,5-122,0 °C.

'H NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 1,04 — 1,42 (m, 6H, H2,H4,H6 CH Chex), 1,51 — 1,71
(m, 3H, H3,H5 CH, Chex), 1,83 (bs, 2H, H3, H5 CH; Chex), 2,00 (s, 1H, H3 CH, Chex),
3,71-3,81 (m, 1H, H1 Chex), 4,53 — 4,66 (m, 2H, CH, bzl) 5,61 (s, 1H, C'), 6,79 (s, 1H, NH),
6,94 — 7,10 (m, 4H, H2, H3, H5, H6 bzl), 7,21 (s, 3H, H3,H5 Ph, H4 bzl), 7,33 — 7,46 (m, 3H,
H2, H4, H6 Ph), 7,54 (d, J = 7,1 Hz, H4, H5 im), 10,91 (s, 1H, NH im).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 6/ppm: 24,70 (C3, C5 Chex), 25,60 (C4 Chex), 32,58, 32,80 (C2,
C6, Chex), 48,74 (C1 Chex), 54,20 (CH bzl), 58,37 (C'), 116,86 (C4, C5 im), 127,29 (C4 bzl),
127,40 (C3, C5 bzl), 127,74 (C2, C6 bzl), 128,24 (C4 Ph), 128,70 (C3, C5 Ph), 130,54 (C2, C6
Ph), 135,26 (C1 bzl), 136,08 (C1 Ph), 143,37 (C2 im), 165,90 (C=0 Chex), 174,43 (C=0 Ph).
IR (ATR) v/ cm™': 3283 (v N-H amid), 3064 (v =C—H im), 3029 (v =C—H aromat), 2930, 2853
(vas C—H CHz3), 1705 (v C=0), 1666 (v C=C aromat), 1620 (v im prstena).

HRMS (m/z): izraunato 417,2286 (C2sH29N402") dobiveno 417,2285.

tr = 12,705 min, 98,9 %.

3.5.4. N-benzil-N-[2-(cikloheksilamino)-1-(N-metilimidazol-2-il)-2-oksoetil]benzamida (15)
U otopinu N-metil-imidazol-2-karbaldehid, metanola, benzil-amina i natrijeva sulfata
pripravljenu prema postupku opisanom u poglavlju 3.5.1., doda se cikloheksil-izocijanid (61,3
pudm=3, 0,5 mmol). Reakcijska se smjesa ostavi 24 sata pri sobnoj temperaturi uz mije$anje na
magnetskoj mijesalici te se nakon toga obradi prema postupku opisanom u poglavlju 3.5.1..
Sirovi se produkt proi€isti kromatografijom na stupcu (u sustavu eluensa etil-acetat : heksan =

8 : 2). Frakcije koje odgovaraju zeljenom produktu upare se na rotacijskom uparivacu, pri
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¢emu je dobiveni produkt prozirno ulje u kojemu su vidljivi sitni kristali¢i (119,2 mg, 0,69
mmol, n = 69,2 %).

ty = 55,2 - 58,1 °C.

'H NMR (400 MHz, CDCls) é/ppm: 1,13 — 1,45 (m, 6H, H2,H4,H6 CH, Chex), 1,52 — 1,75
(m, 3H, H3,H5 CH> Chex), 1,87 (bs, 2H, H3, H5 CH> Chex), 2,00, 2,17 (s, 3H, N-CHz), 3,05
(bs, 1H, H1 Chex), 3,60 (bs, 1H, C%), 3,80 (s, 1H, CH2 bzl), 4,36 (d, J = 15,2 Hz, 1H, CH; bzl),
4,70 (s, 1H, NH), 6,49 —6,73 (m, 3H, H2, H3, H6 bzl), 6,89 (s, 1H, H5 bzl), 7,05 (bs, 4H,
H2, H3, H5, H6 Ph), 7,35 (bs, 4H, H4 bzl, H4 Ph), H4, H5 im).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 6/ppm: 24,77 (C3, C5 Chex), 25,74 (C4 Chex), 31,07 (C1
Chex), 32,75 (C2, C6 Chex), 33,17 (N-CHs), 49,00 (Ch), 50,73 (CH; bzl), 122,19 (C4, C5 im),
126,86 (C4 bzl), 127,50 (C3, C5 bzl), 128,06 (C4 Ph, C2, C6 bzl), 128,57 (C3, C5 Ph), 129,78
(C2, C6 Ph), 136,17 (C1 bzl), 137,40 (C1 Ph), 145,14 (C2 im), 165,60 (C=0 Ph).

IR (ATR) v/cm™! : 3278 (v N-H amid), 3062 (v =C—H im), 3031 (v =C—H aromat), 2930,
2853 (vas C—H CHg), 1682 (v C=0, amid), 1617 (v im prstena), 1443, 1410 (v C-H CH,),1280
(v N-CHs).

HRMS (m/z): izradunato 431,2443 (C2sH31N4O2") dobiveno 431,2443.

tr = 12,863 min, 98,8 %.

3.6. Odredivanje inhibitorne aktivnosti (ICso vrijednosti) pripravljenih

spojeva

Za mjerenje inhibitorne aktivnosti pripravljenih spojeva koristene su komercijalno dostupne
kemikalije analiticke Cistoce: dinatrijev fosfat (Kemika), mononatrijev fosfat (Sigma), 5,5-
ditiobis-(2-nitrobenzojeva kiselina) (DTNB, Sigma) i acetiltiokolin-jodid (ATCh, Sigma).
Mjerenje je provedeno prema Ellmanovoj metodi na enzimu butirilkolinesterazi (BChE, EC
3.1.1.8) izoliranoj iz konjskog seruma (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Njemacka).’*® Mijerenja su provedena na mikrotitarskim plo¢icama s 96 jazica na uredaju
Molecular Devices SpectraMax iD3 Multi-Mode Microplate Reader pri valnoj duljini od
414 nm na 25 °C.

Pripravljeni spojevi 2 — 12 otopljeni su u fosfatnom puferu (pH 7,4), a spojevi 13 — 15 u
metanolu. Reakcijska smjesa u jazicama bila je ukupnog volumena 300 pdm=3, pri ¢emu su
reagensi dodavani u redoslijedu: pufer, enzim BChE, otopina inhibitora 2 — 15, DTNB i na

kraju supstrat, ATCh (tablica 1). Tijek enzimske reakcije pracen je kroz 4 minute dodatkom
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supstrata. Kao pozitivne kontrole koriStene su enzimska reakcija bez dodanog inhibitora te
enzimska reakcija uz dodatak 20 pdm kootapala (metanola).®” Mjerenje su izvedena u
duplikatima te su dva puta ponovljena. Prilikom prvog mjerenja inhibitorne aktivnosti koristene
su koncentracije inhibitora u §irom rasponu (0,1 pmol dm= — 1 mmol dm3), dok su tijekom
drugog mjerenja inhibitorne aktivnosti koncentracije inhbitora prilagodene (dvostruka

razrijedenja) s ciljem utocnjavanja ICsp vrijednosti.

Tablica 1. Koncentracije koristenih otopina i volumeni reagensa u reakcijskoj smjesi u jazicama

za odredivanje inhibitorne aktivnosti.

reagens otopina V(jazica) / pdm™
pufer fosfatni pufer, 0,1 mmol dm™, pH =74 165
BChE 1,00 mg u 10 mL pufera 50
spojevi 2 — 15 razli¢ite koncentracije 20
DTNB 52,3 mg u 20 cmpufera 15
ATCh 79,1 mg u 20 cm™* deionizirane vode 50

Eksperimentalni podataci provedenih mjerenja obradeni su u Excelu, pri ¢emu je za svaku
koncentraciju inhibitora izratunat postotak enzimske aktivnosti kao omjer konstante brzine
reakcije s inhibitorom i konstante brzine reakcije bez inhibitora. Za odredivanje ICsg vrijednosti

koristena je linearna ovisnost izmjerene enzimske aktivnosti o log10[l].
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§4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Uvod

Ovaj se rad temelji na sintezi i karakterizaciji bioaktivnih derivata imidazola (slika 14).
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Slika 14. Strukture sintetiziranih spojeva 1-15.
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Pocevsi od N-metilimidazol-2-karbaldehida, sve do njegovih derivata koji sadrze oksimsku
skupinu. Nadalje, dobiveni eter oksim kvaterniziran je nizom alkil-halogenida kao §to su metil-
jodid, benzil-bromid te razli¢ito supstituirani benzil-bromidi (sa supstituentima poput nitro
skupine i atoma halogena u meta i para polozaju). Takoder, provedena je Ugijeva reakcija u
otopini u kojoj su polazni spojevi bili imidazol-2-karbaldehid ili komercijalno dostupan
N-metilimidazol-2-karbaldehid, benzojeva kiselina, benzil-amina s tert-butil-izocijanidom ili

cikloheksil-izocijanidom.

4.2. Priprava N-metilimidazol-2-karbaldehida (1)

N-metilimidazol-2-karbaldehid (1) pripravljen je prema literaturno opisanoj proceduri®® pri
¢emu N-metilimidazol reagira s n-BuLi u THF-u koji djeluje kao jaka baza i deprotonira N-
metilimidazol na poziciji 2 (slika 15). On zatim u nukleofilnom napadu napada elektrofilni
ugljikov atom DMF-a dajuc¢i acilirani derivat imidazola. Dodavanjem HCl-a dolazi do nastanka
aldehidne skupine na imidazolu. THF sluzi kao aproti¢no polarno otapalo, koje je pogodno za
reakcije s organolitijevim reagensima jer stabilizira nastale meduprodukte i omogucava
efikasnu deprotonaciju i nukleofilne napade. Nazalost, dobiveni je sirovi produkt kojeg nije

bilo moguce procistiti kromatografijom na stupcu (provedenim u razli¢itim sustavima otapala).

n- Bu—L1 i CH’*
T
/& J\ H,C
ﬂmo’
CH,
. HO H{"@P‘{I
N/ N\:/N;R N7 “Ny—R

Slika 15. Mehanizam formilacije N-supstiruiranih imidazola.®®
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4.3. Priprava N-metilimidazol-2-karbaldehid-oksim-O-metil etera (2)

Sinteza etera oksima (2) provodila se dodatkom vodene otopine natrijeva karbonata (pH = 8), O-
metilhidroksilamin-hidroklorida u etanolnu otopinu komercijalno dostupnoga N-metilimidazol-2-
karbaldehida (slika 16). Otopina natrijeva karbonata potrebna je za dobivanje neutralnoga oblika
hidroksilamina, koji potom djeluje kao nukleofil i napada karbonilni kisikov atom. Moguce je
dobivanje dvaju izomera oksima E i Z, odnosno syn ili anti. Reakcijska je smjesa nakon 24 sata
mijesanja obradena te je dobiven eter oksima uz visoko iskoristenje od 89,6% (Ferri i suradnici
sintetizirali su navedeni u produktu u iskoristenju od 74%).%° Analizom NMR spektara etera
oksima te usporedbom s literaturno poznatim vrijednosti pomaka moze se zakljuéiti da se radi

0 syn izomeru (poglavlje 4.5.).

</ H,CO. & N —~ H;CO. N H
_ f0 Y
CH NH,OCH; i H N

KH,0cH, 2 HsC
- _
H.g:M (\ ,CHa CHj
H,CO /~\]/N — /K(H — /H
HaC’ OCH3 ( @oc:H3
H,0:

Slika 16. Predlozeni mehanizam dobivanja oksima iz N-metilimidazol-2-karbaldehida.

4.4. Priprava N-kvaternih derivata imidazol-2-karbaldehida

Kvaterni produkti etera oksima pripremljeni su dodatkom reagensa za kvaternizaciju u 10 %-
tnom suvisku otopini spoja 2 u suhom acetonu (slika 17). Upotrijebljeni reagensi za
kvaternizaciju bili su metil-jodid, benzil-bromid te razli¢ito supstituirani benzil-bromidi (sa
supstituentima poput nitro skupine i atoma halogena u meta i para polozaju). Reakcijska se
smjesa nakon zagrijavanja od 48 sati obradila. Dobiveni su kvaterni produkti s razli¢itim
iskori$tenjima. Sinteza spoja 7 provela se pri sobnoj temperaturi kao i zagrijavanjem uz

povratno hladilo pri 56 °C. Uocava se iskoristenje od 16,8 % pri provodenju reakcije pri sobnoj
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temperaturi te 79,9 % pri 56 °C. Budu¢i da je ravnoteza reakcije viSe pomaknuta prema
produktu kada se ona odvije pri poviSenoj temperaturi, sve ostale reakcije kvaternizacije

provodile su se zagrijavanjem uz povratno hladilo.

—_ —_
NjN\CHs RX R/’ETN\CHs
NT NT

S S

OCH; OCH,

Slika 17. Shematski prikaz kvaternizacije etera oksima 2 uz alkil-halogenid (RX).

4.5. Analiza NMR spektara kvaternih etera oksima derivata imidazola

Analizom snimljenih *H NMR spektara spoja 2 moguée je utvrditi pripadaju li signali syn ili
anti izomeru. Literaturno je poznato*® da aldehidni proton syn oksima (Hsyn) ima ve¢i pomak
od aldehidnog protona anti oksima (Hanti). Uo¢eni *H NMR pomak aldehidnog protona je 8,13
ppm, §to se slaze se s literaturnom vrijednosti (oko 8 ppm), pa se pretpostavlja da je eter oksim
(2) i njegovi N-kvaterni derivati syn konformacije. Takoder je pomoc¢u navedenog rada

provedena je asignacija odgovarajucih vodikovih ili ugljikovih atoma imidazolnog prstena.

N_N u
j/ ~CHs Ni('\‘\CH3
H3;CO. =
’}1/ 3 N
OCHj,
anti syn

Slika 18. Geometrijski izomeri spoja 2 — anti i syn.

NO-CH3

Slika 19. Asignacija svih ugljikovih atoma, koristenih u 3C NMR spektru, na primjeru spoja
8.

Maria-Magdalena Kaurinovi¢ Diplomski rad



8 4. Rezultati i rasprava 31

Konstante sprege dobivene snimanjem *H NMR spektara benzilnog dijela produkata 5 i 6,
usporedene su s literaturnim vrijednostima konstanti sprega** H — F kako bismo mogli
zakljuciti koji signal pripada kojem vodikovom atomu. Literaturne vrijednosti ukazuju na to da
se s fluorom kao supstituentom, najveéa konstanta sprege u *H NMR spektru moze o¢ekivati u
ortho polozaju (u derivatima: 6-10 Hz), zatim u meta (u derivatima: 4-8 Hz), a najmanja u para
polozaju s vrijednostima izmedu 0 i 3 Hz. Osim toga, konstante sprege dobivene snimanjem
13C NMR spektara benzilnog dijela produkata 5 i 6, usporedene su s literaturnim vrijednostima
konstanti sprega** C — F kako bismo mogli zakljugiti koji signal pripada kojem ugljikovom
atomu. Literaturne vrijednosti ukazuju na to da se s fluorom kao supstituentom, najveca
konstanta sprege u *C NMR spektru mozZe o&ekivati u ipso polozaju (u derivati 245 Hz), ortho
polozaju (u derivatima: 21 Hz), zatim u meta (u derivatima: 8 Hz), a najmanja u para poloZaju

s vrijednostima 3 Hz.

4.6. Ugijeva reakcija

Kako je Ugijeva reakcija ¢etverokomponentna reakcija, kao aldehidne komponente koristili su
se imidazol-2-karbaldehid ili N-metilimidazol-2-karbaldehid, amino komponenta je bio
benzil-amin, izvor izocijanida tert-butil-izocijanid ili cikloheksil-izocijanid, a odgovarajuca
karboksilna kiselina bila je benzojeva kiselina (slika 20). Produkti su procis¢eni
kromatografijom na stupcu te su odredena iskoristenja od 77,6 % za spoj 13, 63,6 % za spoj 14
te 69,2 % za spoj 15.
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(CH3)3CNC

Vs

Slika 20. Prikaz sinteza Ugijevih produkata 13, 14 i 15.

U Ugijevoj reakciji se koristio monosupstituirani aldehid (imidazol-2-karbaldehid ili
N-metilimidazol-2-karbaldehid), pa su produkti 13 — 15 dobiveni u obliku racemata. Do
nastanka kiralnog sredista dolazi zbog stvaranja imina kondenzacijom amina s

monosupstituiranim aldehidom (slika 9). Navedena reakcija je povratna reakcija u kojoj nastaje
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voda kao nusprodukt, pa dodatak bezvodnog natrijeva sulfata pomice ravnoteZzu prema

n YN n
2 N *1 \/N> \/>
© o;\(NHk % j/ij\

cis

dobivanju imina.*?

trans
Slika 21. Strukture cis i trans konformera Ugijevog produkta 13. Oznaceni je kiralni centar u

molekuli crvenim simbolom zvjezdice (*).

Osim toga, u *H NMR spektrima Ugijevih produkata uocavaju se dvostruki signali benzilne
skupine, §to se moZe objasniti postojanjem cis i trans konformera a-acilamino benzamida (slike
21 i 22).4243 Udio cis i trans konformera moze se izra¢unati na temelju integrala signala u *H
NMR spektru te je utvrdeno da udio iznosi ~ 50 % : 50 %. (tablica 2)

Tablica 2. Omjer cis i trans izomera opazen u *H NMR (400 MHz, CDCls) spektrima spojeva

13 — 15 odreden na temelju integrala signala benzilne skupine.

Spoj omjer cis i trans konformera
13 49,9 % : 50,1 %

14 48,5 % :51,5%

15 48,7 % :51,3 %
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— 46617
—— 45218
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Slika 22. Dio *H NMR (400 MHz, CDCls) spektra a) spoja 13 i b) spoja 14. Usporedbom

integrala vrpci odredeno je da udio cis i trans konformera iznosi ~ 50% : 50%.

4.7. QOdredivanje taliSta

Temperature talista su odredene dvostrukim ponavljanjem kako bi se dobili $to to¢niji podaci.
U tablici 3 poredani su svi produkti prema rastu¢em talistu. Uo¢avamo kako su taliSta para
supstituiranih benzil-halogenida ve¢a od onih u meta polozaju u slucaju klora, broma i nitro
skupine kao supstituenata. To moZemo pripisati njihovoj simetriji zbog ¢ega postizu bolje
slaganje u kristalnoj resetci, a samim time i bolje medumolekulske interakcije koje zahtijevaju
viSe energije kako bi se kristalna reSetka razorila i produkt preSao u tekuce stanje. Takoder
mozemo uociti kako spoj 5 ima vece taliste od spoja 6. Spoj 5 s atomom fluora u meta polozaju
na benzenskom prstenu ima vece taliSte od onoga u para polozaju. Uzrok tome mozemo
pripisati elektronegativno$¢u atoma fluora, jer on uveliko moze utjecati na raspodjelu
elektronske gustoce kroz benzenski prsten zbog svojih induktivnih i rezonantnih efekata. U
meta-polozaju induktivni efekt fluora moZe smanjiti elektronsku gustou na odredenim
mjestima prstena, Sto moze dovesti do dodatnih stabilizacijskih efekata u kristalnoj resetki. To

dodatno doprinosi visem talistu spoja s m-fluorbenzilnom skupinom.
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Tablica 3. Eksperimentalno odredena talista sintetiziranih spojeva u ¢vrstom Stanju.

Spoj Taliste / °C Spoj Taliste / °C
3 215,0-218,0 9 141,8 — 143,9
4 177,8 -181,2 10 2094 - 211,3
5 186,8 — 190,0 11 161,2 - 164,0
6 167,0-172,6 12 197,9 - 198,5
7 131,0-133)9 14 114,5-122,0
8 199,0 — 202,2 15 55,2-58,1

4.8. Odredivanje inhibitorne aktivnosti

Provedeno je mjerenje inhibitorne aktivnosti (odredivanje ICso vrijednosti) spojeva 2 — 15
prema enzimu BChE izoliranoj iz konjskog seruma Ellmanovom metodom. Nakon provedenog
mjerenja prikazana je vremenska ovisnost apsorbancije pri 414 nm za svaku koncentraciju
odredenog inhibitora te pozitivnu kontrolu (slika 23 za produkt 9) iz ¢ijeg se nagiba pravca za

svaku koncentraciju inhibitora odreduje opazena konstanta inhibicije prvog reda.

4
35
3
25 °
°
A 2 (]
°
15 . o
1 ° o ° e
| ® ° o ° °
s ® ° °
05 s e ° °
0
0 50 100 150 200 250

t/s

200 uM @100 uM 50uM @25uM 125 uM pozitivna kontrola

Slika 23. Prikaz vremenski ovisne inhibicije BChE inhibirane produktom 9: nagib pravca

odreduje opazenu konstantu inhibicije prvog reda.
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Iz omjera konstante brzine reakcije s inhibitorom i konstante brzine reakcije bez inhibitora
(pozitivna kontrola) moze se izraCunati postotak izmjerene enzimske aktivnosti. ICso vrijednost
(tablica 4) odreduju se iz linearne ovisnosti postotka izmjerene enzimske aktivnosti i log10[l]
(slika 24 za produkt 9).

100
90 &
80
70
.. @ Yy=-587x-19,606
60 R2=0,9749
50
40

30

% kontrolne aktivnosti

10

-2 -1,8 -1,6 -1,4 -1,2 -1 -0,8 -0,6
log10[1]

Slika 24. Ovisnost postotka izmjerene enzimske aktivnosti o log10[1] za produkt 9.

Kao pozitivne kontrole koriStene su enzimska reakcija bez dodanog inhibitora za spojeve
2 — 12 &ije su ishodne otopine pripremane u puferu ili enzimska reakcija uz dodatak 20 pdm
kootapala (metanola)®’ za spojeve 13 — 15 ¢&ije su ishodne otopine pripremane u metanolu. lako
upotreba organskih kootapala inhibira AChE i BChE i smanjuje njihovu enzimsku aktivnost,
pokazano je da koristenje do 5 % volumnog udjela metanola®” u reakcijskoj smjesi ima
minimalan utjecaj na enzim BChE. Minimalan utjecaj kootapala metanola na enzim BChE
prikazan je na slici 25 gdje se uoc¢ava podudaranje pozitivne kontrole enzimske reakcije uz i

bez dodatak kootapala metanola.
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2,5

0 50 100 150 200 250
t/s

bez kootapala @ uz metanol

Slika 25. Prikaz vremenski ovisne enzimske reakcije bez dodanog inhibitora (bez
kootapala) te uz dodatak 20 pdm metanola: nagib pravca koristen kao pozitivna kontrola

tijekom obrade rezultata mjerenja.

Opisanim na¢inom izvedena su sva mjerenja te obradeni rezultati, pri ¢emu su dobivene I1Cso

vrijednosti koje su prikazane u tablici 4.
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Tablica 4. 1Cso vrijednosti izraCunate za spojeve 2 — 15 u reakciji inhibicije BChE.
IC50 vrijednost izrazena je kao srednja vrijednost (+ standardna pogreska) i odredena iz

najmanje dva pokusa.

Spoj ICs0 / pmol dm?3
2 9000 £ 500
3 4900 + 100
4 630,6 +7,3
5 346,8+ 7,8
6 4243 +2,1
7 275+15
8 2385+23
9 62,5+ 3,8
10 1795+7,1
11 65,2+ 7,4
12 330,4 +31,3
13 55,1+2/4
14 176,8 £5,3
15 345,1 494

Odredene ICs vrijednosti pripravljenih spojeva 2 — 15 prema enzimu BChE bile su u Sirokom
rasponu od 27,5 umol dm= do 9,0 mmol dm=, pri ¢emu se kao najbolji inhibitor pokazao
produkt 7 s ICso vrijednost 27,5 pmol dm= + 1,5 mmol dm=. Zanimljivo je primijetiti da
nesupstituirani eter oksima ne pokazuje znaCajnu aktivnost prema enzimu, pri ¢emu se
pripravom N-kvaternih derivata etera oksima aktivnost poboljSava (supstituirani benzilni
kvaterni eteri oksima imaju nize ICso vrijednosti od supstituiranog N-benzilnog kvaternog etera
oksima ili N-metilnog kvaternog etera oksima). Osim toga, 3-supstituirani kvaterni eteri oksima
pokazali su se kao bolji inhibitori od 4-supstuiranih kvaternih oksima. Najveca razlika u
aktivnosti opazena je kod nitro-supstiuiranih kvaternih etera oksima, pri ¢emu je 3-nitro
supstituiranom kvaternom eteru oksimu odredena ICso vrijednost 65,2 umol dm, a 4-nitro
derivatu 330,4 pmol dm. Ugijevi produkti ispitani su u obliku racemata te imaju ICso
vrijednosti u rasponu 55,1 pmol dm do 851,7 mmol dm=3, pri ¢emu se kao najbolji inhibitor

pokazao Ugijev produkt 13.
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§5. ZAKLJUCAK

U ovom su radu pripravljeni spojevi: N-metilimidazol-2-karbaldehid (1), N-metilimidazol-2-
karbaldehid-oksim-O-metil-eter (2), 2-[(metoksiimino)metil]-1,3-dimetilimidazolijev jodid

(3), 3-benzil-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijev bromid (4), 3-(3-fluorbenzil)-2-

[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijev bromid (5), 3-(4-fluorbenzil)-2-
[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijev bromid (6) 3-(3-klorbenzil)-2-
[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijev bromid (7), 3-(4-klorbenzil)-2-
[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijev bromid (8), 3-(3-brombenzil)-2-
[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijev bromid (9), 3-(4-brombenzil)-2-

[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijev bromid (10), 2-[(metoksiimino)metil]-1-metil-3-(3-
nitrobenzil)imidazolijev bromid (12), 2-[(metoksiimino)metil]-1-metil-3-(4-
nitrobenzil)imidazolijev bromid (12), N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-1-(imidazol-2-il)-2-
oksoetil]lbenzamid  (13),  N-benzil-N-[2-(cikloheksilamino)-1-(imidazol-2-il)-2-oksoetil]-
benzamid (14) i N-benzil-N-[2-(cikloheksilamino)-1-(N-metilimidazol-2-il)-2-oksoetil]-
benzamid (15).

N-metilimidazol-2-karbaldehid (1) sintetiziran je iz N-metilimidazola u reakciji s
n-butillitijem. Zatim je slijedila sinteza etera oksima 2 koji je u sljede¢em koraku kvaterniziran
s odgovarajuc¢im alkil-halogenidom, pri ¢emu su dobiveni produkti 3 — 12.

U nastavku istrazivanja provedena je Ugijeva reakcija koriste¢i imidazol-2-karbaldehid,
benzojevu kiselinu, benzil-amin i tert-butil-izocijanid. Nadalje, sintetizirani su i Ugijevi
produkti imidazol-2-karbaldehida odnosno N-metilimidazol-2-karbaldehidom s benzojevom
kiselinom, benzil-aminom i cikloheksil-izocijanidom. Pripravljeni spojevi 13 - 15 prisutni su u
otopini kao smjesa cis i trans konformera u udjelu 50 % : 50 % izra¢unatom na temelju integrala
signala u *H NMR spektru. Svi sintetizirani spojevi 2 — 15 Kkarakterizirani su dostupnim
analiti¢kim metodama (*H i **C NMR, FTIR, HRMS), a krutim produktima odredeno je taliste.

Pripravljeni spojevi 2 - 15 ispitani su kao potencijalni inhibitori BChE koristenjem

Ellmanove metode, pri ¢emu se kao najbolji inhibitor pokazao spoj 7.
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§6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

3D struktura — trodimenzijska struktura

ACh — acetilkolin

AChE — acetilkolinesteraza

AD — Alzheimerova Alhzeimerova bolest (engl. Alzheimer's disease)

Ala —alanin

Asn — asparagin

Asp — aspartat

BChE — butirilkolinesteraza

CDCls — deuterirani kloroform

o — kemijski pomak

d — dublet

DCM - diklormetan

DMF — dimetilformamid

DMSO - dimetil-sulfoksid

DTNB - 5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzojeva kiselina)

EtOAC — etil-acetat

EtOH — etanol

GIn — glutamin

Glu — glutamat

Gly —glicin

His — histidin

HRMS — spektroskopija masa visoke razluc¢ivosti (engl. High Resolution Mass Spectrometry)
IMCR - izocijanidna visekomponentna reakcija (engl. isocyanide multicomponent reaction)
IR spektroskopija — infracrvena spektroskopija

IUPAC — Medunarodna unija za ¢istu i primijenjenu kemiju (engl. International Union for Pure
and Applied Chemistry)

J — konstanta sprege

Leu — leucin
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m — multiplet

MCR - visekomponentna reakcija (engl. multicomponent reaction)

MeOH — metanol

NMR — nuklearna magnetska rezonancija

OAH — oksoanionska Supljina (engl. 0Oxyanion hole)

P-3CR — Passerinijeva trokomponentna reakcija (engl. Passerini three-component reaction)
P-mjesto — periferno vezno mjesto (engl. peripheral anionic site)

q — kvartet

s —singlet

Ser —serin

Sn2 - bimolekulska nukleofilna supstitucija

t — triplet

THF — tetrahidrofuran

TLC — tankoslojna kromatografija (engl. thin-layer chromatography)

TMS — tetrametilsilan

TNB? - 2-nitro-5-merkaptobenzoat

Trp — triptofan

Tyr —tirozin

U-4CR — Ugijeva cetiri komponentna reakcija (engl. Ugi four-component reaction)

UV lampa — ultraljubi¢asta lampa
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§8. DODATAK

8.1. NMR spektri
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Slika D1. *H NMR (400 MHz, CDCls) spektar sirovog N-metilimidazol-2-karbaldehida (1).

o ] @@ ) 8
2 ) rote) = =1
o S Nz o= o 8
= n a9 on o ]
@ =~ e ol e

U s l
- o |2
I =] %E
i S (&
Q QJ H ‘

T T T T T T T T T T
] € 4 2 o [ppm]

Slika D2. *H NMR (400 MHz, DMSO-d6) spektar N-metilimidazol-2-karbaldehid-oksim-O-
metil etera (2).
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Slika D3. *3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar N-metilimidazol-2-karbaldehid-oksim-O-
metil etera (2).
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Slika D4. *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) spektar 2-[(metoksiimino)metil]-1,3-

dimetilimidazolijeva jodida (3).
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Slika D5. *3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar 2-[(metoksiimino)metil]-1,3-

dimetilimidazolijeva jodida (3).
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Slika D6. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektar 3-benzil-2-[(metoksiimino)metil]-1-

metilimidazolijeva bromida (4).
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Slika D7. *3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar 3-benzil-2-[(metoksiimino)metil]-1-

metilimidazolijeva bromida (4).
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Slika D8. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektar 3-(3-fluorbenzil)-2-[(metoksiimino)metil] -
1-metilimidazolijeva bromida (5).
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Slika D9. 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar 3-(3-fluorbenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-
1-metilimidazolijeva bromida (5).
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Slika D10. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektar 3-(4-fluorbenzil)-2-

[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (6).
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Slika D11. **C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar 3-(4-fluorbenzil)-2-
[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (6).
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Slika D12. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektar 3-(3-klorbenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-
1-metilimidazolijeva bromida (7).
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Slika D13. *3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar 3-(3-klorbenzil)-2-

[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (7).
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Slika D14.H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektar 3-(4-klorbenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-

1-metilimidazolijeva bromida (8).
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Slika D15. 1*C NMR (100 MHz, DMSO-d) spektar 3-(4-klorbenzil)-2-

[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (8).
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Slika D16. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektar 3-(3-brombenzil)-2-

[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (9).
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Slika D17. **C NMR (100 MHz, DMSO-de) spektar 3-(3-brombenzil)-2-
[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (9).
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Slika D18. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spektar 3-(4-brombenzil)-2-

[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (10).
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Slika D19. $3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar 3-(4-brombenzil)-2-

[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (10).
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Slika D20. *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) spektar 2-[(metoksiimino)metil]-1-metil-3-(3-

nitrobenzil)imidazolijeva bromida (11).
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Slika D21. **C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar 2-[(metoksiimino)metil]-1-metil-3-(3-

nitrobenzil)imidazolijeva bromida (11).
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Slika D22. *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) spektar 2-[(metoksiimino)metil]-1-metil-3-(4-

nitrobenzil)imidazolijeva bromida (12).
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Slika D23.3C NMR (100 MHz, DMSO-ds) spektar 2-[(metoksiimino)metil]-1-metil-3-(4-

nitrobenzil)imidazolijeva bromida (12).
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Slika D24. *H NMR (400 MHz, CDCls) spektar N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-1-(imidazol-
2-il)-2-oksoetil] (13).
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Slika D25. **C NMR (100 MHz, CDCls) spektar N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-1-(imidazol-
2-il)-2-oksoetil] (13).
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Slika D26. *H NMR (400 MHz, CDCls) spektar N-benzil-N-[2-(cikloheksilamino)-1-
(imidazol-2-il)-2-oksoetil]benzamida (14).
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Slika D27. *C NMR (100 MHz, CDCls) spektar N-benzil-N-[2-(cikloheksilamino)-1-
(imidazol-2-il)-2-oksoetil]benzamida (14).
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Slika D28. *H NMR (400 MHz, CDCls3) spektar N-benzil-N-[2-(cikloheksilamino)-1-(N-

metilimidazol-2-il)-2-oksoetil]benzamida (15).
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Slika D29. *3C NMR (100 MHz, CDCls) spektar N-benzil-N-[2-(cikloheksilamino)-1-(N-
metilimidazol-2-il)-2-oksoetil]benzamida (15).
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Slika D30. IR spektar N-metilimidazol-2-karbaldehida (1).
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Slika D31. IR spektar N-metilimidazol-2-karbaldehid-oksim-O-metil etera (2).
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Slika D32. IR spektar 2-[(metoksiimino)metil]-1,3-dimetilimidazolijeva jodida (3).
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Slika D33. IR spektar 3-benzil-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida (4).
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Slika D34. IR spektar 3-(3-fluorbenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva
bromida (5).
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Slika D35. IR spektar 3-(4-fluorbenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva
bromida (6).
Slika D36. IR spektar 3-(3-klorbenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva
bromida (7).
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Slika D37. IR spektar 3-(4-klorbenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida

(8).
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Slika D38. IR spektar 3-(3-brombenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva

bromida (9).
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Slika D39. IR spektar 3-(4-brombenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva
bromida (10).
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Slika D40. IR spektar 2-[(metoksiimino)metil]-1-metil-3-(3-nitrobenzil)imidazolijeva
bromida (11).
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Slika D41. IR spektar 2-[(metoksiimino)metil]-1-metil-3-(4-nitrobenzil)imidazolijeva
bromida (12).
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Slika D42. IR spektar N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-1-(imidazol-2-il)-2-oksoetil]benzamida
(13).
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Slika D43. IR spketar N-benzil-N-[2-(cikloheksilamino)-1-(imidazol-2-il)-2-
oksoetil]benzamida (14).
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Slika D44. IR spketar N-benzil-N-[2-(cikloheksilamino)-1-(N-metilimidazol-2-il)-2-

oksoetil]benzamida (15)
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Slika D45. HRMS spektar N-metilimidazol-2-karbaldehid-oksim-O-metil etera (2).
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Slika D46. HRMS spektar 2-[(metoksiimino)metil]-1,3-dimetilimidazolijeva jodida (3).
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Slika D47. HRMS spektar 3-benzil-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva bromida
(4).
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Slika D48. HRMS spektar 3-(3-fluorbenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva
bromida (5).
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Slika D49. HRMS spektar 3-(4-fluorbenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva
bromida (6).

T
350

MMK_008 #5 RT 0.01 AV. 1 NL 1.08£+010
T. FTMS + p ESI Full ms {150 0000-1000.0000)

2640898
z=1

Relative Abundance
o
o
1

E 2660865
404 z=1

159 267.0899
z=1

53 1630077 2330716 3321530 3912139 4312440 4597073 5552526  609.0562 694.3264
i z=0 z=1 2=0 220 z=1 =2 z=1 z=1 z=1

T S ReRERS S A B naRs a8 2e ne na
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
mwz

Slika D50. HRMS spektar 3-(3-klorbenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva
bromida (7).

Maria-Magdalena Kaurinovi¢ Diplomski rad

 BGARAS B AC Ra S RS A8 Be 0a e Rane Bg B Ra A A% A RADE AL AE B BE RS LS RS AY REAS LA S LS 0 RE A% AE Mg BE RS RS A B BeRa B0 A8 g DA RS AS Me Ry B RS RS A8 Be Ra AR AR AL g Ra



§ 8. Dodatak x|

Alma MS 02052024_MMKO010 #5 RT: 0.01 AV: 1 NL: 1.00E+010
T: FTMS + p ESI Full ms [50.0000-750.0000]

264.0898
z=1

Relative Abundance
L

E 266.0864
404 z=1

153 267.0899
E z=1
10 125.0150 |

s05124 =t 1758791 2330718 o=t 609.0955 6620947
z= it 2=0 z=1 Z‘L 1 z=0
T ET e R e R R R R
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
miz

Slikda D51. HRMS spektar 3-(4-klorbenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva
bromida (8)..
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Slika D52. HRMS spektar 3-(3-brombenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva
bromida (9).
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Slika D53. HRMS spektar 3-(4-brombenzil)-2-[(metoksiimino)metil]-1-metilimidazolijeva
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Slika D54. HRMS spektar 2-[(metoksiimino)metil]-1-metil-3-(3-nitrobenzil)imidazolijeva

bromida (11).
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Slika D55. HRMS spektar 2-[(metoksiimino)metil]-1-metil-3-(4-nitrobenzil)imidazolijeva
bromida (12).
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Slika D56. HRMS spektar N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-1-(imidazol-2-il)-2-
oksoetil]benzamida (13).
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MMK_003 #5 RT 0.01 AV. 1 NL: 2 92E+008
T: FTMS + p ESI Full ms [150.0000-1000.0000)
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Slika D57. HRMS spektar N-benzil-N-[2-(cikloheksilamino)-1-(imidazol-2-il)-2-
oksoetil]benzamida (14).
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Slika D58. HRMS spektar N-benzil-N-[2-(cikloheksilamino)-1-(N-metilimidazol-2-il)-2-
oksoetil]benzamida (15).
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