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NOVE METODE SINTEZE | ANTIPROLIFERATIVNA AKTIVNOST AMIDINO-
SUPSTITUIRANIH BENZAZOLA

Lucija Pticek
Prilaz baruna Filipovi¢a 28a, 10000 Zagreb

U ovom je radu opisana sinteza i bioloSka aktivnost amidinskih derivata novih 2-supstituiranih
benzazola koji ukljucuju benzoksazol, benzotiazol i benzimidazol kao heterocikli¢ku jezgru.
Oni su priredeni iz amidino-supstituiranih prekursora: 2-aminofenola, 2-aminotiofenola, bis(2-
aminofenil)-disulfida i 1,2-diaminobenzena. Optimirana je i razradena nova metoda sinteze
izomernih amidino-supstituiranin 2-aminofenola Pinnerovom reakcijom, polazeéi iz cijano-
supstituiranih 2-aminofenola. U kondenzacijskim reakcijama prekursora s karboksilnim
kiselinama, acil-kloridima te aldehidima, priredene su dvije male biblioteke 2-supstituiranih
benzazolskih amidina, u svrhu usporedbe utjecaja amidinskog susptituenta te heterociklicke
jezgre na bioloSku aktivnost. Svi spojevi su u potpunosti spektroskopski karakterizirani, dok je
nekim prekursorima molekulska struktura potvrdena i difrakcijom rentgenskog zracenja.
Ispitana je antiproliferativna aktivnost sintetiziranih amidinskih benzazola in vitro na Cetiri
tumorske stani¢ne linije te interakcija nekoliko odabranih derivata s polinukleotidima koriste¢i
UV-vis, fluorescencijsku i CD spektroskopiju. Svi ispitani benzoksazoli i benzotiazoli pokazali
su jaku antiproliferativnu aktivnost u mikromolarnim inhibitornim koncentracijama ¢emu je
najvise doprinosio imidazolinski amidinski supstituent, dok su benzimidazoli bili znacajno
manje aktivni.
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This work describes the synthesis and biological activity of novel amidine derivatives of 2-
substituted benzazoles, which include benzoxazole, benzothiazole and benzimidazole as
heterocyclic nuclei. They were prepared from amidino-substituted precursors: 2-aminophenol,
2-aminothiophenol, bis(2-aminophenyl)-disulfide and 1,2-diaminobenzene. A new method for
the synthesis of isomeric amidino-substituted 2-aminophenols starting from cyano-substituted
2-aminophenols by the Pinner reaction was optimized and developed. In the condensation
reactions of precursors with carboxylic acids, acyl chlorides and aldehydes, two small libraries
of 2-substituted benzazole amidines were prepared for comparison of the effects that the
amidine substituent and the heterocyclic nucleus have on biological activity. All compounds
were completely spectroscopically characterized, while the molecular structure of some
precursors was confirmed by X-ray diffraction. Antiproliferative activity in vitro on four tumor
cell lines was determined for the synthesized amidine benzazoles and the interaction of several
selected derivatives with polynucleotides using UV-vis, fluorescence and CD spectroscopy was
studied. All tested benzoxazoles and benzothiazoles showed strong antiproliferative activity in
micromolar inhibition concentrations, which was mostly contributed by the imidazoline
amidine substituent, while benzimidazoles were significantly less active.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Sinteza i istrazivanje bioloske aktivnosti novih organskih molekula su stalni predmet interesa s
ciljem poboljsanja aktivnosti i selektivnosti postojecih farmaceutika te uklanjanja nedostataka
trenutno dostupnih kemoterapeutika poput toksi¢nosti. Heterocikli¢ki spojevi, njihovi analozi i
derivati privukli su paznju medicinskih kemicara zbog svojih razli¢itih bioloskih i
farmakoloskih svojstava. Benzoheterocikli poput benzoksazola (1), benzotiazola (2) i
benzimidazola (3) (slika 1.1) su strukturni dijelovi mnogih bioaktivnih heterociklickih spojeva,
koji imaju Sirok spektar primjene te mogu posluziti kao jedinstvene i svestrane farmakoforne
jezgre za dizajn novih lijekova, dok je benzotiazol od posebnog znaenja u sintetskoj i
medicinskoj kemiji zbog svojih antitumorskih svojstava.! Strukturna sliénost benzazolskih
jezgri s prirodno prisutnim nukleotidima omogucava takvim derivatima laku interakciju s

bioloski vaznim molekulama u zivim organizmima.

4 lfl 4 lfl 4 [ij
5 5 5
Ly 0y Ly
6 0 6 S 6 NH
7 1 7 1 7 1
1 2 3

Slika 1.1. Strukture benzoksazola (1), benzotiazola (2) i benzimidazola (3)

Dodatno, postoji stalni interes za sintezom i bioloSkim istraZivanjima supstituiranih
benzimidazola, benzotiazola i benzoksazola upravo zbog njihovog dobro poznatog i Sirokog
spektra izvrsnih bioloSkih svojstava kao $to su antimikrobna, antitumorska, antivirusna,
antioksidativna, antihistamini¢na, protuupalna, antihipertenzivna, antifungalna i druga
djelovanja.2 34

Amidinsku funkcijsku skupinu (4 — 6) (slika 1.2), koja je dusikov analog karboksilne
skupine, nalazimo u velikom broju bioloski aktivnih spojeva.® Razli¢iti amidinski supstituenti
smjeSteni na krajevima molekula imaju vaznu ulogu u interakcijama izmedu molekula i

bioloskih meta jer stabiliziraju nastale komplekse.®
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N-R, N N
R—( R— JCH),  HN—<C |
N-R, N CHy),
R4 R,
4 5 6

Slika 1.2. Acikligki (4) i cikli¢ki (5 — 6) amidini

Cilj ovog doktorskog rada bio je pronalazak u¢inkovite metode sinteze novih malih biblioteka
izomernih 2-supstituiranih mono- i bisbenzazolskih amidinskih derivata, utvrdivanje njihove
antiproliferativne aktivnosti i nacina interakcije s polinukleotidima kao jednog od mehanizama
njihovog bioloskog djelovanja. S obzirom na to da mala promjena u strukturi molekule,
uvodenjem novog supstituenta ili promjenom polozaja supstituenta u farmakofornim
molekulama, moZe bitno utjecati na poboljSanje bioloSke aktivnosti ili selektivnosti, time bi se
identificirali najaktivniji/najselektivniji spojevi, te pronadenim novim metodama sinteze

kasnije mogli dizajnirati i jednostavno prirediti bioloski aktivniji i selektivniji spojevi.
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§2. LITERATURNIPREGLED

2.1. Benzazolii njihov znac¢aj u medicinskoj kemiji
2.1.1. Struktura, reaktivnost i sinteza benzazola
Benzazoli su bicikli¢ki heterocikli ¢ija struktura se sastoji od benzenskog prstena
kondenziranog na prsten oksazola, tiazola odnosno imidazola. U svojoj strukturi sadrze dva
heteroatoma, od kojih je jedan dusik, a drugi je kisik, sumpor ili dusik. Svi su aromatske
molekule, s 10 = — elektrona, ali se njihova svojstva i reaktivnost medusobno malo razlikuju.
Oksazol, kao sastavni dio benzoksazola (1), rijetko podlijeze reakcijama elektrofilne
aromatske supstitucije, zbog ¢ega se moze re¢i da je delokalizacija elektrona kod oksazola
nepotpuna.’ Zbog utjecaja elektronegativnijeg atoma kisika i dusika, ugljikov atom na polozaju
C-2 benzoksazola je elektropozitivan. U skladu s time, polozaj C-2 je podlozan nukleofilnom
napadu, dok se elektrofilna supstitucija uglavnom dogada na C-6, a rjede na C-5 atomu. Dusik
je slaba baza, &iji pKa konjugirane kiseline je oko 1, te se on u kiselom mediju protonira.” Radi
kiselog protona na C-2 atomu, ¢ija pKa vrijednost je 24,8, u bazi¢nim uvjetima moze do¢i do
nukleofilnog napada na C-2 atom i otvaranja benzoksazolskog prstena.
Uobicajeno se benzoksazoli mogu prirediti iz 2-aminofenola i karboksilnih kiselina ili
njihovih derivata u kiselom mediju pri povisenoj temperaturi.®2 Sinteza 2-supstituiranih
benzoksazola iz 2-aminofenola s karboksilnim kiselinama uz polifosfornu kiselinu (PPA)

najéesce je zastupljena metoda priprave (shema 2.1).% 10

NH, __ R N R
120-190 °C !
= 0H A0 =
z 8

9

Shema 2.1. Shema sinteze 2-supstituiranog benzoksazola (9) iz 2-aminofenola (7) i aromatske

karboksilne Kiseline (8) u polifosfornoj kiselini pri povisenoj temperaturi®

U literaturi postoje opisane i metode priprave 2-supstituiranih benzoksazolskih derivata
reakcijom 2-aminofenola s razli¢itim aldehidima u prisutnosti cinkovog(Il) acetata dihidrata
kao katalizatora u uvjetima bez otapala (shema 2.2),** uz kalijev persulfat u vodenom mediju®
ili rutenijev(l11) klorid trihidrat u ionskoj otopini (shema 2.3)'? te sinteza uz prisustvo joda
potpomognuta mikrovalovima (MW) (shema 2.4).1
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NH,
I oy s CL5-CF

1-21 22 - 32 (84 - 95 %)
R=H, 4—OCH3, 2-OCHa, 4-CHg, 3-CH3, 3-NO,, 4-Cl, 2,4-(Cl),, 4-NH,, 4-OH, 3-OH

Shema 2.2. Sinteza 2-supstituiranih benzoksazola (22 — 32) u uvjetima bez otapala iz 2-

aminofenola (10) i aromatskih aldehida (11 — 21) uz katalizator cinkov(ll) acetat dihidrat*

R; NH; Ry N
RuCl; - 3H,0/zrak N

\©: + R,CHO “[primiBF,. 80 °C > >R,
OH o

33 34-44 45 - 64 (38 - 85 %)
Ry R, Ry Rz

45 H CgHs 55 CH, 3-CH;CgH,4
46 H 4-FCgH, 56 CH;  3-FCgH,4
47 H 2-CIC4H, 57 CH; 4-CH;CgH,
48 H  3-CH;CgH, 58 CH;  4-BrCgH,
49 H 3-BrCgH, 59 ¢l CeHs
50 H 4-BrCgH, 60 cCl 2-FCgHs
51 H  4-NO,CgH, 61 Cl  3-CH3CqHs
52 CH, CgHs 62 cCl 4-BrCgH,
& CH3 2-FC6H4 ﬂ Cl n—propil
54 CH;  2-CICgH, 64 Cl CeHsCH,

Shema 2.3. Sinteza 2-supstituiranih benzoksazola (45 — 64) iz 2-aminofenola (33) i aldehida
(34 — 44) uz katalizator rutenijev(l1l) klorid trihidrat u ionskoj otopini 1-butil-3-

metilimidazolij tetrafluoroborata ([omim]BF4)*?

NH, 0 | N
CI o i L
OH Ar o
10 65-71 72-78 (65- 95 %)
Ar= CgHs, 4-CH;0CgH,, 2-OHCgH,, 4-BrCgH,, 2-CICgH,, 4-CIC4H,, 4-CH3CgH,4

Shema 2.4. Sinteza 2-supstituiranih benzoksazola (72 — 78) iz 2-aminofenola (10) i aldehida
(65 — 71) potpomognuta mikrovalovima®®

Peteroclani prsten tiazol, koji je sastavni dio benzotiazola (2), je planarna aromatska molekula.
Radi blizine elektronegativnijih atoma duSika 1 sumpora, ugljik na poloZzaju C-2
benzotiazolskog prstena je elektropozitivan i podlozan nukleofilnom napadu. Kao i
benzoksazol, benzotiazol je slaba baza, a njegova konjugirana kiselina ima pKa vrijednost oko
1.1% Elektrofilna aromatska susptitucija dogada se na dusiku, sumporu te polozajima C-5 ili C-
6 na benzenskom prstenu. Alkiliranje benzotiazola odvija se na dusikovom atomu, pri ¢emu
nastaje benzotiazolijeva sol. U reakciji soli s nukleofilom dolazi do otvaranja benzotiazolskog

prstena, 14 1516
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Konvencionalne reakcije priprave derivata 2-supstituiranih benzotiazola ukljucuju
kondenzaciju 2-aminotiofenola s karboksilnim kiselinama, kiselinskim kloridima, aldehidima,

esterima, nitrilima i izocijanatima (shema 2.5).%
NH, 0

e NH, (0] / S (0]
R—— + 93 R—L +
o R1)LH \ Lz R1)J\R2
SH SH
83 86 83 20
PN NH, PN NH,
R—— + R—= R—— +8=C=s8 9N
#>gH 87 ZgH il
83 — 83 Na,S 92

Shema 2.5. Konvencionalne metode priprave 2-supstituiranih benzotiazola (93)

U literaturi postoje opisane kondenzacijske reakcije priprave 2-supstituiranih derivata
benzotiazola upotrebom vode,® ionskih kapljevinal® ili glicerola?® (shema 2.6) kao "zelenih"
otapala ili u uvjetima bez otapala®® (shema 2.7). S obzirom na to da je 2-aminotiofenol toksican,
a isto su tako neki njegovi derivati toksicni 1 nestabilni, u posljednje se vrijeme razvijaju metode
sinteze temeljene na kondenzacijskim reakcijama bis(2-aminofenil)-disulfida s aldehidima?® 2

i karboksilnim kiselinama?® (shema 2.8).

R NH, 0 ) R N
L owd e L w
SH Ar S

94 - 96 97 - 105 106 - 116 (80 - 93 %)
94R=H 97 Ar= CgH5 106 R= H; Ar= CzHs
95 R=CI 98 Ar=4-CH,;0C-H, 107 R= H; Ar= 4-CH;0CgzH,
96 R= OCH; 99 Ar= 3-NO,CgH, 108 R= H; Ar= 3-NO,CgH,
100 Ar= 4-CICgH, 109 R= H; Ar= 4-CICgH,
101 Ar= 3,4-(CH30),C¢H; 110 R=H; Ar= 3,4-(CH;0),CgH5
102 Ar= 4-NO,CzH, 111 R=H; Ar= 4-NO,CgH,
103 Ar= 3,4,5-(CH;0)3CgH, 112 R= H; Ar= 3,4,5-(CH30),CgH,»
104 Ar= 2-OHCgH, 113 R= H; Ar= 2-OHCgH,
105 2-tienil 114 R= H; Ar= 2-tienil
115 R= CI; Ar= 4-CH,0CgH,
116 R= OCH3; Ar= 4-NO,CgH,

Shema 2.6. Sinteza 2-supstituiranih benzotiazola (106 — 116) iz 2-aminotiofenola (94 — 96) i
aromatskih aldehida (97 — 105) u glicerolu®
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NH; o N
ol e L
SH Ar S

1nz 118 -124 125-131 (65 - 95 %)
Ar= CgHg, 4-CH;0CgH,, 2-OHC¢H,, 4-BrCgH,, 2-CICgH,, 4-CIC¢H,, 4-CHCeH,

Shema 2.7. Sinteza 2-supstituiranih benzotiazola (125 — 131) iz 2-aminotiofenola (117) i
aldehida (118 — 124)1

NH, COOH
PBu
C:S'SQ G- OO
HoN 133-139 140 - 146 (47 - 92 %)
132

R= H, 4-NHj,, 4-NO,, 4-CN, 4-Cl, 3,4-(NH,),, 2-OH-4-NH,
Shema 2.8. Sinteza benzotiazola (140 - 146) iz bis(2-aminofenil)-disulfida (132) i aromatskih
karboksilnih kiselina (133 - 139)%

Imidazol je aromatski heterociklicki prsten s dva dusikova atoma, koji imaju razlicitu
reaktivnost jer nepodijeljeni elektronski par jednog dusika sudjeluje u delokalizaciji elektrona,
dok drugi ne sudjeluje. Zbog toga se jedan dusik ponasa kao kiselina (N-1), a drugi kao baza
(N-3) te se moze reéi da je imidazol amfoterna molekula.?* pKa konjugirane kiseline N-3 atoma
u benzimidazolu (3) je 4,6.2° Jednako kao kod benzoksazola (1) i benzotiazola (2), C-2 atom je
elektropozitivan, s obzirom na to da se nalazi u susjedstvu dva dusikova atoma, te je podlozan
nukleofilnom napadu. Nesupstituirani benzimidazol (3) se pojavljuje kao tautomerni par (slika
2.9). Tautomere nije moguce razlikovati, osim ako postoji supstituent na dusikovom atomu ili

na benzenskom prstenu kada mozemo razlikovati dva regioizomera benzimidazola.

7 1 4 3
6 NH 5 N
I \
L — Ly
N 6 NH
43_a3 7&1

Slika 2.1. Tautomerni par benzimidazola (3)

U Kklasi¢noj sintezi benzimidazola, koja je poznata pod imenom Philipsova reakcija,
benzimidazol nastaje kondenzacijom 1,2-diaminobenzena i karboksilne Kkiseline uz
klorovodi¢nu kiselinu (¢ = 4 mol dm) na povisenoj temperaturi (shema 2.9). Danas se, uz
mnogobrojne modifikacije, jos uvijek ova reakcija koristi za sintezu benzimidazolskih derivata

te postoji veliki broj opisanih sinteza za pripravu 2-supstituiranih benzimidazolskih derivata
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temeljenih na kondenzacijskim reakcijama 1,2-diaminobenzena s aldehidima, karboksilnim

kiselinama ili derivatima karboksilnih kiselina.®

NH2 N
O ol 2L
NH, N

147 148 149 H

Shema 2.9. Sinteza 2-supstituiranih benzimidazola (149) iz 1,2-diaminobenzena (147) i
karboksilne kiseline (148)

Od novijih metoda sinteze 2-supstituiranih derivata benzimidazola u literaturi postoje opisane
oksidativne kondenzacijske reakcije 1,2-diaminobenzena s aldehidima u glicerolu uz oksidaciju
kisikom iz zraka (shema 2.10).2” Nedavno je opisana metoda kondenzacije supstituiranih 1,2-
diaminopiridina u dimetilsulfoksidu uz natrijev metabisulfit kao oksidans, pri ¢emu su
odgovaraju¢i imidazolski produkti u kratkom vremenu reakcije dobiveni u visokim

iskoristenjima (shema 2.11).%8

NH2 N
gllcerol
S E - Nous
NH, R N
5 R

+
1 150 -
147 150 - 157 158 - 165 (80 - 84 %)

= O T e (),

H;CO  CHO

Shema 2.10. Sinteza 2-supstituiranih benzimidazola (158 — 165) iz 1,2-diaminobenzena (147)
i aldehida (150 — 157) u glicerolu®’

NH, N
= Na,S,05/DMSO TN
| . + OHC@'RZ 765 °C. 10 - 15 min | P R.
R¢ X7 NH, R X" N
166 - 170 1-172 173 - 178 (92 - 99 %)
X Ry 171 R,=CN X Ry R,
ﬁ N CH3 m R2=OCH3 m N CH3 CN
167 N OCH; 174 N OCH; CN
168 N Cl 175 N Cl CN
169 N COOCH, 176 N COOCH; CN

B
=
o
O
I
O
(o}
o
T
—
~J
9]
T
Q
o
O
I

177 CN
178 N COOCH,; OCH,

—
[=-]

Shema 2.11. Sinteza derivata 2-supstituiranih benzimidazola (173 — 178) iz 1,2-
diaminopiridina (166 — 169) ili 1,2-diaminobenzena (170) i aromatskih aldehida (171 —172)
uz natrijev metabisulfit u DMSO?
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2.1.2. Bioloska aktivnost benzazola

Neki od postojecih lijekova koji u svojoj strukturi sadrze jedan od benzazolskih prstenova su:
lijek za hipertenziju Candesartan (179),%° antitumorski lijek Bendamustine (180),% antibiotik
Calcimycin  (181),% nesteroidni protuupalni lijek Benoxaprofen (182),' blokator
neurotransmisije posredovane ekscitatornim aminokiselinama i lijek za amiotrofi¢nu lateralnu
sklerozu Riluzole (183)%* te lijek za Parkinsonovu bolest Pramiprexole (184).® Strukture

spomenutih lijekova su prikazane na slici 2.2.

Cl lo)
\)—ocHZCH3 H
/N
COOH N\
N>—\_\
Canc:'fif—,’??rtan HN Bendamustine CHj COOH
180 Calcimycin  H3C
181
CH, N N
e e s e RO 2
Cl
o} o>4 FsCO S N
Riluzole p
Benoxaprofen 183 Pramiprexole
182 - 184

Slika 2.2. Strukture nekih benzazolskih komercijalnih lijekova

Benzoksazolski prsten je strukturna jedinica koja se rijetko pojavljuje u prirodi, a kao primjer
prirodnog organskog spoja moze se izdvojiti ileabetoksazol (185), koji je izoliran iz jedne vrste
koralja (lat. Pseudopterogorgia elisabethae), a ima antimikobakterijsko djelovanje te je
potencijalni novi lijek za tuberkulozu (slika 2.3).34 Strukturna sli¢nost derivata benzoksazola s
purinskim nukleotidnim bazama, poput adenina i gvanina, mogla bi omoguciti njihovu
jednostavnu interakciju s biopolimerima u zivim sustavima te je ocekivano da takvi spojevi
imaju Sirok spektar bioloske aktivnosti. Proucavaju se uglavnom zbog antibakterijskog,
antifungalnog, antivirusnog i antitumorskog® te genotoksi¢nog® djelovanja, a takoder i kao

insekticidi, herbicidi, antihelmintici i fluorescentna bojila.?

Slika 2.3. Struktura ileabetoksazola (185)
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Za razliku od tiazola, kojeg ¢esto nalazimo u strukturama prirodnih spojeva, benzotiazol se
nalazi rijetko, a jedan od poznatijih prirodnih spojeva koji u svojoj strukturi sadrzi
benzotiazolski i tiazolski prsten je luciferin (186), koji je odgovoran za bioluminiscenciju kod
krijesnica (slika 2.4).%

o]

LN

N N
Lo~
HO S S

186

OH

Slika 2.4. Struktura luciferina 186

Derivati benzotiazola su proucavani kao bioloski aktivni spojevi koji ulaze u interakciju s
nukleinskim kiselinama,® a poznato je da imaju antitumorsko,®® antibakterijsko® i
protuupalno®® djelovanje. Analozi benzotiazola imaju znacajnu ulogu u medicinskoj i
farmaceutskoj kemiji, gdje se zbog Sirokog spektra bioloske i farmakoloske aktivnosti ¢esto
pojavljuju kao strukturne jedinice raznih lijekova te su mnogi derivati benzotiazola trenutno u
razli¢itim fazama klini¢kih ispitivanja.®

Imidazol, odnosno benzimidazol je strukturni element koji cesto nalazimo u bioloski
vaznim molekulama. Vrlo je stabilan u in vivo uvjetima te teSko oksidira, zbog ¢ega je pogodan
za sintezu lijekova.?* Interes za proucavanjem benzimidazola potjece jos iz 40. — ih godina
proslog stoljeca kada je potvrdeno da vitamin B> (187) i njegovi derivati u svojoj strukturi
sadrze benzimidazolski prsten (slika 2.5). Zbog strukturne sli¢nosti s bioloski aktivnim
spojevima, a ponajprije purinskim nukleotidima kakve nalazimo u Zivim organizmima,
benzimidazoli lako ulaze u interakciju s drugim bioloski vaznim molekulama kao §to su
nukleinske kiseline ili proteini.*! Benzimidazolski strukturni fragment se nalazi u strukturama
mnogih lijekova, koji imaju $irok spektar bioloskog djelovanja ukljucujuéi antibakterijsko,*?

antifungalno,* antiviralno,* antihistamini¢ko,* antitumorsko* i druga.
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\
OH 187
R = 5'-deoksiadenosil, -CHa, -OH, -CN

Slika 2.5. Struktura vitamina B12 (187)

Doprinos istrazivanju potencijalnih antitumorskih lijekova s benzoksazolskom jezgrom dala je
grupa korejskih autora koja je sintetizirala 30 novih derivata benzoksazola, analoga
aminokiseline prolina, koji su ispitani kao potencijalni inhibitori katepsina S.4” Katepsin S je
enzimski protein (lizosomska cistein proteaza), a nalazi se u stanicama koje sluze za
proizvodnju antigena kao Sto su B limfociti te ima klju¢nu ulogu u pokretanju imunoloSkog
odgovora organizma. Njegov nedostatak smanjuje proizvodnju antigena i rast tumora, zbog
¢ega je prepoznat kao terapeutska meta autoimunih bolesti 1 metastatskih tumora. Autori su
istrazivanje temeljili na ranije sintetiziranom inhibitoru katepsina S 188 te su u svrhu ispitivanja
odnosa strukture i aktivnosti sintetizirali sli¢ne derivate, mijenjajuci pritom tri dijela molekule
(slika 2.6).

S2
'R
’ X $3______.
N o) N O |
L}' 4 SAR 5T L) 4 Rs
HN N — = Rouys HN N
T SR "0
188 © 0 st | @) 0

Slika 2.6. Struktura inhibitora katepsina S 188 i zamisljeni dizajn novih derivata s prikazanim

kljuénim dijelovima molekule za istraZivanje odnosa strukture i aktivnosti*’
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Prvo je mijenjan S1 dio molekule, nakon ¢ega je utvrdeno da su N-supstituirani spojevi 189 i
190, prikazani naslici 2.7, potentniji inhibitori katepsina od prethodno sintetiziranog spoja 188,
s time da je spoj 189 bio metabolic¢ki stabilniji od spoja 190. Mijenjanjem Ri, R2 i R3
supstituenta autori nisu sintetizirali nijedan spoj koji bi pokazao aktivnost ve¢u od spoja 189,
ali su ustanovili da stereokemija na Rs nije klju¢na za aktivnost. Spoj 189 je odabran kao vodeci
za daljnja istrazivanja inhibitora katepsina S, jer je pokazao izvrsnu aktivnost in vitro, ali i dobar

metabolicki profil i farmakokinetiku in vivo u modelu miga.*’

7;0
St O gacs

Slika 2.7. Struktura inhibitora katepsina S 189 i 190*

HsC H3C, /,O

S ciljem otkrivanja novih antimikrobnih lijekova §irokog spektra djelovanja, grupa turskih
autora je provela istrazivanje antimikrobne aktivnosti derivata benzoksazola.*® Sintetizirali su
5-amino-2-(4-fenil/benzil)benzoksazole 195a - 1951) i  2-supstituirane-5-(4-
nitro/aminofenilsulfonamido)benzoksazole (196a — 1961 i 197a — 1971) ¢iju su antimikrobnu

aktivnost ispitali na sedam razli¢itih mikroorganizama, a nekoliko antibakterijskih i
antifungalnih lijekova su koristili kao kontrolne uzorke. Benzoksazole su priredili u
kondenzacijskim reakcijama 2,4-diaminofenola dihidroklorida s aromatskim karboksilnim
kiselinama u PPA pri poviSenoj temperaturi, iz kojih su uvodenjem novih supstituenata na

amino skupini dobili jos niz novih derivata (shema 2.12).

Lucija Pti¢ek Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled 12

spoj X R

a H
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o]
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Shema 2.12. Sinteza benzoksazolskih derivata 195a — 195I, 196a — 1961 i 197a — 19718

Spojevi 195a — 1951 su pokazali bolju antibakterijsku aktivnost prema E. coli, S. aureus i E.
faecalis od sulfonamidnih derivata te su bili aktivniji od lijekova tetraciklina i sulfametoksazola
za E. faecalis.*® Autori su zaklju¢ili da je za antibakterijsku aktivnost klju¢na amino skupina na
polozaju C-5 benzoksazolskog prstena. Antifungalna aktivnost prema C. krusei je za sve

spojeve bila usporediva s aktivnos¢u flukonazola, osim kod spojeva 196k i 197 — 1971. Vecina

spojeva bila je aktivna prema M. Tuberculosis, a spojevi 195a, 195¢, 195d i 195f imali su

aktivnost usporedivu s lijekom sulfametoksazolom.*®

S ciljem ispitivanja utjecaja supstituenta na polozaju C-6 benzotiazolskog prstena na
bioloSku aktivnost, medunarodna grupa autora je objavila sintezu 1 istraZivanje antimikrobne 1
antifungalne aktivnosti 12 novih derivata benzotiazola.>® Benzotiazolski derivati 200 — 211 su
priredeni iz ranije sintetiziranog derivata tiazolidinona 198 i odgovarajuceg aldehida u octenoj

Kiselini uz povisenu temperaturu (shema 2.13) u iskoristenjima od 51 — 91 %.
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0
CHO
HN% ©/ CH,COOH HN™ 7~ f
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spoj R spoj R
200 H 206 4-Cl
201 4-OH 207 2-NO,
202 4-OCHj 208 3-NO,
203 4-OH, 3-OCH,4 209 4-NQ,
204 2-Cl 210 4-OH, 3,5-di-OCH;
205 3-Cl 211 4-OH, 3-OCHj, 5-I

Shema 2.13. Sinteza derivata benzotiazola 200 — 211%°

Antimikrobna aktivnost je ispitana za 8 razli¢itih sojeva bakterija i 8 razli¢itih vrsta gljivica.
Lijekovi ampicilin, streptomicin, ketokonazol i bifonazol su koristeni kao kontrolni uzorci.
Antimikrobno djelovanje sintetiziranih spojeva procijenjeno je metodom mikro razrjedenja
odreduju¢i minimalne inhibitorne (MIC, engl. Minimal Inhibitory Concentration) i minimalne
baktericidne/fungicidne (MBC/MFC, engl. Minimal Bactericidal Concentration/Minimal
Fungicidal Concentration) koncentracije. Svi spojevi, osim 208, bili su aktivniji od
streptomicina i ampicilina. Najboljima su se pokazali spojevi 200 i 205, dok je spoj 208 bio
najmanije aktivan.3® Derivati supstituirani klorom bili su aktivniji od onih s nitro supstituentom,
a aktivnost se kretala u nizu 3-Cl > 2-Cl > 4-Cl i 4-NO2 > 2-NOz > 3-NO>. Autori su takoder
uocili da je antibakterijska aktivnost bila bolja kod derivata s lipofilnijim i manjim
supstituentima. Svi su spojevi pokazali dobro antifungalno djelovanje te su svi bili aktivniji od
lijekova ketokonazola i bifonazola.®® Najbolju antifungalnu aktivnost prema svim testiranim
gljivicama imao je derivat 200, a najbolju selektivnost i aktivnost je pokazao derivat 210 prema
A. versicolor. Nitro derivati su se pokazali boljima za antifungalnu aktivnost od kloriranih
derivata te su se aktivnosti ovisno o poloZaju supstituenta kretale u nizu: 4-NO2 > 3-NO > 2-
NO: i 3-Cl > 4-Cl > 2-Cl. Priredene derivate 200 i 205 autori su izdvojili kao najzanimljivije
jer su pokazali dobru i antibakterijsku 1 antifungalnu aktivnost prema testiranim
mikroorganizmima.*

Vodeci se spoznajom da je moguénost utjecaja na transkripciju i replikaciju DNK jedna od
klju¢nih osobina antitumorskih lijekova, grupa turskih autora je priredila nove derivate

benzoksazola i benzimidazola te opisala istrazivanje njihove genotoksi¢nosti, odredene pomocu
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specificnog Bacillus subtilis rec testa, razvijenog za otkrivanje agensa koji uzrokuju ostecenje
DNK.*9 Ispitali su genotoksi¢nost 18 spojeva, od kojih 16 derivata benzoksazola (223 — 227,
229 — 233, 235 — 240) i 2 derivata benzimidazola (228 i 234), koji su prikazani na slici 2.8.

Benzoksazoli su priredeni u reakciji 4- ili 5-supstituiranih-2-aminofenola i odredenih
karboksilnih kiselina u PPA uz povisenu temperaturu (Shema 2.14). Benzimidazoli 228 i 234
su priredeni u reakciji supstituiranih 1,2-diaminobenzena i karboksilnih kiselina u
klorovodi¢noj kiselini (¢ = 6 mol dm=) uz povisenu temperaturu (shema 2.14). Rezultati
ispitivanja genotoksi¢nosti usporedeni su s mutagenom 4-nitrokinolin-1-oksidom (4-NQO) i
kemoterapeutikom cisplatinom. Nijedan od priredenih spojeva nije bio viSe genotoksi¢an od

cisplatina i 4-NQO, ali su spojevi 226, 231, 235 i 240 pokazali dobre rezultate genotoksi¢nosti,

otprilike istog reda veli¢ine, dok su autori spoj 231 izdvojili kao derivat s najboljim djelovanjem

na oStec¢enje DNK.

o]l NH, HOOC
T ) e Ii
O,N OH
212 213 223
R NH2  Hooc "
+ \>—Y
R= NH,, NO,, Cl =F, CHs, OC2H5 NH, 224 227
214 - 216 Y=-, CH,
217 - 220

HSCQNHZ HOOC@ \Ejt
+
NH, N
221 ';>_%:>

Shema 2.14. Sinteza derivata benzoksazola 223 - 227 i benzimidazola 228*°
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Slika 2.8. Strukture sintetiziranih benzoksazola i benzimidazola

Kako bi priredili metabolicki stabilnije spojeve s antiparazitskom aktivnoSéu prema

Trypanosoma brucei, grupa americkih autora je opisala strukturnu optimizaciju 65 novih

analoga 4-feniltiazola 241 (slika 2.9) i ispitivanje njihove antiparazitske aktivnosti.>

N
-

Slika 2.9. Struktura poc¢etnog aktivnog derivata benzamida 241 i novog derivata uree 242,

dobivenog optimizacijom strukture i aktivnosti®°
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Autori su napravili brojne strukturne modifikacije pocetnog aktivnog spoja 241, ukljucujuéi
zamjenu karbonila tiokarbonilom, promjenu fenilnog supstituenta u
piperidin/pirolidin/piperazin/azepan, modifikaciju alifatske poveznice i zamjenu tiazolskog
prstena benzotiazolskim, benzimidazolskim ili benzoksazolskim. Neki od derivata su prikazani
na slici 2.10. Usporedene su in vitro antiparazitske aktivnosti te je uspostavljen odnos strukture
I aktivnosti sintetiziranih spojeva. Aktivnost benzamida 241 je poveéana oko 30 puta zamjenom
jednog terminalnog fenila s piperidinom u derivatu 243. Modifikacijom etilne poveznice u
etilensku kod derivata 246 doslo je do gubitka aktivnosti. Promjenom heterocikli¢ke jezgre u
benzimidazolsku (247) i benzoksazolsku (248 i 249) nisu dobiveni aktivniji derivati, dok su
neki od sintetiziranih benzotiazola (242, 251 — 254) pokazali oko 10 puta vecu antiparazitsku

aktivnost od referentnog benzamida 241. Povecéanje aktivnosti je uofeno kod derivata
fluoriranih na drugom terminalnom fenilu te je najaktivniji spoj 244, dobiven modifikacijom

oba terminalna fenila, tako da je jedan zamijenjen piperidinom, a drugi je fluoriran.

ST Q»@E@ 80

Slika 2.10. Strukture sintetiziranih derivata benzamida 247 - 248 i uree 243 — 246, 249 — 254

Svim novopriredenim derivatima ¢ije su vrijednosti koncentracija potrebnih za in vitro
inhibiciju rasta 50 % stanica (ICso) bile manje od 1 uM, ispitana je citotoksi¢nost za ljudske
stanice jetre (HepG2) i limfocite (CRL-8155).%° Velika veéina spojeva nije bila citotoksi¢na za
zdrave ljudske stanice. Odabrani su najselektivniji spojevi, medu njima i derivati 242, 246, 251
— 254. Najbolju metabolicku stabilnost, definiranu kao vrijeme poluzivota u mikrosomima misa
I ljudske jetre, pokazali su derivati uree 242, 251 i 253. Neki od spojeva su testirani in vivo u
miSevima: provedena je farmakokineticka studija i studija prolaska krvno-mozdane barijere. U

obje studije se spoj 242 pokazao kao najbolji derivat te je zatim ispitana i njegova in vivo
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uc¢inkovitost, pracena kroz 60 dana, tako da je miSevima zarazenim sa Trypanosoma brucei, u
akutnom 1 kroni¢nom stadiju bolesti, dana odredena doza spoja 242. Svi zarazeni miSevi su
izlijeCeni nakon terapije. Najznacajnija otkri¢a predstavljena u ovom radu su obecavajuéi
bioloski podaci za spoj 242, koji je pokazao dobru in vitro aktivnost (ICso = 34,8 nM), nije bio
citotoksi¢an za dvije ljudske stani¢ne linije (CRL-8155 i HepG2), pokazao je obecavajucu
oralnu farmakokinetiku i izvrsne rezultate prolaska krvno-mozdane barijere te je oralnim
doziranjem ove molekule postignuto 100 %-tno izljecenje tripanosomijaze u modelu misa.
Autori su u spoju 242 pronasli dobrog kandidata za daljnja ispitivanja antiparazitske aktivnosti
priredene serije spojeva koja ukljuCuju sintezu dodatnih analoga, optimizaciju doze i $iru
farmakokineti¢ku studiju te utvrdivanje biokemijskih ciljeva djelovanja na T. brucei.>

Grupa kineskih autora je priredila derivate benzotiazola, benzimidazola i benzoksazola s
potencijalnim antitumorskim djelovanjem.>! Prethodno sintetizirani benzotiazoli 255 i 256,
priredeni od strane iste istrazivacke grupe, pokazali su obeéavajuéu antiproliferativnu aktivnost
in vitro za stanice raka jetre (HepG2) i debelog crijeva (HCT-116), ali zbog slabije topljivosti
nisu bili pogodni za in vivo istrazivanja.>! Autori su zatim priredili nekoliko analoga tih spojeva,
gdje su osim supstituenata promijenili i glavni heterociklicki prsten u molekuli, kako bi ispitali
vaznost benzotiazolskog prstena za antitumorsku aktivnost spojeva (slika 2.11). Novi analozi
spojeva 257 — 261 imali su antiproliferativnu aktivnost jednaku benzotiazolima 255 i 256, a
bolju topljivost, zbog ¢ega su predlozeni kao nova klasa spojeva s potencijalnim antitumorskim
djelovanjem. Prema rezultatima antiproliferativne aktivnosti na stani¢nim linijama HepG2 i
HCT-116, spoj 258 je odabran kao najbolji te je za njega provedeno istrazivanje na jo§ nekoliko
stani¢nih tumorskih linija: prostate (PC-3), grlica maternice (HeLa), jajnika (SKOV-3), plu¢a
(A-549 i H460), koze (A-375) i epitelnih stanica (A431), a pokazao je vrlo dobru
antiproliferativnu aktivnost prema svim stani¢nim linijjama u inhibitornim koncentracijama

(ICs0) 0d 1,1 — 6,2 M 5t
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Slika 2.11. Strukture benzazola 255 — 261°!

Grupa britanskih autora je objavila sintezu i istrazivanje 2-arilbenzoksazola kao potencijalnih
regulatora proizvodnje utropina, za lije¢enje misiéne distrofije. ° Priredili su velik broj derivata
benzoksazola u ciklokondenzacijskim reakcijama 2-aminofenola s karboksilnim kiselinama u

PPA te s acil-halogenidima uz mikrovalno zrac¢enje (shema 2.15).

. NH2 _ I
e @@ Shen 50

7
NH | / Rs 265
n e on 3

Rs 263 R 264

(i) ArCOOH, PPA, 120 - 190 °C ili ArCOCI, 1,4-dioksan, MW, 210 °C (8 - 97 %)
(i) ArCOOH, PPA, 180 °C ili RCOCI, 1,4-dioksan, MW, 210 °C (49 - 73 %).

(iii) R4COCI, piridin, s. t. ili R4COCI, Et3N ili i-ProNEt, DCM, s. t. (37 - 60 %)

(iv) Pd/C, H,, EtOAc, HOAc ili SnCl,, EtOH, 70 °C, s. t. ili Fe, NH,CI, EtOH (ili
THF), H,0, 70 - 80 °C (16 - 80 %)

(v) R4COCI, piridin ili i-ProNEt/Et;N, CH,Cl,, (4-dimetilaminopiridin), s. t. ili
R,COOH, HATU, piridin, DMF, s. t. (8 - 93 %)

Shema 2.15. Sinteza derivata benzoksazola 262 i 264 — 2650

Studiju priredenih derivata i ocekivane rezultate bioloske aktivnosti su temeljili na prethodno
sintetiziranom benzoksazolu 266 prikazanom na slici 2.12, koji je u koncentraciji od 0,7 uM

postizao 50 % maksimalne u¢inkovitosti (ECso) regulacije utropina.
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Slika 2.12. Struktura benzoksazola 266

Ispitivanjem odnosa strukture i aktivnosti spojeva, dosli su do zakljucka koji supstituenti na
kojim polozajima te koji dijelovi molekule su kljuni za aktivnost. Aktivnost spojeva
procijenjena je pomocu koncentracije potrebne za postizanje 50 % maksimalne ucinkovitosti
spoja. Pokazali su da amino i hidroksi skupina na arilnom supstituentu na polozaju C-2
benzoksazolskog prstena 266 nisu klju¢ne za aktivnost, a da je za bolju aktivnost preferiran
amidni ili sulfonilski supstituent na polozaju C-5 benzoksazolskog prstena. Daljnjim
ispitivanjem susptituenata na polozaju C-2 benzoksazolskog prstena, ustanovili su da su
preferirani p-klor-, p-fluor-, p-metoksi- i p-metilarilni supstituenti. Uz to, istrazeni su
heterociklicki sustavi benzimidazola, benzotiazola i benzofurana kao zamjena za
benzoksazolsku jezgru. Autori su uoéili slicne aktivnosti benzotiazola 269 i benzoksazola 267,
dok su odgovaraju¢i derivati benzimidazola 268 i benzofurana 270 bili znatno manje aktivni

(slika 2.13).1° Stoga su autori odluéili fokus zadrzati na benzoksazolima.

Y N
LSO
W)J\N X = e}

spoj R, R, ECsy / UM
ECSU l' },LM

Y 266 56-diMe 2-OH-4-NH,Ph 0,7

267 O N 0.4
271 S5-SO,Et naftalen-2-il 0,91

268 NH N 10
272 5-NHC(OYPr  3,4-diCIPh 1,5

269 S N 1.2
273 6-NHC(OYPr 3,4-diCIPh 4

270 O CH >30
274  5-SO,Et 3,4-diCIPh 3

Slika 2.13. Strukture i rezultati bioloske aktivnosti ispitanih benzazola 266 — 2740

Iz priredene serije benzoksazola, nakon in vitro ispitivanja aktivnosti i in vivo ispitivanja

stabilnosti i farmakokinetike, odabrali su nekoliko glavnih spojeva (266, 271 — 274) za razvoj

novih potencijalnih lijekova za misi¢nu distrofiju, od kojih je spoj 271 napredovao do klinickih

ispitivanja.?
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2.2. Amidini i njihov zna¢aj u medicinskoj kemiji

2.2.1. Struktura i sinteza amidina

Amidinska skupina je duSikov analog karboksilnih kiselina i1 estera, a u strukturi sadrzi dva
dusikova atoma medusobno povezana ugljikovim atomom. Jedan duSik je na C atom vezan
dvostrukom vezom, a drugi jednostrukom vezom s parcijalnim karakterom dvostruke veze.
Amidinska funkcijska skupina moze biti aciklicka (4) i ciklicka (5 — 6), a ciklicka moze
postojati kao dio heterociklickog prstena. Postoji ravnoteza izmedu rezonantnih strukturnih

oblika a i b prikazanih na slici 2.14.

©
N_R2 N_RZ
R~ ~— Ri~e
/N_R3 , —R3
R4 R4
4a 4b
S]
N N
R Jorg, < Ri—olors
R, R,
Sa Sb

Slika 2.14. Rezonantne strukture acikli¢kih (4) i ciklickih (5) amidina

Acikli¢ki amidini se, ovisno 0 broju i raspodjeli supstituenata na dusikovim atomima, mogu
podijeliti na: nesupstituirane, monosupstituirane, N,N'-disupstituirane, N,N-disupstituirane i
N,N,N'-trisupstituirane.>® Spektroskopski je dokazano da je u otopini moguca asocijacija dvije
ili vise molekula amidina, koje se povezuju intermolekulskim vodikovim vezama.*>® Ciklicki
amidini se razlikuju prema tome je li u prstenu amino (275a — 275d) ili imino (6a — 6b) skupina
ili su obje kao dio heterocikli¢kog sustava (5a, 5¢ — 5f) ukljucene u prsten (slike 2.15 1 2.16).

NH N
R1—1(N R JCHy),
N
| ICHa), H
275a - 275d §a. 8¢ - 8¢
n=1-4

5a n=0 izodiazirin

5c n=1 1,3-diazetidin

5d n=2 4,5-dihidro-1H-imidazol
Se n=3 3,4,5,6-tetrahidropirimidin
5f n=4 1,3-diazepin

275a n=1 aziridin
275b n=2 azetidin
275c n=3 pirolidin

Slika 2.15. Opc¢e strukture ciklickih amidina 5, 6 i 275
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278

Slika 2.16. Primjeri heterociklickih amidina: citozin (276), adenin (277), kafein (278) i
histidin (279)

Amidini su jake baze, jaCe od alifatskih amina te se u kiselom mediju protoniraju, pri cemu
nastaju amidinijevi kationi. Protoniranje se odvija na imino dusiku, a u jako kiselom mediju
mogucée je protonirati i drugi dusik.>® Amidinijev kation je simetri¢na struktura stabilizirana
rezonancijom. Rezonantne strukture i rezonantni hibridi kationa 280 i 281 su prikazani na slici
2.17.

H
HN-R, N
R—(® R1%~'—f®:(CHz)n
N-Rs N h=0-4
4 R2
280 281
HN-R, HN-R N® - §
Rz —R2
R—(  <~——»= R— R—< JCH,), =— R— JCH,),
N-R, N-R, N o
R4 Ry R, R,
280a 280b 281a 281b

Slika 2.17. Rezonantne strukture amidinijevih kationa 280 i 281

Amidini se mogu prirediti iz nitrila, amida, tioamida, Schiffovih baza, cijanamida i dr.>*
Najjednostavnija je priprava iz nitrila u reakciji s amonijakom, ali je uspje$na samo za manji
broj supstrata. Uobicajeno se iz nitrila amidini prireduju u reakciji S metalnim amidima ili
aminima te u Pinnerovoj reakciji u dva koraka preko reaktivnog meduprodukta
karboksimidata.>

Klasi¢na Pinnerova reakcija je najraSirenija metoda priprave amidina koja polazi od nitrila,
a odvija se kao kiselo katalizirana reakcija u dva koraka s meduproduktom karboksimidatnim
hidrokloridom (283), koji se naziva Pinnerova sol (shema 2.16). U prvom koraku reakcije nitril
se otapanjem u alkoholu s plinovitim klorovodikom prevodi u odgovarajué¢i karboksimidatni
hidroklorid, koji dalje moze reagirati s razli¢itim nukleofilima. Da bi nastao amidin (284), u

drugom koraku reakcija se provodi s primarnim aminima.

Lucija Pti¢ek Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled 22

® O
NH,Cl _, NH, o
— R'-OH/HCI R"-NH
R-C=N ¢ stoq= R ——*= R~©o C
282 OR' NHR"
Pinnerova sol 284

283

Shema 2.16. Pinnerova reakcija u kiselom mediju

Za supstrate ¢iji su karboksimidatni hidrokloridi izrazito nestabilni, postoji dodatni korak
Pinnerove reakcije.>® Karboksimidatni hidroklorid dobiven u prvom stupnju reakcije, prevodi
se u bazu (285) te nakon toga u drugom stupnju reagira s hidrokloridom amina da bi nastao
amidin hidroklorid (286) (shema 2.17).%®
R-C=N —R-OH RJ<NH NRCl, R%i:N@HzCI@

OR'

NaCOR'
282 NH;
85 286

Shema 2.17. Pinnerova reakcija u baznom mediju

Na iskoristenje reakcije utjecCe nekoliko parametara: struktura pocetnog supstrata, bazi¢nost i
koli¢ina amina, vrsta i koli¢ina alkohola. U Pinnerovoj reakciji su preferirani supstrati s
Uobicajeno je da amina u reakciji ima u suvisku, s obzirom na to da je tako ravnoteza reakcije
pomaknuta na stranu produkta. Uz veliki suvi$ak amina i produljeno vrijeme reakcije moguc¢ je
nastanak N,N'-disupstituiranih i cikli¢kih amidinskih produkata.>* Uglavnom se Koriste
ekvimolarni omjeri nitrila i alkohola, ali je moguée dobiti produkt u visokom iskoriStenju i uz
suvisak alkohola.>® Mogu se koristiti razli¢iti primarni alkoholi, ali i sekundarni alkoholi poput
izopropanola.®

U modificiranoj Pinnerovoj reakciji, prikazanoj na shemi 2.18, umjesto alkohola je moguce
koristiti tiol. Kao meduprodukt nastaje tioimidat (288), koji u reakciji s primarnim aminom daje
amidin (289).

NH R3sNH NH
R;—C=N + R,-SH R—{ e R4
282 287 288 SR, 289 NHRs

Shema 2.18. Modificirana Pinnerova reakcija s tiolom

Amidini se iz nitrila mogu prirediti i u reakciji s organometalnim spojevima, primjerice za
dobivanje N-arilamidina. U reakciji prikazanoj na shemi 2.19, N-arilamidin (293) nastaje iz

benzil-cijanida (290) i litijevog arilamida (291).
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Shema 2.19. Priprava N-arilamidina u reakciji nitrila s metalnim amidom

Nitrili mogu reagirati s aminima da bi nastali amidini, ako se prethodno s Lewisovim kiselinama
prevedu u kompleks, koji bi se mogao nazvati nitrilijeva sol. Obi¢no se koriste FeCls ili AICIs,

nakon ¢ega slijedi reakcija nastalih kompleksa s aminima (shema 2.20).%’

® 0 ®
FeCl . R—C=N=FeCl; —2%» R,~C=N-R,FeCly 5 iiRs . 0 (o1 R1‘/<
294 295 296 NR;R,
R;—C=N
28
282 NH
AICI, _® 0O 1. NHR;R
Ri—C=N-AlCl; 51 55Gm Ri
297 298 NR;R;

Shema 2.20. Priprava amidina uz Lewisove kiseline FeCls ili AICIs%

Priprava amidina iz amida i tioamida ukljucuje aktivaciju supstrata na na¢in da se modificira
karbonilna, odnosno tiokarbonilna skupina pri ¢emu se ona prevodi u imidoil-klorid, odnosno
tioimidoil-klorid pomocu reagensa kao $to su fosforov(V) klorid, fosforov(V) oksiklorid ili
tionil-klorid.>* Aktivirana karbonilna/tiokarbonilna skupina dalje moZe reagirati s primarnim ili
sekundarnim aminima da bi nastao amidin. Jedan primjer je prikazan na shemi 2.21, a ukljucuje
prevodenje karbonilne skupine u imidoil-klorid (300) s fosforovim(V) kloridom, koji zatim

reagira s amonijakom, primarnim ili sekundarnim aminom da bi nastao amidin (301).

j\ PCly )NLRQ NHR3R4 J\Fz
R~ "NHR, Ry ~Cl R "NR;R,

2 300 301

(I=}

Shema 2.21. Priprava amidina iz amida, uz aktivaciju karbonilne skupine fosforovim(V)

kloridom

Sli¢no se amidini mogu prirediti iz laktama, kada se karbonilna skupina aktivira fosforovim(V)
oksikloridom, nakon ¢ega moze reagirati s aminima ili tioamidima da bi nastali amidini,

odnosno tioacilamidini (shema 2.22).%
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Shema 2.22. Priprava amidina 304 i tioacilamidina 305 iz laktama 302°*

2.2.2. Bioloska aktivnost amidina

Amidinska strukturna jedinica pojavljuje se u obliku supstrata, meduprodukta ili produkta u
nekoliko bioloski vaznih ciklusa, primjerice biosintezi purina i katabolizmu histidina.® Biologki
aktivni derivati amidina s antivirusnim djelovanjem su izolirani iz razli¢itih mikroorganizama,
a ovdje su izdvojeni metaboliti amidinomicin (306) i noformicin (307) aktivni protiv virusa

influence (slika 2.18).%8 %
H:N,,

HN—\_/<NH HN—\_4NH

306 NH, 07 NH,

Slika 2.18. Strukture mikrobioloskih amidinskih metabolita amidinomicina (306) i
noformicina (307)

Vecina sintetiziranih bioloski aktivnih derivata amidina istraZivana je u svrhu pronalaska novih
antibakterijskih, antifungalnih i antiparazitskih lijekova,® a veliki broj struktura je sadrzavao
dvije benzamidinske skupine odvojene nekom strukturnom jedinicom, koja se satojala od
jednog ili vise atoma. Spomenutu strukturu ima lijek Pentamidine (308), koji se koristi za
lijeenje upale pluéa uzrokovane bakterijom Pneumocystis carinii.®® Istrazivanja
antiparazitskog djelovanja klasi¢nih aromatskih diamidina zapocela su sredinom 20.-og stoljeca
te su dovela do otkri¢a pentamidina (308) i drugih aromatskih diamidina, koji su bili u¢inkoviti
protiv humanih africkih tripanosoma (HAT) i nekih vrsta leiSmanijaze, ali je pentamidin ostao
jedini s klinickom vrijedno§¢u. Ograni¢enje ve¢ine diamidina je njihova slaba bioraspoloZivost,
koja se moze pripisati visokoj pKa vrijednosti amidinske funkcionalne skupine (10 — 12).
Arilimidamidi (AIA) ili ,,obrnuti“ amidini imaju nize pKa vrijednosti (7 — 8) od klasi¢nih
aromatskih amidina, zbog cega pokazuju bolju bioraspolozivost te su potencijalni novi

antiparazitski lijekovi.®* Derivati amidino-supstituiranih tereftalanilida istaknuli su se kao
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potencijalni antivirusni®® ®2 i antitumorski® agensi, a jedan od derivata tereftalanilida 309 je

NH NH

08

0O 0]

N N
e S 4
N Cl N
H 309 H

Slika 2.19. Strukture pentamidina 308 i tereftalanilida 309

prikazan na slici 2.19.

(%]

Spojevi koji u strukturi sadrze amidinsku funkcionalnu skupinu, istrazuju se i kao ligandi koji
se selektivno vezu u mali utor DNK sa sklono$¢u za prepoznavanje sekvenci bogatih A — T
parovima baza, ali mehanizam njihovog djelovanja jo§ nije odreden.’® Veliki doprinos
razumijevanju mehanizma djelovanja amidinskih derivata dala su istrazivanja afiniteta vezanja
na molekule DNK i RNK, predvodena dvjema americkim grupama: David W. Boykinovom i
Richard R. Tidwellovom, koje se bave sintezom aromatskih diamidinskih dikationskih
molekula i istrazivanjem njihove bioloske aktivnosti od 70 — ih godina dvadesetog stoljeca te
su zasluzne za odredivanje sposobnosti odredenih aromatskih diamidina da se selektivno vezu
u mali utor DNK, na mjesta bogata A — T parovima baza, i na taj na¢in inhibiraju jedan ili vise
DNK — ovisnih enzima kao $to su topoizomeraze.®* ¢’

Zbog obecavajuce antimikrobne i antiparazitske aktivnosti, ali slabije bioraspolozivosti i
visoke toksi¢nosti, sintetizirani su mnogi amidinski analozi i derivati kojima je ispitana bioloska
aktivnost in vitro i in vivo kako bi se poboljsala njihova selektivnost i farmakoloska svojstva.
Vecina tako skupljenih podataka moze pridonijeti budu¢em dizajnu i optimizaciji strukture
amidinskih dikationskih spojeva kao novih kandidata za lijekove, prvenstveno antiparazitske
gdje su amidini dosad najvise istrazivani.

Doprinos boljem razumijevanju nacina vezanja na polinukleotidni lanac DNK, dala je
grupa ameri¢kih autora sintetiziraju¢i nove diamidinske derivate.%® % Ranija ispitivanja
furamidina (310), toksi¢nog diamidina, pokazala su da se on veze u mali utor DNK, pri ¢emu
su najve¢i doprinos afinitetu vezanja imale elektrostatske i Van der Waalsove interakcije,
vodikove veze i radijus zakrivljenosti molekule. Kako bi pokusali povecati afinitet vezanja u

mali utor DNK, a smanjiti toksi¢nost, autori su sintetizirali amidino-supstituirani benzimidazol
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311 i jos dva analoga furamidina s prosirenim aromatskim sustavom za koje se ocekivalo da ¢e
povecati Van der Waalsove interakcije u manjem utoru DNK, a pritom i prepoznavanje parova
baza.®® Promjene u strukturi furamidina su ukljudivale zamjenu oba fenilenska prstena
benzimidazolskim prstenom (312) te dodavanje benzimidazola na krajnje poloZaje fenila (313).

Tako su dobiveni derivati razli¢ite duljine molekula, ¢ije strukture su prikazane na slici 2.20.

p 0,

b-\

Y@QY B
1 N\ O ° O /N
p—NH 313 HN
NH HN

Slika 2.20. Strukture bis-amidinskih derivata 310 — 313%°

NH,

Afinitet za vezanje na DNK, odnosno odredene sekvence parova baza, autori su procijenili
pomocu eksperimenta temperature mekSanja oligonukleotida s razli¢itim duljinama A — T
sekvenci (tablica 1). Usporedbom afiniteta furamidina (310) i njegova tri analoga (311, 312,
313) za DNK, odnosno tri oligomera razli¢ite duljine s razli¢itim brojem A — T parova baza,

utvrdeno je da afinitet raste s povecanjem aromatskog sustava.

Tablica 1. Vrijednosti promjene temperature meksanja oligonukleotida 1, 2 i 3 prilikom

interakcije s derivatima 310 — 313 i njihova antimikrobna aktivnost in vivo za Pneumocystis

carinii®
Spoj
Oligonukleotid

310 311 312 313
o 1: d(CGCGAATTCGCG), 8,3 10,0 11,7 -2
O\E 2: d(CGAAATTTAG): 12,6 14,1 17,1 -1,5
|_
< 3: d(GAAAATTTTCGAAAATTTTC);, 7,3 14,8 18,0 29,6

antimikrobna aktivnost/ %
2,1¢ 51,04 1,8° 180f
cista/ g pluéa®

2doslo je do talozenja kompleksa oligonukleotid 1-313
b postotak (%) od kontrolnog uzorka

¢ doza od 13,3 umol/kg; ¢ doza od 5,0 umol/kg; ¢ doza od 10,0 pmol/kg; f doza od 7,1 pmol/kg
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Derivati 311 i 313 imali su veci afinitet vezanja za najkraéi oligonukleotid 1 od furamidina, dok
je najduzi derivat 313 uzrokovao taloZenje kompleksa. Sli¢an trend rezultata uocen je i za
oligonukleotid 2, medutim derivat 313 je u ovom slucaju destabilizirao oligonukleotid. Tek je
s najduzim oligonukleotidom 3 uocena potpuna pravilnost povecanja afiniteta od furamidina
(310) prema derivatu 313. Autori su pretpostavili da je vezno mjesto kod kra¢ih oligomera 1 i
2 premalo za najduzi derivat 313, radi Cega on radije stvara agregate intermolekulskim
interakcijama, dok kod oligomera 3, ¢ije je vezno mjesto dovoljno veliko, njegov stabilizacijski
uc¢inak dolazi do izrazaja. U tablici 1 prikazani su i rezultati antimikrobne aktivnosti in vivo
derivata 310 — 313 za Pneumocystis carinii, prikazani kao udio cista u tkivu pluéa, iz kojih je
vidljivo da, osim furamidina, samo derivat 312 pokazuje znacajnu antimikrobnu aktivnost. S
obzirom na rezultate, zakljueno je da proSirenje aromatskog sustava ne doprinosi
antimikrobnoj aktivnosti ove skupine spojeva.

Ista grupa autora priredila je 2 derivata furamidina (310): furan 316 i tiofen 317 kao analoge
ranije sintetiziranog amidinskog derivata 311 (shema 2.23). Oba benzoksazolska derivata su
priredena viSestupnjevitom sintezom, a u zadnjem koraku su bis-nitrili 314 i 315 prevedeni u
bis-amidine 316 i 317, pri ¢emu je za uvodenje amidinskog supstituenta na derivatu 317

kori$tena Pinnerova reakcija.®

/ \ o / \ N NH,
o NH
HN 216
/Q/O\(D/ (iv) - (v) ZNW/Q/O\(@

(i) NH,OH/HCI, KO-t-Bu, DMSO; (ii) Ac,0, HOAG; (iii) Hy, Pd-C, HOAC; (iv) HCI, EtOH; (v) NHa, EtOH

|w

Shema 2.23. Zavrsni korak sinteze benzoksazolskih derivata 316 i 31758

Ispitivanja interakcija spoja 311 s DNK pokazala su da se on kao dimer veze u mali utor DNK,
preferirano na mjesta bogata G — C parovima baza, §to je bilo u suprotnosti s prethodnim
rezultatima za amidinske derivate furana, koji su se vezali kao monomeri na mjesta bogata A —
T parovima baza.®® Kako bi shvatili koje strukturne znacajke doprinose stvaranju dimera i
sklonosti prepoznavanja odredenih sekvenci unutar polinukleotidnog lanca DNK te testirali
vaznost vodikove veze u stvaranju dimera, autori su benzimidazolski prsten zamijenili
benzoksazolskim u derivatima 316 i 317, dok su derivatu 317 promijenili furansku jezgru

molekule u tiofensku. Rezultati ispitivanja interakcija s DNK su prikazani u tablici 2.
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Tablica 2. Interakcija derivata 311, 316 i 317 s polinukleotidima: temperatura meksanja (ATm)
polinukleotidnog lanca dAdT; konstante stabilnosti (Ks) kompleksa oligonukleotida 1% i 2-1° s
derivatima 311, 316 i 317%

Spoi ATw/ °C Ks Ks Stvaranje
bol poli-dAdT  oligonukleotid 1¢  oligonukleotid 2-1°  dimera

311 22,4 2,1 x 107 2,0 x 107 +

316 13,3 3,5x10° 2,2 x10° -

317 17,0 7,4 x 10° 4,7 x 10° -
2 oligonukleotid 1: 5'-CGAATTCGTC
GCTTAAGCAG
b oligonukleotid 2-1: 5-CTATGACTC
GATACTGAG

Prema dobivenim rezultatima eksperimenta temperaturne stabilnosti s polinukleotidom dAdT,
autori su zakljucili da derivati 316 i 317 imaju manji afinitet za vezanje na sekvence bogate A
— T parovima baza na molekuli DNK, od ranije priredenog derivata 311. Novi benzoksazolski
derivati nisu stvarali dimere prilikom vezanja u manji utor DNK, na temelju ¢ega su autori
zakljucili da bi benzimidazolski prsten mogao biti vazan za stvaranje vodikovih veza prilikom
vezanja dimera u manji utor DNK.

Kako bi bolje istrazili molekularnu osnovu vezanja heterocikli¢kih kationa u mali utor
DNK, odnosno interakcije diamidina razlicite strukture s A — T sekvencama u manjem utoru
DNK, grupa medunarodnih autora priredila je seriju heterociklickih spojeva supstituiranih
amidinima (318 — 321) i ,,obrnutim amidinima* (322 — 330) (slika 2.21).”* Amidinski derivati,
sintetizirani kako bi se ciljano vezali u manji utor DNK, imaju amidinski ugljik povezan sa
srediSnjim heterociklickim sustavom, dok u obrnutoj orijentaciji vezu daje amidinski dusik.
Obrnuti sustav ima veci diedarski kut, kao i modificirani prostorni odnos s utorom
polinukleotidnog lanca DNK u odnosu na amidine, zbog ¢ega je ocekivano da bi takvi spojevi
mogli imati smanjeni afinitet vezanja za DNK u odnosu na amidine, $to je i pokazano za spoj
323, ¢iji sredis$nji dio molekule je furan. Spoj 322, koji umjesto furana ima pirol, nije pokazao
manji afinitet vezanja na DNK. Istrazivanja kompleksa DNK-322 su pokazala da je on u
manjem utoru vezan vodikovom vezom preko vodika iz pirola za timin, zbog ¢ega teze disocira
iz kompleksa. Jedan od prvih prouc¢avanih diamidina, furamidin 310, takoder stvara vodikove
veze s timinom prilikom vezanja u manji utor DNK, te je pokazano da je njegov afinitet vezanja

na A — T parove baza 100 puta veéi nego za vezanje na G — C parove baza.”
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Slika 2.21. Strukture bis-amidina 310, 318 — 321 i ,,obrnutih** bis-amidina 322 — 330"

Prema zakrivljenosti molekule, spoj 310 nije idealan kandidat za vezanje u manji utor DNK, a
isto je pokazano za spoj 311. Puno boljim kandidatom, s 10 puta ve¢im afinitetom vezanja od
310 i 311, pokazao se diamidin 318, koji u sredisnjem dijelu molekule umjesto furana ima
tiofen, manji mu je radijus zakrivljenosti te prilikom vezanja u manji utor DNK stvara vodikovu
vezu pomoc¢u amidinskih vodika i vodikovog atoma iz benzimidazolskog prstena. Navedeni
rezultati su dali naslutiti da je za vezanje i interakciju s nukleotidnim bazama u manjem utoru
DNK vazan oblik molekule koja se veze te polozaj supstituenata, a pogotovo onih koji utjecu
na zakrivljenost moleukule. Zanimljivo je otkri¢e da se relativno planarni spoj 319 veze na
mjesta bogata A — T parovima baza u DNK molekuli 10 puta jade nego spoj 320."
Rendgenskom difrakcijom je utvrdeno da se uz spoj 319, prilikom vezanja u manji utor, veze i
jedna molekula vode, ¢ime se dobiva pogodna zakrivljenost te se stvaraju vodikove veze, zbog
ega je njegov afinitet vezanja velik.”* Svi navedeni rezultati su pokazali da i male strukturne

promjene spojeva mogu imati jak utjecaj na prepoznavanje DNK sekvenci. Kako bi prosirili
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istrazivanje molekularnog prepoznavanja, autori su sintetski modificirali spoj 310 i proveli
detaljna strukturna i termodinamicka ispitivanja novih ,,obrnutih“ diamidina u kompleksu s
DNK. Eksperimenti temperature meksanja polinukleotida omogudili su im brzu procjenu
relativnih afiniteta vezanja spojeva za DNK. Promjene vrijednosti temperature meksanja za
komplekse ,,obrnutih diamidina“ (322 — 330) s polinukleotidom poli (dA) — poli (dT)

usporedeni su s onima za referentni spoj 321 pri istim uvjetima (tablica 3).

Tablica 3. Vrijednosti promjene temperature meksanja za oligonukleotid d(GCGAATTCGC).
i polinukleotid poli (dA) — poli (dT) sa spojevima 310 i 321 — 330"

5p0j AT/ °C? AT/ °CP
d(GCGAATTCGC),  poli (dA) — poli (dT)
310 11,4 24.8
321 10,0 18,8
322 18,0 24.1
323 11,0 20,0
324 18,0 24,0
325 20,0 25,0
326 15,0 22,0
327 8,0 11,0
328 10,0 14,0
329 8,0 12,0
330 6,0 12,0

2 omjer koncentracije spoja i oligonukleotida r=1
b omjer koncentracije spoja i polinukleotida r=0,3

Kompleks poli (dA) — poli (dT) s pirolom 322 odmotavao se na oko 94 °C, §to je znacajno vise
nego za srodni derivat furana 323. Zamjena fenila 322 s metilom u ,,obrnutom* amidinu 329 je
rezultirala velikim smanjenjem Tm. Konverzija pirola u N-metilpirol 328 je imala isti u¢inak,
dok dodavanije etila i t-butila na terminalne fenile u 324 i 325 nije gotovo uopc¢e utjecalo na Tm.
Vrijednosti ATm za sve spojeve bez pirolske ili terminalne fenilne skupine bile su nize nego kod
322 i ukazuju da su i pirol i terminalni fenili potrebni za vee poveéanje afiniteta vezanja na
DNK. Dodatno, CD spektroskopijom je praceno vezanje spojeva 322, 323 i 328 na oligomer
d(GCGAATTCGC)2. Nakon dodavanja spojeva u otopinu oligonukleotida, nastali su jaki
pozitivni inducirani CD signali (ICD) pri apsorpcijskom maksimumu blizu 340 nm, Sto je
karakteristi¢no za vezanje u manji utor DNK te je time potvrdeno da se svi priredeni derivati
vezu u manji utor za sekvence bogate A — T parovima baza.

Novija istrazivanja bioloske aktivnosti jo§ uvijek ukljucuju aromatske diamidine, a

usmjerena su na QSAR analizu te analizu in vitro, in silico i in vivo rezultata. Nedavno je
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objavljeno istrazivanje aktivnosti aromatskih diamidina 331 — 335 (slika 2.22) prema
Trypanosoma cruzi parazitima.”? S obzirom na to da antitripanosomski lijekovi Nifurtimox
(336) i Benznidazole (337) (slika 2.23) jos uvijek imaju ograni¢enja kao $to su toksi¢nost i niska
ucinkovitost u kasnijoj fazi bolesti, autori su istrazivanje proveli s ciljem brzeg pronalaska

novih ucinkovitih molekula s antitripanosomskim djelovanjem.
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Slika 2.22. Strukture aromatskih diamidina 331 — 335

A\

|Ln)
) O
-3 Z‘-

&

H. _ © NO,
0 §=0 2 N
O,N XN N N /ﬁr N
\@/\N - \_J \—/ 3
Nifurtimox Benznidazole
336 337

Slika 2.23. Strukture lijekova Nifurtimoxa (336) i Benznidazola (337)

Prvo su proveli in vitro ispitivanja antitripanosomske aktivnosti spojeva, pri ¢emu su se derivati
331, 334 i 335 pokazali kao najaktivniji, a derivat 333 kao najselektivniji.”> Zatim su proveli in
silico analizu adsorpcije, distribucije, metabolizma, izlu¢ivanja i toksi¢nosti priredenih spojeva
koriste¢i se razli¢itim dostupnim web alatima (admetSAR, ACD/I-Lab, Pred-hERG i
PROTOX) za predvidanje i optimizaciju kemijskih svojstava. Predvidanja su pokazala da su
svi derivati negenotoksi¢ni i nekancerogeni. Imali su povoljan volumen distribucije, umjerenu
apsorpciju u ljudskom crijevu, prihvatljivu toksi¢nost za glodavce te malu vjerojatnost
nespecifiénog vezanja u organizmu. Takoder su odredene potencijalne mete i mehanizam
djelovanja, a DNK je izdvojena kao najvjerojatnija meta. Autori su koristili skenirajucu i

transmisijsku elektronsku mikroskopiju kako bi identificirali morfoloske promjene koje se
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dogadaju na parazitskim organizmima prilikom njihovog izlaganja derivatima 333 — 335.
Vodeci se dobrim rezultatima, koji su potkrijepili prethodne jake in vitro aktivnosti, autori su
proveli in vivo ispitivanja derivata 333, koji se u ve¢im dozama pokazao kao vrlo toksi¢an uz
nekoliko letalnih nuspojava. U manjim dozama nije bio toksi¢an, ali je imao manju u¢inkovitost
od ocekivane. U svrhu pronalaska novih, manje toksi¢nih spojeva za daljnja istrazivanja
antitripanosomskih lijekova, svi navedeni alati mogu posluziti za brzu optimizaciju i dizajn
aktivnih molekula, a pogotovo bi se doprinos in silico analize mogao znacajno povecati te je
ocekivano da ¢e postati dijelom svakog istrazivackog procesa otkrivanja novih bioloski aktivnih

spojeva.

2.3. Antiproliferativna aktivnost amidino-supstituiranih derivata
benzazola

U okviru naseg laboratorija, objavljena je sinteza i istraZivanje antiproliferativne aktivnosti
diamidino-supstituiranih derivata fenilbenzotiazolil- te benzotiazolil- furana i tiofena.”
Priredena je serija novih diamidino-, diizopropilamidino- i diimidazolinil-supstituiranih
derivata fenilbenzotiazolil- i dibenzotiazolil- furana i tiofena. Asimetri¢ni derivati diamidino
monobenzotiazola priredeni su iz dicijano derivata monobenzotiazola 338 i 339 u Pinnerovoj
reakciji. Simetri¢ni derivati diamidino benzotiazola su priredeni iz amidino-supstituiranih 2-
aminotiofenola u reakciji s 2,5-furan- i 2,5-tiofenkarboksilnim kiselinama u PPA uz povisenu

temperaturu. Priredenim derivatima 340 — 343 i 345 — 347 (slika 2.24) je ispitana

antiproliferativna aktivnost in vitro na nekoliko tumorskih stani¢nih linija i zdravim stanicama
ljudskih fibroblasta. Takoder je ispitana njihova sklonost vezanja na DNK i selektivnost prema
odredenim sekvencama polinukleotidnog lanca te su napravljeni eksperimenti stani¢ne

distribucije odabranih spojeva (341 i 343).
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Slika 2.24. Strukture derivata benzotiazolila 338 — 3477

Testirani spojevi su pokazali izvrsnu antiproliferativnu aktivnost in vitro. Derivati supstituirani
imidazolinskim amidinom te derivati s tiofenskom jezgrom bili su u korelaciji s pove¢anom

antiproliferativnom aktivno$¢u. Spojevi 342, 343, 345 i 347 su bili najaktivniji, ali isto tako

neselektivni i citotoksi¢ni. Spojevi 341 i 343 su odabrani za daljnja bioloska ispitivanja te je na
temelju CD titracija ct-DNK procijenjeno da se vezu u mali utor DNK. Oba spoja bila su sklona
nuklearnoj subcelularnoj lokalizaciji, te je predlozeno da njihov mehanizam djelovanja
ukljuéuje izravnu inhibiciju replikacije DNK i indukciju apoptoze.”™

Takoder su u okviru naSeg laboratorija priredeni fenilen-bisbenzotiazoli te je istrazena
njihova antiproliferativna aktivnost i vezanje na DNK.® Derivati benzotiazola 353 — 358
priredeni su u kondenzacijskoj reakciji S-amidinij-2-aminobenzotiolata (348) i 5-(imidazolinij-
2-il)-2- aminobenzotiolata (349) s aromatskim karboksilnim kiselinama (350 — 352) te su
izolirani u obliku hidrokloridnih soli (shema 2.24). Antiproliferativna aktivnost priredenih
derivata ispitana je na Sest tumorskih stani¢nih linija i zdravim stanicama ljudskih fibroblasta.
Najaktivnijim se pokazao derivat 356, koji je neselektivno inhibirao rast svih tumorskih stanica,
a najmanje aktivan je bio derivat 358, koji je inhibirao rast stanica tek pri visokim
koncentracijama. Derivat 354 bio je selektivan za tumorske stanice karcinoma dojke (SK-BR-
3) bez izraZzenog citotoksicnog efekta na zdrave ljudske stanice. Za daljnja istraZivanja vezanja
na DNK i mehanizma djelovanja u stanici izabrani su spojevi 354 i 356 te je potvrdeno da oba
spoja induciraju apoptozu tumorskih stanica.®® Prema rezultatima spektroskopskih mjerenja i
istrazivanja sklonosti vezanja spojeva na polinukleotidni lanac DNK, zakljuceno je da se spoj

356 veze u mali utor preferencijalno na mjesta bogata A — T parovima baza, dok spoj 354 nije
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pokazao znacajnu interakciju s molekulom DNK. Najveca vaznost ovog istrazivanja pripisana
je otkri¢u derivata benzotiazola 354, koji je pokazao selektivnost za odredene tumorske stanice
1 nisku citotoksicnost za zdrave ljudske stanice Sto ga ¢ini dobrim kandidatom za daljnju

optimizaciju strukture i istrazivanja bioloSke aktivnosti.
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Shema 2.24. Sinteza derivata benzotiazola 353 — 358%

U okviru nase grupe, priredeni su i novi derivati benzotiazola i benzimidazola, kojima je
ispitana antioksidativna aktivnost.” Priredeno je 16 novih amidino-supstituiranih derivata
benzotiazola (363 — 370) i benzimidazola (373 — 380) (shema 2.25) te im je ispitana
antioksidativna aktivnost in vitro, pri ¢emu su koristena tri razli¢ita bioloska testa kako bi se
Sto bolje procijenila to¢nost dobivenih rezultata. Namjera je bila prouciti SAR, odnosno utjecaj
broja metoksi i hidroksi skupina na fenilnom prstenu, utjecaj heteroaromatske jezgre vezane za
fenilni prsten te utjecaj vrste amidinske skupine na antioksidativno djelovanje. Pokazalo se da
najveci utjecaj na aktivnost ima broj hidroksilnih skupina i vrsta amidinskog supstituenta.
Najbolje antioksidativno djelovanje imali su trihidroksi-supstituirani derivati 366, 370, 376 i
380. Takoder je primijeceno da derivati s nesupstituiranom amidinskom skupinom pokazuju
bolju aktivnost u usporedbi s derivatima koji imaju 2-imidazolinilsku amidinsku skupinu. Nije
bilo znacajne razlike u antioksidativnoj aktivnosti benzotiazola i benzimidazola, a svi dobiveni
rezultati upucuju na to da se sintetizirana serija moze iskoristiti kao dobar pocetak za razvoj i

optimizaciju novih derivata s antioksidativhom aktivnos$cu.
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Shema 2.25. Sinteza amidino-supstituiranih benzotiazola 363 — 370 i benzimidazola 373 —
@74

Nasa grupa je objavila detaljno istrazivanje antitumorske aktivnosti i interakcije s DNK
amidino-supstituiranih derivata benzimidazola 426 — 455 (slika 2.25).” Prijasnji rezultati su
pokazali da pozitivno nabijeni amidinski supstituenti kroz vodikove veze i elektrostatske
interakcije znac¢ajno doprinose stabilnosti kompleksa spoja s negativno nabijenim bioloSkim
molekulama kao §to su to nukleinske kiseline.”® Priredeni su amidino-supstituirani stiril-2-
benzimidazoli i benzimidazo[1,2-a]kinolini klasiénom kondenzacijskom reakcijom u

apsolutnom etanolu uz poviSenu temperaturu te fotokemijskom dehidrociklizacijom.
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444 X=R,=H, Ry=CN 455 10-R,=CN, R,=H

Slika 2.25. Sinteza cijano- i amidino-supstituiranih derivata 2-stirilbenzimidazola (426 — 444)
i benzimidazo[1,2-a]kinolina (445 — 455)"°

Kako bi preliminarno ispitali interakciju spojeva s dvostrukom uzvojnicom DNK, provedeni su
eksperimenti temperature meksanja polinukleotidnog lanca DNK. Rezultati su pokazali da
ciklicki derivati 445 — 452 znacajno stabiliziraju polinukleotid DNK (ATm= 3,2 — 5,2 °C), dok
je utjecaj aciklickih derivata 426 — 427, 430 — 431, 434 — 435 i 438 — 439 bio zanemariv (ATm=

-0,5—1,4 °C).” Spojevi 431 i 446, oba supstituirana imidazolinilskom amidinskom skupinom,
bili su izabrani predstavnici acikli¢kih, odnosno cikli¢kih derivata za detaljnije ispitivanje
interakcije s DNK. Prema rezultatima spektroskopskih titracija (UV-vis, fluorescencija, CD)
zakljuceno je da se aciklicki derivat 431 veze u mali utor DNK, dok cikli¢ki derivat 446
interkalira u DNK.™ Svi sintetizirani spojevi pokazali su dobru i izvrsnu antiproliferativnu
aktivnost prema nekoliko tumorskih stani¢nih linija, a derivat 440 je bio najaktivniji medu
aciklickim derivatima. Svi ciklicki derivati bili su do ¢ak 10 puta aktivniji, $to je u korelaciji s
pretpostavkom da interkaliraju u DNK, ali neselektivno. Takoder su pokazali jacu
citotoksi¢nost u usporedbi s komercijalnim kemoterapeutikom etopozidom. Najaktivniji
ciklicki derivat je bio imidazolinil-supstituirani benzimidazo[1,2-a]kinolin 446. Aciklicki
derivati su pokazali odredenu razinu selektivnosti i manju citotoksi¢nost prema zdravim
ljudskim stanicama. Cijano-supstituirani derivat 455 je imao iznimno jak i selektivan

antiproliferativni ucinak prema stani¢nim linijama karcinoma grlica maternice (HeLa).
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Odabrani derivati 431 i 446 ispitani su kao potencijalni inhibitori enzima topoizomeraze 11 te
se pokazalo da oba strukturno razlicita analoga djeluju kao kataliticki inhibitori topoizomeraze
II, koja je vazna za proces replikacije i transkripcije DNK. Amidino-supstituirani derivati
benzimidazo[1,2-a]kinolina 445 — 452 istaknuli su se kao obecavajuca serija novih interkalatora
I inhibitora topoizomeraze I1.

U okviru nase grupe takoder je opisana sinteza razli¢itih amidino-supstituiranih derivata 2-
fenilbenzotiazola i 2-fenilbenzimidazola.”® Priredeni su benzotiazoli 460 — 467 i benzimidazoli
468 — 475 (shema 2.26), kojima je ispitana antiproliferativna aktivnost in vitro na tri ljudske
tumorske stani¢ne linije te su pokazali umjereno do jako antiproliferativno djelovanje, pri ¢emu
su derivati benzotiazola bili aktivniji od benzimidazola, a neki od testiranih derivata su pokazali

selektivnost prema stanicama raka kao i vrlo nisku citotoksi¢nost.

R, R,
NH, o) 0 N
R D
® o * R ®/©[s Ro
HAm S H HAM™ o
348 - 349 56 - 459 Cl 460 - 467

NH,
348 Am=—(
NH

N
349 Am=—<\N]

456 R,=H, R,=CN
457 R,=H, R,=Cl|
ﬂ R1=H, R2=CF3
459 R,=R,=OH

(i) 1. CH3;COOH, refluks, 3 h; 2. HCI, s. t., 1h

R1
) -
O
H
456 - 459

456 R,=H, R,=CN
ﬂ R1=H, R2=C|
ﬂ R1=H, R2=CF3
459 R,=R,=OH

(i) EtOH aps., refluks; p-benzokinon

Shema 2.26. Amidino-supstituirani benzotiazoli 460 — 467 i benzimidazoli 468 — 475"

460 R,=H, R,=CN “
461R=H,R,=Cl | o _ M
262 R,=H Ro=CF, [ ™
463 R,=R,=OH

464 R,=H, R,=CN H
465 R,=H, R,=C| N
466 R,=H, R,=CF, Am=— ]
467 R,=R,=OH

Ry
® AN
HAm— || R,
~"NH
S
Cl 468 -475

468 R,=H, R,=CN
469 R1=H, R,=Cl Am=—<NH2

ﬂ R1=H, R2=CF3 NH
471 R;=R,=OH
472 R,=H, R,=CN H

473 R,=H, R,=Cl|
474 Ry=H, R,=CF;
475 Ry=R,=OH

N
Am=_<\Nj

Pokazano je da vrsta amidinske skupine na heterocikli¢ckoj benzazolskoj jezgri ima znacajan
utjecaj na antiproliferativno djelovanje samo unutar derivata benzimidazola, s time da su
imidazolinil-supstituirani derivati (472 — 475) bili aktivniji u usporedbi s amidino-
supstituiranim analozima (468 — 471). Najaktivnijim se pokazao benzotiazol 466, a najmanje

aktivan je bio benzotiazol 463.
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Takoder su priredeni bioloski aktivni derivati 2-imidazolinil-supstituiranih benzo[b]tieno-
2-karboksamida 476 — 483 s benzimidazolskom ili benzotiazolskom podjedinicom (slika
2.26).”® Spojevi su priredeni u kondenzacijskim reakcijama 3-klorobenzo[b]tiofen-2-karbonil
klorida sa supstituiranim 2-aminobenzimidazolima ili 2-aminobenzotiazolima u prisutnosti
trietilamina (TEA) u apsolutnom N,N-dimetilformamidu (DMF), a amidinski supstituenti su

uvedeni Pinnerovom reakcijom preko odgovarajucih cijano-supstituiranih derivata.
cl
o)
jost@
R s’ HN— j@\
X R

476 - 483 2

478 R,=H, X=NH §
479 Ry=NOy, X=NH : R;=—< ] HCI
480 R,=H, X=S N

H
481 X=NH N
S e
H

N

X
N
83 Ry=NOy, X=8, R,=—¢ el

Slika 2.26. Amidino-supstituirani karboksamidi 476 — 483

Antiproliferativne aktivnosti spojeva su ispitane in vitro na nekoliko ljudskih tumorskih
stani¢nih linija. Testirani spojevi su pokazali umjerenu aktivnost, dok je njihova citotoksi¢nost
prema normalnim fibroblastima bila niza u usporedbi s 5-fluorouracilom. Derivati 481 i 482
nisu bili aktivni. S obzirom na to da je mijenjan polozaj 2-imidazolinilskog supstituenta, bilo je
ocekivano da ¢e se aktivnost i selektivnost spojeva razlikovati. Derivat benzotiazola 480 je
pokazao najvecu selektivnost prema HeLa tumorskim stanicama raka grli¢a maternice (I1Cso =
1,16 uM). Derivat 483 je pokazao dobru i umjerenu antiproliferativnu aktivnost prema
testiranim stani¢nim linijama, a jedini nije bio citotoksi¢an. Fluorescentna mikroskopija
dokazala je nuklearnu subcelularnu lokalizaciju spojeva 478 i 481, nakon cCega su
spektroskopski ispitane i njihove interakcije sa ct-DNK.’® Prema rezultatima eksperimenta
temperature meksanja, spoj 481 znac¢ajno doprinosi stabilizaciji polinukleotidnog lanca ct-DNK
(ATm = 16,6 °C). CD spektroskopijom je pokazano da se spoj 481 veze u jedan od utora DNK,
te je utvrdeno da je on inhibitor topoizomeraze I te se preferirano veze na mjesta bogata A — T
parovima baza. Svi dobiveni rezultati daju naslutiti da ova vrsta derivata benzotiazola i
benzimidazola ima potencijal za daljnju optimizaciju i razvoj ucinkovitijih potencijalnih

antiproliferativnih sredstava.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Op¢i eksperimentalni podaci

Za sintezu spojeva koristene su komercijalno dostupne kemikalije i otapala odgovarajuce
Cistoce, proizvodaca Acros Organics, Alfa Aesar, Fluka, Grammol, J. T. Baker, Kemika, Merck,
Sigma Aldrich, T. T. T. i VWR. Osjetljive reakcije su provedene u atmosferi dusika u posudu
osusenom u suSioniku na 100 °C, s komercijalno dostupnim suhim otapalima, svjeZe
destiliranim otapalima ili otapalima suSenim na molekulskim sitima. Za tankoslojnu
kromatografiju su koristene Merck 60 Fzs4 kromatografske aluminijske ploce presvucene
silicijevim dioksidom ili aluminijevim dioksidom debljine sloja 0,20 mm. Komponente su
detektirane pod Spectroline ENF-240C/FE UV lampom (Westbury, New York, SAD) pri
valnim duljinama od 254 i 365 nm u Spectroline CM-10 tamnoj komori (Westbury, New York,
SAD). Otapala su uparena pri snizenom tlaku (< 30 mbar) pomocu rotacijskog uparivaca
Heidolph ili Bichi Rotavapor R124 spojenog s vakuum pumpom KNF Laboxact SEM810
(Freiburg). TaliSta priredenih spojeva su odredena Kofler Mikroheiztisch mikroskopom
(Reichert, Wien, Austrija) i nisu korigirana. *H i 3C NMR spektri su snimljeni u Centru za
NMR Instituta Ruder Boskovi¢ pomoéu Bruker Avance DPX-300 i Bruker AV-600
spektrometra uz tetrametilsilan (TMS) kao unutarnji standard. Kemijski pomaci (3) su navedeni
u dijelovima prema milijun (ppm) relativno prema TMS-u. Konstante sprege (J) su navedene u
Hercima (Hz). Multipliciteti su navedeni kao: s singlet; bs Siroki singlet; d dublet; dd dublet
dubleta; t triplet; g kvartet; m multiplet. NMR spektri su obradeni pomoc¢u SpinWorks 2.5.5
programa (University of Manitoba, Winnipeg, Kanada). Maseni spektri su snimljeni uz
ionizaciju elektrosprejem, pomocu Agilent 1100 Series kromatografa spojenog s masenim
detektorom Trap SL ili Agilent Technologies 1290 Infiniti 11 kromatografa spojenog s masenim
detektorom 6120 Quadropole. Kristalne strukture su snimljene difrakcijom rentgenskog
zracenja na jedini¢nim kristalima pomocu difraktometra. Podaci za rjeSavanje struktura spojeva
9, 23, 24 i 35 prikupljeni su pri 170 K na Bruker-Nonius Kappa Apex Il difraktometru s
monokromatskim MoK zradenjem (1 = 0,71073 A) Kemijskog Odsjeka Sveudilista Jyviskyld
u Finskoj. Podaci za rjeSavanje struktura spojeva 28, 30, 33 i 46 prikupljeni su pri 295 K na

Oxford Diffraction Xcalibur 3 difraktometru s monokromatskim MoKy, zraéenjem (4 =0,71073
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A) Kemijskog Odsjeka Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta Sveuéilista u Zagrebu. Podaci
za rjeSavanje struktura ostalih spojeva prikupljeni su na Agilent SuperNova Dual difraktometru
s monokromatskim CuK zragenjem (A = 1,54184 A) Kemijskog Odsjeka Sveugilista Jyviskylid
u Finskoj, pri 123 K za 26 i 27. Elementne analize odredene su pri Zavodu za fizicku kemiju
Instituta Ruder Boskovi¢ pomocu instrumenta Perkin ElImer CHNS Analyzer 2400 Series I1.
Sinteza  5-cijanobenzotiazola  (41),’”  6-cijanobenzotiazola  (42),%  6-(2-
metoksietil)benzotiazol karboksimidata dihidroklorida (44),’® 5-amidinij-2-aminobenzentiolata
(48),1% 2-amino-5-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzentiolata hidrata (49),® 2-amino-5-
(3,4,5,6-tetrahidropirimidinij-2-il)benzentiolata  (50),® bis(2-amino-5-cijanofenil)disulfida
(52),%? 6-(N-izopropilamidino)benzotiazola hidroklorida (58),'¢ 4-acetamidobenzonitrila (64),”
4-acetamido-3-nitrobenzonitrila  (65),”° 4-amino-3-nitrobenzonitrila  (66),”° 4-amino-3-
nitrobenzena karboksamidina hidroklorida (67),%° 3,4-diaminobenzena karboksamidina
hidroklorida (70),%  6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)-2-fenilbenzotiazola metansulfonata
(124)8*  6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)-2-(naftalen-1-il)benzotiazola ~ metansulfonata
(125),81  6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)-2-(naftalen-2-il)benzotiazola  metansulfonata
(126)8! je provedena prema ranije optimiranim postupcima u okviru Laboratorija za organsku
kemiju pri Zavodu za primijenjenu kemiju Tekstilno-tehnoloskog fakulteta SveuciliSta u

Zagrebu.

3.2. Priprava izomernih amidino-supstituiranih 2-aminofenola

3.2.1. Priprava izomernih cijano-supstituiranih 2-aminofenola

3.2.1.1. 4-hidroksi-3-nitrobenzonitril (2)

U smjesu dimece dusiéne (7,0 ml, 170 mmol) i ledene octene kiseline (12,5 ml, 218 mmol) je
dokapana otopina 4-hidroksibenzonitrila (1) (12,5 g, 105 mmol) u ledenoj octenoj kiselini (50
ml) uz odrzavanje temperature izmedu 50 i 60 °C. Reakcijska smjesa je mijeSana na sobnoj
temperaturi jo$ 30 minuta, a nakon toga je izlivena u smjesu led — voda. Dobiveni produkt je
filtriran, ispran hladnom vodom i suSen na zraku. Izolirano je 16,4 g (95 %) Cistog produkta 2
u obliku Zute krutine; t:(2) = 140 — 144 °C (lit. 144 °C).82

IH NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 12,32 (bs, 1H, —OH), 8,43 (d, 1H, J = 2,1 Hz, Ar-H),
7,95 (dd, 1H, J = 8,7 Hz, J = 2,1 Hz, Ar-H), 7,26 (d, 1H, J = 8,7 Hz, Ar—H). LC-MS (ESI):
99,7 %; m/z: 163,2 [(M-H") raunski za C7HsN203, 164,02].
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3.2.1.2. 3-hidroksi-4-nitrobenzonitril (4a), 3-hidroksi-2-nitrobenzonitril (4b) i 5-hidroksi-2-
nitrobenzonitril (4c)

U smjesu dimece dusicne (2,6 ml, 62,3 mmol) i ledene octene kiseline (4,8 ml, 83,9 mmol) je
dokapana otopina 3-hidroksibenzonitrila (3) (5,00 g, 42,0 mmol) u ledenoj octenoj kiselini (20
ml) uz odrzavanje temperature izmedu 30 1 35 °C. Reakcijska smjesa je mijeSana na 35 °C jos
2 sata, a nakon toga je izlivena u smjesu led — voda. Dobiveni produkt je filtriran, ispran
hladnom vodom, suSen na zraku i prekristaliziran iz toluena. Izolirano je 1,60 g (23 %) Cistog
izomera 4c u obliku Zute krutine; t(4c) = 195 — 202 °C (lit. 201 °C).%

Uparavanjem toluenske mati¢nice i kromatografijom na stupcu silikagela uz smjesu toluen:etil-
acetat (97:3) kao eluens izolirano je 1,61 g (23 %) ¢istog izomera 4a u obliku zute krutine i 1,41
g (21 %) ¢istog izomera 4b u obliku Zute krutine; ti(4a)= 114 — 119 °C (lit. 121 °C"®); t(4b) =
135-138 °C.

'H NMR (4a, 300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 11,80 (bs, 1H, —OH), 8,01 (d, 1H, J = 8,4 Hz,
Ar-H), 7,51 (d, 1H, J = 1,6 Hz, Ar-H), 7,43 (dd, 1H, J = 8,4, J = 1,6 Hz, Ar—H). 3C NMR (4a,
150 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 151,3 (s), 140,5 (s), 126,1 (d), 122,7 (d), 122,6 (d), 117,2 (s),
116,2 (s). LC-MS (4a) (ESI): 100 %; m/z: 163,2 [(M-H") rac¢unski za C7HsN203, 164,02].

'H NMR (4b, 300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 11,91 (bs, 1H, —~OH), 7,65 (dd, 1H,J=8,5Hz, J =
7,8 Hz, Ar-H), 7,53 (dd, 1H,J=7,8 Hz, J = 1,2 Hz, Ar-H), 7,47 (dd, 1H, J=85Hz,J=1,2
Hz, Ar—H). *C NMR (4b, 150 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 151,1 (s), 138,9 (s), 133,7 (d), 124,5
(d), 124,1 (d), 114,5 (s), 106,2 (s). LC-MS (4b) (ESI): 98,2 %; m/z: 163,2 [(M-H") racunski za
C7H4N20s3, 164,02].

3.2.1.3. 2-hidroksi-3-nitrobenzonitril (6a) i 2-hidroksi-5-nitrobenzonitril (6b)

U smjesu dimece dusiéne (2,0 ml, 47,9 mmol) i ledene octene kiseline (3,5 ml, 61,2 mmol) je
dokapana otopina 2-hidroksibenzonitrila (5) (3,59 g, 30,2 mmol) u ledenoj octenoj kiselini (15
ml) uz odrzavanje temperature izmedu 15 1 20 °C. Reakcijska smjesa je mijeSana na sobnoj
temperaturi jo$ 2 sata, a nakon toga izlivena u smjesu led — voda. Dobiveni produkt je filtriran,
ispran hladnom vodom, susen na zraku i prekristaliziran iz toluena. Izolirano je 1,73 g (35 %)
gistog izomera 6b u obliku Zzute krutine; t(6b) = 190 — 192 °C (lit. 190 — 194 °C) .8

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 12,73 (bs, 1H, —OH), 8,60 (d, 1H, J = 2,9 Hz, Ar—H),
8,36 (dd, 1H, J = 9,3 Hz, J =, 2,9 Hz, Ar—H), 7,17 (d, 1H, J = 9,3 Hz, Ar—H).
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Uparavanjem toluenske mati¢nice i prekristalizacijom iz etanola izolirano je 1,76 g (36 %)
Cistog izomera 6a u obliku zute krutine; ty(6a) = 128 — 130 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 8,27 (dd, 1H, J = 7,9 Hz, J = 1,7 Hz, Ar-H), 8,10 (dd,
1H,J=7,9Hz, J=1,7 Hz, Ar-H), 7,17 (t, 1H, J = 7,9 Hz, Ar-H). *°C NMR (75 MHz, DMSO-
ds) 8/ppm: 154,2, 140,0, 137,2, 130,3, 120,2, 115,2, 104,4.

3.2.1.4. 3-amino-4-hidroksibenzonitril (7)

Smjesa 4-hidroksi-3-nitrobenzonitrila (2) (9,85 g, 60,0 mmol) i kositrovog(ll) klorida dihidrata
(54,2 g, 240 mmol) u 70 ml vode i 70 ml koncentrirane klorovodi¢ne kiseline je mijeSana na
temperaturi refluksa 20 minuta, a zatim izlivena na led. Reakcijska smjesa je neutralizirana
otopinom natrijevog hidroksida, ekstrahirana dietil-eterom (5 x 250 ml) i suSena iznad
magnezijevog sulfata. Uparavanjem dietil-etera izolirano je 7,26 g (90 %) Cistog produkta 7 u
obliku bijele krutine; t(7) = 145 — 148 °C (lit. 153 — 154 °C).%°

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,17 (s, 1H, —~OH), 6,88 — 6,83 (m, 2H, Ar-H), 6,75
(d, 1H, J = 8,0 Hz, Ar—H), 4,97 (s, 2H, —NHy).

3.2.1.5. 4-amino-3-hidroksibenzonitril (8)

Smijesa 3-hidroksi-4-nitrobenzonitrila (4a) (2,50 g, 15,3 mmol) i kositrovog(ll) klorida
dihidrata (13,8 g, 61,1 mmol) u 25 ml vode 1 25 ml koncentrirane klorovodi¢ne kiseline je
mijeSana na temperaturi refluksa 20 minuta, a zatim izlivena na led. Reakcijska smjesa je
neutralizirana otopinom natrijevog hidroksida, ekstrahirana dietil-eterom (4 x 150 ml) i susena
iznad magnezijevog sulfata. Uparavanjem dietil-etera je izolirano 1,96 g (96 %) ¢istog produkta
8 u obliku svijetlo-naranéaste krutine; t:(8) = 141 — 145 °C (lit. 149 — 150 °C).%

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 9,75 (bs, 1H, ~OH), 6,99 (dd, 1H, J=8,1,J=1,8 Hz,
Ar—H), 6,87 (d, 1H, J = 1,8 Hz, Ar-H), 6,63 (d, 1H, J = 8,1 Hz, Ar-H), 5,54 (s, 2H, —NHJ).
13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 143,3 (s), 142,5 (s), 125,2 (d), 120,6 (s), 116,0 (d),
113,2 (d), 95,6 (s). LC-MS (ESI): 98,2 %; m/z: 135,2 [(M+H") racunski za C7HsN20, 134,05].

3.2.1.6. 2-amino-3-hidroksibenzonitril (9)
Smjesa 3-hidroksi-2-nitrobenzonitrila (4b) (2,46 g, 15,2 mmol) i kositrovog(ll) klorida
dihidrata (13,8 g, 61,1 mmol) u 25 ml vode 1 25 ml koncentrirane klorovodi¢ne kiseline je

mijeSana na temperaturi refluksa 20 minuta, a zatim izlivena na led. Reakcijska smjesa je
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neutralizirana otopinom natrijevog hidroksida, ekstrahirana dietil-eterom (4 x 150 ml) i susena
iznad magnezijevog sulfata. Uparavanjem dietil-etera izolirano je 1,96 g (97 %) ¢istog produkta
9 u obliku zute krutine; t(9) = 149 — 150 °C. Kiristali pogodni za difrakciju rendgenskog
zraCenja su dobiveni sporim isparavanjem otopine spoja 9 u smjesi otapala diklormetan:etil-
acetat (85:15).

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,90 (bs, 1H, —~OH), 6,86 (d, 2H, J = 7,8 Hz, Ar-H),
6,48 (t, 1H, J = 7,8 Hz, Ar—H), 5,36 (s, 2H, —-NH,). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) &/ppm:
1444 (s), 141,1 (s), 122,2 (d), 118,2 (s), 117,5 (d), 116,6 (d), 93,8 (S). LC-MS (ESI): 99,7 %;
m/z: 135,2 [(M+H") rac¢unski za C7HsN20, 134,05]. Elementna analiza: ra¢unski za C7HsN20O
(134.14): C, 62.68; H, 4.51; N, 20.88. Nadeno: C, 62.64; H, 4.59; N, 20.91.

3.2.1.7. 3-amino-2-hidroksibenzonitril (10)

Smjesa 3-hidroksi-4-nitrobenzonitrila (6a) (1,35 g, 8,23 mmol) i kositrovog(Il) klorida (7,41 g,
39,1 mmol) u 13 ml vode i 13 ml koncentrirane klorovodi¢ne kiseline je mije$ana na temperaturi
refluksa 25 minuta, a zatim izlivena na led. Reakcijska smjesa je neutralizirana otopinom
natrijevog hidroksida i ekstrahirana etil-acetatom (4 x 150 ml). Organski ekstrakti su oprani
zasicenom otopinom natrijevog klorida, suSeni iznad magnezijevog sulfata i upareni do
kristalizacije produkta. Dobiveni produkt je filtriran, ispran smjesom dietil-etera i petroletera i
susen na zraku. Izolirano je 0,74 g (67 %) ¢istog produkta 10 u obliku Zute krutine; t,(10) =160
— 165 °C (lit. 170 °C).%" Kristali pogodni za difrakciju rendgenskog zracenja su dobiveni
kristalizacijom iz dietil-etera.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 6,87 (dd, 1H, J = 7,2, 2,4 Hz, Ar-H), 6,77 — 6,69 (m,
2H, Ar—H). 3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 146,2 (s), 138,5 (s), 121,1 (d), 119,4 (d),
118,7 (d), 117,7 (s), 100,2 (s). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 135,2 [(M+H*) radunski za C7HsN20,
134,05]. Elementna analiza: raunski za C7HsN2O (134.14): C, 62.68; H, 4.51; N, 20.88.
Nadeno: C, 62.58; H, 4.58; N, 20.92.

3.2.1.8. 5-cijanobenzoksazol (11)

Smjesa 3-amino-4-hidroksibenzonitrila (7) (6,70 g, 49,9 mmol) i 1,1,1-trietoksimetana (63 ml,
379 mmol, 7,5 ekv) grijana je na 145 °C 2 dana, a zatim ohladena na 80 °C i obradena aktivnim
ugljenom te vruca filtrirana. Reakcijska smjesa je uparena na mali volumen (10 ml) te je dodan

petroleter (40 ml) pri ¢emu je kristalizirao produkt koji je filtriran, ispran petroleterom i susen
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u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Izolirano je 6,49 g (90 %) cistog
produkta 11 u obliku zute krutine koja stajanjem prelazi u bezbojne iglicaste kristale; t(11) =
94 — 96 °C (lit. 87 — 88 °C).88

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 8,98 (s, 1H, -N=CH-0-), 8,45 (d, 1H, J = 1,5 Hz,
Ar-H), 8,03 (dd, 1H, J = 8,5 Hz, J = 0,4 Hz, Ar-H), 7,93 (dd, 1H, J = 8,5 Hz, J = 1,5 Hz,
Ar—H).

3.2.2. Priprava amidino-supstituiranih 2-aminofenola

3.2.2.1. Opéi postupak za pripravu karboksimidata dihiroklorida

Otopina cijano-supstituiranog 2-aminofenola 7, 8, 9, 10 ili 11 u bezvodnom primarnom
alkoholu zasi¢ena je plinovitim klorovodikom, uz hladenje reakcijske smjese na 10 — 15 °C.
Tikvica je zaCepljena i smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi 3 — 19 dana. Po zavrsSetku
reakcije, suviSak plinovitog klorovodika ispuhan je dusikom, a u suspenziju je dodan dietil-eter.
Sirovi karboksimidat dihidroklorid je filtriran, ispran dietil-eterom i susen u eksikatoru pod
vakuumom iznad kalijevog hidroksida te je bez prociS¢avanja unutar par dana koriSten u

drugom koraku Pinnerove reakcije.

3.2.2.2. 2-(2'-etoksietoksi)etil-(3-amino-4-hidroksifenil)karboksimidat dihidroklorid (12)
Prema opéem postupku za pripravu karboksimidata, u reakciji 5-cijanobenzoksazola (11) (5,00
g, 34,7 mmol) u bezvodnom 2-(2'-etoksietoksi)etanolu (50 ml) nakon 5 dana mijeSanja, je
izolirano 11,19 g (95 %) sirovog karboksimidata dihidroklorida 12 u obliku bijele krutine.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 11,72 (bs, 2H, -C=NH,"), 7,80 (d, 1H, J = 8,6 Hz,
Ar-H), 7,74 (s, 1H, Ar-H), 7,15 (d, 1H, J = 8,6 Hz, Ar—H), 5,72 (bs, 4H, —OH, —NH3"), 4,69
—4,67 (m, 2H, C2Hs0C,H4OCH,CH.0-), 3,88 — 3,86 (m, 2H, C.Hs0C,H4OCH,>CH>0-), 3,65
—3,62 (m, 2H, C2HsOCH2CH>0C,H40-), 3,52 — 3,48 (m, 2H, C2HsOCH,CH>0C,H40-), 3,43
(9, 2H, J =7,0 Hz, CH3CH20-), 1,08 (t, 3H, CH3sCH20-).

3.2.2.3. 2-(2'-etoksietoksi)etil-(3-amino-4-hidroksifenil)karboksimidat dihidroklorid (13)
Prema opéem postupku za pripravu karboksimidata, u reakciji 3-amino-4-hidroksibenzonitrila
(7) (2,54 g, 18,9 mmol) u bezvodnom 2-(2'-etoksietoksi)etanolu (25 ml) nakon 5 dana mijesanja
je izolirano 6,14 g (95 %) sirovog karboksimidata dihidroklorida 13 u obliku bijele krutine.
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IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) (8 ppm): 11,84 (bs, 2H, ~C=NH,*), 7,91 (d, 1H, J = 8,1 Hz,
Ar-H), 7,85 (s, 1H, Ar-H), 7,22 (d, 1H, J = 8,6 Hz, Ar-H), 4,70 (t, 2H, J = 4,0 Hz, C2Hs0
C2H4OCH,CH,0-), 3,87 (t, 2H, J = 4,0 Hz, C2Hs0C,H4OCH,CH,0-), 3,64 — 3,63 (m, 2H,
C2HsOCH,CH,0C,H40-), 3,52 — 3,50 (M, 2H, C2HsOCH,CH,0C,H40-), 3,42 (g, 2H, J=7,0
Hz, CH3CH,0-), 1,08 (t, 3H, J = 7,0 Hz, CHaCH20-).

3.2.2.4. Metil-(3-amino-4-hidroksifenil)karboksimidat dihidroklorid (14)

Prema opéem postupku za pripravu karboksimidata, u reakciji 3-amino-4-hidroksibenzonitrila
(7) (3,97 g, 29,6 mmol) u bezvodnom metanolu (50 ml) nakon 5 dana mijeSanja, izolirano je
6,35 g (89,7 %) sirovog karboksimidata dihidroklorida 14 u obliku bijele krutine.

U *H NMR (300 MHz, DMSO) spektru identificirani su sljedeéi pikovi (8/ppm) koji odgovaraju
produktu: 11,43 (s, 2H, —C=NH."), 9,80 (bs, 4H, —OH, —-NHz"), 7,86 (d, 1H, J = 2,0 Hz, Ar-H),
7,78 (dd, 1H, J = 8,5 Hz, J = 2,1 Hz, Ar-H), 7,10 (d, 1H, J = 8,5 Hz, Ar-H), 3,06 (s, 3H,
CHs0-).

3.2.2.5. 2-metoksietil-(3-amino-4-hidroksifenil)karboksimidat dihidroklorid (15)

Prema opéem postupku za pripravu karboksimidata, u reakciji 3-amino-4-hidroksibenzonitrila
(7) (5,14 g, 38,3 mmol) u bezvodnom 2-metoksietanolu (70 ml) nakon 5 dana mijesanja je
izolirano 11,06 g sirovog karboksimidata dihidroklorida 15 u obliku bijele krutine u
kvantitativnom iskoristenju, koji je bez proc¢iscavanja i karakterizacije unutar par dana koristen
u drugom koraku Pinnerove reakcije.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 11,66 (bs, 2H, —C=NH"), 7,80 (d, 1H, J = 8,6 Hz,
Ar-H), 7,75 — 7,69 (m, 1H, Ar-H), 7,14 (d, 1H, J = 8,6 Hz, Ar-H), 4,69 — 4,67 (m, 2H,
CH30CH2CH20-), 3,80 — 3,77 (m, 2H, CH3OCH2CH20-), 3,36 (s, 3H, CH30C2H40-).

3.2.2.6. 2-(2'-etoksietoksi)etil-(4-amino-3-hidroksifenil)karboksimidat dihidroklorid (16)

Prema opéem postupku za pripravu karboksimidata, u reakciji 4-amino-3-hidroksibenzonitrila
(8) (3,47 g, 25,8 mmol) u bezvodnom 2-(2'-etoksietoksi)etanolu (50 ml) nakon 6 dana mijesanja
je izoliran sirovi karboksimidat dihidroklorid 16 u obliku crvene viskozne kapljevine, koji je
bez prociS¢avanja i karakterizacije unutar par dana koriSten u drugom koraku Pinnerove

reakcije.
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3.2.2.7. Metil-(4-amino-3-hidroksifenil)karboksimidat dihidroklorid (17)

Prema opéem postupku za pripravu karboksimidata, u reakciji 4-amino-3-hidroksibenzonitrila
(8) (2,00 g, 14,9 mmol) u bezvodnom metanolu (20 ml) nakon 5 dana mijeSanja je izoliran
sirovi karboksimidat dihidroklorid 17 u obliku narancaste viskozne kapljevine, koji je bez

procisc¢avanja i karakterizacije unutar par dana koriSten u drugom koraku Pinnerove reakcije.

3.2.2.8. 2-metoksietil-(4-amino-3-hidroksifenil)karboksimidat dihidroklorid (18)

Prema opéem postupku za pripravu karboksimidata, u reakciji 4-amino-3-hidroksibenzonitrila
(8) (1,27 g, 9,47 mmol) u bezvodnom 2-metoksietanolu (20 ml) nakon 5 dana mijes$anja je
izolirano 2,61 g (98 %) sirovog karboksimidata dihidroklorida 18 u obliku bijele krutine.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 11,38 (bs, 1H, —C=NH"), 10,73 (bs, 1H, -C=NH*),
7,46 (bs, 4H, —~OH, -NH3*), 7,62 (dd, 1H, J = 8,5, J = 2,1 Hz, Ar-H), 7,41 (d, 1H, J = 2,1 Hz,
Ar-H), 6,85 (d, 1H, J = 8,5 Hz, Ar—H), 4,66 (t, 2H, J = 4,1 Hz, CH3OCH,CH,0-), 3,76 (t, 2H,
J=4,1Hz, CHs0CH.CH,0-), 3,35 (s, 3H, CH30-).

3.2.2.9. Pokusaj priprave 2-metil-(2-amino-3-hidroksifenil)karboksimidata dihidroklorida
(19)

Prema opc¢em postupku za pripravu karboksimidata, u reakciji 2-amino-3-hidroksibenzonitrila
(9) (2,65 g, 19,8 mmol) u bezvodnom metanolu (20 ml) nakon 19 dana mijeSanja nije izoliran
karboksimidat dihidroklorid 19, ve¢ je u obliku crvene krutine regeneriran pocetni spoj 9 s

nusproduktima.

3.2.2.10. Pokusaj priprave 2-metoksietil-(2-amino-3-hidroksifenil)karboksimidata
dihidroklorida (20)

Prema op¢em postupku za pripravu karboksimidata, u reakciji 2-amino-3-hidroksibenzonitrila
(9) (1,01 g, 7,55 mmol) u bezvodnom 2-metoksietanolu (20 ml) nakon 4 dana mijeSanja je
izoliran sirovi produkt 20 u obliku svijetlo-smedeg ulja, koji je bez procis¢avanja i

karakterizacije unutar par dana koristen u drugom koraku Pinnerove reakcije.

3.2.2.11. Metil-(3-amino-2-hidroksifenil)karboksimidat dihidroklorid (21)
Prema opéem postupku za pripravu karboksimidata, u reakciji 3-amino-2-hidroksibenzonitrila

(10) (1,46 g, mmol) u bezvodnom metanolu (20 ml) nakon 14 dana mijeSanja je izoliran sirovi
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produkt 21 u obliku narancaste viskozne kapljevine, koji je bez proc¢is¢avanja i karakterizacije

unutar par dana koristen u drugom koraku Pinnerove reakcije.

3.2.2.12. 2-metoksietil-(3-amino-2-hidroksifenil)karboksimidat dihidroklorid (22)

Prema opéem postupku za pripravu karboksimidata, u reakciji 3-amino-2-hidroksibenzonitrila
(10) (0,29 g, 2,17 mmol) u bezvodnom 2-metoksietanolu (6 ml) nakon 7 dana mijeSanja je
izolirano 0,52 g (84 %) sirovog karboksimidata dihidroklorida 22 u obliku bijele krutine, koji
je bez prociscavanja i karakterizacije unutar par dana koristen u drugom koraku Pinnerove
reakcije.

LC-MS (ESI): 80,9 %; m/z: 211,2 [(M+H") racunski za slobodnu bazu C10H14N203, 210,1].

3.2.2.13. 2-amino-4-amidinijfenolat dihidrat (23)

Smjesa karboksimidata dihidroklorida 13 (3,15 g) u apsolutnom etanolu (40 ml) zasié¢ena je sa
suhim plinovitim amonijakom na 10 — 15 °C. Tikvica je zaCepljena i smjesa mijeSana na sobnoj
temperaturi 2 dana. Po zavrSetku reakcije, suviSak amonijaka je ispuhan duSikom, pri ¢emu je
doslo do talozenja amonijevog klorida koji je odfiltriran. Mati¢nica je uparena, dodana je voda
(15 ml), i zaluzena je otopinom natrijevog hidroksida do pH 12 te je dobiven kruti sirovi produkt
koji je filtriran, ispran hladnim etanolom i susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. 1zolirano je 1,04 g (71 %) cCistog produkta 23 u obliku bez krutine; t:(23) = 155 —
158 °C. Kristali pogodni za difrakciju rendgenskog zraenja su dobiveni kristalizacijom iz
vode.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 7,01 (dd, 1H, J = 8,5, J = 2,6 Hz, Ar-H), 6,83 (d, 1H,
J =2,6 Hz, Ar-H), 6,11 (d, 1H, J = 8,5 Hz, Ar-H), 4,27 (s, 2H, -NH,). *C NMR (75 MHz,
D20) (6 ppm): 165.3 (s), 163.6 (S), 137.4 (s), 122.3 (d), 117.2 (d), 113.9 (d) 110.5 (s). LC-MS
(ESI): 100 %; m/z: 152,1 [(M+H") ra¢unski C7HgN3O, 151,07]. Elementna analiza: racunski za
C7H9N3O - 2 H20 (187.20): C, 44,91; H, 7,00; N, 22,45. Nadeno: C, 45,06; H, 6,96; N, 22,66.

3.2.2.14. 2-amino-4-(N-izopropilamidinij)fenol hidroklorid (24)

Otopina karboksimidata dihidroklorida 12 (5,50 g) i i-propilamina (4,1 ml, 47,7 mmol) je
mijeSana u apsolutnom etanolu (30 ml) na temperaturi refluksa 2 sata u atmosferi dusika.
Reakcijska smjesa je ohladena, pri ¢emu je doSlo do taloZzenja produkta u obliku hidroklorida

koji je filtriran, ispran hladnim etanolom i susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
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hidroksida. Izolirano je 2,79 g (63 %) Cistog produkta hidroklorida 24 u obliku svijetlo-zute
krutine; ty(24) = 247 — 250 °C. Kristali pogodni za difrakciju rendgenskog zracenja su dobiveni
kristalizacijom iz etanola.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,30 (bs, 1H, —~OH), 9,14 (d, 1H, J = 7,4 Hz, -
C(NH2)"NH-), 9,03 (s, 1H, —C(NH2)*"NH-), 8,81 (bs, 1H, -C(NH2)"NH-), 6,89 (d, 1H,J=2,3
Hz, Ar-H), 6,86 (d, 1H, J = 8,2 Hz, Ar-H), 6,81 (dd, 1H, J = 8,2 Hz, J = 2,3 Hz, Ar-H), 4,96
(bs, 2H, —NHy), 4,07 — 4,02 (m, 1H, J = 6,7 Hz, -CH(CHa)2), 1,22 (d, 6H, J = 6,4 Hz, —
CH(CHzs)2). *C NMR (150 MHz, DMSO-ds) (8 ppm): 162,2 (s), 148,7 (s), 137,1 (s), 119,9 (s),
116,9 (d), 113,8 (d), 112,8 (d), 44,6 (d), 21,3 (g). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 194,1[(M+H")
racunski za slobodnu bazu C1oHisN30, 193,12]. Elementna analiza: ra¢unski za C10H15N30 -

HCl (194,25): C, 61,83; H, 8,30; N, 21,63. Nadeno: C, 62,00; H, 8,21; N, 21,57.

3.2.2.15. 2-amino-4-(N-izopropilamidinij)fenolat (25)

Hidroklorid 24 (2,79 g, 12,2 mmol) je suspendiran u vodi (3 ml), dodana je otopina natrijevog
hidroksida do pH 10 nakon ¢ega je produkt filtriran i suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad
kalijevog hidroksida. 1zolirano je 1,91 g (51 %) ¢istog produkta 25 u obliku Zzute krutine; t:(25)
=232 -234°C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 6,82 — 6,78 (m, 2H, Ar-H), 6,39 — 6,36 (m, 1H, Ar—
H), 4,50 (bs, 2H, —NHy), 3,97 — 3,84 (m, 1H, J = 6,3 Hz, -CH(CH?3)2), 1,18 (d, 6H, J = 6,4 Hz,
—CH(CHs3)2). 3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (5 ppm): 162,2 (s), 148,7 (s), 137,1 (s), 119,9 (s),
116,9 (d), 113,8 (d), 112,8 (d), 44,6 (d), 21,3 (g). LC-MS (ESI): 98,7 %; m/z: 194,1 [(M+H")
racunski C10H1sN30, 193,12]. Elementna analiza: racunski za C10H1sN30 (193,25): C, 62,15;
H, 7,82; N, 21,74. Nadeno: C, 62,20; H, 7,77; N, 21,74.

3.2.2.16. 2-amino-4-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)fenolat hemihidroklorid dihidrat (26)

Otopina karboksimidata dihidroklorida 12 (5,67 g) i etilendiamina (5,6 ml, 83,9 mmol) je
mijeSana u apsolutnom etanolu (60 ml) na temperaturi refluksa 4 sata u atmosferi dusika.
Reakcijska smjesa je ohladena, pri ¢emu je doslo do talozenja produkta u obliku hidroklorida
koji je filtriran, ispran hladnim etanolom i susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. 1zolirano je 3,07 g (89 %) ¢istog produkta 26 u obliku Zzute krutine. Kristali pogodni

za difrakciju rendgenskog zracenja su dobiveni kristalizacijom iz vode.
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'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 7,06 (d, 1H, J = 2,2 Hz, Ar-H), 6,95 (dd, 1H, J = 8,2
Hz, J = 2,2 Hz, Ar-H), 6,65 (d, 1H, J = 8,2 Hz, Ar—H), 4,73 (s, 2H, -NH.), 3,66 (s, 4H, —
CH.CH>-), 2,65 (s, 1H, —OH). LC-MS (ESI): 99,8 %; m/z: 178,1[(M+H") racunski za slobodnu
bazu CoH11N30, 177,09]. Elementna analiza: ra¢unski za CoH11N30 - 0,5 HCI - 2 H,0 (231,46):
C, 46,70; H, 6,75; N, 18,15. Nadeno: C, 46,63; H, 6,81; N, 18,22.

3.2.2.17. 2-amino-4-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)fenolat monohidrat (27)

Hidroklorid 26 (3,07 g, 15,7 mmol) je suspendiran u vodi (40 ml), dodana je otopina natrijevog
hidroksida do pH 10 nakon ¢ega je produkt filtriran i suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad
kalijevog hidroksida. 1zolirano je 1,99 g (58 %) Cistog produkta 27 u obliku bez krutine; t:(27)
=153 - 158 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 7,07 (d, 1H, J = 2,1 Hz, Ar-H), 6,87 (dd, 1H, J= 8,1
Hz, J = 2,1 Hz, Ar-H), 6,56 (d, 1H, J = 8,2 Hz, Ar—H), 4,55 (s, 2H, —NH>), 3,54 (s, 4H, —
CH2CH2-). 3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 164,6 (s), 151,4 (s), 137,0 (s), 117,7 (s),
116,5 (d), 113,7 (d), 112,3 (d), 47,9 (t, 2C). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 178,1 [(M+H*) ratunski
za CoH11N30, 177,09]. Elementna analiza: ra¢unski za CoH11N3O - H20 (195,10): C, 55,37; H,
6,71; N, 21,52. Nadeno: C, 55,28; H, 6,76; N, 21,61.

3.2.2.18. 2-amino-4-(3,4,5,6-tetrahidropirimidinij-2-il)fenolat monohidrat (28)

Otopina karboksimidata dihidroklorida 15 (5,81 g) i 1,3-propandiamina (4,2 ml, 50,3 mmol) je
mijeSana u apsolutnom etanolu (50 ml) na temperaturi refluksa 4 sata u atmosferi dusika.
Reakcijska smjesa je ohladena, pri cemu je doslo do talozenja 1,3-propandiamin dihidroklorida
koji je odfiltriran. Mati¢nica je uparena, dodana je voda, zaluzeno je otopinom natrijevog
hidroksida do pH 12 te je dodatkom acetona dobiven kruti produkt koji je filtriran, ispran
hladnim etanolom i susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. l1zolirano je
2,79 g (68 %) cistog produkta 28 u obliku bez krutine; t:(28) = 281 — 284 °C. Kristali pogodni
za difrakciju rendgenskog zracenja su dobiveni kristalizacijom iz vode.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 6,85 — 6,81 (m, 2H, Ar—H), 6,24 (d, 1H, J = 8,0 Hz,
Ar-H), 4,33 (bs, 2H, —NH), 3,32 (t, 4H, J = 55 Hz, -CH.CH.CH>-), 1,79 (m, 2H,
—~CH2CH2CHy-). ®°C NMR (75 MHz, D,0) &/ppm: 162,8 (s), 160,1 (s), 138,1 (s), 121,2 (d),
117,8 (d), 113,6 (d), 113,0 (s), 39,3 (t), 18,8 (t). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 192,1 [(M+H")
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racunski C1oH13N30, 191,11]. Elementna analiza: racunski za C10H13N30 - H20 (209,24): C,
57,40; H, 7,23; N, 20,08. Nadeno: C, 57,37; H, 7,31; N, 20,10.

3.2.2.19. 2-amino-4-(4,5,6,7-tetrahidro-1H-1,3-diazepinij-2-il)fenolat (29)

Otopina karboksimidata dihidroklorida 15 (2,61 g) i 1,4-butandiamina (4,8 ml, 47,8 mmol) je
mijeSana u apsolutnom etanolu (60 ml) na temperaturi refluksa 4 sata u atmosferi dusika.
Reakcijska smjesa je ohladena, pri ¢emu je doslo do taloZzenja produkta u obliku hidroklorida
koji je filtriran, ispran hladnim etanolom i susSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. Dobiveni sirovi produkt (2,65 g) suspendiran je u vodi (10 ml), dodana je otopina
natrijevog hidroksida do pH 10 nakon cega je produkt filtriran i susen u eksikatoru pod
vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Izolirano je 1,19 g (61 %) ¢istog produkta 29 u obliku
bez krutine; t:(29) > 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 8,25 (bs, 2H, —C(NH-)2"), 6,85 (dd, 1H, J = 8,5 Hz, J
=2,5Hz, Ar-H), 6,68 (d, 1H, J = 2,5 Hz, Ar-H), 6,13 (d, 1H, J = 8,5 Hz, Ar-H), 4,33 (bs, 2H,
—NHy), 3,35 (bs, 4H, -CH2CH2CH2CHy-), 1,68 (bs, 4H, ~CH.CH2CH2CH,-). *C NMR (150
MHz, DMSO-ds) d/ppm: 165,3 (s), 165,0 (s), 141,6 (s), 113,9 (d), 113,3 (d), 112,5 (d), 44,5 (1),
43,9 (t), 26,6 (t), 25,7 (t). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 206,2 [(M+H") racunski za C11H15N3O,
205,12]. Elementna analiza: racunski za C11H1sN3O (205,26): C, 64,37; H, 7,37; N, 20,47.
Nadeno: C, 64,33; H, 7,46; N, 20,40.

3.2.2.20. 2-amonio-4-(4,5,6,7-tetrahidro-1H-1,3-diazepinij-2-il)fenol dimetansulfonat hidrat
(30)
Fenolat (29) (0,427 g, 2,08 mmol) je otopljen u etanolu (5 ml) i dodana je metansulfonska
kiselina (250 pl, 3,85 mmol), nakon ¢ega je otopina ohladena, nastali kristali su filtrirani i suseni
u susioniku na 75 °C. Izolirano je 0,478 g (55 %) cistog produkta 30 u obliku Zutih kristala
pogodnih za difrakciju rendgenskog zracenja; t(30) = 176 — 181 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 11,56 (bs, 1H, —~OH), 9,47 (s, 2H, —C(NH-)2"), 7,53
(s, 1H, Ar-H), 7,46 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Ar—H), 7,10 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 5,53 (bs, 3H,
-NHs*), 3,63 (s, 4H, —CH.CH.CH.CH>-), 2,38 (s, 6H, CHsSOs), 1,93 (s, 4H,
—~CH2CH2CH>CH3-). C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 164,1 (s), 154,3 (s), 128,1 (d),
122,9 (d), 120,5 (s), 115,7 (d), 43,7 (t), 39,7 (q), 25,5 (t). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 206,4
[(M+H") racunski za slobodnu bazu C11H1sN30O, 205,12].
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3.2.2.21. 2,2'-bis(3-amino-4-fenolat)butan-1,4-diimidamid (31)

Otopina karboksimidata dihidroklorida 15 (3,05 g) i 1,4-butandiamina (2,7 ml, 26,9 mmol) je
mijeSana u apsolutnom etanolu (100 ml) na temperaturi refluksa 4 sata u atmosferi dusika.
Reakcijska smjesa je ohladena, pri ¢emu je dosSlo do talozenja produkta u obliku hidroklorida
koji je filtriran, ispran hladnim etanolom i suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. Dobiveni sirovi produkt (1,14 g) suspendiran je u vodi (10 ml), dodana je otopina
natrijevog hidroksida do pH 10 nakon cega je produkt filtriran i suSen u eksikatoru pod
vakuumom iznad Kkalijevog hidroksida. Izolirano je 0,41 g (11 %) ¢istog produkta 31 u obliku
zute krutine; t(31) =173 — 178 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 6,88 (d, 2H, J = 2,3 Hz, Ar-H), 6,83 (dd, 2H, J = 8,2
Hz, J = 2,3 Hz, Ar-H), 6,58 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Ar-H), 4,70 (bs, 6H, -NH-, —NH>), 3,40 —
3,30 (m, 4H, —CH2CH2CH:CH>-), 1,72 — 1,62 (m, 4H, —-CH,CH,CH,CH,-). 3C NMR (75
MHz, DMSO-de) 6/ppm: 162,7 (s), 153,3 (s), 137,7 (s), 117,7 (d), 116,9 (s), 113,7 (d), 111,6
(d), 42,0 (t), 25,2 (t). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 357,2 [(M+H") racunski za CigH24NeOp,
356,20]. Elementna analiza: ra¢unski za C18H2aNsO2 (356,42): C, 60,66; H, 6,79; N, 23,58.
Nadeno: C, 60,70; H, 6,70; N, 23,64.

3.2.2.22. 2-amino-4-(1H-benzimidazol-2-il)fenol (32)

Otopina karboksimidata dihidroklorida 15 (3,08 g) i 1,2-diaminobenzena (2,95 g, 27,3 mmol)
je mijeSana u apsolutnom etanolu (50 ml) na temperaturi refluksa 3 sata u atmosferi dusika.
Reakcijska smjesa je ohladena, pri ¢emu je doslo do taloZenja produkta u obliku hidroklorida
koji je filtriran, ispran hladnim etanolom i susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. Dobiveni sirovi produkt (1,90 g) je suspendiran u vodi (30 ml) i otopinom natrijevog
hidroksida podesen pH na 6 nakon ¢ega je produkt filtriran, opran u etanolu i susen u eksikatoru
pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Izolirano je 0,36 g (14 %) Cistog produkta 32 u
obliku bez krutine; t/(32) = 277 — 280 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 14,57 (bs, 2H, ~C(NH-),), 10,49 (bs, 1H, —OH), 7,73
— 7,72 (m, 2H, Ar—H), 7,48 — 7,44 (m, 4H, Ar-H), 6,96 (d, 1H, J = 8,7 Hz, Ar—H), 5,40 (bs,
2H, Ar-NH>). *C NMR (150 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 150,0 (s), 149,6 (s), 136,0 (s), 132,6
(s), 124,9 (d), 118,8 (d), 114,8 (s), 114,5 (d), 113,6 (d), 113,3 (d). Elementna analiza: ra¢unski
za C13H12N3O" (226,25): C, 69,01; H, 5,35; N, 18,57. Nadeno: C, 68,95; H, 5,44; N, 18,54.
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3.2.2.23. 2-amino-5-amidinofenol dihidroklorid (33)

Smjesa karboksimidata dihidroklorida 18 (2,26 g) u apsolutnom etanolu (35 ml) zasié¢ena je sa
suhim plinovitim amonijakom na 10 — 15 °C. Tikvica je za¢epljena i smjesa mijeSana na sobnoj
temperaturi 2 dana. Po zavrSetku reakcije, suviSak amonijaka je ispuhan duSikom, pri cemu je
doslo do talozenja amonijevog klorida koji je odfiltriran. Mati¢nica je zatim zasi¢ena plinovitim
klorovodikom pri ¢emu je istalozio kruti produkt koji je filtriran, ispran acetonom,
prekristaliziran iz etanola i suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida.
Izolirano je 1,33 g (71 %) cCistog produkta 33 u obliku svijetlo-smedih kristala; t(33) = 201 —
205 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO) &/ppm: 10,39 (bs, 1H, —OH), 9,04(s, 2H, —C(NH)."), 8,87 (s, 2H,
—C(NH)2"), 7,24 - 7,19 (m, 2H, Ar-H), 7,02 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Ar-H), 6,19 (bs, 3H, —NH3").
13C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 165,4, 147,5, 133,3, 121,6, 120,1, 119,1, 114,7. LC-MS
(ESI): 100 %; m/z: 152,2[(M+H") racunski za slobodnu bazu C7HgN3O, 151,07]. Elementna
analiza: racunski za C7H9N3O - 2 HCI (224,09): C, 37,52; H, 4,95; N, 18,75. Nadeno: C, 37,41,
H, 5,08; N, 18,72.

3.2.2.24. 2-amino-5-(N-izopropilamidino)fenol hidroklorid (34)

Otopina karboksimidata dihidroklorida 18 (2,51 g) i i-propilamina (2,0 ml, 23,3 mmol) je
mijeSana u apsolutnom etanolu (25 ml) na temperaturi refluksa 2 sata u atmosferi dusika.
Reakcijska smjesa je ohladena, pri ¢emu je doSlo do talozenja produkta u obliku hidroklorida
koji je filtriran, ispran hladnim etanolom 1 suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. 1zolirano je 1,21 g (50 %) ¢istog produkta 34 u obliku zute krutine; t(34) = 145 —
148 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO) &/ppm: 10,95 (bs, 1H, —OH), 9,43 (d, 1H, J = 8,2 Hz, —
C(NH2)"NH), 9,29 (s, 1H, —C(NH2)"NH-), 9,05 (s, 1H, -C(NH2)*"NH-), 7,29 — 7,27 (m, 2H,
Ar-H), 7,13 (dd, 1H, J=8,2 Hz, J = 1,9 Hz, Ar-H), 4,12 — 4,06 (m, 1H, —-CH(CH3)), 1,25 (d,
6H, J = 6,4 Hz, -CH(CH3)2). *C NMR (150 MHz, DMSO) &/ppm: 161,4, 148,1, 130,8, 124,3,
120,1119,8, 115,0, 44,9, 21,3. LC-MS (ESI): 99,5 %; m/z: 194,2 [(M+H") ra¢unski za slobodnu
bazu C10H15N30, 193,12]. Elementna analiza: racunski za C10H1sN30 - HCI (229,71): C, 52,29;
H, 7,02; N, 18,29. Nadeno: C, 52,38; H, 6,98; N, 18,14.

Lucija Pti¢ek Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 53

3.2.2.25. 2-amino-5-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)fenol hidroklorid dihidrat (35)

Otopina karboksimidata dihidroklorida 16, dobivenog iz 4-amino-3-hidroksibenzonitrila (10)
(3,47 g, 25,8 mmol), i etilendiamina (3,5 ml, 51,7 mmol) je mijeSana u apsolutnom etanolu (50
ml) na temperaturi refluksa 4 sata u atmosferi dusika. Reakcijska smjesa je ohladena, pri ¢emu
je doslo do talozenja produkta u obliku hidroklorida koji je filtriran, ispran hladnim etanolom,
prekristaliziran iz vode 1 suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida.
Izolirano je 3,90 g (60 %) ¢istog produkta 35 u obliku Zute krutine; t(35) = 218 — 222 °C.
Kristali pogodni za difrakciju rendgenskog zracenja su dobiveni kristalizacijom iz vode.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 9,86 (bs, 3H, —-C(NH-),*, ~OH), 7,33 (dd, 1H, J = 8,3
Hz, J = 2,0 Hz, Ar—H), 7,21 (d, 1H, J = 2,0 Hz, Ar-H), 6,68 (d, 1H, J = 8,3 Hz, Ar-H), 5,90
(s, 2H, -NHy), 3,86 (s, 4H, — CH2CHz-). °C NMR (75 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 164,7 (s),
1445 (s), 143,0 (s), 122,6 (d), 113,9 (d), 112,6 (d), 107,5 (s), 43,8 (t, 2C). LC-MS (ESI): 99,4
%; m/z: 178,1 [(M+H") racunski za slobodnu bazu CgH11N3O, 177,09]. Elementna analiza:
racunski za CoH11N30 - HCI - 2 H20 (249,69): C, 43,29; H, 6,46; N, 16,83. Nadeno: C, 43,31,
H, 6,28; N, 16,78.

3.2.2.26. 2-amino-5-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)fenolat (36)

Hidroklorid 35 (3,90, 15,6 mmol) je suspendiran u vodi (25 ml), dodana je otopina natrijevog
hidroksida do pH 12 nakon ¢ega je produkt filtriran, ispran vodom i susen u eksikatoru pod
vakuumom iznad Kkalijevog hidroksida. Izolirano je 2,24 g (81 %) ¢istog produkta 36 u obliku
bez krutine; 1(36) = 191 — 194 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 7,69 (bs, 2H, ~C(NH-);"), 7,18 (d, 1H, J = 1,6 Hz,
Ar—H), 7,00 (dd, 1H, J = 8,0 Hz, J = 1,7 Hz, Ar-H), 6,53 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Ar—H), 4,89 (s,
2H, —NH), 3,50 (s, 4H, —-CH,CH-). 3C NMR (150 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 164,2, 143,3,
139,3, 119,1, 1185, 113,3, 112,7, 49,3. LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 178,1[(M+H") racunski
C9H11N30, 177,09]. Elementna analiza: ra¢unski za CoH11N3O (177,20): C, 55,37; H, 6,71; N,
21,52. Nadeno: C, 55,54; H, 6,58; N, 21,48.

3.2.2.27. 2-amino-5-(3,4,5,6-tetrahidropirimidinij-2-il)fenolat (37)
Otopina karboksimidata dihidroklorida 17, dobivenog iz 4-amino-3-hidroksibenzonitrila (8)
(1.95g, 14,5 mmol), i 1,3-propandiamina (5,0 ml, 59,4 mmol) je mijeSana u apsolutnom etanolu

(35 ml) na temperaturi refluksa 4 sata u atmosferi duSika. Reakcijska smjesa je ohladena, pri
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¢emu je doslo do talozenja 1,3-propandiamin dihidroklorida koji je odfiltriran. Mati¢nica je
uparena, dodana je voda i zaluZena je otopinom natrijevog hidroksida do pH 12. Dodatkom
acetona je dobiven kruti produkt koji je filtriran, ispran hladnim etanolom i susen u eksikatoru
pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. 1zolirano je 2,07 g (75 %) ¢istog produkta 37 u
obliku svijetlo-smede krutine; t(37) = 218 — 223 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO) &/ppm: 9,50 (bs, 2H, —C(NH-),"), 7,03 — 7,02 (m, 2H, Ar-H),
6,67 (d, 1H, J = 8,3 Hz, Ar—H), 5,54 (s, 2H, —-NH3), 3,40 (t, 4H, J = 5,7 Hz, -CH2CH>CH>-),
1,91 (m, 2H, —-CH2CH2CH-). 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 158,8 (s), 143,3 (s),
142,7 (s), 120,1 (d), 114,3 (s), 112,8 (d), 112,7 (d), 38,6 (t, 2C), 18,3 (t). LC-MS (ESI): 100 %j;
m/z: 192,2 [(M+H") racunski za CioH13N3O, 191,11]. Elementna analiza: racunski za
C10H13N30 (191,23): C, 62,81; H, 6,85; N, 21,97. Nadeno: C, 62,92; H, 6,80; N, 21,91.

3.2.2.28. 2-amidino-6-aminofenol hidroklorid (38)

Smjesa karboksimidata dihidroklorida 22a (1,40 g), dobivenog iz 3-amino-2-
hidroksibenzonitrila (10) (0,90 g, 6,71 mmol), u apsolutnom etanolu (30 ml) zasi¢ena je sa
suhim plinovitim amonijakom na 10 — 15 °C. Tikvica je za¢epljena i smjesa mijeSana na sobnoj
temperaturi 2 dana. Po zavrsSetku reakcije, suviSak amonijaka ispuhan je dusikom, pri cemu je
doslo do taloZenja amonijevog klorida koji je odfiltriran. Mati¢nica je uparena, dodan je etil-
acetat pri ¢emu je doslo do talozenja krutog produkta, koji je filtriran, prekristaliziran iz etanola
I susen u susioniku na 75 °C. Izolirano je 88,1 mg produkta 38 u smjesi s amonijevim kloridom
u obliku tamno-smede krutine, koji nije dalje pro¢is¢avan.

U *H NMR (600 MHz, DMSO) spektru identificirani su sljede¢i pikovi (8/ppm) koji odgovaraju
produktu: 9,17 (s, 2H, —C(NH2)2"), 8,75 (s, 2H, —C(NH2)2*), 6,90 (d, 1H, J = 7,6 Hz, Ar-H),
6,76 (dd, 1H, J=7,7 Hz, J = 1,2 Hz, Ar-H), 6,69 (t, 1H, J = 7,8 Hz, Ar—H). U 3C NMR (150
MHz, DMSO-ds) spektru identificirani su sljedeci pikovi (6/ppm): 165,2, 144,8, 137,5, 118,7,
118,7,116,5, 115,7. LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 152,2 [(M+H") ra¢unski za C7HgN30O, 151,07].

3.2.2.29. 6-amino-2-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)fenol hidroklorid (39)

Otopina karboksimidata dihidroklorida 22b (0,44 g, 1,56 mmol) i etilendiamina (0,27 ml, 3,97
mmol) je mijeSana u apsolutnom etanolu (5 ml) na temperaturi refluksa 4 sata u atmosferi
dusika. Reakcijska smjesa je ohladena, pri ¢emu je doslo do talozenja produkta u obliku

hidroklorida koji je filtriran, ispran hladnim etanolom, prekristaliziran iz vode i suSen u
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eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Izolirano je 0,20 g (60 %) cistog
produkta 39 u obliku Zzute krutine.

'H NMR (300 MHz, DMSO) &/ppm: 6,78 (dd, 1H, J=7,5 Hz, J = 1,4 Hz, Ar-H), 6,59 (dd, 1H,
J=75Hz,J=14Hz, Ar-H), 6,34 (t, 1H, J = 7,9 Hz, Ar—H), 3,72 (s, 4H, -CH,CH>-). LC-
MS (ESI): 100 %; m/z: 178,1 [(M+H") racunski za slobodnu bazu CeH11N30, 177,09].

3.2.2.30. 6-amino-2-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)fenolat (40)

Hidroklorid 39 (0,20 g, 0,94 mmol) je suspendiran u vodi (1 ml), dodana je otopina natrijevog
hidroksida do pH 10 nakon ¢ega je produkt filtriran, ispran acetonom i suSen u eksikatoru pod
vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Izolirano je 0,11 g (62,7 %) €istog produkta 40 u obliku
zute krutine.

'H NMR (300 MHz, DMSO) &/ppm: 10,74 (bs, 2H, —-C(NH-)2"), 6,75 (dd, 1H, J=7,5Hz, J =
1,3 Hz, Ar-H), 6,56 (dd, 1H, J = 7,5 Hz, J = 1,3 Hz, Ar-H), 6,31 (t, 1H, J = 7,9 Hz, Ar-H),
4,61 (bs, 2H, —-NHy), 3,70 (s, 4H, —-CH2CH>-).

3.3. Priprava izomernih amidino-supstituiranih 2-aminotiofenola i bis(2-

aminofenil)-disulfida

3.3.1. Priprava amidino-supstituiranih 2-aminotiofenola

3.3.1.1. 5-(2-metoksietil)benzotiazol karboksimidat dihidroklorid (43)

Otopina 5-cijanobenzotiazola (41) (3,05 g, 19,0 mmol) u bezvodnom 2-metoksietanolu (43 ml)
je zasicena plinovitim klorovodikom, uz hladenje reakcijske smjese na 10 — 15 °C. Tikvica je
zacepljena 1 smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi 5 dana. Po zavrSetku reakcije, suviSak
plinovitog klorovodika je ispuhan dusikom, a u suspenziju je dodan dietil-eter. Sirovi
karboksimidat dihidroklorid je filtriran, ispran dietil-eterom i suSen u eksikatoru pod
vakuumom iznad Kkalijevog hidroksida. Izolirano je 5,87 g sirovog karboksimidata
dihidroklorida 43 u kvantitativnom iskoristenju, koji je bez proc¢is¢avanja i karakterizacije

unutar par dana koristen u drugom koraku Pinnerove reakcije.

3.3.1.2. 5-amidinijbenzotiazol hidroklorid (45)
Karboksimidat dihidroklorid 43 (1,50 g, 4,86 mmol) je suspendiran u apsolutnom etanolu (15

ml) u atmosferi dusika te je reakcijska smjesa zasi¢ena suhim plinovitim amonijakom, uz
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hladenje reakcijske smjese na 10 — 15 °C. Tikvica je zacepljena i smjesa mijeSana na sobnoj
temperaturi 6 dana. Po zavrsetku reakcije, suviSak amonijaka je ispuhan dusikom, pri ¢emu je
doslo do taloZenja produkta u smjesi s amonijevim kloridom. Sirovi produkt je odfiltriran,
prekristaliziran iz etanola 1 suSen u suSioniku na 75 °C. Izolirano je 0,52 g (50 %) cistog
produkta 45 u obliku svijetlo-zute krutine; t:(45) = 117 — 121 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,60 (s, 1H, Ar—H), 9,27 (bs, 4H, —C(NH>)."), 8,62 (d,
1H, J = 1,6 Hz, Ar-H), 8,45 (d, 1H, J = 8,5 Hz, Ar-H), 7,92 (dd, 1H, J = 8,5 Hz, J = 1,7 Hz,
Ar-H). 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds) §/ppm: 165,4, 159,1, 152,6, 139,0, 126,0, 124,2, 123,5,
123,1. LC-MS (ESI): 99,4 %; m/z: 178,2 [(M+H") racunski za slobodnu bazu CgH7NsS,
177,04]. Elementna analiza: racunski za CgH7N3sS - HCI (213,69): C, 44,97; H, 3,77; N, 19,66.
Nadeno: C, 45,08; H, 3,71; N, 19,62.

3.3.1.3. 2-amino-4-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzentiolat (46)

Otopina karboksimidata dihidroklorida 43 (4,32 g) i etilendiamina (5,6 ml, 83,9 mmol, 5 ekv)
u apsolutnom etanolu (30 ml) je mijeSana na temperaturi refluksa 4 sata u atmosferi dusika.
Reakcijska smjesa je ohladena, produkt je filtriran, ispran hladnim etanolom i suSen na zraku.
Dobiveni sirovi produkt (2,32 g) je opran u vodi, filtriran, ispran acetonom i suSen u eksikatoru
pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Izolirano je 1,99 g (66 %) Cistog produkta 46 u
obliku Zute krutine; t(46) = 237 — 242 °C. Kristali pogodni za difrakciju rendgenskog zracenja
su dobiveni kristalizacijom iz vode.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,33 (bs, 2H, -C(NH-)."), 7,14 (d, 1H, J = 8,1 Hz,
Ar-H), 6,80 — 6,74 (m, 2H, Ar-H), 5,26 (bs, 2H, Ar-NH.), 3,81 (s, 4H, —-CH,CH>-). 3C
NMR (150 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 165,2, 158,6, 148,0, 132,4, 116,0, 108,7, 106,9, 44,0. LC-
MS (ESI): 100 %; m/z: 194,3 [(M+H™) racunski za CgH11NsS, 193,07]. Elementna analiza:
racunski za CoH11NsS (193,27): C, 55,93; H, 5,74; N, 21,74. Nadeno: C, 55,98; H, 5,79; N,
21,63.

3.3.1.4. 2-amino-4-(3,4,5,6-tetrahidropirimidinij-2-il)benzentiolat (47)

Otopina karboksimidata dihidroklorida 43 (4,50 g) i 1,3-propandiamina (8,0 ml, 95,8 mmol, 5
ekv) u apsolutnom etanolu (25 ml) je mijeSana na temperaturi refluksa 4 sata u atmosferi dusika.
Reakcijska smjesa je ohladena, produkt je filtriran, ispran hladnim etanolom i susen na zraku.

Dobiveni sirovi produkt (4,88 g) opran je u vodi i suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad

Lucija Pti¢ek Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 57

kalijevog hidroksida. Izolirano je 2,00 g (68 %) ¢istog produkta 47 u obliku zute krutine; t:(47)
=177 -180 °C.

IH NMR (300 MHz, DMSO-de) 8/ppm: 8,95 (bs, 2H, ~C(NH-)2"), 7,12 (d, 1H, J = 1,7 Hz,
Ar—H), 6,54 (dd, 1H, J = 8,0 Hz, J = 2,1 Hz, Ar—H ), 5,24 (s, 2H, Ar—NH, ), 3,38 (t, 4H, J =
5,6 Hz, ~CH2CH2CH:-), 1,91 — 1,88 (m, 2H, ~CH2CH2CHz-). 13C NMR (150 MHz, DMSO-
ds) &/ppm: 158,4, 148,0, 132,3 114,2 106,7 18,8. Elementna analiza: ra¢unski za C10H13N3S
(207,30): C, 57,94; H, 6,32; N, 20,27. Nadeno: C, 58,09; H, 6,26; N, 20,19.

3.3.2. Priprava izomernih cijano-supstituiranih bis(2-aminofenil)-disulfida

3.3.2.1. Bis(2-amino-4-cijanofenil)-disulfid (51)

Smjesa 5-cijanobenzotiazola (41) (4,93 g, 30,7 mmol) i etilendiamina (5,1 ml, 76,4 mmol) u
glicerolu (12,9 g) je mijesana na 100 °C 15 minuta u atmosferi dusika. Zatim je u smjesu dodana
voda, ohladena je te je dokapana 30 %-tna otopina vodikovog peroksida (2,9 ml). Reakcijska
suspenzija je mijeSana jo§ 60 minuta i ostavljena na hladnom preko no¢i. Dobiveni produkt je
filtriran, ispran vodom i susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida.lzolirano
je 3,99 g (82 %) cistog produkta 51 u obliku zute krutine; t(51) = 175 — 177 °C (lit. 178 — 182
°C).%

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 7,20 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,06 (d, 2H, J = 1,6
Hz, Ar-H), 6,83 (dd, 2H, J = 8,0 Hz, J = 1,6 Hz, Ar—H), 6,00 (s, 4H, Ar-NH>). 3C NMR (75
MHz, CDCl3) &/ppm: 148,6 (s), 136,8 (d), 123,0 (s), 121,1 (d), 118,4 (s), 118,0 (d), 115,1 (s).
LC-MS (ESI): 95,0 %; m/z: 299,1 [(M+H") racunski za C14H10N4S», 298,03].

3.3.3. Priprava amidino-supstituiranih bis(2-aminofenil)-disulfida

3.3.3.1. Opci postupak za pripravu karboksimidata tetrahidroklorida

Otopina bis(2-amino-4-cijanofenil)-disulfida (51) ili bis(2-amino-5-cijanofenil)-disulfida (52)
(1,00 g, 3,35 mmol) u bezvodnom 2-metoksietanolu (20 ml) zasi¢ena je plinovitim
klorovodikom, uz hladenje reakcijske smjese na 10 — 15 °C. Tikvica je zacepljena i smjesa
mijesana na sobnoj temperaturi 10 dana. Po zavrSetku reakcije, suviSak plinovitog klorovodika
ispuhan je dusikom, a u suspenziju je dodan dietil-eter. Sirovi karboksimidat tetrahidroklorid
je filtriran, ispran dietil-eterom i susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida
te je bez prociscavanja i karakterizacije unutar par dana koristen u drugom koraku Pinnerove

reakcije.
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3.3.3.2. Bis(2-amino-4-metoksietilfenil karboksimidat)-disulfid tetrahidroklorid (53)

Prema opéem postupku za pripravu karboksimidata, u reakciji bis(2-amino-4-cijanofenil)-
disulfida (51) (1,00 g, 3,35 mmol) u bezvodnom 2-metoksietanolu (20 ml) nakon 10 dana
mijesanja, izolirano je 1,81 g (91 %) sirovog karboksimidata tetrahidroklorida 53 u obliku
svijetlo-zute krutine, koji je bez prociscavanja i karakterizacije unutar par dana koriSten u

drugom koraku Pinnerove reakcije.

3.3.3.3. Bis(2-amino-4-metoksietilfenil karboksimidat)-disulfid (53B)

Karboksimidat tetrahidroklorid 53 (1,81 g) je otopljen u hladnoj vodi (65 ml) i neutraliziran
zasi¢enom otopinom natrijevog hidrogenkarbonata. Oslobodena baza je ekstrahirana
kloroformom, a spojeni ekstrakti su isprani vodom i suSeni iznad bezvodnog kalcijevog
karbonata. Uparavanjem kloroforma zaostalo je 1,40 g sirove baze 53B u obliku ulja dobivene
u kvantitativnom iskoristenju, koja je susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida te je bez prociS¢avanja i karakterizacije unutar par dana koristena u drugom koraku

Pinnerove reakcije.

3.3.3.4. Bis(2-amino-5-metoksietilfenil karboksimidat)-disulfid tetrahidroklorid (54)

Prema op¢em postupku za pripravu karboksimidata, u reakciji bis(2-amino-5-cijanofenil)-
disulfida (52) (2,60 g, 8,71 mmol) u bezvodnom 2-metoksietanolu (55 ml) nakon 10 dana
mijesanja, izolirano je 5,14 g (99 %) sirovog karboksimidata tetrahidroklorida 54 u obliku
svijetlo-zute krutine, koji je bez procis¢avanja i karakterizacije unutar par dana koriSten u

drugom koraku Pinnerove reakcije.

3.3.3.5. Bis(2-amino-5-metoksietilfenil karboksimidat)-disulfid (54B)

Karboksimidat tetrahidroklorid 54 (5,14 g) je otopljen u hladnoj vodi (125 ml) i neutraliziran
zasi¢enom otopinom natrijevog hidrogenkarbonata. Oslobodena baza je ekstrahirana
kloroformom, a spojeni ekstrakti su isprani vodom i suSeni iznad bezvodnog kalcijevog
karbonata. Uparavanjem kloroforma zaostalo je 3,62 g (93 %) sirove baze 54B u obliku
svijetlosmede viskozne kapljevine, koja je susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida te je bez pro¢iS¢avanja i karakterizacije unutar par dana koristena u drugom koraku

Pinnerove reakcije.
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3.3.3.6. Bis(4-amidino-2-aminofenil)-disulfid dihidroklorid (55)

Karboksimidat 53B je otopljen u apsolutnom etanolu (15 ml), dodan je amonijev klorid (0,179
g, 3,37 mmol, 1 ekv) otopljen u vodi (5 ml) te je reakcijska smjesa mijeSana na temperaturi
refluksa 4 sata u atmosferi dusika. Vruca reakcijska smjesa je obradena aktivnim ugljenom,
ohladena i ostavljena na hladnom preko no¢i. Mati¢nica je uparena na mali volumen, dodan je
2-propanol i dietil-eter pri ¢emu je talozio amonijev klorid koji je filtriran. U matiénicu je zatim
dodan dietil-eter pri ¢emu je talozio sirovi produkt. Dobiveni produkt je filtriran, ispran dietil-
eterom 1 susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Izolirano je 0,78 g
smjese produkata u obliku zute krutine, koji nisu detaljno karakterizirani.

LC-MS (ESI): 19,1 %; m/z: 167,2 [((M+2H")/2) racunski za slobodnu bazu Ci14H16NeS2,
332,09].

3.3.3.7. Bis[2-amino-4-(3,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-il)fenil]-disulfid dihidroklorid (56)
Otopina karboksimidata tetrahidroklorida 53 (1,75 g) i 1,3-propandiamina (1,4 ml, 16,8 mmol,
5 ekv) u apsolutnom etanolu (10 ml) je mijeSana na temperaturi refluksa 4 sata u atmosferi
dusika. Reakcijska smjesa je ohladena i ostavljena da stoji na hladnom preko no¢i pri ¢emu je
talozio 1,3-propandiamin dihidroklorid koji je filtriran. Mati¢nica je obradena aktivnim
ugljenom, uparena na mali volumen, dodan je 2-propanol i dietil-eter pri ¢emu je talozio sirovi
produkt. Dobiveni produkt je filtriran, ispran dietil-eterom i suSen u eksikatoru pod vakuumom
iznad kalijevog hidroksida. 1zolirano je 0,38 g smjese produkata u obliku Zute krutine, koji nisu
detaljno karakterizirani.

LC-MS (ESI): 7,85 %; m/z: 207,4 [((M+2H")/2) racunski za slobodnu bazu C2oH24NeS2,
412,15].

3.3.3.8. Bis(5-amidino-2-aminofenil)-disulfid dihidroklorid dihidrat (57)

Karboksimidat 54B (3,616 g, 6,06 mmol) je otopljen u hladnoj vodi (125 ml) i neutraliziran
zasi¢enom otopinom natrijevog hidrogenkarbonata. Oslobodena baza je ekstrahirana
kloroformom (3 x 50 ml), spojeni ekstrakti su isprani vodom i suseni iznad bezvodnog
magnezijevog sulfata. Uparavanjem kloroforma zaostala je sirova baza, koja je suSena u
eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. U otopinu baze u 75 %-tnom etanolu
(60 ml) je dodan amonijev klorid (0,72 g, 13,5 mmol, 2 ekv) te je reakcijska smjesa mijesana

na temperaturi refluksa 5 sati u atmosferi duSika. Vruca reakcijska smjesa je obradena aktivnim
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ugljenom, ohladena i ostavljena na hladnom preko noc¢i. Dobiveni produkt je filtriran, opran u
hladnoj vodi i susen na zraku. Izolirano je 1,27 g (52 %) ¢istog produkta 57 u obliku svijetlo-
zute krutine; t(57) > 300 °C (lit. > 300 °C).1®

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 8,88 (s, 4H, —C(NH2)."), 8,71 (s, 4H, —C(NH2)."), 7,68
(dd, 2H,J =8,8 Hz, J = 2,3 Hz, Ar-H), 7,58 (d, 2H, J = 2,3 Hz, Ar-H), 6,85 (d, 2H, J = 8,8 Hz,
Ar-H), 6,70 (bs, 4H, Ar-NH). LC-MS (ESI): 97,7 %; m/z: 333,2 [(M+H") radunski za
slobodnu bazu C14H16NeS2, 332,45].

3.3.3.9. Bis(5-N-izopropilamidino-2-aminofenil)-disulfid dihidroklorid dihidrat (59)

Otopina 6-(N-izopropilamidino)benzotiazola hidroklorida (58) (2,01 g, 7,85 mmol) i
etilendiamina (1,3 ml, 16,6 mmol, 2,5 ekv) je mijeSana u apsolutnom etanolu (20 ml) na
temperaturi refluksa 35 minuta. Ohladena reakcijska smjesa je uparena na volumen od 10 ml i
dodana je voda (30 ml). Otopina je neutralizirana s koncentriranom klorovodi¢nom kiselinom
te je, uz hladenje u ledenoj kupelji, dokapan 30 %-tni vodikov peroksid (0,6 ml) pri ¢emu je
talozio produkt. Suspenzija je ostavljena na hladnom preko noéi, produkt je filtriran, ispran
vodom i suSen U eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Izolirano je 1,13 g (57
%) Cistog produkta 59 u obliku Zute krutine, t(59) = 230 — 234 °C (lit. 232 — 235 °C).1¢

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,03 — 8,70 (m, 6H, —C(NH2)*NH-), 7,58 — 7,56 (m,
4H, Ar-H), 6,84 (d, 2H, J = 9,3 Hz, Ar-H), 6,50 (s, 4H, Ar-NHy), 4,02 — 3,97 (m, 2H, —
CH(CHz)2), 1,22 (d, 12H, -CH(CHBz)2). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 417,4 [(M+H") radunski za
slobodnu bazu C2oH2sNeS2, 416,18]. Elementna analiza: racunski za C20H30NeS2Cl2 - 2 H20
(525,56): C, 45,71; H, 6,52; N, 15,99. Nadeno: C, 45,69; H, 6,49; N, 16,04.

3.3.3.10. Bis[2-amino-5-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)fenil]-disulfid dihidroklorid dihidrat
(60)

Otopina karboksimidata tetrahidroklorida 54 (1,76 g, 2,95 mmol) i etilendiamina (0,9 ml, 13,4
mmol, 4 ekv) u apsolutnom etanolu (10 ml) je mijeSana na temperaturi refluksa 4 sata u
atmosferi duSika. Reakcijska smjesa je ohladena, produkt je filtriran, ispran hladnim etanolom,
opran u vodi i susen u susioniku na 85 °C. Izolirano je 1,09 g (75 %) Cistog produkta 60 u obliku
zute krutine; t(60) > 300 °C (lit. > 300 °C).1®

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 9,68 (bs, 2H, ~C(NH-)."), 7,86 (dd, 2H, J=8,7 Hz, J
= 2,2 Hz, Ar-H), 7,38 (d, 2H, J = 2,1 Hz, Ar-H), 6,92 (s, 4H, Ar-NH>), 6,87 (d, 2H, J = 8,8
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Hz, Ar-H), 3,84 (s, 8H, —CH>CH>-). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 193,2 [((M+H")/2) ratunski
za slobodnu bazu C1gH20NeS2, 384,12].

3.3.3.11. Bis[2-amino-5-(3,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-il)fenil]-disulfid dihidroklorid (61)
Otopina karboksimidata tetrahidroklorida 54 (5,13 g, 8,60 mmol) i 1,3-propandiamina (4,2 ml,
50,3 mmol, 5 ekv) u apsolutnom etanolu (30 ml) je mijeSana na temperaturi refluksa 4 sata u
atmosferi dusika. Reakcijska smjesa je ohladena, produkt je filtriran, ispran hladnim etanolom
1 suSen na zraku. Sirovi produkt je opran u vodi (20 ml), filtriran, ispran hladnom vodom i
acetonom te susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Izolirano je 1,64 g
(33 %) ¢istog produkta 61 u obliku svijetlo-zute krutine; t(61) = 296 — 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,62 (bs, 4H, —C(NH-)."), 7,60 (dd, 2H, J = 8,6 Hz, J
=2,1 Hz, Ar-H), 7,41 (d, 2H, J = 2,1 Hz, Ar-H), 6,84 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Ar—H), 6,55 (s, 4H,
Ar-NH,), 3,42 — 3,3 (m, 8H, —-CH2CH:CH>-), 1,89 (m, 4H, — CH,CH,CHz-). *C NMR (75
MHz, DMSO-de) o/ppm: 157,3 (s, 2C), 154,0 (s, 2C), 135,7 (d, 2C), 130,4 (d, 2C), 115,3 (s,
2C), 114,2 (d, 2C), 114,0 (s, 2C), 38,5 (t, 4C), 18,1 (t, 2C). LC-MS (ESI): 99,0 %; m/z: 413,3
[(M+H") racunski za slobodnu bazu C20H24NeS2, 412,57]. Elementna analiza: racunski za

C20H26N6S2Cl2 (485,50): C, 49,48; H, 5,40; N, 17,31. Nadeno: C, 49,44; H, 5,47; N, 17,26.

3.3.3.12. Bis[2-amino-5-(4,5,6,7-tetrahidro-1H-1,3-diazepin-2-il)fenil]-disulfid dihidroklorid
(62)

Otopina karboksimidata tetrahidroklorida 54 (4,66 g, 7,81 mmol) i 1,4-butandiamina (6,0 ml,
60 mmol, 6 ekv) u apsolutnom etanolu (30 ml) mijeSana je na temperaturi refluksa 4 sata u
atmosferi dusSika. Reakcijska smjesa je ohladena, produkt je filtriran, ispran hladnim etanolom
i suSen na zraku. Sirovi produkt je opran u vodi, ispran hladnom vodom i susen u eksikatoru
pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Izolirano je 1,98 g (57 %) Cistog produkta 62 u
obliku svijetlo-zute krutine; t:(62) = 261 — 263 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,34 (bs, 4H, —C(NH-)2"), 7,56 (dd, 2H, J = 8,7 Hz, J
=2,2Hz, Ar-H), 7,45 (d, 2H, J=2,2 Hz, Ar-H), 6,83 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Ar-H), 6,62 (s, 4H,
Ar-NH,), 3,54 (m, 8H, -CH2CH2CH2CH>-), 1,85 (m, 8H, -CH2CH2CH2CH>-). 3C NMR (150
MHz, DMSO-de) o/ppm: 163,8 (s, 2C), 154,5 (s, 2C), 137,3 (d, 2C), 132,1 (d, 2C), 115,7 (s,
2C), 115,2 (s, 2C), 114,1 (d, 2C),43,7 (t, 4C), 25,5 (t, 2C). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 441,3
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[(M+H") racunski za slobodnu bazu Cz2H2sNeS2, 440,63]. Elementna analiza: racunski za
C22H30NeS2Cl2 (513,55): C, 51,45; H, 5,89; N, 16,36. Nadeno: C, 51,48; H, 5,94; N, 16,28.

3.4. Priprava amidino-supstituiranih 1,2-diaminobenzena

3.4.1. 3,4-diaminobenzonitril (68)

Smjesa 4-amino-3-nitrobenzonitrila (66) (2,02 g, 12,4 mmol) i kositrovog(ll) klorida dihidrata
(11,2 g, 49,6 mmol) u 20 ml vode i 20 ml koncentrirane klorovodi¢ne kiseline je mijeSana na
temperaturi refluksa 20 minuta, a zatim izlivena na led. Reakcijska smjesa je neutralizirana
otopinom natrijevog hidroksida, ekstrahirana dietil-eterom (5 x 100 ml) i suSena iznad
magnezijevog sulfata. Uparavanjem dietil-etera izolirano je 1,46 g (89 %) Cistog produkta 68 u
obliku zute krutine; t(67) = 147 — 148 °C (lit. 147,5 °C).%

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 6,80 (dd, 2H, J = 8,0 Hz, J = 1,9 Hz, Ar-H), 6,76 (d,
1H,J=1,9 Hz, Ar-H), 6,54 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Ar-H), 5,43 (s, 2H, Ar—-NH>), 4,85 (s, 2H, Ar—
NH2). 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 140,2 (s), 134,7 (s), 122,4 (d), 121,1 (s), 115,7
(d), 113,2 (d), 96,8 (s).

3.4.2. 2-metoksietil-3,4-diaminobenzen karboksimidat trihidroklorid (69)

Otopina 3,4-diaminobenzonitrila (68) (1,17 g, 8,79 mmol) u bezvodnom 2-metoksietanolu (80
ml) je zasi¢ena plinovitim klorovodikom, uz hladenje reakcijske smjese na 10 — 15 °C. Tikvica
je zacepljena 1 smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi 5 dana. Po zavrSetku reakcije, suviSak
plinovitog klorovodika je ispuhan dusikom, a u suspenziju je dodan dietil-eter. Sirovi produkt
je filtriran, ispran dietil-eterom i susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida.
Izolirano je 2,54 g (91 %) karboksimidata trihidroklorida 69 koji je bez pro¢is¢avanja unutar

par dana koriSten u drugom koraku Pinnerove reakcije.

3.4.3. 3,4-diamino-1-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)benzen hidroklorid (71)

U otopinu karboksimidata trihidroklorida 69 (2,54 g, 7,97 mmol) u apsolutnom etanolu (40 ml)
dodan je etilendiamin (1,5 ml, 22,5 mmol, 2,5 ekv). Reakcijska smjesa je mijeSana na
temperaturi refluksa 4 sata u atmosferi dusika, ohladena 1 ostavljena da stoji na hladnom preko
no¢i. Dobiveni produkt je filtriran, ispran hladnim etanolom i susen u eksikatoru pod

vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Dobiveni sirovi produkt (1,73 g) je prekristaliziran iz
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etanola, filtriran, ispran hladnim etanolom i susen na zraku. Izolirano je 1,05 g (68 %) Cistog
produkta 71 u obliku Zzute krutine; t(71) = 210 — 213 °C (lit. 220 °C).**

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 9,92 (bs, 2H, —C(NH2)."), 7,16 (dd, 1H, J = 8,3 Hz, J
=2,2Hz, Ar-H), 7,01 (d, 1H, J = 2,2 Hz, Ar-H), 6,58 (d, 1H, J = 8,3 Hz, Ar-H), 5,83 (s, 2H,
Ar-NHy), 4,88 (s, 2H, Ar-NHy), 3,84 (s, 4H, —-CH2CHz-). 33C NMR (150 MHz, DMSO-ds)
d/ppm: 165,0 (s), 142,3 (s), 134,1 (s), 119,9 (d), 112,7 (d), 112,5 (d), 108,4 (s), 43,7 (t, 2C).
LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 177,2 [(M+H") racunski za slobodnu bazu CoH12N4, 176,11].

3.5. Priprava amidino-supstituiranih benzazola

3.5.1. Priprava amidino-supstituiranih 2-arilbenzoksazola

3.5.1.1. 5-amidinij-2-fenilbenzoksazol metansulfonat (88)

Smjesa 2-aminofenola 23 (76 mg, 0,50 mmol) i benzojeve kiseline (72) (69 mg, 0,57 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (13,8 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) i ohladena preko noci. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (12
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (60 mg)
je suspendirana u etanolu (10 ml), dodana je metansulfonska kiselina (65 ul, 2,0 ekv), a nakon
mijesanja 1 h na sobnoj temperaturi i dietil-eter. Dobivena sol je filtrirana, isprana dietil-eterom
i suSena u susioniku na 75 °C. lzolirano je 74 mg (24 %) Cistog produkta 88 u obliku bijele
krutine; t(88) = 268 — 271 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 9,41 (s, 2H, —C(NH2)2"), 9,13 (s, 2H, ~C(NH.)2"), 8,32
(s, 1H, Ar—H), 8,26 (d, 2H, J = 6,5 Hz, Ar-H), 8,08 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,89 (d, 1H, J
= 8,2 Hz, Ar—H), 7,71 — 7,67 (m, 3H, Ar-H), 2,33 (s, 3H, CH3SO3). 1*C NMR (150 MHz,
DMSO-ds) 6/ppm: 165,3 (s), 164,2 (s), 153,2 (s), 141,6 (s), 132,7 (d), 129,5 (d), 127,6 (d), 125,8
(d), 125,7 (s), 125,0 (s), 120,3 (d), 111,7 (d), 39,8 (q). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 238,2 [(M+H™)
racunski za slobodnu bazu C14H11N30, 237,09]. Elementna analiza: racunski za C1sH15N304S

(333,36): C, 54,04; H, 4,54; N, 12,60. Nadeno: C, 54,12; H, 4,52; N, 12,57.
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3.5.1.2. 6-amidinij-2-fenilbenzoksazol metansulfonat dihidrat (89)

Smjesa 2-aminofenola 33 (112 mg, 0,50 mmol) i benzojeve kiseline (72) (69 mg, 0,57 mmol)
je mijesanana 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (14,7 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) i ohladena preko noéi. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (15
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i su$ena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (110 mg)
je suspendirana u etanolu (6 ml), dodana je metansulfonska kiselina (65 pl, 2,0 ekv) i mijeSano
2 sata na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i susena u susioniku
na 75 °C. lzolirano je 102 mg (31 %) ¢istog produkta 89 u obliku bez krutine; t:(89) = 276 —
280 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,38 (bs, 4H, —-C(NH2)."), 8,27 — 7,66 (m, 8H, Ar-H),
2,33 (s, 3H, CH3S03). *C NMR (150 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 165,1 (s), 164,8 (s), 149,7 (s),
1455 (s), 132,8 (d), 129,5 (d), 127,7 (d), 125,6 (s), 125,1 (s), 125, 1 (d), 120,1 (d), 111,3 (d),
39,8 (). LC-MS (ESI): 98,1 %; m/z: 238,2 [(M+H™) racunski za slobodnu bazu C14H11N3O,
237,09]. Elementna analiza: racunski za C1sH1sN304S - 2 H20 (369,39): C, 48,77; H, 5,18; N,
11,38. Nadeno: C, 48,65; H, 5,22; N, 11,41.

3.5.1.3. 5-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)-2-fenilbenzoksazol metansulfonat (90)

Smjesa 2-aminofenola 27 (99 mg, 0,51 mmol) i benzojeve kiseline (72) (63 mg, 0,52 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (14,3 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (100 ml), ohladena preko no¢i i1 zaluZzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena
baza je filtrirana, isprana vodom i suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. Sirova baza (95 mg) je suspendirana u etanolu (10 ml), neotopljene necistoée su
filtrirane, a zatim je u otopinu baze dodana metansulfonska kiselina (26 pl, 0,8 ekv) te je 1 sat
mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i suSena u
susioniku na 75 °C. Izolirano je 100 mg (77 %) ¢istog produkta 90 u obliku bijele krutine; t:(90)
=167 —170 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,56 (bs, 2H, ~C(NH-)2"), 8,43 (d, 1H, J = 1,4 Hz,
Ar-H), 8,26 (dd, 2H, J =7,7 Hz, J = 1,3 Hz, Ar-H), 8,14 (d, 1H, J = 8,7 Hz, Ar-H), 8,00 (dd,
1H,J=8,7 Hz, J =1,8 Hz, Ar-H), 7,72 — 7,64 (m, 3H, Ar-H), 4,06 (s, 4H, —-CH2CH>-), 2,31
(s, 3H, CH3SO3Y). *C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 164,7 (s), 164,4 (s), 153,6 (s), 141,9
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(s), 132,7 (d), 129,4 (d), 127,7 (d), 126,0 (d), 125,5 (s), 120,5 (d), 118,9 (s), 112,2 (d), 44,5 (t,
2C), 39,7 (q). Elementna analiza: ra¢unski za C17H17N304S (359,40): C, 56,81; H, 4,77; N,
11,69. Nadeno: C, 56,88; H, 4,61; N, 11,77.

3.5.1.4. 6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)-2-fenilbenzoksazol metansulfonat (91)

Smjesa 2-aminofenola 36 (90 mg, 0,51 mmol) i benzojeve kiseline (72) (63 mg, 0,52 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (12,6 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (120 ml), ohladena preko no¢i i sljede¢i dan zaluZzena otopinom natrijevog hidroksida.
Dobivena baza je filtrirana, isprana vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. Sirova baza (101 mg) je suspendirana u etanolu (10 ml), neotopljene necistoce su
filtrirane, a zatim je u otopinu baze dodana metansulfonska kiselina (50 ul, 1,5 ekv) te je 1 sat
mijeSsano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i su$ena u
susioniku na 75 °C. Izolirano je 84 mg (46 %) Cistog produkta 91 u obliku bez krutine; t(91) =
223 — 225 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,58 (bs, 2H, ~C(NH-)."), 8,42 (d, 1H, J = 1,4 Hz,
Ar—H), 8,28 (dd, 2H, J =7,3 Hz, J = 1,6 Hz, Ar-H), 8,11 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,99 (dd,
1H,J=8,4Hz,J =16 Hz, Ar-H), 7,73 (t, 1H, J = 7,3 Hz, Ar-H), 7,68 (t, 2H, J = 1,4 Hz,
Ar-H), 7,74 — 7,67 (m, 3H, Ar-H), 4,07 (s, 4H, -CH2CHz-), 2,32 (s, 3H, CH3S03). *C NMR
(150 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 165,6 (s), 164,6 (S), 149,9 (s), 146,3 (s), 133,0 (d), 129,5 (d),
127,9 (d), 125,5 (s), 125,4 (d), 120,6 (d), 118,7 (s), 111,5 (d), 44,5 (t, 2C), 39,7 (q). LC-MS
(ESI): 98,1 %; m/z: 264,2 [(M+H") racunski za slobodnu bazu C21H17N30, 263,11]. Elementna
analiza: racunski za C17H17N304S (359,40): C, 56,81; H, 4,77; N, 11,69. Nadeno: C, 56,91; H,
4,75; N, 11,64.

3.5.1.5. 5-amidinij-2-(naftalen-1-il)benzoksazol metansulfonat (92)

Smjesa 2-aminofenola 23 (76 mg, 0,50 mmol) i 1-naftojeve kiseline (73) (86 mg, 0,50 mmol)
je mijesanana 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (10,2 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (250 ml) i ohladena preko noéi. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (20
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (133 mg)

je suspendirana u etanolu (4 ml), dodana je metansulfonska kiselina (65 ul, 2,0 ekv) te je 2 sata
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mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom, prekristalizirana
iz etanola i susena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 52 mg (29 %) Cistog produkta 92 u obliku
narancaste krutine; t(92) = 273 — 277 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,44 (s, 2H, —C(NH2)2"), 9,14 (s, 2H, —C(NH2)."), 8,52
(dd, 1H, J =7,4 Hz, J = 1,0 Hz, Ar-H), 8,45 (d, 1H, J = 1,6 Hz, Ar-H), 8,30 (d, 1H, J = 8,2
Hz, Ar-H), 8,14 (d, 2H, J =8,7 Hz, Ar-H), 7,94 (dd, 1H, J=8,7 Hz, J = 1,8 Hz, Ar-H), 7,84 —
7,68 (m, 3H, Ar—H), 2,38 (s, 3H, CH3S03). 3C NMR (150 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 165,3 (s),
163,8 (s), 152,6 (s), 141,7 (s), 133,6 (s), 133,4 (d), 130,0 (d), 129,8 (s), 129,0 (d), 128,3 (d),
126,8 (d), 126,0 (d), 125,4 (d), 125,4 (d), 124,9 (s), 121,7 (s), 120,5 (d), 111,6 (d), 39,8 (q). LC-
MS (ESI): 98,5 %; m/z: 288,2 [(M+H") racunski za slobodnu bazu CisHi3sNsO, 287,11].
Elementna analiza: racunski za C19H17N304S (383,42): C, 59,52; H, 4,47; N, 10,96. Nadeno:
C, 59,50; H, 4,58; N, 10,90.

3.5.1.6. 6-amidinij-2-(naftalen-1-il)benzoksazol metansulfonat (93)

Smjesa 2-aminofenola 33 (112 mg, 0,50 mmol) i 1-naftojeve kiseline (73) (98 mg, 0,57 mmol)
je mijeSanana 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (11,0 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (250 ml) 1 ohladena preko no¢i. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (25
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (151 mg)
je suspendirana u etanolu (20 ml), dodana je metansulfonska kiselina (65 ul, 2,0 ekv) te je 2
sata mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana dietil-eterom,
prekristalizirana iz etanola i susena u susioniku na 75 °C. lzolirano je 54 mg (27 %) Cistog
produkta 93 u obliku bijele krutine; t(93) = 265 — 268 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 9,45 (bs, 2H, —C(NH2)*), 9,43 (s, 1H, Ar—H), 9,17 (bs,
2H, —C(NH2)*), 8,53 (d, 1H, J = 7,2 Hz, Ar-H), 8,39 (d, 1H, J = 1,2 Hz, Ar-H), 8,31 (d, 1H, J
= 8,4 Hz, Ar—H), 8,20 — 8,13 (m, 2H, Ar—H), 7,92 (dd, 1H, J = 8,4 Hz, J = 1,4 Hz, Ar-H), 7,84
—7,69 (m, 3H, Ar-H), 2,38 (s, 3H, CH3S03). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 165,1 (s),
1649 (s), 149,0 (s), 145,8 (s), 133,6 (d), 130,2 (d), 129,8 (s), 129,1 (d), 128,4 (d), 126,9 (d),
125,5 (d), 125,4 (d), 125,2 (s), 125,1 (d), 121,7 (s), 120,3 (d), 111,4 (d), 39,8 (). LC-MS (ESI):
99,3 %; m/z: 288,2 [(M+H") racunski za slobodnu bazu CisHi3N3O, 287,11]. Elementna
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analiza: racunski za C19H17N304S (383,42): C, 59,52; H, 4,47; N, 10,96. Nadeno: C, 59,43; H,
4,55; N, 10,99.

3.5.1.7. 6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)-2-(naftalen-1-il)benzoksazol metansulfonat (94)
Smjesa 2-aminofenola 36 (97 mg, 0,55 mmol) i 1-naftojeve kiseline (73) (86 mg, 0,50 mmol)
je mijesanana 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (10,0 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) i ohladena preko noc¢i. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (15
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (113 mg)
je otopljena u etanolu (20 ml), neotopljene necistoce su filtrirane, a zatim je u otopinu baze
dodana metansulfonska kiselina (49 ul, 1,4 ekv) te je 1 sat mijeSano na sobnoj temperaturi.
Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i suSena u susioniku na 75 °C. lzolirano je 62 mg
(30 %) ¢istog produkta 94 u obliku bijele krutine, t:(94) = 248 — 252 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,62 (s, 2H, ~C(NH-)2"), 9,43 (d, 1H, J = 8,6 Hz,
Ar-H), 8,55 (dd, 1H, J = 7,3 Hz, J = 0,9 Hz, Ar-H), 8,47 (d, 1H, J = 1,4 Hz, Ar—H), 8,31 (d,
1H, J = 8,2 Hz, Ar-H), 8,22 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 8,14 (d, 1H, J = 8,1 Hz, Ar-H), 8,03
(dd, 1H, J=8,4 Hz, J = 1,7 Hz, Ar-H), 7,83 — 7,70 (m, 3H, Ar-H), 4,09 (s, 4H, —CH>CH>-),
2,33 (s, 3H, CH3S03). °C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 165,2 (s), 164,6 (s), 149,1 (s),
146,3 (s), 133,7 (d), 133,6 (s), 130,3 (d), 129,8 (s), 129,1 (d), 128,4 (d), 126,8 (d), 125,4 (d),
121,5 (s), 120,7 (d), 118,9 (s), 111,4 (d), 44,5 (t, 2C), 39,8 (q). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 314,2
[(M+H") racunski za slobodnu bazu CzHisN3O, 313,12]. Elementna analiza: racunski za
C21H19N304S (409,46): C, 61,60; H, 4,68; N, 10,26. Nadeno: C, 61,66; H, 4,61; N, 10,24.

3.5.1.8. 6-(3,4,5,6-tetrahidropirimidinij-2-il)-2-(naftalen-1-il)benzoksazol metansulfonat (95)

Smjesa 2-aminofenola 37 (115 mg, 0,55 mmol) i 1-naftojeve kiseline (73) (87 mg, 0,50 mmol)
je mijesanana 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (10,7 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (100 ml), ohladena preko nodi i zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena
baza je filtrirana, isprana vodom i suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. Sirova baza (85 mg) je otopljena u etanolu (5 ml), neotopljene necistoce su
filtrirane, a zatim je u otopinu baze dodana metansulfonska kiselina (34 pul, 1,0 ekv) te je 1 sat

mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i suSena u
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susioniku na 75 °C. Izolirano je 64 mg (30 %) Cistog produkta 95 u obliku smede krutine; t:(95)
=277 -282 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,05 (bs, 2H, ~C(NH-)2"), 9,44 (d, 1H, J = 8,7 Hz,
Ar-H), 8,53 (dd, 1H, J = 7,4 Hz, J = 1,0 Hz, Ar-H), 8,31 (d, 1H, J = 8,2 Hz, Ar—H), 8,27 (d,
1H,J =1,3 Hz, Ar-H), 8,19 (d, 1H, J = 8,3 Hz, Ar-H), 8,15 (d, 1H, J = 8,2 Hz, Ar-H), 7,84 —
7,69 (m, 3H, Ar-H), 3,56 (t, 4H, J = 5,6 Hz, -CH>CH2CH.-), 2,30 (s, 3H, CH3SO0s), 2,09 —
2,09 (m, 2H, —CH2CH,CH-). 3C NMR (150 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 164,6 (s), 159,0 (s),
149,0 (s), 145,2 (s), 133,6 (s), 133,5 (d), 130,1 (d), 129,8 (s), 129,0 (d), 128,4 (d), 126,8 (d),
125,7 (s), 125,4 (d), 124,6 (d), 121,7 (s), 120,5 (d), 110,9 (d), 39,7 (), 38,9 (t, 2C), 17,7 (¢).
LC-MS (ESI): 99,9 %; m/z: 328,1 [(M+H") rac¢unski za slobodnu bazu C21H17N30, 327,14].
Elementna analiza: ra¢unski za C22H21N304S (423,48): C, 62,40; H, 5,00; N, 9,92. Nadeno: C,
62,45; H, 4,92; N, 9,98.

3.5.1.9. 5-amidinij-2-(naftalen-2-il)benzoksazol metansulfonat dihidrat (96)

Smjesa 2-aminofenola 23 (83 mg, 0,55 mmol) i 2-naftojeve kiseline (74) (87 mg, 0,50 mmol)
je mijeSanana 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (10,7 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) 1 ohladena preko noc¢i. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom 1
susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (20
ml) i suspenzija je zaluZena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (158 mg)
je otopljena u etanolu (7 ml), dodana je metansulfonska kiselina (65 ul, 1,8 ekv) te je 2 sata
mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom, prekristalizirana
iz vode i acetona i susena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 55 mg (28 %) Cistog produkta 96
u obliku bez krutine; t(96) = 250 — 254 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 9,42 — 9,18 (m, 4H, —C(NH.)."), 8,88 (s, 1H, Ar-H),
8,34 — 8,06 (m, 6H, Ar—H), 7,98 — 7,81 (m, 1H, Ar—H), 7,80 — 7,54 (m, 2H, Ar-H), 2,36 (s,
3H, CH3S03). 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 165,3 (s), 164,4 (s), 153,3 (s), 141,8 (s),
134,6 (s), 132,5 (s), 129,2 (d), 129,1 (d), 128,6 (d), 128,5 (d), 127,9 (d), 127,4 (d), 125,8 (d),
125,1 (s), 123,6 (d), 123,0 (s), 120,3 (d), 111,6 (d). LC-MS (ESI): 95,6 %; m/z: 288,2 [(M+H")
racunski za slobodnu bazu C18H13N30, 287,11]. Elementna analiza: ra¢unski za C19H17N304S
- 2 H20 (419,45): C, 54,41; H, 5,05; N, 10,02. Nadeno: C, 54,36; H, 5,12; N, 10,01.
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3.5.1.10. 6-amidinij-2-(naftalen-2-il)benzoksazol metansulfonat dihidrat (97)

Smjesa 2-aminofenola 33 (128 mg, 0,57 mmol) i 2-naftojeve kiseline (74) (95 mg, 0,55 mmol)
je mijesanana 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (16,0 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) i ohladena preko noéi. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (20
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i su$ena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (159 mg)
je otopljena u etanolu (7 ml), dodana je metansulfonska kiselina (65 ul, 1,8 ekv) te je 2 sata
mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom, prekristalizirana
iz vode i acetona i susena u susSioniku na 75 °C. Izolirano je 79 mg (34 %) Cistog produkta 97
u obliku zute krutine; t(97) = 276 — 281 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 9,44 — 9,22 (m, 4H, —C(NH>)2"), 8,91 (s, 1H, Ar-H),
8,33 — 8,16 (m, 4H, Ar-H), 8,07 (s, 2H, Ar-H), 7,89 (d, 1H, J = 7,1 Hz, Ar-H), 7,69 (s, 2H,
Ar-H), 2,37 (s, 3H, CH3S03). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 165,4 (s), 165,1 (s),
149,8 (s), 145,8 (s), 134,7 (s), 132,5 (s), 129,3 (d), 129,2 (d), 128,7 (d), 127,9 (d), 127,4 (d),
125,2 (d), 125,0 (s), 123,6 (d), 122,9 (s), 120,1 (d), 111,4 (d). LC-MS (ESI): 96,5 %; m/z: 288,2
[(M+H") racunski za slobodnu bazu CigH13N3O, 287,11]. Elementna analiza: racunski za
C19H17N304S - 2 H20 (419,45): C, 54,41; H, 5,05; N, 10,02. Nadeno: C, 54,32; H, 5,18; N,
9,97.

3.5.1.11. 6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)-2-(naftalen-2-il)benzoksazol metansulfonat (98)
Smjesa 2-aminofenola 36 (97 mg, 0,55 mmol) i 2-naftojeve kiseline (74) (86 mg, 0,50 mmol)
je mijeSanana 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (10,0 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) 1 ohladena preko no¢i. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom 1
susSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (15
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (135 mg)
je otopljena u etanolu (15 ml), dodana je metansulfonska kiselina (68 ul, 1,9 ekv) te je 2 sata
mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i susena u
susioniku na 75 °C. Izolirano je 76 mg (37 %) ¢istog produkta 98 u obliku Zute krutine; t:(98)
=272 - 276 °C.
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'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,62 (bs, 2H, —-C(NH-)2"), 8,92 (s, 1H, Ar-H), 8,41
(d, 1H, J = 1,3 Hz, Ar-H), 8,29 (dd, 1H, J = 8,6 Hz, J = 1,6 Hz, Ar-H), 8,23 (d,1 H,J =8,0
Hz, Ar-H), 8,18 (d, 1H, J = 8,6 Hz, Ar-H), 8,12 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 8,07 (d, 1H, J =
8,0 Hz, Ar-H), 8,00 (dd, 1H, J = 8,4 Hz, J = 1,6 Hz, Ar-H), 7,73 — 7,67 (m, 2H, Ar—H), 4,08
(s, 4H, —-CH2CH>-), 2,36 (s, 3H, CH3S03). 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 165,7 (s),
164,5 (s), 149,9 (s), 146,4 (s), 134,7 (s), 132,4 (s), 129,2 (d), 128,8 (d), 128,7 (d), 127,9 (d),
127,4 (d), 125,5 (d), 123,6 (d), 122,7 (s), 120,5 (d), 118,7 (s), 111,4 (d), 44,5 (t, 2C), 39,7 (q).
LC-MS (ESI): 97,3 %; m/z: 314,2 [(M+H") racunski za slobodnu bazu C2oH15N30, 313,12].
Elementna analiza: racunski za C21H19N304S (409,46): C, 61,60; H, 4,68; N, 10,26. Nadeno:
C, 61,56; H, 4,76; N, 10,28.

3.5.1.12. 6-(3,4,5,6-tetrahidropirimidinij-2-il)-2-(naftalen-2-il)benzoksazol metansulfonat
(99)
Smjesa 2-aminofenola 37 (116 mg, 0,55 mmol) i 2-naftojeve kiseline (74) (89 mg, 0,52 mmol)
je mijeSanana 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (10,7 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (100 ml), ohladena preko noci i zaluZzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena
baza je filtrirana, isprana vodom 1 suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. Sirova baza (124 mg) je otopljena u etanolu (10 ml), dodana je metansulfonska
Kiselina (49 pl, 1,4 ekv) te je 2 sata mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana,
isprana acetonom i susena u suSioniku na 75 °C. lzolirano je 94 mg (43 %) Cistog produkta 99
u obliku zute krutine; t:(99) = 246 — 251 °C.
IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,04 (s, 2H, —~C(NH-)2*), 8,92 (s, 1H, Ar—H), 8,31
(dd, 1H, J = 8,6 Hz, J = 1,6 Hz, Ar-H), 8,24 (d, 1H, J = 8,6 Hz, Ar-H), 8,19 (d, 1H, J = 8,8
Hz, Ar-H), 8,11 — 8,06 (m, 2H, Ar—H), 7,79 (dd, 1H, J = 8,4 Hz, J = 1,5 Hz, Ar-H), 7,74 —
7,66 (m, 2H, Ar—H), 4,08 (bs, 4H, —-CH>CH>CH>-), 2,30 (s, 3H, CH3S03), 2,07 — 2,00 (m, 2H,
—~CH2CH,CH>-). *C NMR (150 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 165,2 (s), 158,9 (s), 149,8 (s), 145,3
(s), 134,6 (s), 132,5 (s), 129,2 (d), 129,1 (d), 128,6 (d), 127,9 (d), 127,4 (d), 125,5 (s), 124,7
(d), 123,6 (d), 123,0 (s), 120,2 (d), 110,9 (d), 39,7 (q), 38,9 (t, 2C), 17,7 (t). LC-MS (ESI): 100
%; m/z: 328,1 [(M+H") racunski za slobodnu bazu C21H17N3O, 327,14]. Elementna analiza:
racunski za C22H21N304S (423,48): C, 62,40; H, 5,00; N, 9,92. Nadeno: C, 62,48; H, 5,01; N,
9,89.
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3.5.1.13. 6-(3,4,5,6-tetrahidropirimidinij-2-il)-2-fenilbenzoksazol heksafluorofosfat (100)
Smjesa 2-aminofenola 37 (96 mg, 0,50 mmol) i benzojeve kiseline (72) (68 mg, 0,56 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (16,0 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (100 ml) i ohladena preko no¢i. Zatim je dodana heksafluorofosfatna kiselina (1,5 ml,
17,0 mmol), mijeSano je 1 sat na sobnoj temperaturi i ohladeno preko no¢i. Dobivena sol je
filtrirana, prekristalizirana iz vode i susena u susioniku na 75 °C. lzolirano je 59,6 mg (28 %)
produkta 100 u obliku bijele krutine; t(100) = 208 — 213 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 8,25 (d, 2H, J = 7,5 Hz, Ar—-H), 8,16 (s, 1H, Ar-H),
7,99 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,77 (d, 1H, J = 7,9 Hz, Ar-H), 7,71 — 7,64 (m, 3H, Ar-H),
3,62 — 3,49 (m, 4H, —-CH,CH2CH-), 2,08 — 1,97 (m, 2H, —~CH,CH2CH>-). 3C NMR (150
MHz, DMSO-de) 6/ppm: 164,6 (s), 158,1 (s), 149,6 (s), 144,7 (s) 132,4 (d), 129,1 (d), 127,4
(d), 126,3 (s), 125,6 (s), 124,2 (d), 119,8 (d), 110,3 (d), 38,6 (t), 17,8 (t). LC-MS (ESI): 81,8
%; m/z: 278,4 [(M+H") racunski za slobodnu bazu C17H1sN30, 277,12].

3.5.2. Priprava amidino-supstituiranih bisbenzoksazola

3.5.2.1. 2,2'-(1,4-fenilen)bis(5-amidinijbenzoksazol) dimetansulfonat (101)

Smjesa 2-aminofenola 23 (170 mg, 1,12 mmol) i tereftalne kiseline (76) (84 mg, 0,51 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (19,8 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) 1 ohladena preko no¢i. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (10
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (205 mg)
je suspendirana u etanolu (20 ml), dodana je metansulfonska kiselina (167 pl, 2,3 ekv) te je 2
sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom,
prekristalizirana iz vode i acetona i susena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 86 mg (27 %)
Cistog produkta 101 u obliku bijele krutine; t:(101) > 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,23 (bs, 8H, —C(NH-)2"), 8,50 (s, 4H, Ar-H), 8,38 (d,
2H, J = 1,5 Hz, Ar—H), 8,38 (d, 2H, J = 1,5 Hz, Ar-H), 8,10 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Ar—H), 7,94
(dd, 2H, J = 8,6 Hz, J = 1,8 Hz, Ar—H), 2,36 (s, 6H, CH3S03). 3C NMR (75 MHz, DMSO-
de) 6/ppm: 165,2 (s), 163,2 (s), 153,4 (s), 141,6 (s), 128,9 (s), 128,6 (d), 126,3 (d), 125,3 (s),
120,7 (d), 111,9 (d). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 397,1 [(M+H") racunski za slobodnu bazu
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C20H16N6O2, 396,13]. Elementna analiza: racunski za C24H24NsOsS2 - 2,5 H2O (633,65): C,
45,50; H, 4,62; N, 13,27. Nadeno: C, 45,57; H, 4,58; N, 13,23.

3.5.2.2. 2,2'-(1,4-fenilen)bis[5-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzoksazol] dimetansulfonat
(102)
Smjesa 2-aminofenola 27 (195 mg, 1,00 mmol) i tereftalne kiseline (76) (83 mg, 0,50 mmol) je
mijeSana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (20,0 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) i ohladena preko noéi. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (10
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (180 mg)
je suspendirana u etanolu (50 ml), dodana je metansulfonska kiselina (130 pl, 2,0 ekv) te je 2
sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana dietil-eterom i suSena u
susioniku na 75 °C. lzolirano je 218 mg (64 %) cCistog produkta 102 u obliku bijele krutine,
t:(102) > 300 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,53 (bs, 4H, —C(NH-)."), 8,50 (s, 6H, Ar-H), 8,16
— 8,04 (m, 4H, Ar-H), 4,08 (s, 8H, —-CH2CH-), 2,32 (s, 6H, CH3SO3). *C NMR (150 MHz,
DMSO-dg) 8/ppm: 164,7 (s, 2C), 163,2 (s, 2C), 153,5 (s, 2C), 141,6 (s,2C), 128,7 (s, 2C), 128,3
(d, 2C), 126,2 (d, 2C), 120,7 (d, 2C), 119,0 (s, 2C), 112,0 (d, 2C), 44,3 (t, 4C). LC-MS (ESI):
98,2 %; m/z: 449,20 [(M+H") racunski za slobodnu bazu C2sH20NsO2, 448,16]. Elementna
analiza: racunski za C2gH2sNsOsS: - 2,5 H20 (685,73): C, 49,06; H, 4,85; N, 12,26. Nadeno: C,
49,03; H, 4,90; N, 12,09.

3.5.2.3. 2,2'-(1,4-fenilen)bis[6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzoksazol] dimetansulfonat
(103)

Smjesa 2-aminofenola 36 (189 mg, 1,07 mmol) i tereftalne kiseline (76) (87 mg, 0,52 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (20,8 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) 1 ohladena preko no¢i. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (10
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (153 mg)

je suspendirana u etanolu (20 ml), dodana je metansulfonska kiselina (111 pl, 1,6 ekv) te je 2
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sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom,
prekristalizirana iz vode i suSena u suSioniku na 75 °C. Izolirano je 108 mg (30 %) cCistog
produkta 103 u obliku bez krutine; t:(103) > 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,57 (bs, 4H, —~C(NH-)2"), 8,54 (s, 4H, Ar-H), 8,45
(s, 2H, Ar—-H), 8,18 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 8,02 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Ar—H), 4,07 (s, 8H,
—~CH2CH2-), 2,30 (s, 6H, CH3S03"). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 164,5 (s, 2C), 128,8
(s, 2C), 128,5 (d, 2C), 125,3 (d, 2C), 120,6 (d, 2C), 111,3 (d, 2C), 44,6 (t, 4C). LC-MS (ESI):
96,6 %; m/z: 449,20 [(M+H") racunski za slobodnu bazu C26H20NsO2, 448,16]. Elementna
analiza: racunski za C2sH2sNsOsS; - 2,5 H20 (685,73): C, 49,06; H, 4,85; N, 12,26. Nadeno: C,
49,07; H, 4,81; N, 12,34.

3.5.2.4. 2,2'-(1,4-fenilen)bis[7-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzoksazol] dimetansulfonat
(104)

Smjesa 2-aminofenola 40 (88 mg, 0,50 mmol) i tereftalne kiseline (76) (41 mg, 0,25 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (11,8 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (150 ml) i ohladena preko noci. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (10
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (48 mg)
je suspendirana u etanolu (5 ml), dodana je metansulfonska kiselina (65 pl, 2,0 ekv) te je 2 sata
mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom, prekristalizirana
iz vode i acetona i suSena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 18 mg (11 %) Cistog produkta 104
u obliku zute krutine; t:(104) > 300 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 10,60 (S, 4H, —C(NH-)2"), 8,67 (s, 4H, Ar-H), 8,31
(d, 2H, J =79 Hz, Ar-H), 8,01 (d, 2H, J =8,1 Hz, Ar-H), 7,75 (t, 2H, J = 7,9 Hz, Ar-H),
4,16 (s, 8H, —CH2CH>-), 2,30 (s, 6H, CH3SO3"). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 449,2 [(M+H")
racunski za slobodnu bazu C26H20NsO2, 448,16]. Elementna analiza: rac¢unski za C2gH28NsOsS2

- 2 H20 (676,72): C, 49,70; H, 4,77; N, 12,42. Nadeno: C, 49,76; H, 4,80; N, 12,29.
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3.5.2.5. 2,2'-(1,4-fenilen)bis[5-(3,4,5,6-tetrahidropirimidinij-2-il)benzoksazol]
dimetansulfonat (105)
Smjesa 2-aminofenola 28 (241 mg, 1,15 mmol) i tereftalne kiseline (76) (84 mg, 0,51 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (19,6 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (100 ml), ohladena preko no¢i i sljedeéi dan zaluzena otopinom natrijevog hidroksida.
Dobivena baza je filtrirana, isprana vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. Sirova baza (229 mg) je suspendirana u etanolu (10 ml), dodana je metansulfonska
kiselina (125 pl, 1,7 ekv) te je 2 sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana,
isprana acetonom i susena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 244 mg (68 %) Cistog produkta
105 u obliku bijele krutine; t(105) > 300 °C.
'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,87 (s, 4H, —-C(NH-)."), 8,49 (s, 4H, Ar-H), 8,24 (d,
2H,J = 1,6 Hz, Ar—H), 8,07 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ar-H), 7,82 (dd, 2H, J = 8,5 Hz, J = 1,8 Hz,
Ar-H), 3,57 — 3,55 (m, 8H, -CH2CH.CH>-), 2,29 (s, 6H, CHsSOz3’), 2,07 — 2,04 (m, 4H,
—CH2CH,CH>-). 33C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 162,9 (s, 2C), 159,0 (s, 2C), 141,3
(s, 2C), 128,7 (s, 2C), 128,2 (d, 2C), 125,4 (s, 2C), 125,3 (d, 2C), 119,7 (d, 2C), 111,4 (d, 2C),
38,7 (t, 4C), 17,4 (t, 2C). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 239,3 [((M+2H")/2) ratunski za slobodnu
bazu C2gH24N602, 476,20]. Elementna analiza: ratunski za C3oH32NeOgS: - 2 H20 (704,77): C,
51,13; H, 5,15; N, 11,92. Nadeno: C, 51,09; H, 5,17; N, 11,85.

3.5.2.6. 2,2'-(1,3-fenilen)bis(5-amidinijbenzoksazol) dimetansulfonat (106)

Smjesa 2-aminofenola 23 (151 mg, 1,00 mmol) i izoftalne kiseline (75) (83 mg, 0,50 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (20,4 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) i ohladena preko noéi. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (10
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (145 mg)
je suspendirana u etanolu (20 ml), dodana je metansulfonska kiselina (127 pl, 2,0 ekv) te je 2
sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom,
prekristalizirana iz vode i acetona i susena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 39 mg (12 %)
Cistog produkta 106 u obliku bijele krutine, t(106) = 296 — 299 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,24 (bs, 8H, ~C(NH.)2"), 9,04 (s, 1H, Ar-H), 8,54
(dd, 2H, J = 7,8 Hz, J = 1,6 Hz, Ar-H), 8,37 (d, 2H, J = 1,6 Hz, Ar-H), 8,16 (d, 2H, J = 8,6
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Hz, Ar—H), 7,97 — 7,91 (m, 3H, Ar—H), 2,31 (s, 6H, CH3S03). *C NMR (150 MHz, DMSO-
ds) &/ppm: 165,2 (s), 163,1 (s), 153,3 (s), 141,5 (s), 131,1 (d), 130,9 (d), 126,9 (s), 126,2 (d),
125,3(s), 120,5 (d), 111,9 (d), 39,7 (g, 2C). LC-MS (ESI): 92,8 %; m/z: 397,1 [(M+H") racunski
za slobodnu bazu C22H1sNeO2, 396,13]. Elementna analiza: racunski za C24H24NsOsS:2 - 2,5
H20 (633,65): C, 45,50; H, 4,62; N, 13,27. Nadeno: C, 45,73; H, 4,68; N, 13,18.

3.5.2.7. 2,2'-(1,3-fenilen)bis(6-amidinijbenzoksazol) dimetansulfonat (107)

Smjesa 2-aminofenola 33 (240 mg, 1,07 mmol) i izoftalne kiseline (75) (84 mg, 0,51 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (20,5 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (250 ml) i ohladena preko noci. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (25
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (205 mg)
je suspendirana u etanolu (18 ml), dodana je metansulfonska kiselina (98 ul, 1,4 ekv) te je 2
sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, prevedena natrag u bazu pa u
sol, prekristalizirana iz vode i acetona te susena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 48 mg (15
%) Cistog produkta 107 u obliku bez krutine; t(107) > 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,22 (bs, 8H, —~C(NH2)2*), 9,09 — 9,05 (m, 1H, Ar-H),
8,55 (dd, 2H, J =7,9 Hz, J = 1,6 Hz, Ar-H), 8,38 — 8,37 (m, 2H, Ar-H), 8,11 (d, 2H, J = 8,4
Hz, Ar—H), 7,98 (d, 1H, J = 8,1 Hz, Ar-H), 7,92 (dd, 2H, J =8,5 Hz, J = 1,3 Hz, Ar-H), 2,34
(s, 6H, CH3S03Y). *C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 165,1 (s), 164,1 (s), 149,8 (s), 145,5
(s), 131,5 (d), 131,0 (d), 126,9 (s), 125,4 (s), 125,4 (d), 120,5 (d), 111,8 (d), 39,8 (g, 2C). LC-
MS (ESI): 100 %; m/z: 397,5 [(M+H") racunski za slobodnu bazu CzH1sNeO2, 396,13].
Elementna analiza: ra¢unski za C24H24NeOgS2 - 2 H20 (624,64): C, 46,15; H, 4,52; N, 13,45.
Nadeno: C, 46,45; H, 3,81; N, 13,34.

3.5.2.8. 2,2'-(1,3-fenilen)bis[5-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzoksazol] dimetansulfonat
(108)

Smjesa 2-aminofenola 27 (215 mg, 1,10 mmol) i izoftalne kiseline (75) (84 mg, 0,51 mmol) je

mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (15,8 g). Reakcijska smjesa je izlivena

u vodu (150 ml) 1 ohladena preko no¢i. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i

susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (10
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ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (150 mg)
je suspendirana u etanolu (25 ml), dodana je metansulfonska kiselina (100 ul, 1,4 ekv) te je 2
sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana dietil-eterom i suSena u
susioniku na 75 °C. lIzolirano je 187 mg (54 %) cistog produkta 108 u obliku bijele krutine,
t(108) = 263 — 265 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,62 (s, 4H, ~C(NH-)2"), 9,02 (s, 1H, Ar-H), 8,55 (d,
2H,J =7,1 Hz, Ar-H), 8,49 (s, 2H, Ar-H), 8,22 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ar-H), 8,05 (d, 2H, J =
8,4 Hz, Ar—H), 7,97 (t, 1H, J = 7,7 Hz, Ar—H), 4,09 (s, 8H, -CH2CH2-), 2,32 (s, 6H, CH3SO3
). 8C NMR (75 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 164,6 (s), 163,1 (s), 153,5 (s), 141,6 (s), 131,0 (d),
130,6 (d), 126,6 (s), 126,2 (d), 120,6 (d), 119,0 (s), 112,1 (d), 44,4 (t, 4C). LC-MS (ESI): 96,7
%; m/z: 449,20 [(M+H") racunski za slobodnu bazu C26H20NsO2, 448,16]. Elementna analiza:
racunski za CpgH28NeOsS: - 2,5 H20 (685,73): C, 49,06; H, 4,85; N, 12,26. Nadeno: C, 49,09;
H, 4,80; N, 12,16.

3.5.2.9. N,N'-bis[2-hidroksi-5-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)fenil]-1,3-
benzendikarboksamid dimetansulfonat (109)

Smjesa 2-aminofenola 27 (222 mg, 1,14 mmol) i izoftaloil-klorida (83) (100 mg, 0,49 mmol)
mijeSana je na temperaturi refluksa 2 dana u koncentriranoj octenoj kiselini (15 ml) u atmosferi
dusika. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran acetonom i susen u eksikatoru pod
vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirovi produkt (300 mg) je suspendiran u 1,4-dioksanu
(4 ml), dodana je metansulfonska kiselina (400 pl, 5,4 ekv) te je smjesa grijana 2,5 sata na 100
°C. U reakcijsku smjesu je dodan aceton (10 ml) i kratko je zagrijana. Dobivena sol je filtrirana,
isprana acetonom i suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Izolirano je
338 mg (44 %) cistog produkta 109 u obliku bijele krutine; t(109) = 250 — 253 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 11,31 (s, 2H, —OH), 10,26 (s, 4H, —C(NH-)2*), 9,91
(s, 2H, Ar—-NH-CO), 8,59 — 8,54 (m, 1H, Ar-H), 8,31 (d, 2H, J = 2,2 Hz, Ar—H), 8,21 (dd, 2H,
J=78Hz,J=15Hz, Ar-H), 7,76 - 7,69 (m, 3H, Ar—H), 7,17 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Ar-H), 3,98
(s, 8H, —CH2CH2-), 2,32 (s, 6H, CH3S05"). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 165,0 (8),
164,4 (s), 156,2 (s), 134,3 (s), 130,8 (d), 128,9 (d), 127,3 (d), 127,0 (d), 126,1 (d), 126,0 (s),
116,3 (d), 112,3 (s), 44,2 (t, 4C), 39,7 (q, 2C). LC-MS (ESI): 99,2 %; m/z: 485,2 [(M+H")

racunski za slobodnu bazu C26H24NsOs, 484,19]. Elementna analiza: raCunski za
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C28H32N6s010S2 - 2 H20 (712,75): C, 47,18; H, 5,09; N, 11,79. Nadeno: C, 47,33; H, 4,94; N,
11,60.

3.5.2.10. 2,2'-(1,3-fenilen)bis[6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzoksazol] dimetansulfonat
(110)

Smjesa 2-aminofenola 36 (192 mg, 1,08 mmol) i izoftalne kiseline (75) (90 mg, 0,54 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (20,4 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) i ohladena preko noéi. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (10
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i su$ena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (146 mg)
je suspendirana u etanolu (20 ml), dodana je metansulfonska kiselina (106 pl, 1,5 ekv) te je 2
sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom,
prekristalizirana iz vode i acetona i susena u susSioniku na 75 °C. lzolirano je 112 mg (31 %)
Cistog produkta 110 u obliku bijele krutine; t,(110) = 218 — 222 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,62 (bs, 4H, —C(NH-)2"), 9,00 (s, 1H, Ar-H), 8,53
(d, 2H, J =7,6 Hz, Ar—H), 8,46 (s, 2H, Ar-H), 8,15 (d, 2H, J =8,1 Hz, Ar—H), 8,03 - 7,93 (m,
3H, Ar—H), 4,08 (s, 8H, —-CH2CH2-), 2,35 (s, 6H, CH3SO3). **C NMR (75 MHz, DMSO-dg)
d/ppm: 164,5 (s), 164,4 (s), 150,0 (s), 145,9 (s), 131,6 (d), 131,0 (d), 126,8 (s), 126,7 (d), 125,6
(d), 120,8 (d), 119,5 (s), 111,7 (d), 44,8 (t, 4C). LC-MS (ESI): 96,7 %; m/z: 449,20 [(M+H")
rac¢unski za slobodnu bazu C2sH20NsO2, 448,16]. Elementna analiza: raGunski za C2sH2sNeOgS2
- 2 H20 (676,72): C, 49,70; H, 4,77; N, 12,42. Nadeno: C, 49,97; H, 4,89; N, 12,30.

3.5.2.11. 2,2'-(2,5-dihidroksi-1,4-fenilen)bis[6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzoksazol]
dimetansulfonat (111)

Smjesa 2-aminofenola 36 (100 mg, 0,56 mmol) i 2,5-dihidroksitereftalne kiseline (77) (51 mg,
0,26 mmol) je mijeSana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (12,6 g). Reakcijska
smjesa je izlivena u vodu (200 ml) i ohladena preko no¢i. Dobiveni sirovi produkt je filtriran,
ispran vodom i suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je
suspendiran u vodi (10 ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena
baza je filtrirana, isprana vodom i suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog

hidroksida. Sirova baza (115 mg) je otopljena u koncentriranoj octenoj kiselini (6 ml), dodan
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je aceton pri ¢emu je talozila sol koja je filtrirana i suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad
kalijevog hidroksida. Dobiveni acetat (101 mg) otopljen je u vodi (5 ml), dodana je
metansulfonska kiselina (116 pl, 3,2 ekv) i aceton kako bi istalozio produkt te je sve mijeSano
1 sat na sobnoj temperaturi i ohladeno preko noci. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom
1 suSena u suSioniku na 75 °C. Izolirano je 91 mg (46 %) Cistog produkta 111 u obliku Zute
krutine, t(111) > 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,57 (s, 6H, —C(NH-).*, —OH), 8,46 (s, 2H, Ar-H),
8,15 (d, 2H, J = 7,9 Hz, Ar-H), 8,03 (d, 2H, J = 7,9 Hz, Ar-H), 7,80 (s, 2H, Ar-H), 4,08 (s,
8H, —CH,CH-), 2,33 (s, 6H, CH3S03). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 164,6 (s),
164,1 (s), 150,2 (s), 149,2 (s), 145,0 (s), 125,7 (d), 120,5 (d), 119,3 (s), 116,7 (d), 115,9 (s),
111,7 (d), 44,6 (t). LC-MS (ESI): 97,9 %; m/z: 241,6 [(M+2H")/2) racunski za slobodnu bazu
C26H20N60a4, 480,15]. Elementna analiza: racunski za C2gH2sNeO10S2 - 5 H20 (762,76): C,
44,09; H, 5,02; N, 11,02. Nadeno: C, 44,12; H, 4,99; N, 11.04.

3.5.2.12. 2,2'-(1,1'-bifenil-4,4'-diil)bis[6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzoksazol]
dimetansulfonat (112)

Smjesa 2-aminofenola 36 (93 mg, 0,52 mmol) i 4,4'-bifenildikarboksilne kiseline (79) (58 mg,
0,24 mmol) je mijeSana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (12,5 g). Reakcijska
smjesa je izlivena u vodu (200 ml) i1 ohladena preko no¢i. Dobiveni sirovi produkt je filtriran,
ispran vodom 1 suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je
suspendiran u vodi (10 ml) 1 suspenzija je zaluZena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena
baza je filtrirana, isprana vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. Sirova baza (140 mg) je suspendirana u etanolu (10 ml), dodana je metansulfonska
Kiselina (87 pl, 2,6 ekv) te je 1 sat mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana,
isprana acetonom i suSena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 147 mg (86 %) ¢istog produkta
112 u obliku svijetlo-smede krutine; t:(112) > 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,52 (bs, 4H, —~C(NH-)."), 8,42 — 8,40 (m, 6H, Ar—
H), 8,10 — 7,99 (m, 8H, Ar—H), 4,07 (s, 8H, -CH2CH>-), 2,30 (s, 6H, CHsSO3). *C NMR (75
MHz, DMSO-de) o/ppm: 165,3 (s), 164,6 (s), 150,0 (s), 146,4 (s), 142,7 (s), 128,7 (d), 128,0
(d), 125,5 (d), 125,4 (s), 120,7 (d), 118,8 (s), 111,5 (d), 44,5 (t, 4C). LC-MS (ESI): 100 %; m/z:
263,7 [((M+2H%)/2) racunski za slobodnu bazu Caz2H2aNsO2, 524,20]. Elementna analiza:
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racunski za C3sH32NeOgS2 - 4 H20 (788,84): C, 51,77; H, 5,11; N, 10,65. Nadeno: C, 51,67; H,
5,14; N, 10,71.

3.5.2.13. 2,2'-(eten-1,2-diil)bis(6-amidinijbenzoksazol) dimetansulfonat (113)

Smjesa 2-aminofenola 33 (222 mg, 0,99 mmol) i fumarne kiseline (81) (57 mg, 0,49 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (14,4 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) i ohladena preko noéi. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (15
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (109 mg)
je suspendirana u etanolu (10 ml), dodana je metansulfonska kiselina (130 pl, 2,0 ekv) te je 2
sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom,
prekristalizirana iz vode i acetona i susena u suSioniku na 75 °C. Izolirano je 39 mg (14 %)
Cistog produkta 113 u obliku zute krutine; t(113) > 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,39 (s, 4H, —-C(NH2)"), 9,17 (s, 4H, -C(NH)"), 8,33
(s, 2H, Ar—H), 8,08 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,92 (dd, 2H, J = 8,3 Hz, J = 1,3 Hz, Ar-H),
7,85 (s, 2H, —-CH=CH-), 2,40 (s, 6H, CH3S03"). *C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 5/ppm: 164,9
(s), 162,7 (s), 149,4 (s), 145,2 (s), 125,9 (s), 125,2 (d), 124,4 (d), 120,6 (d), 111,4 (d), 39,5 (q,
2C). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 174,2 [(M+2H")/2) racunski za slobodnu bazu C1sH14NsO>,
346,12]. Elementna analiza: racunski za C20H22NeOgS> - 2 H20 (574,58): C, 41,81; H, 4,56; N,
14,63. Nadeno: C, 41,79; H, 4,60; N, 14,65.

3.5.2.14. 2,2'-(eten-1,2-diil)bis[6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzoksazol]
dimetansulfonat (114)

Smjesa 2-aminofenola 36 (98 mg, 0,55 mmol) i fumarne kiseline (81) (29 mg, 0,25 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (12,9 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) i ohladena preko noci. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (2,5
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (47 mg)
je suspendirana u etanolu (5 ml), dodana je metansulfonska kiselina (38 ul, 1,1 ekv) te je 2 sata

mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i susena u
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susioniku na 75 °C. Izolirano je 52 mg (33 %) ¢istog produkta 114 u obliku Zute krutine; t:(114)
> 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 10,65 (bs, 4H, —C(NH-),"), 8,43 (s, 2H, Ar— H), 8,17
8,02 (m, 4H, Ar-H), 7,92 (s, 2H, —CH=CH-), 2,31 (s, 6H, CH3S05). $*C NMR (75 MHz,
DMSO-ds) 6/ppm: 164,5 (s), 163,3 (s), 149,8 (s), 146,0 (s), 125,7 (d), 124,9 (d), 121,3 (d), 120,0
(s), 111,7 (d), 44,6 (t). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 399,1 [(M+H") racunski za slobodnu bazu
C22H18N60O2, 398,15]. Elementna analiza: ra¢unski za C24H26N6OgS> - 2 H20 (626,66):

C, 46,00; H, 4,83; N, 13,41. Nadeno: C, 45,90; H, 4,88; N, 13,39.

3.5.2.15. 2,2'-(eten-1,2-diil)bis[6-(3,4,5,6-tetrahidropirimidinij-2-il)benzoksazol]
dimetansulfonat (115)

Smjesa 2-aminofenola 37 (111 mg, 0,58 mmol) i fumarne kiseline (81) (29 mg, 0,25 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2,5 sata u polifosfornoj kiselini (12,2 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (150 ml), ohladena preko noci i zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena
baza je filtrirana, isprana vodom i suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom
iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (46 mg) je otopljena u 2-propanolu (10 ml), obradena
je aktivnim ugljenom i filtrirana pa je dodana metansulfonska kiselina (33 ul, 0,9 ekv) te je 2
sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom,
prekristalizirana iz vode i acetona i susena u susioniku na 75 °C. lzolirano je 27,7 mg (18 %)
Cistog produkta 115 u obliku svijetlo - zute krutine; t:(115) > 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 9,95 (s, 4H, ~C(NH-)2"), 8,21 (s, 2H, Ar- H), 8,07 (d,
2H, J = 8,5 Hz, Ar— H), 7,84 (s, 2H, -CH=CH-), 7,81 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ar— H), 3,69 — 3,49
(m, 8H, —-CH2CH2CH,-), 2,31 (s, 6H, CH3SOz3), 2,06 — 2,03 (m, 4H, —CH,CH,CH-). *°C
NMR (75 MHz, DMSO-ds) é6/ppm: 162,8 (s), 158,8 (s), 149,6 (s), 144,9 (s), 126,7 (s), 125,0
(d), 124,6 (d), 120,9 (d), 111,2 (d), 39,7 (q), 17,6 (t). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 214,2
[(M+2H")/2) racunski za slobodnu bazu C2sH22NeO2, 426,18]. Elementna analiza: ra¢unski za

C26H30N60sS2 (618,16): C, 50,47; H, 4,89; N, 13,58. Nadeno: C, 50,45; H, 4,92; N, 13,56.

3.5.2.16. N,N'-bis(2-hidroksi-4-amidinijfenil)-1,4-butandikarboksamid dimetansulfonat (116)
Smjesa 2-aminofenola 33 (229 mg, 1,02 mmol) i sukcinske kiseline (82) (61 mg, 0,52 mmol)

je mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (23,3 g). Reakcijska smjesa je izlivena
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u vodu (150 ml) i ohladena preko noci. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (10
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i su$ena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (115 mg)
je suspendirana u etanolu (10 ml), dodana je metansulfonska kiselina (98 ul, 1,5 ekv) te je 2
sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom,
prekristalizirana iz vode i susena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 27 mg (9 %) ¢istog produkta
116 u obliku bijele krutine; t(116) = 244 — 248 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 9,43 — 8,94 (m, 12H, —~C(NH2),*, -NH-, Ar-OH), 8,09
(d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar-H), 7,27 — 7,23 (m, 4H, Ar-H), 2,80 (s, 4H, —-CH>CH>-), 2,35 (s, 6H,
CH3S03). 3C NMR (150 MHz, D,0) &/ppm: 174,1, 165,9, 148,2, 130,1, 125,3, 124,1, 120,0,
115,1, 38,4, 31,2. LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 385,2 [(M+H") racunski za slobodnu bazu
C18H20N6O4, 384,15].

3.5.2.17. N,N'-bis[2-hidroksi-4-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)fenil]-1,4-
butandikarboksamid dimetansulfonat (117)
Smjesa 2-aminofenola 36 (91 mg, 0,51 mmol) i sukcinske kiseline (82) (32 mg, 0,27 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (12,3 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) i ohladena preko noci. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (10
ml) i suspenzija je zaluZena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (53 mg)
je suspendirana u etanolu (5 ml), dodana je metansulfonska kiselina (65 ul, 2,0 ekv) te je 2 sata
mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom, prekristalizirana
iz vode i acetona i susena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 43 mg (24 %) Cistog produkta 117
u obliku bijele krutine; t,(117) = 215 — 218 °C.
'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,72 (s, 2H, —OH), 10,28 (s, 4H, —C(NH-)2"), 9,58
(s, 2H, -NH-), 8,20 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,38 — 7,36 (m, 4H, Ar-H), 3,97 (s, 8H,
—CH2CH>-), 2,81 (s, 4H, —-COCH,CH2CO-), 2,33 (s, 6H, CH3S03). 3C NMR (150 MHz,
DMSO-ds) 6/ppm: 171,3 (s), 164,7 (s), 146,8 (s), 132,5 (s), 120,6 (d), 119,9 (d), 116,8 (s), 114,8
(d), 44,1 (t), 31,1 (t). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 437,5 [(M+H") racunski za slobodnu bazu
C22H24N604, 436,19].
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3.5.2.18. 2,2'-(1,3-fenilen)bis[5-(3,4,5,6-tetrahidropirimidinij-2-il)benzoksazol]
dimetansulfonat (118)

Smjesa 2-aminofenola 28 (241 mg, 1,15 mmol) i izoftalne kiseline (75) (84 mg, 0,51 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (17,8 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (100 ml), ohladena preko no¢i i sljedeéi dan zaluzena otopinom natrijevog hidroksida.
Dobivena baza je filtrirana, isprana vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. Sirova baza (203 mg) je suspendirana u etanolu (12 ml), dodana je metansulfonska
kiselina (65 ul, 0,9 ekv) i 2-propanol radi kristalizacije te je sve 2 sata mijeSano na sobnoj
temperaturi i ohladeno preko no¢i. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom, prevedena
natrag u bazu pa u sol i susena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 116 mg (34 %) Cistog produkta
118 u obliku bijele krutine; t(118) = 277 — 282 °C.

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,04 (s, 4H, —C(NH-),*), 9,03 (s, 1H, Ar-H), 8,54 (d,
2H, J = 7,5 Hz, Ar—H), 8,26 (s, 2H, Ar—H), 8,17 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,96 (t, 1H, = 7,8
Hz, Ar-H), 7,83 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 3,56 (s, 8H, -CH>CH>CH,-), 2,31 (s, 6H, CH3SO3"
), 2,04 (s, 3H, —CH2CH2CH:-). 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 163,1 (s), 159,1 (s),
152,9 (s), 141,5 (s), 131,2 (d), 130,9 (d), 127,0 (s), 126,3 (d), 125,8 (s), 125,7 (d), 120,0 (d),
112,0 (d), 39,7 (q), 38,9 (t), 17,7 (t). LC-MS (ESI): 95,0 %; m/z: 239,3 [((M+2H")/2) ra¢unski
za slobodnu bazu CasH24NeO2, 476,20]. Elementna analiza: racunski za CzoH32NsOgS:
(668,17): C, 53,88; H, 4,82; N, 12,57. Nadeno: C, 53,80; H, 4,89; N, 12,55.

3.5.2.19. 2,2'-(1,4-fenilen)bis[6-(3,4,5,6-tetrahidropirimidinij-2-il)benzoksazol]
dimetansulfonat (119)

Smjesa 2-aminofenola 37 (210 mg, 1,10 mmol) i tereftalne kiseline (76) (83 mg, 0,50 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (19,9 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) 1 ohladena preko noci. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (10
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (190 mg)
je suspendirana u etanolu (20 ml), dodana je metansulfonska kiselina (129 pl, 1,8 ekv) i aceton
radi Kkristalizacije te je sve 2 sata mijeSano na sobnoj temperaturi i ohladeno preko noéi.
Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom, prekristalizirana iz etanola i suSena u suSioniku na

75 °C. Izolirano je 131 mg (39 %) Cistog produkta 119 u obliku bijele krutine; t:(119) > 300 °C.
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 9,99 (s, 4H, —C(NH-)."), 8,52 (s, 4H, Ar-H), 8,25 (d,
2H,J =12 Hz, Ar-H), 8,11 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,81 (dd, 2H, J = 8,4 Hz, J =1,6 Hz,
Ar—H), 3,61 — 3,51 (m, 8H, —-CH2CH2CH2-), 2,31 (s, 6H, CH3SO3), 2,08 — 2,04 (m, 4H,
—CH2CH2CH2-). *C NMR (150 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 164,0 (s), 158,9 (s), 149,8 (s), 145,0
(s), 129,0 (s), 128,7 (d), 126,0 (s), 124,9 (d), 120,6 (d), 111,2 (d), 39,7 (q), 38,9 (1), 17,7 (t).
LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 239,4 [((M+2H")/2) raunski za slobodnu bazu CazsH24NeOo,
476,20]. Elementna analiza: racunski za C3oH32NeOgS> (668,17): C, 53,88; H, 4,82; N, 12,57.
Nadeno: C, 53,83; H, 4,79; N, 12,65.

3.5.2.20. 2,2'-(1,4-fenilen)bis(6-amidinijbenzoksazol) dimetansulfonat (120)

Smjesa 2-aminofenola 33 (113 mg, 0,50 mmol) i tereftalne kiseline (76) (42 mg, 0,25 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (11,0 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (150 ml) i ohladena preko noci. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (15
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (83 mg)
je suspendirana u etanolu (8 ml), dodana je metansulfonska kiselina (65 pl, 2,0 ekv) te je 2 sata
mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom, prekristalizirana
iz vode i acetona te susena u susioniku na 75 °C. Izolirana je smjesa produkata (51 mg) u obliku
bez krutine.

U *H NMR (600 MHz, DMSO) spektru identificirani su sljedeci pikovi (8/ppm) koji odgovaraju
produktu: 9,45 (s, 4H, —C(NH.)2*), 9,14 (s, 4H, —C(NH2)2"), 8,52 (s, 4H, Ar—H), 8,37 (s, 2H,
Ar-H), 8,12 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Ar-H), 7,91 (d, 2H, J = 8,2 Hz, Ar-H), 2,36 (s, 6H, CH3SO3
). LC-MS (ESI): 75,3 %; m/z: 397,2 [(M+H™) racunski za slobodnu bazu C22H16NsO2, 396,13].

3.5.2.21. 2,2'-(1,4-fenilen)bis[5-(4,5,6,7-tetrahidro-1H-1,3-diazepinij-2-il)benzoksazol]
dimetansulfonat (121)

Smjesa 2-aminofenola 29 (113 mg, 0,55 mmol) i tereftalne kiseline (76) (43 mg, 0,26 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (10,7 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (150 ml), ohladena preko no¢i i zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena
baza je filtrirana, isprana vodom 1 suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog

hidroksida. Sirova baza (70 mg) je suspendirana u etanolu (7 ml), dodana je metansulfonska
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kiselina (65 pl, 1,8 ekv) te je 2 sata mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana,
isprana acetonom, prekristalizirana iz vode 1 acetona te susena u susioniku na 75 °C. Izolirano
je 11 mg (6 %) cistog produkta 121 u obliku bijele krutine.

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 9,73 (s, 4H, —-C(NH-)."), 8,51 (s, 4H, Ar-H), 8,29 (d,
2H, J = 1,6 Hz, Ar-H), 8,11 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ar-H), 7,85 (dd, 2H, J = 8,5 Hz, J = 1,7 Hz,
Ar—H), 3,78 — 3,68 (m, 8H, -CH2CH.CH2CH>-), 2,33 — 2,29 (s, 6H, CH3SO3’), 2,03 (m, 8H,
—CH2CH2CH,CH>-). LC-MS (ESI): 96,6 %; m/z: 253,3 [((M+2H")/2) racunski za slobodnu
bazu C3oH2sN6O2, 504,23].

3.5.2.22. 2,2'-(1,3-fenilen)bis[5-(4,5,6,7-tetrahidro-1H-1,3-diazepinij-2-il)benzoksazol]
dimetansulfonat (122)

Smjesa 2-aminofenola 29 (114 mg, 0,56 mmol) i izoftalne kiseline (75) (44 mg, 0,26 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (10,4 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (100 ml), ohladena preko no¢i i zaluZena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena
baza je filtrirana, isprana vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. Sirova baza (120 mg) je suspendirana u etanolu (10 ml) i dodana je metansulfonska
Kiselina (65 pl, 1,8 ekv). Neotopljene necistoce su filtrirane, etanol je djelomi¢no uparen i dodan
je aceton zbog kristalizacije te je sve ohladeno preko no¢i. Dobivena sol je filtrirana, isprana
acetonom, prekristalizirana iz vode i acetona te susena u suSioniku na 75 °C. Izolirano je 22 mg
(12 %) ¢istog produkta 122 u obliku bijele krutine.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,74 (m, 4H, ~C(NH-)2%), 9,03 — 9,02 (m, 1H, Ar-H),
8,53 (dd, 2H, J=7,8 Hz, J = 1,7 Hz, Ar-H), 8,29 (d, 2H, J = 1,6 Hz, Ar-H), 8,14 (d, 2H, J =
8,5 Hz, Ar—H), 7,96 (t, 1H, J = 7,8 Hz, Ar-H), 7,85 (dd, 2H, J = 8,5 Hz, J = 1,7 Hz, Ar—H),
3,79 — 3,68 (m, 8H, -CH,CH2CH>CH>-), 2,31 (s, 6H, CHsSOz), 2,08 — 1,98 (m, 8H,
—CH,CH,2CH2CH2-). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 253,3 [((M+2H")/2) racunski za slobodnu
bazu CzoH28NsO2, 504,23].

3.5.2.23. N,N'-bis(2-hidroksi-5-amidinijfenil)-1,4-butandikarboksamid dimetansulfonat (123)
Smjesa 2-aminofenola 23 (176 mg, 1,16 mmol) i sukcinske kiseline (82) (60 mg, 0,51 mmol)
je mijesana na 210 °C kroz 100 minuta u polifosfornoj kiselini (18,7 g). Reakcijska smjesa je
izlivena u vodu (200 ml) 1 ohladena preko no¢i. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran

vodom i susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u
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vodi (10 ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je
filtrirana, isprana vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida.
Sirova baza (118 mg) je suspendirana u etanolu (5 ml), dodana je metansulfonska kiselina (110
ul, 1,5 ekv) te je 2 sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana
acetonom i susena u suSioniku na 75 °C. Izolirano je 112 mg (37 %) Cistog produkta 123 u
obliku bez krutine; t:(123) = 223 — 228 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,82 (bs, 2H, Ar—OH), 9,30 (s, 2H, -NH-), 8,95 (bs,
4H, —C(NH.)2"), 8,61 (bs, 4H, —C(NH2)2*), 8,33 (bs, 2H, Ar—H), 7,45 (bs, 2H, Ar—H), 7,04 (bs,
2H, Ar—H), 2,78 (s, 4H, —CH2CH>-), 2,37 (s, 6H, CH3S03). **C NMR (75 MHz, DMSO-ds)
d/ppm: 171,1 (s), 165,3 (s), 152,7 (s), 126,7 (s), 124,9 (d), 121,8 (d), 118,1 (s), 115,3 (d), 30,9
(t). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 199,4 [((M+2H")/2) racunski za slobodnu bazu CigH22NeOs4,
398,17].

3.5.3. Priprava amidino-supstituiranih bisbenzotiazola

3.5.3.1. 2,2'-(1,4-fenilen)bis(6-amidinijbenzotiazol) dimetansulfonat (127)

Smjesa 2-aminotiofenola 48 (46,2 mg, 0,28 mmol), tereftalaldehida (87) (16,8 mg, 0,125 mmol)
i koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (25 pl) je mijeSana na 120 °C kroz 45 minuta u glicerolu
(1,03 g). U reakcijsku smjesu je dodana voda (10 ml) te je zatim zaluZena otopinom natrijevog
hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana vodom i suSena u eksikatoru pod vakuumom
iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (43 mg) je suspendirana u etanolu (4 ml), dodana je
metansulfonska kiselina (33 pul, 1,8 ekv) te je 2 sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena
sol je filtrirana, isprana acetonom, prekristalizirana iz vode i acetona i suSena u su$ioniku na
75 °C. Izolirano je 31,7 mg (41 %) Cistog produkta 127 u obliku svijetlo-zute krutine; t:(127) >
300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 9,28 (s, 8H, —C(NH.)2"), 8,74 (d, 2H, J = 1,1 Hz,
Ar-H), 8,41 (s, 4H, Ar-H), 8,34 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Ar—H), 7,96 (dd, 1H, J=85Hz,J=1,4
Hz, Ar-H), 2,34 (s, 3H, CH3S03). 13C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 170,0 (s), 165,2 (s),
156,3 (s), 134,9 (s), 134,8 (s), 128,4 (d), 126,3 (d), 125,2 (s), 123,2 (d), 123,0 (d). LC-MS (ESI):
98,5 %; m/z: 429,1 [(M+H") racunski za slobodnu bazu C22H16NeS2, 428,09]. Elementna
analiza: racunski za C24H24NeOsSs - 3,5 H20 (683,80): C, 42,17; H, 4,57; N, 12,29. Nadeno: C,
42,13; H, 4,59; N, 12,25.
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3.5.3.2. 2,2'-(1,4-fenilen)bis[6-(N-izopropilamidinij)benzotiazol] dimetansulfonat (128)
Smjesa disulfida 59 (162 mg, 0,33 mmol) i tereftalaldehida (87) (43,8 mg, 0,33 mmol) je
mijesana na 150 — 160 °C kroz 45 minuta u glicerolu (1,32 g). U reakcijsku smjesu je dodana
voda (10 ml) te je zatim zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana,
isprana vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza
(142 mgq) je suspendirana u etanolu (5 ml), dodana je metansulfonska kiselina (43 pl, 2,0 ekv)
te je 2 sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i suSena
u susioniku na 75 °C. Izolirano je 121 mg (52 %) ¢istog produkta 128 u obliku Zute krutine;
t(128) > 300 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,73 (d, 2H, J = 7,6 Hz, —C(NH2)*NH-), 9,53 (s, 2H,
—C(NH2)*NH-), 9,11 (s, 2H, —C(NH2)"NH-), 8,70 — 8,64 (m, 2H, Ar—H), 8,41 (s, 4H, Ar-H),
8,33 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 7,89 (dd, 2H, J = 8,4 Hz, J = 1,1 Hz, Ar-H), 4,08 — 4,05 (m,
2H, —CH(CHa)2), 2,30 (s, 6H, CH3SO03), 1,32 (d, 12H, —CH(CHz3)2). *C NMR (150 MHz,
DMSO-dg) 6/ppm: 169,9 (s), 161,6 (s), 156,1 (s), 135,0 (s), 134,8 (s), 128,6 (d), 126,9 (d), 126,5
(s), 123,6 (d), 123,2 (d), 45,2 (d), 39,7 (q), 21,2 (qg). LC-MS (ESI): 97,6 %; m/z: 257,3
[(M+2H7)/2) ra¢unski za slobodnu bazu C28H28NeS2, 512,18]. Elementna analiza: ra¢unski za
CaoH3sNe06Ss - 0,5 H20 (713,91): C, 50,48; H, 5,23; N, 11,78. Nadeno: C, 50,45; H, 5,18; N,
11,84.

3.5.3.3. 2,2'-(1,4-fenilen)bis[6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzotiazol] dimetansulfonat
(129)

Smjesa disulfida 60 (92,3 mg, 0,20 mmol) i tereftalaldehida (87) (27,1 mg, 0,20 mmol) je
mijesana na 120 °C kroz 24 sata u glicerolu (1,19 g). U reakcijsku smjesu je dodana voda (16
ml) te je zatim zaluZena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (83 mg)
je suspendirana u etanolu (7 ml), dodana je metansulfonska kiselina (56 ul, 4,3 ekv) te je 2 sata
mijeSano na sobnoj temperaturi pa ohladeno. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i
suSena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 68 mg (50 %) Cistog produkta 129 u obliku Zzute
krutine; t:(129) > 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,63 (bs, 8H, —C(NH-)2"), 8,82 (s, 2H, Ar-H), 8,39
— 8,37 (m, 6H, Ar-H), 8,07 (dd, 2H, J = 8,5 Hz, J = 1,0 Hz, Ar—H), 4,07 (s, 8H, —-CH2CH-),
2,34 (s, 3H, CH3S03). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 170,6 (s), 164,8 (s), 156,7 (8),
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135,1 (s), 135,0 (s), 128,5 (d), 126,5 (d), 123,6 (d), 119,2 (s), 44,5 (t). LC-MS (ESI): 100 %j;
m/z: 481,2 [(M+H") racunski za slobodnu bazu CzsH20NeS2, 480,12]. Elementna analiza:
racunski za C2gH2sNsO6S4 - 3 H20 (726,86): C, 46,27; H, 4,71; N, 11,56. Nadeno: C, 46,32; H,
4,71; N, 11,48.

3.5.3.4. 2,2'-(1,4-fenilen)bis[6-(3,4,5,6-tetrahidropirimidinij-2-il)benzotiazol]
dimetansulfonat (130)

Smjesa disulfida 61 (129 mg, 0,27 mmol) i tereftalaldehida (87) (35,6 mg, 0,27 mmol) je
mijesana 45 minuta na 150 — 160 °C u glicerolu (1,13 g). U reakcijsku smjesu je dodana voda
(10 ml) te je zatim zaluZena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (110 mg)
je suspendirana u 2-propanolu (5 ml), dodana je metansulfonska kiselina (35 ul, 2,0 ekv) te je
2 sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i susena u
susioniku na 75 °C. lzolirano je 131 mg (70 %) ¢istog produkta 130 u obliku Zute krutine;
t(130) = 294 — 299 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 10,08 (s, 4H, —C(NH-);"), 8,64 (d, 2H, J = 1,3 Hz,
Ar-H), 8,40 (s, 4H, Ar-H), 8,35 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ar-H), 7,88 (dd, 2H, J=85Hz, J=1,6
Hz, Ar-H), 3,64 — 3,47 (m, 8H, —-CH2CH2CH2-), 2,30 (s, 6H, CH3SO3), 2,04 — 2,02 (m, 4H,
—~CH2CH2CHy-). 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 169,7 (s), 159,0 (s), 155,9 (s), 134,9
(s),134,8 (s), 128,4 (d), 125,9(d), 125,7 (s), 123,2 (d), 122,7 (d), 38,8 (t), 17,6 (t). LC-MS (ESI):
98,7 %; m/z: 255,4 [(M+2H")/2) racunski za slobodnu bazu C2sH24NsS2, 508,15]. Elementna
analiza: racunski za C3oH32NsOsS4 - 3 H20 (754,92): C, 47,73; H, 5,07; N, 11,13. Nadeno: C,
47,70; H, 5,11; N, 11,00.

3.5.3.5. 2,2'-(1,3-fenilen)bis(6-amidinijbenzotiazol) dimetansulfonat (131)

Smjesa 2-aminotiofenola 48 (46,2 mg, 0,28 mmol), izoftalaldehida (86) (16,8 mg, 0,125 mmol)
i koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (25 pl) je mijesana 45 minuta na 120 °C u glicerolu (1,17
g). U reakcijsku smjesu je dodana voda (10 ml) te je zatim zaluZena otopinom natrijevog
hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom
iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (35 mg) je suspendirana u etanolu (3 ml), dodana je

metansulfonska kiselina (27 pl, 1,5 ekv) te je 2 sata mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena
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sol je filtrirana, isprana acetonom i susena u susioniku na 75 °C. lzolirano je 46 mg (50 %)
¢istog produkta 131 u obliku svijetlo-zute krutine; t:(131) > 300 °C.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,47 (s, 4H, —C(NH.)2"), 9,16 (s, 4H, —C(NH.)2*),
8,95(s, 1H, Ar—H), 8,75 (s, 2H, Ar—H), 8,40 — 8,37 (m, 4H, Ar—H), 7,98 (d, 2H, J = 8,4 Hz,
Ar—H), 7,88 (t, 1H, J = 7,7 Hz, Ar—H), 2,37 (s, 6H, CH3S03"). 3C NMR (75 MHz, DMSO-ds)
8/ppm: 170,3 (d), 165,3 (d), 156,4 (d), 134,8 (d), 133,3 (d), 131,1 (s), 131,1 (s), 126,6 (s), 125,4
(d), 125,3 (d), 123,6 (s), 123,3 (s), 39,8 (q). LC-MS (ESI): 95,0 %; m/z: 429,1 [(M+H") ratunski
za slobodnu bazu C22H16N6S2, 428,09]. Elementna analiza: racunski za C24H24NsOeSs - 4 H20
(692,81): C, 41,61; H, 4,66; N, 12,13. Nadeno: C, 41,56; H, 4,63; N, 12,22.

3.5.3.6. 2,2'-(1,3-fenilen)bis[6-(N-izopropilamidinij)benzotiazol] dimetansulfonat (132)
Smjesa disulfida 59 (144 mg, 0,29 mmol) i izoftalaldehida (86) (39,4 mg, 0,29 mmol) je
mijesana 45 minuta na 150 — 160 °C u glicerolu (1,23 g). U reakcijsku smjesu je dodana voda
(10 ml) te je zatim zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. VVoda je oddekantirana te je dodan
apsolutni etanol (8 ml) koji je uparen do suha. Zaostala sirova baza (39 mg) je suspendirana u
2-propanolu (3 ml), dodana je metansulfonska kiselina (20 ul, 1,1 ekv) i aceton te je sve
mijeSano 2 sata na sobnoj temperaturi 1 ohladeno preko no¢i. Dobivena sol je filtrirana, isprana
acetonom, prekristalizirana iz 2-propanola te iz vode i acetona i susena u suSioniku na 75 °C.
Izolirano je 10,6 mg (5 %) ¢istog produkta 132 u obliku Zute krutine; ty(132) = 194 — 197 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,46 (bs, 6H, —C(NH2)*NH-), 9,00 — 8,89 (m, 1H, Ar—
H), 8,67 (d, 2H, J = 1,4 Hz, Ar-H), 8,41 — 8,36 (m, 4H, Ar-H), 7,92 — 7,85 (m, 3H, Ar-H),
4,09 — 4,05 (m, 2H, —CH(CHa)z2), 2,29 (s, 6H, CH3SO3"), 1,32 (d, 6H, J = 6,4 Hz, -CH(CH3)2).
Elementna analiza: ra¢unski za C30H3sNsOeS4 - 1,5 H20 (731,18): C, 49,24; H, 5,37; N, 11,48.
Nadeno: C, 49,27; H, 5,29; N, 11,54.

3.5.3.7. 2,2'-(1,3-fenilen)bis[5-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzotiazol] dimetansulfonat
(133)

Smjesa 2-aminotiofenola 46 (215 mg, 1,11 mmol) i izoftaloil-klorida (83) (104 mg, 0,51 mmol)
je mijesana na 120 °C kroz 2 sata u N-metil-2-pirolidonu (5 ml) u atmosferi dusika. U reakcijsku
smjesu je dodana voda (40 ml), kratko je zagrijana da se sve otopi te je zatim zaluZena otopinom
natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana vodom i susena u eksikatoru pod

vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (197 mg) je suspendirana u etanolu (15 ml),
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dodana je metansulfonska kiselina (133 pl, 1,8 ekv) te je mijesano 2 sata na sobnoj temperaturi.
Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i susena u susioniku na 75 °C. lzolirano je 227 mg
(61 %) ¢istog produkta 133 u obliku bijele krutine; t(133) > 300 °C.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,57 (s, 4H, —C(NH-)2*), 8,83 (s, 1H, Ar-H), 8,76 (s,
2H, Ar-H), 8,51 (s, 2H, J = 8,5 Hz, Ar-H), 8,37 (dd, 2H, J =7,8 Hz, J = 1,6 Hz, Ar—H), 8,01
(dd, 2H, J=8,5 Hz, J = 1,2 Hz, Ar—-H), 7,88 (t, 1H, J = 7,9 Hz, Ar—H), 4,10 (s, 8H, -CH2CH2-),
2,32 (s, 6H, CH3S03). 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 168,7 (s), 164,7 (s), 152,9 (s),
140,5 (s), 133,1 (s), 130,6 (d), 130,5 (d), 125,3 (d), 124,2 (d), 123,4 (d), 123,1 (d), 120,4 (5),
44,3 (t, 4C). LC-MS (ESI): 97,8 %; m/z: 481,1 [(M+H") racunski za slobodnu bazu C26H20NsSz,
480,12]. Elementna analiza: ra¢unski za C24H24NsOeS4 - 3 H20 (726,86): C, 46,27; H, 4,71; N,
11,56. Nadeno: C, 46,20; H, 4,77; N, 11,48.

3.5.3.8. 2,2'-(1,3-fenilen)bis[6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzotiazol] dimetansulfonat
pentahidrat (134)

Smjesa 2-aminotiofenola 49 (212 mg, 1,00 mmol) i izoftaloil-klorida (83) (102 mg, 0,50 mmol)
je mijeSana na 120 °C kroz 2 sata u NMP (5 ml) u atmosferi dusika. U reakcijsku smjesu je
dodana voda (40 ml), kratko je zagrijana da se sve otopi te je zatim zaluZena otopinom
natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana vodom i susena u eksikatoru pod
vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (195 mg) je suspendirana u etanolu (20 ml),
dodana je metansulfonska kiselina (132 ul, 2,0 ekv) te je 2 sata mijesano na sobnoj temperaturi.
Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i susena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 239 mg
(62 %) Cistog produkta 134 u obliku bijele krutine; t:(134) = 258 — 262 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,52 (s, 4H, —C(NH-)2*), 8,94 — 8,91 (m, 1H, Ar—H),
8,80 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ar-H), 8,41 — 8,39 (m, 4H, Ar-H), 8,08 (dd, 2H, J=8,6 Hz, J = 1,7
Hz, Ar-H), 7,88 (t, 1H, J = 7,8 Hz, Ar-H), 4,08 (s, 8H, -CH2CH>-), 2,30 (s, 6H, CH3SO3").
13C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 170,5 (s), 164,7 (s), 156,5 (s), 134,9 (s), 133,0 (s),
130,8 (d), 130,6 (d), 126,2 (d), 125,4 (d), 123,5 (d), 123,3 (d), 118,9 (s), 44,4 (t). LC-MS (ESI):
100 %; m/z: 481,1 [(M+H") racunski za slobodnu bazu C26H20N6S2, 480,12]. Elementna analiza:
racunski za C2gH2sNsO6S4 - 5 H20 (762,89): C, 44,08; H, 5,02; N, 11,02. Nadeno: C, 44,04; H,
4,66; N, 10,88.
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3.5.3.9. 2,2'-(1,3-fenilen)bis[6-(3,4,5,6-tetrahidropirimidinij-2-il)benzotiazol]
dimetansulfonat (135)

Smjesa disulfida 61 (136,8 mg, 0,28 mmol) i izoftalaldehida (86) (38,2 mg, 0,285 mmol) je
mijesana 45 minuta na 150 — 160 °C u glicerolu (1,16 g). U reakcijsku smjesu je dodana voda
(10 ml) te je zatim zaluZena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (109 mg)
je suspendirana u 2-propanolu (5 ml), dodana je metansulfonska kiselina (37 ul, 2,0 ekv) te je
2 sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i susena U
susioniku na 75 °C. Izolirano je 98,4 mg (49 %) Cistog produkta 135 u obliku zute krutine;
t(135) = 246 — 251 °C.

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 9,82 (bs, 4H, —C(NH-)2"), 8,90 — 8,89 (m, 1H, Ar—H),
8,62 (d, 2H, J = 1,3 Hz, Ar-H), 8,36 (dd, 2H, J = 7,9 Hz, J = 1,7 Hz, Ar—H), 8,33 (d, 2H, J =
8,5 Hz, Ar-H), 7,89 (dd, 2H, J = 8,5 Hz, J = 1,7 Hz, Ar—H), 7,85 (t, 1H, J = 7,8 Hz, Ar-H),
3,54 (t, 8H, J = 5,2 Hz, -CH.CH2CH>-), 2,30 (s, 6H, CH3SOs3’), 2,00 — 1,98 (m, 4H,
~CH2CH,CH>-). *C NMR (150 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 169,6 (s), 158,3 (s), 155,7 (s), 134,8
(s), 133,3 (s), 131,0 (d), 130,9 (d), 126,9 (s), 126,0 (d), 125,2 (d), 123,2 (d), 39,7 (q), 39,3 (1),
18,1 (t). LC-MS (ESI): 96,5 %; m/z: 255,3 [(M+2H")/2) ra¢unski za slobodnu bazu C2sH24NeS>,
508,15]. Elementna analiza: racunski za C30H32NeOsS4 - 3 H20 (754,92): C, 47,73; H, 5,07; N,
11,13. Nadeno: C, 47,69; H, 5,13; N, 11,44.

3.5.3.10. 2,2'-(naftalen-1,4-diil)bis[5-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzotiazol]
dimetansulfonat (136)

Smjesa 2-aminotiofenola 46 (196 mg, 1,01 mmol) i 1,4-naftoil-klorida (84) (128 mg, 0,51
mmol) je mijesana na 120 °C kroz 2 sata u NMP (5 ml) u atmosferi dusika. U reakcijsku smjesu
je dodana voda (40 ml), kratko je zagrijana da se sve otopi te je zatim zaluzena otopinom
natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana vodom 1 susena u eksikatoru pod
vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (171 mg) je suspendirana u etanolu (20 ml),
dodana je metansulfonska kiselina (63 pl, 1,0 ekv) te je 2 sata mijesano na sobnoj temperaturi.
Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i susena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 135 mg
(34 %) ¢istog produkta 136 u obliku Zute krutine; t{(136) > 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,57 (s, 4H, ~C(NH-)2"), 9,07 (bs, 2H, Ar-H), 8,89
(bs, 2H, Ar—H), 8,60 (bs, 2H, Ar-H), 8,29 (bs, 2H, Ar-H), 8,08 (bs, 2H, Ar—H), 7,85 (bs, 2H,
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Ar—H), 4,11 (s, 8H, ~CH2CHz-), 2,32 (s, 6H, CHsSO5). 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds)
o/ppm: 168,7 (s), 164,8 (s), 152,9 (s), 140,7 (s), 131,9 (s), 130,1 (s), 128,9 (d), 128,0 (d), 125,6
(d), 124,3 (d), 123,4 (d), 123,1 (d), 120,3 (s), 44,3 (t, 4C). LC-MS (ESI): 97,8 %; m/z: 266,2
[((M+2H")/2) racunski za slobodnu bazu C3oH22NeS2, 530,13]. Elementna analiza: ra¢unski za
C32H30N6O6Ss - 3 H20 (776,92): C, 49,47; H, 4,67; N, 10,82. Nadeno: C, 49,50; H, 4,63; N,
10,85.

3.5.3.11. 2,2'-(naftalen-1,4-diil)bis[6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzotiazol]
dimetansulfonat (137)

Smjesa 2-aminotiofenola 49 (213 mg, 1,01 mmol) i 1,4-naftoil-klorida (84) (127 mg, 0,50
mmol) je mijesana na 120 °C kroz 2 sata u NMP (5 ml) u atmosferi dusika. U reakcijsku smjesu
je dodana voda (40 ml), kratko je zagrijana da se sve otopi te je zatim zaluZzena otopinom
natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana vodom 1 suSena u eksikatoru pod
vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (241 mg) je suspendirana u etanolu (25 ml),
dodana je metansulfonska kiselina (89 ul, 1,4 ekv) te je 2 sata mijesano na sobnoj temperaturi.
Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i susena u susioniku na 75 °C. lzolirano je 207 mg
(53 %) Cistog produkta 137 u obliku Zute krutine; t,(137) = 263 — 265 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 10,68 (s, 4H, —~C(NH-)2*), 9,10 — 9,09 (m, 2H, Ar-H),
8,89 (s, 2H, Ar—H), 8,54 — 8,51 (m, 2H, Ar-H), 8,31 (s, 2H, Ar-H), 8,15-8,13 (m, 2H, Ar—H),
7,87 — 7,86 (m, 2H, Ar—H), 4,10 (s, 8H, -CH,CH>-), 2,32 (s, 6H, CH3S0s). 3C NMR (75
MHz, DMSO-de) o/ppm: 170,6 (s), 164,7 (s), 156,5 (s), 135,2 (s), 132,1 (s), 130,1 (s), 129,1
(d), 128,2 (d), 126,2 (d), 125,7 (d), 123,7 (d), 123,3 (d), 119,1 (s), 44,4 (t, 4C). LC-MS (ESI):
100 %; m/z: 266,2 [((M+2H")/2) racunski za slobodnu bazu C3oH22NeS2, 530,13]. Elementna
analiza: racunski za C32H30NsOsS4 - 3 H20 (776,92): C, 49,47; H, 4,67; N, 10,82. Nadeno: C,
49,49; H, 4,66; N, 10,83.

3.5.3.12. 2,2'-(naftalen-2,6-diil)bis(6-amidinijbenzotiazol) dimetansulfonat (138)

Smjesa 2-aminotiofenola 48 (87 mg, 0,52 mmol) i 2,6-naftalendikarboksilne kiseline (78) (54
mg, 0,25 mmol) je mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (11,4 g). Reakcijska
smjesa je izlivena u vodu (100 ml) i ohladena preko noc¢i. Dobiveni sirovi produkt je filtriran,
ispran vodom 1 susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je

suspendiran u vodi (10 ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena
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baza je filtrirana, isprana vodom i suSena U eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. Sirova baza (110 mg) je suspendirana u etanolu (8 ml), dodana je metansulfonska
kiselina (68 ul, 2,0 ekv) te je 2 sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana,
isprana dietil-eterom, prekristalizirana iz vode i acetona i su$ena u susioniku na 75 °C. Izolirano
je 44,6 mg (25 %) ¢istog produkta 138 u obliku Zute krutine; t:(138) > 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 9,30 (bs, 8H, —~C(NH2)-"), 8,91 (s, 2H, Ar-H), 8,75 (s,
2H, Ar-H), 8,41 — 8,33 (m, 6H, Ar-H), 7,97 (d, 2H, J = 7,5 Hz, Ar-H), 2,35 (s, 6H, CH3SO3
). ¥C NMR (75 MHz, D,0) &/ppm: 172,0 (s), 163,5 (s), 155,2 (s), 134,1 (s), 132,4 (s), 129,2
(d), 128,5 (s), 126,2 (d), 124,2 (d), 123,3 (d), 122,2 (d), 121,5 (s), 121,0 (d), 38,6 (q). Elementna
analiza: racunski za C2gH26NeOeS4 - 2,5 H20 (715.84): C, 46,98; H 4,36; N, 11,74. Nadeno: C,
46,65; H, 4,29; N, 11,91.

3.5.3.13. 2,2'-(naftalen-2,6-diil)bis[6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzotiazol]
dimetansulfonat (139)

Smjesa 2-aminotiofenola 49 (107 mg, 0,51 mmol) i 2,6-naftalendikarboksilne kiseline (78) (55
mg, 0,25 mmol) je mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (11,5 g). Reakcijska
smjesa je izlivena u vodu (100 ml) i ohladena preko noc¢i. Dobiveni sirovi produkt je filtriran,
ispran vodom 1 suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je
suspendiran u vodi (10 ml) i suspenzija je zaluZzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena
baza je filtrirana, isprana vodom i suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. Sirova baza (131 mg) je suspendirana u etanolu (8 ml), dodana je metansulfonska
Kiselina (66 pl, 2,0 ekv) te je 2 sata mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana,
isprana dietil-eterom, prekristalizirana iz vode i acetona i suSena u susioniku na 75 °C. lzolirano
je 109 mg (55 %) ¢istog produkta 139 u obliku Zute krutine; t(139) > 300 °C.

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,61 (s, 4H, —C(NH-),*), 8,93 (s, 2H, Ar-H), 8,82 (d,
2H,J =15 Hz, Ar—H), 8,44 — 8,39 (m, 6H, Ar—H), 8,07 (dd, 2H, J = 8,6 Hz, J = 1,7 Hz, Ar-H),
4,08 (s, 8H, —-CH2CHy-). C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 171,7 (s), 164,9 (s), 156,9 (s),
135,3 (s), 134,4 (s), 131,4 (s), 130,5 (d), 128,2 (d), 126,6 (d), 125,2 (d), 123,7 (d), 123,6 (d),
119,2 (s), 44,6 (t). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 266,2 [((M+2H")/2) ratunski za slobodnu bazu
CaoH22NeS2, 530,13]. Elementna analiza: racunski za C32H3oNsOsSs - 3,5 H20 (785,93): C,
48.91; H, 4,75; N, 10,70. Nadeno: C, 48,96; H, 4,77; N, 10,61.
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3.5.3.14. 2,2'-(eten-1,2-diil)bis[6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzotiazol]
dimetansulfonat (140)

Smjesa 2-aminotiofenola 49 (120 mg, 0,57 mmol) i fumarne kiseline (81) (30 mg, 0,26 mmol)
je mijeSana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (12,6 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (200 ml) i ohladena preko noci. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
suSen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (5
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i su$ena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (105 mg)
je suspendirana u etanolu (10 ml), dodana je metansulfonska kiselina (79 ul, 2,1 ekv) te je 2
sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom i suSena u
susioniku na 75 °C. lzolirano je 134 mg (78 %) ¢istog produkta 140 u obliku narancaste krutine;
t(140) > 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,61 (s, 4H, —C(NH-)2"), 8,79 (s, 2H, Ar— H), 8,36
(d, 2H, J = 8,5 Hz, Ar- H), 8,21 (s, 2H, -CH=CH-), 8,06 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar— H), 4,07 (s,
2H, —~CH,CH2-), 2,31 (s, 6H, CH3S03). *3C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 168,6 (s),
164,9 (s), 156,5 (s), 135,6 (s), 130,0 (d), 126,6 (d), 123,8 (d), 123,8 (d), 119,6 (s), 44,7 (t), 40,0
(q). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 431,1 [(M+H") ra¢unski za slobodnu bazu C22H18NsS2, 430,10].
Elementna analiza: ra¢unski za C24H26NsOeS4 - 2,5 H20 (667,80): C, 43,18; H, 4,68; N, 12,59.
Nadeno: C, 43,20; H, 4,64; N, 12,63.

3.5.3.15. 3-[6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzotiazol-2-il]benzoat (141)

Smjesa 2-aminotiofenola 49 (223 mg, 1,06 mmol) i 3-formilbenzojeve kiseline (80) (150 mg,
1,00 mmol) je mijeSana u atmosferi duSika na temperaturi refluksa kroz 3,5 sata u octenoj
Kiselini (5 ml). Reakcijska smjesa je ohladena, dodana je voda (25 ml) i sve je zaluZzeno s
vodenom otopinom natrijevog hidroksida do pH 10. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran
vodom i acetonom te suSen u suSioniku na 75 °C. Izolirano je 0,28 g (87 %) Cistog produkta
141 u obliku svijetlo-sive krutine; ty(141) > 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 13,26 (bs, 1H, -COOH), 10,56 (bs, 2H, —C(NH-),"),
8,79 (s, 1H, Ar—H), 8,68 (s, 1H, Ar-H), 8,37 (t, 2H, J = 8,8 Hz, Ar—H), 8,18 (d, 2H, J = 7,7
Hz, Ar—H), 8,06 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,76 (t, 1H, J = 7,6 Hz, Ar-H), 4,07 (s, 4H,
—CH,CH2-), 2,31 (s, 3H, CH3S03). 3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 170,9 (s), 166,2
(s), 164,7 (s), 156,6 (s), 134,9 (s), 132,4 (d), 132,3 (s), 131,9 (5), 131,5 (d), 129,9 (d), 127,8 (d),
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126,3 (d), 123,6 (d), 123,4 (d), 118,9 (s), 44,5 (t), 39,6 (q). LC-MS (ESI): 96,0 %; m/z: 324,1
[(M+H™) racunski za slobodnu bazu C17H13N30-S, 323,07]

3.5.3.16. 6-amidinij-2-{(1,3-fenilen)-[6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzotiazol-2-
il]}benzotiazol dimetansulfonat (142)

Smjesa benzotiazola 141 (163 mg, 0,50 mmol) i 2-aminotiofenola 48 (92 mg, 0,55 mmol) je
mijesana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (14,9 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (150 ml) i ohladena preko noci. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
acetonom te susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je
suspendiran u vodi (10 ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena
baza je filtrirana, isprana vodom i susena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog
hidroksida. Sirova baza (190 mg) je suspendirana u etanolu (20 ml), dodana je metansulfonska
kiselina (135 pl, 5,0 ekv) te je 2 sata mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana,
isprana acetonom, prevedena natrag u bazu pa u sol, prekristalizirana iz vode i acetona te susena
u susioniku na 75 °C. Izolirano je 58,1 mg (18 %) Cistog produkta 142 u obliku bez krutine;
t(142) = 202 — 205 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,60 (bs, 2H, ~C(NH-)2"), 9,45 (bs, 2H, —C(NH2)."),
9,11 (bs, 2H, —C(NH)2"), 8,94 (s, 1H, Ar-H), 8,83 (s, 1H, Ar—H), 8,74 (s, 1H, Ar—H), 8,43 —
8,37 (m, 4H, Ar—H), 8,09 (d, 1H, J = 8,3 Hz, Ar—H), 7,97 (d, 1H, J = 8,2 Hz, Ar-H), 7,88 (t,
1H, J = 7,7 Hz, Ar-H), 4,08 (s, 4H, —CH,CH-), 2,34 (s, 6H, CH3SO53"). **C NMR (150 MHz,
DMSO-dg) 8/ppm: 170,8 (s), 170,2 (s), 165,2 (s), 164,6 (s), 156,6 (s), 156,3 (s), 135,0 (s), 134,8
(s), 133,2 (s), 133,0 (s), 131,1 (d), 131,0 (d), 130,9 (d), 126,5 (d), 126,4 (d),125,3 (d), 125,2 (d),
123,8 (d), 123,6 (d), 123,4 (d), 123,2 (d), 119,0 (s), 44,6 (1), 39,8 (q). LC-MS (ESI): 100 %j;
m/z: 455,4 [(M+H") racunski za slobodnu bazu C2sH1sNeS2, 454,10]. Elementna analiza:
racunski za C26H26N6s06S4 - 3,5 H20 (709,12): C, 44,00; H, 4,69; N, 11,84. Nadeno: C, 44,05;
H, 4,60; N, 11,87.

3.5.4. Priprava amidino-supstituiranih 2-aril-bisbenzimidazola

3.5.4.1. 2,2'-(1,4-fenilen)bis(5(6)-amidinijbenzimidazol) dimetansulfonat (143)

Smjesa 1,2-diaminobenzena 70 (95 mg, 0,51 mmol) i tereftalne kiseline (76) (42 mg, 0,25
mmol) je mijeSana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (10,1 g). Reakcijska smjesa je

izlivena u vodu (100 ml) i ohladena preko noc¢i. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran
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vodom i susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u
vodi (25 ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je
filtrirana, isprana vodom i suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida.
Sirova baza (94 mg) je suspendirana u etanolu (5 ml), dodana je metansulfonska kiselina (33
ul, 1,0 ekv) te je 2 sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana
acetonom, prekristalizirana iz vode i acetona i susena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 34 mg
(21 %) cistog produkta 143 u obliku Zute krutine; t(143) > 300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 9,31 (s, 4H, —C(NH.)2"), 8,89 (s, 4H, -C(NH-)."), 8,45
(s, 4H, Ar—H), 8,19 (s, 2H, Ar- H), 7,86 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ar— H), 7,71 (dd, 2H, J = 8,6 Hz,
J =1,5Hz, Ar— H), 2,36 (s, 6H, CH3SO3). *C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 165,9 (s),
153,4 (s), 130,9 (s), 127,6 (d), 122,5 (d), 121,8 (s). LC-MS (ESI): 97,0 %; m/z: 395,1 [(M+H")
racunski za slobodnu bazu C22H18Ns, 394,17]. Elementna analiza: racunski za C24H26NgOsS> -

2,5 H20 (631,67): C, 45,63; H, 4,95; N, 17,74. Nadeno: C, 45,97; H, 4,84; N, 17,71.

3.5.4.2. 2,2'-(1,4-fenilen)bis[5(6)-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzimidazol]
dimetansulfonat (144)

Smjesa 1,2-diaminobenzena 71 (107 mg, 0,50 mmol) i tereftalne kiseline (76) (43 mg, 0,26
mmol) je mijeSana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (10,3 g). Reakcijska smjesa je
izlivena u vodu (100 ml) i ohladena preko noc¢i. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran
vodom i susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u
vodi (25 ml) 1 suspenzija je zaluZena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je
filtrirana, isprana vodom i suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida.
Sirova baza (93 mg) je suspendirana u etanolu (5 ml), dodana je metansulfonska kiselina (26
ul, 0,8 ekv) te je 2 sata mijeSano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana
acetonom, prekristalizirana iz vode i acetona i susena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 48 mg
(25 %) ¢istog produkta 144 u obliku Zute krutine; ti(144) > 300 °C.

IH NMR (300 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 10,47 (s, 4H, —C(NH-),"), 8,46 (s, 4H, Ar— H), 8,33
(bs, 2H, Ar— H), 7,90 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ar— H), 7,83 (dd, 2H, J = 8,5 Hz, J = 1,2 Hz, Ar— H),
4,06 (s, 8H, ~CH2CH2-), 2,36 (s, 6H, CH3S03"). 1*C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 5/ppm: 165,4,
153,8, 130,9, 127,6, 122,6, 115,6, 44,3. LC-MS (ESI): 99,8 %; m/z: 447,3 [(M+H") radunski za
slobodnu bazu CzsH22Ns, 446,20]. Elementna analiza: racunski za C2sH30NgOsS. - 4 H20
(728,81): C, 47,31; H, 5,39; N, 15,76. Nadeno: C, 47,56, H, 5,42, N, 16,00.
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3.5.4.3. 2,2'-(1,3-fenilen)bis(5(6)-amidinijbenzimidazol) dimetansulfonat (145)

Smjesa 1,2-diaminobenzena 70 (94 mg, 0,50 mmol) i izoftalne kiseline (75) (42 mg, 0,25 mmol)
je mijeSana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (10,5 g). Reakcijska smjesa je izlivena
u vodu (120 ml) i ohladena preko noci. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran vodom i
susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u vodi (10
ml) i suspenzija je zaluzena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je filtrirana, isprana
vodom i su$ena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Sirova baza (134 mg)
je suspendirana u etanolu (7 ml), dodana je metansulfonska kiselina (49 ul, 1,5 ekv) te je 2 sata
mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana acetonom, prekristalizirana
iz vode 1 acetona i suSena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 43 mg (26 %) Cistog produkta 145
u obliku zute krutine; ty(145) = 218 — 222 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 8/ppm: 9,33 (s, 4H, —C(NH2)2"), 9,15 (s, 1H, Ar— H), 8,95 (s,
4H, —C(NH-)2"), 8,40 (dd, 2H, J = 7,8 Hz, J = 1,4 Hz, Ar- H ), 8,20 (s, 2H, Ar— H), 7,87 —
7,85 (m, 3H, Ar—H), 7,73 (dd, 2H, J = 8,4 Hz, J = 1,4 Hz, Ar- H), 2,40 (s, 6H, CH3S03). *C
NMR (150 MHz, DMSO-ds) &/ppm:165,9 (s), 153, 4 (s), 130,1 (d), 129,8 (s), 129,1 (d), 125,7
(d), 122,6 (d), 122,0 (s), 39,8 (q). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 395,3 [(M+H") racunski za
slobodnu bazu C22H1sNs, 394,17]. Elementna analiza: ra¢unski za C24H26NgQOsS2 - 4 H.O
(658,70): C, 43,76; H, 5,20; N, 17,01. Nadeno: C, 43,72; H, 5,22; N, 17,05.

3.5.4.4. 2,2'-(1,3-fenilen)bis[5(6)-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzimidazol]
dimetansulfonat (146)

Smjesa 1,2-diaminobenzena 71 (112 mg, 0,53 mmol) i izoftalne kiseline (75) (44 mg, 0,26
mmol) je mijeSana na 180 °C kroz 2 sata u polifosfornoj kiselini (10,4 g). Reakcijska smjesa je
izlivena u vodu (100 ml) i ohladena preko noc¢i. Dobiveni sirovi produkt je filtriran, ispran
vodom i susen u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida. Zatim je suspendiran u
vodi (10 ml) i suspenzija je zaluZena otopinom natrijevog hidroksida. Dobivena baza je
filtrirana, isprana vodom i suSena u eksikatoru pod vakuumom iznad kalijevog hidroksida.
Sirova baza (124 mg) je suspendirana u 2-propanolu (10 ml), dodana je metansulfonska kiselina
(36 ul, 1,0 ekv) te je 2 sata mijesano na sobnoj temperaturi. Dobivena sol je filtrirana, isprana
acetonom, prekristalizirana iz vode i acetona i susena u susioniku na 75 °C. Izolirano je 42 mg

(25 %) Cistog produkta 146 u obliku zute krutine; t(146) = 233 — 238 °C.

Lucija Pti¢ek Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 97

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8/ppm: 10,50 (s, 4H, —C(NH-)2"), 9,15 (s, 1H, Ar—H), 8,42 (d,
2H, J = 7,6 Hz, Ar-H), 8,34 (s, 2H, Ar— H), 7,93 — 7,83 (m, 5H, Ar— H), 4,07 (s, 8H,
—CH2CH2-), 2,38 (s, 6H, CH3S03). 3C NMR (75 MHz, D,0) &/ppm: 163,8 (s), 150,9 (s),
138,8 (s), 136,0 (s), 128,9 (d), 125,4 (s), 123,0 (d), 122,2 (d), 115,2 (d), 114,9 (s), 114,6 (d),
44,1 (t), 38,5 (q). LC-MS (ESI): 100 %; m/z: 447,5 [(M+H") racunski za slobodnu bazu
C26H22Ng, 446,20]. Elementna analiza: racunski za C2gH30NgOsS> - 4 H20 (710,22): C, 47,31,
H, 5,39; N, 15,76. Nadeno: C, 47,29; H, 5,34; N, 15,84.

3.6. Op¢i eksperimentalni podaci za spektroskopska mjerenja i ispitivanja

interakcija s polinukleotidima

Ispitivanja interakcija nekih od priredenih spojeva s polinukleotidima provedena su u
Laboratoriju za biomolekularne interakcije i spektroskopiju pri Zavodu za organsku kemiju i

biokemiju Instituta Ruder Boskovi¢.

3.6.1. Supstrati

Koristeni su komercijalno dostupni sintetski jednolancani (pA, pU, dA, dT) i dvolancani (AT>,
AT, GCy, rArU) polinukleotidi i prirodna DNK iz prsne Zlijezde teleta (ct-DNK) proizvodaca
Sigma Aldrich visoke ¢isto¢e (> 99 %) koji su za potrebe ispitivanja otopljeni u Na-
kakodilatnom puferu ionske jakosti 1 = 0,05 mol dm= i pH 7. Koncentracija polinukleotida
odredena je spektroskopski 1 izraZzena je kao koncentracija fosfata u eksperimentima
fluorimetrijskih titracija, CD titracija i temperaturnog meksanja. U eksperimentu kompeticijske
dijalize, koncentracija polinukleotida izraZena je kao koncentracija osnovnih jedinica (baza, par
baza odnosno triplet baza u slucaju jednolancanih, dvolanfanih odnosno trolancanih
polinukleotida).®? Hibridne (dArU, rAdT) i trolantane (dAdTdT, rArUrU) DNK i RNK
strukture pripravljene su prema literaturnim propisima i njihova je struktura potvrdena CD
spektroskopijom i temperaturnim meksanjem.*® Spojevi 102, 106, 107, 142 i 144 su otopljeni
u redestiliranoj vodi u koncentraciji 5,0x10 mol dm, a spoj 143 je otopljen u koncentraciji
od 2,5x10° mol dm. Spoj 105 je otopljen u dimetilsulfoksidu (DMSOQ) u koncentraciji od

5,0x107 mol dm radi nedovoljne topljivosti u vodi.
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3.6.2. UV-vis spektri i temperaturna stabilnost

UV-vis spektri spojeva snimani su na spektrofotometru Varian Cary 100 Bio s termostatom u
kvarcnim Kivetama opti¢kog puta b = 1 cm u otopini pufera Na-kakodilata (1= 0,05 mol dm,
pH 7) pri temperaturi od 25 °C u rasponu koncentracija od 5,0x10° do 2,0x10° mol dm?.
Termicka stabilnost spojeva je ispitana u rasponu temperatura od 25 °C do 95 °C te je
procijenjena prema promjeni apsorbancije pri valnim duljinama maksimalne apsorpcije u UV-

vis spektrima prilikom grijanja i povratnog hladenja.

3.6.3. Fluorescencijski spektri

Fluorescencijski spektri spojeva snimani su na instrumentu Varian Cary Eclipse s termostatom,
u kvarcnim kivetama opti¢kog puta b = 1 cm u otopini pufera Na-kakodilata (I = 0,05 mol dm"
8, pH 7) pri temperaturi od 25 °C u rasponu koncentracija od 5,0x10° do 2,0x10® mol dm,
Valna duljina pobude odgovarala je maksimumu apsorpcije spojeva, a pri mjernim
koncentracijama apsorbancija spojeva bila je niza od 0,05. Pobudni spektri spojeva podudarali

su se s odgovaraju¢im apsorpcijskim spektrima.

3.6.4. Kompeticijska dijaliza

Kompeticijska dijaliza koriStena je za ispitivanje afiniteta vezanja spojeva 102, 105, 106, 107,
142, 143 i 144 na razli¢ite dvolanane i1 jednolacane polinukleotide, te na trolancane
polinukleotide i hibridne DNK-RNK strukture: dArU, rArUrU, dAdTdT, pA, pU, dA, dT, ct-
DNK, AT>, AT, GCy, rArU, rAdT. Eksperiment je postavljen tako da su u otopinu spoja (¢ =
2x10° mol dm) uronjene mini jedinice za dijalizu s membranom koje imaju granicu za
molekularnu tezinu od 3500 Da, a svaka je sadrzavala otopljeni polinukleotid u koncentraciji c
= 7,5x10° mol dm izrazeno prema osnovnoj strukturoj jedinici (baza, par baza ili triplet baza
za jednolancane, dvolancane odnosno trolancane strukture). Pri tome je spoj difundirao kroz
membranu pri ¢emu je doSlo do nekovalentnih interakcija s polinukleotidom i nastanka
nekovalentnog kompleksa. Uspostavljanjem ravnoteze, koncentracija nevezanog spoja
izjednacila se u otopini i u dijalizatoru, dok se odredena koli¢ina spoja vezala na polinukleotid.
Zaanalizu su pipetirani alikvoti od 180 pl otopina iz dijalizatora nakon uspostavljanja ravnoteze
(24 h) te im je dodano 20 ul natrijevog dodecil sulfata (SDS) kako bi se razorio nastali kompleks

spoj-polinukleotid. Spektrofotometrijski je, na Tecan Infinite 200 PRO spektrofotofluorimetru,
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odredena koncentracija spoja (Ct), koja je suma koncentracije nevezanog spoja (cf) i spoja

otpustenog iz kompleksa (Cp).

3.6.5. Temperatura meksanja

Za sve eksperimente temperature meksanja je koriSten spektrofotometar Varian Cary 100 Bio
s termostatom, u kvarcnim kivetama optickog puta b = 1 cm u otopini pufera Na-kakodilata (I
= 0,05 mol dm=2ili 0,10 mol dm, pH 7) u duplikatu.®* Praéena je promjena apsorbancije
polinukleotida pri A = 260 nm u rasponu temperatura 15 — 95 °C za &iste polinukleotide i
komplekse spojeva s polinukleotidima u koncentracijskim omjerima spoja i polinukleotida r =
0,1ir=0,025, pri ¢emu je temperatura mijenjana brzinom od 1 °C min, a otopine su na svakoj
temperaturi inkubirane 2 minute. Temperature meksanja (Tm) odredene su kao maksimumi prve
derivacije dobivenih apsorpcijskih krivulja ili graficki metodom tangente. Promjena
temperature meksSanja (ATm) je izraCunata oduzimanjem vrijednosti temperature meksanja
Cistog polinukleotida od temperature meksSanja kompleksa, a sve vrijednosti ATm su prikazane
kao srednja vrijednost dva mijerenja, pri ¢emu je pogreska mjerenja 0,5 °C. U istim
eksperimentalnim uvjetima mjerena je promjena apsorbancije Cistih spojeva te je ustanovljeno
da se ona tijekom eksperimenta nije znacajno mijenjala zbog Cega dobivene vrijednosti

temperature mekSanja nije bilo potrebno korigirati za promjenu apsorbancije spoja.

3.6.6. Spektrofotometrijske titracije

Fluorimetrijske titracije snimane su na instrumentu Varian Cary Eclipse s termostatom u
kvarcnim Kivetama opti¢kog puta b = 1 cm u otopini pufera Na-kakodilata (I = 0,05 mol dm
ili 0,10 mol dm, pH 7) pri temperaturi od 20 °C ili 25 °C i koncentraciji spoja ¢ = 1,010’
mol dm tako da je pocetni omjer koncentracija spoja i polinukleotida bio r = 2. Spojevi su
pobudivani pri valnim duljinama pri kojima polinukleotidi ne apsorbiraju (1 = 320 — 400 nm).
Pracena je promjena maksimuma emisijskih spektara spoja prilikom dodatka novih alikvota
polinukleotida u otopinu spoja. Otopina spoja inkubirana je 30 — 45 minuta prije snimanja
spektra, dok su sve otopine kompleksa polinukleotida i spoja inkubirane 5 minuta. Svi dobiveni
spektri korigirani su za emisiju pufera. Obradom podataka dobivenih iz emisijskih spektara
metodom nelinearne regresije izracunate su konstante stabilnosti spoja i polinukleotida te

okupiranost veznih mjesta polinukleotida (n = [vezani spoj]}/[polinukleotid]) pomocu
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Scatchardove jednadzbe® %

u koju su uvrsteni intenziteti emisije na jednoj valnoj duljini u
programu OriginPro 7.0. Slaganje eksperimentalnih i izraCunatih podataka sluzilo je kao kriterij
za procjenu kvalitete rezultata pojedinog modela vezanja.

Titracije cirkularnog dikroizma (CD) shimane su na instrumentu Jasco J815 s
termostatom, u kvarcnim kivetama duljine optickog puta b = 1 cm) u otopini pufera Na-
kakodilata (1 = 0,05 mol dm=ili 0,10 mol dm=, pH 7) pri 25 °C u rasponu valnih duljina od 220
nm do 500 nm. Spojevi su akiralne molekule te nemaju intrinzi¢ni CD spektar. Prilikom titracije
prac¢ene su promjene CD spektara polinukleotida pri dodatku spoja. Od svakog spektra je oduzet

spektar pufera. Svaki snimljeni spektar prosjecna je vrijednost triju akumulacija.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Strategija sinteze
Pregledom literature vidljivo je da 2-supstituirani mono- i bis-benzazolski amidinski derivati
pokazuju Sirok spektar bioloSke aktivnosti i kontinuirano se istrazuju od strane vise
istrazivackih skupina.3® % 7 Za razliku od velikog broja bioloski aktivnih amidino-
supstituiranih  benzimidazolskih i benzotiazolskih derivata,”® -~ ™ amidino-supstituirani
benzoksazolski derivati su rijetki.®® Njihova slaba zastupljenost mogla bi biti posljedica
nedostatka jednostavne i uéinkovite metode priprave amidino-supstituiranih 2-aminofenola,
kao klju¢nih prekursora za njihovu sintezu, koja bi se mogla temeljiti na kondenzacijskim
reakcijama amidinskih prekursora s karboksilnim kiselinama, derivatima karboksilnih kiselina
i aldehidima.®
U okviru ove doktorske disertacije razmatrana su dva sintetska puta za uvodenje amidinskog

supstituenta na 2-arilbenzazolski skelet (shema 4.1):

I.  kondenzacija amidino-supstituiranih derivata 2-aminofenola, 2-aminotiofenola ili 1,2-

diaminobenzena s karboksilnim kiselinama, njihovim derivatima ili aldehidima

Il.  uvodenje amidinskog-supstituenta u prethodno kondenzirani cijano- i 2-aril-

N
® A
HAm{\/E S—Ar
XX

X=0,8,NH

supstituirani benzazolski prsten.

®

HN -~ N>_
HAM— | + ArCOOH >‘ [ S>—Ar + R"NH
RO X X ?

!

N NH 5N
HN. ~ 2 NC O[ H—Ar + R'OH
el + R'NH, XX

RO X~"xH M
M _~_NHz  ArcHO
_~_NH; Nc{j[ + ArCOOH
NC—— | + R'OH A XH ArCOCI
N XH

Shema 4.1. Retrosintetska analiza amidino-supstituiranih benzazola
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Prethodno je pokazano da Il. sintetski put nije prikladan za pripravu arilnih i heteroarilnih
derivata bis(6-cijanobenzotiazola) tesko topljivih u alkoholima,®” sto je klju¢no za uvodenje
amidinskog supstituenta u Pinnerovoj reakciji.®® S obzirom na ograni¢enja II. sintetskog puta,
za strategiju sinteze amidino-supstituiranih benzazolskih derivata, izabran je I. put.

Glavni eksperimentalni zadatak u okviru ove doktorske disertacije bio je razraditi ovaj novi
pristup sintezi izomernih amidino-supstituiranih benzoksazola. Odabrana metoda sinteze
ukljucuje pripravu amidino-supstituiranih prekursora te se temelji na vise jednostavnih reakcija
iz lako dostupnih polaznih spojeva. Stoga je razradena sinteza izomernih amidino-supstituiranih
2-aminofenola, koji dosad nisu opisani u literaturi. Polaze¢i od komercijalno dostupnih
izomernih hidroksibenzonitrila priredeni su nesupstituirani, N-supstituirani i ciklicki amidinski

derivati 2-aminofenola (shema 4.2).

NO NH NH
NC = | nitriranje NC = | 2 redukcija NC = | 2 Pinnerova HA?n = | 2
N S S reakcija S
OH OH OH OH
NH, HN—< H HN HN H
e N T A A ) <)
NH NH N N N N

Shema 4.2. Visestupnjevita sinteza amidino-supstituiranih 2-aminofenola

Uz amidino-supstituirane 2-aminofenole, priredeni su izomerni amidino-supstituirani 2-
aminotiofenoli, €iji je put sinteze u okviru naSeg laboratorija dobro razraden za pripravu 5-
amidino-supstituiranih 2-aminotiofenola u zwitterionskom i disulfidnom obliku (shema
4.3A).15.78 Analognim reakcijama su priredeni dosad neopisani 4-amidino-supstituirani izomeri
2-aminotiofenola (shema 4.3B). Drugi vazan eksperimentalni zadatak bila je jednoznacna
priprava izomernih amidino-supstituiranih disulfida (shema 4.3C) i pronalazak nove uéinkovite

metode za njihovu kondenzaciju u ciljane 2-aril-supstituirane benzotiazolske derivate.
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NH,
1. Pinnerova NH, /@ @
. \y _ reakcja _ oksidativna ® .S AmH
A /©: > 2. otvaranje @ /@ © dmerizacjan HAmM S j@/
NC S

prstena HAmM
HoN

HAM NH,
NC 1.Pinnerova HAm NH,
B . \> reakcua oksidativna .S
. 2 otvaranie otvaranje o  dimerizacia S :@\
S

prstena

NH, NH,
1. otvaranje NC{I » HA%{I
C: NC | > prstena o S/S Plnnert_)_va o S/S

2. oksidativna

N X @
dimerizacija I}CN reakele I}AmH
HoN HaN
e " A B =)

Shema 4.3. ViSestupnjevita sinteza amidino-supstituiranih 2-aminotiofenola i bis(2-

aminofenil)-disulfida

Za analogne amidino-supstituirane 1,2-diaminobenzene koristeni su ranije objavljeni postupci
priprave.”

Kondenzacijskim reakcijama dobivenih prekursora s karboksilnim kiselinama ili acil-
kloridima te aldehidima,'” % sintetizirana je nova biblioteka izomernih 2-aril-supstituiranih
mono- i bis-benzazolskih amidinskih derivata. Paznja je posveéena i kondenzacijskim
reakcijama amidino-supstituiranih 2-aminotiofenola, u zwitterionskom i disulfidnom obliku, s

aldehidima u glicerolu kao novoj zelenoj metodi sinteze 2-arilbenzotiazolskih derivata.

4.2. Priprava amidino-supstituiranih prekursora
4.2.1. Priprava izomernih cijano-supstituiranih 2-aminofenola
Kao pocetni reagensi za pripravu izomernih cijano-supstituiranih 2-aminofenola koristeni su
komercijalno  dostupni  4-hidroksibenzonitril (1), 3-hidroksibenzonitril  (3) 1 2-
hidroksibenzonitril (5), koji su nitrirani u reakciji s dime¢om dusSi¢nom kiselinom u ledenoj

octenoj kiselini kao otapalu (shema 4.4).
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NC NC NO,
HNO4/CH,COOH
50- 60 °C
OH OH

1 2:95 %
CN CN CN
NO, NO, O,N
HNO./CH.,COOH
30-35°C * +
OH NC OH OH OH
3 4a:23 % 4b; 21 % 4c; 23 %
CN NO, O,N
HNO4/CH,COOH
15-20 °C +
OH OH OH
5 CN CN
6a; 36 % 6b; 35 %

Shema 4.4. Nitriranje izomernih hidroksibenzonitrila1, 3i 5

Reakcija nitriranja 4-hidroksibenzonitrila (1) provedena je prema postupku opisanom u
literaturi’® te je u visokom iskoriStenju dobiven o&ekivani produkt 4-hidroksi-3-
nitrobenzonitril (2). Isti postupak je koristen za nitriranje 3-hidroksibenzonitrila (3), medutim
dobiveno je puno manje ukupno iskoriStenje Sto je bila indikacija da reakciju treba optimirati.
Kod nitriranja 3-hidroksi- (3) i 2-hidroksibenzonitrila (5) mogu¢ je nastanak vise produkata s
obzirom na usmjerenje elektrofilne aromatske supstitucije uvjetovane hidroksi i cijano
supstituentom na benzenskom prstenu pa su reakcije optimirane i s obzirom na povoljniji udio
cijano-supstituiranih 2-nitrofenolnih regioizomera od interesa. Naime, za daljnju sintezu od
interesa su bili samo oni regioizomeri kod kojih su hidroksi i nitro skupina na susjednim C-
atomima. Provedena je optimizacija reakcije nitriranja preostala dva benzonitrila 3 1 5 pri cemu
se temperatura reakcije pokazala kao parametar koji najviSe utjecCe na ukupno iskoriStenje i
omjer nastalih produkata. Pregled svih reakcijskih uvjeta i iskoriStenja nastalih produkata dan
je u tablici 4. Nitriranjem 3-hidroksibenzonitrila (3) uz odrzavanje temperature na 30 — 35 °C i
mijeSanjem reakcijske smjese na toj temperaturi jo$ 2 h, dobiveno je visoko ukupno iskoriStenje
pri ¢emu su 3-hidroksi-4-nitrobenzonitril (4a) i 3-hidroksi-2-nitrobenzonitril (4b) takoder
izolirani u najvecim iskoriStenjima. Tre¢i izomer 5-hidroksi-2-nitrobenzotril (4c), koji nije bio
od interesa za daljnju sintezu, je pri gotovo svim reakcijskim uvjetima dobiven u sli¢nim
iskoristenjima. Radi kristalizacije 3-hidroksibenzonitrila (3) u octenoj kiselini pri temperaturi
nizoj od 30 °C reakcija nije provedena pri nizim temperaturama. Pojedini izomeri izolirani su
u dva koraka. Prvo je napravljena prekristalizacija iz toluena, pri ¢emu je jednostavno izoliran
izomer 4c, a zatim su kromatografski odvojeni izomeri 4a i 4b. Strukture sva tri izomera 4a —

4c su potvrdene NMR spektroskopijom.
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Nitriranje 2-hidroksibenzonitrila (5) prvo je provedeno na temperaturi 30 — 35 °C, ali
produkti nisu uspjesno izolirani zbog velike koli¢ine osmoljenih nusprodukata. S obzirom na
to da je nitril 5 topljiv u octenoj kiselini i pri nizim temperaturama, nitriranje je provedeno na
20 -25°C i 15— 20 °C, pri ¢emu su oc¢ekivani 2-hidroksi-3-nitrobenzonitril (6a) i 2-hidroksi-
5-nitrobenzonitril (6b) uspjesno izolirani. Najpovoljniji omjer izomera 6a i 6b je dobiven uz
odrzavanje reakcijske temperature prilikom dokapavanja duSi¢ne kiseline na 15 — 20 °C i
mijeSanjem reakcijske smjese jo§ 2 sata na sobnoj temperaturi. Jednostavnom
prekristalizacijom iz toluena je izoliran Cisti izomer 6b, a zatim prekristalizacijom iz etanola

Cisti izomer 6a. Strukture oba izomera su potvrdene NMR spektroskopijom.

Tablica 4. Provedene reakcije nitriranja i iskoriStenja na dobivenim produktima.

Ukupno iskoristenje na

e alo
Supstrat  Reakcijski uvjeti sirovim produktima/ %6 1t/ %
50 - 60 °C, 30 min
1 s. t., 30 min % % 2
. . 16 4a
SR T
o 23 4c
70 — 65 °C, 30 min - 4a
s.t., 30 min 28 _ 4b
11 4c
. 21 4a
45-50°C,2h 73 B b
s.t.,24h
3 19 4c
. 20 4da
35-40°C,2h 82 19 2b
s.t.,24h
24 4c
. 23 4da
30 S_ ‘:’5 4§,hz h 73 13 4b
o 23 4c
23 4a
30-35°C,2h 81 21 4b
23 4c
30-35°C, 2h, b )
s.t.,48h
20 — 25 °C, 30 min 35 6a
> s.t,2h 8 27 6b
15 -20 °C, 30 min 80 36 6a
s.t,2h 35 6b

2iskoristenje na Cistim produktima

bjzolirana smjesa produkata i visokomolekularnih nusprodukata
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Sljede¢i korak sinteze bila je redukcija nitro u amino skupinu na svim priredenim 2-

nitrofenolnim izomerima od interesa: 2, 4a, 4b i 6a (shema 4.5).

NO N NH
NC:—\ 2 redukcija NC@ 2
Z > 0oH Z>0H

24-CN 7 4-CN; 90 %
4a 5-CN 8 5-CN; 96 %
4b 3-CN 9 3-CN; 97 %
6a 6-CN 10 6-CN; 67 %

Shema 4.5. Redukcija nitro derivata 2, 4a, 4b i 6a u amino derivate 7, 8, 91 10

Radi daljnjih koraka sinteze, bilo je vazno da cijano skupina ostane sacuvana te su u razmatranje
uzete samo reakcije selektivne redukcije nitro skupine u amino skupinu. U pokusaju pronalaska
optimalne metode, nekoliko odabranih postupaka najprije je isprobano i modificirano na nitro
derivatu 2 kojeg je bilo najlakse prirediti. Najbolja metoda je odabrana usporedbom iskoristenja
1 uzevsi u obzir jednostavnost izolacije odgovarajucih Zzeljenih produkata zbog potrebe za
njihovim visegramskim koli¢inama. Pregled svih reakcijskih uvjeta i iskoriStenja dan je u tablici
5.

U literaturi postoji opisana redukcija derivata 2 katalitickim hidrogeniranjem uz 10 %-tni
paladij na ugljiku u smjesi otapala etanol/etil-acetat pri sobnoj temperaturi gdje je uz visoko
iskoristenje od 79 % dobiven produkt 3-amino-4-hidroksibenzonitril (7).1%° Reakcija je
ponovljena, uz etanol kao otapalo, te je uspjes$no izoliran produkt 7, takoder u iskoriStenju od
79 %. Kako bi se izbjegla upotreba elementarnog vodika, za ¢ije rukovanje u naSem laboratoriju
ne postoje odgovarajuci sigurnosni uvjeti, istrazene su alternativne metode redukcije. Poznato
je da se aromatski nitro derivati mogu prirediti u kvantitativnim iskoristenjima upotrebom
kositrovog(ll) klorida dihidrata u etil-acetatu ili alkoholu!® gdje uz blage reakcijske uvijete
redukcijski labilne skupine poput aldehidne, keto, esterske i cijano ostaju sacuvane. Prema
opisanom postupku priprave amino derivata, s 5 ekvivalenata kositrovog(ll) klorida dihidrata u
etanolu i ekstrakcijom s etil-acetatatom, dobiven je nakon prekristalizacije iz vode Cisti produkt
3-amino-4-hidroksibenzonitril (7) u iskoristenju od 79 %. S obzirom na to da je nitro derivat 2
topljiv u vodi, a da bi se izbjegla upotreba organskih otapala, reakcija je provedena u vodi uz
dodatak koncentrirane klorovodi¢ne kiseline te je produkt 7 izoliran ekstrakcijom s dietil-
eterom u sli¢nom, ali nesto nizem iskoristenju od 73 %. Medutim, pokazalo se da produkt
izoliran ekstrakcijom dietil-eterom ne zahtijeva dodatno ciS¢enje te da upotreba vode kao

otapala ne utjee na iskoriStenje reakcije. U svrhu povecanja iskoristenja reakcije optimirana je
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koli¢ina koristenog kositrovog(Il) klorida. Najbolje iskoristenje od visokih 90 % je dobiveno

provodenjem reakcije u kiselom vodenom mediju s 4 ekvivalenta kositrovog(II) klorida (shema

4.6).

-y

2

NO,
SNnCl, - 2H,0 (4 ekv.)
H,O/HCI
OH refluks, 20 min

NC\CENH2
OH

7
90 %

Shema 4.6. Redukcija 4-hidroksi-3-nitrobenzonitrila (2) u 3-amino-4-hidroksibenzonitril (7)

uz kositrov(Il) klorid u vodenom mediju

Tablica 5. Provedene reakcije redukcije 1 iskoriStenja na dobivenim produktima.

Supstrat Reducens Otapalo T/ °C t/ min 1Y %

H, - 10 % Pd/C EtOH s.t. 120 79
SnCl; 5 ekv. EtOH aps. refluks 30 79
SnCl; 5 ekv. H.O/HCI refluks 15 73
SnCl; 6 ekv. H,O/HCI refluks 15 72

SnCl; 4 ekv. H,O/HCI refluks 15 89 7
’ SnCl; 4 ekv. H.O/HCI refluks 20 90
SnCl, 3,3 ekv. H,O/HCI refluks 30 81
Fe 45¢ekv. 80% EtOH/HCI 80-90 45 43
Fe 45 ekv. H.O/HCI 80-90 45 40
Fe 45 ekv. H.O/HCI 6070 45 40

Zn 5 ekv. EtOH/NaOH 100 60 - -

Zn 5 ekv. H.O/HCI 90 30 - -
SnCl; 5 ekv. EtOAC refluks 90 94

da SnCl, 5 ekv. EtOH refluks 60 96 8
SnCl; 4 ekv. H.O/HCI refluks 20 96

ab SnCl,  5,5¢ekv. EtOAC refluks 60 97 9
SnCl, 4 ekv. H,O/HCI refluks 20 97

6a SnCl; 4 ekv. H.O/HCI refluks 20 67 10

2iskoriStenje na izoliranim produktima

U literaturi postoji opisana ekoloski prihvatljivija metoda redukcije aromatskih nitro derivata

upotrebom Zeljeza u kiselom etanolnom mediju uz ultrazvuk i iskoristenje od 92 %% te je

pokusana redukcija derivata 2 i tom metodom. Pokazalo se da su dobivena iskoristenja

dvostruko niza, zbog ¢ega se od ove metode odustalo. Upotreba cinka kao reducensa u luznatom

medijul® za redukciju aromatskih nitro derivata takoder je ekoloski prihvatljivija metoda te je

pokusana redukcija nitro derivata 2 i ovom metodom u luznatom i kiselom mediju.

Kvalitativnom TLC analizom je ustanovljeno da je u kiselom mediju uspjesno reduciran nitro
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derivat 2, ali nije bilo moguce jednostavno izolirati produkt. S druge strane, kvalitativna TLC
analiza reakcije u luznatim uvjetima je pokazala da nije doslo do nastanka Zeljenog produkta
zbog Cega se 1 od ove metode odustalo. Odluceno je slijediti pronadeni postupak optimalne
metode redukcije s 4 ekvivalenta kositrovog(Il) klorida dihidrata u kiselom vodenom mediju i
za pripravu ostalih amino derivata 4-amino-3-hidroksibenzonitrila (8), 2-amino-3-
hidroksibenzonitrila (9) i 3-amino-2-hidroksibenzonitrila (10), koji nisu zahtijevali dodatno
¢is¢enje te su dobiveni u visokim iskoriStenjima od 96 %, 97 % i 67 %, a strukture su im
potvrdene NMR spektroskopijom. Pretraga SCIFINDER baze je za amino derivat 9 pokazala da,
iako je strukturno jednostavni trisupstituirani benzen, on do danas nije sintetiziran, te je njegova
molekulska struktura, osim uobi¢ajenim spektroskopskim tehnikama, potvrdena i difrakcijom

rentgenskog zra¢enja na jedini¢nom kristalu (slika 4.1).

Slika 4.1. Molekulska struktura spoja 9; elipsoidi pomaka nevodikovih atoma prikazani su s

vjerojatnoséu od 40 %

4.2.2. Priprava izomernih amidino-supstituiranih 2-aminofenola

Amidino-supstituirani 2-aminofenoli su priredeni klasi¢cnom Pinnerovom reakcijom. U prvom
koraku nitril je otapanjem u alkoholu s plinovitim klorovodikom preveden u odgovarajuci
karboksimidat hidroklorid pri ¢emu je doslo do adicije alkohola na nitril. U drugom koraku
reakcije dolazi do supstitucije alkoksidne skupine s aminom pri ¢emu nastaje amidinska
skupina te je on proveden u apsolutnom etanolu uz suvisak odgovarajuc¢eg amina, a za reakciju
su koristeni amonijak i sljedec¢i primarni amini: i-propilamin, etilendiamin, 1,3-propandiamin,
1,4-butandiamin i 1,2-diaminobenzen.

Prvi pokusaj priprave amidino-supstituiranog 2-aminofenola proveden je prema analognoj
reakciji dobivanja amidino-supstituiranog 2-aminotiofenola Pinnerovom reakcijom na 6-
cijanobenzotiazolu.'® Stoga je prvo prireden 5-cijanobenzoksazol (11) u reakciji 3-amino-4-
hidroksibenzonitrila (7) u suvisku 1,1,1-trietoksimetana (ortoformata) (shema 4.7).
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NC NH, NC N
145°C, 48 h
OH ' @)

7 11
90 %

Shema 4.7. Ciklizacija derivata 7 s 1,1,1-trietoksimetanom u 5-cijanobenzoksazol (11)

U termickoj reakciji s ortoformatom benzoksazol 11 je jednostavno izoliran u odli¢nom
iskoriStenju bez potrebe za dodatnim ciS¢enjem. Potom je na njemu proveden prvi stupanj
Pinnerove reakcije u 2-(2'-etoksietoksi)etanolu (shema 4.8) te je nakon 5 dana mije$anja na
sobnoj temperaturi dobiven intermedijerni karboksimidatni dihidroklorid 12 u gotovo
kvantitativnom iskoriStenju, koji je odmah koriSten u drugom stupnju Pinnerove reakcije

(shema 4.9).

O®
o
NG o NH
\@[N\> HCl (g) _ "o ’
CH,CH,(OCH,CH,),0H
o t.54d OH
1

S
12
95 %

Shema 4.8. Prvi stupanj Pinnerove reakcije za 5-cijanobenzoksazol (11)

Usporedbom *H NMR spektara spojeva 11 i 12 se pokazalo da je karakteristi¢ni signal
oksazolskog vodika (Ha) na 8,98 ppm nestao, odnosno u *H NMR spektru karboksimidata 12
pronadena su samo tri karakteristicna signala za odgovaraju¢e aromatske protone (tablica 6).
Stoga je zaklju¢eno da u prvom stupnju Pinnerove reakcije dolazi do otvaranja benzoksazolskog
prstena, $to nije slucaj za benzotiazol, koji se ne otvara u kiselim uvjetima, ve¢ samo kod
odgovarajuéih baznih uvjeta reakcije!® te ne postoji analogija u Pinnerovoj reakciji izmedu

cijano-supstituiranih benzotiazola i benzoksazola.
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Tablica 6. Kemijski pomaci aromatskih protona u *H NMR spektrima spojeva 11 i 12

2@
CI'NH,

o O
Ne. B N 8 _NpC
\C[ Y H3CHZC(OHZCH20)ZOJ.kg[
c : 0 [+ 2 OH
1 12
Spoi Ha Hs Hc Ho
bol dppm m | d/ppm m J/Hz | 8/ppm m J/Hz | /ppm m J/Hz
8,5 8,5
11 8,98 S 8,45 d 15 7,93 dd 15 8,03 dd 0.4
12 - - 7,74 S - 7,80 d 8,6 7,15 d 8,6

U drugom stupnju Pinnerove reakcije s i-propilaminom i etilendiaminom iz sirovog
karboksimidata 12 su iz reakcijske smjese jednostavno izolirani izopropilamidinski 2-
aminofenol 24 i imidazolinski 2-aminofenol 26 u dobrim iskoriStenjima od 63 % i 89 %.
Produkti 24 i 26 su prociséeni zaluzivanjem u vodi, ¢ime su prevedeni u zwitterionski oblik te
su tako dobiveni fenolati 25 i 27 (shema 4.9).

I ©
J NH, CINH, NH,
o) EtOH )\ ®; NH, )\ ® NH,
o @ refluks, 2 h N NaOH/H,0 N
NH2 @® C(la / H 4’pH 10 H o
O~ NH OH 0
0 24:63 % 25:51 %
OH
12 \ NH -1/2 HCI NH
BN &9 NH @ NH,
EtOH N ? NaOHH,0 N
refluks, 4 h Q pH 10 S
0 0
26; 89 % 27:58 %

Shema 4.9. Priprava 4-amidino-supstituiranih 2-aminofenola 24 — 27

Prevodenje dobivenih amidina hidroklorida u zwitterionski oblik pokazala se kao dobra metoda
baze do pH > 10 uvijek su talozili amidinski zwitterioni. O strukturi dobivenih produkata je
zaklju¢ivano na temelju *H NMR spektara spojeva. Signali amidinskih vodika pojavljivali su
se u spektrima obje forme s kemijskim pomacima od 7 do 15 ppm, ali nisu uvijek bili vidljivi.
Medutim, ako se radilo o produktu hidrokloridu, uvijek je bilo mogucée vidjeti proton
hidroksilne skupine.

Signali amidinskih protona bili su vidljivi u *H NMR spektru hidroklorida 24, ali ne i kod
zwitteriona 25 (slika 4.2). Medutim, za hidroklorid 24 jasno je uocljiv signal protona

hidroksilne skupine, $to daje potvrdu da je iz reakcijske smjese izoliran hidroklorid. U spektru
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spoja 25 ne pojavljuje se signal protona hidroksilne skupine, radi ¢ega je pretpostavljeno da je
podesavanjem pH > 10 prilikom ¢isc¢enja dobiven produkt u zwitterionskom obliku. Analogno
tome je vecina priredenih amidino-supstituiranih 2-aminofenola talozena iz vodenih otopina
kod pH > 10 te je prema *H NMR spektrima zakljugeno da su produkti izolirani kao zwitterioni,
s obzirom na to da u spektru nije bio vidljiv signal protona hidroksilne skupine.

Pretpostavka da su produkti 24 i 26 izolirani u obliku hidroklorida te da je jednostavnim
taloZzenjem u vodi uz podesavanje pH moguce izolirati produkte i u zwitterionskom obliku je
potvrdena difrakcijom rentgenskog zraCenja na jedini¢nim kristalima hidroklorida 24 i 26 te

zwitteriona 27. Dobivene molekulske strukture su prikazane na slikama 4.3 i 4.4.

24

25

Fe

Slika 4.2. *H NMR spektri amidino-supstituiranih 2-aminofenola 24 (600 MHz, DMSO-ds) i
25 (300 MHz, DMSO-de)
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©clH

(a) (b)
Slika 4.3. Molekulske strukture hidroklorida 24 (a) i zwitteriona 27 (b); elipsoidi pomaka

nevodikovih atoma prikazani su s vjerojatnoséu od 40 %; molekule vode su izostavljene

Slika 4.4. Molekulska struktura hidroklorida 26 prikazana kao kationski dimer; elipsoidi
pomaka nevodikovih atoma prikazani su s vjerojatnos¢u od 50 %; molekule vode su

izostavljene

Posto se pokazalo da je stabilan produkt adicije alkohola na nitrile moguce dobiti i za cijano-
supstituirani aminofenol, a potom provesti i supstituciju alkoksida u kiselo kataliziranoj
reakciji, dodatni korak ciklizacije s ortoformatom u cijano-supstituirani benzoksazol nije bio
potreban te je Pinnerova reakcija provodena iz cijano-supstituiranih 2-aminofenola 7 — 10.

U svrhu istrazivanja iskoristenja reakcije i stabilnosti karboksimidata, paznja je zatim

usmjerena na prvi stupanj Pinnerove reakcije za derivate 7 i 8 upotrebom razlicitih alkohola.
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Ispitane su reakcije u tri primarna alkohola: 2-(2'-etoksietoksi)etanolu, metanolu i 2-
metoksietanolu.

U prvom stupnju reakcije, provedenom u 2-(2'-etoksietoksi)etanolu u trajanju od 5 dana, iz
3-amino-4-hidroksibenzonitrila (7) je uspjesno izoliran karboksimidatni dihidroklorid 13, u
iskoristenju od 95 % (shema 4.10), te je njegova struktura potvrdena *H NMR spektroskopijom.
Dobiveni karboksimidat 13 je bijela vrlo higroskopna krutina, osjetljiva na vlagu i toplinu, te
nije u potpunosti karakteriziran. Posto je benzonitril 7 topljiv u metanolu i 2-metoksietanolu
Pinnerova reakcija je provedena i u ta dva alkohola te su u obje reakcije uspjesno izolirani
karboksimidatni dihidrokloridi: 14 u iskoristenju od 90 %, i 15 u kvantitativnom iskoriStenju
(shema 4.10). Njihove strukture i ¢istoéa su potvrdeni *H NMR spektroskopijom.

© o
© N, ® cf
NC NH NH
2 Hcl(g) RO 3
ROH
OH s.t,5d OH
7 13 R=—CH,CH,0CH,CH,0CH,CH; 95 %

14 R=—CH; 90 %
15 R=—CH,CH,OCH; 100 %

Shema 4.10. Prvi stupanj Pinnerove reakcije za 3-amino-4-hidroksibenzonitril (7)

Prvi stupanj Pinnerove reakcije na benzonitrilu 8, u 2-(2'-etoksietoksi)etanolu (shema 4.11) nije
dao zadovoljavajuci rezultat jer karboksimidatni dihidroklorid 16 nije bilo moguce izolirati kao

krutinu ve¢ je on izoliran u obliku viskozne higroskopne kapljevine crvene boje.

O
© ® Cl
NH, cl NH;
HCI (g) ®
ROH H,N
NC OH s t,5-64d OH
8 OR

16 R=—CH,CH,OCH,CH,0OCH,CH5
17 R=—CHj;
18 R=—CH,CH,0OCH; 98 %

Shema 4.11. Prvi stupanj Pinnerove reakcije za 4-amino-3-hidroksibenzonitril (8)

Stoga je bez spektroskopske karakterizacije karboksimidat 16 odmah koristen u sljedecem
koraku Pinnerove reakcije s etilendiaminom u apsolutnom etanolu te je izoliran imidazolinski
amidin 35, u obliku hidroklorida u dobrom iskoristenju od 60 %. Procisc¢en je prevodenjem u

zwitterionski oblik, ¢ime je izoliran fenolat 36 (shema 4.12).
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o ® c?
NH NH,
e ML LI o _NaOH/H,0 _
H,N EtOH ~ N —pH12
T OH  refluks, 4 h @ OH
/\/O NH 35

NH 36
60 % 81 %

Shema 4.12. Priprava 5-amidino-supstituiranih 2-aminofenola 35 i 36

Struktura hidroklorida 35 je potvrdena i difrakcijom rentgenskog zracenja na jedinicnom
kristalu nakon kristalizacije iz vode (slika 4.5).

Qen

Slika 4.5. Molekulska struktura spoja 35; elipsoidi pomaka nevodikovih atoma prikazani su s

vjerojatnos¢u od 40 %; molekule vode su izostavljene

Posto je benzonitril 8 takoder topljiv u metanolu i 2-metoksietanolu, provedena je reakcija i u
tim alkoholima (shema 4.11). 1z metanola je izoliran karboksimidatni dihidroklorid 17 u obliku
viskozne kapljevine, a iz 2-metoksietanola karboksimidatni dihidroklorid 18 u obliku bijele
krutine u gotovo kvantitativnom iskoriStenju od 98 %. Struktura i ¢isto¢a karboksimidata 18 je
potvrdena *H NMR spektroskopijom. Iskoristenje reakcije za karboksimidat 17 nije izra¢unato,
a struktura mu je potvrdena posredno nakon provedenog drugog stupnja Pinnerove reakcije sa
suviskom 1,3-propandiamina u apsolutnom etanolu na temperaturi refluksa pri ¢emu je izoliran

pirimidinski amidin 37 u obliku zwitteriona, u iskoristenju od 75 % (shema 4.13).

)
o N
Cl ® 3. HNTNH,
HoN EtOH, refluks, 4 h .
OH 2 NaOH/H,0 )
o ¥ L/NH 37

75 %

Shema 4.13. Priprava 5-amidino-supstituiranog fenolata 37
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Usprkos podacima u literaturi da je nastanak karboksimidata za ortho-supstituirane aromatske

nitrile Gesto nemogug,>* 1%

zbog vecih raspolozivih koli¢ina ortho-supstituiranih cijano
derivata 2-aminofenola 9 i 10, pokus$ana je priprava karboksimidata u prvom koraku Pinnerove
reakcije i za te spojeve. Pretpostavljeno je da bi koriStenjem primarnog alkohola vece
molekulske mase poput 2-(2'-etoksietoksi)etanola moglo do¢i do sterickih smetnji prilikom
adicije na nitril, pa je prvi stupanj Pinnerove reakcije za derivate 9 i 10 ispitan upotrebom
metanola i 2-metoksietanola. Rezultat reakcije u metanolu za 2-amino-3-hidroksibenzonitril (9)
nije bio zadovoljavajuci jer ni produljenim vremenom reakcije od 19 dana, karboksimidat
dihidroklorid 19 nije izoliran (shema 4.14), ve¢ je u obliku crvene krutine regeneriran reaktant

9 zajedno s nusproduktima, $to je potvrdeno kvalitativnom TLC analizom.

o
H(?\l c OR
2
o
T NH Np, ©
2 HC 3
R%H
OH st 4-19d OH
9 19 R=—CH,

20 R=—CH,CH,0OCH;
Shema 4.14. Pokusaj priprave karboksimidata dihidroklorida 19 i 20 iz 2-amino-3-
hidroksibenzonitrila (9)

Prvi stupanj Pinnerove reakcije za benzonitril 9 proveden je i u 2-metoksietanolu (shema 4.14)
te se potencijalno nastajanje karboksimidata 20 pokusalo potvrditi posredno reakcijom u
drugom stupnju s etilendiaminom, no nazalost nije izoliran odgovarajuc¢i amidino-supstituirani
produkt zbog cega je zakljuceno da nastanak karboksimidata dihidroklorida iz 2-amino-3-
hidroksibenzonitrila (9) nije moguc.

Potom se pokusalo upotrebom istih alkohola i izomerni benzonitril 10 prevesti preko
odgovarajucih karboksimidata u ortho-amidino-supstituirane 2-aminofenole (shema 4.15).
Prvo je pokusana reakcija nitrila 10 u metanolu, uz produljeno vrijeme reakcije u trajanju od 14
dana. Izoliran je karboksimidatni dihidroklorid 21 u obliku viskozne kapljevine, koji je bez
karakterizacije upotrijebljen u drugom stupnju reakcije s etilendiaminom, ali amidino-
supstituirani produkt nije izoliran. Nakon neuspjeSnog prvog stupnja Pinnerove reakcije u
metanolu, pokusana je reakcija benzonitrila 10 u 2-metoksietanolu te je ustanovljeno da je

optimalno vrijeme reakcije 7 dana, kada je dobiven karboksimidatni dihidroklorid 22 u obliku
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bijele krutine najvecée Cistoce (81 %) i u najvecem iskoristenju od 84 %, $to je potvrdeno LC-

MS analizom. Struktura karboksimidata 22 je potvrdena NMR spektroskopijom.

©
NH N, ©
> Hcl(g) 8
ROH
OH s+t 3-14d OH
® O
1CON RO” > NH, C

21 R=—CHj;;14d
22 R=—CH,CH,0CH3; 7 d; 84 %

Shema 4.15. Prvi stupanj Pinnerove reakcije za 3-amino-2-hidroksibenzonitril (10)

Nakon provedenih istrazivanja 1. koraka Pinnerove reakcije, 2-metoksietanol se radi boljih
iskoristenja i manje higroskopnosti dobivenih karboksimidata pokazao kao najbolji alkohol za
pocetni stupanj Pinnerove reakcije.

Pored prethodno opisanih amidino-supstituiranih 2-aminofenola 24 — 27, 35 i 37, prosiren
je niz priredenih izomernih razli¢ito amidino-supstituiranih 2-aminofenola. Tako su iz najlakse
dostupnog 3-amino-4-hidroksibenzonitrila (7), preko odgovarajucih karboksimidata 13 ili 15 u
reakciji s amonijakom, 1,3-propandiaminom ili 1,4-butandiaminom, dodatno priredeni
nesupstituirani amidin 23, pirimidinski amidin 28 i diazepinski amidin 29, koji su izolirani kao
zwitterioni u iskoristenjima od 61 % do 71 % (sheme 4.16 i 4.17). Strukture zwitteriona 23 i 28

su dodatno potvrdene difrakcijom rentgenskog zrac¢enja na jedini¢nom kristalu (slika 4.6).

J

o
CI NH2 NH,
CI ®;

o NH NH

~"o ® 1.NH4/EtOH _ HoN 2

s.t.,2d e

OH 2. NaOH/H,0 o
71 %

0 S
_oﬁ\ cr ®
@, NH;
H-N 1. H;N""NH, @,
"o
c OH EtOH, refluks, 4 h
2. NaOH/H,0

68 %

Shema 4.16. Priprava 4-amidino-supstituiranih 2-aminofenola 23 i 28
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(a) (b)
Slika 4.6. Molekulske strukture spojeva 23 (a) i 28 (b); elipsoidi pomaka nevodikovih atoma

prikazani su s vjerojatnos¢u od 40 %; molekule vode su izostavljene

Neocekivanom se pokazala reakcija karboksimidata 15 s 1,4-butandiaminom koja je dala dva
razli¢ita produkta. Ovisno o koncentraciji amina u reakcijskoj otopini, dobiven je fenolat 29 ili
butan-1,4-diimidamid 31 (shema 4.17). Uz ve¢i suvisak i ve¢u koncentraciju amina (¢ = 1,25
mol dm3), u dobrom iskoristenju od 61 %, izoliran je ciljani sedmero¢lani ciklicki amidin 29.
U reakciji sa smanjenim suviskom i manjom koncentracijom amina (¢ = 0,25 mol dm) izoliran
je samo produkt intermolekulske Pinnerove reakcije 31, a kvalitativnom TLC analizom nije

uocen nastanak produkta 29.

INH @=NH @
" 9 NH, _CHsSOH _\ & NH,
HZN/\/\/ 2 N N
H e
0
29

EtOH
5 ekv (c = 1,25 mol dm™)
o <) .
_OK(; (o] Nﬂ / 30
H,N ®  1.EtOH, refluks, 4 h 61% 55 %
© 2. NaOH/H,0
c OH o

o)
1 \NHZA H NH,
H2N/\/\/ 5 N @ NH,
2,5 ekv (c = 0,25 mol dm™) H,N % \/\/\H

NH, 31 o
1%

Shema 4.17. Drugi stupanj Pinnerove reakcije za karboksimidat dihidroklorid 15 s 1,4-

butandiaminom

'H NMR spektri oba produkta 29 i 31 (slika 4.7) bili su vrlo sli¢ni po kemijskom pomaku i

multiplicitetu signala te im nije bilo moguce jednoznacno pripisati strukturu produkta. Klju¢ni
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podatak za odredivanje njihovih struktura je dobiven iz masenih spektara, odnosno vrijednosti
m/z za molekularni ion strukture 29 (206,2) i 31 (357,2).

Za dodatnu potvrdu nastanka sedmeroc¢lanog ciklickog amidina provedena je reakcija s
metansulfonskom kiselinom pri ¢emu je izoliran 2-aminofenol dimetansulfonat 30 te je
kristalizacijom iz etanola dobiven kristal pogodan za difrakciju rentgenskim zracenjem, Cija je

molekulska struktura, s dvije molekule metansulfonata, prikazana na slici 4.8.

29

31

Slika 4.7. 'H NMR spektri 4-amidino-supstituiranih 2-aminofenola 29 i 31
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Slika 4.8. Molekulska struktura mesilatne soli 30; elipsoidi pomaka nevodikovih atoma

prikazani su s vjerojatno$éu od 30 %; molekule vode su izostavljene

Reakcijom karboksimidata 15 sa suviskom 1,2-diaminobenzena dobiven je 2-aminofenol 32
supstituiran benzimidazolom, koji je izoliran pri blago kiselom pH 6 u obliku neutralne
molekule u iskoristenju od 14 % (shema 4.18). Njegova struktura je potvrdena NMR
spektroskopijom i masenom spektrometrijom.

e Q
Hz
EtOH refluks, 3h
OH

2. NaOH/H,0 32
14 %

Shema 4.18. Priprava 4-amidino-supstituiranog 2-aminofenola 32

Polaze¢i iz 4-amino-3-hidroksibenzonitrila (8), preko odgovaraju¢eg karboksimidata 18,
dodatno su priredeni nesupstituirani amidin 33 i izopropilamidinski 2-aminofenol 34 u obliku
hidroklorida, u iskoristenjima od 71 % i 50 % (shema 4.19). Podesavanjem pH vrijednosti

vodene otopine hidroklorida 33 i 34 nije bilo moguce izolirati njihove zwitterione.
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o
cr®

NH,
NH,/EtOH

@
s.t,2d H, N
/ H
CI@ NH 33
71 %
H,N
2 OH
g o 18
o> H C|
NH2
EtOH

refluks, 2 h NH 34
50 %

Shema 4.19. Priprava 5-amidino-supstituiranih 2-aminofenola 33 i 34

Strukture 5-amidino-supstituiranih 2-aminofenola 33 i 34 su potvrdene NMR spektroskopijom,
spektrometrijom masa i elementnom analizom. Spoj 33 je dobiven u kristalicnom obliku te mu

je molekulska struktura potvrdena i difrakcijom rentgenskog zracenja na jedini¢énom kristalu

(slika 4.9).

Q@cr

Qci

Slika 4.9. Molekulska struktura spoja 33; elipsoidi pomaka nevodikovih atoma prikazani su s

vjerojatnoscu od 40 %

Polaze¢i iz 3-amino-2-hidroksibenzonitrila (10), preko sirovog 2-metoksietilnog
karboksimidata 22, u reakciji s amonijakom prireden je 6-amino-2-amidinofenol hidroklorid
(38) (shema 4.20), kojeg nije bilo moguce jednostavno prodistiti prekristalizacijom iz vode ili
etanola zbog sli¢ne topljivosti hidrokloridnih soli, zbog ¢ega je izoliran u smjesi s amonijevim
kloridom. Reakcijom karboksimidata 22 s etilendiaminom izoliran je imidazolinski amidin
hidroklorid 39 u iskoriStenju od 60 % (shema 4.20). Strukture 2-aminofenola 38 i 39 su
potvrdene *H NMR spektroskopijom i spektrometrijom masa. Imidazolinski hidroklorid 39 je
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preveden u zwitterionski oblik te je izoliran fenolat 40, kojem je struktura potvrdena *H NMR

spektroskopijom.

o NH/EtOH

Cl B, et2d -

OH
®
0" NH, o

o. Cl " NaOH/H,0

~ HNT- 2 pH 10
22 EtOH
-/ -/
39;60 % 40; 63 %

Shema 4.20. Priprava 2-amidino-supstituiranih 2-aminofenola 38 — 40

4.2.3. Priprava izomernih amidino-supstituiranih 2-aminotiofenola i bis(2-aminofenil)-
disulfida

Amidino-supstituirani 2-aminotiofenoli priredeni su preko odgovaraju¢ih benzotiazolskih
karboksimidatnih dihidroklorida, koji su dobiveni kao produkti I. stupnja Pinnerove reakcije
adicijom alkohola na cijano-supstituirane benzotiazole: 5-cijanobenzotiazol (41) i 6-
cijanobenzotiazol (42). Priprava ciljanih amidina iz 6-cijanobenzotiazola (42) je provedena
prema objavljenim i prethodno optimiranim postupcima te su na taj nacin preko karboksimidata
dihidroklorida 44 priredeni 5-amidino-supstituirani 2-aminotiofenoli: 48, 49,16 5078 i

benzotiazol 586 8 (sheme 4.21 i 4.22).
NH,
NHJEOH .

LN, o
s.t,5d @) S
NH, 48;51 %

\ o Cl H® “ NH,
/@[ \> HCI (9)/CH30CH,CH,0H ¢ Cl \> BN H o
" S s.t,4d H,N s fIEtk0H5 ) @ S
refluks, NH 49;55%
42 \O/\/O 44
\ NH,
HoN">""NH, H
EtOH N@ Se
refluks, 4 h &NH 50: 82 %

Shema 4.21. Priprava 5-amidino-supstituiranih 2-aminotiofenola 48 — 50
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H
Q @
N\> HCI (9)/CH;0CH,CH,0H _  Cl N> )NHZ , c? N\>
s s.t.,4d HzN EtOH H,N. S
NC - refluks, 24 h @) 55
- O 44 NH
0 \( 64 %

Shema 4.22. Priprava 5-amidino-supstituiranog benzotiazola 58

U okviru ove doktorske disertacije je iz 5-cijanobenzotiazola (41), u prvom stupnju Pinnerove
reakcije provedene u 2-metoksietanolu, prireden novi karboksimidat dihidroklorid 43, dobiven
u kvantitativnom iskoristenju zbog ¢ega optimizacija prvog stupnja reakcije nije bila potrebna

(shema 4.23).

HsCO
\L .

NC ST

N N
\, __HCI(g)CHOCH,CH,OH __ HN'] \>®

st.5d

S Cl ]

Py 43; 100 %

Shema 4.23. Priprava karboksimidata dihidroklorida 43 u prvom stupnju Pinnerove reakcije

za 5-cijanobenzotiazol (41)

Karboksimidat 43 je u drugom koraku Pinnerove reakcije sa suviskom etilendiamina ili 1,3-
propandiamina preveden u imidazolinski amidin 46 i pirimidinski amidin 47, pri ¢emu je 0Sim
prevodenja imidata u amidin doslo i do ocekivanog otvaranja benzotiazolskog prstena, a oba
produkta su izolirana u zwitterionskom obliku u vrlo dobrim iskoriStenjima od 66 % 1 68 %
(shema 4.24). Struktura su im potvrdene NMR spektroskopijom, spektrometrijom masa i
elementnom analizom. Takoder je dobiven kristal spoja 46 pogodan za difrakciju rentgenskim

zraCenjem, €¢ija je molekulska struktura prikazana na slici 4.10.

Gl H
HzN N\® EtOH
CI refluks, 4 h 66 %
43 \ @5
N> NH, N'VK@NHZ
H o
S

47
68 %

H,CO

Shema 4.24. Shema priprave 4-amidino-supstituiranih 2-aminotiofenola 46 — 47
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Slika 4.10. Molekulska struktura spoja 46; elipsoidi pomaka nevodikovih atoma prikazani su s

vjerojatno$cu od 40 %; molekule vode su izostavljene

S druge strane, reakcijom karboksimidata 43 s amonijakom na sobnoj temperaturi u reakciji
koja je trajala 6 dana je kao jedini produkt izoliran 5-amidinijbenzotiazol hidroklorid (45) u
dobrom iskoristenju od 50 % (shema 4.25) pri ¢emu nije doslo do otvaranja benzotiazolskog

prstena.
H,CO

I8 .
& NH ¢

o] Oy ®
H,N N® H N N
N N NHyEoH | H N

43 45
50 %

Shema 4.25. Priprava 5-amidino-supstituiranog benzotiazola 45

Poznato je da u bazi¢nim uvjetima moze do¢i do otvaranja benzotiazolskog prstena, a tu
reakciju poticu elektron-odvlacece skupine poput amidinske jer se time povecava pozitivni
karakter ugljika C-2 sto olakSava nukleofilni napad. Mehanizam nastajanja 5-amidinij-2-
aminotiofenolata (48) iz odgovaraju¢eg 6-supstituiranog benzotiazolskog karboksimidata 44 u
uvjetima Pinnerove reakcije je objavljen u literaturi, te su predloZzeni intermedijeri potvrdeni

kvantno — mehanickim raéunom na B3LYP/6-311G(d,p) razini teorije (shema 4.26).1
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Shema 4.26. Mehanizam otvaranja 6-amidino-supstituiranog benzotiazolskog prstena s

z
v

amonijakom?6: 105

Otvaranje benzotiazolskog prstena tece preko tetraedarskih intermedijera Ila i 11b koji nastaju
nukleofilnim napadom amonijaka na protonirani ili neprotonirani tiazolski prsten iz kojih preko
intermedijera 111 dolazi do pucanja C2-S veze i stvaranja derivata 2-aminotiofenolata 1V ¢ija
je amino skupina supstituirana s metilaminom. Intermedijer 1V u tim uvjetima lako podlijeze
amonolizi daljnjim nukleofilnim napadom amonijaka te dolazi do stvaranja molekule
formamidina uz izlazak 5-amidinij-2-aminotiofenolata (48). Sukladno tome, neotvaranje 5-
supstituiranog benzotiazolskog prstena u reakciji karboksimidata 43 s amonijakom moze se
objasniti nemoguéno$¢u nastajanja termodinamicki povoljnog intermedijera, kao §to je slucaj
kod 6-supstituiranog meduprodukta I1b prikazanog na shemi 4.26, zbog ¢ega je izoliran samo
amidino-supstituirani benzotiazol 45.

Nedavno je objavljeno istrazivanje priprave supstituiranih bis(2-aminofenil)-disulfida te
nova metoda sinteze 6-supstituiranin 2-fenilbenzotiazola temeljena na jednostavnim
kondenzacijskim reakcijama supstituiranih 2-aminotiofenola i disulfida s aromatskim
aldehidima u glicerolu,?? ¢&iji su nas dobri rezultati naveli da u okviru ove disertacije istrazimo
moguénosti te ekoloski prihvatljivije sinteze i priprave ciljanih amidino-supstituiranih 2-
arilbenzotiazola, koja bi se temeljila na kondenzacijskim reakcijama stabilnih prekursora,

amidino-supstituiranih bis(2-aminofenil)-disulfida, s aromatskim aldehidima.
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Da bi amidino-supstituirane bis(2-aminofenil)-disulfide priredili u Pinnerovoj reakciji,
trebalo je prvo sintetizirati cijano-supstituirane derivate bis(2-aminofenil)-disulfida. U
jednostavnoj reakciji otvaranja benzotiazolskog prstena s etilendiaminom (EDA) u glicerolu te
zatim oksidacijom s vodikovim peroksidom, priredeni su cijano-supstituirani disulfidi 51 i 522
iz cijanobenzotiazola 41 i 42 (shema 4.27). Dobiveni su u visokim iskori$tenjima od 82 % (51)
I 91 % (52), te su u prvom stupnju Pinnerove reakcije u 2-metoksietanolu prevedeni u
odgovarajuc¢e karboksimidate 53 i 54 (shema 4.27) iz kojih su u drugom stupnju Pinnerove

reakcije priredeni amidino-supstituirani bis(2-aminofenil)-disulfidi.

N NC ~ e
NC = | \> 1. EDA/glicerol, 100 °C 15 min 2 ' S’S
X8

2. Hy0,/H,0, 5. t. D—CN
=
41 5-CN HoN

42 6-CN 514,4-CN; 82 %
52 5,5-CN; 91 %

|HCI (9)/CH30CH,CH,OH

s.t,10d
S
o) cl N%
H3co—/_@>—(/\[ CI
H,N @ NH2
OCH,
or HaN f

53 4,4-Am; 91 %
54 5,5-Am; 99 %

Shema 4.27. Priprava bis(2-aminofenil)-disulfida 51 i 52 iz cijano-supstituiranih benzotiazola
41 i 42 te odgovarajucih karboksimidata tetrahidroklorida 53 i 54

Ovim novim sintetskim putem su, u drugom stupnju Pinnerove reakcije, u reakciji
karboksimidata 54 s etilendiaminom, 1,3-propandiaminom ili 1,4-butandiaminom uspje$no
priredeni disulfidni amidinski derivati u obliku hidroklorida: 60,'® 61 i 62 u iskoristenjima od
33 % do 75 % (shema 4.28). Svim navedenim produktima struktura je potvrdena NMR
spektroskopijom, spektrometrijom masa i elementnom analizom za dosad neopisane disulfide
61i62.
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H2N/\/NHZ j)@[
EtOH
HoN

refluks, 4 h
/ 60 75 %

NHs 0O~ o HN
on NP C T,
ol 2 s” NH,  EtOH
® E)
cl H,N

S refluks, 4 h NH
So P HsN o
61 33%
54
H, N/\/\/NH2 |
EtOH
refluks, 4 h
NH
or H,N
62; 57 %

Shema 4.28. Shema priprave 5,5-amidino-supstituiranih bis(2-aminofenil)-disulfida 60 — 62

Novim sintetskim putem dobiven je i amidino-supstituirani disulfid hidroklorid 57 (shema
4.29).1° Modifikacijom Pinnerove reakcije je karboksimidat hidroklorid 54 preveden u
slobodnu bazu 54B, a zatim je u drugom koraku s ekvimolarnom koli¢inom amonijevog
hidroklorida dobiven amidin 57 u dobrom iskoristenju od 52 %. Prednost ovog sintetskog puta
je zaobilaZenje sinteze amidina iz karboksimidata hidroklorida i suhog plinovitog amonijaka,
¢iju je potrebnu koli¢inu tesko odrediti u apsolutnom etanolu pri povisenoj temperaturi u Il.

koraku Pinnerove reakcije.
OCH,
K’ NHs CI9 O/r

P NH,
o s Nchoango __NHCI _H N
o s N, NH 75 % ElOH ~ 2 NH?.
Cl NH, @ refluks, 5 h
® HN, HaN
54B

54 Cl

OCHj4 OCHs

ocH3

52%

Slika 4.29. Priprava amidino-supstituiranog disulfida 57

Priprava amidino-supstituiranih disulfida 55 i 56 iz karboksimidata 53 u drugom stupnju
Pinnerove reakcije s odgovaraju¢im aminima je bila manje uspjesna. U oba slucaja su izolirane
smjese viSe produkata. Priprava produkta 55 je pokusana iz sirove baze 53B, koja je izolirana
u obliku smedeg viskoznog ulja (shema 4.30). Prema kromatografskoj analizi i spektrometriji
masa, dobiven je produkt 19 % — tne Cistoce. Ni viSestrukim pokusSajima izolacije iz mati¢nice

nije izoliran Cisti produkt.
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H;CO. H;CO
O ~g CO_~g NH,

® o NH @ NH
HzN : e HN 2 NH,Cl  HaN' 2 o
s Cl NaHCO4/H,0 s 75 % EtOH .5 cl
C(Ia S ® S refluks, 4 h C(Ia S
53 NH, 538 NH 55 NH,
HNT HN H:N @
ulje

Cl O\/\OCHS O\/\OCHa NH,

Shema 4.30. Priprava 4-amidino-supstituiranog disulfida dihidroklorida 55

Nakon S§to u modificiranoj Pinnerovoj reakciji nije uspjela priprava cistog amidino-
supstituiranog disulfida 55, disulfid 56 je prireden klasi¢nim postupkom: iz karboksimidata
tetrahidroklorida 53 u reakciji sa suviskom 1,3-propandiamina (shema 4.31). Medutim, ni on u
viSestrukim pokuSajima izolacije iz mati¢nice nije dobiven Cist, Sto je potvrdeno
kromatografskom analizom i spektrometrijom masa. Dobivena je smjesa produkata u kojoj je
spoja 56 bilo svega 8 %. Pretpostavljeno je da je produkt nestabilan i sklon raspadu na zraku i
pri povisenoj temperaturi.

HaCO_~

)
Hﬁ)\ :C' N®H3 CJ\ :
2
S H,N NH,
/S © \/\/
cl s Cle ~ EOH
5 4 ﬁ NH,  refluks, 4 h
3 @ \j
cl o
" OCH,4

Shema 4.31. Priprava 4-amidino-supstituiranog disulfida dihidroklorida 56

Pokusana je reakcija priprave disulfida 59%° iz karboksimidata 54 s i-propilaminom u etanolu
na temperaturi refluksa kroz 3 sata, ali je kromatografskom analizom i spektrometrijom masa
pokazano da je izolirana smjesa u kojoj je ciljanog produkta 59 bilo oko 55 %. Ni visestrukim
¢iS¢enjem nije uspjeSno izoliran Cisti produkt. PokuSaj optimiranja reakcijskih uvjeta
produljenjem vremena reakcije uz viSe ekvivalenata i-propilamina takoder nije dao
zadovoljavajuci rezultat te se od ove metode odustalo. Zatim je pokuSana priprava derivata 59
drugom metodom, prikazanoj na shemi 4.32. Polaze¢i iz izopropilamidinskog benzotiazola 58,
reakcijom otvaranja benzotiazolskog prstena s etilendiaminom te oksidativnom dimerizacijom

nastalog tiofenola u disulfid, prireden je €isti produkt 59 u iskoriStenju od 57 %.

NH
) 2
S N _ H Cl '\;‘52
H Cl \> 1. EDA/EtOH, refluks, 35 min N, .S
N, s 2. H,0,/H;0 h s ol
\f ®; NH, HAN cl

NH, 58 59 H

Shema 4.32. Priprava bis(5-N-izopropilamidino-2-aminofenil)-disulfida dihidroklorida (59)

57 %
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4.2.4. Priprava amidino-supstituiranih 1,2-diaminobenzena

Uobicajeni put priprave amidino-supstituiranih 1,2-diaminobenzena polazi od 4-amino-3-
nitrobenzonitrila (66), koji se u prvom stupnju Pinnerove reakcije prevodi u karboksimidat, a u
drugom stupnju s aminom u amidin.” 1% U zadnjem koraku se nitro skupina katalitickim
hidrogeniranjem reducira u amino skupinu. Kako bi se izbjegla upotreba elementarnog vodika,
za ¢ije rukovanje u naSem laboratoriju ne postoje odgovarajuci sigurnosni uvjeti, u okviru ove
doktorske disertacije je modificirana metoda priprave amidino-supstituiranog 1,2-
diaminobenzena.

Uobic¢ajenim sintetskim putem, prikazanim na shemi 4.33, ranije je prireden 1-amidinij-
3,4-diaminobenzen (70),2° dok je za pripravu amidino-supstituiranog 3,4-diaminobenzena 71
koristen drugadiji sintetski put. Prema objavljenim postupcima priprave,’® iz komercijalno
dostupnog 4-aminobenzonitrila (63) je prvo prireden 4-amino-3-nitrobenzonitril (66), koji je
zatim redukcijom uz kositrov(ll) klorid preveden u 3,4-diaminobenzonitril (68). Dobiveni
cijano-supstituirani derivat 68 je u prvom koraku Pinnerove reakcije preveden u karboksimidat
trihidroklorid 69, iz kojeg je zatim u reakciji s etilendiaminom prireden amidinski derivat
diaminobenzena 71 u iskoristenju od 68 % (shema 4.34).

NC NC NC NO,
(CH30),0 KNO4/H,SO,
35-45°C <0°C,35h

NH NHCOCH, NHCOCH,

2
63 64 65

10 % H,SO,

120 °C, 30 min
o) 2
NO NC NO
HoN 2 1.HCIUR'OH 2
“" 2. NH,/EtOH
NH, NH,
67 66
H, - 10 % Pd/C SnCl; - 2H0
VOH HOHCI ~
refluks, 20 min
®
HAm NH, NC NH,
1. HCVR'OH
“2. R'NH,/EtOH
70,71 68
NH, 89 %
70; R'=H Am= — 84 %
NH

N
71; R"=(CH,),NH, Am= — j 68 %
N

Shema 4.33. Uobicajeni i modificirani put priprave amidino-supstituiranih diaminobenzena
70171
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NH, © c NH; NH,
/@ HCI (g)/CH305Cz120H20H Cle © _NHy(CHo),NH,/EtOH | 1y
s. t., H,N @ i refluks, 4 h N
NC NH, 2 NH, NH,

®!
68 69 NH 71
Hico > 68 %

Shema 4.34. Priprava amidino-supstituiranog diaminobenzena 71

4.3. Priprava amidino-supstituiranih benzazola

Zavr$ni korak sinteze bila je priprava dviju malih biblioteka amidinskih derivata: 2-
supstituiranih mono-benzazolskih i 2-supstituiranih bis-benzazolskih. Polaze¢i od amidino-
supstituiranih prekursora, 2-aminofenola, 2-aminotiofenola, bis(2-aminofenil)-disulfida i 1,2-
diaminobenzena, u kondenzacijskim reakcijama s karboksilnim kiselinama, acil-halogenidima
te aldehidima, priredeni su novi mono- i bisbenzazoli kondenzacijskom reakcijom u kojoj
dolazi do ciklizacije i nastajanja benzoksazolskog, benzotiazolskog ili benzimidazolskog
prstena.

Reakcije su provedene u nekoliko razli¢itih otapala: polifosfornoj kiselini (PPA), octenoj
kiselini (HOAC), N-metil-2-pirolidonu (NMP) i glicerolu. Radi bioloskih istrazivanja, bilo je
vazno da spojevi budu dobro topljivi u vodi te su svi amidinski benzazolski derivati izolirani u
obliku metansulfonata, s obzirom na to da je prethodno utvrdeno da su metansulfonati

Poznato je da 2-aminofenol, 2-aminotiofenol i 1,2-diaminobenzen s karboksilnim
kiselinama u PPA pri poviSenoj temperaturi cikliziraju u benzoksazol, benzotiazol, odnosno
benzimidazol.® To je kiselo katalizirana reakcija ¢iji je mehanizam potvrden NMR studijom
kondenzacije 2-aminofenola 148 s benzojevom kiselinom (72) u PPA i prikazan je na shemi
4.35.2 Karboksilna kiselina prvo se aktivira stvaranjem karboksi — fosfornog anhidrida V, pri
¢emu su kiselina 72, mijesani anhidrid V i PPA u dinamickoj ravnotezi. Benzoksazolski prsten
nastaje preko intermedijernog amida VI, koji se u prisustvu kiseline zatvara u prsten ¢ime

nastaje benzoksazol 149.8
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Shema 4.35. Mehanizam ciklizacije 2-aminofenola 148 s benzojevom kiselinom (72) u 2-
fenilbenzoksazol (149)8

Polifosforna kiselina, u kojoj su svi polazni spojevi bili topljivi, pokazala se kao dobar reagens
za kondenzaciju 2-aminofenola s aromatskim karboksilnim kiselinama i pripravu 2-aril-
supstituiranih benzoksazola. Produkti kondenzacijskih reakcija u PPA su izolirani kao sirove
amidinske baze, koje su zatim s metansulfonskom Kkiselinom prevedene u ciljane
metansulfonate. Zbog komercijalne dostupnosti karboksilnih kiselina i jednostavnosti metode
sinteze, na opisani je nacin priredeno najvise novih derivata amidino-supstituiranin mono- i
bisbenzazola.

Prva mala biblioteka spojeva dobivena je metodom kondenzacije u PPA i HOAc.
Reakcijom prekursora 2-aminofenola 23, 27, 36 i 37 u zwitterionskom obliku i 33 u obliku
hidroklorida s benzojevom (72), 1-naftojevom (73) i 2-naftojevom (74) kiselinom priredeni su
amidinski derivati 2-arilbenzoksazola 88 — 100, u obliku metansulfonata u iskoristenjima od 24
% do 77 % (sheme 4.36 i 4.37). Kondenzacijskom reakcijom prekursora 2-aminotiofenola 49 s
benzaldehidom (85), 1-naftojevom (73) i 2-naftojevom (74) kiselinom uspjesno Su priredeni
amidinski derivati 2-arilbenzotiazola 124 — 126, u obliku metansulfonata u iskoristenjima od
44 % do 51 % (sheme 4.38 i 4.39). Svim navedenim produktima je struktura potvrdena NMR

spektroskopijom, spektrometrijom masa i elementnom analizom.
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NH,
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Shema 4.36. Kondenzacijske reakcije u PPA kojima su priredeni amidinski derivati 2-

arilbenzoksazola 88 — 99

Nakon provedene kondenzacijske reakcije amidinskog zwitteriona 37 i benzojeve kiseline (72)
u PPA, nije bilo moguce izolirati amidinsku bazu te je dodatkom heksaflurofosfatne kiseline
izoliran pirimidinski amidinski derivat benzoksazola 100 u iskoristenju od 28 % (shema 4.37),

¢ija struktura je potvrdena NMR spektroskopijom.

NH, o PFy N
H . >_© 1.PPA, 180°C.,2h _ \>_©
N, ° "5 2. H,0/NaOH N, o
® © 3. HPFg ®
&NH 37 72 NH 100
28 %

Shema 4.37. Priprava 6-amidino-supstituiranog 2-arilbenzoksazola (100)
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S
HooOC CH3SO3
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N S ~ 2. H,0/NaOH N AN
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Shema 4.38. Kondenzacijske reakcije u PPA kojima su priredeni amidinski derivati 2-
arilbenzotiazola 125 i 126

Kondenzacijskom reakcijom u octenoj kiselini je prireden 2-arilbenzotiazol metansulfonat 124
iz 2-aminotiofenola 49 i benzaldehida (85), pri ¢emu je dobiven ¢isti produkt u iskoristenju od
51 % (shema 4.39).

&)
NH, OHC CH3S0s N
1. HOAc, refluks, 2 h \
H + H
N. € 2. H,O/NaOH N. S
@ S 3. MSA @
NH 49 85 NH 124
56 %

Shema 4.39. Kondenzacijska reakcija u octenoj Kiselini za 2-aminotiofenol 49 s
benzaldehidom (85)

Drugu biblioteku spojeva c¢ine amidinski derivati bisbenzoksazola, bisbenzotiazola i
bisbenzimidazola, koji su priredeni koriste¢i nekoliko komplementarnih metoda kondenzacije.

Kondenzacijskom reakcijom 2-aminofenolatnih prekursora 23, 27 — 28, 36 — 37 i 40 s
izoftalnom (75) i tereftalnom (76) kiselinom u PPA (shema 4.40), uspje$no Su priredeni
amidinski derivati bisbenzoksazola u obliku dimetansulfonata: 101 — 106, 108, 110 118 — 119
u iskoristenjima od 11 % do 68 %. Kondenzacijskom reakcijom 2-aminofenola 36 i 37 s
fumarnom kiselinom (81) u PPA (shema 4.40) su izolirani amidinski derivati bisbenzoksazola
dimetansulfonata 114 i 115 u iskoristenjima od 33 % i 18 %. Svim produktima je struktura

potvrdena NMR spektroskopijom, spektrometrijom masa i elementnom analizom.
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Shema 4.40. Kondenzacijske reakcije u PPA za 2-aminofenole 23, 27 — 28,36 - 37140 s

izoftalnom (75), tereftalnom (76) i fumarnom (81) kiselinom

Kondenzacijskom reakcijom 2-aminofenola 29 u zwitterionskom obliku s izoftalnom (75) i
tereftalnom (76) kiselinom u PPA (shema 4.41), priredeni su amidinski derivati 2-aril-
bisbenzoksazola u obliku dimetansulfonata 121 i 122 u vrlo niskim iskori$tenjima od 6 % i 12

%, zbog Gega nisu u potpunosti okarakterizirani, ali im je struktura potvrdena H NMR

e h

121 -122
i 7 v
6 %

12 %
Shema 4.41. Priprava amidinskih derivata bisbenzoksazola 121 i 122

spektroskopijom i masenom spektrometrijom.

CNH
®;
N NH, N
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Kondenzacijskom reakcijom hidroklorida 33 s izoftalnom (75), tereftalnom (76) i fumarnom

(81) kiselinom u PPA (shema 4.42) uspjesno su izolirane odgovaraju¢e amidinske baze 2-
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supstituiranih bisbenzoksazola i prevedene u dimetansulfonate 107 i 113 u iskoriStenjima od 15
% 1 14 %. Strukture su im potvrdene NMR spektroskopijom, spektrometrijom masa i
elementnom analizom. Amidinski derivat benzoksazola 120 je izoliran kao smjesa produkata.
Visekratnom prekristalizacijom nije bilo moguce izolirati Cisti produkt, a struktura glavnog,
ovdje prikazanog, produkta 120 je potvrdena 'H NMR spektroskopijom i masenom

spektrometrijom.
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@ o) 3. MSA
NH, 33 81 NH2 CH3SO3 113 :

14 % CH3803

Shema 4.42. Kondenzacijske reakcije u PPA za 2-aminofenol 33 sa izoftalnom (75),

tereftalnom (76) i fumarnom (81) kiselinom

Kondenzacijskom reakcijom 2-aminofenola 36 u zwitterionskom obliku s 2,5-
dihidroksitereftalnom (77) i 4,4'-bifenildikarboksilnom (79) kiselinom u PPA (shema 4.43)
uspjesno su priredeni amidinski derivati bisbenzoksazola u obliku dimetansulfonata 111 i 112
u iskoristenjima od 46 % i 86 %, a strukture su im potvrdene NMR spektroskopijom,

spektrometrijom masa i elementnom analizom.

on OH
N : N
HOOC—Q—COOH H é H
HO 77 " @i © S) S@\)N>
</NH CH 303 HO CH3SO;  HN
NH, 111; 46 %

H 1.PPA,180°C,2h
N o 2. H,O/NaOH
@ o 3. MSA
NH 36

79
; o S, {
NH CH3S0;3 112; 86 % CH3S0; HN

Shema 4.43. Kondenzacijske reakcije u PPA za 2-aminofenol 36 s 2,5-dihidroksitereftalnom
(77) i 4,4'-bifenildikarboksilnom (79) kiselinom
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S N-izopropilamidino-supstituiranim 2-aminofenolima 24 i 25 su pokusane ciklizacije s
tereftalnom kiselinom (76), ali je u oba slucaja izolirana smjesa 4 produkta u priblizno istim
omjerima, koje nije bilo moguce razdvojiti kristalizacijskim tehnikama. Analiza vrijednosti m/z
molekularnih iona za dobivene produkte ukazuje da je doslo do djelomicne degradacije N-
izopropilnog amidina u nesupstituirani amidin. PokuSana je optimizacija reakcije u PPA
koristenjem blazih uvjeta (temperatura niza od 180 °C), no pri tim reakcijskim uvjetima nije
bilo mogucée iz vodene otopine izolirati odgovaraju¢i kruti produkt. PodeSavanjem pH
vrijednosti iznad 10 takoder nije taloZio produkt, ¢ime je potvrdeno da je za uspjesnu ciklizaciju
2-aminofenolnih derivata u benzoksazol nuzna temperatura reakcije od najmanje 180 °C.
Pokusana je kondenzacijska reakcija 2-aminofenolatnih prekursora 23, 33 i 36 sa
sukcinskom Kkiselinom (82) u PPA, pri ¢emu su kao produkti izolirani samo odgovarajuc¢i amidi
dimetansulfonati 116, 117 i 123 (shema 4.44). Za produkte 116 i 117 reakcija je provedena pri
standardnim uvjetima (180 °C, 2 h), dok su za produkt 123 koristeni ze$¢i reakcijski uvjeti (210
°C), ali ni tada nije dobiven benzoksazol, ve¢ je izoliran samo odgovarajuc¢i amid. Kod pokusaja
provodenja reakcije na 240 °C nakon 1 h je doslo do osmoljavanja reakcijske smjese, te nije

bilo moguce izolirati niti odgovarajuci amid.

HO
23,36 g 82 N —AmH
1. PPA, A, 100 - 120 min HAm—
© @ CH so@ o
Cl NH 2. H,O/NaOH 323
o 3 3. MSA CHsSOa
i G — H,
2 OH 116; 5Am-—< 180°C,2h; 9%
NH, 33 NH
H

N
117; 5-Am= —<\ ] 180°C,2h; 24 %
N

NH,
123; 4-Am= —< 210 °C, 100 min; 37 %
NH

Shema 4.44. Reakcija 2-aminofenola 23, 33 i 36 sa sukcinskom kiselinom (82) u PPA

Kondenzacijskom reakcijom amidinskih derivata 2-aminotiofenola 48 i 49 s 2,6-
naftalendikarboksilnom kiselinom (78) u PPA (shema 4.45) izolirani su odgovarajué¢i amidinski
derivati 2-aril-supstituiranih bisbenzotiazola u obliku soli metansulfonske kiseline 138 i 139 u
iskoriStenjima od 25 % i 55 %. Kondenzacijskom reakcijom 2-aminotiofenola 49 s fumarnom

kiselinom (81) u PPA (shema 4.46) izoliran je bisbenzotiazol metansulfonat 140 u iskoriStenju
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od 78 %. Svim navedenim produktima je struktura potvrdena NMR spektroskopijom,
spektrometrijom masa i elementnom analizom.

@
N AmH
|

NH, COOH o
. 1.PPA,180°C. 2 h S CH,S0;
® S 2. H,0/NaOH N
HAm S Hooc S
78

3. MSA
48,49 S 138 -139
® CH3SO§)
HAmM H
NH, N
138; Am=—( =~ ;139; Am=—< ]
25 % NH 559, N

Shema 4.45. Kondenzacijska reakcija u PPA za 2-aminotiofenole 48 — 49 s 2,6-
naftalendikarboksilnom kiselinom (78)

o N
NH, y \ \
_~__OH _1.PPA,180°C,2h
N o * HOJ\/\W 2. H,0/NaOH N S>_\\—<’ N

& 3. MSA ,
</NH 49 &NH CHaS0, @

140 O
CH,SO; HN
78 % s==s

Shema 4.46. Kondenzacijska reakcija u PPA za 2-aminotiofenol 49 s fumarnom kiselinom
(81)

Kondenzacijskom reakcijom 1,2-diaminobenzenskih prekursora 70 i 71 s izoftalnom (75) i
tereftalnom (76) kiselinom u PPA (shema 4.47) izolirani su odgovarajuc¢i amidinski derivati 2-
aril-bisbenzimidazola dimetansulfonata 143 — 146 u iskoriStenjima od 21 % do 26 %. Svim
produktima je struktura potvrdena NMR spektroskopijom, spektrometrijom masa i elementnom

analizom.

NH AmH
‘. N ooy _1-PPA.180°C, 2h S (,N
@ _— 2. H,O/NaOH N Z N
70, 71 75,76 NH o CH3S04
NH2 CH3SO3
70: Am=— 75 /@\ e 143 - 146
NH NH,
H 143; /©/ Am=— 21%
N NH
71; Am=— ] 76 /©/
N §
1aa; ) Am=— J:25%
NH,
145: Q\ Am=— ;26 %
NH
H
N
146; /©\ Am=— ;25 %
N

Shema 4.47. Kondenzacijske reakcije u PPA za 1,2-diaminobenzene 70 — 71 s izoftalnom (75)

i tereftalnom (76) kiselinom
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Kondenzacija 6-amidino-supstituiranih derivata 2-aril-benzotiazola iz aminotiofenola i
aldehida u octenoj kiselini je objavljena u literaturi kao komplementarna reakciji kondenzacije
u PPA% 18 te je j ovdje octena kiselina koristena kao alternativa polifosfornoj kiselini, a
reakcije su, umjesto s karboksilnim kiselinama, provedene s aldehidima. Produkti su izolirani
kao baze te su sirove baze s metansulfonskom kiselinom prevedene u soli metansulfonske
kiseline.

U octenoj kiselini je pokusana ciklizacija 2-aminofenola 27 s izoftaloil-kloridom (83) u
bisbenzoksazol 108, kako bi se ispitala moguénost provodenja reakcija 2-aminofenola s acil-
halogenidima u octenoj kiselini analognih ranije radenim reakcijama 2-aminotiofenola sa acil-
halogenidima, gdje su kao produkti dobiveni benzotiazoli u dobrim iskoristenjima.?! Reakcija
je mijesana na temperaturi refluksa 2 dana, a prema 'H NMR spektru je zakljuteno da je
dobiveni produkt diamid, a ne ciljani bisbenzoksazol 108 (shema 4.48). Dodatkom
metansulfonske kiseline je baza prevedena u benzendikarboksamid dimetansulfonat 109.
Zakljuceno je da nije moguce ciklizirati 2-aminofenole u benzoksazol sa acil-halogenidima u

octenoj kiselini pa je ova metoda sinteze benzoksazola odbacéena.

NH o o
@; CH,SO, CH,SO,
NE NH, o o]
N . /@ 1. HOAG, refluks, 2 d (\NH HN
o 2. dioksan/MSA, 100 °C, 2,5 h ®; ‘@
o cloc cocl \E NH HN ‘N
27 83 H H
OH HO
109

30 %

Shema 4.48. Reakcija 2-aminofenola 27 sa izoftaloil-kloridom (83) u octenoj kiselini

U literaturi se NMP spominje kao otapalo ili reagens za pripravu 2-aril-supstituiranih
benzotiazola,'” a u okviru ove disertacije je koristen kao otapalo za pripravu 2-aril-
bisbenzotiazola. 1z reakcijske smjese 2-aminofenola 46 ili 49 i izoftaloil-klorida (83) ili 1,4-
naftoil-klorida (84) izolirani su produkti, koji su kasnije prevedeni u metansulfonate te su
dobivene soli visoke ¢istoce §to je potvrdeno kromatografskom i spektrometrijskom analizom.
Uspjesno su priredeni amidinski derivati 2-aril-bisbenzotiazola u obliku dimetansulfonata 133,
134, 136 i 137 u iskoristenjima od 34 % do 62 % (shema 4.49).
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g ST
CloC COCI
ss Y Y
NH CH,SO;  CH,S05
133,134

H = NHZ
[®> | 1.NMP, 120 °C, 2 h
N . o 2. H,0/NaOH 133;05—Am ; 134;06—Am
H S 3 MSA 61 % 62 %
46, 49 \
CIOCCOCI [@>{I Ij_<@j
84 CH3SO3 3803
136, 137

136; 5-Am ; 137; 6-Am
34 % 53 %

Shema 4.49. Kondenzacijske reakcije u NMP za 2-aminotiofenole 46 i 49 sa izoftaloil-
kloridom (83) i 1,4-naftoil-kloridom (84)

Po analogiji kondenzacijskih reakcija 2-aminotiofenola s acil-kloridima u NMP pokusana je
sinteza bisbenzoksazola 108 kondenzacijskom reakcijom prekursora 27 s izoftaloil-kloridom
(83) preko noc¢i na 120 °C i 2 h na 180 °C, ali produkt 108 u nijednom slu¢aju nije uspjesno
izoliran vec¢ je, kao i kod pokusaja ciklizacije u octenoj kiselini, izoliran diamid 109, koji je
preveden u metansulfonat. Zakljuceno je da nije moguce analognim reakcijama, kojima se
uspjesno prireduju benzotiazoli, ciklizirati 2-aminofenole u benzoksazol s acil-halogenidima u
NMP.

Glicerol je koristen kao neotrovno, biorazgradivo i odrzivo otapalo'® te se prethodno
pokazao kao dobro otapalo za kondenzacijske reakcije amidino-supstituiranih 2-aminotiofenola
ili bis(2-aminofenil)-disulfida s aldehidima, a posebno s termicki nestabilnim
heteroaromatskim aldehidima.®! Provedene su reakcije 2-aminotiofenola 48, odnosno disulfida
59, 60 i 61 s izoftalaldehidom (86) i tereftalaldehidom (87) u glicerolu 45 minuta pri 120 °C za
2-aminotiofenol ili pri 150 — 160 °C za disulfide, a produkti su izolirani dodatkom vode u
reakcijsku smjesu i zaluzivanjem otopinom natrijevog hidroksida (pH > 10), nakon cega su
sirove baze filtrirane i prevedene u metansulfonate. Kao produkti su dobiveni amidinski derivati
2-aril-bisbenzotiazola u obliku dimetansulfonata 127 — 132, 134 — 135 u iskoristenjima od 36
% do 70 % (shema 4.50).
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86, 87

1. glicerol, A, 45 min o
2. H,0/NaOH s 0O CHsSO;

NH
2 3. MSA ® CHsSOs
® HAm 127 - 132, 135
i winly
59,60,61 2
NH, NH,
127;/©/ Am=—( ' 41% 131;/©\Am=—\( 50 %
NH NH
HN\< HN
128; /©/ Am=—( \;52% 132; Am=— \:5%
NH NH
H HN
129; /©/ Am=— J;41% 135 /@\ Am=—4 ) 49%
N N
HN
130;/©/ Am=—<\N:>;41 %

Shema 4.50. Shema kondenzacijskih reakcija u glicerolu za 2-aminotiofenol 48 i disulfide 59
— 61 sa izoftalaldehidom (86) i tereftalaldehidom (87)

@
AmH

Ji I o N
HN@. S J\/}CHO
; PZ x N
NH, 48 OHC Yy
N\ = [S

Prvo su optimirani reakcijski uvjeti kondenzacije zwitteriona 48 s dialdehidom 87, uz dodatak
ekvimolarne koli¢ine koncentrirane klorovodi¢ne kiseline kako bi se osigurala topljivost
zwitteriona u glicerolu na 120 °C. Tankoslojnom kromatografijom je pra¢eno nestajanje
reaktanata iz reakcijske smjese, te je ustanovljeno da do potpune konverzije reaktanta dolazi
unutar 45 minuta. Nakon prevodenja sirove baze u metansulfonat i prekristalizacije soli, ukupno
iskoriStenje priprave bisbenzotiazola 127 bilo je zadovoljavaju¢ih 41 %. Kondenzacija
prekursora 48 s dialdehidom 86, uz primjenu istih reakcijskih uvjeta, dala je produkt 131 u
nesto boljem iskoristenju od 50 %.

Potom je na istoj temperaturi pracena reakcija kondenzacije disulfida 60 i dialdehida 87, te
je nakon 24 sata mijeSanja u glicerolu izoliran produkt u obliku sirove baze, koji je preveden u
sol metansulfonske kiseline u ukupnom iskoristenju od 50 %. Daljnja optimizacija reakcije
kondenzacije disulfida 59 i 61 s dialdehidom 87 provodena je na visim temperaturama od 150
— 160 °C te je TLC analizom utvrdeno optimalno vrijeme reakcije od 45 minuta. Oba produkta
su prevedena u metansulfonate 128 i 130 u vrlo dobrim ukupnim iskoriStenjima od 52 % i 70
%, a dodatni korak ¢iS¢enja nije bio potreban. Isti reakcijski uvjeti kondenzacije disulfida 61 s
dialdehidom 86 dali su sol metansulfonske kiseline 135 u dobrom iskoriStenju od 50 %. Najnize

ukupno iskoristenje od 5 % je dobiveno u kondenzacijskoj reakciji disulfida 59, s izopropilnim
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amidinskim supstituentom, i dialdehida 86, kada je nakon visekratne prekristalizacije izoliran
produkt dimetansulfonat 132.

Kombinacijom prethodno razradenih metoda priprave amidino-supstituiranih
benzotiazola, odnosno kondenzacijom zwitteriona s aldehidima u octenoj kiselini i s
karboksilnim kiselinama u polifosfornoj kiselini, prireden je i jedan asimetri¢ni diamidin 142
(shema 4.51). Polaze¢i od 2-aminotiofenola 49 i 3-formilbenzojeve kiseline (80), reakcijom u
octenoj kiselini je izoliran benzoat 141 u zwitterionskom obliku u iskoristenju od 87 %.
Sljedec¢om reakcijom benzoata 141 i 2-aminotiofenola 48 u PPA je prireden ciljani asimetri¢ni

bisbenzotiazol 142, izoliran u iskoristenju od 18 %.

Q
COOH [ele]e]

NH, N

1. HOAc, refluks, 3,5 h N

H-T/@[s@ + OHC 2. H,O/NaOH H\K@[S
@'-- @ e

NH 49 80 NH 141 @
87 % NH,
coo

HoN N o

H N . 1.PPA,180°C,2h _  CH,SO. s CHsSOs
N s ) _NH, 2. H,0/NaOH N
@? S ® 3. MSA H 3

NH 141 48 NH, N s 142

@}‘ 18 %
NH

Shema 4.51. Priprava benzoata 141 i asimetri¢nog bisbenzotiazola 142

4.4. Antiproliferativna aktivnost amidino-supstituiranih benzazola

Raniji rezultati istrazivanja antiproliferativne aktivnosti 2-aril- i 2-heteroarilbenzotiazola na
razli¢itim tumorskim humanim stani¢nim linijama priredenih u nasem laboratoriju pokazali su
da na antiproliferativnu aktivnost najviSe utjeCe vrsta amidinskog supstituenta na
benzotiazolskoj jezgri.?> 73 107110 Utyrdeno je da je, izmedu nesupstituiranog, N-izopropil-
supstituiranog i imidazolinskog amidina, antiproliferativna aktivnost imidazolinskih derivata
najveca. U okviru ove doktorske disertacije, ispitivanjem antiproliferativne aktivnosti i
postavljanjem u odnos sa strukturom, Zeljelo se utvrditi utjecaj heterociklicke jezgre te vrste i
polozaja amidinskih supstituenata vezanih za 2-arilbenzazolski skelet na antiproliferativnu
aktivnost.

Za novopriredene amidinske derivate benzoksazola, benzotiazola i benzimidazola
provedena su in vitro ispitivanja na cetiri tumorske humane stani¢ne linije: metastatskog
kolorektalnog adenokarcinoma (SW620), hepatocelularnog karcinoma jetre (HepG2),
duktalnog adenokarcinoma gusterace (CFPAC-1) i karcinoma grlica maternice (HeLa). Za

ispitivanja su priredene vodene otopine spojeva u rasponu koncentracija od 1x10® mol dm=do
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1x10* mol dm™, a sva ispitivanja su provedena pri Odjelu za biotehnologiju Sveuéilista u
Rijeci. Rezultati su izrazeni kao koncentracije spojeva potrebne za inhibiciju rasta stanica za 50
% (ICx0).

Dobiveni rezultati su podijeljeni i prikazani u tablicama za biblioteku 2-aril-supstituiranih
benzoksazola 88 — 99 i benzotiazola 124 — 126 (tablica 7), te za drugu biblioteku amidino-
supstituiranih bisbenzoksazola 101 — 108, 110 — 114, bisbenzotiazola 127 — 140 i
bisbenzimidazola 141 — 144 (tablica 8). Ispitan je i antiproliferativni potencijal dobivenih amida
te su rezultati za spojeve 109, 116 i 117 dani u tablici 9. Rezultati antiproliferativne aktivnosti
derivata 124 — 126 su objavljeni u sklopu ranije studije utjecaja 2-arilnog i 2-heteroarilnog dijela
molekule na antiproliferativnu aktivnost 2-aril(heteroaril)-6-imidazolinil- supstituiranih
benzotiazola.®

2-Aril-supstituirani benzoksazoli 88 — 99 i benzotiazoli 124 — 126 su pokazali snaznu
antiproliferativnu aktivnost na svim ispitivanim stani¢énim linjjama u mikromolarnim
koncentracijama (tablica 7). Nijedan od testiranih benzoksazola ili benzotiazola nije pokazao
znaCajniju selektivnost prema odredenoj stani¢noj liniji. Najaktivnijim se pokazao
benzoksazolski derivat 95 s pirmidinskim amidinskim supstituentom u polozaju C-6
benzoksazolske jezgre na stanicama metastatskog kolorektalnog adenokarcinoma (SW620) s
vrijednoséu ICsp 0od 0,16 puM. Opéenito, najaktivnijima na svim stani¢nim linijama Su Se
pokazali benzoksazol 94 (ICso = 0,82 — 2,8 uM) i benzotiazol 126 (ICso = 0,3 — 1,2 uM), oba s
imidazolinskim amidinskim supstituentom na polozaju C-6 te susptituirani naftalenom na
polozaju C-2. S druge strane, najslabiju aktivnost su imali 2-fenilbenzoksazoli 88 i 89 s
nesupstituiranim amidinom na polozaju C-5 i C-6. Usporedbom C-5 i C-6 polozaja
odgovarajuc¢ih amidinskih supstitenta na benzoksazolskom skeletu izmedu derivata 88 i 89, 90
191,921 93, te 96 i 97 ne uocava se razlika u antiproliferativnoj aktivnosti koja bi ovisila o

polozaju.
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Tablica 7. Antiproliferativna aktivnost in vitro 2-aril-supstituiranih benzoksazolskih 88 — 99 i

2-aril-supstituiranih benzotiazolskih amidina metansulfonata 124 — 1268

1Cso® (M)

Stanicne linije

Spoj Struktura SW620 HepG2 CFPAC-1 HelLa
88 it 2547 25+10 49+2 2747
g0l to 26x6 21%10 2514 16+8
/oNH
90 Wyt 46£L5 19+2 224059  9,0£0,21
o A SLo g3nie 181024 24+12 914037
92 w0 32407 278042 47041 32418
03 .. LU0 432002 30£l4  52+054 274027
94 4 BT 0826058 164015 28411 088037
(B
95 i 0 016:019  35:004  45:33 37041
96 Hz~"f'*{:ﬂ;@;f 2,8£0,2  2,2#098  3,70,37 2,2+0,72
07 w0 2008  22+#13 343026  2,1+063
%8 i A 0224012 1,44026 154072 0,50+0,06
—NH — _/:>
900 AN 018011 182073  34:10  2,1+053
124 &(J & 4,4 5,6 4,7 29,1
7N
125 §F8 2,9 1,2 2,1 3,2
¢ @
H ;\/[N\‘,—/_()/i))
126 5 00 0,9 1,2 0,6 03

2koncentracija koja inhibira rast stanica za 50 %

Lucija Pticek

Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 143

U drugoj biblioteci 2-supstituranih bisbenzazolskih amidina (tablica 8) sli¢nu aktivnost su imali
bisbenzoksazoli 101 — 107, 108 i 110 — 114, medu kojima se mogu istaknuti spojevi 102, 103,
104, 108, 110 i 114 kao najaktivniji na svim stani¢nim linijama (ICso = 0,06 — 4,6 uM), ali bez
izrazene selektivnosti. Bisbenzoksazol 105, s pirimidinskim amidinskim supstituentom, je
pokazao selektivnost prema HepG2 i HeLa stani¢nim linijama. Bisbenzoksazolski derivat 113,
s nesupstituiranim amidinom i etenilskom poveznicom, nije pokazao antiproliferativnu
aktivnost za razliku od njegovog analoga 114, s imidazolinskim amidinom, koji je na svim
staniénim linijama pokazao izrazitu aktivnost (ICsp = 0,25 — 4,6 uM). Antiproliferativnu
aktivnost u submikromolarnim koncentracijama pokazao je i spoj 140 (1Cso = 0,22 — 0,49 uM),
koji je benzotiazolski analog benzoksazola 114. Antiproliferativna aktivnost bisbenzotiazola
127 — 137, 139 — 140 i 142 je po rezultatima usporediva sa aktivnostima bisbenzoksazola te su
svi ispitani spojevi pokazali snazno antiproliferativno djelovanje prema ispitivanim staniénim
linijama (ICso = 0,07 — 9,4 uM). Najaktivniji su bili bisbenzotiazoli 133, 134, 136 i 140, svi s
imidazolinskim amidinskim susptituentima, za koje je prethodno utvrdeno da utjecu na
povecanje antiproliferativne aktivnosti ovakvih derivata.?? > 197 Bisbenzotiazol 131 je pokazao
dobru antiproliferativnu aktivnost samo na stanicama SW620 (ICso = 8,2 uM) i HeLa (ICso =
4,4 uM) i time jedini pokazao odredenu selektivnost. Bisbenzotiazolski derivat 138, s
nesupstituiranim amidinom i naftilnom poveznicom, nije pokazao antiproliferativnu aktivnost
u ispitanim koncentracijama za razliku od njegovog analoga 139, s imidazolinskim amidinom,
koji je na svim stani¢nim linijama pokazao aktivnost u mikromolarnim koncentracijama.

Svi bisbenzimidazoli 143 — 146 su samo na stanicama karcinoma grli¢a maternice (HeLa)
pokazali znacajniju antiproliferativnu aktivnost (tablica 8). Za spojeve 143 i 146 moze se
pretpostaviti da selektivno inhibiraju rast HelLa stanica, a za spoj 145 da selektivno djeluje na
HepG2 i HeL a stani¢ne linije. Imidazolinski amidinski bisbenzimidazol 144 je pokazao izrazitu
antiproliferativnu aktivnost od 1Cso = 0,08 uM na HeLa stani¢nim linijama uz umjerenu

aktivnost na HepG2 i CFPAC-1, dok je na SW620 stanicama bio neaktivan.
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Tablica 8. Antiproliferativna aktivnost in vitro bisbenzoksazolskih 101 — 108, 110 — 114 i

bishenzotiazolskih amidina dimetansulfonata 127 — 140 i 142

1Cso® (M)
Stanicne linije

Spoj Struktura SW620 HepG2 CFPAC-1 HelLa
101 *@ @@* 6,824 0974036  4,6+0,79 140,65
102 e O ,Nﬁ 0,1+0,02 0,22#0,01 0,36+0,11  0,14+0,01
103 & o ;m 0,0640,02 0,08+0,01 0,32+0,01  0,16+0,09
104 G @ 042+0,15 1,2#0,78  0,45+0,27  0,39+0,33
105 C*@L O @k >100 30+17 >100 45+25
106 C A Q< 9,9+25  82+062  20+0,23  52+0,15
107 (C) 50y >100 >100 >100 >100

N NH, HZN\)E’.NH
108 r@f@* & 0,3+0,09 0,3#0,05 0,42+0,09  0,48+0,08
110 j@ o~ 0,240,02 0,24#0,10 0,3#0,01  0,09+0,01
111 { il%@ﬂl/j\r 55:050  4,1+12  48t004  3,6+11

CNH OH HN?}
112 jﬂﬁvj 97423  46£13  60£11  3,0%061
113 Hﬁwoﬁm”“ >100 >100 >100 >100

H N\> ’HO H
114 PYs 2 0,25+0,07 1,03+030  4,6+1,2  0,69+0,15
127 {@%Q 0,09+0,01 3,2#0,68  59+0,09  0,65+1,41
128 K8 . S::YHN:@““? 0,09+0,85 1,5#0,29  59+19 1,3+0,76

A T
129 O/@%@*JC i 0,26£0,06 0,3t+0,09  2,1+0,84  0,41%0,90
130 U/QF@%Q\Q 0,08+0,74 0,94+0,35 42+9 0,71+0,09
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145

N

p

131 p Q 8,2+1,1 >100 >100 4,4+0,69
132 " p Q 7117 50409  9,1#15 1,30,96
~ b
- ¥ @Y@O<j 0,18+0,06 0,24+0,14 0,34%0,03  0,18+0,11
134 p S'Q 0,08+0,02 0,16£0,09 0,090,01  0,07+0,09
HN=— NH
(E N HNE )
N&N
135 ps S{z 0,40+0,12 6,0£0,64 6414  0,74x051
G &, o)
136 *QQA 0,36+0,14 051%026 1,6£0,62  2,620,64
137 Y@SSQ 0,22+0,11 0394024 1,1#015  0,68+0,43
N N
138 Y@%Q\( ~100 >100 >100 >100
u N/ e
139 @K@S&D_«SU\FQH} 9,4+0,80 2,515 8,1+2,8 2,8+0,05
N
N ¢ H
140 f YQM_(SQ:N@ 0,22+0,24 0,20+0,03 0,49+0,05  0,25:0,08
Ol
142 ﬁ Q 72421 174086 224046  0,48+0,20
HoN=
©\H, HNS‘jH
143 e L OI0 >100  >100 >100  0,60£0,04
144 &JC*@%QJ >100 354 20+4  0,08+0,02
“NH HN
145 Q >100 11+0,5 >100 0,34+0,50
146 p Q >100 >100 >100 4616
HN= NH

LZNH HN?)

2koncentracija koja inhibira rast stanica za 50 %
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Unutar druge biblioteke spojeva medu svim bisbenzoksazolskim derivatima najsnazniju
antiproliferativnu aktivnost su pokazali derivati s imidazolinskim amidinskim supstituentom
(ICs50 = 0,22 — 24 uM), neovisno o njegovom polozaju na benzoksazolskoj jezgri. Ista pravilnost
vidi se kod benzotiazolskih derivata, a za razliku od bisbenzimidazolskog derivata 146 sa
imidazolinskim amidinskim supstituentom, koji je pokazao najslabiju antiproliferativnu
aktivnost od ispitivanih bisbenzimidazola. 1z navedenog se moze zakljuciti da bi vrsta
amidinskog supstituenta mogla imati veéi utjecaj na antiproliferativnu aktivnost nego struktura
planarne aromatske ili etenilne poveznice izmedu dva benzazolska prstena u bisbenzazolskoj
molekuli.

Nijedan od amida 109, 116 i 117 nije pokazao antiproliferativno djelovanje prema

testiranim stani¢nim linijama u ispitanim koncentracijama (tablica 9).

Tablica 9. Antiproliferativna aktivnost in vitro amidino-supstituiranih amida dimetansulfonata
109, 116 117

1Cs0® (uM)
Stanicne linije
Spoj Struktura SW620 HepG2 CFPAC-1 Hela

109 f&CYQ\fQ}W 5100 >100 5100 >100

NH,
i@

“NH,

OH H o] /l
116 Y@NY\/\H 5 >100 >100 >100 >100

OH o u
17, {@N/@f >100 >100 >100 >100
N Q OH
(o

2koncentracija koja inhibira rast stanica za 50 %
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45. Spektroskopsko ispitivanje interakcija amidino-supstituiranih
benzazola s polinukleotidima

Interakcije razli¢itih amidino-supstituiranih bisbenzazola s polinukleotidima ispitane su za 7
izabranih novopriredenih benzazola (102, 105, 106, 107, 142, 143 i 144) Kkoristeéi
fluorescencijsku i CD spektroskopiju te eksperimente temperature mekSanja. Kad se neka
organska molekula veZze na polinukleotid ona mu moze promijeniti strukturu, konformaciju,
stabilnost, naboj, itd. Promjene do kojih dolazi nastajanjem kompleksa spoja i polinukleotida
mogu se dobro pratiti navedenim analitickim tehnikama. Svaka tehnika moze dati neku
informaciju o prirodi i nafinu vezanja liganda na polinukleotid. Poznata su tri na¢ina vezanja
malih molekula na polinukleotidni lanac DNK: elektrostatsko vezanje uz fosfatnu okosnicu
polinukleotida, interkalativno vezanje odnosno umetanje spoja izmedu parova baza (engl.
Intercalation), te vezanje u mali utor (engl. Minor-groove binding) i vezanje u veliki utor (engl.
Major-groove binding).!

Kako bi pokusSali odrediti vrstu i nacin interakcije priredenih benzazola s DNK i drugim
polinukleotidima spojevi su prvo analizirani spektrofotometrijski. Kompeticijskom dijalizom
je ispitan afinitet vezanja spojeva na jedno-, dvo- i trolan¢ane polinukleotide. Za dva odabrana
spoja koji su pokazali najvece afinitete i/ili selektivnost (142, 144) napravljene su
fluorimetrijske i CD titracije s polinukleotidima za koje je pokazano da odabrani spojevi imaju
najveli afinitet vezanja. Takoder su napravljeni eksperimenti odredivanja temperature

meksSanja odabranih struktura polinukleotida uz dodatak oba spoja.

4.5.1. UV-vis i fluorescencijska spektroskopska mjerenja

Kako bi utvrdili da se UV-vis i fluorescencijska spektroskopija mogu koristiti za studiranje
interakcije priredenih benzazola s DNK i drugim polinukleotidima provedena su preliminarna
spektrofotometrijska mjerenja. Vazno je bilo utvrditi u kojem koncentracijskom podrucju
postoji linearni odnos s mjerenim spektroskopskim veli¢inama, apsorbancijom i intenzitetom
emisije. 1z apsorpcijskih spektara spojeva su dobiveni podaci o valnim duljinama maksimalne
apsorpcije (Amax) 1 molarnim apsorpcijskim koeficijentima (&) pri tim valnim duljinama (slika
4.11). Takoder su posluzili za provjeru linearne ovisnosti apsorbancije otopina spojeva o
koncentraciji u koriStenom koncentracijskom podrucju i procjenu temperaturne stabilnosti
vodenih otopina spojeva. U koncentracijskom podruéju od 5,0x10° do 2,0x10° mol dm su

apsorbancije svih spojeva rasle linearno s porastom koncentracije te su iz bazdarnih dijagrama
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prema Lambert-Beerovom zakonu izra¢unati molarni apsorpcijski koeficijenti pri valnim
duljinama maksimalne apsorpcije (tablica 10). Pri grijanju do 95 °C i povratnom hladenju
otopina na 25 °C nisu primijeene vece razlike u apsorbancijama pri valnim duljinama
maksimalne apsorpcije, nije se mijenjao polozaj apsorpcijskih maksimuma te je ponovljivost
spektara pri 25 °C za sve spojeve bila izvrsna zbog ¢ega se moze pretpostaviti da nije doslo do
kemijske promjene spoja ili agregacije spoja u otopini. Zaklju¢eno je da se UV-vis
spektrofotometrija moze koristiti kao analiticka tehnika za studij interakcija benzazola s

polinukleotidima te utvrdivanje utjecaja benzazola na denaturaciju polinukleotida.

1x10° o
ox10" H |
8x10"

7x10" —

-1

cm

6x10" -

-1

5x10° 4\ |

mol

3

4x10* 4

eldm

3x10° 4 \
2x10" —

1x10* o

250 300 350 400 450

Alnm

Slika 4.11. Ovisnost molarnog apsorpcijskog koeficijenta (&) spojeva 102, 105, 106, 107, 142,
143 i 144 o valnoj duljini; spektri su snimljeni u vodenoj otopini Na-kakodilatnog pufera (I =
0,05 mol dm3) u koncentraciji od 2,0x10° mol dm= pri 25 °C i pH 7
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Norm. Rel. fluo. int. (a. u.)

3%0 I 4(I)0 I 4%0 I 5(I)0 I SEISO
Alnm
Slika 4.12. Normalizirani fluorescencijski emisijski spektri spojeva 102, 105, 106, 107, 142,
143 i 144 snimljeni u vodenoj otopini Na-kakodilatnog pufera (1 = 0,05 mol dm=) u
koncentraciji od 2,0x10® mol dm™ za spojeve 102, 105, 106, 107, 143, 144 i 1,0x10° mol
dm za spoj 142 pri 25 °C i pH 7

Snimljeni su emisijski (slika 4.12) i ekscitacijski fluorescencijski spektri za sve spojeve, pri
¢emu je pracena promjena relativnog intenziteta fluorescencije pri valnoj duljini emisijskog
maksimuma (Aem) prilikom novog dodatka spoja. Intenzitet fluorescencije se povecavao
proporcionalno s koncentracijom za spojeve 102, 105, 106 i 142 u rasponu koncentracija od
5,0x107 do 2,0x10° mol dm™. Kod spojeva 107, 143 i 144 intenzitet fluorescencije pri
koncentracijama veéim od 1,5%10® mol dm™ vige nije linearno ovisio o koncentraciji spoja.
Pretpostavljeno je da kod tih spojeva dolazi do nekovalentnih intermolekulskih interakcija
izmedu molekula spoja u otopini (agregacija molekula). Stoga je za studij interakcija spojeva s
polinukleotidima, pogotovo prilikom provedbe fluorescencijske titracije u svrhu odredivanja
konstante stabilnosti kompleksa s polinukleotidima, bilo vazno da koncentracija spojeva bude
manja od 1,5%10° mol dm™. Valne duljine pobude (Aexc) i maksimuma fluorescencijske emisije
(Aem) dane su u tablici 10.
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Tablica 10. Valne duljine maksimalne apsorpcije i njihovi pripadaju¢i molarni apsorpcijski
koeficijenti te valne duljine pobude (Aexc) i emisije (Aem) za spojeve 102, 105, 106, 107, 142,
1431144 pri 25°CipH 7

Spoj Struktura Amad N &/ 103 dm3 molt cm?®  Aexe/ NM Aem/ NM
212 52,3
102 &(I@ @xx 250 374 337 385
4</ ]
337 67,4
CH3SO3 CHJSOa 324 57,4
1 24
05 ﬁ —(— ﬁ 337 60,9 3 386
NH,
N —. CHy so CH3503 243 53,2
106 \ / 303 365
303 57,2

v 230 321
107 “2”'@1&@~Hz 307 69,7 307 365

€S0 312 49,0

H
w223 64,5
142 QL@AQ &, 30 372

CHa505 CH3S0% 310 66,6
. 216 40,8

143 Y© N Q\r 263 21,9 338 395
CH4S0; CH,50, NH; 338 49’1
222 54,1

144 7/@[ avat m 312 49,0 312 380
K— CH,SO, CH,50, HN— 310 66.6

4.5.2. Kompeticijska dijaliza
Kompeticijska dijaliza je analiticka metoda kojom je moguce utvrditi selektivnost malih
organskih molekula za odredene strukture ili sekvence nukleinskih kiselina. Temelji se na
termodinamickom principu ravnotezne dijalize i daje informaciju o afinitetu i selektivnosti
ispitivanog liganda za odredeni polinukleotid. Prednost metode je da se odjednom moze
napraviti eksperiment s viSe razli¢itih polinukleotida, a koli¢ina vezanog liganda na
polinukleotidu odreduje se spektrofotometrijski te je proporcionalna afinitetu vezanja na
polinukleotid. Tako je moguce jednostavno i nedvosmisleno identificirati koji od polinukleotida
je preferiran od strane odredenog liganda.!!?

Metodom kompeticijske dijalize je ispitan afinitet vezanja spojeva 102, 105, 106, 107, 142,
143 i 144 na jednoladane: pA, pU, dA, dT; dvolan¢ane: dArU, ct-DNK, AT», AT, GC», rArU,

rAdT; i trolancane polinukleotide: rArUrU, dAdTdT. Za dobivanje informacija o selektivnom
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vezanju na odredeni strukturni tip DNK — RNK polinukleotida i afinitetu spoja koristena su dva
parametra: suma specificnosti (SS) i omjer Cmax/SS. Da bi se izracunala suma specifi¢nosti,
rezultate prvo treba normalizirati u odnosu na maksimalnu koncentraciju spoja (Cmax) Vezanu
na neku od struktura koristenih u eksperimentu. Potom se normalizirane koli¢ine vezane na
svaku pojedinu strukturu nukleinske kiseline u testu jednostavno zbroje. Budu¢i da je u ovom
eksperimentu koriSteno 13 struktura nukleinske kiseline, SS moze biti u rasponu od 1, §to
oznaCava vezanje na samo jednu strukturu, do 13, S$to oznaCava jednako vezanje na sve
strukture. Omjer cmax/SS odnosi se i na afinitet i selektivnost. Taj je omjer izravno
proporcionalan afinitetu vezanja. Dakle, ako je cmax Velik (visoki afinitet vezanja), a SS mali
(visoka selektivnost), dobit ée se maksimalna vrijednost Cmax/SS i obrnuto.!t? ~ 114 Rezultati su
prikazani na slici 4.13 i 4.14.

Budu¢i da je koli¢ina vezanog liganda izravno proporcionalna afinitetu vezanja liganda,
primije¢eno je da od svih spojeva, 142 i 144 pokazuju najveéi afinitet prema dvolancanim i
trolancanim polinukleotidima. Spoj 144 je pokazao najjacu interakciju s polinukleotidima
dAdTdT, dArU, rAdT i neSto nizu sa GC,. Spoj 142 je pokazao najjacu interakciju s
polinukleotidima dAdTdT i dArU, te neSto nizu sa rAdT i ATz te GC; i ct-DNK. Oba su
pokazala jace vezanje na polinukleotid dArU nego na rAdT, koji su hibridne dvolan¢ane DNK

— RNK strukture.
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I 102
105
I 106
I 107
[ 1143
I 144
142

Slika 4.13. Rezultati kompeticijske dijalize za vezanje spojeva 102, 105, 106, 107, 142, 143 i
144 s 13 razli¢itih polinukleotida u Na-kakodilatnom puferu (I = 0,05 mol dm=+ 1 mM

EDTA, pH 7)

Il Cmax/SS

102 105 106 107
6 - Il ss
»n 37
2
14
0- r T r - T T
102 105 106 107 143

142 143 144

142 144

Spoj

Slika 4.14. Zbroj specifi¢nosti (SS) i omjer Cmax/SS za spojeve 102, 105, 106, 107, 142, 143 i

144
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Najbolju strukturnu selektivnost su pokazali spojevi 142 i 144 te su usporedbom vrijednosti
omjera koncentracije vezanog liganda i zbroja specifi¢nosti (Cmax/SS) svih spojeva, oni
identificirani kao spojevi s najboljom kombinacijom selektivnosti i afiniteta. S obzirom na to
da su spojevi 142 i 144 pokazali najjace vezanje na dArU, rAdT i dAdTdT, dalje su ispitivani
kompleksi spojeva s polinukleotidima dArU, rAdT i dAdTdT.

4.5.3. Fluorescencijske titracije
Fluorescencijska spektroskopija je zbog svoje osjetljivosti i Sirokog podru¢ja primjene jedna
od najcesce koristenih analitickih tehnika u biokemiji i1 biofizici. Fluorescencijskom
spektroskopijom moguce je istrazivati strukturna i1 dinamicka svojstva bioloski vaznih
molekula, poput proteina, nukleinskih kiselina i njihovih kompleksa sa drugim, manjim
molekulama. Takoder moze posluziti za istrazivanje procesa ukljuenih u transport,
metabolizam 1 aktivnost lijekova. Fluorescencijskom titracijom moguce je odrediti
stehiometriju kompleksa polinukleotida s malim molekulama i konstantu vezanja, primjerice
na DNK.' Prilikom vezanja molekula na polinukleotid moze doéi do pada ili rasta
fluorescencije.

Molekula koja se veze na polinukleotid moze se promatrati kao ligand (L). Ligand se veze
na neku od nukleinskih baza (D) i time nastaje kompleks ligand-polinukleotid (C), §to se moze
opisati jednadzbom 1.

L+D=2C )

1z jednadZbe je vidljivo da se ligand moZe asocirati s molekulom polinukleotida u kompleks,
ali isto tako oni mogu disocirati. Taj 0dnos moze se opisati konstantom asocijacije (K)!!°, koja

se u ovom sluc¢aju zove konstanta stabilnosti, a dana je izrazom 2.

_ _la
Ks = o @)

Podaci dobiveni fluorescencijskom spektroskopskom titracijom takoder se mogu linearno
interpolirati prema Scatchard-ovoj jednadzbi danoj izrazom 3 te se na taj na¢in moze izracunati
konstanta asocijacije kompleksa ligand-DNK*!':

r

m K'(Tl—'l") (3)

gdje [L] oznacava ravnoteznu koncentraciju vezanog (interkaliranog) spoja, n oznacava omjer
koncentracija vezanog spoja i polinukleotida, r je omjer koncentracija spoja i polinukleotida, a

K je konstanta stabilnosti nastalog kompleksa polinukleotid-spoj.
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U okviru ovog rada napravljene su fluorescencijske titracije spojeva 142 i 144 s hibridnim
DNK — RNK polinukleotidima rAdT i dArU te trolan¢anim polinukleotidom dAdTdT. Pra¢ena
je promjena maksimuma emisijskih spektara prilikom dodatka polinukleotida u otopinu spoja.
Ako nema gaSenja fluorescencije prijenosom energije, mozemo re¢i da je intenzitet
fluorescencijske emisije spoja (lo) proporcionalan njegovoj koncentraciji (co), koja je u tijeku
titracije konstantna. Intenzitet emisije se mijenja nakon dodatka polinukleotida (I) do trenutka
kada je dodana velika koli¢ina polinukleotida, kada je prisutan veliki suvisak veznih mjesta na
polinukleotidu, te tada mozemo reéi da je ispitivani spoj u potpunosti kompleksiran, i viSe ne
dolazi do promjene intenziteta emisije.

Obradom podataka dobivenih iz emisijskih spektara nelinearnom regresijskom analizom
su izraCunate konstante stabilnosti kompleksa polinukleotida i spoja te omjeri n ([vezani
spoj}/[polinukleotid]) pomoéu Scatchardove jednadzbe (tablica 11). Za sve navedene rezultate
korelacijski faktor izmedu eksperimentalnih i izracunatih vrijednosti bio je ve¢i od 0,99.
Dodatkom polinukleotida u otopinu spoja 142 doslo je do gaSenja fluorescencije. Nasuprot
tome, prvih nekoliko dodataka polinukleotida u otopinu spoja 144 uzrokovali su gasenje
fluorescencije, dok su daljnji dodaci rezultirali ve¢im ili manjim porastom fluorescencije.
Navedene promjene objasnjene su razli¢itim naéinom vezanja Spoja 144 s hibridnim
polinukleotidima dArU i rArU, a iz tih podataka nije bilo moguce izracunati konstantu
stabilnosti (tablica 11). Titracija spoja 144 s polinukleotidom dAdTdT je prikazana na slici
4.15. Nakon inicijalnog gaSenja fluorescencije, daljnji dodatci dAdTdT doveli su do porasta
intenziteta emisije. Koncentracijsko podru¢je u kojem dolazi do rasta intenziteta emisije
koriSteno je u nelinearnoj regresijskoj analizi za procjenu konstante stabilnosti kompleksa.

Dobivene vrijednosti konstanti stabilnosti ukazuju da postoji znacajna interakcija
polinukleotida dAdTdT, dArU i rAdT sa spojevima 142 i 144 Kkarakterizirana s velikim
konstantama stabilnosti kompleksa. Spoj 142 stvara za oko red veli¢ine stabilniji kompleks s
hibridnom polinukleotidnom molekulom rAdT nego s tripleksom dAdTdT, dok spoj 144 stvara
znatno stabilniji kompleks s dAdTdT nego spoj 142.
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Slika 4.15. a) Promjene spektra spoja 144 (c = 1x107" mol dm™, Aexc = 312 nm) tijekom
fluorescencijske titracije s trolanéanim polinukleotidom dAdTdT (c = 0,5x107" — 6,2x10° mol

dm3); b) Ovisnost apsorbancije spoja 144 pri A = 402 nm o koncentraciji dAdTdT (Na-
kakodilatni pufer, 1 = 0,05 mol dm™, pH =7)

Tablica 11. Konstante stabilnosti (log Ks)® ¢ i omjeri intenziteta fluorescencije® izra¢unati iz
fluorimetrijskih titracija spojeva 142 i 144 s polinukleotidima pri 20 °C i pH 7 (Na-kakodilatni
pufer, | = 0,05 mol dm™)

o dAdTdT dArU (AdT
POl TlogKs 1P logKs Ul TogKs 1o
142 75 01 81 033 84 0,19
144 goe! - e e P P

avrijednosti log Ks izraGunate prema Scatchardovoj jednadzbi za odredenu vrijednost Nvezani Ry/fpolinukleotid]

®lo oznadava pocetni intenzitet fluorescencije spojeva 142 i 144; | oznadava intenzitet fluorescencije kompleksa
izraCunat pomoc¢u Scatchardove jednadzbe za komplekse spojeva 142 i 144 s polinukleotidom

obrada titracijskih podataka pomocu Scatchardove jednadzbe daje rjeSenja za omjer Nivezani spoj)/fpolinukieotiq] = 0,3 —
0,7; zbog lakse usporedbe, sve vrijednosti log Ks su ponovno ra¢unate za zadani omjer n = 0,5 osim u slucaju
dAdTdT-144 kompleksa gdje je omjer n = 0,05 dobiven obradom titracijskih podataka

dradi podetnog intenziteta fluorescencije bliskog nuli nije bilo moguée izradunati 1/lo za spoj 144, pri emu je
intenzitet emisije spoja fiksiran na nulu

‘radi stvaranja viSe tipova kompleksa prilikom vezanja na polinukleotid nije bilo moguce izraCunati

konstantu stabilnosti
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4.5.4. Temperatura meksanja

Izraz "temperatura mekSanja" se koristi za opisivanje stabilnosti dvostruke uzvojnice
nukleinskih kiselina, a oznaCava vrijednost temperature (Tm) pri kojoj je polovica dvostruke
uzvojnice DNK u obliku dva jednostruka polinukleotidna lanca. Pove¢anjem temperature
molekula DNK se reverzibilno denaturira. Smanjenjem temperature ponovno se uspostavljaju
vodikove veze izmedu parova baza koje spajaju dva polinukleotidna lanca. Eksperimenti
termalne denaturacije daju informaciju o stabilnosti sekundarne strukture nukleinskih kiselina.
Odredivanje temperature mekSanja ukljucuje mjerenje apsorbancije otopine DNK pri 260 nm
na razliCitim temperaturama jer povecanjem temperature, uslijed strukturnih promjena
molekule DNK, dolazi do porasta apsorbancije. Vezani ligand moze povecati ili smanjiti
stabilnost dvostruke uzvojnice DNK, a s time i povecati ili smanjiti vrijednost temperature
meksSanja. Stabilizacija, odnosno destabilizacija polinukleotida prilikom vezanja liganda
izrazava se promjenom temperature meksanja (ATm), koja oznacava razliku izmedu temperature
meksSanja nastalog kompleksa polinukleotid-spoj 1 temperature mekSanja polinukleotida.
Stabilizacija strukture nukleinske kiseline potaknuta vezanjem malih molekula uzrokuje
povecanje temperature mekSanja te strukture. U tipicnom eksperimentu, prati se meksSanje
jednog polinukleotida uz dodatak jednog liganda. Eksperimenti temperature mekSanja sa
smjesama polinukleotida predstavljaju proSireni tipi¢ni eksperiment, a omogucavaju procjenu
stabilizacijskog ucinka liganda na vise razli¢itih struktura polinukleotida. Ako je polinukleotid
u suvisku, njegova vezna mjesta nisu u potpunosti zasiena te se tada moze procijeniti
selektivnost za vezanje odredenog spoja na odredeni polinukleotid.!®

U okviru ovog rada, provedeni su eksperimenti odredivanja temperature meksanja kako bi
se ispitao utjecaj na stabilnost polinukleotida prilikom vezanja spojeva 142 i 144. Ispitan je
utjecaj spojeva na temperaturu meksanja s trolan¢anim polinukleotidom dAdTdT (tablica 12 i
slika 4.16) te sa smjesom cetiriju razlicitih polinukleotida, DNK (dAdT), RNK (rArU) i dva
DNK — RNK hibrida (rAdT i dArU) (tablica 13 i slika 4.17).

Prilikom odredivanja temperature meksanja tripleksa dAdTdT u natrijevom kakodilatnom
puferu (50 mM Na-kakodilatni pufer, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA) dobivene su bifazne krivulje.
Prvi fazni prijelaz (pri 21,7 °C) odgovara disocijaciji lanca dT, a drugi prijelaz (pri 70,5 °C)
odgovara razdvajanju dvostruke uzvojnice dAdT (slika 4.16). Struktura tripleksa dAdTdT je
stabilizirana spojem 142, dok spoj 144 nema utjecaja na njegovu denaturaciju. Medutim,

zanimljivo je da spoj 144 ipak znacajno doprinosi stabilizaciji dupleksa (tablica 12).
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Tablica 12. Vrijednosti promjene temperature mekSanja trolan¢anog polinukleotida dAdTdT?
uslijed dodatka spojeva 142 i 144 u otopinu polinukleotida pri koncentracijskom omjeru
spoj/polinukleotid r = 0,1 pri pH 7 (Na-kakodilatni pufer, I = 0,1 mol dm?+ 1mM EDTA)

Spoj
142 144

PATm/ °C 10,3/>24,8 0/>29,5
aTm vrijednosti za polinukleotid dAdTdT iznose 21,7 °Ci 70,5 °C

Poreska mjerenja Tm je + 0,5 °C

0.6 - A 142a A

' 142b
0.5

WM

g 047 ® 144a
§ < 144b
2 0.3 -
o u———
= dAdTdT a __..-—""'
024 e dAdTdTb
e
01 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

t/°c

Slika 4.16. Krivulje temperature meksanja polinukleotida dAdTdT i kompleksa spojeva 142 i
144 pri omjeru rspoj)(polinukieotia) = 0,1 (Na-kakodilatni pufer, I = 0,10 mol dm=3, ¢(EDTA) =
1x10% mol dm3, pH 7)

Prema rezultatima eksperimenta denaturacije smjese polinukleotida, polinukleotid rArU nije
stabiliziran nijednim spojem. Polinukleotidi rAdT i dArU nisu stabilizirani spojem 144, a
stabilizira ih spoj 142. Dvolanc¢ani polinukleotid dAdT je znacajno stabiliziran spojevima 142
I 144 te se rezultati temperature meksanja dobiveni za dupleks dAdT u smjesi polinukleotida
slazu s rezultatima temperature meksanja za dAdT dobivenim u pojedina¢nom eksperimentu s

tripleksom dAdTdT.
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Tablica 13. Vrijednosti promjene temperature mekSanja smjese Cetiriju polinukleotida® (rAdT,
rArU, dArU, dAdT) uslijed dodatka spojeva 142 i1 144 u otopinu polinukleotida pri
koncentracijskom omjeru spoj/polinukleotid r = 0,025 pri pH 7 (Na-kakodilatni pufer, 1 = 0,1
mol dm= + 1mM EDTA)

Spoj
Polinukleotid®
142 144

rAdT 1,2 0
% rArU 0 0
=
= dAruU 2,6 0
I

dAdT 22,7 > 294

T vrijednosti za smjesu polinukleotida bez spoja: dArU: 48,2 °C; rArU: 57,4 °C; rAdT: 65,3 °C; dAdT: 70,6 °C

bgreska mjerenja Tm je £ 0,5 °C

0.5 4
144
0.4
0.3 142a
v 142b

0.2 f
] ﬁ ~
0.1 \ dAdT

1 \ rAdT
0.0 1 AN rArU

T T T 1
20 30 40 50 60 70 80 90 100

A /260 nm

Slika 4.17. Krivulje temperature meksanja smjese polinukleotida dArU, rAdT, rArU i dAdT i
kompleksa spojeva 142 i 144 pri omjeru rspoj)y(polinukleotid) = 0,025 (Na-kakodilatni pufer, | =
0,10 mol dm™, ¢c(EDTA) = 1x10° mol dm3, pH 7)

4.5.5. CD titracije

Cirkularni dikroizam (CD) je vrsta apsorpcijske spektroskopije ¢ija primjena se temelji na
spoznaji da kiralne molekule razli¢ito apsorbiraju lijevo i desno polarizirano svjetlo. Kao izvor
zracenja koristi se lijevo ili desno cirkularno polarizirano svjetlo zbog ¢ega su takva mjerenja

primjenjiva samo za kiralne molekule, odnosno za molekule koje se nalaze u kiralnoj sredini.
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Sukladno tome, kiralne molekule imaju razli¢iti molarni apsorpcijski koeficijent za lijevo i
desno polarizirano svjetlo. CD mjeri razliku izmedu apsorbancije, odnosno molarnog
apsorpcijskog koeficijenta, za lijevo i desno cirkularno polarizirano svjetlo pri cemu se dobivaju
spektri koji mogu imati pozitivne i negativne signale.*** Cirkularni dikroizam daje informacije
o trodimenzionalnoj strukturi promatrane molekule ili sustava u osnovnom stanju te je dobra
metoda za pracenje strukturnih promjena kiralnih kompleksa, kao Sto su kompleksi nukleinskih
kiselina s malim organskim akiralnim molekulama.**® Male akiralne molekule mogu uzrokovati
nastajanje induciranin CD (ICD) spektara prilikom vezanja na polinukleotide. Na temelju
dobivenih ICD spektara mogu se izvesti zaklju¢ci o medusobnoj orijentaciji osi malih molekula
i polinukleotida, a time i o na¢inu vezanja malih molekula na polinukleotide.'! 12° Ligandi koji
se vezu interkalativno opéenito imaju manje pozitivne ili negativne ICD signale, dok ligandi
koji se vezu u utor DNK molekule pokazuju veée pozitivne ili bisignatne ICD signale. Moguce
je da se ligand na molekulu DNK veze kao dimer $to se u CD spektru uocava kao izrazito jak
signal koji ima jednu pozitivnu i jednu negativnu vrpcu (bisignatni signal) kod vrijednosti Amax
slobodnog liganda. Ako se ligand interkalativno veze, zbog sterickih razloga neée biti moguc
nastanak dimera.!*®

U ovom je radu CD spektroskopija koriStena za odredivanje promjena u strukturi
dvolan€anih (dArU, rArU, rAdT) 1 trolan¢anog (dAdTdT) polinukleotida prilikom interakcije
sa spojevima 142 i 144. Dvolanc¢ane RNK imaju $iroki i plitki manji utor koji ne podupire
vezanje malih molekula u usporedbi s dubokim i uskim manjim utorom dvolan¢ane DNK. Kao
model za dvolan¢anu RNK uzvojnicu (A uzvojnica) koriStena je rArU. Rezultati NMR i Raman

spektroskopije te rendgenske difrakcije ukazuju da dvolanéani hibrid rAdT ima konformaciju

.....

.....

DNK nego A uzvojnici DNK 21123
Polinukleotidi su kiralni i imaju CD spektar, a apsorbiraju u podru¢ju do 300 nm. Sami
spojevi su akiralni 1 nemaju CD spektar, ali ako se vezu na nac¢in da su kromofori jednozna¢no
orijentirani u odnosu na kiralnu os polinukleotida, moze se uociti nastanak novih, induciranih
CD signala u spektru. Predznak i intenzitet tih signala pri 4> 300 nm daje informaciju o na¢inu
vezanja male organske molekule na polinukleotid. Dobiveni spektri su prikazani u tablici 14.
U CD titracijama dvolanc¢anih polinukleotida sa spojevima 142 i 144 dolazi do smanjenja

intenziteta CD spektra polinukleotida. U CD titraciji dvolan¢ane RNK, rArU sa spojem 142 pri
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nizim omjerima (r = 0,1) nastaje slabi negativni ICD signal koji je vjerojatno posljedica
interkaliranja. Pri viSim omjerima, kao i kod titracije rArU sa spojem 144, dolazi do nastanka
velikog negativnog ICD signala u podrucju valnih duljina ve¢ih od 300 nm §to je najvjerojatnije
posljedica agregiranja spoja i vezanja takvih struktura uzduz fosfatne okosnice polinukleotida.
Dodatak spoja 144 u otopinu dvolancanog hibridnog polinukleotida rAdT rezultirao je pojavom
bisignatnog signala s maksimumima oko 330 i 360 nm. Takva promjena ukazuje na vezanje
spoja u obliku dimera vjerojatno unutar manjeg utora rAdT. Sli¢ne promjene je spoj 144
pokazao i u titraciji s drugim hibridnim polinukleotidom dArU. Za razliku od spoja 144, spoj
142 nije se vezao u obliku dimera na hibridne polinukleotide. U titracijama spoja 142 s rAdT i
dArU javlja se jak negativni signal u podrucju asporpcije spoja, $to najvjerojatnije ukazuje na
agregiranje spoja uzduz okosnice polinukleotida. U CD titraciji tripleksa dAdTdT sa spojem
144 dolazi do izrazitog povecanja CD spektra dAdTdT pri 280 nm. Takoder, dolazi do nastanka
pozitivnog ICD signala u podrucju apsorpcije spoja na valnim duljinama veé¢im od 300 nm.
Takve promjene ukazuju na vezanje spoja u manji utor dAdTdT. Sli¢ne promjene, koje takoder
ukazuju na vezanje spoja U manji utor, se mogu opaziti i u titraciji 142 s dAdTdT pri niZem
omjerur (r <0,1). Medutim, pri vi§im omjerima r, pada intenzitet ICD signala te u tim uvjetima

najvjerojatnije dolazi do agregiranja spoja uzduz okosnice polinukleotida.
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Tablica 14. CD spektri dobiveni prilikom titracije polinukleotida rAdT, dArU, rArU i dAdTdT
sa spojem 142 i 144 pri koncentracijskim omjerima spoj/polinukleotid r = 0,03 — 0,6 (Na-

kakodilatni pufer, 1 = 0,05 mol dm, pH 7)

Polinukle Spoj
otid 142 144
6
4]
24
5 0] 3
a 4 a -
rAdT O o .
8
104
124
4]
-16 T T T T T ) 7] . T T T T 1
250 300 350 400 450 500 20 200 0 00 o 500
Alnm 2/nm
=
< =
£ dAru 2
—r=0.1 £
dAru 5 r=0.2 a
r=0.3 o
r=0.4
—r=05
r=0.6
T )
450 500
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6
44
2
24 —
E © £
rArU 5 L] 8 0 el
2
4
]
64
T T T T T 1 1 T T
250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
Alnm Alnm
E —
£ g
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b [8)
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250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
4fnm Alnm
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§5. ZAKLJUCAK

Pronadena je u¢inkovita metoda sinteze izomernih amidino-supstituiranih 2-aminofenola, kao
kljuénih prekursora za sintezu 2-supstituiranih benzoksazolskih amidina. Polaze¢i od ortho-
amino supstituiranih hidroksibenzonitrila, kroz dva koraka Pinnerove reakcije su priredeni
nesupstituirani, N-supstituirani i ciklicki amidinski derivati 2-aminofenola koji su izolirani u
obliku hidroklorida i/ili zwitteriona. Optimiran je prvi korak Pinnerove reakcije, kiselo
katalizirane adicije alkohola, u tri primarna alkohola: 2-(2'-etoksietoksi)etanolu, metanolu i 2-
metoksietanolu. Pokazalo se da je najbolje otapalo za prvi stupanj reakcije 2-metoksietanol, s
obzirom na to da su tako odgovaraju¢i intermedijerni karboksimidati dobiveni u gotovo
kvantitativnom iskoristenju kao stabilne krutine u reakciji na sobnoj temperaturi kroz 5 — 7
dana.

Priredeni su izomerni 5-amidino, i dosad neopisani 4-amidino supstituirani, 2-
aminotiofenoli izolirani u zwitterionskom obliku, polazec¢i od 6-cijano i 5-cijano supstituiranih
benzotiazola u dva koraka Pinnerove reakcije, pri ¢emu je za dobivanje karboksimidata koristen
2-metoksietanol. Prireden je i 5-amidino supstituirani benzotiazol, koji je dobiven u reakciji 5-
supstituiranog karboksimidata s amonijakom, pri ¢emu nije doslo do otvaranja benzotiazolskog
prstena $to je objasnjeno nemoguénoSc¢u nastajanja termodinamicki povoljnog intermedijera iz
kojeg je mogao nastati 4-amidino-2-aminotiofenol, kao $to je to bio slucaj kod nastajanja 5-
amidino-2-aminotiofenola. Razvijena je nova metoda sinteze cijano-supstituiranih disulfida
polazeci iz 5-cijano i 6-cijano supstituiranih benzotiazola, reakcijom otvaranja benzotiazolskog
prstena s etilendiaminom u glicerolu te oksidativnom dimerizacijom vodikovim peroksidom u
vodi. Potom su u Pinnerovoj reakciji cijano-supstituirani disulfidi prevedeni u odgovarajuce
amidine. Dobiveni amidino supstituirani 2-aminotiofenoli i disulfidi su koristeni kao prekursori
za sintezu odgovarajuc¢ih amidinskih 2-supstituiranih benzotiazola.

Polaze¢i od komercijalno dostupnog 4-aminobenzonitrila, u dva koraka Pinnerove reakcije
su priredeni 4-amidino-supstituirani 1,2-diaminobenzeni, kao prekursori za sintezu 2-
supstituiranih benzimidazolskih amidina.

Polaze¢i od amidino-supstituiranih prekursora, 2-aminofenola, 2-aminotiofenola, bis(2-
aminofenil)-disulfida 1 2-aminoanilina, u kondenzacijskim reakcijama s karboksilnim

kiselinama u polifosfornoj kiselini, acil-halogenidima u N-metil-2-pirolidonu te aldehidima u
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octenoj kiselini ili glicerolu, priredene su dvije male biblioteke novih amidinskih derivata
benzazola. Dobivena je jedna mala biblioteka od 16 izomernih 2-aril supstituiranih amidinskih
derivata benzoksazola i benzotiazola. Druga biblioteka sastoji se od 38 izomernih amidinskih
derivata 2-aril i 2-alkenil supstituiranih bisbenzoksazola, bisbenzotiazola i bisbenzimidazola.
Radi bioloskih istrazivanja, svi amidinski benzazolski derivati su izolirani u obliku
vodotopljivih metansulfonatnih soli i potpuno su spektroskopski karakterizirani.

Za pripravu amidino-supstituiranih 2-arilbisbenzotiazola takoder je primijenjena nova
zelena metoda sinteze u glicerolu te je razradena za kondenzacijske reakcije 2-aminotiofenola
i disulfida s dialdehidima.

Rezultati antiproliferativne aktivnost amidinskih benzazola in vitro na 4 humane tumorske
stani¢ne linije (SW620, HepG2, CFPAC-1 i Hela) pokazali su snazno antiproliferativno
djelovanje u mikro i submikromolarnim koncentracijama, podjednako za benzoksazolske i
benzotiazolske amidinske derivate. Najaktivniji su bili derivati s imidazolinskim amidinskim
supstituentom, neovisno o njegovom poloZzaju na benzoksazolskom i benzotiazolskom prstenu.
Znatno manju antiproliferativnu aktivnost pokazali su benzimidazolski derivati, a
bisbenzimidazol s imidazolinskim amidinskim supstituentom je pokazao najslabiju
antiproliferativnu aktivnost od svih benzimidazola.

Ispitane su interakcije sedam odabranih amidinskih benzazola s polinukleotidima koristeci
UV-vis, fluorescencijsku i CD spektroskopiju. Kompeticijskom dijalizom su identificirani
spojevi s najboljom kombinacijom selektivnosti i afiniteta za testirane polinukleotide: 6-
amidinij-2-{(1,3-fenilen)-[6-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-il)benzotiazol-2-il] }benzotiazol
dimetansulfonat (142) [ 2,2'-(1,4-fenilen)bis[5(6)-(4,5-dihidro-1H-imidazolij-2-
il)benzimidazol] dimetansulfonat (144). Iz fluorimetrijskih titracija spojeva 142 i 144 s
odabranim polinukleotidima i izracunatih vrijednosti konstanti stabilnosti kompleksa
polinukleotid — spoj, mozemo pretpostaviti da ispitani spojevi 142 i 144 imaju sli¢an afinitet za
vezanje na hibridne polinukleotide dArU i rAdT, dok se spoj 142 s ne$to manjim afinitetom od
spoja 144 veze na polinukleotid dJAdTdT. Medutim, nije bilo moguce odrediti odnos izmedu
strukture spoja i konstante stabilnosti kompleksa. Provedeni su eksperimenti odredivanja
temperature meksanja, te je pokazano da spojevi najvise utje¢u na stabilizaciju dAdT DNK
polinukleotida. Rezultati dobiveni CD spektroskopijom ukazuju da se spoj 144 veze kao dimer
u utor hibridnog polinukleotida rAdT te se oba spoja vjerojatno vezu u manji utor trolan¢anog
polinukleotida dAdTdT.
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§6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

Am = amidin

CD = cirkularni dikroizam

DCM = diklormetan

DMSO = dimetil-sulfoksid

DMF = N,N-dimetilformamid

DNK = deoksiribonukleinska kiselina
EDA = etilendiamin

EDTA = etilendiamintetraoctena kiselina
EtOAC = etil-acetat

HOAC = octena kiselina

MSA = metansulfonska kiselina

MW = mikrovalovi

NMP = N-metil-2-pirolidon

NMR = nuklearna magnetska rezonancija
NQO = 4-nitrokinolin-1-oksid

PPA = polifosforna kiselina

QSAR = kvantitativni odnos strukture i aktivnosti (engl. Quantitative Structure — Activity

Relationship)

RNK = ribonukleinska kiselina

SAR = odnos strukture i aktivnosti (engl. Structure — Activity Relationship)

s. t. = sobna temperatura
THF = tetrahidrofuran

TLC = tankoslojna kromatografija

UV-vis = ultraljubicasta i vidljiva spektroskopija (engl. Ultraviolet and Visible Spectroscopy)
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