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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Cinhonidin (CD) i cinhonin (CN), uz kinin (KN) i kinidin (KD) slika 1, najpoznatiji su
predstavnici Cinchona alkaloida koji se nalaze u odredenim biljnim vrstama iz obitelji
Rubiaceae: Cinchona succirubra, Cinchona officinalis, Cinchona calysaya i Cinchona
ledgeria.! Cinchona alkaloidi poznati su od davnina budu¢i da se kinin koristio kao u¢inkovit
lijek protiv malarije.? U svojoj strukturi sadrze alifatski kinuklidinski i aromatski kinolinski
prsten koji su medusobno povezani hidroksimetilnom skupinom. Sadrze pet stereogenih centara
(N-1, C-3, C-4, C-81i C-9), tri su jednake konfiguracije u navedenim alkaloidima (N-1, C-3 i
C-4), dok je stereokemija ostala dva stereocentra (C-8 i C-9) razli¢ita u parovima spojeva

cinhonidin/cinhonin odnosno kinin/kinidin.

10 3

CD

Slika 1. Struktura, apsolutna konfiguracija i numeracija atoma cinhonidina (CD), cinhonina (CN),
kinina (KN) i kinidina (KD).

U stereoselektivnim reakcijama dijastereomerni parovi ¢esto se ponasaju kao enantiomeri te se
zbog toga nazivaju kvazienantiomerima. Molekule cinhonidina i cinhonina sadrze nekoliko
pogodnih mjesta za derivatizaciju: kinuklidinski i kinolinski atom dusika, vinilnu i hidroksilnu
skupinu te aromatski kinolinski prsten. Polazni alkaloidi dostupni su u zadovoljavajucoj Cistoci
te je u literaturi opisan velik broj razli¢itih derivata ovih alkaloida. Veliku popularnost stekli su
80-tih godina 20. stolje¢a kada ih je K. Barry Sharpless upotrijebio kao ucinkovite
stereoselektivne Kkatalizatore faznog prijelaza (engl. phase transfer catalysts, PTC) za
asimetri¢nu epoksidaciju alilnih alkohola i za to otkrice izmedu ostalog podijelio Nobelovu
nagradu 2001. godine.® Derivati Cinchona alkaloida opsezno su se istrazivali kao PTC u skoro
svim klasama reakcija, a svoju upotrebu pronasli su i kao kiralne stacionarne faze (engl. chiral
stacionary phase, CSP) u analiti¢koj kemiji za odvajanje pretezno kiselih analita.* Njihovi

derivati takoder pokazuju razli¢itu biolosku aktivnost, $to ne iznenaduje s obzirom da je kinin
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poznati antimalarik. Nadalje, ovi alkaloidi u strukturi sadrze dvije farmakoforne jezgre:
kinuklidinski i kinolinski prsten koji su dio mnogih terapeutika.

Cilj ovog rada je priprava knjiznice razlic¢itih derivata cinhonidina i njegovog
kvazienantiomera cinhonina radi odredivanja njihovog bioaktivnog potencijala.

Pripravljene su serije N-kvaternih derivata i C-9-O-karbamata cinhonidina i cinhonina,
10,11-dihidrocinhonidin i 10,11-dihidrocinhonin i njihove N-kvaterne soli te C-9-oksim i
njegovi N-metilni i N-benzilni kvaterni derivati, slika 2. N-kvaterni derivati sintetizirani su
alkiliranjem kinuklidinskog atoma dusika s metilnom skupinom te s benzilnom skupinom ¢ija
svojstva su mijenjana uvodenjem supstituenata razli¢ite veli¢ine i elektronskih svojstava u
ortho (0), meta (m) i/li para (p) polozaj. Karbamoilacijom C9 hidroksilne skupine pripravljeni
su C-9-O-karbamati s mono- i disupstituiranim karbamatnim atomom dusika. Oksidacijom C9
hidroksilne skupine cinhonidina sintetiziran je cinhonidin-9-keton Kkoji je preveden u
cinhonidin-9-oksim. Kinuklidinski atom dusika oksima kvaterniziran je s metilnom ili

benzilnom skupinom u odgovarajué¢e N-kvaterne derivate.

R; CH=CH,; CH,CH;

R, CHj; CH,C4Hs; ortho, meta i para supstituirane benzilne skupine
R3; OH; N=OH; razli¢iti mono i bis N-supstituirani karbamati

X I;Br

Slika 2. Op¢e strukturne formule sintetiziranih spojeva, derivata cinhonidina (8S, 9R)
i cinhonina (8R, 9S).

Struktura spojeva odredena je i potvrdena infracrvenom spektroskopijom (engl. Fourier-
transform infrared spectroscopy, FTIR), 1D i 2D H i BC spektroskopijom nuklearne
magnetske rezonance (engl. nuclear magnetic resonance, NMR) i spektroskopijom masa
visoke rezolucije (engl. high resolution mass spectrometry, HRMS). Ispitan je antimikrobni
potencijal odabranih N-kvaternih derivata cinhonidina i cinhonina prema reprezentativnom
panelu Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, zatim njihov antiproliferativni u¢inak na
stani¢ne linije HEK 293T i HeLa te inhibitorni potencijal pripravljenih spojeva prema enzimima
AChE (E.C. 3.1.1.7.) i BChE (E.C. 3.1.1.8.).
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§2. LITERATURNIPREGLED

2.1. Cinchona alkaloidi
2.1.1. Struktura i svojstva

Cinchona alkaloidi se nalaze u kori drveta kininovca (vrsta Cinchona officinalis, porodica
Rubiaceae) i poznati su od davnina kada su se koristili kao lijek za malariju. Najpoznatiji
Cinchona alkaloidi su Kinin, kinidin, cinhonin i cinhonidin, slika 1, te njihovi 10,11-dihidro
derivati. 1853. godine Pasteur je uspjesno razdvojio racemi¢nu vinsku kiselinu pomocu derivata
alkaloida te zapoceo eru rezolucije racemi¢nih smjesa kristalizacijom dijastereomernih soli.’
Najpoznatiji Cinchona alkaloidi su Kkiralni prirodni spojevi koji se mogu izolirati u
komercijalnim koli¢inama a njihova najveéa prednost je dostupnost vise od jednog
kvazienantiomera. Wyberg i suradnici su pokazali da ovi alkaloidi mogu biti vrlo u¢inkoviti
katalizatori u enantioselektivnim transformacijama raznih supstrata.® Danas se Cinchona
alkaloidi smatraju privilegiranim katalizatorima budu¢i da kataliziraju Sirok spektar organskih
reakcija s visokom stereoselektivnoséu.’

Cinchona alkaloidi posjeduju vrlo zanimljiv strukturni kostur koji se relativno
jednostavno moze kemijski modificirati. Molekula alkaloida moZe se podijeliti na tri
podjedinice: alifatski kinuklidinski prsten s vinilnim supstituentom, aromatski kinolinski prsten
te hidroksilnu skupinu, slika 3. Imaju i zanimljivu stereokemiju, jer posjeduju pet stereogenih
centara: N1, C3, C4, C8i C9. Apsolutna konfiguracija u C8 i C9 atomima je suprotne apsolutne
konfiguracije u kvazienantiomernim parovima KN/KD i CN/CD. Po definiciji ITUPAC-a,
kvazienantiomeri su konstitucijski stereoizomeri razlicite, ali blisko povezane kemijske
strukture MX i MY koje imaju suprotnu kiralnost, a dio su veée kiralne strukture M.% Ovi
spojevi su dijastereomeri, npr. CD i CN se razlikuju u na¢inu pakiranja kristalne reSetke i imaju
drugaciju topljivost. Medutim, u interakcijama s kiralnim materijalom Cesto se ponasaju kao
enantiomeri i u stereoselektivnim reakcijama kataliziraju nastanak suprotnih enantiomera. Zbog

toga se nazivaju kvazienantiomerima.
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adicija 4\

hidrosililacija
kinuklidinski atom duSika
koordinacija s metalima
nukleofilna kataliza
N-alkilacija

H,C=)

R=H(CD,CN) _ — R
R'=OCHj (QN, QD)

T-T interaﬁc\iji:/
X:OH, NHz, COzR

donor vodikove veze

koordinacija s metalima

Slika 3. Reaktivna mjesta i moguce interakcije s drugim molekulama u molekulama Cinchona

alkaloida.

Od dva dusikova atoma u strukturi, kinuklidinski atom dusika (pKa 11) je zna¢ajno bazi¢niji od
kinolinskog atoma dusika (pKa 4) te nukleofilniji.® S obzirom da imaju kiralnu strukturu koja
se moze jednostavno relativno modificirati, provedene su razlicite strukturne modifikacije
Cinchona alkaloida, shema 1. Kinuklidinski atom dusika moze sluziti kao ligand ili nukleofilna
jedinica u organokatalitickim reakcijama ili se moze alkilirati razli¢itim alkil/aril halogenidima
pri ¢emu nastaju kvaterne amonijeve soli, monomeri, dimeri ili trimeri.!®! Priredeni su i N-
oksidi Cinchona alkaloida selektivnom oksidacijom kinuklidinskog atoma dusika s meta-
klorperoksibenzojevom kiselinom.*? Hidrazinijeve soli Cinchona alkaloida dobivene su

reakcijom alkaloida i O-difenilfosforil-hidroksilamina.t3
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HO « .
RV
N pr /:711
Z

HO | mCPBA HO_x Ph,P(O)ONH, HO_x |
~—— —_—

O- DCM toluen NH,
R AN -78 °C R A R'

1,3-ksilen-dibromid

DMF/EtOH/CHCl3
H,C” cH,
+ +
HO x " N N N OH
R | AN : : = | R
Z r . N
N Br Br N

Shema 1. Reakcije na kinuklidinskom atomu dugika.**®

Sekundarna hidroksilna skupina na polozaju C9 podlozna je velikom broju raznih modifikacija
s inverzijom ili retencijom konfiguracije kao $to je supstitucija OH skupine, esterifikacija,
karbamoilacija i koordinacija s metalima a moze posluziti i kao donor vodikove veze. Takoder,
moguca je supstitucija hidroksilne skupine aminom, amidom, halogenidom ili sulfidom. C9-
eteri CD i CN pripravljeni su reakcijom alkaloida i alkil- ili benzil-jodida koristenjem NaH ili
EtsN kao baze.!**® Tosilati ¢etiri glavna Cinchona alkaloida pripravljeni su reakcijom alkaloida
s tosil-kloridom u dvofaznom sustavu otapala diklormetan-35 % vodena otopina KOH
kori$tenjem tributilamina kao baze.'® Tretiranjem Cinchona alkaloida s razligito supstituiranim
acil-kloridima pripravljeni su odgovarajuci esteri, a tretiranjem s acil-dikloridima priredeni Su
dimerni esteri s razli¢itim linkerima u iskoriStenjima iznad 70 %.1" 8 Cinchona karbamati

pripravljeni su reakcijom odgovarajuéih izocijanata u refluksiraju¢em toluenu.'®
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Mitsunobuovom azidacijom odnosno reakcijom alkaloida s difenilfosforil-azidom
(DPPA) nastaje azid alkaloida koji redukcijom s trifenilfosfinom prelazi u amin.?> Amino
alkaloidi mogu se koristiti kao prekursori u sintezi tiourea koje se koriste kao bifunkcionalni
katalizatori.> Wang i suradnici optimizirali su sintezu Cinchona tiouree u proizvodnom
procesu na skali od 14 kg.?? Reakcijom 9-klor derivata alkaloida i razli¢ito supstituiranih
Gringardovih reagensa pripravljeni su 9-fenilni i 9-alilni derivati s novom C-C vezom, shema
2.23

H,C”
BnO. * N
1. PPh,, THF
- '
2. H,0 R’ R X
~
N
O &
R-NCS DIAD, PPh, rS .Q%\
THF DPPA, THF R
.%
H,c”
RCOCI
DCM

ArMgX
—_—
THF/PhCH;,

Shema 2. Reakcije na hidroksilnoj skupini.t> 6. 19-21. 23

Kinolinski prsten se moze vezati na ¢vrste nosace, a u sluc¢aju kinina i kinidina koji na C6'
polozaju sadrze metoksi skupinu, ona se moze dalje kemijski modificirati. Reakcijom kinina ili
kinidina s natrijevim etanotiolatom u dimetilformamidu (DMF) pripravljeni su C6'-hidroksi
derivati koji se nazivaju cuprein i cupreidin te imaju primjenu kao organski katalizatori i
sintetski prekursori.?*2° Ovisno o katalizatoru, moguée je selektivno hidrogeniranje aromatskih

prstenova kinolina, shema 3.2% 27
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H,c” e
Ho s AN HNO, HO » AN NaSEt
< 12804 o DMF
H,CO
3 AN 3 | X
~ ~
N N
NO2 H, (4 bar) H, (120 bar) H, (2 bar)
PtO,, TE Raney-Ni Pt/AL, 03
100 °C
H,c” _
H,C
HO x AN H,CP !
HO *
*
N %
~
N .
N
H

Shema 3. Reakcije na kinolinskom prstenu.242

Vinilna skupina moze se hidrogenirati pri ¢emu nastaju 10,11-dihidro derivati koji se koriste
kao pocetni reagensi u sintezi. Podlozna je i reakcijama adicije npr. broma ili tiola te
hidrosililaciji.?® Djelovanjem jake kiseline na Cinchona alkaloid dolazi do nastanka
karbokationa i pregradnje a produkt se naziva B-izokupreidin.?® Oksidacijom vinilne skupine
kalijevim permaganatom u kiselim uvjetima pripravljene su odgovaraju¢e 3-karboksilne
kiseline.*® Kondenzacija aril-halogenida i alkaloida katalizirana paladijem omogucuje pripravu

razli¢itih 3-supstituiranih alkena Cinchona alkaloida, shema 4.%!
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F. F
H,C
N
HO_ "
R'
| X
=
N
HF SbF,
HCI
-30 °C
HO,C H,C
N N
HO& KMnOy, H,SO4 KBr, H;PO, O
- —_—
R' EtOH, H,O 100 °C HO
X ? | X
= =
N N

B-izokupreidin

Pd(OAc),

Br
R@ PPhs, E,N

PhCH;, 110 °C

R'

Shema 4. Reakcije na vinilnoj skupini. 23t

Da bi objasnili ponasanje alkaloida u otopini kao i njihovu kataliti¢ku aktivnost, Wynberg i
Sharpless su proveli konformacijske studije koriste¢i tehnike spektroskopije NMR 1 ra¢unalnih
metoda te odredili etiri konformera niske energije, shema 5.3 Rotacija oko C8-C9 i C9-C4'
veze odreduje konformaciju alkaloida koja ovisi i o otapalu. Kinin i Kinidin zauzimaju sin-
zatvorenu konformaciju u plinovitoj fazi i anti-otvorenu konformaciju u apolarnim otapalima

dok polarna otapala stabiliziraju zatvorenu konformaciju.®
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\

syn-zatvorena anti-zatvorena
konformacija KN konformacija KN
rotacija oko C8-C9 veze \rotacija oko C8-C9 veze

, ?]
N
8

rotacija oko C9-C4' veze

~ A An I0H
| H
N~
syn-otvorena
konformacija KN OCH;
anti-otvorena
konformacija KN

Shema 5. Konformeri kinina.®?

2.1.2. Biosinteza i sinteza Cinchona alkaloida

Cinchona alkaloidi biosintezom nastaju iz geraniola (kinuklidinski prsten) i triptofana
(kinolinski prsten) Sto je potvrdeno eksperimentima s radioaktivno obiljezenim atomima.
Kljuéni meduprodukt je 3a-(S)-striktozidin koji nastaje Picet-Sprenglerovom reakcijom
triptamina i sekologanina. Enzim striktozidin glikozidaza katalizira pretvorbu striktozidina u
korinanteal. Pregradnjom prstena preko iminijevih meduprodukata nastaje cinhonaminal koji
sadrzi bicikli¢ki prsten kinuklidina. Hidrolitickim cijepanjem C—N veze nastaje dikarbonilni
derivat.3* Medumolekulskom reakcijom amina s aldehidom te oksidativnom rearomatizacijom
nastaje kinolinski prsten dok keton vrlo brzo epimerizira u otopini. Zadnji korak je
stereoselektivna redukcija cinhoninona koju katalizira specificna oksidoreduktaza pri ¢emu
nastaje nejednaka smjesa cinhonidina i cinhonina. Iz stani¢ne suspenzije Cinchona ledgeriana
izoliran je enzim cinhoninon-oksidoreduktaza Kkoji je razdvojen ion-izmjenjivaékom

kromatografijom u dvije izoenzimske strukture I i 1. 1zoenzim I je selektivan prema prema CD
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I CN, odnosno prema kinolinskom prstenu, dok izoenzim II katalizira nastanak sva Cetiri glavna

alkaloida, shema 6.%

CH; OH
\
N NH,
+ —_—

N

H

H,C CH,
MCOZC
triptamin geraniol striktozidin

|

NH
\ cih \ .
Pp M

H H

cinhonamianal korinanteal 0

H,C=

R N
N N 0
—— e ——
R
0 | X 0 X
NH
2 CHO N _~ N/

R

N
N HO/’//.
"y R
| \ ,//OH \
N A 7
N
CD, KN CN, KD

Shema 6. Biosinteza Cinchona alkaloida.®*

Sinteza Cinchona alkaloida, to¢nije kinina, intrigirala je kemicare vise od 150 godina. 1918.
godine Rabe i Kindler publicirali su prvu parcijalnu sintezu kinina i kinidina koristeéi
kinotoksin kao polazni spoj, kojeg je otkrio Pasteur 1853. godine, djelovanjem slabe kiseline

na kinin.*® S obzirom na njegovu visoku medicinsku vrijednost, tijekom 2. svjetskog rata kada
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je opskrba bila upitna, sintetski put za dobivanje kinina bio je predmet mnogih istraZivanja.
Woodward i Doering su 1944. i 1945. godine publicirali dva rada o sintezi kinina koja su imala
veliki odjek u javnosti s obzirom na socijalne i politicke okolnosti.®” 3 Medutim, njihova
sinteza je bila formalna sinteza, nisu pokusali ponoviti Rabeovu proceduru dobivanja kinina iz
kinotoksina ve¢ su je smatrali toénom i reproducibilnom usprkos vrlo sturim eksperimentalnim
podacima koje je Rabe publicirao.®® Prvi korak u Woodward—Doeringovoj sintezi je
kondenzacija 3-hidroksibenzaldehida | s diacetalom aminoacetaladehida pri ¢emu nastaje imin
11, shema 7. Djelovanjem sumporne kiseline na imin nastaje izokinolin 111 koji je zatim alkiliran
uz formaldehid i piperidin. Reakcijom s natrijevim metoksidom uklonjen je piperidin te u
molekuli 1V ostaje metilna skupina. Jo$ jednim hidrogeniranjem uz platinin-oksid u octenoj
Kiselini nastaje tetrahidroizokinolin V. Amino skupina je acilirana, a zatim podvrgnuta jo$
jednoj hidrogenaciji uz katalizator Raney—Ni u etanolu pri ¢emu nastaje smjesa Cis i trans
izomera dekahidroizokinolina VI. Smjesa izomera je oksidirana s kromnom kiselinom u

octenoj kiselini pri ¢emu nastaje keton, a samo cis izomer kristalizira iz smjese, shema 7.

OEt

OEt
NH2 /
\Q\ ﬁ» EtO)\ \/@\ M (D\
0. N Nao
N OH \ OH OH
I 11 I

II

O CH,0, McOH
N
H

/
1) PtO,, AcOH Z NaOMe/MeOH
- B —
o N 2) Ac,0, Py N N
\[/ OH X OH N OH
CH,4 CH CH,
@

3

v 1) Raney Ni, H, v
2) CrO3, Py
H H
+
(0) N (0] N
Y 0 o
H
CH; CH; CH, CH;
VI

Shema 7. Woodward—Doeringova sinteza kinina.
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Sljedeci korak je otvaranje prstena pomocu etil-nitrita i natrijeva metoksida u metanolu pri
¢emu nastaje derivat VII s etilnim esterom i oksimskom skupinom. Oksim je hidrogeniran s
platinom u octenoj kiselini u amin V111 te alkilacijom s jodmetanom nastaje kvaterna amonijeva
sol IX. Hoffmanovom eliminacijom s natrijevim hidroksidom konstruirana je vinilna skupina
kinina X a esterska skupina je hidrolizirana. U sljede¢em koraku karbonilna skupina je
esterificirana s etanolom XI a zatim je pomocu benzil-klorida pripravljen N-benzilni derivat
XII. Claisenovom kondenzacijom XII s 6-metoksi-4-etoksikarbonil kinolinom dobiven je

kinotoksin, shema 8.

N/OH
NaOEt/EtOH OEt
N N
B0 © |
Ac
CH; EtO 6]
PtO,, H,| AcOH
_ N(CH
(CH3)3 NH,
Z
HCI < NaOH _ K,CO3, CH;l
HN
EtOH EtOH N
I
E0” Yo HO” o Ac
- EtO 0 EO o
BzCl X IX VIII
H,c?
GOOEL ) NaOEt
H;CO 2) 6N HCI, A
N + \ —_—
B
z =
EtO (6} N

XII

kinotoksin

Shema 8. Sinteza kinotoksina.

Prema Rabeovoj proceduri, kinotoksin je prvo oksidiran natrijevim hipobromitom pri ¢emu je
nastao N-bromkinotoksin. U prisustvu natrijevog etoksida nastaje kinuklidinski prsten te se
redukcijom karbonilne skupine dobiva kinin. Tek 2008. godine Smith i Williams su ponovili
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Woodward—Doeringovu sintezu koriste¢i Rabeovu proceduru, i usprkos poc¢etnom neuspjehu
zadnjeg koraka sinteze, uspjeli su naci necisto¢e u aluminijskom prahu koje su bile klju¢ne za

sintezu kinina u iskori$tenju u kojem je to publicirao Rabe (=15 %), shema 9.°

OCHj; OCH;
N N
NaOBr Br/ NaOEt
—_— —_—
| AN 0 EtOH | AN o)
N~ N A
kinotoksin N-bromokinotoksin keton
l prah Al
H,C=
OCH;
H
N
| \ ///OH
N __~A
kinin

Shema 9. Rabeova sinteza kinina.®

2001. Stork je proveo prvu stereoselektivnu sintezu kinina pri ¢emu je smatrao da se
Woodward—Doeringova sinteza kinina ne moze provesti.*® Storkova sinteza kinina ukljuc¢ivala
je pripravu biciklickog prstena formiranjem N1-C6 veze. Njegova sinteza zapocinje iz kiralnog
(S)-4-vinilbutiril-laktona pomocu kojeg je u nekoliko koraka pripravljen azidoaldehid XVI1.4

Reakcijom laktona i dietilamina dolazi do otvaranja prstena i nastanka amida XIII ¢ija
je hidroksilna skupina zasti¢ena kao tert-butil-dimetilsililni eter (TBS). Enolat dobiven
djelovanjem litijevog diizopropilamida (LDA) reagira s etil-jodidom te nastaje derivat XIV a
sililna zastitna skupina uklonjena je s p-toluensulfonskom kiselinom. Azeotropnom
destilacijom derivata XIV nastaje lakton XV koji je prvo reduciran s diizobutilaluminijevim
hidridom u aldehid koji zatim reagira s metoksimetilentrifenilfosfinom pri ¢emu nastaje enol
etera XVI, shema 10. Hidroksilna skupina je zamijenjena s azidnom skupinom reakcijom s
difenilfosforil-azidom dok kiselom hidrolizom nastaje azido aldehid XVII. Adicijom litijevog
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derivata 6-metiloksilepidina na XVII te oksidacijom sekundarnog alkohola XVIII dobiven je
keton XIX. Intramolekularnom Staudingerovom reakcijom dobiven je tetrahidropiridin XX, a
njegovom stereoselektivnom redukcijom i intramolekularnom ciklizacijom nastaje biciklicki

sustav deoksikinin ¢ijom autooksidacijom nastaje kinin, shema 10.

0 CH,
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OHTBS
a) E,NH, AlMe, J\/(/ ot Y LDA EGN
—_— —_— >
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H,C=
OMe OMe
TBDPSO !
2 CH, Li 3 cocl
OHC N;
N
XVII X XVIII
HyC= H,C= H,C=
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Shema 10.Storkova sinteza kinina.*

Jacobsen i suradnici su 2004. publicirali asimetri¢nu totalnu sintezu kinina i kinidina, shema
11.%? Bicikli¢ki prsten kinuklidina konstruiran je intramolekularnom ciklizacijom amino-

epoksida XXI. Snaga ove sinteze je u tome Sto se moze pripraviti stereoizomerni epoksid
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odabirom razli¢itog katalizatora za reakciju dihidroksilacije te se na taj nac¢in mogu dobiti oba

kvazienantiomera, i kinin i kinidin. Sinteza sadrzi 16 koraka i ukupno iskoristenje je 5 %.

CH,Bz
o o O\I/ 2
)J\ \\\\‘ Br

| II}]l Ph =
MeO
N — =z ==CH, ., X
B
0" o

>
CN N
HBTSO r
CO,Me HsC CH, ;d(P%AC)Z
H;C CH; 3804
\\\\‘ - 1. ADmix-B, CH3SOzNH2’ \\\\\O
= - BuOH H
CH, 2. a) trimetilortoacetat = ==cH,
MeO ppts MeO
| b) acetil-bromid = |
Sy ¢) K,CO3, MeOH S
XXI
1. ELAICI
2. MW, 200 °C
H,C=
OMe
N
| AN "//OH
N __~
kinin

Shema 11. Jacobsenova sinteza kinina.*?

2.2. Cinchona alkaloidi u sintezi i katalizi
2.2.1. Rezolucija racemata stvaranjem dijastereomernih soli

Zbog svoje bazi¢nosti Cinchona alkaloidi koriste se kao kiralni reagensi za razdvajanje
racemata kiselina i drugih spojeva s kiselim atomom vodika. Metoda se zasniva na stvaranju
dijastereomernih soli koje se razlikuju u topljivosti u nekom od otapala pri ¢emu u idealnom
slucaju jedna sol kristalizira dok druga zaostaje u otopini. Koristenjem kvazienantiomernih

parova kinin/kinidin ili cinhonidin/cinhonin najéesc¢e se mogu dobiti oba enantiomera molekule
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Sto je velika prednost ovih alkaloida u odnosu na druge kiralne reagense uz to Sto su lako
dostupni, relativno jeftini i netoksi¢ni. Rezolucija racemata stvaranjem dijastereomernih soli
ima primjenu i u industriji pa se tako cinhonidin koristi u rezoluciji racemi¢nog naproksena,
¢iji (S) enantiomer ima primjenu kao analgetik te u rezoluciji prekursora u sintezi (R)-
aminoglutetimida koji ima primjenu kao antikonvulzant.** 4 U tablici 1 prikazani su odabrani
primjeri rezolucije racemic¢nih aktivnih farmakoloskih sastojaka ili njihovih prekursora,
fosfornih i karboksilnih kiselina, aminokiselina i kiralnih meduprodukata koriStenjem
Cinchona alkaloida. Naveden je alkaloid koji je koriSten za rezoluciju racemata te enantiomerni

visak (ev) izoliranog enantiomera.

Tablica 1. Odabrani primjeri rezolucije racemata koristenjem Cinchona alkaloida.

racemat uloga alkaloid ev (%) | referenca
O,N
/ T\\I COOH H H
E/\\KO\ meduprodukt u sintezi cinhonin 91 45
hormona rasta
OCH,
(I? NH,
. - %
H3C/i;/\)\COOH herbicid kinin 97
COOH . —
H3C/\/\( prekursor u sintezi lijeka cinhonidin 99 e
CH, protiv trombocitopenije
OH o
meduprodukt u sintezi - 28
H3C’k\)9\)\/ COOH tetrahidrolipstatina Kinin 100
CH;
O COOH
nesteroidni antiupalni lijek | cinhonidin 99 49
A
W intetski prek inhoni 96 5
¢ sintetski prekursor cinhonin
O\ OH
N\ . . ..
O i O sintetski prekursor Kinin 99 51
o honid 9
: . cinhonidin 5 52
©/=<COOH sintetski prekursor Sinhonic 20
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Od derivata Cinchona alkaloida istrazivan je N-benzilcinhonidinijev klorid kao kiralni reagens
za rezoluciju 1,1'-bi-naftalen-2,2'-diola (BINOL), C2-simetri¢ne kiralne molekule koji se
koristi kao gradevna jedinica u asimetri¢noj katalizi i sintezi.>® N-benzilcinhonidinijev klorid s
racematom BINOL-a stvara inkluzijski kompleks koji kristalizira iz otopine metanola.
Razaranjem kristalnog materijala s koncentriranom klorovodi¢nom kiselinom te ekstrakcijom
dobiva se (+)-(R)-BINOL u iskoristenju od 70 % i ev od 95 %. (-)-(S)-BINOL dobiven je
obradom mati¢nice s koncentriranom klorovodi¢énom kiselinom u iskoristenju od 60 % i ev od

100 %, shema 12.%*

+
OH
(+)-BINOL
CH,CN
A
l I OH 1M HCI l I OH
+ —_—

(S)-BINOL . (R)-BINOL
zaostaje u maticnici kompleks (R)-BINOL-a i

N-benzilcinhonidinijevog klorida

Shema 12. Rezolucija BINOL -a.

Metoda je kasnije optimizirana na multigramskoj skali za oba enantiomera BINOL-a s
iskoristenjem od 95 % i ev od 99 %.%° Struktura kompleksa BINOL-a i kvaterne soli cinhonidina
odredena je metodom difrakcije rendgenskih zraka te je otkriveno da je za uspjes$nu rezoluciju
bitno stvaranje usmjeravaju¢ih vodikovih veza izmedu hidroksilne skupine N-
benzilcinhonidinijevog klorida i BINOL-a s kloridnim anionom te z-m interakcije izmedu
naftilnog i kinolinskog prstena.>*

Osim kristalizacije dijastereomera, rezolucija racemata moze se posti¢i selektivnom

ekstrakcijom tekuce-tekuce zbog razlicite topljivosti dijastereomera u sustavima s dvije faze.
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Ovom metodom Kiralni ionski reagens transferira enantiomer kao ionski par iz jedne faze u
drugu, sto selektivno otapa nastali dijastereomerni kompleks, ali ne i pocetne enantiomere.
Obradom s kiselinama i bazama dobiva se Zeljeni enatiomer te kiralni reagens.

Lindner i suradnici istrazivali su rezoluciju racemata N-zasti¢enih leucina s derivatom Kinin-9-
O-adamantilnog karbamata. Najucinkovitija ekstrakcija postignuta je sa sustavom otapala:
amonijev acetat/dodekan, a ekstrakcijom s fosfornom kiselinom (1 mol/L) odvojen je (S)-
enantiomer N-3,5-dinitrobenzoil-leucina (DNB-Leu) s ev 95 % i 70 % iskoristenja.>® Leucin
koji je zasticen s N-(9-fluorenil)metoksikarbonilnom skupinom (Fmoc) odvojen je te se
pokazalo da je enantiomerno obogac¢en (ev 20 %). Rezolucija leucina zastiCenog s

benziloksikarbonilnom, tert-butilkarbonilnom i acetilnom zastitom nije dala rezultate.

2.2.2. Cinchona alkaloidi kao kiralne stacionarne faze

Istrazivana je primjena Cinchona alkaloida i njihovih derivata kao kiralnih stacionarnih faza
(KSF) u enantioselektivnoj tekucinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti (engl. high
performance liquid chromatograhy, HPLC). Ova i slicne metode zasnivaju se na reverzibilnom
nastajanju dijastereomernog kompleksa izmedu para enantiomera analita (EA) i kiralnog
selektora (KS) koji je naj¢esce kovalentno vezan za ¢vrsti nosac. Razlika u energiji izmedu dva
dijastereomerna kompleksa je temeljna fizikalna osnova za stereoselektivno zadrzavanje u
kromatografskom sustavu. Enantiomer koji stvara stabilniji kompleks dulje se zadrzava na
koloni.

Cinchona alkaloidi mogu se imobilizirati na polimerni nosa¢ na vise nacina i to ili kao
nemodificirani ili modificirani derivati. Prvotno je istrazivano vezanje nemodificiranih
alkaloida na polimer preko C9-hidroksilne skupine ili kinuklidinskog atoma dusika $to nije
rezultiralo visokom selektivno$éu u razdvajanju racemata bademove kiseline.>” Lindner i
suradnici su zapoceli eru istrazivanja Cinchona-9-O-karbamata kao enantiomernih selektora
veéeg broja racemata kiselina (aril-, ariloksi- i ariltiokarboksilne kiseline).® Karbamatna
skupina moze posluziti kao donor ili akceptor vodika, stvoriti stericku barijeru ili sudjelovati u
n-1 interakcijama, ovisno o supstituentu na karbamatnom atomu dusika. Najbolje rezultate
postigli su s tert-butil-9-O-karbamatima kinina i kinidina koji su pocetkom 2000. godine i
komercijalizirani te se mogu naéi na trzi§tu pod imenima Chiralpak® KN-AX (9-O-tert-

butilkarbamoilkinin) i KD-AX (9-O-tert-butilkarbamoilkinidin), slika 4.
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KN-AX KD-AX

Slika 4. Struktura kiralnih stacionarnih faza Chiralpak® KN- i KD-AX.

Nekoliko godina kasnije razvijene su KSF koje su dobivene reakcijom Cinchona alkaloida i 2-
aminocikloheksansulfonske kiseline (ACHSK) na C-9 polozaju preko karbamatnog linkera.
Ove KSF mogu efektivno razdvojiti i bazi¢ne i dvojnoionske (zwitter ionske) analite. Na trzistu
se mogu naéi Chiralpak® ZWIX(+) (KN i (1S,25)-ACHSK) i ZWIX(-) (KD i (1R,2R)-
ACHSK), slika 5. Ove KSF koriStene su za razdvajanje enantiomera N-zasticenih

aminokiselina, peptida, karboksilnih i fosfornih kiselina.

Chiralpak® ZWIX(+) Chiralpak® ZWIX(-)

Slika 5. Struktura kiralnih stacionarnih faza Chiralpak® ZWIX(+) i ZWIX(-).

Zbog odli¢ne stercoselektivnosti prilikom razdvajanja enantiomera aminokiselina pomocu
kinin 9-O-karbamata kao KSF ovaj model je proucavan kristalografijom, spektroskopijom
NMR, metodama molekularne dinamike i kromatografskim metodama da bi se objasnio
mehanizam kiralne diskriminacije enantiomera.>®®? Spektroskopijom NMR otkriveno je da
nakon protonacije kinuklidinski atom dusika tijekom stvaranja kompleksa s kiselim analitom,

zauzima anti-otvorenu konformaciju u kojoj su kinuklidinski i kinolinski atomi dusika udaljeni
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jedan od drugoga te negativno nabijeni analit moze do¢i do protoniranog duSika dok m-m
interakcije kinolinskog prstena te vodikove veze s karbamatnom skupinom pomazu stabilizaciji
kompleksa. Navedene KSF stvaraju kvazienantiomerne kompekse s enantiomerima analita tako
da se moze posti¢i obrnuti redoslijed eluacije ovisno da li se koristi selektor baziran na kininu
ili Kinidinu.

Chiralpak® ZWIX kao i ZWIX(+A) i ZWIX(-A) KSF koristene su za razdvajanje

enantiomera trans-paroksetina, lijeka za lije¢enje depresije, slika 6.6

Chiralpak® ZWIX(+A) Chiralpak® ZWIX(-A)

Slika 6. Struktura kiralnih stacionarnih faza Chiralpak® ZWIX(+A) i ZWIX(-A).

Ispitali su utjecaj sastava mobilne faze, prirodu i koncentraciju aditiva te temperaturu odvajanja.
Koristenjem mobilne faze koja sadrzi metanol (MeOH) i acetonitril (ACN) u razli¢itim
omjerima te mravlju kiselinu (50 mmol/L) i dietilamin (25 mmol/L) kao aditive autori nisu
postigli razdvajanje enantiomera trans-paroksetina. Medutim, zamjenom metanola ili

acetonitrila s tetrahidrofuranom (THF) postignuta je enantioselektivnost, slika 7.

045 W)™ 0.5+ ZWIXH™
F | )
2 oz | = 034
I.l: h
P \ \ \
2 oot : 004 |
O 6 5 1 15 2w 25 o I T -
( Tirme (min) Tima (min)
O 06 TWIN-A) 1.0 ZWIXi+A)
(0] NH ¢
3 03 Z 05
trans paroksetin | ,
oot h h 0.0
0 z a 0 8 0O 2 4 6 B 10 12 14
Tirme {min) Tiemd (rmin)

Slika 7. Kromatogrami trans-paroksetina na ZWIX(-), ZWIX(+), ZWIX(+A) i ZWIX(-A) KSF,
uvjeti: MeOH: THF 80:20; dietil-amin (25 mmol/L); mravlja kiselina (50 mmol/L); 0,6 mL/min;
temperatura kolone 25° C; veli¢ina Cestica 3um.%
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S obzirom na kvazienantiomerni karakter kinina i kinidina, promjenom kiralnog selektora
trebao bi se promijeniti redoslijed eluacije enantiomera analita Sto prilikom koristenja ZWIX(+)
KSF nije bio slucaj. Da bi objasnili redoslijed eluacije enantiomera, autori su istrazivali
mehanizam razdvajanja enantiomera metodama molekularne dinamike. In silico simulacijama
demonstrirali su da konformacijska energija KA ima glavnu ulogu samo u slucaju ZWIX(-)

KSF dok je kod ostalih KSF konformacijska energija kiralnog selektora najvaznija.%*

2.2.3. Cinchona alkaloidi kao kiralni solvatirajuci agensi

Koristenjem kiralnih pomo¢nika koji stvaraju dijastereomerne soli s enantiomerima nekog
spoja moze se odrediti njihova enantiomerna ¢isto¢a pomocu spektroskopije NMR. Metoda
koristi neekvivalentnost zasjenjenosti odredenih atoma racemata koja je inducirana dodatkom
odgovarajuceg kiralnog solvatirajuceg reagensa (engl. chiral solvating agent, CSA) te atomi
koji su bili enantiotopni sada su diastereotopni odnosno mogu se razlikovati. Ako je barem
jedan par signala koji dolazi od dijastereomernog kompleksa razdvojen u odnosu na racemat,
kvantifikacija se postize integracijom povrsine signala.

Spektroskopijom °F NMR odreden je enantiomerni sastav a-trifluorometil-hidroksilnih
spojeva pomoéu CF3 skupine koristenjem Kinina i kinidina kao CSA.% Dodatkom alkaloida u
trostrukom suvisku u otopinu ispitivanog racemata dolazi do pretvaranja enantiotopnih signala
u diastereotopne signale koji su razdvojeni u *H NMR spektru te je njihovom integracijom

odreden enantiomerni sastav smjese, slika 8.

I COOEt '

c =

J6O0 TEY 762 63 || 768 ¢ |\ J| 788 J69 pom
— b

761 762 83 Té4 v 67 T68 769 pom
a

J62 763 -T64 TES 66 6T 68 769 e

Slika 8. 1°F rezonancija CF; skupine u prisustvu kinidina: a) racemat; b) (S)-izomer u suvisku; c) (R)-
izomer u suvisku.%

Kinin i kinidin te njihovi 9-O-tert-butilkarbamati istrazivani su u *H i 3P spektroskopiji NMR
kao CSA za razdvajanje enantiomera supstituiranih N-zasSticenih aminoalkan-fosfornih i

fosfinskih kiselina. Odvajanje dijastereomernih signala bilo je bolje koristenjem
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nemodificiranih alkaloida u odnosu na karbamatne derivate te su dobivene razlike od 0,066—
0,221 ppm s kininom te 0,2-0,3 ppm s kinidinom u 3P NMR spektru iz kojih je moguée odrediti

sastav racemata, slika 9.%6
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CHj;
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Slika 9. *'P NMR spektri prikazanog amida.

Isti autori pripravili su razli¢ite derivate kinina fosforiliranjem hidroksilne skupine na C9
polozaju koje su uspjesno Koristili za razlikovanje enantinomera DNB-zasti¢enih aminokiselina
i njihovih metilnih estera koristenjem spektroskopije *H i 3P NMR.%” 9-O-dietilfosforilkinin

inducira kemijski pomak neekvivalentnih signala protona racemata, slika 10.

H,C= D) o ot g: NO,
OCH '
3 p-H p-H. O
Y 6,
AUy Ay J . ON OH
" 0 CH,
A CH,4
NN VR | VTN, (R IR L)

92 90 88 48 46 10 08
[ppm]
a) '"H NMR spektar racemata
b) 'H NMR spektar S-enantiomera u prisustvu 9-O-dietilfosforilkinina

Slika 10. Utjecaj 9-O-dietilfosforilkinina na NMR spektre enantiomera.

Avid i suradnici istrazivali su interakcije izmedu N-benzilkininijevog klorida i razlicitih
karboksilnih kiselina postuliraju¢i da protoniranjem kinuklidinskog atoma dusika C9-

hidroksilna skupina postaje kiselija te moze stvarati vodikove veze s karbonilnim atomom
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kisika $to dovodi do razdvajanja signala enantiomera u NMR spektru.%® Mehanizam kiralne
diskriminacije Cinchona alkaloida istrazivan je tehnikama spektroskopije NMR i prema
dobivenim rezultatima, primarno mjesto interakcije s enantiomerima je C9 slobodna ili
derivatizirana hidroksilna skupina dok kinuklidinski atom dusika ne sudjeluje u interakciji.®
Cinchona alkaloidi i njihovi derivati istrazivani su kao CSA za §irok spektar analita kao
Sto su ciklic¢ki poluacetali i metil-acetali, p-hidroksiesteri, trifenilkositar derivati karboksilnih

derivata i drugi.’®"2

2.2.4. Cinchona alkaloidi kao kiralni katalizatori

Svestranost molekule Cinchona alkaloida s moguénoscu derivatizacije nekoliko funkcijskih
skupina i dostupnost obje kvazienantiomerne forme ¢ini ove molekule jednim od najkoristenijih
u podruc¢ju enantioselektivne organokatalize. Takoder, koriste se kao ligandi u
enantioselektivnim transformacijama koje su katalizirane metalima. Vjerojatno najpoznatiji
primjer je Sharplessova asimetri¢na dihidroksilacija olefina u kojoj se koriste dimerni derivati
Cinchona alkaloida kao ligandi osmijevog tetraoksida.> Kvaterne soli Cinchona alkaloida
koriste se kao katalizatori faznog prijanosa koji se koriste u sintetskom postupku kojim se moze
smanjiti vrijeme reakcije i povecati iskoriStenje, smanjiti koli¢ina nusprodukata, te se moze
dobiti veca opticka Cistoca produkta. Takoder se moze izbje¢i koriStenje vecih koli¢ina
organskih otapala koje bi bila potrebne da se svi reaktanti otope u istoj fazi. Razvijeno je
nekoliko generacija strukturno razli¢itih PTC baziranih na strukturi Cinchona alkaloida.
Strukturna modifikacija prve generacije PTC bila je kvaternizacija kinuklidinskog atoma dusika
s razliCito supstituiranim benzil-halogenidima. O'Donnell i suradnici su primjenili
kvaternizirane derivate cinhonidina i cinhonina u reakciji alkilacije N-(difenilmetilen)glicin
tert-butilnog estera ¢ijom hidrolizom su dobivene odgovarajuée a-aminokiseline.”
Koristenjem N-benzilcinhonidinijevog klorida kao katalizatora dobiven je alkilirani produkt
(S)-konfiguracije, a koristenjem kvazienantiomera dobiven je alkilirani produkt suprotne

konfiguracije, shema 13.
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Shema 13. Alkilacija N-(difenilmetilen)glicin tert-butilnog estera koristenjem PTC prve generacije.

Druga generacija PTC uklju¢ivala je koriStenje antracenskih derivata kao reagensa za
kvaternizaciju. Takvi kvaterni derivati cinhonidina i cinhonina primjenjeni su u istoj modelnoj

reakciji pri ¢emu je iskoriStenje reakcije bilo nesto niZe, ali je enantiomerna ¢isto¢a produkta

bila veca, shema 14.”
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Shema 14. Alkilacija N-(difenilmetilen)glicin tert-butilnog estera koristenjem PTC druge generacije

Daljnja derivatizacija Cinchona alkaloida ukljucivala je derivatizaciju C9-hidroksilne skupine
te dimerizaciju alkaloida u kojima su alkaloidne jedinice povezane razli¢itim linkerima. Ovakvi

katalizatori koriSteni su 1 prilikom totalne stereoselektivne sinteze prirodnih spojeva (kurasoin-

B, antofin, higrin), shema 15.
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Shema 15. Alkilacija N-(difenilmetilen)glicin tert-butilnog estera koristenjem PTC trece generacije.

U ove tri generacije PTC razmatrao se steri¢ki ucinak supstituenata, a zadnja generacija PTC
uklju¢uje kvaternizaciju s benzil-halogenidima koji su supstituirani s atomom fluora u
razli¢itim polozajima. Naglasak je na promjeni elektronske strukture promjenom susptituenta
na benzilnom prstenu. Skupine koje odvlace elektrone mogu povecati enantioselektivnost zbog
¢vr¢eg vezanja ionskog para (nastaje ¢vrséi kompleks). Od ispitivanih derivata, N-2',3".4'-
trifluorobenzilcinhonidinijev bromid s alilnom skupinom na C9 atomu (XXII) se pokazao kao

najbolji PTC u modelnoj reakciji alkilacije s vise od ev 90 %, shema 16.7
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Y 0-1Bu > Y Y~ TOH
8 PhCH,Br |
50 % KOH ph

96 %, ev 98 %

Shema 16. Alkilacija N-(difenilmetilen)glicin tert-butilnog estera koristenjem PTC Cetvrte generacije.
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Za sinteze na vecoj skali, katalizatori vezani na ¢vrsti nosa¢ imaju prakti¢ne i ekonomske
prednosti. Razvijeni su razli¢iti PTC na ¢vrstom nosacu bazirani na kosturu Cinchona alkaloida
i mogu se ugrubo podijeliti u tri vrste, ovisno o tome kako je alkaloid vezan na nosa¢: preko
kinuklidinskog atoma dusika, preko C9-hidroksilne skupine ili preko C6'-metoksi skupine, slika

11.

H,C= H,C= polimer H,C=

T 9 ~ e O
polimer’ X X

Slika 11. PTC na ¢vrstom nosacu bazirani na kosturu Cinchona alkaloida.

Cinchona alkaloidi kvaternizirani sa skupinama koje omogucuju stvaranje vodikovih veza te
konjugirani s Merrifieldovim nosa¢em preko atoma kisika na polozaju C9 iskoristeni su kao
PTC u reakciji a-alkilacije estera N-(difenilmetilen)glicin. Najboljim PTC se pokazao derivat
XXI1I1 te je dobiven alkilirani produkt enantiomernog viska od 95 %, shema 17.
H,C=
s
+N =

l\’f/o \ 7/
Z

N
0 0
Ph /N\)J\ XXIII ’ Ph /N\)]\
Y 0-1Bu PhCH,Br > Y : OBu
Ph 50 % KOH Ph _\Ph

81%, ev 95%

Shema 17. Alkilacija N-(difenilmetilen)glicin tert-butilnog estera koristenjem PTC na ¢vrstom

nosacu.

Feng i suradnici pripravili su N-(2-cijanobenzil)-9-O-alilcinhonidinijevu sol koju su vezali za
silika gel adicijom sulfidrilne skupine 3-merkaptopropiltrimetoksisilana na dvostruku vezu
ugljik-ugljik te hidrolizom nastalog trimetoksisilana.”® U reakciji o-alkilacije N-

(difenilmetilen)glicin tert-butil estera s razli¢itim benzil-bromidima dobiveni su a-alkilirani
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produkti s ev od 76-97 % dok koristenjem alil-bromida enantioselektivnost je bila slabija,

shema 18.
PN HS—H,CH,CH,C CH,CH,CH,—SH
(OC)3H,Si SH
: 56)
S_CH2CH2CH2 CH2CH2CH2_SH
H,C= ==
“Br n 1. AIBN, N,

N

2. H/H,0
e \@
H NC

CH, CH,

Shema 18. Priprava PTC vezanjem preko vinilne skupine.”

Nedavno je razvijena metoda kineticke rezolucije enantiomera za pripravu C2-simetri¢nih i C2-
nesimetricnih BINOL-a koristenjem kvaternih amonijevih soli KD i CN uz benzil-tosilat kao
alkilirajuéi reagens i kalijev karbonat kao bazu, shema 19. U reakciji alkilacije C2-simetri¢nih
i C2-nesimetricnih  BINOL-a N-(2,3,4-trifluorobenzil)-10,11-dihidrocinhoninijev bromid
pokazao se kao najselektivniji katalizator pri ¢emu su autori uspje$no izolirali enantiomerno

gisti reaktant te alkilirani produkt suprotne konfiguracije. ’’

F
HO,,
/ ““
N/
10 mol%

OH BnOTs + OBn

OH
OMe K,CO4 I l OMe l I OMe

Shema 19. Kineti¢ka rezolucija enantiomera BINOL-a.

Y

Autori su predlozili mehanizam rekacije u kojem prijelazno stanje ukljucuje vodikove veze
izmedu hidroksilne skupine alkaloida i BINOL-a s halogenidnim anionom te 7-m interakcije
izmedu naftilnog i kinolinskog prstena koje su kljuéne za uspjesnu rezoluciju.>

Grupa autora koristila je kinin, kinidin i njihove C6' derivate kao katalizatore u reakciji priprave

biarilnih spojeva iz razli¢ito supstituiranih kinolona i 2-naftola, shema 20.7
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Cl
HO
cl cl MeO OH | katalizator (30 mol %) cl OH
+
2. NaBH,, TFA MeO OH
(0]
katalizatori:
H,C H,C H3C H,C

OBui OTr

OMe OH

Ha /N Ha /N Ha /N Ha /N
| 7 “on | 7 “on | 7 “on X “on
N A N A N A N A

Shema 20. Priprava biarilnih spojeva uz Cinchona katalizatore.

Kinin se pokazao kao najuc¢inkovitiji katalizator s iskoristenjem reakcije do 98 % i ev od 92 %.
Autori su postulirali da deprotonirana hidroksilna skupina 2-naftola reagira s protoniranim
kinuklidinskim atomom dusika dok je kinon aktiviran vodikovim vezama s C9 hidroksilnom

skupinom katalizatora.

2.3. Bioloska aktivnost Cinchona alkaloida

Cinchona alkaloidi su koristeni od davnina kao lijek za lijeCenje malarije uzrokovane
Plasmodium spp. pri éemu se najéesc¢e primjenivao Kinin.2 Prou¢avan je potencijal cinhonidina
i kinina kao terapeutika za talasemiju, bolest koju karakterizira manjak hemoglobina.” Za
triazolne derivate Cinchona alkaloida modificirane na polozajima 9, 2'i 6' pokazano je da imaju

antiproliferativnu aktivnost prema kancerogenim stanicama.®

2.3.1. Interakcija s mikrobnim agensima

Smrtnost od akutnih respiratornih i probavnih infekcija, malarije, ospica i tuberkuloze ¢ini 85
% smrtnosti od infekcija u svijetu. Porast broja bakterija koje su rezistentne na uobicajene
antibiotike (engl. multidrug resistant, MDR) je jedna od najveéih prijetnji ljudskom zdravlju.
Sest visokovirulentnih i rezistentnih bakterijskih patogena odnosno ESKAPE skupinu bakterija
¢ine: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp. koje su odgovorne za vecinu
bolni¢kih infekcija.®! Jedna od inicijativa za rjeSavanje ovog problema ukljuéuje dizajn i sintezu

novih spojeva na koje bakterije nemaju rezistenciju.
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Proucavan je utjecaj antimalarika kinin-sulfata na inhibiciju razli¢itih bakterija u kojima
je utvrdeno da inhibira rast Escherichie coli, Enterobacter agglomerans i Staphylococcus
aureus u koncentraciji od 50 pumol/L dok na rast Pseudomonas aeruginosa i Klebsiella
pneumoniae nije imao utjecaja.®> 8 Wang i suradnici pripravili su seriju razli¢itih derivata
optochina sistemski modificiranih na polozajima C6', C3, C9 i C11.84 Optochin, 6'-etil-10,11-
dihidrokinin je davno otkriveni derivat kinina s visokom antimikrobnom aktivnos¢u koji se
zbog visoke toksi¢nosti nije dugo koristio u klinickoj praksi, ali se koristi u laboratorijskim
testovima za razlikovanje Streptococcus pneumoniae od ostalih bakterija tog roda.®®
Izomerizacijom vinilne skupine katalizirane rutenijem (111) pripravljen je olefin kao smjesa 3:1
geometrijskih izomera koji je zatim demetiliran na polozaju C6' pomocu natrijevog tioetoksida.
Koristenjem razli¢itih primarnih i sekundarnih alkil-bromida i alkil-jodida uz cezijev karbonat
pripravljeni su C6'-derivati s iskoriStenjem reakcija od 7-93 %. 6'-ciklobutil-11-metilkinin
pokazao je najbolju inhibitornu aktivnost prema Streptococcus pneumoniae s minimalnom
inhibitornom koncentracijom (engl. minimal inhibitory concentration, MIC) od 0,25 pg/mL
odnosno 8-16 puta je potentniji od nemodificiranog optochina. Farmakokineti¢kim studijama
pokazali su da se izrazito brzo metabolizira hidroksilacijom kinuklidina i O-dealkilacijom

kinolina, shema 21.

H,C= H;C\ H;C7 N
OMe
RuCl;-3H,0
st04 __EtSH, NaH
EtOH DMF, 100o “Uon
R-X, DMF
CSZCO3
H3C N
OR
Ho LN
| Ny “on
N _~

R = C,Hs, CH,CF3, C4H5, CsHy, CgHs

Shema 21. Priprava derivata optochina.
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Antimikrobna ucinkovitost cinhonidina, cinhonina i njihovih derivata na stvaranje
bakterijskog biofilma ispitana je na bakteriji S. aureus.®® Nedavno su pripravljeni
nanostrukturni premazi bazirani na Cinchona alkaloidima koji su sposobni otpustiti spojeve s
visokim antimikrobnim potencijalom prema E. coli. &

Grupa autora pripravila je biskvaterne derivate kinina u kojima je kinuklidinski atom
dusika kvaterniziran s alkil-bromidima razli¢ite duljine lanca dok je kinolinski atom duSika
kvaterniziran s metil-jodidom.® Pripravljenim mono- i biskvaternim derivatima ispitana je
antimikrobna aktivnost prema razli¢itim Gram-negativnim i Gram-pozitivnim bakterijama,

shema 22, tablica 2.

H,C= H,C= H,C=
OMe OMe OMe
H H N+
N R-Br N
) R
| S 'I//OH CH;CN, A | X “IoH
N _~ N _~ Br
KN KNn-0

R= CIOHZIr C11H23’ CIZH255 C14H29’ C16H333 C18H37
Shema 22. Priprava mono- i biskvaternih derivata kinina.

Tablica 2. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC/umol/L) derivata kinina prikazanih na shemi 22.

Spoj S. aureus MRSA1 | MRSA2 = ) E. coli | P.aeruginosa
faecalis
KN 0-0 >500 >500 >500 >500 >500 500
KN 10-0 4 16 8 8 16 250
KN 11-0 2 16 4 4 16 63
KN 12-0 1 4 2 2 8 32
KN 14-0 0,5 2 4 1 8 8
KN 16-0 1 8 1 2 8 16
KN 18-0 2 63 2 4 63 125
KN-1,1 >500 >500 >500 >500 >500 >500
KN 10-1 8 16 16 8 16 125
KN 11-1 4 32 16 8 16 125
KN 12-1 2 63 16 16 16 125
KN 14-1 0,5 8 2 2 2 16
KN 16-1 1 1 2 1 2 8
KN 18-1 1 1 1 2 2 8
benzalk(_)nljev 8 32 8 8 32 63
klorid
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Kinin nije pokazao biolosku aktivnost prema ispitanim sojevima bakterija kao ni biskvaterni
metilni derivat kinina. Monokvaterni i biskvaterni derivati pokazali su sli¢nu antimikrobnu
aktivnost prema ispitivanim sojevima bakterija koja je bila bolja od antimikrobne aktivnosti
kontrolne supstance, benzalkonijevog klorida, osim u slu¢aju P. aeruginosa. Kod biskvaternih
derivata uocen je generalni trend da afinitet prema bakteriji raste Sto je duzi alkilni lanac. Ovi
rezultati ohrabruju daljnja istrazivanja Cinchona alkaloida i njihovih derivata kao

antimikrobnih reagensa.

2.3.2. Interakcija s kolinesterazama

Hidroliza acetilkolina (ACh), prijenosnika zivcanih impulsa, je kod kraljeznjaka katalizirana
dvjema kolinesterazama; acetilkolinesterazom 1 butirilkolinesterazom. Fizioloska funkcija
AChE je hidroliza acetilkolina u kolinergi¢noj sinapsi tijekom prijenosa Ziv€anog impulsa 1
jedan je od najucinkovitijih enzima u prirodi zasluzan za izuzetno brz prijenos ZzivCanih
impulsa: ljudska AChE moze hidrolizirati priblizno 400 000 molekula ACh po minuti.®® AChE
se sintetizira u koStanoj srzi, mozgu 1 misi¢ima, a osim u ziv€anim stanicama, misi¢ima 1
mozgu, AChE se nalazi u srcu i krvi gdje je vezana na eritrocite. BChE je u vecoj koncentraciji
prisutna u sredi$njem i perifernom zivéanom sustavu, cerebrospinalnoj tekuéini, te crijevima,
pluéima, gusteradi i jetri.®® Iako je dokazano da BChE, kao i AChE, moze hidrolizirati ACh u
sinapsi, njezin specificni fizioloSki supstrat nije pronaden i1 time prava fizioloSka uloga u
organizmu do danas nije razjasnjena. Medutim, BChE djeluje kao Cista¢ organizma od prirodnih
(fizostigmin, solanidin, solanin, kokain, huperzinA) i sintetskih anti-kolinesteraznih spojeva
(organofosforni i karbamatni pesticidi te ziv€ani bojni otrovi) prije nego oni reagiraju s AChE.
Nadalje, BChE u odsutnosti AChE regulira koli¢inu ACh u sinapsama sredi$njeg zivéanog
sustava i glatkim miSi¢ima. Inhibicija kolinesteraza, prvenstveno AChE, predstavlja jedan od
temeljnih pristupa tretmanu neurodegenerativnih bolesti u ¢ijoj etiologiji je smanjenje
koncentracije ACh (Alzheimerova i Parkinsonova bolest).*

AChE i BChE nastaju kao produkt ekspresije razli¢itih gena, ali dijele izniman postotak
homologije u primarnoj i ¢ak 90 % u tercijarnoj strukturi. Aktivno mjesto oba enzima nalazi se
na dnu 20 A dugackog zdrijela. Velika brzina hidrolize s obzirom na oblik i polozaj aktivnog
mjesta u proteinu objasnjena je serijom simulacija metodama molekularne dinamike gdje su
uocene promjene u veli¢ini Supljine od 0,75-2,5 A na 10 ns vremenskoj skali koje omoguéuju

supstratu da dode do aktivnog mjesta.?® Identificirane su &etiri domene koje ¢ine aktivno mjesto
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oba enzima: kataliticko mjesto (kataliti¢ka trijada s oksianionskom Supljinom), kolinsko mjesto
(kation-t mjesto) vazno za stabilizaciju pozitivno nabijenoga kvaternog dijela kolinskih
supstrata, acilni dzep odgovoran za smjestaj acilnog dijela supstrata i periferno mjesto koje je
smjesteno na rubu zdrijela.

Kataliticku trijadu ljudske AChE ¢ine His447, Glu334 i Ser203 koji nukleofilno napada
karbonilni ugljikov atom ACh, slika 12. Oksianionska Supljina sastoji se od Gly121, Gly122 i
Ala204 koji stvaraju jake vodikove veze s negativno nabijenim karbonilnim kisikovim atomom
ACh i tako pomazu u stabilizaciji negativnog naboja koji se stvara tijekom hidrolize. Trp86 i
Glu202 ¢ine kationsko vezno mjesto i pomocu ion-ion i kation-r interakcija stabiliziraju kolin.

Periferno anionsko mjesto sastoji se od aromatskih aminokiselina Tyr72, Tyr124 i Trp286.%°

\ 533§*(\
W86 ‘(

H447 ACh ,--( H447
E202
S203
) wee \’K G
_ A204
G121 ' \
/" G122 G121 \\e ) A204
G1 22 7S b e

Slika 12. Aktivno mjesto ljudske AChE bez (lijevo) i s vezanim ACh (desno). Istaknute su
aminokiseline kataliticke trijade: serin (S203), histidin (H447) i glutaminska kiselina (E334), kationskog
veznog mjesta: triptofan (W86) i glutaminska kiselina (E202) te oksianionske Supljine: alanin (A204) i
glicin (G121, G122).

Aktivno mjesto BChE je za ~200 A% vece od onog AChE. Razlika u volumenu aktivnog
mjesta razlog je radi kojeg BChE moZe hidrolizirati znatno vece supstrate nego AChE, na
primjer butiril- i sukcinilkolin. Nadalje, BChE sudjeluje u biokonverziji nekolicine
farmakoloski vaznih spojeva kao §to su bambuterol, heroin, sukcinildikolin, aspirin, kokain,
amitriptilin, a odgovorna je i za fiziolosku hidrolizu grelina, hormona gladi.®* U novije vrijeme,
BChE se proucava kao nova meta za tretman neurodegenerativnih bolesti. AChE je esencijalan
enzim i njegovom inhibicijom dolazi do niza zdavstvenih problema, koji, ovisno o stupnju
inhibicije i primijenjenim antikolinergikom, mogu dovesti i do smrti. Za razliku od AChE,

inhibicija BChE ne utjece na funkcije organizma tako da osobe kojima je aktivnost BChE vrlo
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mala ili inhibirana, nemaju zdravstvenih poteskoca. 1z tog razloga BChE moze djelovati kao
Cista¢ organizma od inhibitora AChE, svojstvo koje se koristi kod trovanja organofosfornim
spojevima kao $to su bojni otrovi i neki pesticidi.®

Inhibitori ometaju ili onemogucuju aktivnost enzima, a u aktivno mjesto kolinesteraza
mogu se vezati nekovalentno ili kovalentno. Reverzibilni inhibitori vezu se ili u aktivno mjesto
enzima ¢ime kompetiraju S ACh, na periferno mjesto ili u oba mjesta na enzimu. Kompeticija
u aktivnom mjestu enzima direktno onemogucava hidrolizu supstrata, jer se vezanje supstrata i
inhibitora medusobno iskljucuje, dok vezanje inhibitora na periferno mjesto, vezanje supstrata
onemogucava indirektno. Donepazil i galantamin su reverzibilni inhibitori AChE koji se
primjenuju u tretmanu Alzheimerove bolesti i glaukoma, dok se oksimi kao reverzibilni
inhibitori AChE i/li BChE koriste kao antidoti prilikom trovanja organofosfornim bojnim
otrovima. Da bi neki inhibitor bio ireverzibilan, odnosno da se u aktivno mjesto kolinesteraza
veze kovalentno, njegova struktura mora oponasati strukturu prijelaznog stanja koja se javlja u
enzimu tijekom katalitickog ciklusa i kovalentno se vezati na aminokiselinu koja sudjeluje u
reakciji sa supstratom, odnosno na kataliti¢ki serin (Ser203 u hAChE). Primjer ireverzibilnih
inhibitora AChE su organofosforni bojni otrovi i pesticidi koji se kovalentno vezu na
hidroksilnu skupinu serina u aktivnom mjestu enzima fosforilirajuci tako enzim koji kao takav
viSe ne moZze hidrolizirati ACh. Mehanizam reaktivacije fosforilirane AChE ukljucuje
nukleofilni napad oksimske skupine na fosforilirani enzim pri ¢emu se koriste oksimi
metoksim, trimedoskim i obidoksim, kao standardni antidoti.

Cinchona alkaloidi i njihovi derivati izu¢avani su i kao inhibitori kolinesteraza. 9-O-
benzilni eter N-antracenilcinhonidinijevog bromida, XLI, slika 13, pokazao se kao
najselektivniji inhibitor s 250 puta vec¢im afinitetom prema BChE te N-antracenilcinhonidinijev
bromid, XXVI, s oko 190 puta veéim afinitetom prema BChE.*® Derivati kinina nisu pokazali
afinitet prema kolinesterazama iz ¢ega se moze zakljuciti da metoksi skupina na C6' polozaju

ima negativan utjecaj na vezanje supstrata u aktivno mjesto enzima.
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H,C= H,C=

e

R,=H XXIV R;=H XXVI
R;=OMe XXV R;=OMe XXVII

R,

R,=H, R,=H XXVIII
R,=OMe, R,=NO, XLIX

XL

R2
R,=H, R,=H XLI
R,=OMe, R,=NO, XLII

Slika 13. Derivati Cinchona alkaloida testiranih kao inhibitori kolinesteraza.
Molekulskim modeliranjem autori su pokusali objasniti selektivnost AChE i BChE prema
pripravljenim derivatima. Najstabilniji kompleks XLVIII:BChE, slika 13, s Ki 0,4 pmol/L,
stabiliziran je Trp82: =-x interakcijama koje stvara Trp82 s antracenskim prstenom i kation-z
interakcijama s kinuklidinskim atomom dusika te z-z interakcije Trp332 s kinuklidinskim
prstenom dok je kompleks XLVIII:AChE (Ki 71,1 pmol/L) stabiliziran samo hidrofobnim
interakcijama.

Druga grupa autora je evaluirala cinhonidin i cinhonin te njihove derivate kao selektivne
inhibitore BChE, slika 14.%
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H,C= H,C= Br
Br
N N N
| AN "//O | N 0 | X I//OH
\
N~ CH; N~ N~
XL XLIV XLV

Slika 14. Testirani derivati Cinchona alkaloida kao selektivni inhibitori BChE.

Od ispitanih derivata, C9-O-trimetilsililni derivat cinhonina, XLVI, slika 14, pokazao se kao
najselektivniji inhibitor s oko 400 puta veé¢im afinitetom prema BChE u odnosu na AChE.
Koriste¢i PCA autori su definirali kemijski prostor pripravljenih derivata. Bioaktivni derivati
karakterizirani su regijom koja je definirana malom molekularnom masom, visokom
aromaticno$¢u, umjerenom lipofilnoS¢u te ogranicenom fleksibilno§¢u molekule. Takoder,
molekularnim modeliranjem kompleksa XLVI:BChE pokazano je da XLVI moze stvarati
stabilizirajué¢e n-m interakcije s Trp82 dok kompleks XLVI:AChE ne moze potpuno uéi u

zdrijelo gdje se nalazi aktivno mjesto, slika 15.

Slika 15. C9-O-trimetilsililni derivat CN, XLVI, u aktivnom mjestu BChE.*
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Opce napomene
Komercijalno dostupni reagensi koriSteni su bez daljnjeg procis¢avanja ukoliko nije drugacije
navedeno. Suha otapala pripravljena su koristenjem standardnih laboratorijskih postupaka.®*

Tankoslojna kromatografija (engl. thin layer chromatography, TLC) izvodena je na
plo¢icama silikagela (HPTLC Kieselgel 60 Fzss, Merck, Darmstadt, Njemacka) a za
vizualizaciju je koriSteno ultraljubicasto svjetlo (4 = 254 nm) ili pare joda. Kromatografija na
stupcu izvodena je na silika gelu (Silica gel 60, 70-230 veli¢ina otvora sita, Sigma-Aldrich,
Steinhem am Albuch, Njemacka).

'H i C 1D i 2D NMR spektri snimljeni su na Bruker AV300 i/li 600 u deuteriranim
otapalima pri sobnoj temperaturi. Kemijski pomaci () izrazeni su u dijelovima na milijun
(ppm) a kao standard koristen je tetrametilsilan (TMS) ili signal otapala. Konstante sprege (J)
izraZene su u hercima (Hz). Signali su oznaceni kao br. s. (Siroki singlet), d (dublet), dd (dublet
dubleta), ddd (dublet dublet dubleta), t (triplet), q (kvartet), quin (quintet), m (multiplet).
Prilikom asignacije spektara, atomi vodika i ugljika kinuklidinskog prstena oznaéeni su
brojevimaod 1-11, atomi vodika i ugljika kinolinskog prstena oznaceni su S apostrofom a atomi
vodika i ugljika benzilnog prstena oznaceni su s dva apostrofa.

'H NMR spektri pri niskim temperaturama snimljeni su na NMR Bruker Avance 600 u
deuteriranom metanolu pri 25 °C, 10 °C, 0 °C, -10 °C, —20 °C, -30 °C, —40 °C i -50 °C.

Infracrveni (IR) spektri snimljeni su na Perkin-Elmer FTIR Spectrum-Two
spektrofotometru. Kruti uzorci snimani su tehnikom pastile kalijevog bromida, a tekuéi uzorci
na plo¢icama natrijevog klorida. Valni brojevi (v) izrazeni su u cm™.

Talista su odredena u otvorenim kapilarama na uredaju Buchi Melting Point B-450 i nisu
korigirana.

Opticka skretanja odredena su na polarimetru Optical Activity AA-10 pri sobnoj
temperaturi u kiveti dugoj 10 cm. Koncentracija otopine izraZena je kao masa uzorka u 100 mL
otopine (g/100 mL).

Spektri masa snimani su na spregnutom sustavu nanoUHPLC-MS/MS ThermoScientific
QEcaxtive Plus, a uzorci su pripravani u metanolu LC-MS ¢isto¢e (Honeywell, Seelze,

Njemacka).
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HPLC analize ¢istoce spojeva provedene su na Agilent 1260 HPLC sustavu (Agilent,
Santa Clara, SAD) opremljenim kvaternom pumpom (G7111B), termostatiranim kuéistem
kolone (G7116A), DAD detektorom (G7115A) i automatskim uzorkiva¢em (G7157). Koristena
je Zorbax Extend-C18 kolona veli¢ine Cestica 5 um, dimenzija 4,6 - 250 mm. Za analizu
kvaternih derivata koristen je eluens A: H20, eluens B: CH3CN, gradijentna metoda:
10/90/90/10/10 % B u vremenskim intervalima 0/10/15/20/25, volumen injektiranja 10 pL,
protok 1 mL/min, 2=290 nm. Za analizu karbamatnih derivata koriSten je eluens A:
H>0:MeOH:HsPO4, eluens B: MeOH, gradijentna metoda: 50/100/100/50/50 % B u
vremenskim intervalima 0/20/25/27/30, 1 mL/min, A=220 nm.
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3.2. Sinteza N-kvaternih derivata cinchonidina i cinhonina

3.2.1. Opci postupak

Cinhonidin/cinhonin (1 mmol) i odgovarajuci alkil-halogenid (1,05 mmol) refluksirani su u
toluenu a reakcija je pracena pomocu TLC-a (CHCIz : CH3OH) = 9 : 1. Reakcijska smjesa
ohladena je na sobnu temperaturu, istaloZzeni produkt profiltriran te prekristaliziran iz smjese

metanola i etera.

3.2.1.1 Sinteza N-metilcinhonidinijevog jodida (1)

Spoj 1 pripravljen je prema postupku 3.2.1. Dobiveno je 0,3 g spoja 1 (69 %); t: 222,5 °C;
[a]3* = —214° (c 0,1; MeOH); FTIR v/icm™: 3443 (O-H) 3172 (C-Har) 1511 (C=C) 1132
(C-N); *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ¢/ppm: 1,20-1,27 (1 H, m, H7a) 1,90-1,97 (1 H, m,
H4) 2,02-2,13 (3 H, m, H7b, H5) 2,78-2,84 (1 H, m, H3) 3,42 (3 H, s, CHz3) 3,43-3,47 (L H,
m, H6b) 3,64-3,77 (3 H, m, H8, H2) 4,16-4,22 (1 H, m, H6a) 4,96 (1 H, d, J=10,6 Hz, H11b)
5,15 (1 H, d, J=17,2 Hz, H11a) 5,69 (1 H, ddd, J=17,2, 10,6, 6,6 Hz, H10) 6,21 (1 H, m, H9)
6,58 (1 H, d, J=3,7 Hz, OH) 7,70-7,74 (1 H, m, H7") 7,75 (1 H, d, J=4,4 Hz, H3") 7,81-7,86
(1 H, m, H6’) 8,08-8,11 (1 H, m, H5”) 8,15 (1 H, d, J=8,4 Hz, H8’) 8,96 (1 H, d, J=4,4 Hz,
H2’); 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) &ppm: 19,8 (C7) 24,7 (C5) 25,7 (C4) 37,4 (C3) 48,5
(CHs) 54,5 (C6) 63,7 (C2) 64,3 (C9) 66,4 (C8) 116,3 (C11) 119,8 (C3”) 123,3 (C5”) 124,2 (C9’)
127,2 (C6°) 129,4 (C7°) 129,9 (C8*) 138,1 (C10) 145,2 (C10%) 147,6 (C4*) 150,1 (C2°), CHN
analiza: izracunato za CooH25IN2O: C 55,05; H 5,78; N 6,42 nadeno C 55,08; H 5,77; N 6,40.

3.2.1.2. Sinteza N-benzilcinhonidinijevog bromida (2)

Spoj 2 pripravljen je prema postupku 3.2.1. Dobiveno je 0,4 g spoja 2 (90 %); t; 185,6-186,7
°C; [@]3* = —155°(c0,1; MeOH); FTIR v/cm™: 3435 (O-H) 3115 (C-Har) 1506 (C=C) 1129
(C-N); *H NMR (300 MHz, DMSO-d6) &/ppm: 1,20-1,37 (1 H, m, H7a) 1,82 (1 H, m, H5b)
1,96-2,21 (3 H, m, H5a, H7b, H4) 2,69 (1 H, m, H3) 3,18-3,32 (2 H, m, H2b, H6b) 3,78 (1 H,
d, J=11,3 Hz, H2a) 3,94 (1 H, t, J=8,7 Hz, H8) 4,29 (1 H, t, J=10,6 Hz, H6a) 4,90-5,10 (2 H,
m, H11) 5,10-5,25 (2 H, m, CH) 5,68 (1 H, ddd, J=17,2, 10,6, 6,5 Hz, H10) 6,52-6,63 (1 H,
m, H9) 6,75 (1 H, d, J=4,5 Hz, OH) 7,54-7,66 (3 H, m, H4>*, H6**, H2’*) 7,70-7,91 (5H, m,
H6’, H3>, H5”*, H7°, H3’) 8,08-8,15 (1 H, m, H5") 8,31 (1 H, d, J=8,3 Hz, H8") 8,99 (1 H, d,
J=4,5 Hz, H2’); 3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) &ppm: 21,4 (C7) 24,7 (C5) 26,3 (C4) 37,3
(C3) 51,1 (C6) 59,7 (C2) 63,2 (CH2) 64,5 (C9) 68,1 (C8) 116,8 (C11) 120,6 (C3’) 124,2 (C5’)
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124,8 (C9°) 127,7 (C6°) 128,4 (C1°7) 129,4 (C7) 129,9 (C8”) 130,3 (C2”, C6>’) 130,6 (C4°")
134,2 (C37, C5°") 138,6 (C10) 145,7 (C10°) 148,1 (C4’) 150,6 (C2’); CHN analiza: izraéunato
za C26H29BrN,O: C 67,10; H 6,28; N 6,02 nadeno C 67,13; H 6,27; N 6,04.

3.2.1.3. Sinteza N-(4-brombenzil)cinhonidinijevog bromida (3)

Spoj 3 pripravljen je prema postupku 3.2.1. Dobiveno je 0,4 g spoja 3 (80 %); t: 234,9-235,8
°C; [@]3* = —176 °(c0,1; MeOH); FTIR v/cm™: 3436 (O-H) 3144 (C-Har) 1506 (C=C) 1071
(C-N); H NMR (600 MHz, DMSO0-d6) &/ppm: 1,20-1,36 (1 H, m, H7a) 1,80 (1 H, t, J=9,4
Hz, H5b) 1,93-2,02 (1 H, m, H4) 2,02-2,08 (1 H, m, H5a) 2,12 (1 H, dd, J=12,8; 8,1 Hz, H7b)
2,67 (LH, m,H3) 3,23 (1 H, td, J=11,4; 4,4 Hz, H6b) 3,32-3,35 (1 H, m, H2b) 3,61-3,76 (1 H,
m, H2a) 3,89 (1 H, t, J=9,0 Hz, H8) 4,17-4,30 (1 H, m, H6a) 4,95 (1 H, d, J=10,6 Hz, H11b)
4,99 (1 H, d, J=12,5 Hz, H11a) 5,11-5,17 (2 H, m, CH2) 5,67 (1 H, ddd, J=17,2; 10,6; 6,0 Hz,
H10) 6,48-6,59 (1 H, m, H9) 6,72 (1 H, d, J=4,4 Hz, OH) 7,68 (2 H, d, J=8,4 Hz, H2"’, H6"")
7,75 (1 H, td, J=7,6; 1,3 Hz, H3") 7,78-7,81 (3 H, m, H6’, H5*, H3"") 7,83-7,87 (1 H, m, H7")
8,09-8,13 (1 H, m, H5") 8,28 (1 H, d, J=8,1 Hz, H8") 8,98 (1 H, d, J=4,4 Hz, H2’); 13C NMR
(151 MHz, DMSO-d6), &/ppm: 20,8 (C7) 24,2 (C5) 25,8 (C4) 36,9 (C3) 50,6 (C6) 59,1 (C2)
61,9 (CH2) 64,1 (C9) 67,7 (C8) 116,3 (C11) 120,0 (C37) 123,5 (C5”) 124,0 (C9’) 124,3 (C4™’)
127,1 (C6’) 127,3 (CI) 129,4 (C7’) 129,9 (C8’) 131,9 (C5>°, C3”’) 135,8 (C6”, C2°) 138,0
(C10) 145,2 (C10%) 147,6 (C4’) 150,1 (C2’); CHN analiza: izraCunato za C2sH28Br2N20O: C
57,37, H5,19; N 5,15 nadeno C 57,33; H5,17; N 5,14.

3.2.1.4. Sinteza N-(4-metilbenzil)cinhonidinijevog bromida (4)

Spoj 4 pripravljen je prema postupku 3.2.1. Dobiveno je 0,34 g spoja 4 (72 %); t: 218,3-219,8
°C; [a]3* = —226° (c 0,1; MeOH); FTIR v/cm™: 3422 (O-H) 3120 (C—Har) 1586 (C=C)
1127 (C-N); 'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) &/ppm: 1,21-1,35 (1 H, m, H7a) 1,73- 1,89 (1
H, m, H5b) 1,99 (1 H, m, H4) 2,03-2,18 (2 H, m, H7b, H5a) 2,40 (3 H, s, CH3) 2,68 (1L H, s,
H3) 3,14-3,30 (2 H, m, H2b, H6b) 3,68 (1 H, d, J=12,8 Hz, H2a) 3,89 (1 H, t, J=8,8 Hz, H8)
4,22 (1 H, t, J=11,7 Hz, H6a) 4,88-5,00 (2 H, m, H11) 5,01-5,19 (2 H, m, CH2) 5,67 (1 H,
ddd, J=17,2, 10,5, 6,6 Hz) 6,55 (1 H, s, H9) 6,72 (1 H, d, J=4,1 Hz, OH) 7,39 (2 H, m, J=7,9
Hz, H5”’, H3*’) 7,59 (2 H, m, J=7,9 Hz, H2"’, H6"*) 7,70-7,91 (3 H, m, H7’, H3’, H6") 8,06
8,15 (1 H, m, H5") 8,27 (1 H, d, J=8,3 Hz, H8") 8,98 (1 H, d, J=4,1 Hz, H2"); 1*C NMR (75
MHz, DMSO-d6) &/ppm: 21,3 (CHs) 21,8 (C7) 24,7 (C5) 26,3 (C4) 37,3 (C3) 59,6 (C6) 62,3
(C2) 63,2 (CH2) 64,6 (C9) 68,00 (C8) 116,8 (C11) 120,5 (C3’) 124,1 (C5) 124,7 (C9*) 125,3
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(C1°°) 127,6 (C6°) 130,0 (C2*°, C4°*) 130,4 (C8’) 134,1 (C3”*, C5”") 138,6 (C10) 140,3 (C4™’)
145,7 (C10°) 148,1 (C4’) 150,7 (C2’); CHN analiza: izra¢unato za C>7H3:BrN2O: C 67,64; H
6,52; N 5,84 nadeno C 67,66; H 6,51; N 5,86.

3.2.15. Sinteza N-(4-nitrobenzil)cinhonidinijevog bromida (5)

Spoj 5 pripravljen je prema postupku 3.2.1. Dobiveno je 0,35 g spoja 5 (68 %); t: 193,5-194,5
°C; [a]3* = —317°(c 0,1; MeOH); FTIR v/cm™: 3433 (O-H) 3176 (C—Har) 1509 (C=C)
1519 (C-N); *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) &/ppm: 1,26-1,37 (1 H, m, H7a) 1,76-1,86 (1
H, m, H5b) 1,97-2,05 (1 H, m, H4) 2,05-2,12 (1 H, m, H5a) 2,12-2,18 (1 H, m, H7b) 2,65 (1
H, s, H3) 3,26 (1 H, td, J=11,6, 5,1 Hz, H6b) 3,34-3,38 (1 H, m, H2b) 3,81-3,87 (1 H, m, H2a)
3,97 (1 H, t, J=8,8 Hz, H8) 4,30-4,38 (1 H, m, H6a) 4,97 (1 H, d, J=10,6 Hz, H11a) 5,15-5,25
(2H, m, CH2) 5,33 (1 H, d, J=12,1 Hz, H11b) 5,68 (1 H, ddd, J=17,2; 10,6; 6,6 Hz, H10) 6,54—
6,61 (1 H, m, H9) 6,76 (1 H, d, J=4,4 Hz, OH) 7,74-7,79 (1 H, m, H6”) 7,81-7,88 (2 H, m,
H3’, H7’) 8,07 (2 H, m, J=8,4 Hz, H2*’, H6") 8,12 (1 H, d, J=8,4 Hz, H5*) 8,32 (1 H, d, J=8,4
Hz, H8) 8,43 (2 H, m, J=8,4 Hz, H5>>, H3"") 9,00 (1 H, d, J=4,4 Hz, H2"); 13C NMR (151
MHz, DMSO-d6) &/ppm: 20,9 (C7) 24,2 (C5) 25,7 (C4) 36,9 (C3) 50,9 (C6) 59,3 (C2) 61,4
(CH2) 64,1 (C9) 68,0 (C8) 116,4 (C11) 120,1 (C37) 123,6 (C5°) 123,7 (C3”*,C57") 124,3 (C9’)
127,20 (C6’, C7’) 129,4 (C5°) 129,9 (C8) 135,3 (CI) 135,3 (C6™’, C2°*) 138,0 (C10) 1451
(C4°°) 147,6 (C10°) 148,5 (C4’) 150,2 (C2’); CHN analiza: izratunato za C2eH2sBrNzOz: C
61,18; H 5,53; N 8,23 nadeno C 61,17; H 5,57; N 8,20.

3.2.1.6. Sinteza N-(4-klorbenzil)cinhonidinijevog bromida (6)

Spoj 6 pripravljen je prema postupku 3.2.1. Dobiveno je 0,41 g spoja 6 (82 %); t: 225,4-226,3
°C; [a]3* = —156° (c 0,1; MeOH); FTIR v/cm™: 3430 (O-H) 3117 (C-Har) 1506 (C=C)
1116 (C-N); 'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) &/ppm: 1,21-1,38 (1 H, m, H7a) 1,80 (1 H, t,
J=9,2 Hz, H5b) 2,00 (1 H, m, H4) 2,06-2,20 (2 H, m, H7b, H5a) 2,67 (1 H, m, H3) 3,15-3,25
(1 H, m, H6b) 3,35 (1 H, d, J=11,1 Hz, H2b) 3,72 (1 H, d, J=13,0 Hz, H2a) 3,91 (1 H, t, J=8,8
Hz, H8) 4,14-4,34 (1 H, m, H6a) 4,92-5,08 (2 H, m, CH) 5,11-5,23 (2 H, m, H11) 5,67 (1L H,
ddd, J=17,2, 10,6, 6,5 Hz, H10) 6,50-6,59 (1 H, m, H9) 6,71 (1 H, d, J=4,3 Hz, OH) 7,60-7,70
(2 H, m, H3’, H6’) 7,71-7,83 (4 H, m, ArH*”) 7,84-7,88 (1 H, m, H7”) 8,11 (1 H, d, J=8,5 Hz,
H5%) 8,28 (1 H, d, J=8,3 Hz, H8") 8,98 (1 H, d, J=4,5 Hz, H2"); 3C NMR (151 MHz, DMSO-
d6) o/ppm: 21,4 (C7) 24,7 (C5) 26,3 (C4) 37,4 (C3) 51,1 (C6) 59,7 (C2) 62,4 (CH2) 64,6 (C9)
68,24 (C8) 116,8 (C11) 120,5 (C3”) 124,1 (C5°) 124,7 (C9*) 127,4 (Cl) 127,7 (C6°) 129,5 (CT’)
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129,9 (C8’) 130,4 (C2°, C6’) 135,7 (C*’) 136,0 (C3”°, C5°”) 138,5 (C10) 145,7 (C10’) 148,1
(C4°)150,6 (C2’); CHN analiza: izra¢unato za C26H2sBrCIN2O: C 62,47; H 5,65; N 5,60 nadeno
C 62,44; H 5,66; N 5,63.

3.2.1.7. Sinteza N-metilcinhoninijevog jodida (7)

Spoj 7 pripravljen je prema postupku 3.2.1. Dobiveno je 0,27 g spoja 7 (60 %); t: 236,8-237,8
°C; [@]3* = +225°(c0,1; MeOH); FTIR v/icm™: 3446 (O—H) 3124 (C—Har) 1591 (C=N) 1132
(C-0); 'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ¢/ppm: 0,96-1,03 (1 H, m, H7a) 1,77-1,84 (1 H, m,
H5b) 1,86-1,91 (1 H, m, H5a) 1,93 (1 H, m, H4) 2,20 (1 H, t, J=11,6 Hz, H7b) 2,78 (1 H, q,
J=8,6 Hz, H3) 3,37 (3 H, s, CH3) 3,49-3,60 (2 H, m, H6b) 3,66 (1 H, t, J=9,4 Hz, H2a) 3,74 (1
H, t, J=11,4 Hz, H8) 4,22 (1 H, ddd, J=11,9, 9,0, 2,6 Hz, H6a) 5,23-5,27 (2 H, m, H11) 6,01
(1 H, ddd, J=17,4, 10,1, 7,0 Hz, H10) 6,20 (1 H, s, H9) 6,66 (1 H, d, J=3,3 Hz, OH) 7,70-7,74
(1 H, m, H7”) 7,76 (1 H, d, J=4,4 Hz, H3") 7,81-7,85 (1 H, m, H6") 8,10 (1 H, d, J=8,4 Hz,
H5%) 8,20 (1 H, d, J=8,1 Hz, H8”) 8,97 (1 H, d, J=4,4 Hz, H2"); *C NMR (101 MHz, DMSO-
d6) o/ppm: 19,6 (C7) 23,3 (C5) 26,2 (C4) 37,2 (C3) 48,0 (CH3) 58,5 (C6) 59,9 (C2) 64,9 (C9)
65,7 (C8) 117,0 (C11) 119,8 (C3°) 123,4 (C5°) 124,2 (C9’) 127,2 (C6°) 129.,4 (C7°) 129,8 (C8’)
137,0 (C10) 144,8 (C10) 147,6 (C4’) 150,1 (C2’); CHN analiza: izracunato za C20H25IN20: C
55,05; H 5,78; N 6,42 nadeno C 55,02; H 5,75; N 6,40.

3.2.1.8. Sinteza N-benzilcinhoninijevog bromida (8)

Spoj 8 pripravljen je prema postupku 3.2.1. Dobiveno je 0,28 g spoja 8 (61 %); t: 259,3-260,5
°C; [a]3* = +136° (c 0,1, MeOH); FTIR vicm™: 3444 (O-H) 3187 (C—Har) 1512 (C=N)
1071 (C-0); *H NMR (300 MHz, DMSO-d6) &ppm 0,99-1,12 (1 H, m, H7a) 1,78 (2 H, d,
J=8,3 Hz, H5) 1,87 (1 H, m, H4) 2,30 (1 H, t, J=11,5 Hz, H7b) 2,65 (1 H, g, J=8,0 Hz, H3)
2,88-3,03 (L H, m, H2b) 3,48 (1 H, t, J=11,2 Hz, H6b) 3,88-4,06 (2 H, m, H2a, H8) 4,24 (1 H,
t, J=9,4 Hz, H6a) 4,98 (1 H, d, J=12,3 Hz, CH2) 5,14 (1 H, d, J=12,3 Hz, CH2) 5,18-5,29 (2
H, m, H11) 5,93-6,08 (1 H, m, H10) 6,53 (1 H, s, H9) 6,82 (1 H, d, J=3,9 Hz, OH) 7,55-7,62
(3 H, m, H3’, H6°, H7*) 7,71-7,89 (5 H, m, Ar H’*) 8,11 (1 H, d, J=8,3 Hz, H5°) 8,36 (1 H, d,
J=8,3 Hz, H8’) 8,99 (1 H, d, J=4,3 Hz, H2’); *C NMR (75 MHz, DMSO0-d6) &ppm: 21,2 (C7)
23,4 (C5) 26,8 (C4) 37,1 (C3) 54,3 (C6) 56,5 (C2) 62,8 (C5) 65,2 (C9) 67,6 (C8) 117,5 (C11)
120,6 (C3”) 124,4 (C5°) 124,9 (C9’) 127,7 (C6’) 128,4 (C1°*) 129,4 (C3”*, C5”°) 129,9 (CT’)
130,3 (C8) 130,6 (C4°*) 134,3 (C2, C6°°) 137,6 (C10) 145,5 (C107) 148,1 (C4’) 150,6 (C2);
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CHN analiza: izracunato za C2sH20BrN2O: C 67,10; H 6,28; N 6,02 nadeno C 67,13; H 6,27; N
6,04.

3.2.1.9. Sinteza N-(4-brombenzil)cinhoninijevog bromida (9)

Spoj 9 pripravljen je prema postupku 3.2.1. Dobiveno je 0,39 g spoja 9 (72 %); t: 236-237 °C,
[a]3* = +98°(c0,1; MeOH); FTIR v/cm™: 3438 (O—H) 3142 (C—Har) 1508 (C=N) 1070 (C-
0); 'H NMR (400 MHz, CDCls) &ppm: 0,81-0,93 (1 H, m, H7a) 1,26-1,43 (2 H, m, H5) 1,80
(1 H, m, H4) 2,04-2,15 (1 H, m, H7b) 2,24-2,39 (1 H, m, H3) 2,65-2,78 (1 H, m, H2b) 3,20 (1
H, t, J=11,3 Hz, H6b) 4,05-4,23 (2 H, m, H8, H2a) 4,46 (1 H, ddd, J=12,2; 9,3; 2,3 Hz, H6a)
5,19 (1 H, d, J=17,2 Hz, H11a) 5,23-5,40 (2 H, m, CH2) 5,84 (1 H, ddd, J=17,3; 10,2; 7,2 Hz,
H10) 6,30 (1 H, d, J=12,1 Hz, H9) 6,56 (1 H, d, J=5,9 Hz, OH) 6,89-7,02 (2 H, m, H3’, H6")
7,34 (2 H, d, J=8,6 Hz, H3”’, H5>") 7,47-7,58 (3 H, m, H2"’, H6”*, H7") 7,86 (1 H, d, J=4,658
Hz, H5%) 8,24 (1 H, d, J=7,8 Hz, H8) 8,84 (1 H, d, J=4,3 Hz, H2’); 1*C NMR (101 MHz,
CDCls) d/ppm: 21,8 (C7) 23,7 (C5) 27,1 (C4) 38,0 (C3) 53,7 (C6) 56,2 (C2) 60,4 (CH2) 65,6
(C9) 66,9 (C8) 118,3 (C11) 119,6 (C3°) 123,0 (C5°) 123,3 (C9’) 125,4 (C4’) 125,9 (C1*")
127,1 (C6°) 128,2 (C7°) 129,5 (C8’) 132,0 (C2*°, C6°*) 135,0 (C10) 135,5 (C3°*, C5°*) 144,0
(C10%) 146,9 (C4’) 149,4 (C2’); CHN analiza: izracunato za CosH28Br.N20O: C 57,37; H 5,19;
N 5,15 nadeno C 57,36; H 5,18; N 5,16.

3.2.1.10. Sinteza N-(4-metilbenzil)cinhoninijevog bromida (10)

Spoj 10 pripravljen je prema postupku 3.2.1. Dobiveno je 0,38 g spoja 10 (80 %); t: 231,2 - 232
°C; [a]3* = +186°(c 0,1; MeOH); FTIR v/cm™: 3433 (O-H) 3120 (C-Har) 1591 (C = N)
1068 (C-0); *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) &/ppm: 1,01-1,08 (1 H, m, H7a) 1,71-1,80 (2
H, m, H5) 1,87 (1 H, m, H4) 2,29 (1 H, t, J=11,4 Hz, H7b) 2,41 (3 H, s, CH3) 2,65 (1 H,q, J =
8,56 Hz, H3) 2,91-2,99 (1 H, m, H2b) 3,47 (1 H, t, J=11,4 Hz, H6b) 3,88-3,97 (2 H, m, H8,
H2a) 4,17-4,24 (1 H, m, H6a) 4,92 (1 H, d, J=12,5 Hz, H11b) 5,06-5,10 (1 H, m, H11a) 5,19-
5,27 (2 H, m, CH2) 6,01 (1 H, ddd, J=17,1; 10,5; 7,0 Hz, H10) 6,52 (1 H, s, H9) 6,81 (1 H, d,
J=3,7 Hz, OH) 7,39 (2 H, m, J=7,4 Hz, H3’, H6") 7,62-7,67 (2 H, m, H3”, H5”) 7,72— 7,77
(1 H, m, H7’) 7,82-7,88 (2 H, m, H2”, H6”) 8,12 (1 H, d, J=8,1 Hz, H5") 8,32-8,38 (1L H, m,
HS’) 8,99 (1 H, d, J=4,4 Hz, H2"); 13C NMR (151 MHz, DMSO0-d6) &/ppm: 20,6 (C7) 20,8
(CH3) 22,9 (C5) 26,3 (C4) 36,6 (C3) 53,6 (C6) 55,9 (C2) 62,1 (CH2) 64,7 (C9) 67,0 (C8) 117,0
(C11) 120,0 (C3°) 123,8 (C5°) 124,3 (C4”) 124,8 (C1”) 127,2 (C6’) 129,4 (C7*) 129,5 (C2”,
C6) 129,7 (C8’) 133,6 (C3”, C5”) 137,1 (C10) 139,8 (C4™) 145,0 (C10°) 147,6 (C4’) 150,1
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(C2’); CHN analiza: izracunato za Co7H31BrN2O: C 67,64; H 6,52; N 5,84 nadeno C 67,65; H
6,50; N 5,85.

3.2.1.11. Sinteza N-(4-nitrobenzil)cinhoninijevog bromida (11)

Spoj 11 pripravljen je prema postupku 3.2.1. Dobiveno je 0,33 g spoja 11 (65 %); t; 239,8—
240,6 °C; [a]3* = +108° (c 0,1; MeOH); FTIR v/cm™: 3427 (O-H) 3200 (C—Har) 1589
(C=N) 1103 (C-0); *H NMR (400 MHz, CDCl3) &/ppm: 0,81-0,88 (1 H, m, H7a) 1,25-1,41
(1 H, m, H5b) 1,77-1,88 (2 H, m, H4, H5a) 2,09-2,17 (1 H, m, H7b) 2,30-2,39 (1 H, m, H3)
2,70-2,81 (L H, m, H2b) 3,17 (1 H, t, J=11,3 Hz, H6b) 4,13-4,26 (2 H, m, H8, H2a) 4,55 (1 H,
ddd, J=12,1, 9,4, 2,0 Hz, H6a) 5,22 (1 H, d, J=17,2 Hz, H11a) 5,28 (1 H, d, J=10,2 Hz, H11b)
5,60-5,72 (1 H, m, CH2a) 5,85 (1 H, ddd, J=17,3, 10,4, 7,0 Hz, H10) 6,40-6,44 (1 H, m, H9)
6,47-6,53 (2 H, m, OH, CH2b) 6,93-7,02 (2 H, m, H3’, H7") 7,51-7,55 (1 H, m, H6") 7,84 (1
H, d, J=4,3 Hz, H5’) 7,87-7,95 (4 H, m, Ar H>*) 8,22-8,28 (1 H, m, H8") 8,84 (1 H, d, J=4,7
Hz, H2’); C NMR (101 MHz, CDCls) /ppm: 21,8 (C7) 23,7 (C5) 27,0 (C4) 37,9 (C3) 54,3
(C6) 56,6 (C2) 59,7 (CH2) 65,6 (C9) 67,4 (C8) 118,6 (C11) 119,5 (C3°) 122,8 (C5°) 123,2
(C3”, C5°°) 123,2 (C9°) 127,1 (C6°) 128,2 (C7°) 129,7 (C8) 134,2 (C1°*) 134,6 (C10) 1354
(C2°, C6’’); CHN analiza: izracunato za C2eH2sBrNzO3: C 61,18; H 5,53; N 8,23 nadeno C
61,20; H 5,54; N 8,23.

3.2.1.12. Sinteza N-(4-klorbenzil)cinhoninijevog bromida (12)

Spoj 12 pripravljen je prema postupku 3.2.1. Dobiveno je 0,36 g spoja 12 (72 %); t: 248,6—
249,8 °C; [a]3* = +173° (¢ 0,1; MeOH); FTIR v/icm™: 3435 (O-H) 3131 (C-Ha/) 1584
(C=N) 1062 (C-N); *H NMR (400 MHz, CDCl3) ¢/ppm: 0,81-0,93 (1 H, m, H7a) 1,26-1,43
(2 H, m, H5) 1,80 (1 H, m, H4) 2,04-2,15 (1 H, m, H7h) 2,24-2,39 (1 H, m, H3) 2,65-2,78 (1
H, m, H2b) 3,20 (1 H, t, J=11,3 Hz, H6b) 4,05-4,23 (2 H, m, H8, H2a) 4,46 (1 H, ddd, J=12,2;
9,3; 2,3 Hz, H6a) 5,19 (1 H, d, J=17,2 Hz, H11a) 5,23-5,40 (2 H, m, CH2) 5,84 (1 H, ddd,
J=17,2;10,2; 7,2 Hz, H10) 6,30 (1 H, d, J=12,1 Hz, H9) 6,56 (1 H, d, J=5,9 Hz, OH) 6,89-7,02
(2 H, m, H3’, H6°) 7,34 (2 H, d, J=8,6 Hz, H3"’, H5>") 7,47-7,58 (3 H, m, H2>*, H6"’, H7")
7,86 (1 H, d, J=4,7 Hz, H5") 8,24 (1 H, d, J=7,8 Hz, H8") 8,84 (1 H, d, J=4,3 Hz, H2"); 13C
NMR (101 MHz, CDCls) &/ppm: 21,8 (C7) 23,7 (C5) 27,1 (C4) 38,0 (C3) 53,7 (C6) 56,2 (C2)
60,4 (CH2) 65,6 (C9) 66,9 (C8) 118,3 (C11) 119,6 (C37) 123,0 (C5”) 123,3 (C9’) 125,4 (C4*’)
125,9 (C1’) 127,1 (C6) 128,2 (C7°) 129,5 (C8’) 132,0 (C2°*, C6°*) 135,0 (C10) 135,5 (C3”,
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C57) 144,0 (C10%) 146,9 (C4’) 149,4 (C2’); CHN analiza: izracunato za C2sH2sBrCIN,O: C
62,47; H 5,65; N 5,60 nadeno C 62,43; H5,67; N 5,61.

3.2.2. Opci postupak

Cinhonidin/cinhonin (1 mmol) i odgovarajuci alkil-halogenid (1,05 mmol) refluksirani su u 2-
propanolu a reakcija je pra¢ena pomoc¢u TLC (CHCls : CH3OH) = 9 : 1. Reakcijska smjesa
ohladena je na sobnu temperaturu, istaloZzeni produkt profiltriran te prekristaliziran iz smjese

metanola i etera.

3.2.2.1. Sinteza N-(2-fluorbenzil)cinhonidinijevog bromida (13)

Spoj 13 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,69 g spoja 13 (69 %); t: 207 °C;
[a]3* = —188° (c 0,1; MeOH); t- 7,31 min; FTIR vicm™: 3430 (O-H) 3117 (C—Ha:) 1589
(C=N) 1506 (C=C) 1116 (C-N) 775 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 1,44 (1 H,
dtd, J=13,42; 6,56; 3,79 Hz, H7a) 1,87-1,97 (1 H, m, H5b) 2,10 (1 H, d, J=2,69 Hz, H4) 2,22—
2,34 (2 H, m, H5a, H7b) 2,73-2,81 (1 H, m, H3) 3,59 (1 H, dd, J=12,35; 10,64 Hz, H6b) 3,70-
3,77 (1 H, m, H2b) 4,05-4,13 (1 H, m, H8) 4,48-4,58 (1 H, m, H6a) 5,00-5,03 (1 H, m, CH2a)
5,04 (1 H, m, CH2b) 5,18 (1 H, dt, J=17,30; 1,13 Hz, H11a) 5,37 (1 H, d, J=12,72 Hz, H11y)
5,72 (1 H, ddd, J=17,18, 10,45, 6,85 Hz, H10) 6,68-6,72 (1 H, m, H9) 7,36-7,47 (2 H, m, H3",
H6") 7,65-7,72 (1 H, m, H3") 7,81-7,93 (3 H, m, ArH", H7") 7,97-8,01 (1 H, m, H6") 8,15 (1
H, dd, J=8,31; 1,22 Hz, H8") 8,34 (1 H, dd, J=8,44; 1,10 Hz, H5') 8,97 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2";
13C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 22,7 (C7) 26,11 (C5) 27,93 (C4) 39,35 (C3) 53,05
(C6) 58,65 (C2) 58,65 (CH>) 66,53 (C9) 69,85 (C8) 116. 45 (C1”’, Jc-r=13,5Hz) 117,70 (C11)
117,74 (C37, Jc./=21,9 Hz) 121,48 (C3°) 124,27 (C7*) 126,26 (C9’) 126,58 (C5”*, Jc_r=3,4
Hz) 129,33 (C6’) 130,51 (C5”) 131,36 (C8”) 134,87 (C4”’, Jic-r=8,8 Hz) 137,07 (C6’, J(c-
5=2,06 Hz) 138,86 (C10°) 147,67 (C10’) 148,90 (C4*) 151,21 (C2°) 163,84 (C2’, Jic_;=249,0
Hz); HRMS/*ESI: izracunato za C2sH28FN20O* 403,2180 nadeno 403,2182.

3.2.2.2. Sinteza N-(3-fluorbenzil)cinhonidinijevog bromida (14)

Spoj 14 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,72 g spoja 14 (70 %); t; 207 °C;
[a]3* = —205° (c 0,1; MeOH); t; 7,32 min; FTIR vicm™: 3405 (O-H) 3190 (C—Har) 1589
(C=N) 1155 (C—N) 775 (C—F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 1,33 (1 H, ddt, J=13,42;
10,12; 3,39 Hz, H7a) 1,77-1,87 (1 H, m, H5b) 2,00 (1 H, d, J=2,69 Hz, H4) 2,11-2,25 (2 H, m,
H5a, H7b) 2,60-2,70 (1 H, m, H3) 3,31-3,38 (1 H, m, H2a) 3,41 (1 H, dd, J=12,59; 10,64 Hz,
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H6a) 3,58 — 3,66 (1 H, m, H2b) 3,93 (1 H, t, J=9,17 Hz, H8) 4,35 — 4,45 (1 H, m, H6b) 4,92 (1
H, dt, J=10,39; 1,16 Hz, CH2a) 4,99 (1 H, d, J=12,23 Hz, CH2b) 5,08 (1 H, dt, J=17,24; 1,04
Hz, H11a) 5,13 (1 H, d, J=12,47 Hz, H11b) 5,61 (1 H, ddd, J=17,24; 10,51, 6,72 Hz, H10) 6,52
-6,58 (1H, m,H9) 7,24 -7,31 (1 H, m, H3") 7,48 — 7,56 (3 H, m, ArH", H7") 7,71 — 7,81 (2
H, m, ArH") 7,86 — 7,90 (1 H, m, H6") 8,05 (1 H, dd, J=8,31; 1,22 Hz, H8") 8,22 (1 H, dd,
J=8,31; 0,98 Hz, H5') 8,87 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2"); 3C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &/ppm:
22,67 (C7) 26,05 (C5) 28,07 (C4) 39,25 (C3) 53,03 (C6) 62,24 (C2) 64,51 (CH>) 66,45 (C9)
70,01 (C8) 117,70 (C11) 118,83 (C2", Jc =21,4 Hz) 121,49 (C3') 121,81 (C4", Jic.7=23,1
Hz) 124,27 (C7") 126,23 (C9") 129,35 (C6') 130,51 (C5") 131,11 (C6", Jc-r=3,8 Hz) 131,25
(C1", Jc-7=6,9 Hz) 131,34 (C8") 132,40 (C5", Jc-Fr=7,9 Hz) 138,83 (C10) 147,63 (C10"
148,88 (C4') 151,20 (C2) 164,38 (C3", Jc-r=247,0 Hz); HRMS/'ESI: izratunato za
Co6H28FN20" 403,2180, nadeno 403,2181.

3.2.2.3. Sinteza N-(4-fluorbenzil)cinhonidinijevog bromida (15)

Spoj 15 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,84 g spoja 15 (79 %); t; 210 °C;
[a]3* = —260° (c 0,1; MeOH); t; 7,29 min; FTIR vicm™: 3412 (O-H) 3181 (C-Har) 1607
(C=N) 1164 (C-0O) 775 (C-F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 1,43 (1 H, dtd, J=13,33;
6,54; 3,91 Hz, H7a) 1,85-1,97 (1 H, m, H5b) 2,10 (1 H, d, J=2,69 Hz, H4) 2,22-2,36 (2 H, m,
H7b, H5a) 2,71-2,79 (1 H, m, H3) 3,38-3,55 (m, 2 H, H2a, H6b) 3,65-3,74 (m, 1 H, H8) 3,98
4,07 (m, 1 H, H2b) 4,40-4,52 (m, 1 H, H6a) 4,99-5,09 (m, 2 H) 5,14-5,25 (m, 2 H) 5,70 (ddd,
J=17,18; 10,45; 6,85 Hz, 1 H) 6,62-6,69 (m, 1 H) 7,30-7,38 (m, 2 H) 7,79-7,85 (m, 3 H) 7,86—
7,91 (m, 1 H) 7,98 (dd, J=4,65; 0,73 Hz, 1 H) 8,14 (dd, J=8,44; 1,10 Hz, 1 H, H8") 8,32 (1 H,
dd, J=8,31; 0,98 Hz, H5’) 8,97 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2"); 13C NMR (101 MHz, MeOD-d3)
olppm: 22,64 (C7) 26,05 (C5) 28,17 (C4) 39,25 (C3) 52,71 (C2) 61,99 (C6) 64,37 (CH-) 66,43
(C9) 69,81 (C8) 117,45 (C3", C5", Jic-n=22,1 Hz) 117,66 (C11) 121,48 (C3') 124,27 (C8')
125,00 (C1", Jc-r=3,3 Hz ) 126,23 (C9") 129,35 (C6") 130,52 (C5') 131,34 (C7") 137,23 (C2",
C6", Jc-r=8,7 Hz) 138,88 (C10) 147,68 (C10") 148,88 (C4") 151,20 (C2") 165,67 (C4", Jc-
;=249,5 Hz); HRMS/'ESI: izra¢unato za C26H2sFN20O" 403,2180, nadeno 403,2180.

3.2.2.4. Sinteza N-(3-trifluormetilbenzil)cinhonidinijevog bromida (16)

Spoj 16 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,76 g spoja 16 (68 %); t: 216 °C;
[a]3* = —236°(c 0,1; MeOH); t; 8,05 min; FTIR vicm™: 3439 (O-H) 3030 (C—Har) 1590
(C=N) 1168 (C-0) 776 (C-F); H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 1,40-1,50 (1 H, m,
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H7a) 1,86-1,97 (1 H, m, H5b) 2,10 (1 H, d, J=2,69 Hz, H4) 2,23-2,36 (2 H, m, H5a, H7b)
3,37-3,53 (2 H, m, H2a, H6b) 3,73-3,81 (1 H, m, H2b) 4,02-4,11 (1 H, m, H8) 4,54 (1 H, tdd,
J=11,40, 11,40, 5,20, 3,06 Hz, H6a) 5,02 (1 H, dt, J=10,39; 1,16 Hz, H11a) 5,16-5,22 (2 H, m,
H11b; CH2a) 5,33 (1 H, d, J=12,47 Hz, CH2b) 5,71 (1 H, ddd, J=17,24; 10,51; 6,72 Hz, H10)
6,67-6,70 (1 H, m,) 7,80-7,91 (3 H, m,) 7,93 (1 H, d, J=7,82 Hz,) 7,97-8,00 (1 H, m,) 8,08 (1
H, d, J=7,58 Hz,) 8,13-8,16 (2 H, m,) 8,34 (1 H, dd, J=8,31, 0,98 Hz, H8') 8,97 (1 H, d, J=4,40
Hz, H2); 3C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &ppm: 21,13 (C7) 24,49 (C5) 26,58 (C4) 37,71
(C3) 51,48 (C6) 60,58 (C2) 62,84 (CH2) 64,92 (C9) 68,58 (C8) 116,22 (C11) 119,95 (C3)
122,77 (C7') 124,96 (C1", Jic-p=52 Hz) 127,14 (C4", Jc_r=3,2 Hz) 127,84 (C6') 128,77 (C9)
128,98 (C5') 129,82 (C8') 130,12 (C2", Jic_r=3,4 Hz) 131,24 (C3", Jc_ /=32 Hz) 137,24 (C10)
137,41 (C6", Jc.m=1,6 Hz) 146,04 (C10") 147,36 (C4') 149,67 (C2'); HRMS/*ESI: izraéunato
28 Co7HosF3sN2O" 453,2148 nadeno 453,2148.

3.2.25. Sinteza N-(4-trifluormetilbenzil)cinhonidinijevog bromida (17)

Spoj 17 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,73 g spoja 17 (73 %); t; 221,2 —
222,0 °C; [a]3* = —207 ° (c 0,1; MeOH); t 8,13 min; FTIR v/cm™: 3428 (O-H) 2951 (C-
Har) 1591 (C=N) 1136 (C-O) 776 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm 1,44 (1 H,
ddt, J=13,45; 10,09; 3,39, H7a) 1,85-1,96 (1 H, m, H5b) 2,10 (1 H, d, J=2,69 Hz, H4) 2,21
2,39 (2 H, m, H5a; H7b) 2,70-2,79 (1 H, m, H3) 3,38-3,45 (1 H, m, H2a) 3,45-3,57 (1 H, m,
Héb) 3,71-3,80 (1 H, m, H2b) 4,06 (1 H, t, J=9,17 Hz, H8) 4,48-4,59 (1 H, m, H6a) 5,02 (1 H,
dt, J=10,39; 1,16 Hz, H11a) 5,13-5,24 (2 H, m, CH2a, H11b) 5,31 (1 H, d, J=12,47 Hz, CH2b)
5,71 (1 H, ddd, J=17,18; 10,45; 6,85 Hz, H10) 6,64-6,71 (1 H, m, H9) 7,78-7,94 (4 H, m,
ArH*) 7,95-8,04 (3 H, m, H6’, H7’, H3") 8,15 (1 H, dd, J=8,31; 1,22 Hz, H5") 8,34 (1 H, dd,
J=8,44; 1,10 Hz, HY") 8,97 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2’); 13C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &ppm:
21,16 (C7) 24,49 (C5) 26,52 (C4) 46,96 (C3) 51,55 (C6) 60,72 (C2) 62,74 (CH2) 64,95 (C9)
68,54 (C8) 116,17 (C11) 119,95 (C3°) 122,77 (C3**, C5°*) 124,67 (C9°) 125,74 (CF3, Jic_7=4,0
Hz) 127,83 (C7°) 128,95 (C6°) 129,79 (C8) 131,75 (C1”°, Jc-m=1,5 Hz) 132,10 (C4”*, Jc_
7=32,3 Hz) 134,41 (C5’) 137,24 (C10) 146,02 (C10’) 147,33 (C4’) 149,64 (C2’); HRMS/*ESI:
izraGunato za C27H28F3N20" 453,2148 nadeno 453,2150.

3.2.2.6. Sinteza N-(3,5-difluorbenzil)cinhonidinijevog bromida (18)
Spoj 18 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,28 g spoja 18 (38 %); t: 231 °C;
[a]3* = —217°(c 0,1; MeOH); tr 7,46 min; FTIR vicm™: 3414 (O-H) 3032 (C-Har) 1595
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(C=N) 1122 (C-0O) 783 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) §/ppm: 1,43 (1 H, ddt, J=13,30;
10,00; 3,52 Hz, H7a) 1,86-1,97 (1 H, m, H5b) 2,11 (1 H, d, J=2,69 Hz, H4) 2,22-2,36 (2 H, m,
H5a, H7b) 2,77 (1 H, br. s., H3) 3,42-3,59 (2 H, m, H2a, H6b) 3,66-3,75 (1 H, m, H2a) 3,97—
4,06 (1 H, m, H8) 4,45-4,56 (1 H, m, H6a) 5,02 (1 H, dt, J=10,51; 1,10 Hz, CH2a) 5,08 (1 H,
d, J=12,47 Hz, H11a) 5,16-5,25 (2 H, m, CH2b, H11b) 5,70 (1 H, ddd, J=17,12; 10,51; 6,60
Hz, H10) 6,62-6,65 (1 H, m, H9) 7,27 (1 H, tt, J=9,05; 2,32 Hz, H4™") 7,44-7,52 (2 H, m, H2"",
H6’”) 7,80-7,91 (2 H, m, H6°, H7”) 7,98 (1 H, d, J=4,40 Hz, H3’) 8,15 (1 H, dd, J=8,31; 1,22
Hz, H8") 8,31 (1 H, dd, J=8,44: 0,86 Hz, H5’) 8,97 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2"); 13C NMR (101
MHz, MeOD-da) d/ppm: 22,70 (C7) 26,05 (C5) 27,96 (C4) 39,23 (C3) 53,20 (C2) 62,31 (C6)
63,90 (CH2) 66,46 (C9) 70,19 (C8) 107,30 (C4", Jic_n=25,5 Hz) 116,20 (C11) 116, 71 (C2*",
C6°", Jc_m=18,5 Hz) 119,96 (C3) 122,76 (C8*) 124,66 (C9*) 127,84 (C7°) 128,97 (C5”) 129,80
(C6°) 131,10 (C1”°, J(c-F=9,5 Hz) 147,53 (C10°) 148,87 (C4’) 151,10 (C2’) 163,20 (C3>°, C5”’,
Jc-r=249,4 Hz); HRMS/'ESI: izraGunato za C26H27F2N2O" 421,2086 nadeno 421,2087.

3.2.2.7. Sinteza N-(3,4-difluorbenzil)cinhonidinijevog bromida (19)

Spoj 19 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,66 g spoja 19 (79 %); t: 227 °C;
[a]3* = —163°(c 0,1; MeOH); t; 7,49 min; FTIR vicm™: 3414 (O-H) 2898 (C—Har) 1590
(C=N) 1122 (C-0) 783 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 1,27-1,39 (1 H, m,
H7a) 1,77-1,89 (1 H, m, H5b) 2,02 (1 H, d, J=2,93 Hz, H4) 2,14-2,27 (2 H, m, H5a, H7b)
2,62-2,71 (1 H, m, H3) 3,30-3,39 (1 H, m, H2b) 3,39-3,46 (1 H, m, H6b) 3,53-3,63 (1 H, m,
H2a) 3,87-3,96 (1 H, m, H8) 4,30-4,46 (1 H, m, H6a) 4,90-5,00 (2 H, m, CH2) 5,05-5,17 (2
H, m, H11) 5,61 (1 H, ddd, J=17,18; 10,45; 6,85 Hz, H10) 6,52-6,59 (1 H, m, H9) 7,43 (1 H,
dt, J=10,27; 8,31 Hz, H2>*) 7,49-7,55 (1 H, m, H6"") 7,67-7,83 (3 H, m, H5>>, H6’, H7’) 7,89
(1 H, dd, J=4,65; 0,49 Hz, H3") 8,06 (1 H, dd, J=8,44; 1,10 Hz, H8’) 8,21 (1 H, dd, J=8,56,
0,98 Hz, H5) 8,88 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2"); *C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 21,15
(C7) 24,49 (C5) 29,30 (C4) 37,68 (C3) 51,32 (C2) 60,49 (C6) 62,33 (CH2) 64,90 (C9) 68,40
(C8) 116,15 (C11) 117,90 (C5”’, , Jic-F=25,5 Hz) 119,95 (C3’) 122,60 (C2”’, Jc-r=18,1 Hz)
122,80 (C8’) 124,59 (s, 1 C) 124,60 (C9°) 124,65 (C1”°, Jc_r=6,1 Hz) 127,86 (C7’) 128,86
(C5°) 129,81 (C6%) 130,79 (C6”, Jc-r=4,1 Hz) 137,25 (C10) 146,14 (C10°) 147,21 (C4’)
150,20 (C4°, J(c-r=236,25 Hz) 150,20 (C3”*, Jic-r=251,02 Hz); HRMS/'ESI: izratunato za
CosH27F2N20" 421,2086 nadeno 421,2086.

Alma Rami¢ Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 49

3.2.2.8. Sinteza N-(2,3-difluorbenzil)cinhonidinijevog bromida (20)

Spoj 20 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,65 g spoja 20 (65 %); t: 231 °C;
[a]3* = —139°(c 0,1; MeOH); t; 7,27 min; FTIR vicm™: 3412 (O-H) 2979 (C-Har) 1596
(C=N) 1116 (C-O) 774 (C—F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 1,41 (1 H, ddt, J=13,33;
10,03, 3,48, 3,48 Hz, H7a) 1,85-1,96 (1 H, m, H5b) 2,05-2,12 (1 H, m, H4) 2,19-2,32 (2 H,
m, H5a, H7b) 2,76 (1 H, br. s., H3) 3,54-3,64 (1 H, m, H6Db) 3,72-3,82 (1 H, m, H2b) 4,10 (1
H, t, J=9,05 Hz, H8) 4,46-4,58 (1 H, m, H6a) 5,00 (1 H, d, J=10,27 Hz, CH2a) 5,10 (1 H, d,
J=12,72 Hz, H11a) 5,17 (1 H, d, J=17,36 Hz, CH2b) 5,38 (1 H, d, J=12,72 Hz, H11b) 5,70 (1
H, ddd, J=17,24; 10,51; 6,72 Hz, H10) 6,63-6,70 (1 H, m, H9) 7,36-7,45 (1 H, m, H6"*) 7,51~
7,60 (1 H, m, H4°*) 7,69 (1 H, t, J=6,72 Hz, H5"") 7,78-7,90 (2 H, m, H6’, H7") 7,97 (1 H, d,
J=4,65 Hz, H3’) 8,10-8,15 (1 H, m, H8’) 8,34 (1 H, d, J=8,31 Hz, H5’) 8,95 (1 H, d, J=4,65
Hz, H2’); C NMR (101 MHz, MeOD-ds) &ppm: 21,21 (C7) 24,58 (C5) 26,32 (C4) 37,80
(C3) 51,70 (C2) 56,60 (C6) 60,80 (CH2) 65,03 (C9) 68,41 (C8) 116,20 (C11) 117,40 (C1,
Jc./=10,0 Hz) 119,94 (C3’) 120,14 (C8’) 122,81 (C4’*) 124,69 (C9°) 125,15 (s, 1 C) 125,21
(C5”°, Jic.p=4,6 Hz) 127,82 (C7°) 128,92 (C5’) 129,80 (C6”) 130,40 (C6”, Jc-r=3,9 Hz)
137,23 (C10) 146,02 (C10’) 147,33 (C4’) 149,41 (C3”*, J(c-F=29,4; 12,0 Hz) 151,85 (C2”’, J(c-
7=27,6; 12,3 Hz); HRMS/*ESI: izra¢unato za C2sH27F2N2O" 421,2086 nadeno 421,2086.

3.2.2.9. Sinteza N-(2,4-difluorbenzil)cinhonidinijevog bromida (21)

Spoj 21 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,54 g spoja 21 (75 %); t 225-226
°C; [@]3* = —119 °(c 0,1; MeOH); t, 7,28 min; FTIR v/cm™: 3385 (O-H) 3115 (C—Ha/) 1603
(C=N) 1103 (C-0) 777 (C-F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 1,29-1,38 (1 H, m,
H7a) 1,76-1,89 (1 H, m, H5b) 2,01 (1 H, d, J=2,93 Hz, H4) 2,12-2,26 (2 H, m, H5a, H7b) 2,68
(L H,br.s., H3) 3,44-3,54 (1 H, m, H2b) 3,55-3,62 (1 H, m, H6b) 3,97 (1 H, t, J=9,05 Hz, H8)
4,35-4,46 (1 H, m, H6a) 4,87-4,92 (1H, m, CH2a) 4,94 (1 H, dt, J=10,39; 1,16 Hz, H11a) 5,08
(1 H, dt, J=17,24; 1,04 Hz, H11b) 5,23 (1 H, d, J=12,72 Hz, CH2b) 5,62 (1 H, ddd, J=17,36;
10,51; 6,85 Hz, H10) 6,56-6,59 (1 H, m, H9) 7,13-7,23 (2 H, m, H3"’, H5*") 7,71-7,76 (L H,
m, H6”’) 7,77-7,85 (2 H, m, H6’, H7’) 7,89 (1 H, d, J=4,65 Hz, H3") 8,06 (1 H, dd, J=8,31,
0,98 Hz, H8) 8,22 (1 H, d, J=8,31 Hz, H5) 8,88 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2"); 1*C NMR (101
MHz, MeOD-d4) o/ppm: 22,70 (C7) 26,11 (C5) 27,95 (C4) 39,34 (C3) 52,99 (C2) 58,13 (C6)
62,14 (CH2) 66,54 (C9) 69,82 (C8) 106,09 (C3’’, Jc-,=27,0 Hz) 113,93 (C5*, J(c-F,=21,5;
3,5 Hz) 117,71 (C11) 121,47 (C3’) 124,28 (C8’) 126,24 (C1°*) 129,34 (C7’) 130,50 (C5°)
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131,35 (C6%) 138,49 (C6”, Jc.n=10,8; 3,9 Hz) 138,82 (C9’) 138,82 (C10) 147,60 (C10°)
148,89 (C4°) 151,19 (C2’) 164,12 (C4”’, Jc-F=205,4; 12,5 Hz) 166,64 (C2’’, J(c-r)=206,6; 14,5
Hz); HRMS/*ESI: izracunato za C2sH27F2N20" 421,2086 nadeno 421,2088.

3.2.2.10. Sinteza N-(2,6-difluorobenzil)cinhonidinijevog bromida (22)

Spoj 22 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,66 g spoja 22 (89 %); t; 229 °C;
[a]3* = —209° (c 0,1; MeOH); tr 7,09 min; FTIR v/cm™: 3367 (O-H) 3082 (C—Har) 1590
(C=N) 1056 (C-O) 778 (C-F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 1,42 (1 H, ddt, J=13,42;
10,12; 3,52 Hz, H7a) 1,84-1,97 (1 H, m, H5b) 2,03-2,09 (1 H, m, H4) 2,19-2,33 (2 H, m, H5a,
H7b) 2,71-2,80 (1 H, m, H3) 3,61 (2 H, d, J=8,31 Hz, H2) 4,05-4,14 (1 H, m, H8) 4,50 (1 H,
td, J=11,31, 5,01 Hz, H6a) 4,92 (1 H, s,) 5,00 (1 H, dt, J=10,45; 1,13 Hz,) 5,09 (1 H, dt, J=17,12;
1,22 Hz,) 5,33 (1 H, d, J=13,20 Hz,) 5,69 (1 H, ddd, J=17,18; 10,21; 7,09 Hz, H10) 6,65 (1 H,
d, J=1,96 Hz, H9) 7,27 (2 H, t, J=8,44 Hz, H3’, H5"*) 7,71 (1 H, tt, J=8,56; 6,60 Hz, H4"")
7,76-7,80 (L H, m, H7”) 7,82-7,89 (1 H, m, H6”) 7,95 (1 H, dd, J=4,65; 0,73 Hz, H3") 8,11 (1
H, dd, J=8,44; 1,10 Hz, H8") 8,24-8,30 (1 H, m, H5) 8,93 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2); 13C NMR
(101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 21,18 (C7) 24,66 (C5) 26,18 (C4) 38,00 (C3) 53,09 (C2) 53,57
(C6) 61,08 (CH2) 65,07 (C8) 68,55 (C9) 112,16 (C3”*, C5”’, Jc-,=22,9; 3,4 Hz) 116,21 (C11)
120,00 (C3”) 122,64 (C8”) 124,76 (C9’) 127,71 (C7*) 128,96 (C5°) 129,83 (C6) 134,28 (C4”’,
Jic-/=10,8 Hz) 137,28 (C10) 146,04 (C10°) 147,36 (C4’) 149,65 (C2°) 162,35 (C2**, C6>, Jc_
7=243,8; 7,7 Hz); HRMS/*ESI: izracunato za C26H27F2N20O* 421,2086 nadeno 421,2088.

3.2.2.11. Sinteza N-(3-trifluormetoksibenzil)cinhonidinijevog bromida (23)

Spoj 23 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,69 g spoja 23 (78 %); t: 237 °C;
[a]3* = —145° (c 0,1; MeOH); t; 8,24 min; FTIR vicm™: 3437 (O-H) 3123 (C-Har) 1591
(C=N) 1159 (C-N) 780 (C-F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 1,34 (1 H, ddt, J=13,33;
9,96; 3,52 Hz, H7a) 1,76-1,88 (1 H, m, H5b) 2,01 (1 H, d, J=2,93 Hz, H4) 2,13-2,24 (2 H, m,
H5a, H7b) 2,64-2,73 (1 H, m, H3) 3,45-3,55 (1 H, m, H6b) 3,56-3,62 (1 H, m, H2b) 3,97 (1
H, t, J=9,05 Hz, H8) 4,35-4,46 (1 H, m, H6a) 4,90-4,92 (1 H, m, CH2a) 4,94 (1 H, dt, J=10,39;
1,16 Hz, H11a) 5,08 (1 H, dt, J=17,24; 1,04 Hz, H11b) 5,23 (1 H, d, J=12,72 Hz, CH2b) 5,62
(1 H, ddd, J=17,36; 10,51; 6,85 Hz, H10) 6,56-6,59 (1 H, m, H9) 7,12-7,24 (2 H, m, H2”,
H4°")7,71-7,77 (L H, m, H3”) 7,80 (2 H, ddd, J=8,31; 6,97; 1,34 Hz, H5"’, H6"") 7,87-7,90 (1
H, m, H6”) 8,06 (1 H, dd, J=8,31; 0,98 Hz, H8") 8,19-8,24 (1 H, m, H5*) 8,88 (1 H, d, J=4,65
Hz, H2’); *C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 21,13 (C7) 24,49 (C5) 26,53 (C4) 37,68
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(C3) 51,49 (C2) 60,63 (C6) 62,76 (CH2) 64,90 (C9) 68,55 (C8) 116,17 (C11) 119,93 (C3’)
120,19 (C1°°) 122,79 (CF3) 124,67 (C9’) 126,11 (C8”) 127,81 (C2’*, C4’*) 128,96 (C5*’, C6’’)
129,79 (C7’) 130,78 (C5’) 132,45 (C6’) 137,23 (C10) 146,02 (C10’) 147,33 (C4’) 149,40
(C3°°) 149,64 (C2’); HRMS/*ESI: izracunato za C27H28F3N202* 469,2097 nadeno 469,2100.

3.2.2.12. Sinteza N-(4-trifluorometoksibenzil)cinhonidinijevog bromida (24)

Spoj 24 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,48 g spoja 24 (56 %); t: 242 °C;
[a]3* = —163°(c 0,1; MeOH); t, 8,26 min FTIR v/cm™: 3439 (O-H) 3112 (C—Ha/) 1594
(C=N) 1116 (C-0) 777 (C-F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 1,38-1,48 (1 H, m,
H7a) 1,85-1,96 (1 H, m, H5b) 2,09 (1 H, d, J=2,45 Hz, H4) 2,20-2,36 (2 H, m, H5a; H7b) 2,73
(L H, br.s., H3) 3,40 (1 H, td, J=11,86; 4,16 Hz, H2a) 3,46-3,54 (1 H, m, H2b) 3,58-3,66 (1 H,
m, H6b) 3,98 (1 H, t, J=9,17 Hz, H8) 4,42-4,51 (1 H, m, H6a) 4,97-5,04 (2 H, m, CH2) 5,11
5,24 (2 H, m, H11) 5,69 (1 H, ddd, J=17,18; 10,45; 6,85 Hz, H10) 6,64 (1 H, s, H9) 7,51 (2 H,
d, J=7,82 Hz, H3”’, H5"*) 7,78-7,91 (4 H, m, 4 H, H6’, H7’, H2*’, H6”*) 7,97 (1 H, d, J=4,65
Hz, H3’) 8,15 (1 H, dd, J=8,31; 0,98 Hz, H8’) 8,27 (1 H, d, J=7,82 Hz, H5") 8,96 (1 H, d,
J=4,65 Hz, H2"); 3C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 22,69 (C7) 26,04 (C5) 28,12 (C4)
39,22 (C3) 52,88 (C2) 62,10 (C6) 64,13 (CH2) 66,47 (C9) 69,93 (C8) 117,68 (C11) 121,49
(C37; C5”°) 121,98 (C1°7) 122,72 (C37) 124,31 (C8) 126,22 (C9’) 129,36 (C7’) 130,48 (C5’)
131,34 (C6) 137,16 (C2°*, C6°’) 138,83 (C10) 147,65 (C10°) 148,85 (C4°) 151,17 (C2°) 152,25
(C4>°); HRMS/*ESI: izratunato za C27H28F3N202" 469,2097 nadeno 469,2101.

3.2.2.13. Sinteza N-(2-fluor-6-trifluormetilbenzil)cinhonidinijevog bromida (25)

Spoj 25 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,50 g spoja 25 (44 %); t: 243 °C;
[a]3* = —153°(c 0,1; MeOH); t; 7,61 min; FTIR vicm™: 3647 (O-H) 3151 (C-HAr) 1589
(C=N) 1136 (C-0) 777 (C-F), *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 1,35-1,45 (1 H, m,
H7a) 1,84-1,94 (1 H, m, H5b) 2,05-2,11 (1 H, m, H4) 2,18-2,32 (2 H, m, H5a, H7b) 2,75 (1
H, br. s., H3) 3,52-3,60 (1 H, m, H2a) 3,68-3,74 (1 H, m, H6b) 4,02-4,09 (1 H, m, H6a) 4,48
(L H,t,J=11,13 Hz, H8) 4,97-5,03 (2 H, m, CH) 5,16 (1 H, dt, J=17,30; 1,13 Hz, H11a) 5,30
(1 H, d, J=12,96 Hz, H11b) 5,69 (1 H, ddd, J=17,24; 10,51; 6,72 Hz, H10) 6,62-6,66 (1 H, m,
H9) 7,61 (1 H, dd, J=8,31; 1,96 Hz, H4™) 7,65 (1 H, dd, J=9,66; 1,83 Hz, H3") 7,77-7,83 (2 H,
m, H6', H7") 7,83-7,89 (1 H, m, H5") 7,96 (1 H, d, J=4,65 Hz, H3") 8,12 (1 H, dd, J=8,44; 1,10
Hz, H8") 8,31 (1 H, dd, J=8,31; 0,98 Hz, H5") 8,94 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2'); 1*C NMR (101
MHz, MeOD-d3) ¢/ppm: 22,69 (C7) 26,10 (C5) 27,89 (C4) 39,34 (C3) 53,12 (CH>) 58,14 (C6)
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62,24 (C2) 66,55 (C9) 69,90 (C8) 115,89 (d, Jc-r=14,1 Hz, C4") 117,74 (C11) 121,47 (t, Jc-
£=26,2 Hz, C3") 124,26 (C7') 126,24 (C9) 127,43 (d, Jor=10,4 Hz, C1") 129,35 (C6') 130,02
(d, Je£=3,4 Hz, C5") 130,52 (C5') 131,36 (C8') 138,20 (d, Jor=3,4 Hz, C6") 138,81 (C10)
147,57 (C10Y) 148,90 (C4') 151,20 (C2') 163,593 (d, Jor=253,6 Hz, C2"); HRMS/*ESI:
izraGunato za Co7H27F4N20* 471,2054 nadeno 471,2056.

3.2.2.14. Sinteza N-(2-fluor-4-brombenzil)cinhonidinijevog bromida (26)

Spoj 26 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,33 g spoja 26 (67 %); t: 237 °C;
[a]3* = —186° (c 0,1; MeOH); tr 7,79 min; FTIR vicm™: 3382 (O-H) 3153 (C—Har) 1605
(C=N) 1130 (C-0) 781 (C-F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 1,35-1,45 (1 H, m,
H7a) 1,84-1,94 (1 H, m, H5b) 2,05-2,11 (1 H, m, H4) 2,18-2,32 (2 H, m, H5a, H7b) 2,75 (1
H, br. s., H3) 3,52-3,60 (1 H, m, H2a) 3,68-3,74 (1 H, m, H6b) 4,02-4,09 (1 H, m, H6a) 4,48
(1 H,t,J=11,13 Hz, H8) 4,97-5,03 (2 H, m, CH) 5,16 (1 H, dt, J=17,30; 1,13 Hz, H11a) 5,30
(1 H, d,J=12,96 Hz, H11b) 5,69 (1 H, ddd, J=17,24; 10,51; 6,72 Hz, H10) 6,62-6,66 (1 H, m,
H9) 7,61 (1 H dd, J=8,31; 1,96 Hz, H4") 7,65 (1 H, dd, J=9,66; 1,83 Hz, H3") 7,77-7,83 (2 H,
m, H6', H7") 7,83-7,89 (1 H, m, H5") 7,96 (1 H, d, J=4,65 Hz, H3'") 8,12 (1 H, dd, J=8,44; 1,10
Hz, H8') 8,31 (1 H, dd, J=8,31; 0,98 Hz, H5") 8,94 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2'); 1*C NMR (101
MHz, MeOD-d3) &/ppm: 22,69 (C7) 26,10 (C5) 27,89 (C4) 39,34 (C3) 53,12 (CH>) 58,14 (C6)
62,24 (C2) 66,55 (C9) 69,90 (C8) 115,89 (d, Jc-r=14,1 Hz, C4") 117,74 (C11) 121,47 (t, Jc-
F=26,2 Hz, C3") 124,26 (C7") 126,24 (C9') 127,43 (d, Jcr=10,4 Hz, C1") 129,35 (C8') 130,02
(d, Jc-F=3,4 Hz, C5") 130,52 (C5") 131,36 (C6") 138,20 (d, Jcr=3,4 Hz, C6") 138,81 (C10)
147,57 (C10") 148,90 (C4') 151,20 (C2') 163,60 (d, Jcr=253,6 Hz, C2"); HRMS/*ESI:
izraGunato za CasH27BrF4sN2O" 481,1285 nadeno 481,1289.

3.2.2.15. Sinteza N-(2-klor-6-fluorbenzil)cinhonidinijevog bromida (27)

Spoj 27 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,27 g spoja 27 (34 %); t 240 — 241
°C; [a]3* = —220° (c 0,1; MeOH); tr 7,33 min; FTIR vicm™: 3431 (O-H) 3127 (C—Har)
1596 (C=N) 1114 (C-0) 774 (C-F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 1,39-1,48 (1 H,
m, H7a) 1,91 (1 H, t, J=9,29 Hz, H5b) 2,07 (1 H, d, J=2,93 Hz, H4) 2,22-2,33 (2 H, m, H7b,
H5a) 2,78 (1 H, br. s., H3) 3,32-3,39 (1 H, m, H2a) 3,59-3,75 (2 H, m, H2b, H6a) 4,14 (1 H, t,
J=9,05 Hz, H6b) 4,63-4,72 (1 H, m, H8) 4,99-5,06 (2 H, m, CH) 5,11 (1 H, d, J=17,12 Hz,
H11la) 5,52 (1 H, d, J=13,20 Hz, H11b) 5,72 (1 H, ddd, J=17,24; 10,39; 7,09 Hz, H10) 6,72 (1
H, s, H9) 7,39-7,45 (1 H, m, H4") 7,58 (1 H, d, J=8,07 Hz, H3") 7,68 (1 H, td, J=8,31; 6,11 Hz,
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H5") 7,81 (1 H, td, J=7,64; 1,34 Hz, H7") 7,87 (1 H, td, J=7,64; 1,34 Hz, H6') 7,98 (1 H, d,
J=4,65 Hz, H3') 8,11-8,15 (1 H, m, H8") 8,31 (1 H, d, J=8,31 Hz, H5") 8,96 (1 H, d, J=4,65 Hz,
H2"); 3C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &ppm: 22,79 (C7) 26,29 (C5) 27,55 (C4) 39,67 (C3)
53,44 (CH2, Jcr=3,4 Hz) 57,09 (C6) 62,93 (C2, Jcr=4,7 Hz) 66,71 (C9) 70,45 (C8) 116,28
(C1", Jc.F=16,7 Hz) 116,90 (C5", JcF=23,7 Hz) 117,73 (C11) 121,54 (C7") 124,12 (C3') 126,32
(C9) 128,45 (C3", Jc-F=3,3 Hz) 129,27 (C8’) 130,55 (C5") 131,39 (C6') 135,38 (C4", Jcr=10,7
Hz) 138,87 (C10) 139,56 (C2") 147,67 (C10") 148,92 (C4") 151,22 (C2') 164,50 (C6", Jc-
r=252,5 Hz); HRMS/*ESI: izracunato za C26H27CIFN2O" 437,1790 nadeno 437,1791.

3.2.2.16. Sinteza N-(2-fluorbenzil)cinhoninijevog bromida (28)

Spoj 28 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,53 g spoja 28 (71 %); t: 227 °C;
[a]3* = +61°(c 0,1; MeOH); tr 7,13 min; FTIR v/cm™: 3432 (O-H) 3117 (C—Ha/) 1589
(C=N) 1116 (C-0O) 773 (C-F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm 1,06-1,15 (1 H, m, H7a)
1,84-2,02 (3 H, m, H5, H4) 2,45-2,56 (1 H, m, H7b) 2,69 (1 H, g, J=8,56 Hz, H3) 3,23-3,29
(1 H, m, H2b) 3,46-3,55 (1 H, m, H6b) 3,93-4,03 (1 H, m, H2a) 4,11 (1 H, t, J=9,29 Hz, H8)
4,48 (1 H, ddd, J=12,04; 8,74; 2,69 Hz, H6a) 5,08 (1 H, d, J=13,20 Hz, CH2a) 5,21-5,33 (3 H,
m, CH2b, H11) 6,03-6,14 (1 H, m, H10) 6,68 (1 H, d, J=2,45 Hz, H9) 7,37-7,48 (2 H, m, H5",
H6") 7,65-7,72 (1 H, m, H3") 7,81-7,93 (3 H, m, H4", H6', H7") 7,99 (1 H, dd, J=4,65; 0,73
Hz, H3") 8,15 (1 H, dd, J=8,19; 1,10 Hz, H8") 8,37 (1 H, dd, J=8,31; 0,98 Hz, H5") 8,98 (1 H,
d, J=4,40 Hz, H2'); 13C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &ppm: 22,22 (C7) 24,65 (C5) 28,19 (C4)
38,90 (C3) 56,35 (C6) 57,83 (C2) 58,00 (CH2) 66,91 (C9) 69,06 (C8) 116,29 (C1", Jic-r)=13,2
Hz) 117,56 (C3", Jc./=22,9 Hz) 117,90 (C11) 121,17 (C3') 124,24 (C8") 126,11 (C9") 126,40
(C5", Jc-»=4,2 Hz) 129,09 (C6'") 130,23 (C5") 131,17 (C7") 134,65 (C4", Jc-r=9,5 HZz) 136,77
(C6", Jc-r=2,8 Hz) 137,57 (C10) 147,20 (C4") 148,70 (C10") 151,00 (C2") 163,61 (C2", Jc-
;=253,3 Hz); HRMS/'ESI: izra¢unato za C26H2sFN20O" 403,2180, nadeno 403,2182.

3.2.2.17. Sinteza N-(3-fluorbenzil)cinhoninijevog bromida (29)

Spoj 29 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,46 g spoja 29 (58 %); t: 218 °C;
[a]3* = +141°(c 0,1; MeOH); tr 7,29 min; FTIR vicm™: 3430 (O—H) 3104 (C—Har) 1542
(C=N) 1109 (C-N) 776 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 1,10 (1 H, ddd,
J=13,14; 8,86; 4,89 Hz, H7a) 1,82-1,96 (2 H, m, H5) 1,99 (1 H, br. s., H4) 2,46-2,55 (1 H, m,
H7b) 2,68 (1 H, q, J=8,56 Hz, H3) 3,15 (1 H, dt, J=11,74; 9,41 Hz, H2b) 3,67 (1 H, ddd,
J=12,17; 10,58; 1,47 Hz, H2a) 3,95-4,03 (1 H, m, H6b) 4,07 (1 H, t, J=9,54 Hz, H3) 4,46 (1
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H, ddd, J=12,10: 8,80; 2,81 Hz, H6a) 5,06 (1 H, d, J=12,23 Hz, CH2a) 5,18 (1 H, d, J=12,23
Hz, CH2b) 5,29 (1 H, quin, J=1,10 Hz, H11a) 5,32 (1 H, dt, J=8,80; 1,22 Hz, H11b) 6,09 (1 H,
ddd, J=17,36; 10,39; 7,21 Hz, H10) 6,64 (1 H, d, J=2,20 Hz, H9) 7,33-7,40 (1 H, m, H2") 7,59~
7,65 (3 H, m, ArH") 7,81-7,91 (2 H, m, H6', H7) 7,99 (1 H, dd, J=4,65; 0,73 Hz, H3") 8,12~
8,17 (1 H, m, H8') 8,36-8,41 (1 H, m, H5') 8,97 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2); 13C NMR (101 MHz,
MeOD-d3) &/ppm: 22,65 (C7) 25,04 (C5) 28,78 (C4) 39,23 (C3) 56,46 (C6) 58,55 (C2) 64,12
(CHZ2) 67,28 (C9) 69,60 (C8) 118,33 (C11) 119,02 (C4", Jc-=20,7 Hz) 121,59 (C3') 122,02
(C2", Jic.p=22,9 Hz) 124,78 (C8') 126,50 (C9") 129,56 (C7') 130,61 (C5') 131,32 (C6", Jic_
=2,9 Hz) 131,48(C1") 131,55 (C6'") 132,61 (C5", Jc »=8,1 Hz) 137,96 (C10) 147,64 (C10)
149,10 (C4) 151,39 (C2') 164,01 (C3", Jc r=247,2 Hz); HRMS/*ESL: izratunato za
CasH2sFN2O* 403,2180, nadeno 403,2182.

3.2.2.18. Sinteza N-(4-fluorobenzil)cinhoninijevog bromida (30)

Spoj 30 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,49 g spoja 30 (57 %); t: 229 °C;
[a]3* = +93° (c 0,1; MeOH); tr 7,19 min; FTIR vicm™: 3442 (O-H) 3015 (C—Ha) 1579
(C=N) 1114 (C-0) 775 (C—F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 1,10 (1 H ddd, J=13,14;
8,86; 4,89 Hz, H7a) 1,82-1,96 (2 H, m, H5) 1,99 (1 H, br. s., H4) 2,46-2,55 (1 H, m, H7b) 2,68
(1 H, g, J=8,56 Hz, H3) 3,15 (1 H, dt, J=11,74; 9,41 Hz, H2b) 3,67 (1 H, ddd, J=12,17; 10,58;
1,47 Hz, H2a) 3,95-4,03 (1 H, m, H6b) 4,07 (1 H, t, J=9,54 Hz, H3) 4,46 (1 H, ddd, J=12,10;
8,80; 2,81 Hz, H6a) 5,06 (1 H, d, J=12,23 Hz, CH2b) 5,18 (1 H, d, J=12,23 Hz, CH2a) 5,29 (1
H, quin, J=1,10 Hz, H11b) 5,32 (1 H, dt, J=8,80; 1,22 Hz, H11a) 6,09 (1 H, ddd, J=17,36;
10,39; 7,21 Hz, H10) 6,64 (1 H, d, J=2,20 Hz, H9) 7,33-7,40 (1 H, m, H") 7,59-7,65 (3 H, m,
ArH") 7,81-7,91 (2 H, m, H6', H7") 7,99 (1 H, dd, J=4,65; 0,73 Hz, H3") 8,12-8,17 (1 H, m,
H8'") 8,36-8,41 (1 H, m, H5") 8,97 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2'); 13C NMR (101 MHz, MeOD-d3)
o/ppm: 22,68 (C7) 24,04 (C5) 27,78 (C4) 39,20 (C3) 57,73 (C6) 59,25 (C2) 64,32 (CH2) 67,18
(C9) 68,99 (C8) 118,30 (C11) 118,02 (C3", C5"; J(c-»=20,5 Hz) 120,42 (C3') 124,12 (C1", Jc-
n= 2,8 Hz) 123,88 (C8'") 125,41 (C9") 129,46 (C7") 130,21 (C5") 131,30 (C2", C6", Jc-r=8,4
Hz) 131,55 (C6') 132,42 (C5", J(c-r=8,1 Hz) 138,12 (C10) 146,46 (C10") 149,08 (C4') 150,79
(C2") 164,01 (C4", Jic-r=246,8 Hz); HRMS/ESI: izra¢unato za CsH2sFN.O" 403,2180,
nadeno 403,2181.
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3.2.2.19. Sinteza N-(3-trifluormetilbenzil)cinhoninijevog bromida (31)

Spoj 31 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,58 g spoja 31 (80 %), t; 239 °C;
[a]3* = +78°(c 0,1; MeOH); tr 7,99 min; FTIR v/cm™: 3440 (O-H) 3014 (C—Ha/) 1582
(C=N) 1122 (C-0) 779 (C-F); H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 1,04-1,14 (1 H, m,
H7a) 1,80-1,93 (2H, m, H5) 1,96 (1 H, br. s., H4) 2,42-2,54 (1 H, m, H7b) 2,66 (1 H, q, J=8,56
Hz, H3) 3,03-3,15 (1 H, m, H2a) 3,55-3,64 (1 H, m, H2b) 3,94-4,10 (2 H, m, H8, H6b) 4,48
(1 H, ddd, J=12,04; 8,74; 2,93 Hz, H6a) 5,10-5,15 (1 H, m, CH2a) 5,23-5,33 (m, 3 H, H11,
CH2b) 6,07 (1 H, ddd, J=17,36, 10,39, 7,21 Hz, H10) 6,64 (1 H, d, J=2,20 Hz, H9) 7,77-7,89
(2H, m, ArH") 7,91 (1 H, d, J=7,83 Hz, H7") 7,97 (1 H, d, J=4,65 Hz, H3") 8,06 (1 H, d, J=7,83
Hz, H6') 8,10-8,15 (2 H, m, ArH") 8,34-8,40 (1 H, m, H5') 8,95 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2"); 13C
NMR (101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 20,90 (C7) 23,27 (C5) 27,09 (C4) 37,46 (C3) 54,77 (C6)
56,66 (C2) 62,27 (CH2) 65,53 (C9) 68,00 (C8) 116,61 (C11) 119,83 (C3") 123,04 (C8') 124,73
(C1") 127,10 (CF3) 127,80 (C7") 128,80 (C9") 128,86 (C5") 129,80 (C6") 129,97 (s, 1 C) 130,12
(C4", C5") 130,74 (s, 1 C) 131,22 (C3", Jic-r=32,6 Hz) 136,19 (s, 1 C) 137,39 (C2", C6")
145,83 (C10) 147,34 (C4") 149,64 (C2'); HRMS/ESI: izradunato za Co7H28F3N2O* 453,2148,
nadeno 453,2150.

3.2.2.20. Sinteza N-(4-trifluormetilbenzil)cinhoninijevog bromida (32)

Spoj 32 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,58 g spoja 32 (81 %); t: 232 °C;
[a]3* = +67°(c 0,1; MeOH); t, 8,13 min; FTIR v/cm™: 3445 (O-H) 3018 (C—Ha/) 1572
(C=N) 1120 (C-O) 774 (C-F) 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 1,03-1,14 (1 H, m, H7a)
1,77-1,93 (2 H, m, H5) 1,96 (1 H, br. s., H4) 2,43-2,53 (1 H, m, H7b) 2,64 (1 H, g, J=8,56 Hz,
H3) 3,04-3,17 (1 H, m, H2a) 3,57-3,66 (1 H, m, H2b) 3,96-4,12 (2 H, m, H6b, H8) 4,47 (1 H,
ddd, J=12,04; 8,74; 2,69 Hz, H6a) 5,04-5,14 (1 H, m, CH2a) 5,19-5,34 (3 H, m, CH2b, H11)
6,00-6,11 (1 H, m, H10) 6,60-6,65 (1 H, m, H9) 7,79-7,92 (4 H, m, ArH") 7,95-8,02 (3 H, m,
H3', H6', H7") 8,12 (1 H, dd, J=8,31; 1,47 Hz, H8'") 8,35-8,40 (1 H, m, H5") 8,95 (1 H, d, J=4,65
Hz, H2'); 3C NMR (101 MHz, MeOD-d3) ¢/ppm: 22,46 (C7) 24,81 (C5) 28,58 (C4) 39,01
(C3) 56,36 (C6) 58,39 (C2) 63,77 (CH2) 67,11 (C9) 69,50 (C8) 118,15 (C11) 121,40 (C3", C5")
124,57 (C2", C6") 126,54 (C4", Jc-»=51,4 Hz) 127,31 (CF3) 129,36 (C6') 130,40 (C5") 131,34
(C7") 133,34 (C1", Jc-»=1,3 Hz) 133,80 (C9') 135,92 (C8") 135,94 (C3'") 137,72 (C10) 147,36
(C10") 148,89 (C4') 151,18 (C2"); HRMS/*ESI: izratunato za C27H28F3sN2O" 453,2148 nadeno
453,2153.
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3.2.2.21. Sinteza N-(3,5-difluorbenzil)cinhoninijevog bromida (33)

Spoj 33 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,28 g spoja 33 (38 %); t: 234 °C;
[a]3* = +141°(c 0,1; MeOH); t; 7,46 min; FTIR vicm™: 3440 (O-H) 3014 (C—Har) 1582
(C=N) 1122 (C-0) 779 (C-F); H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 1,04-1,12 (1 H, m,
H7a) 1,84-1,96 (3 H, m, H5, H4) 2,41-2,52 (1 H, m, H7b) 2,67 (1 H, q, J=8,64 Hz, H3) 3,10-
3,21 (1 H, m, H2b) 3,65 (1 H, t, J=11,00 Hz, H6a) 3,94-4,09 (2 H, m, H2a; H8) 4,45 (1 H, ddd,
J=11,98; 8,93; 2,57 Hz, H6b) 5,03 (1 H, d, J=12,47 Hz, CH2a) 5,20 (1 H, d, J=12,47 Hz, CH2b)
5,26-5,33 (2 H, m, H11) 6,06 (1 H, ddd, J=17,30; 10,33; 7,09 Hz, H10) 6,57-6,60 (1 H, m, H9)
7,23 (L H, tt, J=9,05; 2,20 Hz, H4") 7,46-7,53 (2 H, m, H2"; H6") 7,78-7,88 (2 H, m, H3"; H7")
7,95 (1 H, d, J=4,65 Hz, H6") 8,08-8,13 (1 H, m, H8') 8,35-8,40 (1 H, m, H5') 8,94 (1 H, d,
J=4,65 Hz, H2'); 3C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &ppm: 22,47 (C7) 24,82 (C5) 28,49 (C4)
39,01 (C3) 56,45 (C6) 58,41 (C2) 63,29 (CH>) 67,07 (C9) 69,57 (C8) 107,00 (C4", J=25,3 Hz)
118,13 (C6") 118,15 (C11) 118,20 (C2") 121,38 (C6") 124,63 (C8') 126,26 (C10") 129,36 (C3")
130,37 (C5") 131,32 (C7") 132,56 (C1", J=9,5 Hz) 137,69 (C10) 147,33 (C4") 148,86 (C9")
151,16 (C2") 163,54 (C5", J=249,0 Hz) 166,02 (C3", J=249,0 Hz); HRMS/*ESI: izracunato za
Co6H27F2N20" 421,2086 nadeno 421,2088.

3.2.2.22. Sinteza N-(3,4-diflorobenzil)cinhoninijevog bromida (34)

Spoj 34 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,39 g spoja 34 (59 %); t: 227 °C;
[a]3* = +137°(c 0,1; MeOH); t; 7,47 min; FTIR vicm™: 3447 (O-H) 3014 (C—Har) 1585
(C=N) 1124 (C-0) 774 (C-F); *H NMR (400 MHz, DMSO-d6) &/ppm: 1,06 (1 H, dd, J=13,20;
7,58 Hz, H7a) 1,70-1,83 (2 H, m, H5) 1,88 (1 H, br. s., H4) 2,23-2,35 (1 H, m, H7b) 2,63 (1
H, g, J=8,56 Hz, H3) 2,95-3,07 (1 H, m, H2a) 3,51 (1 H, t, J=11,49 Hz, H2b) 3,89 (1 H, t,
J=9,41 Hz, H6b) 3,96 (1 H, br. s., H8) 4,22 (1 H, t, J=9,17 Hz, H6a) 4,95 (1 H, d, J=12,47 Hz,
CH2a) 5,16 (1 H, d, J=12,47 Hz, CH2b) 5,20-5,29 (2 H, m, H11) 5,93-6,07 (1 H, m, H10) 6,49
(1 H, br.s., H9) 6,78 (1 H, d, J=3,91 Hz, H2") 7,62-7,72 (2 H, m, H5", H6") 7,73-7,80 (1 H,
m, H3") 7,81-7,89 (2 H, m, H6', H7") 7,99 (1 H dd, J=11,25; 7,09 Hz,) 8,11 (1 H, dd, J=8,44;
1,10 Hz, H8") 8,37 (1 H, d, J=8,07 Hz, H5") 8,99 (1 H, d, J=4,40 Hz, H2'"); 3C NMR (101 MHz,
DMSO0-d6) &/ppm: 20,58 (C7) 22,95 (C5) 26,28 (C4) 36,69 (C3) 53,83 (C2) 55,84 (C6) 60,86
(CH2) 64,64 (C9) 67,32 (C8) 116,99 (C11) 117,98 (C5", Jic-r=17,2 Hz) 120,05 (C3') 122,88
(C2", Jc-r=17,2 H) 123,81 (C8') 124,33 (C9') 125,49 (C1") 127,22 (C6") 129,39 (C5') 129,78
(C7") 131,23 (C6") 137,09 (C10) 144,92 (C10") 147,59 (C4") 148,71 (C4", Jc-r=125,5; 12,8
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Hz) 151,16 (C3”’, Jic-r=128,5; 12,7 Hz); HRMS/*ESI: izracunato za CasH27F2N2O" 421,2086
nadeno 421,2087.

3.2.2.23. Sinteza N-(2,3-difluorbenzil)cinhoninijevog bromida (35)

Spoj 35 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,55 g spoja 35 (70 %); t: 239 °C;
[a]3* = +168° (c 0,1; MeOH); tr 7,32 min; FTIR vicm™: 3442 (O-H) 3113 (C—Har) 1587
(C=N) 1132 (C-0) 777 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 1,04-1,14 (1 H, m,
H7a) 1,85-1,97 (3 H, m, H4, H5) 2,44-2,54 (1 H, m, H7b) 2,68 (1 H, g, J=8,72 Hz, H3) 3,24-
3,27 (1H, m, H2a) 3,46-3,55 (1 H, m, H6a) 3,92-4,03 (1 H, m, H2b) 4,11 (1 H, t, J=9,54 Hz,
H8) 4,46 (1 H, ddd, J=11,98; 8,80; 2,69 Hz, H6b) 5,08-5,19 (1 H, m, CH2a) 5,21-5,31 (3 H,
m, CH2b; H11) 5,99-6,14 (1 H, m, H10) 6,62-6,67 (1 H, m, H9) 7,36-7,47 (1 H, m, H6") 7,52—
7,62 (1 H, m, H5") 7,63-7,68 (1 H, m, H4") 7,80-7,90 (2 H, m, H3"; H7') 7,95-8,01 (1 H, m,
H6" 8,12 (1 H, dd, J=8,31; 1,22 Hz, H8") 8,32-8,40 (1 H, m, H5") 8,96 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2";
13C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 20,92 (C7) 23,31 (C5) 26,78 (C4) 37,56 (C3) 55,18
(C6) 56,03 (C2) 56,78 (CH2) 65,61 (C9) 67,85 (C8) 116,61 (C11) 117,37 (C1", J=10,24 Hz)
119,83 (C3') 119,97 (C4", J=16,81 Hz) 122,94 (C7") 124,75 (C9") 125,24 (C5", J=7,42 Hz)
127,77 (C6") 128,88 (C5") 129,83 (C8") 130,25 (C6", J=3,4 Hz) 136,15 (C10) 145,76 (C10")
147,35 (C4") 149,65 (C2"); HRMS/'ESI: izracunato za CaeH27F2N20O" 421,2086 nadeno
421,2086.

3.2.2.24. Sinteza N-(2,4-difluorbenzil)cinhoninijevog bromida (36)

Spoj 36 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,39 g spoja 36 (51 %); t: 230 231
°C; [@]3* = +155 °(c0,1; MeOH); t 7,31 min; FTIR vicm™: 3438 (O—H) 3104 (C—Har) 1580
(C=N) 1131 (C-0) 777 (C-F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 1,02-1,13 (1 H, m,
H7a) 1,83-1,99 (3 H, m, H5; H4 ) 2,42-2,51 (1 H, m, H7b) 2,67 (1 H, g, J=8,56 Hz, H3) 3,42—
3,52 (1 H, m, H2a) 3,93-4,01 (1 H, m, H6b) 4,09 (1 H, t, J=9,54 Hz, H8) 4,40-4,49 (1 H, m,
H6a) 5,09 (1 H, d, J=13,20 Hz, CH2a) 5,19 (1 H, d, J=12,72 Hz, CH2b) 5,25-5,31 (2 H, m,
H11) 6,06 (1 H, ddd, J=17,42; 10,21; 7,34 Hz, H10) 6,64 (1 H, d, J=2,20 Hz, H9) 7,19-7,29 (2
H, m, ArH") 7,79-7,97 (4 H, m, H6"; H7', ArH") 8,12 (1 H, dd, J=8,31; 1,22 Hz, H8") 8,35-8,40
(1 H, m, H5') 8,95 (1 H, d, J=4,40 Hz, H2'); 13C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 20,89
(C7) 23,30 (C5) 26,88 (C4) 37,56 (C3) 54,97 (CH2) 55,94 (C6) 56,54 (C2) 65,59 (C9) 67,65
(C8) 104,56 (C3", J=25,3 Hz) 111,34 (C1", J=14,9; 3,9 Hz) 112,39 (C5", J=22,7; 3,8 Hz)
116,57 (C11) 119,82 (C3') 123,01 (C7") 124,75 (C9") 127,79 (C6") 128,84 (C5') 129,81 (C8")
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136,22 (C10") 136,87 (C6", J=10,0; 3,4 Hz) 145,83 (C4") 147,33 (C10") 149,63 (C2') 162,53
(C4", J=205,5; 12,6 Hz) 166,21 (C2", J=219,2; 12,6 Hz); HRMS/'ESI: izraunato za
C26H27F2N20" 421,2086 nadeno 421,2086.

3.2.2.25. Sinteza N-(2,6-difluorbenzil)cinhoninijevog bromida (37)

Spoj 37 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,25 g spoja 37 (36 %); t: 242 °C;
[a]3* = +54° (c 0,1; MeOH); t; 7,40 min; FTIR v/icm™: 3446 (O-H) 3102 (C—Ha) 1579
(C=N) 1134 (C-0O) 776 (C-F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) ¢/ppm: 1,08-1,17 (1 H, m,
H7a) 1,89-2,07 (m, 3 H, H5; H4) 2,50 (1 H, t, J=11,74 Hz, H7b) 2,71 (1 H, q, J=8,56 Hz, H3)
3,35-3,56 (2 H, m, H2a; H6b) 3,90-4,01 (1 H, m, H2b) 4,17 (1 H, t, J=9,29 Hz, H8) 4,50 (1 H,
t, J=9,17 Hz, H6a) 4,98-5,07 (1 H, m, CH2a) 5,22-5,38 (3 H m, CH2b; H11) 6,10 (1 H, ddd,
J=17,24, 10,39, 7,34 Hz, H10) 6,69 (1 H, br. s., H9) 7,32 (2 H, t, J=8,80 Hz, H6"; H7") 7,72—
7,81 (1 H, m, ArH") 7,81-7,93 (2 H, m, ArH") 7,99 (1 H, d, J=4,40 Hz, H3") 8,16 (1 H, d,
J=8,31 Hz, H8") 8,34 (1 H, d, J=8,07 Hz, H5") 8,99 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2"); 13C NMR (101
MHz, MeOD-d3) &/ppm: 20,96 (C7) 23,39 (C5) 26,52 (C4) 37,66 (C3) 51,40 (C6) 55,13 (C2)
56,67 (CH, J=3,26 Hz) 65,69 (C9) 67,80 (C8) 112,17 (C3") 112,39 (C6") 116,53 (C1") 116,60
(C11) 119,86 (C3") 122,80 (C7") 124,79 (C9") 127,67 (C6") 128,89 (C5") 129,85 (C8') 134,25
(C4",J=11Hz) 136,22 (C10) 145,73 (C1") 147,37 (C4") 149,66 (C2") 161,06 (C2") 163,56 (C6");
HRMS/*ESI: izraunato za C2sH27F2N20" 421,2086 nadeno 421,2087.

3.2.2.26. Sinteza N-(3-trifluormetoksibenzil)cinhoninijevog bromida (38)

Spoj 38 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,72 g spoja 37 (86 %); t: 218 °C;
[a]3* = +103° (¢ 0,1; MeOH); t 8,23 min; FTIR vicm™: 3443 (O-H) 3010 (C—Ha) 1582
(C=N) 1130 (C-0O) 779 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 1,08 (1 H, ddd,
J=13,14; 8,86; 4,89 Hz, H7a) 1,79-1,96 (3 H, m, H4; H5) 2,43-2,53 (1 H, m, H7b) 2,66 (1 H,
q, J=8,56 Hz, H3) 3,11 (1 H, dt, J=11,62; 9,35 Hz, H2b) 3,57-3,66 (1 H, m, H6a) 3,93-4,09 (2
H, m, H2a; H8) 4,46 (1 H, ddd, J=12,10; 8,80; 2,81 Hz, H6b) 5,07 (1 H, d, J=12,47 Hz, CH2a)
5,21 (1 H, d, J=12,47 Hz, CH2b) 5,25-5,32 (2 H, m, H11) 6,06 (1 H, ddd, J=17,24; 10,39; 7,09
Hz, H10) 6,62 (1 H, d, J=2,20 Hz, H9) 7,51-7,56 (1 H, m, H3") 7,70 (1 H, t, J=8,07 Hz, H7")
7,76-7,88 (4 H, m, ArH") 7,95-7,98 (1 H, m, H6") 8,10-8,14 (1 H, m, H8") 8,36 (1 H, dd,
J=8,31; 1,22 Hz, H5") 8,95 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2'); 3C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &/ppm:
22,45 (C7) 24,82 (C5) 28,58 (C4) 38,99 (C3) 56,30 (C6) 58,26 (C2) 63,73 (CH2) 67,07 (C9)
69,50 (C8) 118,14 (C11) 123,33 (C3') 124,37 (C8") 124,58 (s, 1 C) 126,28 (C9') 129,34 (C6")
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130,40 (C5') 131,32 (C7") 131,34 (C1") 131,39 (C4™") 132,32 (C6") 132,34 (s, 1 C) 134,00 (C2"
C5") 137,72 (C10) 147,37 (C10") 148,89 (C4") 150,97 (C3") 151,18 (C2'); HRMS/'ESI:
izraGunato za Ca7H28F3N202" 469,2097 nadeno 469,2101.

3.2.2.217. Sinteza N-(4-trifluormetoksibenzil)cinhoninijevog bromida (39)

Spoj 39 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,58 g spoja 39 (74 %); t: 227 °C;
[a]3* = +114° (c 0,1; MeOH); t; 8,27 min; FTIR v/cm™: 3422 (O-H) 3103 (C—Har) 1580
(C=N) 1129 (C-0) 776 (C-F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 1,03-1,13 (1 H, m,
H7a) 1,79-1,96 (3 H, m, H4; H5) 2,48 (1 H, t, J=11,86 Hz, H7b) 2,65 (1 H, m, H3) 3,05-3,18
(LH, m, H2b) 3,61 (1 H, t, J=11,37 Hz, H6b) 3,90-4,12 (2 H, m, H2a, H8) 4,44 (1 H, t, J=9,29
Hz, H6a) 4,99-5,10 (1 H, m, CH2a) 5,13-5,23 (1 H, m, CH2b) 5,25-5,33 (2 H, m, H11) 6,06
(1 H, ddd, J=17,30; 10,33; 7,34 Hz, H10) 6,62 (1 H, br. s., H9) 7,49 (2 H, d, J=8,07 Hz, H3,
H7") 7,79-7,94 (4 H, m, ArH") 7,96 (1 H, d, J=4,40 Hz, H6") 8,11 (1 H, d, J=8,07 Hz, H8'") 8,37
(1H,d,J=7,58 Hz, H5") 8,95 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2'); *C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &ppm:
22,45 (C7) 24,81 (C5) 28,63 (C4) 39,00 (C3) 56,14 (C6) 58,22 (C2) 63,58 (CH2) 67,08 (C9)
69,34 (C8) 118,12 (C11) 121,38 (C6') 122,74 (C8") 124,61 (C3") 126,30 (C1") 128,05 (C10
129,36 (C5') 130,40 (C7") 131,34 (C2", C6") 137,16 (C10) 137,78 (C3", C5") 147,42 (C4)
148,89 (C9") 151,18 (C2") 152,24 (C4"); HRMS/ ESI: izracunato za Ca7H2sF3N202" 469,2097
nadeno 469,2100.

3.2.2.28. Sinteza N-(2-fluor-6-trifluormetilbenzil)cinhoninijevog bromida (40)

Spoj 40 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,19 g spoja 40 (24 %); t: 237 °C;
[a]3* = +114°(c 0,1; MeOH); tr 7,53 min; FTIR vicm™: 3420 (O-H) 3112 (C-Har) 1577
(C=N) 1127 (C-0) 774 (C-F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 1,05-1,12 (1 H, m,
H7a) 1,85-2,01 (3 H, m, H4; H5) 2,43-2,55 (1 H, m, H7b) 2,69 (1 H, q, J=8,72 Hz, H3) 3,88
3,99 (1 H, m, H2b) 4,15 (1 H, t, J=9,66 Hz, H6b) 4,40-4,51 (1 H, m, H6a) 5,02 (1 H, d, J=12,96
Hz, CH2a) 5,20-5,34 (3 H, m, H11, CH2b) 6,01-6,14 (1 H, m, H10) 6,67 (1 H, d, J=2,45 Hz,
H9) 7,29 (2 H, t, J=8,56 Hz, H6"; H7") 7,68-7,78 (2 H, m,) 7,79-7,90 (2 H, m,) 7,97 (1 H, d,
J=4,65 Hz, H3'") 8,13 (1 H, dd, J=8,44; 1,10 Hz, H8") 8,33 (1 H, d, J=8,56 Hz, H5") 8,91-9,00
(1 H, m, H2'); *C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &ppm: 20,96 (C7) 23,39 (C5) 26,52 (C4) 37,66
(C3) 51,40 (C6) 55,13 (CH>) 56,67 (C2, Jc-r=3,5 Hz ) 65,69 (C9) 67,80 (C8) 112,17 (C) 112,20
(C) 112,39 (C) 112,43 (C) 116,60 (C) 119,86 (C) 122,80 (C) 124,79 (C) 127,67 (C) 128,89 (C)
129,02 (C) 129,85 (C) 133,51 (C) 134,14 (C) 134,25 (C) 134,36 (C) 136,22 (C) 145,73 (C)
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147,37 (C) 149,66 (C) 162,34 (C2", Jcr=251,3; 6,7 Hz); HRMS/'ESI: izracunato za
C27H27F4sN20" 471,2054 nadeno 471,2054.

3.2.2.29. Sinteza N-(2-fluor-4-brombenzil)cinhoninijevog bromida (41)

Spoj 41 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,33 g spoja 41 (40 %); t; 234-235
°C; [a]3* = +94 ° (¢ 0,1; MeOH); t; 7,83 min; FTIR vicm™: 3416 (O—H) 3110 (C—Har) 1587
(C=N) 1131 (C-0) 776 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 1,03-1,15 (1 H, m,
H7a) 1,86-1,96 (3 H, m, H4; H5) 2,41-2,51 (1 H, m, H7b) 2,67 (1 H, g, J=8,56 Hz, H3) 3,22-
3,27 (1H, m, H2a) 3,41-3,50 (1 H, m, H6b) 3,91-3,99 (1 H, m, H2b) 4,09 (1 H, t, J=9,54 Hz,
H8) 4,39-4,48 (1 H, m, H6a) 5,07 (1 H, d, J=12,96 Hz, CH2a) 5,18 (1 H, d, J=12,72 Hz, CH2b)
5,24-5,30 (2 H, m, H11) 6,00-6,11 (1 H, m, H10) 6,63 (1 H, d, J=2,20 Hz, H9) 7,61 (1 H, dd,
J=8,31; 1,71 Hz, H7") 7,66 (1 H, dd, J=9,78; 1,96 Hz, H6') 7,76-7,84 (2 H, m, H3"; H6") 7,84
7,89 (1 H, m, H5") 7,96 (1 H, d, J=4,65 Hz, H3") 8,10-8,14 (1 H, m, H8") 8,36 (1 H, d, J=7,83
Hz, H5') 8,95 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2'); *C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &ppm: 22,43 (C7)
24,84 (C5) 28,37 (C4) 39,09 (C3) 56,65 (C6, J=3,54 Hz) 57,53 (C2) 58,17 (CH>, J=1,48 Hz)
67,13 (C9) 69,32 (C8) 115,86 (C4", J=14,23 Hz) 118,13 (C11) 121,34 (C3", J=1,81 Hz) 121,60
(C3") 124,47 (C7") 126,29 (C9") 127,34 (C1", J=10,5 Hz) 129,31 (C6') 130,01 (C5", J=3,5 Hz)
130,42 (C5") 131,36 (C8") 137,73 (C10) 138,10 (C6", J=2,7 Hz) 147,31 (C4") 148,89 (C10")
151,19 (C2') 162,29 (C2", J=254,1 Hz); HRMS/*ESI: izracunato za C2sH27BrFsN.O* 481,1285
nadeno 481,1286.

3.2.2.30. Sinteza N-(2-klor-6-fluorbenzil)cinhoninijevog bromida (42)

Spoj 42 pripravljen je prema postupku 3.2.2. Dobiveno je 0,50 g spoja 42 (65 %); t: 241 °C;
[a]3* = +171°(c 0,1; MeOH); tr 7,30 min; FTIR vicm™: 3419 (O-H) 3115 (C—Har) 1567
(C=N) 1124 (C-0) 775 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 1,08 (1 H, t, J=12,96
Hz, H7a) 1,83-2,00 (3 H, m, H4; H5) 2,41-2,54 (1 H, m, H7b) 2,68 (1 H, q, J=8,64 Hz, H3)
3,45-3,53 (2 H, m, H2) 4,05 (1 H, br. s., H6b) 4,18 (1 H, t, J=9,54 Hz, H8) 4,54-4,63 (1 H, m,
H6a) 5,11 (1 H, d, J=12,96 Hz, CH2a) 5,24-5,30 (2 H, m, CH2b; H11a) 5,44 (1 H, d, J=13,94
Hz, H11b) 6,07 (1 H, ddd, J=17,18; 10,45; 7,34 Hz, H10) 6,68-6,72 (1 H, m, H9) 7,41 (1 H, t,
J=8,80 Hz, H6") 7,58 (1 H, d, J=8,07 Hz, H7") 7,79-7,90 (2 H, m, ArH") 7,96-8,00 (1 H, m,
ArH") 8,13 (1 H, d, J=7,83 Hz, H8") 8,33 (1 H, d, J=8,07 Hz, H5') 8,96 (1 H, d, J=4,65 Hz,
H2"); 3C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 22,60 (C7) 25,05 (C5) 27,92 (C4) 39,30 (C3)
56,34 (CH2) 57,00 (C6) 58,46 (C2) 67,35 (C9) 69,52 (C8) 116,32 (C1", J=16,9 Hz) 116,91
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(C5",J=23,5 Hz) 118,10 (C11) 121,39 (C3') 124,33 (C7') 126,35 (C9') 128,47 (C5", J=3,3 Hz)
129,22 (C6') 130,44 (C5') 131,39 (C8') 135,34 (C4", J=10,5 Hz) 137,83 (C10) 139,58 (C2",
J=4,1 Hz) 147,39 (C10") 148,91 (C4") 151,21 (C2") 164,52 (C6", J=239,9 Hz); HRMS/'ESI:
izraGunato za C26H27CIFN20O" 437,1790 nadeno 437,1791.

3.3. Sinteza 10,11-dihidrocinhonidina i cinhonina

3.3.1. Opdi postupak

Cinhonidin/cinhonin (7 mmol) otopljen je u metanolu (45 mL) i dokapana je mravlja kiselina
(5,1 mmol) uz snazno mijesanje. Zatim je dodan amonijev formijat (8,6 mmol) i paladij na
ugljiku (3,1 mmol). Reakcijska smjesa zagrijana je na 50° C kroz sat vremena te ostavljena na
toj temperaturi 22 sata. Tijek reakcije pracen je TLC-om u sustavu otapala
CHClz:aceton:CH3OH:NH3=6:2:2:0,1. Reakcijska smjesa je ohladena te je dokapano 0,66 mL
mravlje kiseline uz snazno mijeSanje. Reakcijska smjesa je profiltrirana preko celita, a filtrat
uparen do suha. U suhi ostatak zaostao nakon uparavanja dodana je H.O (5 mL) te amonijak
(25 mL). Nakon 15 minuta mijeSanja, reakcijska smjesa je profiltrirana i dobiveni talog je ispran

vodom (25 mL). Prekristalizacijom taloga iz acetona dobiven je produkt.

3.3.1.1. Sinteza 10,11-dihidrocinhonidina (43)

Spoj 43 pripravljen je prema postupku 3.3.1. Dobiveno je 3,7 g spoja 43 (67 %); t: 233,1 °C;
[a]3* = —138°(c0,1; MeOH); FTIR v/cm™: 3435 (O-H) 2930 (C—H) 2857 (C-H) 1111 (C-
N); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 0,92-0,98 (3H, t, J=7,1 Hz, H11) 1,11-1,15 (1H,
m, H5a) 1,53-1,63 (6H, m, H3, H4, H5b, H7a, H10) 1,76 (1H, s, H7b) 2,15-2,20 (1H, m, H2a)
2,79-2,93 (1H, m, H6b) 2,94-2,96 (2H, m, H2b, H6a) 3,13-3,14 (1H, m, H8) 5,74 (1H, d, J=3,7
Hz, H9) 7,67—7,69 (m, 1H, H7") 7,76 (1H, d, J=4,6 Hz, H3") 7,80-7,82 (1H, m, H6") 8,09 (1H,
d, J=8,0 Hz, H8") 8,21 (1H, d, J=8,3 Hz, H5") 8,85 (d, 1H, J=4,6 Hz, H2"); 13C NMR (101
MHz, MeOD-d3) &/ppm: 10,89 (C11) 20,57 (C10) 25,37 (C4) 27,15 (C5) 27,46 (C7) 37,19
(C3) 42,64 (C2) 57,98 (C6) 60,19 (C9) 70,94 (C8) 118,56 (C3’) 123,16 (C6’) 125,78 (C9’)
126,74 (C7°) 128,64 (C8) 129,29 (C5”) 147,45 (C10”) 149,52 (C2°) 150,94 (C4’); HRMS/*ESI:
izracunato za C19H2sN20" 297,1961 nadeno 297,1963.

3.3.1.2. Sinteza 10,11-dihidrocinhonina (44)
Spoj 44 pripravljen je prema postupku 3.3.1. Dobiveno je 3,9 g spoja 44 (79 %); t: 248,2 °C;
[a]3* = +161°(c 0,1; MeOH); FTIR vicm™: 3435 (O-H) 2930 (C-H) 2857 (C-H) 1111

Alma Rami¢ Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 62

(C-N); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) §/ppm: 0,95 (3H, t, J=7,1 Hz, H11) 1,05-1,17 (1H, m,
H5) 1,44-1,62 (m, 5H, H3, H4, H5, H7a, H10) 1,76 (1H, m, H7b) 2,13 (1H, dd, J=13,08; 9,17
Hz, H2a) 2,71-2,81 (1H, m, H6a) 2,82-2,93 (2H, m, H2b, H6Db) 3,06 (1H, td, J=9,05; 3,67 Hz,
H8) 3,23-3,29 (1 H, m, ) 5,68 (1 H, d, J=3,91 Hz, H9) 7,63-7,69 (1 H, m, H6’) 7,73 (1 H, d,
J=4,65 Hz, H3*) 7,77 (1 H, dd, J=7,64; 1,10 Hz, H7") 8,06 (1 H, d, J=8,31 Hz, H8) 8,19 (1 H,
d, J=8,07 Hz, H5) 8,82 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2’); 13C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &ppm:
10,88 (C11) 20,10 (C10) 24,75 (C5) 26,09 (C4) 26,41 (C7) 37,08 (C3) 49,54 (C2) 50,37 (C6)
59,98 (C8) 70,85 (C9) 118,50 (C3") 123,10 (C6") 125,77 (C9") 126,73 (C7") 128,62 (C8")
129,27 (C5") 147,41 (C107) 149,50 (C2") 150,75 (C4"); HRMS/'ESI: izraunato za C19H2sN20"
297,1961 nadeno 297,1960.

3.4. Sinteza N-kvaternih derivata 10,11-dihidrocinhonidina i cinhonina

3.4.1. Opdi postupak

10,11-dihidrocinhonidin/cinhonin (0,95 mmol) i odgovaraju¢i benzil-bromid (0,95 mmol)
refluksirani su u suhom toluenu (13 mL) 22 sata. Tijek reakcije pracen je TLC-om u sustavu
otapala CHClz: MeOH : NH3=85: 14 : 1. Hladenjem i filtracijom reakcijske smjese izoliran

je talog koji je prekristaliziran iz smjese metanola i etera.

3.4.1.1. Sinteza N-benzil-10,11-dihidrocinhonidinijevog bromida (45)

Spoj 45 pripravljen je prema postupku 3.4.1. Dobiveno je 0,2 g spoja 45 (49 %); t: 201,2 °C;
[a]3* = —146° (c 0,1; MeOH); t; 7,34 min; FTIR vicm™: 3432 (O-H) 3083 (C-H) 1126 (C-
N); IH NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 0,80 (3H, t, J=7,3 Hz, H11) 1,45-1,21 (3H, m, H4,
H5a, H7b) 1,88-1,82 (2H, m, H10) 2,07 (1H, s, H7) 2,32-2,23 (2H, m, H3 i H5b) 3,50-3,40
(3H, m, H2, H6b) 4,02 (1H, t, J=8,8 Hz, H6) 4,50-4,45 (1H, m, H8) 4,98-4,94 (1H, d, J=12,3
Hz, H7") 5,21-5,18 (1H, d, J=12,3 Hz, H7") 6,68 (1H, s, H9) 7,60—7,62 (3H, m, H3", H4", H5")
7,73-7,77 (2H, m, H2", H6") 7,81-7,90 (2H, m, H3", H7") 8,00-7,99 (1H, d, J=4,4 Hz, H6")
8,14-8,16 (1H, d, J=8,2 Hz, H8") 8,30 (1H, d, J=8,2 Hz, H5") 8,98 (1H, d, J=4,5 Hz, H2"); 13C
NMR (101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 10,29 (C11) 20,76 (C10) 24,22 (C4) 25,09 (C5) 26,06
(C7) 35,96 (C3) 51,43 (C2) 62,69 (C6) 63,84 (C7") 64,89 (C8) 68,25 (C9) 120,04 (C37)122,78
(C67) 124,77 (C9") 127,43 (C17) 127,81 (C7") 128,98 (C2", C6”) 129,00 (C8") 129,79 (C4")
130,31 (C57) 133,50 (C5", C3") 146,28 (C10") 147,36 (C4") 149,66 (C2"); HRMS/'ESI:
izraunato za C2sH31N20" 387,2431 nadeno 387,2432.
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3.4.1.2. Sinteza N-(3-fluorbenzil)-10,11-dihidrocinhonidinijeva bromida (46)

Spoj 46 pripravljen je prema postupku 3.4.1. Dobiveno je 0,17 g spoja 45 (41 %); t: 213,2 °C;
[a]3* = —141°(c 0,1; MeOH); t; 7,42 min; FTIR v/cm™: 3429 (O-H) 3180 (C—Har) 1155
(C-N) 785 (C—F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 0,81 (3H, t, J=7,4 Hz, H11) 1,21
1,45 (3H, m, H4, H5a, H7b) 1,80-1,91 (2H, m, H10) 2,07 (1H, d, J=2,5 Hz, H7) 2,25-2,33 (2H,
m, H3, H5b) 3,36-3,51 (3H, m, H2, H6Db) 4,02 (1H, t, J=9,1 Hz, H6) 4,49-4,52 (1H, m, H8)
5,01 (1H, d, J = 12,4 Hz, H7") 5,21 (1H, d, J=12,4 Hz, H7") 6,66 (1H, s, H9) 7,34-7,39 (1H,
m, H6") 7,57-7,65 (3H, m, H2", H4", H5") 7,81-7,90 (m, 2H, H3", H7") 8,00 (1H, d, J=4,6 Hz,
H6") 8,13-8,16 (1H, dd, J=8,5; 1,2 Hz, H8") 8,32 (1H, d, J=8,0 Hz, H5") 8,97 (1H, d, J = 4,6
Hz, H2"); 3C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &ppm: 10,29 (C11) 20,77 (C10) 24,09 (C4) 25,06
(C5) 26,03 (C7) 35,96 (C3) 51,60 (C2) 62,80 (C6) 63,00 (C7") 64,89 (C8) 68,46 (C9) 117,13
(C37) 120,12 (C8") 120,35 (C6”) 122,79 (C5”) 124,75 (C9") 127,84 (C7") 128,96 (C6") 129,55
(C5') 129,79 (C27) 130,79 (C8") 130,87 (C4") 146,19 (C1") 147,36 (C3") 149,66 (C2') 161,59
(C10") 164,05 (C4"); HRMS/ESI: izracunato za C26H30FN2O" 405,2337 nadeno 405,2334.

3.4.13. Sinteza N-(4-fluorbenzil)-10,11-dihidrocinhonidinijeva bromida (47)

Spoj 47 pripravljen je prema postupku 3.4.1. Dobiveno je 0,36 g spoja 47 (87 %); t: 220,6 °C;
[a]3* = —180° (c 0,1; MeOH); t; 7,45 min; FTIR vicm™: 3435 (O—H) 3144 (C-H) 1167 (C-
N) 753 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 0,82 (3H, t, J=7,4 Hz, H11) 1,21-1,45
(3H, m, H5b, H10) 1,79-1,89 (2H, m, H4, H7a) 2,07 (1H, d, J=2,5 Hz, H7) 2,24-2,32 (2H, m,
H2a, H3) 3,36-3,45 (2H, m, H2b, H6a) 4,00 (1H, t, J=9,2 Hz, H6) 4,42-4,48 (1H, m, H8) 4,98
(1H, d, J=12,5 Hz, CH2a) 5,20 (1H, d, J=12,5 Hz, CH2b) 6,67 (s, 1H, H9) 7,31-7,35 (2H, t,
J=8,7 Hz, H3", H7") 7,77-7,90 (4H, m, H2", H3", H5", H6") 8,00 (1H, d, J=4,5 Hz, H6") 8,15
(1H, dd, J=8,5; 1,2 Hz, H8") 8,32 (1H, d, J=8,0 Hz, H5") 8,98 (1H, d, J=4,6 Hz, H2"); 1*C NMR
(101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 10,28 (C11) 20,73 (C10) 24,20 (C4) 25,05 (C5) 26,07 (C7) 35,95
(C3) 51,28 (C2) 62,54 (C6) 62,89 (CH.) 64,87 (C8) 68,29 (C9) 115,77 (C3") 115,99 (C6")
120,02 (C5") 122,71 (C77) 123,57 (C9") 127,80 (C8") 128,99 (C6") 129,78 (C5") 135,71 (C2")
135,80 (C3") 146,22 (C107) 147,37 (C4") 149,66 (C2") 162,86 (C17) 165,35 (C4"); HRMS/*ESI:
izra¢unato za C26H30FN20" 405,2337 nadeno 405,2337.

3.4.1.4. Sinteza N-(3-trifluormetilbenzil)-10,11-dihidrocinhonidinijeva bromida (48)
Spoj 48 pripravljen je prema postupku 3.4.1. Dobiveno je 0,26 g spoja 48 (58 %); t: 213,8 °C;
[a]3* = —171°(c0,1; MeOH); t; 8,16 min; FTIR vicm™: 3432 (O—H) 3171 (C-H) 1131 (C-
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N) 776 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 0,81 (3H, t, J=7,4 Hz, H11) 1,20-1,38
(m, 2H, H5a, H7b) 1,41-1,47 (1H, m, H4) 1,81-1,91 (2H, m, H10) 2,08 (1H, d, J=2,6 Hz, H7)
2,23-2,34 (2H, m, H3, H5a) 3,44-3,46 (2H, m, H2) 4,04 (LH, t, J=9,2 Hz, H6b) 4,51-4,55 (1H,
m, H8) 5,10 (1H, d, J=12,5 Hz, CH2a) 5,32 (1H, d, J=12,5 Hz, CH2b) 6,68 (s, 1H, H9) 7,80—
7,94 (4H, m, H2", H4", H5", H6") 8,00 (1H, d, J=4,6 Hz, H6") 8,05-8,15 (2H, m, H3", H7")
8,15 (1H, dd, J=8,5; 1,4, Hz, H8") 8,33 (1H, d, J=4,6 Hz, H5") 8,98 (1H, d, J=4,6 Hz, H2"); *C
NMR (101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 10,27 (C11) 20,76 (C10) 24,11 (C4) 25,03 (C5) 26,00
(C7) 35,91 (C3) 51,59 (C2) 62,70 (C6) 62,90 (CH2) 64,89 (C8) 68,59 (C9) 120,02 (C3") 122,80
(C6") 124,76 (C9") 127,06 (C57) 127,84 (C7") 128,85 (C8") 128,98 (C8") 129,80 (C6") 129,95
(C57) 130,10 (C27) 131,03 (C17) 131,36 (C3") 137,35 (C4”) 146,13 (C10°) 147,38 (C4") 149,66
(C2"); HRMS/*ESI: izracunato za C27H30F3N20" 455,2305 nadeno 455,2305.

3.4.1.5. Sinteza N-(4-trifluormetilbenzil)-10,11-dihidrocinhonidinijeva bromida (49)
Spoj 49 pripravljen je prema postupku 3.4.1. Dobiveno je 0,29 g spoja 49 (66 %); t: 223,5 °C;
[a]3* = —166° (c0,1; MeOH); t; 8,27 min; FTIR vicm™: 3432 (O—H) 3147 (C-H) 1123 (C-
N) 785 (C—N); 1H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 0,81 (3H, t, J=7,4 Hz, H11) 1,21-1,46
(3H, m, H4, H5a, H7b) 1,80-1,89 (2H, m, H10) 2,22-2,34 (2H, m, H3, H5b) 2,07 (1H, s, H7a)
3,36-3,52 (3H, m, H2, H6b) 4,06 (1H, t, J=9,0 Hz, H6a) 4,50-4,61 (1H, m, H8) 5,10 (1H, d,
J=12,3 Hz, CH2a) 5,30 (1H, d, J=12,4 Hz, CH2b) 6,68 (1H, s, H9) 7,91-7,92 (4H, m, H2", H3",
H5", H6") 7,98-8,00 (3H, m, H6", H3", H7") 8,15 (1H, d, J=8,2 Hz, H8") 8,34 (1H, d, J=8,1 Hz,
H5") 8,98 (1H, d, J=4,6 Hz, H2"); 3C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 10,28 (C11) 20,80
(C10) 24,11 (C4) 25,04 (C5) 26,03 (C7) 35,94 (C3) 51,67 (C2) 62,82 (C6, CH2) 64,94 (C8)
68,56 (C9) 120,05 (C37) 122,56 (C4") 122,81 (C6") 124,74 (C9") 125,72 (C5") 125,75 (CT)
127,85 (C8) 128,97 (C67) 129,79 (C57) 131,86 (C8") 132,22 (C1") 134,38 (C3") 146,14 (C10")
147,36 (C4") 149,66 (C2"); HRMS/*ESI: izracunato za izra¢unato za Ca7H30F3N20" 455,2305
nadeno 455,2305.

3.4.1.6. Sinteza N-(3-trifluormetoksibenzil)-10,11-dihidrocinhonidinijeva bromida (50)
Spoj 50 pripravljen je prema postupku 3.4.1. Dobiveno je 0,24 g spoja 50 (50 %); t:212,7 °C;
[a]%* = —150° (c 0,1; MeOH); t; 8,16 min; FTIR v/cm™: 3444 (O-H) 3182 (C-H) 1155 (C-
N) 779 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 0,81 (3H, t, J=7,4 Hz, H11) 1,18-1,37
(2H, m, H5a, Hb7) 1,41-1,47 (1H, m, H4) 1,82-1,92 (2H, m, H10) 2,08 (1H, s, H7) 2,23-2,34
(2H, m, H3, H5b) 3,37-3,53 (3H, m, H2, H6b) 4,03 (1H, t, J=9,0 Hz, H6) 4,48-4,52 (1H, m,
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H8) 5,04 (1H, d, J=12,4 Hz, CH2a) 5,25 (1H, d, J=12,4 Hz, CHZ2a) 6,66 (1H, s, H9) 7,55 (1H,
d, J=8,1 Hz, H6") 7,70-7,90 (5H, m, H2", H4", H5", H6", H7") 7,99 (1H, d, J=4,5 Hz, H3") 8,1
(1H, d, J=4,2 Hz, H8") 8,32 (1H, d, J=8,0 Hz, H5") 8,98 (1H, d, J=4,6 Hz, H2"); 13C NMR (101
MHz, MeOD-d3) &/ppm: 10,25 (C11) 20,77 (C10) 24,17 (C4) 25,04 (C5) 26,04 (C7) 35,92
(C3) 51,61 (C2) 62,73 (C6) 62,85 (CH2) 64,88 (C8) 68,58 (C9) 119,23 (C1”) 120,02 (C3")
122,77 (C6") 122,82 (C4") 124,76 (C9") 126,08 (C5") 127,82 (C7") 128,98 (C8") 129,79 (C6")
129,88 (C8") 130,78 (C57) 132,39 (C2") 146,13 (C10") 147,38 (C4") 149,38 (C3") 149,66 (C2");
HRMS/ESI: izraunato za C27H30F3N202" 471,2254 nadeno 471,2257.

3.4.1.7. Sinteza N-(4-trifluormetoksibenzil)-10,11-dihidrocinhonidinijeva bromida (51)
Spoj 51 pripravljen je prema postupku 3.4.1. Dobiveno je 0,18 g spoja 51 (39 %); t: 228,3 °C;
[a]3* = —155° (c 0,1; MeOH); t; 8,43 min; FTIR v/cm™: 3432 (O-H) 3144 (C-H) 1161 (C-
N) 788 (C—F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 0,82 (3H, t, J=7,4 Hz, H11) 1,18-1,39
(m, 2H, H5a, H7b) 1,42-1,45 (1H, m, H4) 1,81-1,92 (2H, m, H10) 2,08 (1H, s, H7a) 2,22-2,33
(2H, m, H3, H5b) 3,36-3,49 (3H, m, H2, H2a, H6b) 4,03 (1H, t, J=9,1 Hz, H6a) 4,46-4,51 (1H,
m, H8) 5,03 (1H, d, J=12,5 Hz, CH2a) 5,23 (1H, d, J=12,5 Hz, CH2b) 6,67 (1H, s, H9) 7,51
(2H, d, J=8,1 Hz, H6", H7") 7,81-7,90 (4H, m, H2", H3", H5", H6") 8,00 (1H, d, J=4,6 Hz, H3")
8,15 (1H, d, J=4,2 Hz, H8") 8,33 (1H, d, J=8,0 Hz, H5") 8,98 (1H, d, J=4,6 Hz, H2"); 13C NMR
(101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 10,29 (C11) 20,77 (C10) 24,16 (C4) 25,04 (C5) 26,06 (C7) 35,93
(C3) 51,44 (C2) 62,66 (C6 , CH2) 64,91 (C8) 68,41 (C9) 119,23 (C1") 120,04 (C3") 121,17
(C3", C5") 122,77 (C6") 124,75 (C9") 126,55 (C8") 127,83 (C7") 128,98 (C8") 129,79 (C5")
135,57 (C2", C6") 146,18 (C107) 147,37 (C4’) 149,66 (C2’) 150,68 (C4”); HRMS/ESI:
izraGunato za Ca7H30F3N202" 471,2254 nadeno 471,2257.

3.4.1.8. Sinteza N-benzil-10,11-dihidrocinhoninijeva bromida (52)

Spoj 52 pripravljen je prema postupku 3.4.1. Dobiveno je 0,26 g spoja 52 (64 %); t; 241,2 °C;
[a]3* = +112°(c0,1; MeOH); t 7,31 min; FTIR v/cm™: 3438 (O—H) 3118 (C—-H) 1123 (CN);
'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 0,96 (3H, t, J=7,4 Hz, H11) 1,11-1,04 (1H, m, H5a)
1,67-1,58 (m, 1H, H10) 1,77-1,87 (3H, m, H4, H5b, H7a) 1,96 (1H, s, H7b) 2,44 (1H, t, J=11,8
Hz, H3) 3,12-3,04 (1H, m, H2a) 3,65 (1H, t, J=11,1 Hz, H6b) 3,94 (1H, m, H2b) 4,04 (1H, t,
J=9,4 Hz, H6a) 4,20-4,14 (1H, m, H8) 5,01 (1H, d, J=12,3 Hz, CH2a) 5,11 (1H, d, J=12,4 Hz,
CH2b) 6,64 (1H, d, J=1,5 Hz, H9) 7,61 (3H, t, J=2,7 Hz, H4", H3', H7") 7,90-7,76 (4H, m, H2",
H3", H6", H5") 8,01 (1H, d, J=4,5 Hz, H6") 8,15-8,13 (1H, d, J=8,2 Hz, H8") 8,34 (1H, d, J=8,2
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Hz, H5') 8,97 (1H, d, J=4,6 Hz, H2'); 3C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 10,26 (C11)
20,65 (C10) 23,86 (C5) 23,98 (C7) 24,69 (C4) 35,46 (C3) 56,44 (C2) 56,83 (C6) 63,14 (C7")
65,47 (C8) 67,74 (C9) 119,87 (C37) 123,01 (C6") 124,77 (C9") 127,49 (C1") 127,78 (CT)
128,86 (C2", C6”) 129,00 (C8") 129,79 (C4") 130,30 (C5") 133,52 (C5", C3") 146,05 (C10)
147,35 (C4") 149,66 (C2°); HRMS/'ESI: izradunato za C2sH31N2O" 387,2431 nadeno
387,2430.

3.4.1.9. Sinteza N-(3-fluorbenzil)-10,11-dihidrocinhoninijeva bromida (53)

Spoj 53 pripravljen je prema postupku 3.4.1. Dobiveno je 0,20 g spoja 53 (48 %); t: 223,7 °C;
[a]3* = +110° (c0,1; MeOH); t; 7,45 min; FTIR v/cm™: 3400 (O—H) 3162 (C—-H) 1152 (C-
N) 782 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 0,96 (3H, t, J=7,4 Hz, H11) 1,04-1,11
(1H, m, H5a) 1,58-1,71 (2H, m, H10) 1,79-1,91 (3H, m, H4, H5b, H7a) 1,97 (1H, s, H7b) 2,46
(1H,t,J=11,9 Hz, H3) 3,07-3,14 (1H, m, H2a) 3,64 (1H, t, J=11,1 Hz, H6b) 3,93-4,06 (2H,m,
H6a, H2b) 4,15-4,21 (1H, m, H8) 5,02 (1H, d, J=12,4 Hz, CH2a) 5,15 (1H, d, J=12,4 Hz,
CH2b) 6,61 (1H, s, H9) 7,34-7,40 (1H, m, H6") 7,61-7,66 (3H, m, H2", H4", H5") 7,81-7,90
(2H,m, H3", H7") 8,00 (1H, d, J=4,6 Hz, H6") 8,14 (1H, d, J=4,7 Hz, H8") 8,36 (1H, d, J=4,6
Hz, H5") 8,98 (1H, d, J=4,6 Hz, H2"); 3C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &ppm: 10,26 (C11)
20,66 (C10) 23,84 (C5) 23,95 (C7) 24,58 (C4) 35,44 (C3) 56,66 (C2) 56,91 (C6) 62,30 (CH2)
65,47 (C8) 67,96 (C9) 117,12 (C3") 119,87 (C8") 120,36 (C6") 123,03 (C5") 124,75 (C9")
127,80 (C7") 128,85 (C6") 129,54 (C57) 129,78 (C8") 129,78 (C8") 130,89 (C4") 145,97 (C1")
147,33 (C3") 149,65 (C2") 161,61 (C10") 164,06 (C4"); HRMS/'ESI: izratunato za
C26H30FN20" 405,2337 nadeno 405,2335.

3.4.1.10. Sinteza N-(4-fluorbenzil)-10,11-dihidrocinhoninijeva bromida (54)

Spoj 54 pripravljen je prema postupku 3.4.1. Dobiveno je 0,09 g spoja 54 (26 %); t: 271,0 °C;
[a]3* = +110° (c0,1; MeOH); t; 7,48 min; FTIR vicm™: 3423 (O-H) 3136 (C-H) 1225 (C-
N) 782 (C-F); *H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 0,95-0,98 (3H, t, J=7,3 Hz, H11) 1,08—
1,12 (1H, m, H5) 1,59-1,71 (2H, m, H10) 1,80-1,85 (3H, m, H4, H5, H7) 1,97 (1H, s, H7) 2,45
(1H, t, J=11,8 Hz, H3) 3,04-3,12 (m, 1H, H2) 3,63 (1H, t, J=11,1 Hz, H6) 3,85 (1H, m, H2)
3,98 (1H, t, J=9,0 Hz, H6) 4,13-4,18 (1H, m, H8) 4,98 (1H, d, J=12,5 Hz, H7") 5,08 (1H, d,
J=12,5Hz, H7") 6,61 (1H, s, H9) 7,35 (2H, t, J=8,5 Hz, H3", H7") 7,77-7,91 (4H, m, H2", H3",
H5", H6") 8,00 (1H, d, J=4,4 Hz, H6") 8,15 (1H, d, J=8,3 Hz, H8") 8,33 (1H, d, J=8,3 Hz, H5")
8,98 (1H, d, J = 4,5 Hz, H2); 3C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &ppm: 10,24 (C11) 20,64
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(C10) 23,82 (C5) 23,92 (C7) 24,59 (C4) 35,40 (C3) 56,71 (C2) 56,78 (C6) 62,21 (C7") 65,48
(C8) 68,13 (C9) 119,86 (C3") 122,99 (C6") 124,75 (C9") 127,06 (C5") 127,08 (C7") 127,79
(C8") 128,88 (C8") 129,80 (C67) 129,97 (C57) 130,09 (C2") 131,06 (C17) 131,38 (C3") 137,36
(C4") 145,92 (C10") 147,35 (C4") 149,66 (C2"); HRMS/'ESI: izraunato za izratunato za
C26H30F3N20"* 405,2337 nadeno 405,2338.

3.4.1.11. Sinteza N-(3-trifluormetilbenzil)-10,11-dihidrocinhoninijeva bromida (55)

Spoj 55 pripravljen je prema postupku 3.4.1. Dobiveno je 0,18 g spoja 55 (40 %); t:231,6 °C;
[a]3* = +89° (c 0,1; MeOH); t; 8,19 min; FTIR v/cm™: 3423 (O-H) 3168 (C-H) 1126 (C-
N) 782 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &ppm: 0,96 (3H, t, J=7,4 Hz, H11) 1,09-1,13
(m, 1H, H5) 1,59-1,72 (2H, m, H10) 1,80-1,88 (3H, m, H4, H5, H7) 1,98 (1H, s, H7) 2,46 (1H,
t, J=11,8 Hz, H3) 3,04-3,11 (1H, m, H2) 3,60 (1H, t, J=11,0 Hz, H6) 3,95-4,07 (2H, m, H6,
H2) 4,20-4,25 (1H, m, H8) 5,10 (1H, d, J=12,5 Hz, H7") 5,28 (1H, d, J=12,5 Hz, H7") 6,40
(1H, s, H9) 7,81-7,95 (4H, m, H2", H4", H5", H6") 8,01 (1H, d, J=4,5 Hz, H6") 8,07 (1H, d,
J=7,6 Hz, H8") 8,15 (2H, d, J=7,2 Hz, H3", H7") 8,38 (1H, d, J=8,0 Hz, H5") 8,98 (1H, d, J=4,6
Hz, H2"); 3C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &ppm: 10,24 (C11) 20,64 (C10) 23,82 (C5) 23,92
(C7) 24,59 (C4) 35,40 (C3) 56,71 (C2) 56,78 (C6) 62,21 (CH2) 65,48 (C8) 68,13 (C9) 119,86
(C3") 122,99 (C6") 124,75 (C9") 127,06 (C5") 127,08 (C7") 127,79 (C8") 128,88 (C8") 129,80
(C6™) 129,97 (C5") 130,09 (C2") 131,06 (C1") 131,38 (C3") 137,36 (C4") 145,92 (C10") 147,35
(C4") 149,66 (C2'); HRMS/*ESI: izracunato za C27H30FsN2O" 455,2305 nadeno 455,2305.

3.4.1.12. Sinteza N-(4-trifluormetilbenzil)-10,11-dihidrocinhoninijeva bromida (56)

Spoj 56 pripravljen je prema postupku 3.4.1. Dobiveno je 0,33 g spoja 56 (72 %), t: 234,7 °C,
[(X]ZDS = +95 ° (¢ 0,1; MeOH); tr 8,25 min; FTIR vicm™: 3168 (O—H) 2959 (C-H) 1134 (C-N)
782 (C—F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 0,96 (3H, t, J=7,4 Hz, H11) 1,04-1,11
(1H, m, H5) 1,62 (2H, dq, J=6,6; 14,0 Hz, H10) 1,81-1,90 (3H, m, H4, H5, H7) 1,97 (1H, s,
H7) 2,42 (1H, t, J=11,8 Hz, H3) 3,04-3,11 (1H, m, H2) 3,60 (1H, t, J=11,1 Hz, H6) 3,94-3,90
(1H, m, H2) 4,04 (1H, t, J=9,2 Hz, H6) 4,13-4,18 (1H, m, H8) 5,00 (1H, d, J=12,5 Hz, H7")
5,12 (1H, d, J=12,5 Hz, H7") 6,62 (1H, s, H9) 7,34 (2H, t, J=8,5 Hz, H3", H7") 7,80-7,90 (4H,
m, H2", H3", H6", H5") 8,00 (1H, d, J=4,5 Hz, H6") 8,14 (1H, d, J = 8,2 Hz, H8") 8,32 (1H, d,
J=8,0 Hz, H5") 8,98 (1H, d, J=4,5 Hz, H2"); *C NMR (101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 10,27
(C11) 20,64 (C10) 23,97 (C5) 24,68 (C7) 35,44 (C4) 48,46 (C3) 56,34 (C2) 56,69 (C6) 62,17
(C7") 65,45 (C8) 67,77 (C9) 115,79 (C3") 115,79 (C3") 116,00 (C6") 119,86 (C5") 123,00
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(C77)123,59 (C17) 124,76 (C9") 127,80 (C8") 128,85 (C6") 129,79 (C57) 135,75 (C2") 135,83
(C37) 146,02 (C107) 147,32 (C4’) 149,64 (C2°) 162,86 (C4") 16534 (C8"); HRMS/*ESI:
HRMS/*ESI: izracunato za C27H30F3N20" 455,2305 nadeno 455,2305.

3.4.1.13. Sinteza N-(3-trifluormetoksibenzil)-10,11-dihidrocinhoninijeva bromida (57)
Spoj 57 pripravljen je prema postupku 3.4.1. Dobiveno je 0,31 g spoja 57 (66 %); t:214,8 °C;
[oc]ZD5 =+90 ° (c 0,1; MeOH); t, 8,16 min; FTIR vicm™: 3441 (O—H) 3159 (C-H) 2954 (C-H)
1252 (-C-O-C-) 1161 (C-N) 782 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 0,96 (3H, t,
J=7,4 Hz, H11) 1,12-1,08 (m, 1H, H5) 1,60-1,70 (2H, m, H10) 1,84-1,86 (3H, m, H4, H5, H7)
1,97 (1H, s, H7) 2,45 (1H, t, J=11,8 Hz, H3) 3,05-3,12 (1H, m, H2) 3,64 (1H, t, J=11,1 Hz,
H6) 3,94-3,96 (1H, m, H2) 4,04 (1H, t, J=9,3 Hz, H6) 4,18-4,22 (1H, m, H8) 5,06 (1H, d,
J=12.4 Hz, H7") 5,20 (1H, d, J=12,4 Hz, H7") 6,62 (1H, s, H9) 7,56 (1H, d, J=8,1 Hz, H7")
7,72 (1H, t, J=7,9 Hz, H3") 7,79-7,88 (4H, m, H2", H4", H5", H6") 8,00 (1H, d, J=4,5 Hz, H6")
8,13 (1H, d, J=8,0 Hz, H8") 8,36 (1H, d, J=8,0 Hz, H5") 8,98 (1H, d, J=4,5 Hz, H2"); 13C NMR
(101 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 10,23 (C11) 20,66 (C10) 23,82 (C5) 23,97 (C7) 24,65 (C4) 35,40
(C3) 56,69 (C2) 56,83 (C6) 62,10 (C7") 65,47 (C8) 68,06 (C9) 119,24 (C1") 119,87 (C3")
122,81 (C6") 123,02 (C4") 124,75 (C9") 126,10 (C57) 127,80 (C7") 128,86 (C8") 129,80 (C6")
129,95 (C8") 130,80 (C5") 132,44 (C2") 145,93 (C10") 147,33 (C4") 149,39 (C3") 149,65 (C2";
HRMS/*ESI: izradunato za Ca7H30F3N202" 471,2254 nadeno 471,2257.

3.4.1.14. Sinteza N-(4-trifluormetoksibenzil)-10,11-dihidrocinhoninijeva bromida (58)

Spoj 58 pripravljen je prema postupku 3.4.1. Dobiveno je 0,11 g spoja 58 (26 %); t:241,9 °C;
[(X]ZDS = +77 ° (c 0,1; MeOH); t, 8,43 min; FTIR v/cm™: 3435 (O-H) 3153 (C-H) 2883 (C-H)
1272 (-C-O-C-) 1161 (C-N) 785 (C-F); 'H NMR (400 MHz, MeOD-d3) &/ppm: 0,96 (3H, t,
J=7,4 Hz, H11) 1,05-1,12 (m, 1H, H5) 1,59-1,73 (m, 2H, H10) 1,80-1,86 (m, 3H, H4, H5, H7)
1,97 (s, 1H, H7) 2,46 (t, 1H, J=11,8 Hz, H3) 3,06-3,13 (m, 1H, H2) 3,62 (t, 1H, J=11,0 Hz,
H6) 3,92-3,97 (m, 1H, H2) 4,04 (t, 1H, J=9,4 Hz, H6) 4,15-4,21 (m, 1H, H8) 5,02 (d, 1H,
J=12,5Hz, H7") 5,16 (d, 1H, J=12.,5 Hz, H7") 6,63 (s, 1H, H9) 7,52(d, 2H, J=8,0 Hz, H3", H7")
7,81-7,92 (m, 4H, H2", H3", H5", H6") 8,00 (d, 1H, J=4,6 Hz, H6") 8,14 (d, 1H, J=4,6 Hz, H8")
8,36 (1H, d, J=7,9 Hz, H5") 8,98 (1H, d, J=4,6 Hz, H2"); 13C NMR (101 MHz, MeOD-d3)
o/ppm: 10,25 (C11) 20,65 (C10) 23,82 (C5) 23,96 (C7) 24,65 (C4) 35,40 (C3) 56,54 (C2) 56,80
(C6) 61,97 (C7") 65,48 (C8) 67,93 (C9) 119,18 (C17) 119,86 (C3") 121,18 (C3", C5") 122,99
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(C6") 124,76 (C9") 126,60 (C8") 127,79 (C7") 128,87 (C8") 129,79 (C5") 135,58 (C2", C6")
145,95 (C10") 150,69 (C4") 147,35 (C4") 149,65 (C2’); HRMS/'ESI: izratunato za
C27H30F3N202" 471,2254 nadeno 471,2257.

3.5. Sinteza 9-O-karbamata cinhonidina

3.5.1. Opdi postupak

Cinhonidin/cinhonin (1,7 mmol) i odgovarajuci izocijanat (2,25 mmol) refluksirani su u toluenu
(20 mL) 24 sata. Hladenjem te filtracijom reakcijske smjese izoliran je talog koji je

prekristaliziran iz acetona.

3.5.1.1. Sinteza 9-(N-fenilkarbamoiloksi)cinhonidina (59)

Spoj 59 pripravljen je prema postupku 3.5.1. Dobiveno je 0,4 g spoja 59 (58 %); t: 221,6 °C;
[oc]zD5 = +32° (c 0,1; MeOH); tr 3,45 min; FTIR v/cm™: 3181 (N-H) 3026 (C-H) 1718 (C=0)
1603 (C=N) 1057 (C-N); *H NMR (400 MHz, CDCls-d) ¢/ppm: 1,56-1,60 (2H, m, H7, H5)
1,74-1,80 (1H, m, H5) 1,87-1,91 (1H, m, H4) 1,96-2,01 (1H, m, H7) 2,26-2,34 (1H, m, H3)
2,58-2,69 (2H, m, H6, H2) 3,05 (1H, dd, J=13,7; 10,1 Hz, H2) 3,13-3,20 (1H, m, H6) 3,43
(1H, g, J=8,2 Hz, H8) 5,02-5,07 (2H, m, H11) 5,83-5,92 (1H, m, H10) 6,58 (1H, d, J=7,9 Hz,
H9) 7,08 (1H, t, J=7,1 Hz, H4"") 7,31 (1H, t, J=7,6 Hz, H3"") 7,37 (1H, d, J=7,9 Hz, H2"") 7,47
(1H, d, J=4,4 Hz, H3") 7,62 (1H, t, J=7,5 Hz, H7") 7,74 (1H, t, J=7,3 Hz, H6") 8,15 (1H, d,
J=8,4 Hz, H5") 8,31 (1H, d, J=8,4 Hz, H8") 8,92 (1H, d, J=4,5 Hz, H2"); 13C NMR (101 MHz,
CDClsz-d) o/ppm: 22,80 (C5) 26,73 (C7) 27,59 (C4) 39,34 (C3) 42,30 (C6) 56,02 (C2) 59,48
(C8) 73,99 (C9) 113,65 (C11) 118,41 (C3") 118,59 (C4"") 122,99 (C3™") 123,28 (C7") 125,72
(C9)127,11(C8") 128,46 (C2"") 128,78 (C5") 129,64 (C6") 138,41 (C1"") 141,19 (C10) 146,77
(C4") 147,66 (C107) 149,50 (C2") 153,12 (C=0); HRMS/'ESI: izracunato za HRMS/"ESI:
izraGunato za C2sH2sN302" 414,2176 nadeno 414,2179.

3.5.1.2. Sinteza 9-(N-cikloheksilkarbamoiloksi)cinhonidina (60)

Spoj 60 pripravljen je prema postupku 3.5.1. Dobiveno je 1,0 g spoja 60 (70 %); t: 170,1 °C;
[a]® = +12° (¢ 0,1; MeOH); t; 3,79 min; FTIR v/em™: 3178 (N-H) 3071 (C-H) 1710 (C=0)
1596 (C=C) 1274 (CO-N) 1165 (C-O) 1076 (C-N) 760 (=C—H); *H NMR (400 MHz, CDCls-
d) o/ppm: 1,15-1,35 (5H, m, H4, H7, H5) 1,59-1,93 (11H, m, Hcyhex) 2,31-2,39 (1H, m, H3)
2,62 (1H, qd, J=13,7; 2,4 Hz, H2) 2,66-2,76 (LH, m, H6) 3,06 (1H, dd, J=13,7; 10,2 Hz, H2)
3,25-3,31 (2H, m, H8, H6) 4,98 (2H, dd, J=17,8; 10,4 Hz, H11) 5,77-5,86 (1H, m, H10) 6,55

Alma Rami¢ Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 70

(1H, d, J=5,3 Hz, H9) 7,60 (1H, d, J=4,6 Hz, H3") 7,69-7,73 (1H, m, H7") 7,80—7,84 (1H, m,
H6') 8,10 (1H, d, J=8,4 Hz, H5") 8,34 (1H, d, J=8,4 Hz, H8") 8,85 (1H, d, J=4,6 Hz, H2'); 1*C
NMR (101 MHz, CDCls-d) §/ppm: 22,51 (C5) 24,78 (C3") 25,17 (C4™*) 26,72(C7) 27,61 (C4)
32,71 (d, J=16,5 Hz, C2"") 39,35 (C3) 42,29 (C6) 50,15 (C1°") 56,05 (C2) 59,45 (C8) 73,63
(C9) 113,64 (C11) 118,31 (C3') 123,31 (C7’) 125,72 (C9’) 127,04 (C8') 128,75 (C5') 129,58
(C6') 141,20 (C10) 147,12 (C4’) 147,64 (C10°) 149,45 (C27) 155,38 (C=0): HRMS/*ESI:
izracunato za C2sH34N302" 420,2646 nadeno 420,2645.

3.5.1.3. Sinteza 9-(N-etilkarbamoiloksi)cinhonidina (61)

Spoj 61 dobiven je prema postupku 3.5.1. Dobiveno je 0,28 g spoja 61 (21 %); [OL]ZDS = +64 °
(c 0,1; MeOH); tr 2,29 min; FTIR v/cm™: 3062 (C-H) 1719 (C=0) 1593 (C=C) 1207 (C-O)
1053 (C-N); *H NMR (400 MHz, CDCl3z-d) &/ppm: 1,08-1,16 (5 H, m, CH3) 1,49-1,63 (2 H,
m, H5) 1,68-1,78 (1 H, m, H4) 1,81-1,96 (2 H, m, H7) 2,27 (1 H, br. s., H3) 2,52-2,69 (2 H,
m, H6) 3,02 (1 H, dd, J=13,69, 10,27 Hz, H2a) 3,10-3,17 (1 H, m, H2b) 3,18-3,21 (2 H, m,
CH2) 3,21-3,24 (1 H, m, H8) 4,96-5,06 (2 H, m, H11) 5,84 (1 H, ddd, J=16,99; 10,39; 7,58 Hz,
H10) 6,46 (1 H, d, J=7,58 Hz, H9) 7,40 (1 H, d, J=4,40 Hz, H3") 7,58 (1 H, ddd, J=8,38, 6,91,
1,34 Hz, H7") 7,70 (1 H, ddd, J=8,38; 6,91; 1,35 Hz, H6") 8,10-8,14 (1 H, m, H8") 8,21-8,29 (1
H, m, H5") 8,88 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2"); *°C NMR (101 MHz, CDCls-d) &/ppm: 15,51 (CHs)
24,59 (C7) 27,61 (C4) 27,80 (C5) 35,36 (CH2) 39,79 (C3) 42,35 (C6) 59,59 (C2) 59,85 (C8)
74,10 (C9) 114,42 (C11) 118,78 (C5") 123,56 (C3') 126,24 (C9") 126,74 (C6") 129,10 (C7")
130,39 (C8") 141,85 (C10) 146,00 (C10") 148,66 (C4) 150,00 (C2") 155,41 (C=0);
HRMS/ESI: izraunato za C22H17N3O2" 366,2176 nadeno 366,2178.

3.5.1.4. Sinteza 9-(N-fenilkarbamoiloksi)cinhonina (62)

Spoj 62 pripravljen je prema postupku 3.5.1. Dobiveno je 0,5 g spoja 62 (43 %); t: 211 °C;
[a]21)5= —64° (c = 0,1; MeOH); t, 3,65 min; FTIR v/cm™*: 3062 (C-H) 1719 (C=0) 1593 (C=C)
1207 (C-0) 1053 (C-N); *H NMR (400 MHz, CDCls-d) &/ppm 1,53-1,59 (m, 2 H, H5) 1,63
(tdd, J=8,99, 8,99, 4,65, 1,59 Hz, 1 H, H4) 1,80-1,86 (m, 1 H, H7a) 1,90 (dd, J=13,45, 8,80
Hz, 1 H, H7b) 2,27 (q, J=8,31 Hz, 1 H, H3) 2,66-2,81 (M, 2 H, H2) 2,87-2,95 (m, 2 H, H6)
3,34 (q, J=8,56 Hz, 1 H, H8) 5,07-5,16 (m, 2 H, H11) 6,03 (ddd, J=17,12, 10,15, 7,21 Hz, 1 H,
H10) 6,58 (d, J=7,83 Hz, 1 H, H9) 7,06 (t, J=7,21 Hz, 1 H, H4") 7,24-7,30 (m, 2H, ArH") 7,33—
7,38 (m, 2 H, ArH") 7,44 (d, J=4,40 Hz, 1 H, H3') 7,59 (ddd, J=8,38, 6,91, 1,34 Hz, 1 H, H7")
7,71 (ddd, J=8,44, 6,97, 1,22 Hz, 1 H, H6") 8,13 (dd, J=8,44, 0,86 Hz, 1 H, H5") 8,25 (d, J=8,07
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Hz, 1 H, H8") 8,89 (d, J=4,40 Hz, 1 H, H2"): 3C NMR (101 MHz, CDCls-d) &/ppm: 24,24 (C7)
26,50 (C5) 27,76 (C4) 39,75 (C3) 49,03 (C6) 49,74 (C2) 59,80 (C8) 74,27 (C9) 114,81 (C11)
118,76 (C5') 123,47 (C3') 126,28 (C9') 126,84 (C6') 129,10 (ArC") 129,17 (C4") 130,41 (C8')
137,44 (C1") 140,53 (C10) 145,73 (C10) 148,58 (C4") 149,95 (C2) 152,40 (C=0);
HRMS/*ESI: izradunato za C26H2sN302" 414,2176 nadeno 414,2178.

3.5.1.5. Sinteza 9-(N-cikloheksilkarbamoiloksi)cinhonina (63)

Spoj 63 pripravljen je prema postupku 3.5.1. Dobiveno je 0,58 g spoja 63 (28 %); t: 184 °C;
[(I]ZDS =+78° (¢ = 0,1; MeOH); tr 4,13 min; FTIR v/cm™: 3062 (C-H) 1719 (C=0) 1593 (C=C)
1207 (C-0) 1053 (C-N); *H NMR (400 MHz, CDCls-d) &/ppm: 1,04-1,35 (m, 5 H, H5, H7,
H4) 1,52-1,77 (m, 6 H, Chex H") 1,77-2,05 (m, 4 H, Chex H") 2,26 (d, J=8,80 Hz, 1 H, H3)
2,62-2,82 (m, 2 H, H2) 2,84-2,96 (m, 2 H, H6) 3,26 (d, J=8,07 Hz, 1 H, H8) 3,44 (d, J=3,91
Hz, 1 H, H1") 5,02-5,16 (m, 2 H, H11) 6,04 (ddd, J=17,24, 10,39, 7,34 Hz, 1 H, H10) 6,50 (d,
J=7,58 Hz, 1 H, H9) 7,40 (d, J=4,40 Hz, 1 H, H3") 7,58 (ddd, J=8,44, 6,97, 1,22 Hz, 1 H, H7")
7,70 (ddd, J=8,38, 6,91, 1,34 Hz, 1 H, H6") 8,12 (dd, J=8,44, 0,86 Hz, 1 H, H5") 8,24 (d, J=8,31
Hz, 1 H, H8") 8,88 (d, J=4,65 Hz, 1 H, H2'); 13C NMR (101 MHz, CDCls-d) &ppm: 23,90 (C4")
24,77 (C7) 25,42 (C3", C5") 26,52 (C5) 27,87 (C4) 33,26 (C2") 33,38 (C6") 39,88 (C3) 49,01
(C6) 49,74 (C2) 50,12 (C1") 59,81 (C8) 73,45 (C9) 114,71 (C11) 118,58 (C5") 123,60 (C3)
126,35 (C9') 126,70 (C6") 129,06 (C7") 130,30 (C8') 140,62 (C10) 146,34 (C10") 148,54 (C4)
149,94 (C2") 154,70 (C=0); HRMS/'ESI: izracunato za CsH3aN302" 420,2646 nadeno
420,2646.

3.5.2. Opdi postupak

Cinhonidin (1,7 mmol) i trietilamin (1,89 mmol) refluksirani su u toluenu (25 mL) pola sata
nakon Cega je dodan odgovarajuéi karbamoil klorid (1,89 mmol). Nakon 24 sata reakcijska
smjesa je ohladena te profiltrirana. Filtrat je uparen do suha, otopljen u kloroformu (10 mL) te
prebacen u lijevak za odijeljivanje. Organski sloj je ispran dva puta s vodom (2 mL) te osusen
na natrijevom sulfatu. Uparavanjem otapala te kromatografijom na stupcu silikagela izoliran je

produkt.

3.5.2.1. Sinteza 9-(N, N'-dimetilkarbamoiloksi)cinhonidina (64)
Spoj 64 pripravljen je prema postupku 3.5.2. Dobiveno je 0,41 g uljastog spoja 64 (65 %); [a]z;
=+10° (c = 0,1; MeOH); t; 2,27 min; FTIR v/cm™: 3077 (C-H) 1707 (C=0) 1637 (C=N) 1509
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(C=C) 1181 (C-0O) 1053 (C-N); *H NMR (400 MHz, CDCls-d) &/ppm: 1,63-1,72 (1H, m, H4)
1,76-1,90 (4H, m, H5, H7) 2,35-2,42 (1H, m, H3) 2,66 (1H, qd, J=13,6; 2,4 Hz, H2) 2,70-2,77
(1H, m, H6) 2,89 (3H, s, H2") 3,09 (1H, dd, J=13.7; 10,2 Hz, H2) 3,15 (3H, s, H1"") 3,26-3,31
(1H, m, HB) 3,40-3,46 (1H, m, H8) 5,01 (2H, tdd, J=15,9; 10,4; 1,4 Hz, H11) 5,81-5,90 (1H,
m, H10) 6,57 (1H, d, J=5,6 Hz, H9) 7,61 (1H, d, J=4,6 Hz, H3") 7,70-7,74 (1H, m, H7") 7,80-
7,85 (1H, m, H6') 8,11 (1H, dd, J=8,5; 0,9 Hz, H5) 8,36 (1H, d, J=8,4 Hz, H8") 8,86 (1H, d,
J=4,6 Hz, H2'): 3C NMR (101 MHz, CDCls-d) &/ppm: 22,99 (C5) 26,82 (C7) 27,54 (C4)
35,02, (CH3) 35,45 (CH3) 39,21 (C3) 42,27 (C6) 55,99 (C2) 59,53 (C8) 74,80 (C9) 113,84
(C11) 118,48 (C3') 123,26 (C7') 125,71 (C9’) 127,09 (C8") 128,81 (C5') 129,62 (C6') 141,02
(C10) 146,62 (C4)147,68 (C10°) 149,55 (C2') 156 (C=0); HRMS/*ESI: izradunato za
C22H28N302" 366,2176 nadeno 366,2176.

3.5.2.2. Sinteza 9-(N, N'-dietilkarbamoiloksi)cinhonidina (65)

Spoj 65 pripravljen je prema postupku 3.5.2. Dobiveno je 0,19 g spoja 65 (68 %); [OL]ZD5 = +9°
(c = 0,1; MeOH); tr 2,60 min; FTIR v/cm™: 3077 (C-H) 1702 (C=0) 1593 (C=C) 1272 (CO-
N) 1167 (C-0) 1069 (C-N); *H NMR (400 MHz, CDCls-d) &ppm: 1,07 (3H, t, J=6,7 Hz,
H4") 1,25 (3H, t, J=6,9 Hz, H2"") 1,63-1,76 (2H, m, H7, H5) 1,80-1,99 (3H, m, H4, H7, H5)
2,34-2,41 (1H, m, H3) 2,63 (1H, qd, J=13,7; 2,4 Hz, H2) 2,66-2,74 (1H, m, H6) 3,05 (1H, dd,
J=13,7; 10,2 Hz, H2) 3,24-3,30 (3H, m, H3"", H6) 3,44-3,50 (3H, m, H1"", H8) 4,98-5,06 (2H,
m, H11) 5,84-5,93 (1H, m, H10) 6,56 (1H, d, J=6,7 Hz, H9) 7,60 (1H, d, J=4,6 Hz, H3") 7,70—
7,74 (1H, m, H7") 7,81-7,84 (1H, m, H6") 8,11 (1H, dd, J=8,4; 0,9 Hz, H5") 8,40 (1H, d, J=8,4
Hz, H8") 8,86 (1H, d, J=4,6 Hz, H2"); 3C NMR (101 MHz, CDCls-d) &/ppm: 12,17 (C4"")
13,33 (C2") 23,78 (C5) 26,91(C7) 27,51 (C4) 39,27 (C3) 41,20 (C3") 41,78 (C1"") 42,06 (C6)
55,91 (C2) 59,68 (C8) 74,67 (C9) 113,81 (C11) 118,77 (C3") 123,42 (C7") 125,93 (C9") 127,01
(C8") 128,81 (C5") 129,60 (C6") 141,815 (C10) 146,86 (C4") 147,77 (C10") 149,52 (C2")
154,90 (C=0); HRMS/"ESI: izracunato za C24H32N302" 394,2489 nadeno 394,2491.

3.5.2.3. Sinteza 9-(N, N'-difenilkarbamoiloksi)cinhonidina (66)

Spoj 66 pripravljen je prema postupku 3.5.2. Dobiveno je 0,18 g spoja 66 (23 %); [a]Z; = +64°
(c =0,1; MeOH); t; 5,91 min; FTIR vicm™: 3064 (C-H) 1719 (C=0) 1593 (C=C) 1207 (C-O)
1053 (C-N); H NMR (400 MHz, CDCls-d) &/ppm: 1,16-1,22 (1H, m, H5) 1,45-1,57 (3H, m,
H7, H5) 1,69-1,70 (1H, m, H4) 2,32-2,39 (1H, m, H3) 2,73-2,80 (2H, m, H6, H2) 3,13 (1H,
dd, J=13,5; 10,4 Hz, H2) 3,20-3,30 (2H, m, H8, H6) 4,94 (2H, dd, J=17,6; 10,6 Hz, H11) 5,63~
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5,72 (1H, m, H10) 6,88 (1H, d, J=4,1 Hz, H9) 7,33-7,47 (10H, m, ArH") 7,54 (1H, d, J=4,6
Hz, H3") 7,69 (1H, t, J=7,4 Hz, H7") 7,83 (1H, t, J=7,7 Hz, H6") 8,11 (1H, d, J=8,1 Hz, H5")
8,19 (1H, d, J=8,5 Hz, H8") 8,92 (1H, d, J=4,6 Hz, H2"); 3C NMR (101 MHz, CDCls-
d) o/ppm: 21,68 (C5) 25,75 (C7) 27,11 (C4) 38,57 (C3) 42,70 (C6) 55,70 (C2) 58,95 (C8) 75,42
(C9) 114,15 (C11) 118,14 (C3") 123,04 (C7") 125,14 (C9") 127,34 (C8") 128,93 (C5") 129,07
(CH-Ph) 129,79 (C6") 140,27 (C10) 141,95 (C-Ph) 145,35 (C4") 147,72 (C10") 149,57 (C2")
153,36 (C=0); HRMS/*ESI: izracunato za C32H32N302" 490,2489 nadeno 490,2490.

3.5.2.4. Sinteza 9-(N, N'-dimetilkarbamoiloksi)cinhonina (67)

Spoj 67 pripravljen je prema postupku 3.5.2. Dobiveno je 0,84 g spoja 67 (79 %); [(1]2; = —80°
(c =0,1; MeOH); t; 2,25 min; FTIR vicm™: 3060 (C-H) 1714 (C=0) 1599 (C=C) 1201 (C-O)
1059 (C-N); *H NMR (400 MHz, CDCls-d) &/ppm: 1,51-1,58 (2 H, m, H5) 1,61 (1 H, m, H4)
1,79-1,92 (2 H, m, H7) 2,26 (1 H, q, J=8,23 Hz, H3) 2,62-2,78 (2 H, m, H2) 2,86-2,88 (3 H,
s, CHg) 2,89-2,96 (2 H, m, H6) 3,02 (3 H, s, CH3) 3,31 (1 H, q, J=8,72 Hz, H8) 5,04-5,13 (2
H, m, H11) 5,97-6,09 (1 H, m, H10) 6,45 (1 H, d, J=8,07 Hz, H9) 7,38 (1 H, d, J=4,40 Hz, H3")
7,58 (1 H, ddd, J=8,38; 6,91; 1,35 Hz, H7") 7,69 (1 H, ddd, J=8,38; 6,91; 1,34 Hz, H6") 8,11 (1
H, dd, J=8,44; 1,10 Hz, H5') 8,23-8,28 (1 H, m, H8') 8,88 (1 H, d, J=4,40 Hz, H2'); 13C NMR
(101 MHz, CDCls-d), &/ppm: 24,35 (C7) 26,51 (C5) 27,84 (C4) 36,04 (CHs) 36,66 (CHz) 39,95
(C3) 49,11 (C6) 49,72 (C2) 60,11 (C8) 74,75 (C9) 114,81 (C11) 118,70 (C8") 123,64 (C3")
126,32 (C9') 126,64 (C6") 129,04 (C7") 130,41 (C5') 140,36 (C10) 146,56 (C10") 148,63 (C4")
150,00 (C2") 155,56 (C=0); HRMS/'ESI: izracunato za C22H2sN302" 366,2176 nadeno
366,2177.

3.5.2.5. Sinteza 9-(N, N'-dietilkarbamoiloksi)cinhonina (68)

Spoj 68 pripravljen je prema postupku 3.5.2. Dobiveno je 0,20 g spoja 68 (42 %); [a]z.f = —5h9°
(c = 0,1; MeOH); t: 2,65 min; FTIR v/cm™; 3060 (C-H) 1714 (C=0) 1599 (C=C) 1201 (C-O)
1059 (C—N); 'H NMR (400 MHz, CDClsz-d) &ppm: 1,00-1,26 (6 H, m, CHs) 1,48-1,72 (3 H,
m, H5, H4) 1,78-1,91 (2 H, m, H7) 2,26 (1 H, g, J=8,23 Hz, H3) 2,60-2,76 (2 H, m, H6) 2,80~
2,98 (2 H, m, H2) 3,25-3,38 (4 H, m, CH>) 5,03-5,13 (2 H, m, H11) 5,95-6,11 (1 H, m, H10)
6,47 (1 H, d, J=8,56 Hz, H9) 7,39 (1 H, d, J=4,40 Hz, H3") 7,57 (1 H, ddd, J=8,38; 6,91; 1,35
Hz, H7') 7,69 (1 H, ddd, J=8,38; 6,91; 1,35 Hz, H6') 8,11 (1 H, d, J=8,44 Hz, H5'") 8,27 (1 H,
d, J=8,56 Hz, H8') 8,88 (1 H, d, J=4,65 Hz, H2"); 3C NMR (101 MHz, CDCls-d) &/ppm: 13,39
(CHs) 14,43 (CHs) 24,72 (C7) 26,48 (C5) 27,82 (C4) 40,02 (C3) 41,26 (CH:) 42,02 (CH2) 49,03
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(C6) 49,62 (C2) 60,24 (C8) 74,16 (C9) 114,85 (C11) 118,84 (C8") 123,72 (C3') 126,48 (C9)
126,60 (C6") 129,03 (C7") 130,34 (C5") 140,27 (C10) 146,79 (C10") 148,61 (C4") 149,95 (C2)
154,91 (C=0); HRMS/*ESI.: izracunato za C24H32N302" 394,2489 nadeno 394,2491.

3.6. Sinteza cinhonidin-9-ketona (69)

Cinhonidin (9,5 mmol), benzofenon (19 mmol) i kalijev tert-butoksid (23 mmol) refluksirani
su u suhom toluenu u atmosferi argona. Nakon 24 sata, reakcijska smjesa je ohladena,
zakiseljena s 2 mol/L klorovodi¢ne kiseline te prebacena u lijevak za odijeljivanje. Vodeni sloj
je odvojen, ohladen na ledenoj kupelji te zaluzen s 5 mol/L natrijevog hidroksida do pH = 10.
Vodena otopina je ekstrahirana tri puta s 40 mL etera, eterski ekstrakti su osuSeni na bezvodnom
natrijevom sulfatu i upareni do suha. Prekristalizacijom iz acetona dobiveni su svijetlozuti
kristali¢i spoja 69 (48 %), t; 113-114 °C; FTIR vicm™: 1698 (C=0); 'H-NMR (400 MHz,
CDCls-d) &/ppm: 1,47-1,63 (1H, m, H7a) 1,63-1,76 (1H, m, H4) 1,82-1,98 (2H, m, H5a, H7b)
2,11-2,31 (1H, m, H5b) 2,31-2,46 (1H, m, H3) 2,57-2,72 (1H, m, H2b) 2,76-2,98 (2H, m, H6)
3,04-3,26 (1H, m H2a) 4,14-4,26 (1H, m, H8) 5,02-5,18 (2H, m, H11) 5,90-6,05 (1H, m, H10)
7,59-7,64 (1H, m, H3") 7,64-7,72 (1H, m, H7) 7,77 (1H, ddd, J=8,38; 7,06; 1,51 Hz, H6') 8,18
(1H, d, J=8,29 Hz, H8") 8,20-8,29 (1H, m, H5') 9,02 (1H, t, J=4,14 Hz, H2'); *C-NMR (75
MHz, CDCls-d) o/ppm: 21,78 (C7) 26,91 (C5) 27,38 (C4) 39,51 (C3) 49,71 (C6) 55,55 (C2)
63,33 (C8) 114,73 (C11) 119,15 (C3") 124,51 (C9") 125,05 (C5") 127,97 (C7') 129,64 (C6')
130,11 (C8') 141,41 (C10) 143,58 (C4') 149,11 (C10") 149,76 (C2") 202,89 (C=0).

3.7. Sinteza 9-hidroksiiminocinhonidina (70)

Cinhonidin-9-keton (1,2 mmol) i hidroksilamin-hidroklorid (1,8 mmol) otopljeni su u etanolu
(2,4 mL) uz dodatak 10% vodene otopine natrijevog hidroksida (1,5 mL). Reakcijska smjesa
refluksirana je 24 sata a zatim uparena do suha. Zuto ulje otopljeno je u hladnoj vodi a pH je
podesen na 6,5 s 5 mol/L NaOH. Ekstrakcijom s eterom, uparavanjem otapala te
kromatografijom na stupcu aluminijevog oksida u sustavu otapala CHClz : MeOH =9 : 1
dobiveno je 0,19 g spoja 70 (50 %); t: 98-99 °C; FTIR v/icm™: 1634 (C=N-OH); (S)-epimer:
IH NMR (400 MHz, CDCls-d) 6/ppm: 1,57 (1 H, d, J=5,46 Hz, H7a) 1,67-1,80 (1 H, m, H4)
1,82-1,97 (2 H, m, H7b, H5b) 2,05-2,16 (1 H, m, H5a) 2,32 (1 H, s, H3) 2,60-2,85 (2 H, m,
H2) 3,04-3,34 (2 H, m, H6) 3,66-3,79 (1 H, m, H8) 4,97-5,12 (2 H, m, H11) 5,80-5,96 (1 H,
m, H10) 7,21-7,28 (1 H, m, H3") 7,46-7,63 (1 H, m, H7') 7,65-7,80 (2 H, m, H5', H6') 8,13—
8,23 (1 H, m, H8') 8,87-8,99 (1 H, m, H2); *C NMR (101 MHz, CDCls-d) 6/ppm: 23,02 (C5)
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27,67 (C7) 27,73 (C4) 39,67 (C3) 41,92 (C6) 55,64 (C2) 59,90 (C8) 114,50 (C11) 118,64 (C3')
119,91 (C7") 124,68 (C9") 126,94 (C5') 129,41 (C6') 130,09 (C8') 141,76 (C10) 141,92 (C4")
148,04 (C10") 149,91 (C2") 155,12 (C=N); (R)-epimer: *H NMR (400 MHz, CDCls-d) 6/ppm:
1,43-1,54 (1 H, m, H5a) 1,59 (2 H, d, J=7,81 Hz, H7) 1,81 (1 H, H4) 2,22-2,35 (1 H, m, H3)
2,40 (1 H, dd, J=13,07; 9,17 Hz, H5b) 2,72-2,93 (3 H, m, H2, H6a) 2,93-3,11 (1 H, m, H6b)
3,61-3,73 (1 H, m, H8) 5,00-5,11 (2 H, m, H11) 5,94-6,06 (1 H, m, H10) 7,15-7,25 (1 H, m,
H3") 7,47-7,57 (1 H, m, H7’) 7,59-7,72 (2 H, m, H6', H5') 8,12-8,23 (1 H, m, H8') 8,80 (L H,
d, J=4,29 Hz, H2"); 3C NMR (101 MHz, CDCls-d) 6/ppm: 23,15, 23,77 (C5) 26,44 (C7) 28,03
(C4) 40,14, 40,30 (C3) 48,07, 48,52 (C6) 48,76, 48,93 (C2) 59,68, 60,54 (C8) 114,60 (C11)
118,57 (C3') 120,22 (C7") 124,94, 125,63 (C9") 125,35 (C5") 126,57, 126,65 (C6') 129,39,
129,82 (C8') 140,44, 140,56 (C10) 142,75, 143,71 (C4') 147,71, 147,78 (C10") 149,61, 149,77
(C2") 153,46, 153,97 (C=N); HRMS/'ESI: izraunato za Ci9H22N3O* 308,1757 nadeno
308,1759.

3.8. Sinteza kvaternih derivata 9-hidroksiiminocinhonidina

3.8.1. Opdi postupak

Cinhonidin-9-oksim (3,1 mmol) i odgovaraju¢i alkil-halogenidd (3,2 mmol) refluksirani su u
suhom acetonu 24 sata. Reakcijska smjesa je ohladena i uparena do suha. Ostatku je dodano

dietil-etera (5 mL). Talog je profiltriran i viSekratno ispran s dietil-eterom.

3.8.1.1. Sinteza N-metil-9-hidroksiilimino-cinhonidinijevog jodida (71)

Spoj 71 pripravljen je prema postupku 3.8.1. Dobiveno je 0,15 g spoja 71 (80 %); t: 140 °C;
FTIR v/cm™: 1634 (C=N-OH); 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) dppm: 2,0-2,1 (5H, m, CH3,
H7) 2,11-2,25 (1H, m, H4) 2,29-2,42 (1H, m, H5a) 2,83-2,96 (2 H, m, H5b, H3) 3,46-3,73
(2H, m, H2) 3,73-3,89 (1H, m, H6b) 3,97-4,20 (1H, m, H6a) 4,54-4,80 (1H, m, H8) 5,11-5,35
(2H, m, H11) 5,81-6,10 (1H, m, H10) 7,53-7,62 (1H, m, H3") 7,63-7,77 (2H, m, H7', HE")
7,79-7,88 (1H, m, H5') 8,09-8,15 (1H, m, H8) 9,04 (1H, dd, J=4,28; 3,06 Hz, H2"); 3.C-NMR
(101 MHz, DMSO-d6) d/ppm: 25,04 (C5) 26,90 (C4) 27,92 (C7) 31,22 (CH3) 37,62 (C3) 53,23
(C6) 59,48 (C2) 68,06 (C8) 117,65 (C11) 120,67 (C3') 124,50 (C9") 125,26 (C7") 127,58 (C6")
128,15 (C5') 130,26 (C8") 138,13 (C10) 140,47 (C4") 148,31 (C10") 150,42 (C=N) 150,73 (C2);
HRMS/ESI: izraunato za C20H24N3O* 322,1914 nadeno 322,1915.

Alma Rami¢ Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 76

3.8.1.2. Sinteza N-benzil-9-hidroksiilimino-cinhonidinijevog jodida (72)

Spoj 72 pripravljen je prema postupku 3.8.1. Dobiveno je 0,12 g spoja 72 (70 %); t: 170 °C;
FTIR vicm™: 1634 (C=N-OH); 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) é/ppm: 1,82-1,94 (2H, m,
H7) 1,94-2,23 (2H, m, H4, H5a) 2,34-2,39 (1H, m, H5b) 2,72-2,83 (1H, m, H3) 3,43-3,65
(2H, m, H2) 3,81-3,98 (1H, m, H6b) 4,09-4,27 (1H, m, H6a) 4,66—4,80 (1H, m, H8) 4,81-5,09
(2H, m, CH2) 5,19-5,38 (2 H, m, H11) 5,83-6,08 (1H, m, H10) 7,45-7,49 (1H, m, H3") 7,53—
7,65 (5H, m, Ar") 7,72-7,80 (2H, m, H5', H7") 7,84-7,98 (1H, m, H6") 8,06-8,17 (1H, m, H8")
8,99-9,11 (1H, m, H2'); *°C-NMR (101 MHz, DMSO-d6) é/ppm: 24,46 (C5) 26,98 (C4) 28,46
(C7) 37,30 (C3) 55,83 (C6) 59,90 (C2) 65,39 (CH2) 66,93 (C8) 117,64 (C11) 121,37 (C3")
124,73 (C9") 125,73 (C7") 127,57 (C4™) 128,05 (C6") 128,11 (C1") 129,56 (C3", C5") 130,27
(C5") 130,73 (C8") 134,04 (C2", C6") 137,43 (C10) 140,22 (C4") 148,25 (C10") 150,73 (C2")
150,41 (C=N); HRMS/ESI: izracunato za C26H2sN30" 398,2227 nadeno 398,2227.

3.9. Odredivanje antimikrobnog potencijala spojeva

3.9.1. Reagensi, mediji i bakterijske kulture

Testirani mikroorganizmi su iz kolekcije Mikrobioloskog laboratorija, Bioloski odsjek,
Prirodoslovno-matematicki fakultet, Sveuciliste u Splitu ili iz ATCC kolekcije. Koristene su
bakterijske kulture Gram-pozitivnih bakterija Bacillus cereus (ATCC 11778), Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), Clostridium perfringens (FNSST 4999) i Staphylococcus aureus
(ATCC 25323) te bakterijske kulture Gram-negativnih bakterija Escherichia coli (FNSST 982),
Pseudomonas aeruginosa (FNSST 982) i Klebsiella pneumonie (FNSST 011).

Sterilni Muller-Hilton agar raspodijeljen je po petrijevim posudama i ostavljen 2 sata na
sobnoj temperaturi. Otopine spojeva pripravljene su u dimetil-sulfoksidu, po¢etne koncentracije
10 mg/mL. Bakterijske kulture kultivirane su preko no¢i na 37 °C u bujonu do opticke gustoce
0,5 McFarlanda (1,5-10° cfu/mL). Sterilnom ezom uzorkovana je jedna kolonija koja je
resuspendirana u sterilnom fosfatnom puferu (engl. phosphate buffer saline, PBS) te je 50 pL

suspenzije naneseno pomocu sterilne eze preko cijele ploce s agarom.

3.9.2. Metoda difuzije na disku
Nakon sto se bakterijska kultura upila u podlogu (15 minuta) na ploce su stavljeni prazni
papirnati diskovi (promjera 6 mm) koji su blago utisnuti u podlogu. 50 yL otopine spoja

stavljeno je na prazni disk. Gentamicin (10 ug/mL) je koriSten kao pozitivna kontrola a DMSO
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kao negativna. Ploce su inkubirane 24 sata na 37 °C. Zona inhibicije izmjerena je ravnalom u

milimetrima.

3.10. Odredivanje antiproliferativne aktivnosti

3.10.1.Reagensi, mediji i stanicne linije

Od stani¢nih linija kori$tena su adherentna stani¢na linija embrionalnih stanica bubrega ¢ovjeka
HEK 293T (ATCC CCL-1573; American type culture collection, Manassas, SAD) i adherentna
stani¢na linija karcinoma vrata grlica maternice HeLa (ATCC CCL-2). Stani¢ne linije uzgajane
su pri 5% COz i 37 °C u Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM, Sigma-Aldrich, St.
Louis, SAD) uz dodatak 5 % (v/v) fetalnog seruma goveda (engl. fetal bovine serum, FBS;
Gibco, Paisley, UK) i 2 mmol/L glutamina. Za odvajanje stanica od podloge koristila se 0,25
% otopina tripsina i EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD).
Za potrebe pokusa, stani¢ne linije su nasadene u mikrotitarske plodice s 96 jaZica u

koncentraciji od 6-10 stanica po jaZici 24 sata prije izvodenja pokusa.

3.10.2. Odredivanje antiproliferativne aktivnosti spojeva

Na dan pokusa stani¢ni medij je zamijenjen otopinama spojeva u stanicnom mediju u nizu
serijskih koncentracija (sustavna razrijedenja spojeva 1:2 pocev$i od 1 mg/mL) ukupnog
volumena 100 pL. Stanice su inkubirane s otopinama spojeva 24 sata pri 5 % CO- i temperaturi
37 °C. Nakon inkubacije stanice su isprane s fosfatnim puferom te je dodan MTT reagens ((3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) ukupnog volumena 50 pL. Nakon
inkubacije od 2 sata, u svaku jazicu dodano je 100 uL 0,04 mol/L klorovodic¢ne kiseline u 2-

propanolu. Apsorbancija je ocitana pri 490 nm.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Dizajn novih derivata Cinchona alkaloida

Osnovni kostur cinhonidina (CD) i njegovog kvazienantiomera cinhonina (CN) modificiran je
u vi$e sintetskih puteva, shema 23. Kvaternizacijom kinuklidinskog atoma dusika cinhonidina
I cinhonina pripravljeni su kvaterni jodidi i bromidi 1-42. Kao kvaterni reagensi koriSteni su
metil-jodid te benzil-bromidi bez i sa supstituentima razli¢itih elektronskih i sterickih
karakteristika. Katalitickim prijenosnim hidrogeniranjem cinhonidina i cinhonina pripravljeni
su njihovi 10,11-dihidro derivati 43 i 44 koji su kvaternizirani s benzil-bromidima s fluorom,
trifluorometil- i trifluorometoksi skupinama u meta i para polozaju. Karbamoilacijom
hidroksilne skupine cinhonidina i cinhonina pripravljeni su razli¢ito mono- i disupstituirani
karbamati 59-68. Oksidacijom cinhonidina prireden je cinhonidin-9-keton koji je reakcijom s
hidroksilaminom preveden u oksim 70. Spoj 70 je reakcijom s metil-jodidom i benzil-
bromidom preveden u odgovarajuée kvaterne soli (71-72). Pripravljenim spojevima struktura
je potvrdena 1D i 2D spektroskopijom NMR te spektrometrijom masa visoke razluéivosti.
Pripravljenim derivatima odredena je antimikrobna aktivnost prema reprezentativhom panelu
Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija te inhibitorni potencijal prema enzimima acetil-
(AChE) i butirilkolinesterazi (BChE).
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R, = CHj (X=I); C¢HsCH,; 4-BrCqHsCH,; 4-CH3C¢H5sCH,; 4-NO,CgHsCH,;

4-CIC¢HsCH,; 2-FCgH5CH,; 3-FCgHsCH,; 4-FCgHsCH,; 3-CF3CqHsCHy;

4-CF3CeHsCHy;  2,3-F,CqHsCHy;  2,4-F,CeHsCH,;  2,6-F,CgHsCHy;

o CD (85, 9R) 1- 6; 13-27 3,5-F,CHsCHy;  3,4-F,C¢HsCH,;  2-Cl-6-FCgHsCH,;2-F-6-CF5C¢HsCH,;
CN (8R, 9S) 7-12; 28-42 2-F-4-BrCgHCHy; X = Br

Pd/C
NH,COOH
HCOOH
_—
70 CD (85, 9R) CD (8S, 9R) 43
CN (8R, 95) CN (8R, 95) 44

R;NCO R4 R4-NCOCI
Rs-X R,-X
2
o HC
R3 = N)k N
e

N
CD (8S, 9R) 59-61 CD (8S, 9R) 64-66 CD (85, 9R) 45-51
Rs=CH;, X=1 71 CN (8R, 95) 62-63 CN (8R, 9S) 67-68 CN (8R, 95) 52-58
C¢Hs, X =Br 72 - ‘
Rj3 = C¢Hs; CgHyy; CoHs Ry, Ry = CHy; CyHs; CoHs R, = C¢HsCH,;3-FCgHsCH,; 4-FCHsCH,; 3-

CF3CgHsCHy; 4-CF3C¢HsCH,; 3-OCF3CgHCH,; 4-
OCF;C¢HsCH,; X = Br

Shema 23. Struktura pripravljenih spojeva.

4.2. Sinteza kvaternih derivata cinhonidina i cinhonina

N-kvaterni derivati cinhonidina i cinhonina pripravljeni su reakcijom alkaloida i odgovarajuceg
alkil/aril halogenida u refluksirajuéem suhom toluenu ili 2-propanolu s vrlo dobrim

iskoristenjem, shema 24.

H,c”
+
o A
R,-X R,
—_—
A _
\ X
=
N
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Shema 24. Priprava N-kvaternih derivata cinhonidina i cinhonina.

Strukture svih pripravljenih derivata prikazane su u tablici 3. s pripadaju¢im iskoriStenjima.
Pripravljeni derivati 10, 25, 26, 27, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 i 42 do sada nisu opisani u
literaturi.

Reakcija tercijarnog amina i alkil/aril halogenida pri ¢emu nastaje kvaterna amonijeva
sol naziva se Menschutkinova reakcija i ovisna je o polarnosti otapala u kojem se reakcija
odvija.® % S obzirom na bazi¢nost kinuklidinskog atoma dusika reakcije su brze i s visokim
iskoristenjima. Reakcije su izvodene u suhom otapalu da bi se sprije¢ila hidroliza aril-
halogenida. Benzil-bromidi koji su koristeni kao reagensi za kvaternizaciju supstituirani su u
para polozaju s atomima Cl i Br te skupinama CHs i NO.. Koristeni su i benzil-bromidi koji
sadrze atom fluora, trifluormetilnu- (CF3) ili trifluormetoksilnu (OCF3) skupinu u ortho, meta
ili para polozaju. S obzirom na njihova elektronska i steriCka svojstva, uvodenje tih
supstituenata mijenja kemijska i bioloska svojstva molekule.®” Uvodenjem atoma fluora u
molekulu mijenja se njezina metabolicka stabilnost, lipofilnost, konformacija molekule itd. §to
utjeCe na aktivnost u fizioloskim uvjetima te se atom fluora i skupine koje ga sadrze ¢esto uvode

u molekule koje su potencijalni kandidati za lijekove. %1%
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Tablica 3. Pripravljeni N-kvaterni derivati cinhonidina i cinhonina 1-42 s iskoristenjima reakcija.

1-6, 13-27 7-12, 22-42
R1 X | Spoj | n (%) | Spoj | n (%)
CHa 1| 1] 69 | 7 | 60

Bzl Br| 2 90 8 61
p-BrBzl Br| 3 80 9 72
p-CH:Bzl |Br| 4 72 10 80
5

6

p-NO2Bzl Br 68 11 65
p-ClBzI Br 92 12 72
o-FBzl Br| 13 69 28 71
m-FBzl Br| 14 70 29 58
p-FBzl Br| 15 79 30 57

m-CF;Bzl Br| 16 68 31 80

p-CF;sBzl Br| 17 73 32 81

3,5-FBzI Br| 18 53 33 38
3,4-FBzl Br| 19 79 34 59
2,3-FBzl Br| 20 65 35 70
2,4-FBzl Br| 21 75 36 51
2,6-FBzl Br| 22 89 37 36
m-OCFs;Bzl | Br| 23 78 38 86
p-OCFsBzl | Br| 24 56 39 74
2-F-6-CFsBzl | Br| 25 44 40 24
4-Br-2-FBzl | Br| 26 67 41 40
2-Cl-6-FBzl | Br| 27 34 42 65

Pripravljenim kvaternim derivatima cinhonidina i cinhonina struktura je odredena i potvrdena
1D i 2D spektroskopijom NMR. FTIR spektri kvaternih derivata 1-42 imaju vrlo sli¢ne vrpce
istezanja kao i cinhonidin i cinhonin u podrucju istezanja funkcijskih skupina (4000-1000 cm"
1). Spektrometrijom masa visokog razlu¢ivanja u pozitivnom nacinu rada potvrdena je molarna
masa derivata 1-42. Cistoéa spojeva odredena je gradijentnom HPLC metodom te kvaterni
derivati 1-6 i 13—-27 imaju Cisto¢u >95 % dok kvaterni derivati 7-12 i 2842 imaju ¢istocu >85
%.
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'H NMR spektar cinhonidina i cinhonina moze se podijeliti u tri regije: od 1 do 4 ppm
rezoniraju signali alifatskih kinuklidinskih protona, od 4,8-6,7 ppm rezoniraju signali protona

H9 i vinilne skupine, a od 7,0-9,5 ppm rezoniraju signali aromatskih protona kinolinskog

prstena, slika 16.
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Slika 16. *H NMR spektar cinhonidina s ozna¢enim podru¢jima: podrucje A — alifatski
kinuklidinski protoni; podru¢je B — protoni vinilne skupine i H9 proton; podru¢je C — aromatski

kinolinski protoni.

Kvaternizacijom kinuklidinskog atoma dusika benzilnom skupinom dolazi do pojave
signala metilenskih protona u *H NMR spektru pri kemijskom pomaku 6 =~ 4,9-5,2 ppm te do
pojave signala protona aromatskog prstena pri kemijskom pomaku ¢ = 7,10-8,00 ppm, slika 17.

Vrsta supstitucije na benzenskom prstenu (ortho-, meta-, para-) moze se zakljuciti iz konstanti
sprega koje iznose Jortho =~ 7-10 HZ i Jmeta~ 2—3 Hz.1%
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Slika 17. *H NMR spektar spoja 8 s oznagenim podruéjima: podrudje A — alifatski

kinuklidinski protoni; podrucje B — protoni vinilne skupine, H9 proton i protoni CH, skupine; podruéje
C — aromatski kinolinski protoni i protoni benzenskog prstena.

U C NMR spektru cinhonidina uocavaju se dvije regije, jedna od 10 do 75 ppm u kojoj
se pojavljuju signali kinuklidinskih atoma ugljika i druga od 105 do 170 ppm u kojoj se
pojavljuju signali atoma ugljika vinilne skupine i aromatskih kinolinskih atoma ugljika, slika
18.
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Slika 18. ®C NMR spektar cinhonidina s oznagenim podrugjima: podrucje A — alifatski
kinuklidinski ugljikovi atomi; podru¢je B — aromatski kinolinski ugljikovi atomi te ugljikovi atomi
vinilne skupine.

U spojevima s fluorom, s obzirom da je *°F vrlo zastupljen izotop fluora vidi se sprezanje s
ugljikom na sli¢an naéin kao §to se dva protona sprezu u *H NMR spektru te se u *C NMR
spektru uocavaju karakteristicna cijepanja. Ovisno o polozaju fluorovog atoma/skupine na
benzenskom prstenu, moguce je odrediti razli¢ite sprege signala ugljikovih atoma u *C NMR

spektru kao $to je prikazano na slici 19. za spoj 14.
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Slika 19. Dio **C NMR spektra spoja 14 s oznadenim cijepanjima signala za ugljikove atome u

susjedstvu atoma fluora.

Izradunate konstante sprega u skladu su s literaturnim vrijednostima: 1Jc_r~ 200-350 Hz, 2Jc

£~ 20-40 Hz, 3Jc_rp~ 5-20 Hz i *J(c_p ~ 1-5 Hz.10

4.3. Sinteza 10,11-derivata cinhonidina i cinhonina i njihovih N-kvaternih

derivata

Cinhonidin i cinhonin su katalitickim hidrogeniranjem pomocu paladija na ugljiku kao
katalizatora 1 koriste¢i sustav amonijev formijat/mravlja kiselina prevedeni u 10,11-
dihidroderivate prema shemi 25.1% Prednost ove metode je da se ne koristi molekularni vodik

s kojim je potrebno oprezno rukovati te nije potrebno koristiti posebnu opremu za izvodenje

reakcija.
H,cZ HaC
HO s« AN Pd/C HO s AN
HCOOH/HCOONH, _
| A MeOH, 50 °C | X
N N

Shema 25. Sinteza N-kvaternih derivata 10,11-dihidrocinhonidina i cinhonina.
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U FTIR spektrima spojeva 43 i 44 uocavaju se vrpce simetri¢nih istezanja aromatskih =C-H
veza u podrugju oko 3100 i alifatskih —C—H veza u podrucju oko 2900 cm™. U podruéju oko
1100 cm™ uo¢ava se vrpca istezanja —C—N veze kinuklidinskog prstena. Spektrometrijom masa
visokog razlu¢ivanja u pozitivnom nac¢inu rada potvrdena je molarna masa spojeva 43 i 44, dok
HPLC c¢istoca spojeva iznosi >95 %. Struktura produkata 43 i 44 potvrdena je 1D i 2D
spektroskopijom NMR. Redukcijom vinilne skupine u *H NMR spektru umjesto signala
protona vinilne skupine uocavaju se signali protona etilne skupine u podruc¢ju ¢ = 1,22-1,30
ppm, a signali metilnih protona (CH3) pojavljuju se kao triplet pri kemijskom pomaku ¢ ~ 0,83

ppm s konstantom sprege J = 7,4 Hz, slika 20.
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Slika 20. *H NMR spektar spoja 43.

Spojevi 43 i 44 iskoriSteni su kao polazni reagensi za pripravu serije N-benzilnih kvaternih
derivata reakcijom s meta i para fluor-, trifluormetil- i trifluormetoksibenzil-bromidima ¢ija je

struktura prikazana u tablici 4.
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Tablica 4. Pripravljeni 10,11-dihidrocinhonidin 43 i 10,11-dihidrocinhonin 44 te N-kvaterni derivati
45-51 i 52-58 s pripadajuéim iskoriStenjima.

H,C

n (%) | spoj n (%)
67 44 79
49 52 64
m-FBzl 46 41 53 48
p-FBzl 47 87 54 26
m-CFsBzl | 48 58 55 40
p-CFsBzI 49 66 56 72
m-OCFsBzl | 50 50 57 66
p-OCFsBzl | 51 39 58 26

Spektri pojedinih parova kvazienantiomera su izrazito sli¢ni i imaju karakteristike spojeva 43 i
44. Derivati koji sadrze fluor kao supstituent na benzenskom prstenu imaju karakteristi¢nu
vrpcu C-F istezanja oko 780 cm™, a oni koji sadrze trifluorometoksi skupinu imaju
karakteristiénu vrpcu O-CF istezanja pri 1250 cm™. Spektrometrijom masa visokog
razlucivanja u pozitivnom nacinu rada potvrdena je molarna masa spojeva 43-58 koja je u
skladu s izratunatom molarnom masom. HPLC ¢isto¢a produkata je veca od 95 %.

Struktura 10,11-dihidro derivata potvrdena je 1D i 2D spektroskopijom NMR. U *H
NMR spektru signali CH2 skupine ¢ine jedan spinski sustav i sprezu se u dublet s kontantom
sprege J=12,5 Hz. Pomaci i cijepanja aromatskih protona benzilne skupine ovise o

supstituentima i nalaze se u podrucju od 7-9 ppm.

4.4. Sinteza cinhonidin i cinhonin C-9-O-karbamata

Cinhonidin i cinhonin su reakcijom s cikloheksil-, etil- i fenil-izocijanatom u toluenu prevedeni
u odgovarajucée karbamate, shema 26. Topljivost alkaloida postaje znacajan problem u reakciji
s etil-izocijanatom (t.=60 °C) §to je vjerojatni razlog niskog iskoriStenja reakcije priprave spoja
64 kao i nemogucnost priprave odgovarajuceg kvazienantiomernog derivata cinhonina.

Pripravljeni derivati karbamata prikazani su u tablici 5. s pripadaju¢im iskoriStenjima.
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R NCO
toluen

Shema 26. Reakcijska shema priprave N-supstituiranih karbamata iz izocijanata i njihova struktura.

CcH,, 60;63

C,Hs 61

Reakcijom cinhonidina i cinhonina s dimetil-, dietil- i difenil-karbamoil kloridom uz trietilamin

kao bazu pripravljeni su odgovarajuéi karbamati, shema 27.
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Shema 27. Reakcijska shema priprave N, N'-supstituiranih karbamata iz karbamoil-klorida i njihova

C,H; 65;68

CeHs 66

struktura.

Tablica 5. Pripravljeni karbamatni derivati cinhonidina i cinhonina 59-68 s pripadaju¢im

iskoristenjima.

Ry, R2 | Spoj | m (%) | Spoj | m (%)
CHs 64 65 67 79
CH3CH2 65 68 68 42
CeHs 66 23

U FTIR spektru karbamatnih derivata uocavaju se vrpce istezanja aromatskih C—H pri oko 3200
cm, vrpce simetriénog i asimetriénog istezanja alifatskih C—H pri oko 2900 cm, jaka vrpca
istezanja C=0 skupine pri oko 1710 cm™ te vrpca istezanja C—N veze pri oko 1500 cm™.

Monosupstituirani karbamatni derivati 5663 sadrze dodatno vrpcu istezanja N—H veze pri oko
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3100 cm™. Molarna masa pripravljenih derivata potvrdena je spektrometrijom masa visokog
razlu¢ivanja a Cisto¢a im je odredena HPLC metodom te iznosi >95 %.

Struktura sintetiziranih karbamata potvrdena je 1D i 2D spektroskopijom NMR. Spektri
pripravljenih karbamata 59-68 slijede karakteristike nemodificiranih alkaloida. Signali protona
kinolinskog prstena, vinilne skupine i protona H9 imaju vrlo slicne kemijske pomake i
konstante sprega u svim pripravljenim karbamatnim derivatima. Signali protona H2' i H3' tvore
jedan spinski sustav i sprezu se u dublet s kontantom sprege J=4,4 Hz. Drugi spinski sustav
tvore protoni H5', H6', H7' i H8' koji imaju tipi¢ne konstante sprege aromatskog prstena,
3J(ortho) = 6-10 Hz, *J(meta) = 0—4 Hz. | kod cinhonidina i kod cinhonina proton H10 spreze
se u dublet dublet dubleta (ddd) trans konstantom sprege J1 = 17 Hz i cis konstantom sprege J»
~ 10 Hz te geminalnom konstantom sprege J3 =~ 7 Hz. Kemijski pomaci kinuklidinskog prstena
su razliciti za kvazienantiomere i djelomi¢no ovise o prirodi supstituenta na dusikovom atomu

karbamatne skupine.

4.5. Sinteza cinhona-9-oksima

Cinhonidin-9-oksim pripravljen je iz cinhonidin-9-ona. Keton 69 pripravljen je oksidacijom
cinhonidina s kalijevim tert-butoksidom i benzofenonom u refluksiraju¢em toluenu, a

reakcijom ketona s hidroksilaminom u etanolu pripravljen je cinhona-9-oksim 70, shema 28.

69 70

Shema 28. Priprava cinhonidin-9-oksima.

U FTIR spektru spoja 70 uodava se jaka vrpca istezanja karbonilne skupine pri oko 1670 cm™.
U otopini dolazi do brze mutarotacije ketona i nastaje smjesa 8S- i 8R- epimera, §to se uocava
i u 13C spektru NMR, slika 21. 104
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90

Slika 21. 3C NMR spektar spoja 69 s izdvojenim signalom epimernog ugljika C8.

Isti efekt se uocava i kod spojeva 70—72 gdje dodatno postoji moguénost nastanka sin- i anti-

izomera oksima. Prilikom sinteze oksima u etanolu, ocekivano dolazi do epimerizacije na

polozaju C8 kinuklidinskog prstena, s omjerom epimera 8R:8S = 70:30 koji je odreden iz H

NMR spektra integracijom signala protona H10, slika 22.
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Slika 22. 'H NMR spektar spoja 70 s oznacenim signalima protona H10.
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Epimeri spoja 70 su uspjesno odvojeni kolonskom kromatografijom na stupcu
silikagela. Konfiguracija epimera odredena je 'H spektroskopijom NMR usporedbom
kemijskog pomaka signala protona H10. Kod jednog epimera signal protona H10 nalazi se na
kemijskom pomaku 5,94-6,06 ppm kao i kod cinhonina (8R) dok kod drugog epimera signal
tog protona nalazi se na 5,80-5,96 ppm kao kod cinhonidina (8S), slika 23.

BT
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90 85 80 75 70 6. 0 55 51
N l ! ~ (8S) epimer
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Slika 23. *H NMR spektar a) (8R)- i b) (8S)-epimera spoja 70.
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Kinuklidinski atom dusika spoja 70 uspje$no je kvaterniziran s metil-jodidom i benzil-

bromidom u suhom acetonu, shema 29.
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Shema 29. Priprava kvaternih derivata oksima.

Pripravljeni kvaterni derivati oksima takoder podlijeZu epimerizaciji na polozaju 8 i to u omjeru
epimera 8R:8S = 60:40 za spoj 71 te 8R:8S = 50:50 za spoj 72 prema ‘H spektroskopiji NMR.
U FTIR spektru spoja 70 kao i njegovih derivata 71-72 uocava se §iroka vrpca pri 3400 cm™
$to odgovara vrpci istezanja hidroksilne skupine te snazna vrpca pri oko 1640 cm™ $to odgovara
istezanju C=N veze. Molarna masa spojeva potvrdena je spektrometrijom masa visokog

razlu€ivanja u pozitivnom nacinu rada te je u skladu s izracunatim vrijednostima.

4.6. Konformacijska analiza

Konformacija molekula cinhonidina i njegovog kvazienantiomera cinhonina te njihovih N-
metilnih (1 7) i N-benzilnih (18 i 33) derivata u otopini prou¢avana je 1D i 2D tehnikama (*H,
13C, COSY (engl. correlated spectroscopy), NOESY (engl. nuclear Overhauser effect), HSQC
(engl. heteronuclear single quantum coherence), HMBC (engl. heteronuclear multiple bond
correlation) spektroskopije NMR. NOESY tehnika temelji se na sprezanju protona kroz prostor
1 zbog toga je korisna za odredivanje stereokemijskih odnosa u molekuli.

Konformeri cinhonidina su proucavani raznim spektroskopskim metodama i metodama

molekularne dinamike, te je identificirano 10 konformera koji mogu postojati u otopini.%>1%
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Najcesci konformeri su zatvoreni konformer (1) i (2) te otvoreni konformer (3) i (4) koji se

razlikuju ovisno o medusobnoj orijentaciji kinuklidinskog i kinolinskog prstena, slika 24.

zatvoreni konformer (2) otvoreni konformer (4)

Slika 24. Prikaz zatvorenog (1) i (2) i otvorenog konformera (3) i (4).

Stoga je snimljen NOESY spektar cinhonidina gdje se uocava velik broj interakcija sto upucuje
na veci broj prisutnih konformera. Jak NOE signal protona H8 i H9 s kinolinskim protonom
H5' te slabiji NOE signal protona H9 i kinolinskog protona H3' kao i NOE signali protona H3'
i protona H7b odgovaraju slobodnoj rotaciji C8-C9 i C9—C4' veze, slika 25.
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Slika 25. NOESY spektar cinhonidina.

Kvaternizacijom kinuklidinskog atoma dusika cihonidina metilnom skupinom uocavaju se
NOE signali izmedu kinolinskih protona H3' i HS5' s protonima H8 i H9 kao i kod
nemodificiranog cinhonidina, slika 26, koji su moguci kod obje konformacije.
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Slika 26. NOESY spektar spoja 1.

Uvodenjem 3,5-difluorbenzilne skupine na kinuklidinskom atomu dusika u molekuli
cinhonidina uocavaju se jake NOE interakcije izmedu H8 i H9 protona s kinolinskim protonom
H5' dok interakcija s protonom H3' izostaje ili je jako slaba, sto upucuje da konformer otvorene
konformacije prevladava u otopini. Takoder, benzilni protoni H2" i H6" daju jake NOE signale

s kinuklidinskim protonima H2, slika 27.
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Slika 27. NOESY spektar spoja 18.

U NOESY spektru cinhonina takoder se uocavaju jaki signali kinolinskog protona H5' s
protonima H8 i H9 te slabi signali kinolinskog protona H3' s protonima H8 i H9, sto je

ocekivano s obzirom na slobodnu rotaciju C8-C9 i C4'-C9 veze, slika 28.
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Slika 28. NOESY spektar cinhonina.

Kvaternizacijom kinuklidinskog atoma dusika cinhonina metilnom skupinom uocavaju se NOE
signali slicnog inteziteta kao i kod cinhonina izmedu kinolinskih protona H3' i HS' s protonima

H8 i HY, slika 29.
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Slika 29. NOESY spektar spoja 7.

Kvaternizacijom kinuklidinskog atoma dusika cinhonina sa stericki voluminoznijom 3,5-
difluorbenzilnom skupinom NOE signal izmedu H8 i H9 atoma s H3' je znatno slabiji, dok
NOE signala izmedu HS' protona i H6b protona nema $to odgovara otvorenom konformeru,
slika 30.
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Slika 30. NOESY spektar spoja 33.

Snizavanjem temperature tijekom snimanja *H NMR cinhonidina (od +25 °C do —50 °C) dolazi
do razdvajanja signala aksijalnih protona kinuklidinskog prstena. Signali protona H5a i H7a
razdvojeni su ve¢ pri 10 °C dok se signali aksijalnih protona H2a i H6a pocinju razdvajati tek

pri =30 °C, slika 31. Konstanta sprege 3J(hswmo) iznosi 4,2 Hz pri 25° C i smanjuje se

Alma Rami¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 97

snizavanjem temperature te pri —30° C iznosi 1,9 Hz §to odgovara najstabilnijem konformeru

otvorene (3) konfiguracije.
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Slika 31. *H spektri CD pri 25 °C (plavo), 10 °C (crveno), 0 °C (zeleno), —30 °C (ljubicasto), —50 °C

(Zuto); snimljeno u MeOD-ds; Bruker Avanse 600.

Usporedbom *H spektara NMR cinhonina snimljenih pri temperaturama od +25 °C do —50 °C
uocava se potpuno razdvajanje signala kinuklidinskih protona te su signali protona H5 potpuno

razdvojeni pri temperaturi od -50 °C, slika 32.
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Slika 32. *H spektri cinhonina pri 25 °C (plavo), 0 °C (crveno), —20 °C (zeleno), —30 °C (ljubicasto),
=50 °C (zuto); snimljeno u MeOD-ds; Bruker Avanse 600.
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Konstanta sprege 2J(ns,19) iznosi 4,1 Hz pri 25° C i smanjuje se shizavanjem temperature te pri

—30° C iznosi 2,5 Hz §to odgovara najstabilnijem konformeru otvorene (3) konfiguracije.
4.7. Bioloska aktivnost spojeva

Antimikrobni potencijal spojeva odreden je na Odjelu za biologiju Prirodoslovno-
matematickog fakulteta Sveucilista u Splitu pod vodstvom izv. prof. dr. sc. Mirjane Skocibusi¢.
Pokusi odredivanja antiproliferativne aktivnosti radeni su u Generi d.d., Kalinovica. Kineticke
konstante reakcija pripravljenih spojeva s kolinesterazama odredila je dr. sc. Anita Bosak, zn.
sur., Jedinica za biokemiju i organsku analitiCku kemiju Instituta za medicinska istrazivanja i

medicinu rada, Zagreb.

4.7.1. Antimikrobna aktivnost

Kvaternim derivatima 1-12 odredena je antimikrobna aktivnost na panel reprezentativnih
Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija uz gentamicin kao pozitivnu kontrolu primjenom
metode difuzije na disku. Rezultati pokazuju da pripravljeni kvaterni derivati posjeduju srednje
do jaku aktivnost prema testiranim bakterijama u usporedbi s gentamicinom, antibiotikom Koji
se koristi u klini¢koj praksi, tablica 7. Antimikrobna aktivnost klasificirana je ovisno o promjeru
inhibitorne zone (ukljucujuéi i disk): 0-9 mm — nema antimikrobne aktivnosti; 10-15 mm —
srednja antimikrobna aktivnost; >21 mm - jaka antimikrobna aktivnost. Spoj 5, derivat
cinhonidina koji sadrZi nitro skupinu u para poloZaju na benzenskom prstenu, pokazao je
najjaCu antibakterijsku aktivnost prema testiranim Gram-pozitivnim i Gram-negativnim
bakterijama. Promjeri zona inhibicije spoja 5 prema testiranim Gram-pozitivnim i Gram-
negativnim bakterijama su veci (21,8—27,4 mm) u usporedbi s gentamicinom (11,5-23,9 mm),
osim prema bakteriji S. aureus (17,4 mm za spoj 5 i 21,7 mm za gentamicin). Derivati
cinhonidina s atomom broma odnosno klora u para poloZaju na benzenskom prstenu, spojevi 3
I 6, pokazali su znatno jacu antibakterijsku aktivnost prema bakterijama E. coli (25,7 i 24,5
mm) i P. aeruginosa (25,7 i 17,2 mm) nego gentamicin (11,5 mm odnosno 9,7 mm). Kvaterni
derivati kvazienantiomera cinhonina 8 i 12, ¢iji je kinuklidinski atom dusika kvaterniziran s
benzilnom odnosno p-klorbenzilnom skupinom pokazali su najja¢u antimikrobnu aktivnost
prema B. cereus (22,7 i 21,5 mm) i E. coli (27,6 i 28,5 mm) u odnosu na gentamicin (18,2 mm
19,7 mm).
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Tablica 7. Antibakterijska aktivnost spojeva 1-12 odredena metodom difuzije na disku. Istaknuti su

najaktivniji spojevi.

Promjer zone inhibicije / mm
Gram-pozitivne bakterije Gram-negativne bakterije

Bacillus Enterococcs Staphylococcus Clostridium Escherichia Klebsiella Pseudomonas

cereus faecalis aureus perfringens coli pneumoniae aeruginosa

cinhonidin | 10,9+1,7 14,2+0,9 13,3+0,6 14,6+0,7 17,2+1,4 10,2+1,1 6,4+0,9
CHs 1| 12,7¢11 11,2+14 15,717 14,2+1,3 14,8+1,2 12,4+0,9 15,8+2,1
Bzl 2 9,4+0,5 15,719 18,5+1,2 8,4+2,2 15,6+1,6 16,7+1,6 16,3+1,7
p-Br 3 | 16,614 15,6+2,3 17,4+1.8 15,6+0,9 25,727 14,7+0,6 257£2/4
p-CHs | 4 | 15,8+2,2 16,8+0,9 17,8+2,3 18,1+0,9 14,8+0,9 15,8+0,9 11,8+0,9
p-NO2 | 5 | 22,8+0,8 27,417 17,4+0,3 21,8+0,9 23,114 26,121 25,1+1,6
p-Cl 6 | 15,310 16,3+1,3 15,5+17 23,317 24,5%1,8 19,5+1,3 17,2412
cinhonin 13,2+0,9 14,2+19 13,2+1,8 10,2+1,5 16,3%1,2 12,6x1,4 19,2+2,7
CHs 7 | 12,410 13,4+15 16,4+1,2 11,4+1,1 14,421 13,4+1,0 25,432
Bzl 8 | 22,719 9,6+1,6 13,4+1,6 12,1+1,5 15,6+2,5 13,9+0,6 27,6£3,2
p-Br 9 | 15,718 17,7+0,9 16,2+1,7 10,7+1,3 11,2+0,7 12,1+2,3 13,2+0,5
p-CHs | 10 | 8,8+1,3 9,2+1,7 10,8+1,4 11,8+2,6 13,4+1,5 14,2+1,5 10,1+1,3
p-NO2 | 11 | 13,3£1,6 12,9+17 15,7+2,5 19,4421 10,5+1,2 14,7+1,2 10,2+2,1
p-Cl | 12| 21515 14,5+1,7 17,513 10,5+1,1 14,5+1,3 13,5+1,6 28,528
gen? 18,2+0,7 14,6x1,4 23,9+0,9 21,7£0,4 11,5+0,9 18,8+0,6 9,714

gentamicin

Spojevima je takoder odredena minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) metodom
mikrodilucije uz gentamicin i cefotaksim kao pozitivne kontrole, a rezultati su prikazani u
tablici 8. Antimikrobna aktivnost klasificirana je ovisno o MIK vrijednosti: MIK > 1000 pg/mL
—nema antimikrobne aktivnosti; MIK izmedu 512—-1000 pg/mL — slaba antimikrobna aktivnost;
MIK izmedu 128-512 pg/mL — dobra antimikrobna aktivnost; MIK izmedu 32—-128 pg/mL —

snazna antimikrobna aktivnost i MIK < 10 pg/mL — vrlo snazna antimikrobna aktivnost.
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Tablica 8. Minimalna inhibitorna aktivnost spojeva 1-12 odredena metodom mikrodilucije. Istaknuti
su najaktivniji spojevi.

MIK /pg/mL
Gram-pozitivne bakterije Gram-negativne bakterije
Spoj Bacillus Enterocqccs Staphylococcus Clost'ridium Escheri_chia Klebsiellia Pseudomonas
cereus faecalis aureus perfringens coli pneumoniae |  aeruginosa
CD | 100,00 50,00 50,00 50,00 25,00 100,00 125,00
1 50,00 50,00 25,00 50,00 25,00 50,00 50,00
2 100,00 25,00 25,00 125,00 50,00 50,00 50,00
3 25,00 25,00 25,00 25,00 6,25 25,00 1,56
4 25,00 12,50 25,00 25,00 25,00 25,00 50,00
5 12,50 6,25 12,50 12,50 6,25 6,25 6,25
6 25,00 25,00 25,00 6,25 6,25 12,50 25,00
CN | 50,00 50,00 50,00 100,00 25,00 50,00 12,50
50,00 50,00 25,00 50,00 50,00 50,00 3,12
12,50 100,00 50,00 50,00 25,00 50,00 1,56
9 25,00 25,00 25,00 50,00 50,00 50,00 50,00
10 | 100,00 100,00 100,00 100,00 50,00 50,00 100,00
11 50,00 50,00 25,00 12,50 100,00 50,00 100,00
12 12,50 50,00 25,00 100,00 50,00 50,00 3,12
gen® | 4,00 4,00 1,00 0,50 32,00 8,00 64,00
cfx® | 0,25 0,50 0,50 0,10 0,50 0,50 16,00

3gentamicin, "cefotaksim

Spoj 5, cinhonidin kvaterniziran s para-nitrobenzil-bromidom pokazuje jaku antimikrobnu
akivnost sirokog spektra i njegove MIK vrijednosti kre¢u se od 6,25-12,50 ug/mL i za Gram-
pozitivne i za Gram-negativne bakterije. Spoj 8, cinhonin kvaterniziran s benzil-bromidom, kao
I Spoj 3, cinhonidin kvaterniziran s para-brombenzil-bromidom, pokazuju najjacu inhibitornu
aktivnost prema P. aeruginosa s MIK vrijednosti od 1,25 pug/mL §to je otprilike 50 puta bolje
od gentamicina i otprilike 13 puta bolje od cefotaksima. Spoj 7, ¢iji je kinuklidinski atom dusika
kvaterniziran samo s metilnom skupinom i spoj 12, koji sadrzi atom klora u para polozaju na
benzilnom supstituentu imaju vrlo snaznu antimikrobnu aktivnost s MIK vrijednosti od 3,12

ug/mL.

4.7.2. Inhibicijski potencijal prema kolinesterazama

Inhibicijski potencijal pripravljenih kvaternih derivata 1-42 ispitan je na rekombinantnoj
ljudskoj acetilkolinesterazi (AChE) 1 prociS¢enoj ljudskoj butirilkolinesterazi (BChE)

spektroskopskom metodom po Ellmanu pri 415 nm uz ACh kao supstrat.'%” Aktivnost enzima
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mjerena je pri razli¢itim koncentracijama supstrata ([S]) bez (vo) 1 s (vi) pripravljenim
spojevima. Kiapp je izraCunata koriste¢i Hunter-Down jednadzbu (1) i lineranu regresijsku
analizu:

¥ (1

M=Kyt

(3]

K,

fapp

s

Vo =V

JednadZzba se koristi uz pretpostavku da se supstrat veze samo U kataliticko mjesto enzima s
obzirom da se u eksperimentima koriste koncentracije supstrata kod kojih ne dolazi do vezanja
i u periferno mjesto kolinesteraza. Za razliku od supstrata, inhibitori se mogu vezati i na
kataliticko 1 na periferno mjesto enzima. Ako se inhibitor natjee sa supstratom za vezanje U
kataliticko mjesto enzima govorimo o kompetitivnoj inhibiciji, a ako se inhibitor veze na
periferno mjesto enzima govorimo o nekompetitivnoj inhibiciji. U slucaju mijesane inhibicije
inhibitor se moZe vezati u periferno mjesto enzima i na Michaelisov tip kompleksa enzim-
supstrat.

Kvaternim derivatima cinhonidina i cinhonina kao i nemodificiranim alkaloidima
ispitan je inhibitorni potencijal prema AChE i BChE, tablica 9. Svi ispitivani derivati cinhonina
i cinhonidina pokazali su se reverzibilnim inhibitorima AChE i BChE. Ispitani kvaterni derivati
cinhonidina pokazali su znatno ve¢i afinitet prema AChE nego cinhonin. Kvaternizacija
kinuklidinskog atoma duSika cinhonidina benzilnom skupinom znafajno povecava afinitet
prema AChE u odnosu na kvaternizaciju metilnom skupinom. Od derivata cinhonidina, spoj 23
s trifluorometilnom skupinom u meta polozaju na benzilnom prstenu pokazao je najveci afinitet
prema AChE s Ki 5£2 pumol/L, a slijede spojevi 21, 22, 24, 26 i 27 s K; od 6,4 do 7 pumol/L.
Cinhonin ima sli¢an afinitet prema AChE kao i njegovi kvaterni derivati od kojih najveci
afinitet imaju spojevi 30 i 34 s Ki 3,9 umol/L odnosno 6,1 pmol/L.

Svi ispitani kvaterni derivati cinhonidina pokazali su veéi afinitet prema BChE od
cinhonidina, dok je afinitet cinhonina sli¢an kao i1 kod njegovih kvaternih derivata. Derivat 1
ima vrlo sli¢an afinitet prema BChE kao cinhonidin, dok uvodenjem benzilnog supstitutenta
dolazi do povecanja afiniteta prema BChE §to ukazuje na to da su veli¢ina kao 1 elektronska
svojstva supstituenta vazna za inhibiciju BChE. Derivati 2, 3, 14 i 18 su nanomolarni inhibitori
BChE s Kj od 38-75 nmol/L sto ih kvalificira kao visoko potentne BChE inhibitore.

Ako se promatra utjecaj atoma halogena kao supstituenta u para polozaju na

benzenskom prstenu, uocava se trend porasta inhibicije BChE kvaternim derivatima 15, 6 i 3
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sa smanjenjem elektronegativnosti halogena, dok kod odgovaraju¢ih kvazienantiomernih

parova cinhonina 30, 12 i 9 to nije slucaj.

Tablica 9. Inhibicija AChE i BChE s kvaternim derivatima 1-42.

Spoj
CD

27
Eth?

Ki/umol/L
AChE BChE
>400 28+4
67,416,2 | 26,335
14,9+2,2 | 0,075+0,00
19,1+0,7 | 0,038+0,005
16,4+0,6 | 0,170,016
35,6£2,0 6,03+0,50
36,8+3,6 | 0,10+0,008
331 0,82+0,03
40+2 | 0,075+0,005
69+3 1,5+0,1
34+1 2,410,1
21+1 2,0£0,1
10,0+£0,7 | 0,07%0,01
13+1 1,3+0,1
191 0,71 £0,08
6,4+0,3 6,1+0,5
7,0 £0,6 8,6 0,8
542 7,404
7,0+0,3 8,1+0,5
34 +2 5,7+0,6
7,0+0,4 | 0,68 £0,05
7,0£0,5 500,3
161 0,16+0,03

3aEthopropazine, ®Donepezil

Kvaterni derivati cinhonidina pokazali su

AChE

BChE
14

3
199
503

96

6

368
40
533
46
14
11
143
10
27

0,8
0,7
0,9

11
1,4

Spoj

CN
7
8
9

10
11
12
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

DonP

Ki/umol/L
AChE = Bche | AChE
BChE
34+1 | 49+14 | 12
42,1440 | 28,837 1
121412 | 2,91+0,25 | 42
30,7+1,3 | 347029 9
41,7¢1,6 | 3,11%0,33 13
50,8+2,1  7,64+0,66 7
39,5+3,6 | 6,22+0,83 6
80+2 | 24+0,1 33
13,0+0,4 | 6,1%0,3 2
3,902 = 2,6+0,1 2
59+2 | 4,402 @ 13
31+l 6,003 5
35¢3 | 6,0¢0.2 6
6,1402 = 6,1+0,2 1
45+4 | 9004 5
27+1 6002 5
2042 | 50%02 6
413 5002 8
18+2 80203 2
61+3 7004 9
16+1 50203 3
17+1  1,040,04 17
0,043 2,3+1

izrazitu selektivnost prema BChE.

Najselektivnijim se pokazao spoj 14, kojemu je kinuklidinski atom dusika kvaterniziran s p-

fluorbenzilnom skupinom, s 533 puta ve¢im afinitetom prema BChE nego prema AChE, te spoj

3, kojemu je kinuklidinski atom dusSika kvaterniziran s p-brombenzilnom skupinom, s 503 puta

veéim afinitetom prema BChE nego prema AChE. Kvaterni derivati cinhonina nisu pokazali

selektivnost prema BChE osim derivata 8 i 33 s 42 i 33 puta vecom selektivnosti prema BChE.
Karbamatni derivati 59-68 su takoder ispitani kao inhibitori AChE i BChE, tablica 10.

Inhibicija AChE 1 BChE odredena je mjerenjem vremenske ovisnosti inhibicije enzima s
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karbamatima koristenjem Ellmanove metode.?” Kao izvor AChE koristeni su ljudski eritrociti,
a kao izvor BChE ljudska plazma. Kao mjera inhibicijskog potencijala karbamata koristena je
sveukupna konstanta inhibicije (ki) odredena iz izraza ki=kops/[1], gdje je [1]=5-100 pmol/L. Svi

ispitivani karbamatni derivati pokazali su se ireverzibilnim inhibitorima AChE i BChE.

Tablica 10. Konstante brzina inhibicije BChE i AChE s karbamatima 59—68.

ki - 10% L moltmin?

BChE AChE Kiachey/Kiche)
59 0,98+0,19 1,15+0,13 1,17
60 0,78+0,03 0,55+0,07 0,71
61 1,01+0,10 0,85+0,13 0,84
62 1,09x0,12 0,92+0,05 0,84
63 1,42+0,07 0,61+0,05 2,33
64 1,3+0,12 0,74+0,09 0,57
65 0,99+0,10 1,46x0,09 1,47
66 2,34+0,19 1,46+0,11 0,62
67 2,29+0,19 1,47+0,2 0,64
68 3,65+0,34 1,780,37 0,49

Svi ispitani derivati karbamata inhibirali su oba enzima s konstantama inhibicije (ki) u rasponu
od 0,55-3,65-10% L mol* min™. Najbrzim inhibitorom BChE pokazao se spoj 68 ¢iji je
karbamatni atom dusika supstituiran s dvije etilne skupine i ima 8R,9S-konfiguraciju. Ispitivani
karbamati nisu pokazali naglaSenu selektivnost prema jednoj od kolinesteraza, iznimka su
spojevi 63, 64 i 68 koji su inhibirali BChE oko dva puta brze nego AChE. Nadalje, BChE i
AChE nisu pokazali znacajniju stereoselektivnost prema kvazienantiomerima osim prema
karbamatu 68 kojeg hidroliziraju za oko Cetiri puta brze nego njegov kvazienantiomer 65.
Cinhonidin-9-oksim 70 i njegovi kvaterni derivati 71 i 12 ispitani su kao reaktivatori
AChE i BChE koje su fosforilirane organofosfornim spojevima (tabun, sarin, ciklosarin,
paraokson i tabun). Organofosforni spojevi fosforiliraju serin u aktivnom mjestu enzima te na
taj nacin onemogucuju enzimu da hidrolizira acetilkolin §to dovodi do inhibicije njegove
fizioloske funkcije.!%" Ispitani derivati bili su ué¢inkoviti u reaktivaciji BChE te su reaktivirali
aktivnost enzima do 70 %. Takoder, pokazali su se kao selektivni reaktivatori BChE, posebice

spoj 70 koji je reaktivirao BChE oko 270 puta brze nego AChE.1%
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4.7.3. Antiproliferativna aktivnost

Za ispitivanje antiproliferativne aktivnosti u stani¢nim linijama odabrani su kvaterni derivati
cinhonidina 3 i 5 te kvaterni derivati cinhonina 7, 8 i 12 odnosno derivati koji su pokazali najjaci
antimikrobni potencijal. Antiproliferativna aktivnost ispitana je na stani¢noj liniji ljudskih
embrionalnih stanica bubrega covjeka (HEK 293T) i stani¢noj liniji karcinoma vrata grli¢a
maternice (HelLa). Kao metoda za odredivanje antiproliferativne aktivnosti koristen je test
redukcije tetrazolijeve soli odnosno MTT test koji daje kvantitativhu procjenu proliferacije
stanica.’®® To je kolorimetrijska metoda koja se zasniva na mjerenju metabolicke aktivnosti
mitohondrija koji reduciraju zutu sol MTT-a u netopljive plave kristale formazana koji se
otapaju dodatkom kiselog izopropanola. Broj Zivih stanica proporcionalan je izmjerenoj
apsorbanciji te se broj stanica prezivjelih nakon inkubacije s testiranim spojevima izrazava kao
postotak omjera apsorbancije tretiranih i netretiranih (kontrolnih) stanica prema jednadzbi (2):

o . A tretirane stanice
% vijabilnosti = - 100 (2)

A netretirane stanice

Ispitani spojevi nisu pokazali znacajan utjecaj na proliferaciju niti za jednu stani¢nu liniju osim
spoja 12 koji je pokazao snazan antiproliferativni utjecaj na obje stani¢ne linije u koncentraciji
od 1 mg/mL i spoja 3 koji je pokazao umjereni antiproliferativni utjecaj na HEK 293T stani¢nu

liniju pri koncentraciji od 1 mg/mL, slika 33.
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Hela

150 H3 m5 m7 m8 m12

100

% vijabilnosti

o

0
0.5 0.25 0.125 0.0625 0.03125 0.01563 0.0078
koncentracija (mg/mL)
HEK 293T
150 N3 m5 m7 m8 m12
% 100
o
=
S
L,
> 50
O\ i
0
1 0.25 0.125 0.0625 0.03125 0.01563 0.0078

koncentracija (mg/mL)

Slika 33. Utjecaj spojeva 3, 5, 7, 8 i 12 na proliferaciju stani¢nih linija a) HeLa, b) HEK 293T.

Dodatno, spojevima 3 i 5 koji su pokazali najsnaznije antibiotsko djelovanje odreden je
oksidativni potencijal na stani¢nim linijama FB-35 (fibroblasti), HaCaT (epitelne stanice koZze)
i HMEC-1 (endotelijalne stanice). lako su spojevi pokazali manje razlike ovisno o stani¢noj
liniji, te razlike nisu statisticki znacajne te se moze zakljuciti da spojevi 3 i 5 ne utjeCu na

stvaranje oksidativnih vrsta u koristenim staniénim linijama.
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§5. ZAKLJUCAK

e Pripravljeni su N-kvaterni derivati cinhonidina: N-metil- (1), N-benzil- (2), N-(4-brom-
benzil)- (3), N-(4-metilbenzil)- (4), N-(4-nitrobenzil)- (5)-, N-(4-klorbenzil)- (6),
N-(2-fluorbenzil)- (13), N-(3-fluorbenzil)- (14), N-(4-fluorbenzil)- (15), N-(3-trifluor-
metilbenzil)- (16), N-(4-trifluormetilbenzil)- (17), N-(3,5-difluorbenzil)- (18),
N-(3,4-difluorbenzil)- (19), N-(2,3-difluorbenzil)- (20), N-(2,4-difluorbenzil)- (21),
N-(2,6-difluorbenzil)- (22), N-(3-trifluormetoksibenzil)- (23), N-(3-trifluormetoksi-
benzil)- (24), N-(2-fluoro-6-trifluormetilbenzil)- (25), N-(2-fluoro-4-brombenzil)- (26),
N-(2-klor-6-fluorbenzil)- (27). Kvaterni derivati 25, 26 i 27 do sada nisu opisani u

literaturi.

e Pripravljeni su N-kvaterni derivati cinhonina: N-metil- (7), N-benzil- (8), N-(4-brom-
benzil)- (9), N-(4-metilbenzil)- (10), N-(4-nitrobenzil)- (11), N-(4-klorbenzil)- (12),
N-(2-fluorbenzil)- (28), N-(3-fluorbenzil)- (29), N-(4-fluorbenzil)- (30), N-(3-trifluor-
metilbenzil)- (31), N-(4-trifluormetilbenzil)- (32), N-(3,5-difluorbenzil)- (33),
N-(3,4-difluorbenzil)- (34), N-(2,3-difluorbenzil)- (35), N-(2,4-difluorbenzil)- (36),
N-(2,6-difluorbenzil)- (37), N-(3-trifluormetoksibenzil)- (38), N-(3-trifluormetoksi-
benzil)- (39), N-(2-fluoro-6-trifluormetilbenzil)- (40), N-(2-fluor-4-brombenzil)- (41) i
N-(2-klor-6-fluorbenzil)cinhoninijev bromid (42). Kvaterni derivati 10, 35, 36, 37 i 38

do sada nisu opisani u literaturi.

e Katalitickim prijenosnim hidrogeniranjem cinhonidina i cinhonina pripravljeni su

10,11-dihidrocinhonidin (43) i 10,11-dihidrocinhonin (44).

e Pripravljeni su N-kvaterni derivati 10,11-dihidrocinhonidina reakcijom s odgovarajuce
supstituiranim benzil-bromidima: N-benzil- (45), N-(3-fluorbenzil)- (46), N-(4-
fluorbenzil)- (47), N-(3-trifluormetilbenzil)- (48), N-(4-trifluormetilbenzil)- (49), N-(3-
trifluormetoksibenzil)- (50) i N-(3-trifluormetoksibenzil)-10,11-dihidrocinhonidinijev

bromid (51). Kvaterni derivati 47, 48, 50 i 51 do sada nisu opisani u literaturi.
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e Pripravljeni su N-kvaterni derivati 10,11-dihidrocinhonina reakcijom s odgovarajuce
supstituiranim benzil-bromidima: N-benzil- (52), N-(3-fluorbenzil)- (53), N-(4-
fluorbenzil)- (54), N-(3-trifluormetilbenzil)- (55), N-(4-trifluormetilbenzil)- (56), N-(3-
trifluormetoksibenzil)- (57) i N-(3-trifluormetoksibenzil)-10,11-dihidrocinhoninijev

bromid (58). Kvaterni derivati 53, 54, 57 i 58 do sada nisu opisani u literaturi.

e Reakcijom cinhonidina i odgovarajue supstituiranih izocijanata pripravljeni su
monosupstituirani C-9-karbamati: fenil- (59), cikloheksil- (60) i etil-karbamat (61), a
reakcijom cinhonidina i odgovaraju¢ih karbamoil-klorida u prisustvu trietilamina
pripravljeni su disupstituirani C-9-karbamati: dimetil- (64), dietil- (65) i difenil-
karbamat (66). Karbamatni derivati 60, 61, 65 i 66 do sada nisu opisani u literaturi.

e Reakcijom cinhonina i odgovarajue supstituiranih izocijanata pripravljeni su
monosupstituirani C-9-karbamati fenil- (62) i cikloheksil- (63), a reakcijom cinhonina i
odgovarajucih karbamoil-klorida u prisustvu trietilamina pripravljeni su disupstituirani
C-9-karbamati dimetil- (67) i dietil- (68). Karbamatni derivati 63 i 68 do sada nisu

opisani u literaturi.

e Oksidacijom cinhonidina pripravljen je 9-oksocinhonidin (69) iz kojeg je zatim
reakcijom s hidroksilamin-hidrokloridom pripravljen 9-hidroksiiminocinhonidin (70).
Reakcijom 9-hidroksiiminocinhonidina i metil-jodida pripravljen je N-metil-9-
hidroksiimino-cinhonidinijev jodid (71), a reakcijom 9-hidroksiiminocinhonidina i
benzil-bromida pripravljen je N-benzil-9-hidroksiimino-cinhonidinijev bromid (72).
Keton 69 i oksim 70 kao i kvaterni derivati 71-72 podlijeZzu racemizaciji u otopini te je
spoj 70 izoliran kao smjesa epimera (8S):(8R) u omjeru 70:30, spoj 71 u omjeru 60:40
a spoj 72 u omjeru 50:50 $to je odredeno *H NMR spektroskopijom.

e Kvaternim derivatima 1-12 odreden je antimikrobni potencijal na reprezentativnom
panelu Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija. Svi ispitani spojevi pokazali su
umjerenu do jaku antimikrobnu aktivnost na testirane sojeve bakterija, osobito spoj 5
koji se pokazao aktivnijim od gentamicina. Nadalje, spojevi 1-42 su pokazali inhibitorni
potencijal prema enzimima acetilkolinesterazi i butirilkolinesterazi. Kvaterni derivati

cinhonidina 2, 3, 6, 14 i 18 pokazali su se kao selektivni inhibitori butirilkolinesteraze
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sa 100-500 puta veé¢im afinitetom prema butirilkolinesterazi s Ki vrijednostima u

rasponu od 38-100 nmol/L.

e Antiproliferativna aktivnost kvaternih derivata 3, 5, 7, 8 i 12 odredena je na ljudskim
embrionalnim stanicama bubrega (HEK 293T) i stanicama karcinoma vrata grlica
maternice (HeLa). Ispitani spojevi nisu pokazali znaCajan utjecaj na proliferaciju obje
stani¢ne linije osim spoja 12 koji pokazuje snazan antiproliferativni utjecaj na obje

stani¢ne linije u koncentraciji od 1 mg/mL.
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§6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

Kratica
ACh
AChE
ATCC
BChE
CSP
CSA
DMF
DPPA
DMEM
EA

FTIR

Fmoc

HPLC

HRMS

KS
LDA
PCA
PTC

ppm

TLC
T™MS

Znacenje

acetilkolin

acetilkolinesteraza

zbirka americke Kulture stanica (engl. American type culture collection)
butirilkolinesteraza

kiralna stacionarna faza (engl. chiral stacionary phase)

kiralni solvatirajuci reagens (engl. chiral solvating agent)
N,N'-dimetilformamid

difenilfosforilazid

Dulbeccov modificirani medij (engl. Dulbecco’s modified eagle’s medium)
enantiomer analita

infracrvena spektroskopija s Furierovom transformacijom (engl. Fourier-
transform infrared spectroscopy)

fluorenilmetoksikarbonil

tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high performance liquid
chromatography)

spektrometrija masa visokog razluCivanja (engl. high-resolution mass
spectrometry)

kiralni selektor

litijev-diizopropilamid

analiza glavnih komponenti (engl. principal component analysis)
katalizator faznog prijelaza (engl. phase transfer catalyst)

dijelovi na milijun (engl. parts per million)

tankoslojna kromatografija (engl. thin-layer chromatography)

tetrametilsilan
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