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U danaSnje vreme, veliki je broj medicinskih 1 sintetskih hemicara koji
ulazu napore da pronadu nova i/ili efikasnija farmakoloski aktivna
jedinjenja koja bi se jednog dana koristila u borbi protiv ljudskih bolesti
modernog doba. Polovina aktivnih sastojaka lekova koji se koriste u
leCenju raka je prirodnog porekla ili su izvedeni iz prirodnih proizvoda
(McChesney et al., 2007; Radulovi¢ et al., 2013a, 2013b). Druge oblasti
(razvijanje lekova protiv infektivnih bolesti) jos vise zavise od prirodnih
proizvoda (Newman i Cragg, 2007). Osnovni izvor medikamenta za
sedamdeset pet procenata svetske populacije predstavlja oko 250 hiljada
vrsta visih biljaka. Prirodni proizvodi su prirodnom selekcijom ,,evoluirali*
tako da optimalno interaguju sa proteinima i receptorima u bioloskim
sistemima 1 zato su Cesto pogodna polazna jedinjenja za otkrivanje novih

lekova.

Medutim, klasi¢ne metode otkrivanja novih lekova prirodnog porekla, kroz
ekstrakciju, frakcionisanje, izolovanje, karakterizaciju i1 farmakoloska
ispitivanja, postepeno se zamenjuju sintetskim (kombinatornim) pristupom,
naroCito kada su u pitanju polazna (lead) jedinjenja malih molekulskih
masa. Ovaj ,,moderni pristup“ obuhvata sintezu i ,skrining” velikih
kombinatornih biblioteka, Cesto uz koriS¢enje rezultata racunarske i

strukturne biologije (npr., in silico docking analize, Ojima, 2007)

Nije, medutim, dovoljno samo do¢i do jedinjenja koje poseduje Zeljenu
aktivnost — neophodno je dobiti jedinjenje koje pokazuje delotvorno
dejstvo, ali koje nije toksi¢no u primenjenoj dozi. Zato je od ogromnog
znacaja tzv. farmakoloski prozor, to jest, opseg doza leka u kome se postize
terapeutsko dejstvo bez neZeljenih sporednih ili toksi¢nih efekata. Od
velikog broja bioloskih testova moguce je izdvojiti tri koji bi, po nasem
misljenju, Cinili efikasan ,,skrining” kojim bi se dobio Sirok spektar
korisnih podataka: test citotoksi¢nosti na Zivotinjsku vrstu (na primer, na
rali¢e Artemia salina) 1 specijalizovanu Celijsku kulturu viseg organizma,
npr. peritonealni makrofagi pacova, kao 1 in vitro test inhibicije enzima

(acetilholinesteraze).
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U ovoj disertaciji koriS¢ena su oba pristupa (fitohemijski 1 sintetski) za

dobijanje novih farmakoloski aktivnih jedinjenja:

1) Fitohemijski pristup. Kao prirodni izvor potencijalno farmakoloski

aktivnih jedinjenja za ovu disertaciju, odabrane su etnofarmakoloski

primenjive biljne vrste iz porodica Apiaceae, Geraniaceae i

Resedaceae koje su ili fitohemijski malo proucene, ili za koje nije

(nedvosmisleno) potvrdeno Sta su njihovi aktivni principi.

Konkretno, razmatrane su sledece vrste:

a)

b)

Geranium macrorrhizum L. (Geraniaceae), vrsta koja je raSirena
na Balkanskom poluostrvu i veoma cenjena u etnomedicini
balkanskih naroda (Ergene et al., 2006). Prethodna istrazivanja
(Radulovi¢ et al., 2010) pokazala su da etarsko ulje G.
macrorrhizum poseduje jaku 1 selektivnu aktivnost na bakteriju
Bacillus subtilis, ali sastojak odgovoran za ovu aktivnost nije
identifikovan. Takode je utvrdeno i da germakron, glavni
sastojak ulja, nije glavni nosilac ove aktivnosti;

Heracleum sphondylium L. (Apiaceae), biljna vrsta cija je
primena u tradicionalnoj medicini Siroko rasprostranjena.
Uprkos etnofarmakoloSkoj primeni, ovaj biljni takson je u
fitohemijskom smislu donedavno bio malo istraZen.
Interesantno je da prethodna istrazivanja ukazuju da on
biosintetiSe n-oktil-estre, jedinjenja koja su od strane Chaler-a i
saradnika (2004) oznacena kao markeri zagadenja Zivotne
sredine ljudskim faktorom. U tom smislu, detaljnom hemijskom
analizom, neophodno je potvrditi strukturu pomenutih estara 1
pruziti dokaze da oni zaista jesu nativni metaboliti vrste H.
sphondylium;

Ferula ovina (Boiss.) Boiss. (Apiaceae) je farmakoloski
nedovoljno ispitana biljna vrsta. U prethodnim studijama
utvrdeno je da vrste iz ovog roda sintetiSu estre supstituisanih
benzoevih kiselina (vanilinske, p-hidroksibenzoeve 1 p-
metoksibenzoeve), na  primer, ferutinin  (ferutinol-p-

hidroksibenzoat), teferin (ferutinol-vanilat) i jeSkeanadiol-p-
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d)

metoksibenzoat (Popova et al., 2011; Poli et al., 2005). Za ova
jedinjenja je od ranije poznato da aktiviraju TRP-jonske kanale
(transient receptor potential channels) 1 tako uti¢u na culo
ukusa (Fujita et al., 2007); takode, aktivacija ovih receptora
povezana je sa osecajem bola (ciljanje TRP-jonskih kanala je
deo strategije mnogih istrazivackih timova koji se bave
razvijanjem novih analgetika, Patapoutian et al., 2009). Takode,
delovanjem na TRP-kanale (TRPV1, TRPV3, TRPAI, TRPMS i
TRPMS8) moze da se utiCe na culo ukusa i1 da se izmene ili
aktiviraju signali koji su integrisani sa drugim signalima
receptora Cula ukusa i mirisa. U tom smislu, detaljna analiza
hemijskog sastava etarskog ulja vrste F. ovina i testiranje
odabranih sastojaka na antinociceptivnu aktivnost mogla bi
dovesti do otkrica novih bioloski aktivnih jedinjenja (npr.
potencijalnih TRP-aktivatora);

Reseda lutea L. Pripada porodici Resedaceae koja je deo reda
Brassicales (u koji spada i porodica kupusa, Brassicaceae), a za
koji je karakteristicna biosinteza glukozinolata. Ova jedinjenja
imaju zaStitnu ulogu — u slu¢aju mehanicke povrede ili drugog
oStecenja biljnog tkiva, glukozinolati se prevode, usled dejstva
enzima mirozinaze, u izotiocijanate, koji su poznati po svojoj
antikancerogenoj aktivnosti. lako se ova biljna vrsta pominje u
istorijskim tekstovima (npr. Historia Naturalis Plinija Starijeg)
zbog svojih lekovitih svojstava, u fitohemijskom smislu joj nije
posveéeno mnogo paznje. Prvi korak pri lociranju farmakoloski
aktivnih sastojaka ove vrste zahteva najpre detaljnu hemijsku
analizu autolizata;

Daucus carota L. (Apiaceae) je dobro poznata (Sargarepa)
Siroko rasprostranjena dvogodisnja biljka; sekundarni metaboliti
populacija iz Srbije su fitohemijski 1 fitofarmakoloski
sporadi¢no ispitivani. U ranijim istraZzivanjima u ekstraktu ove
biljne vrste pronadeno je viSe diestara oksigenovanih
germakranskih derivata (Schmiech et al., 2008). Utvrdeno je da

gorak ukus ove biljke poti¢e upravo od ovih jedinjenja, ali drugi
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bioloski testovi nisu radeni. Fitohemijska analiza usmerena ka
izolovanju minornih sastojaka, u kombinaciji sa odabranim
bioloskim testovima i razmatranjem potencijalne veze struktura-

aktivnost, mogla bi dovesti do otkri¢a novih farmaceutika;

2) Sintetski pristup. Sintetisane su dve serije (a 1 b) jedinjenja koja bi

mogla imati farmakoloski znaCaj. Testiranje bioloske aktivnosti

biblioteka jedinjenja daje moguénost daljeg odabira struktura lead

jedinjenja.

a)

b)

Hibridna jedinjenja ferocena 1 indola. Studija Spanskih
istrazivaca iz 2011. godine (Quirante et al., 2011) je pokazala da
se uvodenjem ferocena u 2-fenilindolski sistem citotoksi¢no
dejstvo polaznog jedinjenja povecava 25 puta. Medutim,
sintetisana su 1 testirana samo jedinjenja u kojima su jezgra
ferocena 1 indola povezana preko metilenske grupe. Drugi nacini
povezivanja ovih osnovnih struktura do sada nisu bili predmet
istrazivanja ni jedne studije;

Proizvodi redukcije dihidropirimidinona. Dihidropirimidinoni
(poznati i pod nazivom Bidinelijevi proizvodi) dobijaju su
multikomponentnom reakcijom aldehida, 1,3-dikarbonilnog
jedinjenja 1 uree u prisustvu kiselog katalizatora.
Dihidropirimidinoni su poznati po svojim farmakoloskim
osobinama, a zbog svoje jednostavnosti i robusnosti (reakcija
dopusta prisustvo velikog broja funkcionalnih grupa),
Bidinelijeva reakcija Cesto se primenjuje u kombinatornoj
hemiji. Interesantno je, medutim, da i pored velikog broja
radova koji se bave dihidropirimidinonima, do sada nije
objavljena ni jedna studija koja se bavi redukcijom Bidinelijevih
jedinjenja kompleksnim metalnim hidridima, §to je bilo vrlo
iznenadujuce jer bi se, na primer, kompletnom redukcijom
hiralnih Bidinelijevih proizvoda dobili hiralni diamino alkoholi,
jedinjenja koja bi potencijalno mogla imati primenu u organskoj
katalizi. Ovim pristupom bi se, uz odgovaraju¢u optimizaciju
reakcionih uslova, pocetna biblioteka Bidinelijevih proizvoda

mogla dalje modifikovati, Sto bi na jednostavan nacin moglo
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dati veliki set novih, potencijalno bioloski aktivnih jedinjenja,
uz mogucnost finog podeSavanja njihove strukture, odnosno

aktivnosti.

Imaju¢i u vidu sve navedeno, postavljeni su sledeci ciljevi doktorske

disertacije pod nazivom ,,Nova bioloski aktivna sintetska aza-heterocikli¢na

jedinjenja i novi sekundarni metaboliti iz odabranih biljnih vrsta: sinteza,

izolovanje i spektralna karakterizacija“:

1.

Identifikovanje sastojaka etarskog ulja G. macrorrhizum koji su
odgovorni za prethodno uocenu antimikrobnu aktivnost. To
podrazumeva hromatografsko razdvajanje sastojaka ulja na koloni
silika-gela, odredivanje strukture spektroskopskim metodama i
testiranje  dejstva  izolovanih  jedinjenja na odgovarajuée
mikroorganizme. Dodatne koli¢ine ovih jedinjenja dobile bi se
organskom sintezom. Organska sinteza bi time posluzila kao
dodatni dokaz strukture jedinjenja;

Detaljna analiza etarskog ulja F. ovina gasnom hromatografijom sa
masenom detekcijom (GC-MS), kao i formiranje sintetske
biblioteke aromati¢nih estara reakcijom Steglihove esterifikacije
(kao reagensi u reakciji bili bi koriS¢eni monoterpenski alkoholi
koji su identifikovani u ovom ulju). Za estar koji predstavlja novo
jedinjenje, kao 1 za samo ulje, bila bi odredena antinociceptivna
aktivnost;

Detaljna analiza ispirka cvetova H. sphondylium GC-MS-om,
potvrda strukture prisutnih jedinjenja hemijskom sintezom, ali i
provera tvrdnje koja je izneta u radu Chaler-a i sar. (2004) — da li su
oktil estri viSih masnih kiselina zaista markeri zagadenja Zivotne
sredine? Takode, bila bi odredivana i antimikrobna aktivnost novih
identifikovanih estara;

Izolovanje 1 odredivanje strukture germakranskih diestara iz D.
carota. Za izolovana jedinjenja odredena bi bila akutna toksi¢nost

na raCi¢e Artemia salina;
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5.

Izolovanje 1 spektralna karakterizacija izotiocijanata iz autolizata
biljne vrste R. lutea; odredivanje citotoksicne aktivnosti izolovanih
izotiocijanata na ¢elije melanoma i normalnih fibroblasta;

Sinteza i spektralna karakterizacija izomernih 2-(ferocenilfenil)-1H-
indola, to jest hibridnih jedinjenja ferocena i1 indola, povezanih
preko jezgra benzena. Klju¢ni korak sinteze bila bi Fiserova
indolizacija. Bioloska aktivnost sintetisanih jedinjenja bila bi
ispitivana pomocu tri testa, na tri razli¢ita nivoa: molekularnom
(antiacetil-holinesterazna aktivnost), mikroskopskom (citotoksi¢no
dejstvo na makrofagima pacova) i makroskopskom (akutna
toksi¢nost na raci¢e A4. salina);

Proucavanje reakcije redukcije Bidinelijevih jedinjenja koriS¢enjem
litijum-aluminijumhidrida. Variranjem svakog od tri strukturna
bloka — aldehida, uree i dikarbonilnog jedinjenja bio bi sintetisan
veéi broj ovih jedinjenja, a zatim 1 ispitivan uticaj razlicitih faktora
na proizvod redukcije. Za odabrana sintetisana jedinjenja bila bi

odredena akutna toksi¢nost na 4. salina.

Predvidena ispitivanja ostvarena su pomocu slede¢ih metoda:

1.

Dobijanje etarskih ulja (hidrodestilacijom po Clevenger-u), kao i
ekstrakcija biljnog materijala organskim rastvaracima;

Analiza etarskih ulja 1 pradenje toka reakcija gasnom
hromatografijom (GC), gasnom hromatografijom sa masenom
detekcijom (GC-MS) i tankoslojnom hromatografijom (TLC);
Razdvajanje sastojaka ulja/ekstrakata 1 izolovanje reakcionih
proizvoda (kolonska hromatografija, dry flash hromatografija 1
te€na hromatografija pod srednjim pritiscima, MPLC);
Spektroskopska i strukturna karakterizacija — nuklearna magnetna
spektroskopija  ugljenika '3C i vodonika 'H (jedno- i
dvodimenzionalna 'H i '3C NMR), infracrvena spektroskopija (IR),
ultraljubicasta-vidljiva  spektroskopija ~ (UV-VIS), = masena
spektrometrija (MS) 1 rendgenska strukturna analiza;

Odredivanje antimikrobne aktivnosti mikrodilucionom metodom:;
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10.

Odredivanje citotoksicnosti (MTT testom) na makrofagima pacova i
uticaja  na mijeloperoksidaznu  (MPO) aktivnost pomocu
spektrofotometrijske metode;

Odredivanje uticaja na vijabilnost pluénih fibroblasta (MRCS) i
¢elija melanoma (pomocu MTT testa vijabilnosti, analize ¢elijskog
ciklusa i metodom Aneksin V-FITC/PI obojenja);

Odredivanje akutne toksi¢nosti u modelu slanovodnih racica
Artemia salina;

Odredivanje antinociceptivne aktivnosti (test abdominalnog gréenja,
metoda vruce ploce, test uranjanja repa i1 test dinamicke vruce
ploce);

Odredivanje  antiacetilholinesterazne  aktivnosti  Elmanovom

metodom.
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2.1. Reseda lutea L.
2.1.1. Etnofarmakologija biljne vrste R. [utea

Najve¢i deo naSeg znanja o medicinskim biljkama poti¢e iz drevnih
tekstova. U svetom pismu, na primer, pominje se 150 medicinskih biljaka
(Duke, 2007). Opus Galena, Hipokrata i Dioskorida predstavlja osnovu
srednjevekovnih arapskih i latinskih farmakopeja (Paavilainen, 2009)'.
Jedna od najznacajnijih figura rimske farmakopeje je bio Plinije Stariji
(Gaius Plinius Secundus Maior, 23-79. n.e.), vojni oficir i prirodnjak.
Njegov magnum opus Istorija prirode (Historia naturalis) smatra se prvom
enciklopedijom zapadne civilizacije. Njegovi traktati o lecenju
medicinskim biljkama imali su veliki uticaj na razvoj modernih

farmakopeja.

Reseda lutea L. (Resedaceae), poznata i kao Reseda vulgaris (ovo ime je
Cesto koriS¢eno u tekstovima koji su nastali pre 20. veka), a u srpskom
jeziku kao zuta rezeda ili Zzuti katanac, trajna je zeljasta biljka
rasprostranjena u delovima Evrope, zapadne Azije i severne Afrike. U
Australiji se smatra invazivnhom vrstom 1 upornim korovom. Raste na
umereno vlaznim staniStima. Cvetovi rezede su sitni 1 neugledni (oko 5-6
mm u precniku), ali veoma mirisni, tako da se u faraonskom Egiptu ova
biljna vrsta koristila u ceremonijama sahrana. Prvi zapis o lekovitim
svojstvima ovog taksona potice iz 27. knjige Istorije prirode (Pliny, 1956).
Zuta rezeda je kori$¢ena za le¢enje tumora, a sastavni deo procedure bilo je
i izgovaranje vradzbine®. Prva re¢ magi¢nih stihova (Reseda) predstavlja
imperativ latinskog glagola resedare (le€iti, vidati), 1 na taj nacin je vrsta

dobila ime.

O upotrebi ove biljne vrste u le€enju tumora pisali su 1 francuski erudita
Etjen Fransoa Zofrua (Geoffroy, 1756) i ¢uveni engleski botani¢ar Semjuel
Frederik Grej (Gray, 1824). Vredi ista¢i da je francuski autor bio vrlo

konkretan kada je govorio o taksonu (nedvosmisleno se govori o biljnoj

! Za iscrpan pregled najznacajnijih autora i radova gréko-rimske antike, pogledati knjige
Hollanda (1996) i Paavilainena (2009).

2 “Reseda, morbis reseda, Scisne, scisne quis hic pullus egerit radices? Nec caput nec
pedes habeat.”
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vrsti R. Iutea, a ne nekoj srodnoj vrsti poput R. luteola). Zofrua ne navodi
koji delovi biljke treba da se koriste, ali preporucuje spoljasnju upotrebu u

slu¢ajevima “inflamatornih tumora”.

Medutim, upotreba ove biljne vrste vremenom je prestala i danas je R. [utea
potpuno odsutna iz modernih farmakopeja, a u nauc¢noj literaturi ima vrlo
malo podataka o farmakoloSkim aktivnostima zute rezede. Objavljeni su
podaci o antibakterijskoj (Kumarasamy et al., 2002), anti-inflamatornoj
(Bremner et al., 2009) i anti-HIV (Bedoya et al., 2001) aktivnosti ekstrakta
biljne vrste R. lutea, ali ovi rezultati su bili samo delovi studija koje su
obuhvatale veliki broj razlicitih biljnih vrsta. Takode u ovim publikacijama
nije bilo rei o sastavu ekstrakata. U nedavno objavljenim
etnofarmakoloskim istraZzivanjima medicinskih biljaka Turske (Cakilcioglu
et al., 2011) i Bosne (Sarié-Kundali¢ et al., 2011) ne spominje se

antitumorska aktivnost ove biljne vrste.
2.1.2. Glukozinolati

Glukozinolati su prirodni proizvodi karakteristicni za pripadnike reda
Brassicales (drugi naziv Capparales; deo ovog reda je 1 familija
Resedaceae). Struktura glukozinolata sastoji se iz P-D-glukopiranozne
jedinice koja je preko atoma sumpora povezana sa  N-
hidroksiiminosulfatnim estrom 1 bo¢nim ostatkom R (Sema 1). Prvu
(pogresnu) strukturu glukozinolata predlozio je Gadamer (1897); do
ispravne strukture glukozinolata prvi su dosli Ettlinger 1 Lundeen (1956).
Struktura glukozinolata potvrdena je hemijskom sintezom (Ettlinger 1

Lundeen, 1957) 1 rentgenskom analizom (Marsh 1 Waser, 1970).

OR,

HOMSYR

OR,
0,80”
)

Sema 1. Opsta formula glukozinolata (R — lanac ili grupa poreklom iz amino

kiselina; R; i R, — najcesce derivatizovani polozaji glukoze)
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Glukozinolati se klasifikuju prema aminokiselinskom prekursoru i prema
strukturnoj slicnosti. Bo¢ni lanac R najces¢e nastaje od jedne od osam
aminokiselina. Glukozinolati mogu da se podele u tri grupe: alifati¢ni
(izvedeni iz Ala, Leu, Ile, Met i Val), aromatic¢ni (izvedeni iz Phe 1 Tyr) i

indolski (izvedeni iz Trp).
Po strukturnoj sli¢nosti glukozinolati se dele na (Fahey et al., 2001):

A) Glukozinolate sa sumporom u bo¢nom lancu

B) Alifati¢cne glukozinolate nerazgranatog i razgranatog niza

C) Olefinske glukozinolate (koji se dele u grupe razgranatih i
nerazgranatih bo¢nih lanaca, odnosno alkohola)

D) Zasicene alkohole (razgranatog i nerazgranatog bo¢nog niza)

E) Alifaticne ketone i estre

F) Aromati¢ne glukozinolate

G) Benzoate

H) Indolske glukozinolate

I) Glikozilovane glukozinolate

J) Cimetne glukozinolate i

K) Seleno-glukozinolate

2.1.3. Biosinteza glukozinolata

Biosinteza glukozinolata se sastoji od tri koraka (Fahey et al., 2001;

Halkier 1 Gershenzon, 2006):

1) Elongacije (produzavanjea bo¢nog lanca (Sema 2);
2) Vezivanja glukozidnog ostatka (Sema 3);

3) Sekundarne modifikacije bo¢nog lanca.
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©  oksidativna © ASCOA CoASH

R/\(COO dezaminacija R/ﬁ(COO N RYCOOQ

_ >
NHs ] kondenzacija HO CO% /_\
A

izomerizacija coo

) OH J
R (efe]e} reduktivna
W transamlnaclja /\)k # R/\)\COOG
gHa oksidacija- coo
dekarboksilacija

Sema 2. Ciklus elongacije bo¢nog lanca aminokiselina u biosintezi glukozinolata

(Halkier i Gershenzon, 2006).

Ciklus elongacije sastoji se od tri koraka 1) kondenzacije a-keto kiseline i

acetil-SCoA, 2) izomerizacije, 1 3) oksidacije 1 dekarboksilacije.

NH,
COOH " ypre HYR CYP83 // H_R HOTHVS R
- \ — ili i N i
NH, N Ny N_© o N
HO v HO ® 0 Cys “
amino kiselina aldoksim aci-nitro S-alkilhidroksitioiminat

nitril-oksid jedinjenje

UDPG-hidroksitioiminat OH
SUR1 HS__R glukotransferaza sulfotransferaza
— T HQ
N-on (\ "o
hidroksitioiminska upp Nogy PAPS oso3

kiselina UDP-glukoza desulfoglukozinolat glukozinolat

Sema 3. Biosinteza glukozinolata (Lin et al., 2013).

Vezivanje glukozidnog ostatka zapocinje konverzijom proteinske
aminokiseline (ili aminokiseline produZenog lanca) do aldoksima (ovaj
korak katalizuje citohrom P450 iz familije CYP79). Drugi korak,
konverziju oksima do aci-nitro jedinjenja ili nitril-oksida katalizuje P450 iz
familije CYP83 (Wittstock 1 Halkier, 2002). Tre¢i korak je (najverovatnije)
neenzimska reakcija sa cisteinom. Zatim slede prevodenje S-
alkilhidroksitioiminata u hidroksitioiminsku kiselinu, S-glukozilacija
glukotransferazom i sulfonovanje desulfoglukozinolata 3'-fosfoadenozin-5'-
fosfosulfatom (PAPS) katalizovan sulfotransferazom (Halkier 1 Du, 1997;
Lin et al., 2013).
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Zavrsna faza biosinteze glukozinolata je modifikacija bo¢nog lanca. Neke
od reakcija modifikacije su: stereospecificna hidroksilacija, uvodenje
nezasicenja (eliminacijom metilsulfanil- ili metilsulfinil-grupe), acilovanje

tioglukopiranozne grupe, itd. (Bellostas et al., 2007).
2.1.4. Enzimska hidroliza glukozinolata

Mehanickim povredivanjem biljke koja sadrzi glukozinolate (na primer,
zvakanjem povréa, napadom insekata, oSteCenjem tkiva prilikom
zamrzavanja 1 sl.) dolazi do hidroliticke razgradnje glukozinolata koja je
katalizovana enzimom mirozinazom (ovaj enzim koegzistira sa
glukozinolatima, ova barijera se uklanja mehani¢kim oSte¢enjem biljnog
tkiva, Fahey et al., 2001). Dejstvom mirozinaze dolazi do hidrolize i
gubitka B-glukozidne jedinice i formiranja nestabilnog intermedijera koji se
spontano premesta u niz proizvoda (Rosa et al., 1997, Sema 4). Sastav
autolizata glukozinolata zavisi od wuslova reakcije (pH sredine i
prisustva/odsustva epitiospecificnog proteina, ESP). Izotiocijanati nastaju

Losenovim premestanjem pri neutralnim uslovima (Halkier i Gerschenzon,

2006).
OH
o OH
(o]
HO S R mirozinaza S © O
Ho e Js, 080, | *+ HOho OH
OH N, © H,0 RTN oH
"0S04 2 _ )
glukozinolat intermedijer B-D-glukoza
o
ESP ESP $ e
| \ pH 2-5\ R@Nfosw pH 5-7
R
>, RS—=N R—=N N=C=8 T
S SN = R O—(
S
Epitionitril Tiocijanat Nitril Izotiocijanat 1,3-oksazolidin-2-tion

- R = alil-, benzil-
R= X ! ’
\/H"\ﬁ 4-metilsuffinil rR= T ¥
OH

R'=Me
Sema 4. Moguéi proizvodi enzimske hidrolize glukozinolata.
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2.1.5. Glukozinolati iz biljnog roda Reseda

Za 9 taksona roda Reseda do danas je poznato deset glukozinolata (tabela

1). Strukture ovih jedinjenja predstavljene su na Semi 5.

Tabela 1. Rasprostranjenost glukozinolata u rodu Reseda L. (Fahey et al.,

2001)
Vrsta Identifikovani Referenca
glukozinolati

Reseda alba 1,5,7,8 Boufford et al., 1989
Daxenbichler et al.,
1991
Olsen i Sorensen, 1979

R. complicata 8,9 Schraudolf, 1965

R. crystallina 8 Schraudolf, 1965

R. lutea 2,5,8 Cole, 1976
Daxenbichler et al.,
1991
Schraudolf, 1965

R. luteola 5,6,7,8 Bjorkqvist i Hase, 1988
Cole, 1976
Daxenbichler et al.,
1991
Ettlinger 1 Kjaer, 1968
Kirkland et al.,1971
Kjaer i Gmelin, 1958

R. media 2,4,7,8 Olsen 1 Sorensen, 1979

R. odorata 3,8,10 Ahmed et al., 1972
Olsen i Sorensen, 1980

R. phyteuma 58 Daxenbichler et al.,
1991
Schraudolf, 1965

R. stricta 5,7 Daxenbichler et al.,

1991
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Sema 5. Glukozinolati identifikovani u biljnim vrstama roda Reseda. Velikim

slovima je oznacen tip glukozinolata (videti sekciju 2.1.2, Fahey et al., 2001).
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2.2. Ferula ovina (Boiss.) Boiss (Apiaceae)
2.2.1. Ferula ovina u ishrani

Rod Ferula L. se sastoji od oko 150 biljnih vrsta koje nastanjuju region
Mediterana 1 istocne i centralne Azije. Mnoge vrste ovog roda istorijski su
poznate po svojoj upotrebi u ishrani i medicinskim osobinama. Asafetida,
smola koja se dobija iz rizoma nekoliko biljnih vrsta roda Ferula (jedna od
njih je F. asa-foetida) u Nepalu se koristi kao sastojak karija (Eigner i
Scholz, 1999). Galbanum, eksudat vrsta F. galbaniflua 1 F. rubricaulis,
dodaje se u slatkise (Evans, 1999), a upotrebljava se i za leCenje stomacnih
tegoba (Sadraei et al., 2001). Ferula orientalis se u Turskoj koristi kao
zaCin (Kartal et al., 2007). Prirodni preparati na bazi F. hermonis se prodaju

kao afrodizijaci (Hadidi et al., 2003).

U iranskoj flori je prisutno oko 30 taksona ovog roda, jedan od njih je
Ferula ovina (Boiss.) Boiss. Smola koje se dobija zasecanjem stabljike ove
biljke se koristi kao tradicionalni zac¢in (Rana, 2003). Ova biljna vrsta je
takode veoma poznata i po svojoj medicinskoj upotrebi: vodeni ekstrakt
ove biljne vrste ima antispazmodi¢nu, antiholinergi¢nu 1 relaksatorsku
aktivnost (Al-Khalil et al., 1990). Iako je sastav etarskog ulja F. ovina ve¢
publikovan (Ghannadi et al., 2002; Rahmani et al., 2008), farmakoloska

aktivnost ovog ulja do danas nije ispitivana.
2.2.2. Fitohemija roda Ferula

U dosadasnjim istrazivanjima iz roda Ferula je izolovan veliki broj
seskviterpenskih estara (daukanskog tipa) aromati¢nih kiselina (Lamnaouer
et al,, 1989). Na Semi 6 prikazani su daukanski estri identifikovani u
vrstama F. communis 1 F. arrigonii sa Sardinije (Poli et al., 2005).
Prikazani hidroksi- 1 metoksibenzoat alkohola jeSkeanadiola pokazali su

antiproliferativno dejstvo na ¢elije kancera debelog creva coveka.
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Sema 6

U rodu Ferula takode su veoma zastupljeni i seskviterpenski kumarini
(Sema 7). Prvi izolovani (ujedno i najzastupljeniji) kumarin iz ovog roda
bio je farnezilovani derivat 4-hidroksikumarina, ferulenol. Utvrdeno je da
je ovo jedinjenje (zajedno sa jo$ jednim prenilovanim kumarinom,
ferpreninom), odgovorno za sindrom feruloze — hemoragicni sindrom koji
se javlja kod sisara i koji je izazvan konzumiranjem vrste F. communis.
Utvrdeno je da ferulenol inhibira regeneraciju vitamina K iz vitamin K 2,3-
epoksida i da je afinitet ovog jedinjenja ka vitamin K-epoksid reduktazi 20

puta jaci od varfarina (Gebauer, 2007).

ferulenol ferprenin

Sema 7

U dve objavljene studije u kojima je analiziran sastav etarskog ulja F. ovina
(Ghannadi et al., 2002; Rahmani et al., 2008) identifikovan je relativno
mali broj sastojaka (manje od 50), a glavni sastojci bili su a-pinen,

karvakrol, geranil-izovalerat 1 geranil-propionat (Sema 8).

@E/OH )\/\/K/\OJ\/K )\/\/K/\oj\/

a-pinen karvakrol geranil-izovalerat geranil-propionat

~

Sema 8
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2.3. Heracleum sphondylium L. (Apiaceae)

Heracleum L. je rod porodice stitaSica od oko 70 rasprostranjenih biljnih
vrsta (Evans, 1996). Heracleum sphondylium L., u narodu poznat kao
»,mecja Sapa®, raste Sirom Evrope i1 severne Afrike i tradicionalno se koristi

protiv dijareje i dizenterije (Evans, 1996).
2.3.1. Fitohemija roda Heracleum

Od oko 120 vrsta roda Heracleum, do sada je fitohemijski ispitano tek 21
(Bahadori et al., 2016); rod je veoma bogat razli¢itim tipovima kumarinskih
derivata. Do sada su identifikovana jednostavna kumarinska jedinjenja
(poput umbeliferona iz plodova H. leskowii), linearni (npr., ksantotoksin) i
angularni (angelicin) furokumarini iz plodova H. mantegazzianum,
kondenzovana kumarinska jedinjenja, glikozilovani kumarini (apterin),
flavonoidi (astragalin), iridoidi, lignani (npr. jedinjenje 11 iz korena H.
dissectum), fenilpropanoidi, poliacetileni (falkarindiol iz H. maximum),

lipidi (u semenu H. lehmannianum) itd. (Sema 9., Bahadori et al., 2016).

X
N A o o~ o
N 7
° o~ "o ! 0" o OH
He o° OMe = 0Glc
umbeliferon ksantotoksin angelicin apterin
OH
- HO —
HO/Q o) OH = OH
oM
MeO °
astragalin 1 (3R,8S)-falkarindiol

Sema 9

Glavni sastojci etarskog ulja H. crenatifolium, H. platytaenium 1 H.
sphondylium subsp. ternatum bili su 1-oktanol 1 estri 1-oktanola (acetat,

butanoat, izovalerat i heksanoat) (Ozek et al., 2002; 2005).
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2.4. Geranium macrorrhizum L. (Geraniaceae)

Rod Geranium sastoji se od oko 300 vrsta, od toga je najmanje 55
fitohemijski ispitano (Lis-Balchin, 2002). Najdetaljnije su ispitane vrste G.
macrorrhizum, G. robertianum i1 G. thunbergii. G. macrorrhizum (zdravac)
poseduje Sirok spektar bioloskih aktivnosti (na primer, antimikrobno, anti-
oksidativno i sedativno dejstvo, Radulovi¢ et al., 2011), te je stoga veoma

cenjen u etnofarmakologiji balkanskih naroda.
2.4.1. Fitohemija roda Geranium

Dva jedinjenja koja su karakteristicna za ovaj rod (po kom su dobila imena)
su geraniin (elagitanin izolovani iz G. thunbergii) 1 germakron
(seskviterpen koji je izolovan iz zdravca, G. macrorrhizum). Poznato je da
vrste ovog roda sadrze veliki broj flavonoida (kvercetin, kempferol,
miricetin), tanina (elagi¢na i1 galna kiselina), kondenzovanih tanina itd.

(Lis-Balchin, 2002).

Etarsko ulje vrste G. macrorrhizum se najvec¢im delom (>80%) sastoji od
seskviterpena. Rezultati svih dosadasnjih studija bili su prili¢no
konzistentni po pitanju sadrzaja glavnog sastojka germakrona (50-55%;
Lis-Balchin, 2002 1 reference navedene u ovoj monografiji; Radulovi¢ et
al., 2010). U ulju nadzemnog dela biljke prisutne su i znatne koli¢ine
germakrena B, y-kurkumena, trans-p-elemenona i1 y-elemena (Sema 10).
Etarsko ulje rizoma sastoji se pretezno od seskviterpenoida gvajanskog

skeleta (glavni sastojak, oko 50% ulja je 6-gvajen, Radulovi¢ et al., 2010).

<%, GOy

germakron germakren B v-kurkumen 5-gvajen

y-elemen trans-B-elemenon

Sema 10
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2.5. Daucus carota subsp. carota (Apiaceae)

Divlja Sargarepa (Daucus carota subsp. carota) je dvogodi$nja zeljasta
biljka iz porodice Stitasica. Zbog svog terapeutskog dejstva (pre svega
antibakterijskog 1 antifungalnog), veoma je cenjena u tradicionalnoj

medicini (Tavares et al., 2008).
2.5.1. Fitohemija vrste D. carota subsp. carota

U razli¢itim delovima divlje Sargarepe (D. carota subsp. carota)
identifikovani su seskviterpeni daukanskog tipa (#rans-dauka-8-en-4-ol,
trans-dauka-8,11-dien, dauka-5,8-dien, akora-4,9-dien, akora-4,10-dien,
karotol i1 daukol), furokumarini (8-metoksipsoralen i 5-metoksipsoralen),
flavonoli (kvercetin i kempferol), flavoni (apigenin i luteolin), poliacetileni,
masne kiseline i B-karoten (Al-Snafi, 2017; Ahmed et al., 2005 i reference
navedene u ovim publikacijama). U korenu divlje Sargarepe identifikovani

su daukanski triestri 12-14 (Ahmed et al., 2005).

13 R = benzoil
14 R = cinamoil

Sema 11
Etarsko ulje plodova D. carota sastavljeno je pretezno od oksigenovanih
monoterpena 1 oksigenovanih seskviterpena; glavni sastojci su geranil-
acetat 1 B-azaron. Etarsko ulje li§¢a sastoji se uglavnom od ugljovodonika,

a-pinena (27%), sabinena (25%) i germakren D (16%) (Ksouri et al., 2015).
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2.6. Steglihova esterifikacija

Steglihova esterifikacija predstavlja reakciju esterifikacije koje se odvija pri
blagim uslovima (obi¢no na sobnoj temperaturi). Ova reakcija je jedna od
najboljih metoda za dobijanje tert-butil estara (pri uslovima FiSerove
esterifikacije ~-BuOH formira karbokatjon, a nakon eliminacije protona
izobuten). Reakciju je prvi opisao Volfgang Steglih (Neises i Steglich,
1978). Neke od karakteristika Steglihove reakcije su: 1) reakcija se vrii uz
prisustvo DMAP-a (gradenje aktivnog acil-intermedijera 1 sprecava
formiranje nezeljenog proizvoda N-acil uree); 2) reakcija toleriSe prisustvo
velikog broja funkcionalnih grupa, na primer, diazo grupe; 3) voda koja
nastaje u reakciji reaguje sa DCC-om (N,N'-dicikloheksilkarbodiimidom)
¢ime se dobija N,N'-dicikloheksilurea (DCU); 4) najceS¢e koriSéeni
rastvaraci su dihlormetan i hloroform; ugljen tetrahlorid i acetonitril su
odli¢ne alternative zbog slabe rastvorljivosti DCU u ovim rastvaracima; 5)
najvec¢i deo nastale uree je mogucée odvojiti cedenjem, ali tragovi obi¢no
ostaju u reakcionoj smesi i ponekad ih je teSko ukloniti. Zato se danas
umesto DCC-a cesto koristi vodorastvorni 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid ili DCC vezan za polimer; 6) uslovi
Steglihove esterifikacije mogu da se koriste za formiranje makrolaktona
(tzv. Kekova makrolaktonizacija). Ova procedura zahteva veliko
razblazenje (< 0,03 M). Supstrat se u tom slucaju rastvara u aprotiénom
rastvaracu 1 dodaje postepeno (tokom nekoliko sati) u refluktujuéi rastvor

koji sadrzi reagense (Kurti 1 Czako, 2005).
2.6.1. Mehanizam Steglihove esterifikacije

Mehanizam se sastoji iz dva koraka (Sema 12): u prvom koraku se formira
elektrofilni intermedijer, a u drugom koraku se formira estar (i N,N'-

dialkilurea kao nusproizvod).
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Sema 12. Mehanizam Steglihove esterifikacije

~
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2.7. Feroceni i njegovi derivati

Moderna era organometalne hemije zapocinje sintezom ferocena 1951.
godine. Dva istrazivacka tima su, sasvim nezavisno jedan od drugog, dobila
stabilno jedinjenje molekulske formule FeCioHio reakcijom gvozde(IIl)-
hlorida sa ciklopentadienilmagnezijum-bromidom (Kealy i Paulson, 1951) i
reakcijom gvozda sa ciklopentadienom na 300 °C (Miller et al., 1952).
Interesantno je da su oba tima predlozila takvu strukturu ferocena gde su
dva prstena povezana za atom gvozda sigma vezom. Do ispravne strukture
ferocena su, takode gotovo istovremeno, dosli Vudvard i Vilkinson sa
Harvarda (Wilkinson et al., 1952) i FiSer sa Tehni¢kog univerziteta u
Minhenu (Fischer i Pfab, 1952, Sema 13). Vudvard i Vilkinson su prvi
predlozili ,,sendvic® strukturu, gde je atom gvozda smeSten izmedu dva
prstena. Naime, podaci dobijeni IR spektroskopijom ukazivali su da su sve
C-H veze u molekulu ekvivalentne, §to ne bi bio slucaj u prvo predlozenoj
strukturi ferocena. Ernst FiSer i Volfgang Pfab su prvi dali direktan dokaz
za sendvi¢ strukturu koriS¢enjem podataka dobijenih rentgenskom

kristalografijom (Cantrill, 2014).

@@ S
v Do

Sema 13. Strukture ferocena koje su predlozili a) Miller et al. (1952);
b) Wilkinson et al. (1952)

Derivati ferocena danas privlace veliku paznju medicinskih hemicara, koji
ga Cesto uvode u strukturu kao zamenu za fenil ili alkil grupu (Gielen 1
Tiekink, 2005). Nekoliko osobina ¢ine da ferocenil (Fc) grupa bude
pozeljni strukturni fragment: lipofilnost (ferocenski derivati su lipofilniji od
odgovarajucih fenil, tako da ferocenil jedinjenja mogu biti biodostupnija od
fenil analoga), stabilnost (18 elektronska konfiguracija Fe(#’-CsHs)) i
netoksicnost (ferocen ima reputaciju ,,bezbednog* metalocena). Toksi¢nost

samog ferocena je testirana na psima u visokim dozama tokom tri meseca i
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nije zapaZzena akutna toksi¢nost, ¢ak ni pri dozi od 1 g/kg telesne mase

(Yeary, 1969).

Nije moguce predvideti ishod uvodenja ferocenske grupe u molekul na
njegovu biolosku aktivnost. Na primer, Loev i Flores (1961) su prvi
istrazivaci koji su inkorporirali ferocensko jezgro u farmakoloski aktivna
jedinjenja (amfetamin i1 fenitoin), medutim, dobijeni analozi nisu bili
aktivni. Postoji veliki broj studija gde je uvodenje ferocena pojacalo
aktivnost polaznog jedinjenja, ili izmenilo njegov profil aktivnosti (Gielen i
Tiekink, 2005). Na primer, ferohin (Sema 14) je 35 puta aktivniji na
otporne sojeve Plasmodium falciparium (jedog od parazita koji izaziva
malariju kod ljudi) od klinicki primenjivanog hlorohina. Istrazivanja su
pokazala da se dejstvo osim ocekivanim mehanizmom (koji se vezuje za
prisustvo hinolinskog jezgra) ostvaruje i proizvodnjom HO- (za ovo je
zasluzan metalocen) (Dubar et al., 2013; Fouda et al., 2007). Ferocenski
analog tamoksifena (modulator estrogenskih receptora; anti-tumorni agens)
ima manje nedostataka nego originalni molekul. Za dodatne primere videti

pregledni ¢lanak Fouda et al. (2007).
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) ferocenski analog tamoksifena
ferohin

Sema 14
2.7.1. Sinteza monoarilferocena

lako je dobijanje derivata ferocena reakcijama elektrofilne aromati¢ne
supstitucije Cesto i lako, formiranje veze Fc-Ar ne predstavlja nimalo
jednostavan zadatak. Ovde su navedene neke od metoda koje se najcesce

koriste za dobijanje monoarilferocena (videti Semu 15):
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(1) Najstariji postupak, koji se ujedno u najcesce koristi je reakcija ferocena
1 arildiazonijum soli (Rosenblum et al., 1962). Prinosi koji se ostvaruju u
ovim reakcijama retko su iznad 40%. Kao sporedni proizvodi Cesto se
dobijaju i 1,1'-, 1,2- i 1,3-diarilferoceni koji se tesko razdvajaju od
monoarilferocena. Prinos moze neznatno da se poveca ako se kao rastvarac¢
umesto glacijalne sir¢etne kiseline ili acetona koristi dietil-etar. Reakcija
najverovatnije tece u dva koraka: u prvom koraku ferocen predaje elektron
diazonijum jonu ¢ime se dobija ferocenijum jon i aril-diazonijum radikal
koji gubitkom azota prelazi u aril radikal. Proizvod nastaje reakcijom aril

radikala i ferocenijum jona.

(2) Reakcija aril ciklopentadiena sa  gvozde(Il)-hloridom i

ciklopentadienom u prisustvu jake baze (Pauson, 1954).

(3) Reakcija aril hidrazina sa ferocenom u prisustvu aluminijum-hlorida
kao katalizatora (Sollott i Peterson, 1968). Na ovaj nacin sintetisan je veliki
broj aril-ferocena (o-tolil-, p-tolil-, 4-bromofenil-, itd.) i ovim postupkom

se dobijaju samo monoarilferoceni, ali su prinosi uglavnom niski.

(4) Slobodno-radikalska reakcija jodferocena i1 benzena. Problem je vrlo
slaba regioselektivnost reakcije; kada se koriste monosupstituisani benzeni
dobijaju se sva tri regioizomera. Reakcija se najverovatnije vrsi preko
napada intermedijernog ferocenil radikala nastalog ozrafivanjem na
derivate benzena; regioselektivnost je slicna kao u reakciji istog derivata

benzena i fenil radikala (Imrie et al., 1993).

(5) Najbolji prinosi dobijaju se reakcijom ferocena sa arilbornim kiselinama
u prisustvu natrijum-karbonata i paladijum(Il)-acetata u smesi vode i

etanola na sobnoj temperaturi (Imrie et al., 1999).

(6) Dobri prinosi dobijaju se reakcijom bis(ferocenil)zive i jodarena u
prisustvu kompleksa paladijuma(0) kao katalizatora (Beletskaya et al.,

2001).
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Sema 15

2.7.2. Citotoksi¢nost ferocenskih derivata

Antitumorska aktivnost leka cisplatine (koristi se u oko 50% slucajeva
lecenja razli¢itih kancera) podstakla je veliko interesovanje za novim
neorganskim citostaticima (Gielen i Tiekink, 2005)°. Citotoksi¢na aktivnost
ferocenskih jedinjenja prvi put je zapazena krajem 70-ih kada su Brynes 1
sar. (Fiorina et al., 1978) pokazali da ferocenski analozi koji sadrze amino-
ili amidnu funkcionalnu grupu imaju citotoksicno dejstvo na limfocite

leukemije (Ornelas, 2011).

3 Cisplatina, medutim, poseduje dva velika nedostatka: nedelotvornost na mnoge tumore i
nefrotoksi¢nost (Gasser et al., 2011)
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Kopf-Maier i sar. su 1984. pokazali da ferocenijum soli (na primer, pikrat i
trihloracetat) poseduju antitumorsku aktivnost. Autori studije su testirali
dejstvo ferocena i ferocenijum soli na Erlihove ¢elije (tumorske ¢elije) kod
misSeva. Zapazeno je da ferocen, koji je nerastvoran u vodi, nema aktivnost
na Celije tumora. Ferocenijum soli (rastvorne u vodi) pokazale su odli¢nu
citotoksicnu aktivnost — na primer, ferocenijum-tetrahloridoferat(IlI)
([Cp2Fe] [FeCls]) u optimalnoj dozi produzava zivotni vek miSeva za
380% (u odnosu na kontrolnu grupu misSeva sa Erlihovim ¢elijama).
Zakljuc¢ak autora je bio da rastvorljivost derivata ima presudnu ulogu u
anti-tumornoj aktivnosti. Dokaz za ovu tvrdnju bilo je i odsustvo aktivnosti

slabo rastvornog ferocenijum-heptamolibdata (Kopf-Maier et al., 1984).

Mehanizam citotoksi¢nog dejstva ferocenskih jedinjenja jo$ uvek nije
potpuno rasvetljen; za sada joS nije sasvim jasno koje oksidaciono stanje
gvozda u derivatima ferocena (Fe(Il) ili Fe(IIl)) je odgovorno za aktivnost.
Jedno misljenje je da redoks stanje gvozda nije od velike vaznosti za
aktivnost — kada dospe u ¢eliju, Fe** gubi elektron i uspostavlja se
ravnoteza sa Fe** (Swarts et al., 2001, Sema 16). Elektrodni potencijal za
ovaj proces je sliCan sa drugim bioloSkim redoks reakcijama (Connely 1
Geiger, 1996). Aktivnost ferocenskih derivata u ovom slucaju zavisila bi od
biodostupnosti agensa i lako¢e oksidacije Fe*" u Fe** (3to zavisi od
elektrodnog potencijala redoks para ferocen/ferocenijum jon, to jest od
supstituenata na ferocenu). Na primer, antiproliferativna aktivnost
poliaspartamidnih ferocenskih konjugata (koji sadrze 4-ferocenilbutansku

kiselinu) se dovodi u vezu sa niskim elektrodnim potencijalom

®
@ oksidacija @

Fe“ ‘ﬁ Felll
< redukcija @
ferocen ferocenijum katjon

Sema 16

Dosadasnje studije (Houlton et al., 1991, Tamura 1 Miwa, 1997; Osella et
al., 2000; Neuse, 2005) pokazale su da mehanizam citotoksi¢nog dejstva

ferocenskih jedinjenja najverovatnije ukljucuje i korak generisanja radikala
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(Fentonovom reakcijom) koji ostecuju DNK 1 uvode ¢eliju u apoptozu

(Sema 17).

Fe?*+0, —> Fe¥' + 02'@

)
Fe?*+0; + 2 Hy0 —= Fe®* + H,0, + 2 OH*

Fe?" + H,0, —> Fe®* + OH + OH’
202 e OH + OH

Sema 17

Objavljen je veliki broj studija koje se bave sintezom potencijalnih
antikancer ferocenskih derivata (videti pregledni ¢lanak Ornelas (2011)).
Najvecu paznju privukli su ve¢ pomenuti ferocenski derivati tamoksifena
(ferocifeni). Tamoksifen (nesteroidni selektivni estrogenski receptor,
SERM) koristi se u leCenju ER+ raka dojke (Jordan, 1992). Ferocifene su
prvi sintetisali 1996. Jaouen 1 sar. zamenom fenil grupe iz 4-
hidroksitamoksifena ferocenil grupom (Top et al., 1996). Aktivni metabolit,
hidroksiferocifen, lako se oksiduje do hinonskog intermedijera i smatra se
da je formiranje adukata ove vrste i nukleoinskih baza odgovorno za

toksi¢nost ferocifena (Sema 18).

OH OH OH

& e -
Fe' Felll Fell
4 OR = OR R
'O 5
o . g
HP = HO N\ //\/ A
-\ )
Fe <!I> Fell ‘4!!>
‘:::7 OR <:::7 OR

Sema 18. Redoks aktivacija ferocifena koju su predlozili Jaouen i sar. Strelice

oznacavaju elektrofilna mesta.
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2.8. FiSerova sinteza indola

Fiserova indolizacija je reakcija dobijanja indolovog jezgra ciklizacijom
arilhidrazona aldehida ili ketona uz zagrevanje ili pod uticajem kiselog
katalizatora. Prvu indolizaciju aril hidrazona su izveli Fischer 1 Jourdan
(1883) — tretiranjem pirogrozdane kiseline i N-metil-N-fenilhidrazona
alkoholnim rastvorom hlorovodonika dobili su 1-metilindol-2-karboksilnu
kiselinu. FiSerova indolizacija je najvaznija metoda za dobijanje
supstituisanih indola. Sinteza indola se Cesto vrsi tako Sto se ekvimolarna
smeSa arilhidrazina 1 karbonilnog jedinjenja podvrgne uslovima
indolizacije, bez prethodnog izolovanja hidrazona (Li, 2005). Ovakva

procedura vrlo je korisna kada je intermedijerni hidrazon nestabilan.

U FiSerovoj sintezi indola moze da se koristi veliki broj Bronstedovih i
Luisovih kiselina: 1) mineralne kiseline (HCI, H2SO4, polifosforna kiselina,
metansulfonska kiselina, itd.), 2) slabe kiseline (AcOH), 3) kisele gline
(montmorilonit, Mordenit) i 4) Luisove kiseline (AICl3, ZnCl,, BF3) (Kurti
i Czako, 2005). Za reakcije katalizovane Luisovim kiselinama obi¢no su

dovoljni blagi uslovi (sobna temperatura).

Nesimetri¢ni ketoni daju dva regioizomerna 2,3-disupstituisana indola, a
regioselektivnost zavisi od uslova reakcije (prirode reaktanata i sternih
efekata u ketonu 1 en hidrazinu, Sema 19). Jake kiseline favorizuju stvaranje
manje supstituisanog en hidrazina, dok je reakcija katalizovana slabim
kiselinama obrnute selektivnosti (Li, 2005). 1,3-Dikarbonila jedinjenja i
o,B-nezasi¢eni ketoni su loSi supstrati za FiSerovu indolizaciju
(arilhidrazoni B-ketoestara ciklizacijom daju pirazol-3-one; a,B-nezasi¢eni
ketoni daju pirazoline, Kurti i Czako, 2005). Prisustvo orfo supstituenata,
kao 1 prisustvo elektron-akceptorskih grupa na aromaticnom prstenu

hidrazina smanjuje prinos i brzinu reakcije.
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Sema 19

2.8.1. Mehanizam Fiserove indolizacije

Mehanizam koji je danas prihvacen je predlozio R. Robinson (1924) i
sastoji se iz Cetiri koraka (Sema 20): 1) kiselo katalizovana tautomerija
hidrazona i en hidrazina; 2) [3,3]-sigmatropno premestanje kojim se
formira nova C-C veza, ali 1 naruSava aromati¢nosti prstena
(najverovatinije iz mono- ili diprotonovane vrste); 3) aromatizacija
transferom protona i1 formiranje petoclanog prstena 5-egzo-trig ciklizacijom
i 4) gubitak molekula amonijaka ¢ime nastaje indol (Kurti i Czako, 2005).
PoloZaj ravnoteZe izmedu hidrazona 1 njegovog tautomera en hidrazina
neprestano se pomera u desno zbog ireverzibilnog procesa rearomatizacije

u koraku 3).

@Y @Wc @;9 Ba C@

en hidrazin

— - Q transfer transfer protona__ @E& m
NH2 \/NHs ;

Sema 20
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2.8.2. Primeri FiSerove indolizacije

Jedan od koraka totalne sinteze deetilbofilidina (Bonjoch et al., 1996) bila
je regioselektivna FiSerova indolizacija kojom je dobijen dole prikazani

oktahidropirolo[3,2-c]karbazol u prinosu od 60% (Sema 21).

NHNH, Ph I Ph I

g N AcOH HY .
+ S —_—
H 120°C,1,5h \ H
o N

Sema 21

Deetilbofilidin

Jedan od zavrS$nih koraka sinteze (+)-aspidospermidina (Iyengar et al.,
2000) bila je Fiserova indolizacija tricikli¢nog ketona. U glacijalnoj AcOH
reakcija je i§la mehanizmom formiranja supstituisanijeg intermedijernog en

hidrazina (Sema 22).

NHNH, N
AcOH

+ H _—
refluks

LAH, THF

R

refluks

N~
H A

(+)-Aspidospermin

Sema 22

Sumatriptan (Imitreks, komercijalni lek koji se koristi za lecCenje migrena i
klasternih glavobolja) takode se sintetiSe FiSerovom indolizacijom. Zbog
velike osetljivosti aldehida, u reakciji je koriS¢en dimetilacetal 3-

cijanopropanala (Sema 23).
CN
MeHN _ OMe HCI/H,O  MeHN_
//S\\ + )\/\ _ > ,/S\\ |
o 0 MeO CN ° 0 N
NHNH, N’
H
CN
PPE MeHN MeHN. NMe;
- = ’/S\\ \ —= > ’/S\\ \
CHClg, A 0" o — oo N
H

Imitreks

Iz

Sema 23

41



2.9. Bidinelijeva reakcija

Bidinelijeva reakcija je viSekomponentna reakcija kojom se dobijaju
funkcionalizovani  3,4-dihidropirimidin-2(1H)-oni (skre¢eno: DHPM).
Reakcija nosi ime po Pjetru Bidineliju koji je prvi 1893. sintetisao derivate
DHPM reakcijom aromati¢nog aldehida, uree i etil-acetoacetata u etanolu,
u prisustvu kataliticke koli¢ine HCI (proizvodi ove reakcije Cesto se
nazivaju Bidinelijevi proizvodi, Sema 24). Interesantno je da je do 70-tih
godina 20. veka objavljeno svega nekoliko publikacija u kojima je
koris¢ena Bidinelijeva reakcija; interesovanje se, medutim, naglo
rasplamsalo 90-tih godina. Danas se Bidinelijeva reakcija Cesto koristi za
dobijanje novih bioloski aktivnih jedinjenja, a Bidinelijevi proizvodi su u

fokusu paznje kako akademskih krugova, tako i1 farmaceutske industrije.

O Rj
OWO 0 ))J(\ R katalizator R1)J:(KNH
+ " HNTNT R N/KX
Ri R H” "R; H 2 0
R4
o Bidinelijev proizvod
R4 = alkil, OR, NR,, SR R3 = alkil, aril X=0,8 (DHPM)
R, = alkil, aril R4 = alkil, aril, H
Sema 24

Postoji viSe razloga zasto je to tako: 1) DHPM iskazuju Sirok spektar
terapeutskih 1 farmakoloskih  osobina (na primer, antivirusnu,
antibakterijsku, antitumornu, itd; za detaljan pregled bioloskih aktivnosti
Bidinelijevih proizvoda videti rad Kappe, 2000a), 2) DHPM fragment je
identifikovan kao deo strukture nekoliko (bioloSki aktivnih) prirodnih
proizvoda i Bidinelijeva kondenzacija je iskoriS¢ena kao klju¢ni korak u
totalnim sintezama nekoliko prirodnih proizvoda (Li, 2005), 3)
jednostavnost one-pot reakcije, obrade, preciS¢avanja proizvoda, kao i
dostupnost startnih reagenasa (Kappe, 2000b). Bidinelijeva reakcija je
toleriSe prisustvo velikog broja funkcionalnih grupa (Kurti i Czako, 2005),
4) raznovrsnost poCetnih supstrata — struktura svake od tri komponente
reakcije moze da se varira, Cime se dobija visok stepen diverziteta koji je

narocito koristan, na primer u kombinatornoj hemiji. Po SciFinder®-u, do
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septembra 2017. godine sintetisano je preko 70.000 razli¢itih Bidinelijevih

proizvoda.

Vecina radova koja je publikovana nakon odredivanja mehanizma reakcije
(Kappe, 1997) bavi se unapredenjem sintetske metodologije (Li, 2005).
Veliki broj DHPM za koje postoje podaci u literaturi sintetisani su direktno
Bidinelijevom reakcijom; medutim, moguée je do DHPM analoga do¢i i
sintetskom funkcionalizacijom dihidropirimidinonskog jezgra. Svaki od
Sest centara u heterociklicnom prstenu moze da se modifikuje (Singh i
Singh, 2012). Neke od ovih reakcija su: manipulacija C-6 metil grupe (na
primer, halogenovanje), alkilovanje/acilovanje na heteroatomima ili
modifikacija estarske grupe vezane za C-5 (pogledati primere u sekciji

2.3.3).

Do danas je u literaturi zabelezeno nekoliko pokusaja redukcije
Bidinelijjevih proizvoda i svi su ukljucivali proces desulfurizacije; na
primer, DHPM dobijeni iz tiouree 1 njihovi S-metilovani derivati
redukovani su  Raney®niklom do C-2 nesupstituisanih  1,4-
dihidropirimidina (Khanina et al., 1986). Isti proizvodi dobijeni su
reduktivnom detionacijom 3,4-dihidropirimidin-2-tiona pri flow uslovima

(Raney®-Ni, H na 1-2 bara u acetonitrilu, Desai i Kappe, 2005).
2.9.1. Mehanizam Bidinelijeve reakcije

Prvi detaljan mehanizam Bidinelijeve reakcije predlozili su Sweet 1 Fissekis
(1973, Sema 25). Predlozili su mehanizam koji se sastojao iz 4 koraka: 1)
aldolne adicije etil-acetoacetata 1 benzaldehida; 2) protonovanjem 1
gubitkom vode iz intemedijera i nastaje karbokatjon ii koji je u ravnotezi sa
enonom iii; 3) klju¢ni napad uree na iii daje ureid iv; 4) ciklizacijom
intermedijera iv nastaje hemiaminal koji podleZe dehidrataciji 1 na taj nain
se formira DHPM. Autori studije su pokazali da prethodno sintetisani enon
iii u reakciji sa N-metil ureom zaista daje N-metilovani Bidinelijev

proizvod (1-Me-DHPM).
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Sema 25. Mehanizam Bidinelijeve reakcije koji su predloZili Sweet i Fissekis

(1973)

Ovaj mehanizam, 25 godina kasnije, odbacio je Kappe (1997) kao
neosnovan. Naime, podaci koje je on dobio 'H i 3C NMR eksperimentima
nisu dali dokaz o postojanju karbokatjona. Takode je utvrdio da aldol (i u
Semi 26) koji je neophodan za nastajanje karbokatjona ii ne nastaje kada se
benzaldehid 1 etil-acetatoacetat pomeSaju pri uslovima Bidinelijeve
reakcije. Mehanizam koji je on predloZio (koji je i danas prihvaéen, Sema
4) sastoji se i1z sledec¢ih koraka: 1) nukleofilnim napadom uree na aldehid
nastaje hemiaminal v; 2) iz njega nastaje iminijum katjon vi; 3) vi reaguje
sa dikarbonilnim jedinjenjem ¢ime se dobija intermedijer vii; 4)

ciklizacijom i dehidratacijom vii nastaje Bidinelijev proizvod.

(0]
N ® ® . ®
S S S WL o I o
Ph = PhT N7 NH, PR N NH H

transfer protona 2

H
<
o} Ph
OEt ¢ NC N o  Ph
®)k — OEt uztransferprotonaEt\o NH -H2O EtO ‘ NH
Ph” N7 NH, — o L= Py
b HN" Ph NS0 N"So
v 07 “NH,

Sema 26. Mehanizam Bidinelijeve reakcije koji je predlozio Kappe (1997)
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2.9.2. Primeri Bidinelijeve reakcije u sintezi

Najpoznatiji Bidinelijev proizvod svakako je monastrol, hemoterapeutsko
jedinjenje koje koje selektivno inhibira mitoticki kinezin Eg5 (Li, 2005).
Racemski monastrol se dobija u visokom prinosu (95%) one-pot reakcijom
3-hidroksibenzaldehida, tiouree i etil-acetoacetata uz prisustvo kataliticke
kolic¢ine Yb(OTf)3 (Dondoni et al., 2002, Sema 27). Rezolucija monastrola
vrii se formiranjem i razdvajanjem dijastereoizomernih N-ribofuranozil

amida (Dondoni et al., 2002).

OH OH
o o
OEt THF, refluks
CHO S” NH, B0 NH
N’gs
H
rac-monastrol
OTBDMS Oo.__cocl OTBDMS
BnO

e BnO  OBn 0 O OBn EtONa ©) |
N _— -monastro
O™ /'l" toluen, 100 °C S OB
g N/&S 0
H H OBn

razdvajanje smese dijastereoizomera

Sema 27

Bidinelijeva reakcija se ne primenjuje ¢esto u totalnoj sintezi kompleksnih
prirodnih proizvoda; najpoznatiji primer je prva totalna sinteza baceladina
F (Cohen i Overman, 2001; Sema 28). Intermedijerni bisgvanidin dobijen je
Bidinelijjevom reakcijom enantiomerno cistog P-keto estra sa derivatom
gvanidina u prisustvu morfolinijum-acetata. Preostali koraci sinteze bili su
mezilovanje alkoholne funkcionalne grupe, intramolekulska Sn2 reakcija i

kataliti¢ka hidrogenizacija (Kurti i Czako, 2005).
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Sema 28

Vazan dogadaj za hemiju dihidropirimidinona bilo je otkri¢e prve
asimetricne Bidinelijeve reakcije 2005. godine (Huang et al., 2005; Sema
29). Koris¢enjem hiralnog iterbijumovog katalizatora dobijeni su

Bidinelijevi proizvodi u odliénim prinosima 1 sa odliénom

\ 7 N\
o Ar N~Ph  Ph ey
X Yb(OTf)3, L* —
0. o o 3 RO <*NH . N N
e e N | L
N HoN" “NH A
OR Me  H™Ar H: 2 THF Me™ “N7 X
OH HO

enantioselektivnoscu.

Sema 29

2.9.3. Reakcije dihidropirimidinona

Svaki od Sest atoma DHPM prstena (Sema 30) moguce je funkcionalizovati
Sto znacajno doprinosi diverzifikaciji dihidropirimidinona. Ovde ¢emo

navesti neke od reakcija koje se koriste za modifikaciju DHPM jezgra.

(0] Ar

46



Reakcije na N-1. Poznato je da se vodonik vezan za N-1 azot, usled
prisustva konjugovanog enamino estarskog fragmenta, moze lako
deprotonovati. Halogen na metil grupi vezanoj za C-6 dodatno povecava
kiselost ovog protona, tako da se C-6 brommetil i C-6 dibrommetil derivati
mogu metilovati dejstvom dimetil-sulfata (uz NaOH) ve¢ na sobnoj
temperaturi (Zigeuner et al., 1966). Upotrebom jace baze (dimetil

sulfat/NaH), moguce je alkilovati i N-3 polozaj (Kappe et al., 1992).

Sema 31

Interesantna je regioselektivnost alkoksikarbonilacije DHPM-a. Dejstvom
poluestra fozgena u prisustvu NaH supstitucija se vrsi isklju¢ivo na N-3
atomu, dok se u reakciji sa trihlormetil analogom dobija N-1 supstituisani
derivat (Cho et al.,, 1988, Sema 32). Supstitucija aromaticnog jezgra
vezanog za C-4 takode ima uticaja na regioselektivnost — orto-supstitucija

favorizuje formiranje N-1 supstituisanog DHPM-a (Cho et al., 1988).

(0] Ar
O Ar (0] Ar
-COOR; CICOOR, RO NH cl,ecoocl RO | NH
AN P o
N0 NaH/THF N0 EtsN-NaH \
H H COOCCls
Sema 32

Reakcije na C-2. Atom sumpora (kod jedinjenje dobijenih iz tiouree) se
lako alkiluje alkil-halogenidima u prisustvu slabe baze (Nishimura et al.,
2011) pri ¢emu se dobija smeSa estara 1,4- 1 1,6-dihidropirimidinon-5-

karboksilne kiseline (Sema 33).
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Me-X EtO N EtO NH
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K,COs N" s NT s

S H

Sema 33

C-2 nesupstituisani 1,4-dihidropirimidini se mogu dobiti reduktivhom
desulfurizacijom Bidinelijevog proizvoda ili njegovog S-metilovanog

derivata (Khanina et al., 1986, Sema 34):

O Ph O Ph
O Ph
-Ni EtO N . EtO N
EtO | NH Raney-Ni | J Raney-Ni )Sf)\
< ~
N N s
I Me Me
Me
Sema 34

DHPM jezgro moze da se transformiSe u tiazolo[3,2-a]pirimidine pomocu
a-halogen derivata. Na primer, Ghorab (2000) je sa svojim saradnicima
iskoristio ovu reakciju za sintezu serije potencijalih antifungalnih agenasa

(Sema 35):

F O
o i HC o
" .
q + HN™ “NH,  EtOH ‘ NH
o) CHO N/gs

H

Sema 35

Reakcije na N-3. N-3 supstituisani  alkoksimetil, aminometil,
arilsulfonilmetil i azidometil derivati mogu se regioselektivno dobiti one-

pot reakcijom dihidropirimidona sa paraformaldehidom,
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hlortrimetilsilanom 1 odgovaraju¢im nukleofilom (alkoholom, aminom,

natrijum-benzensulfinatom ili natrijum-azidom, Zhang, 2010):

O Ar O Ar
Eto)il\)\NH (i) (CH0),, TMSCI Eto)il\)\N/\XR
N/go (i) RXH ili RXNa N/go
H H
Sema 36

N-3  nitrozovanje Bidinelijevih  jedinjenja  azot(Il)-oksidom daje
nitrozamide nukleofilnim napadom N-3 atoma na in situ formirani N>O3z u

prisustvu aproti¢nih polarnih rastvaraca:

o) Ar (@] Ar
NO, tragovi O -NO
N/go sobna temperatura Nko
H H
Sema 37

Reakcije na C-4. Od tri komponente koje ucestvuju 1 Bidinelijevoj reakciji
u literaturi je najviSe variran identitet upotrebljenog aldehida. Veci prinosi
dobijaju se sa aromati¢nim aldehidima koji u poloZajima 3- i 4- imaju
elektron-akceptorske grupe. Kondenzacija alifati¢nih aldehida retko se
koristi jer obi¢no daje niske prinose i1 veliki broj sporednih proizvoda

(Singh i Singh, 2012).

Serija ferocenskih dihidropirimidinona sintetisana je Bidinelijevom
reakcijom formil- ili 1,1'-diformilferocena, etil-acetoacetata 1 uree uz

katalizu bornom kiselinom (Csampai et al., 2009):

O O
Fe
CHO M
OEt .o, EtOOG COOEt
S e e S
Fe NH HN
AcOH
H,N~ “NH
CHO 2 2 HN—<\ }/-—NH

Sema 38
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Reakcije na C-5. Estarska grupa vezana za C-5 ugljenik je vrlo otporna na
hidrolizu ili napad nukleofila kod N-1 nesupstituisanih jedinjenja, dok se
N-1 metil derivati lako hidrolizuju 5%-im rastvorom KOH (Singh i Singh,
2012). Nereaktivnost estra objasnjava se delokalizacijom elektronskog para
sa N-1 azota (Sto potvrduje i1 Cinjenica da se estri heksahidropirimidin
karboksilnih kiselina lako saponifikuju, Folkers 1 Johnson, 1993).
Kiselinski derivat dihidropirimidinona moze se dobiti i hidrogenolizom

odgovarajuceg benzil estra:

o Ar O Ar
J:ﬁ\ KOH, EtOH _ HO™ ™™ "NH Pd/C,H, BnO™ 7y /'l"
R Me N o R =Me, H l}l (e}
R R
Sema 39

Reakcije na C-6. Namazi i saradnici (2001) su iskoristili DHPM jezgro za
sintezu pirolo[3,4-d]pirimidina (Li, 2005). Najpre je Bidinelijev proizvod
(sintetisan u prinosu od 60%) bromovan (sa visokim prinosom), a zatim je
supstitucijom broma 1 ciklizacijom intermedijernog amino estra dobijen

odgovarajuci pirolo[3,4-d]pirimidin u prinosu od 53%.

NO,
0
o o NO> 0 HCI
+ + — EtO NH
EtoJ\/U\ HZNJ\NHMe MeOH, A | PN
CHO T o
NO,
Bry Q MeNH,
B — e
EtO NH
CHCl3 Br | NH
N0
I
Sema 40
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2.10. Redukcije organskih jedinjenja litijum-aluminijumhidridom

Litijum-aluminijumhidrid (LiAlH4, LAH) je jedan od dva najceSce
koriS¢ena hidridna redukciona sredstva u organskoj hemiji (natrijum-
borhidrid je drugi). LiAlH4 su prvi sintetisali Finholt, Bond i Schlesinger
(1947). Preparativno se dobija reakcijom litijum-hidrida i aluminijum-
hlorida. Koris¢enjem viska aluminijum-hlorida dobija se alan (aluminijum-
hidrid, Hudlicky, 1984). Zamenom vodonika iz LAH alkil ili alkoksi
grupom dobijaju se novi redukcioni agensi sa izmenjenom redukcionom
sposobnos¢u 1 hemoselektivnoséu (na primer, litijjum-trimetoksi- i
trietoksihidrid; litijum-tri-z-butoksihidrid, itd.). Litijum-aluminijumhidrid je
jedno od najjacih redukcionih sredstava za supstrate sa polarizabilnim

funkcionalnim grupama (Smith, 2011).

LAH je stabilan na sobnoj temperaturi; medutim, reakcija litijum-
aluminijumhidrida 1 vode je izuzetno egzotermna i rukovanje ovim
reagensom zahteva posebnu paznju. Reakcije sa LAH se izvode pod
anhidrovanim uslovima u rastvaratima koji ne sadrze kisele protone.
Kontakt LiAlH4 1 malih koli¢ina vode ili vlage (na primer, iz nedovoljno
osusenog laboratorijskog posuda) moze dovesti do eksplozije (Hudlicky,

1984).

Reakcije sa LiAlH4 obicno se izvode meSanjem dietil-etarskih
rastvora/suspenzija. Rastvorljivost LAH u Et;0 je 35-40 g na 100 g etra.
THF (rastvorljivost: 13 g/100 g) i dioksan (0,1 g/100 g) se takode Cesto
koriste. Reagens se obi¢no predstavlja kao Li'[AlH4] i smatra se da u etru
egzistira u vidu agregata solvatisanith  litijumovih  jona i

tetrahidroaluminatnih jona (Smith, 2011).
2.10.1. Redukcija karbonilnih jedinjenja

Litijum-aluminijumhidrid vrlo lako i brzo redukuje veéinu karbonilnih
jedinjenja: aldehide i1 ketone, estre, laktone, amide, laktame, anhidride
kiselina 1 karboksilne kiseline (Hudlicky, 1984). Vecina redukcija
karbonilnih jedinjenja pomoc¢u LiAlH4 se sastoji iz sledecih koraka (Sema
10): 1) koordinacije Li" za karbonilni kiseonik, 2) transfera nukleofilnog

hidrida na elektrofilnu C=0O grupu, 3) formiranja alkoksialuminatnog
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intermedijera koji sadrzi jo§ tri aktivna hidrida i moze (formalno) da

reaguje sa jos tri ekvivalenta karbonilnih jedinjenja.

® O> L'®
I
L. © H )K Li@
7 TAlH, AﬁH\ HaAS o H H o
3 B —
w — )Oi = L_® )\ - )U\/()‘)"o ———= AlOCHMe,),
i >\

Medutim, svaki naredni korak redukcije odvija se sporije od prethodnog;
ovo se moze iskoristiti za dobijanje modifikovanih reageasa koji su manje
reaktivni, ali 1 selektivniji u odnosu na litijum-aluminijumhidrid
(Carruthers 1 Coldham, 2004). Tac¢an stehiometrijski odnos u kom reaguju
LAH i karbonilno jedinjenje zavisi od strukture supstrata i tesko ga je
predvideti (na primer, 1 mol acetona reaguje sa 0,25 mol LAH, sterno
zaSti¢eniji diizopropil-keton i LAH reaguju u pribliznom odnosu 1 : 0,5,
Smith (2011)). Generalno, da bi bili sigurni da je dodato dovoljno
redukcionog sredstva, koristi se najmanje jedan ekvivalent LAH (to jest,

Cetiri ekvivalenta hidrida) za svaki stepen redukcije funkcionalne grupe.
2.10.2. Primeri redukcije litijum-aluminijumhidridom u organskoj sintezi

Redukcija ketona. Evans 1 saradnici (1990) su iskoristili redukciju litijum-
aluminijumhidridom za sintezu poznatog degradacionog proizvoda
rutamicina. Dobijeno je 55% ekvatorijalnog 1 45% aksijalnog alkohola
(ukupan prinos redukcije: 90%, Sema 41). Reakciona smeSa obradena je

zasi¢enim rastvorom natrijum-kalijum-tartarata (Roselova so).

LiAIH,

_—
THF, -78 °C
PMBO

Sema 41
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Redukcija estara. Redukcijom estara (RCOOR 1) dobijaju se, dva alkohola,
Ri1OH i RCH>OH. Redukcijom pomoc¢u LiAlH4 ne gubi se stereohemija a-
ugljenika (Smith, 2011) Jedan od koraka sinteze novih antibakterijskih
fenilizoksazolina (Barbachyn et al., 2003; Sema 42) bila je kvantitativna
redukcija dole prikazanog estra do odgovaraju¢eg benzil-alkohola. Visak
LiAIH4 je uniSten tzv. Fajzerovom metodom: za x grama LiAlH4 koji se
doda u reakcionu smesu, prilikom obrade (pazljivo, na 0 °C) dodaje se x ml
vode, zatim x ml 15%-og rastvora NaOH i jo§ x ml vode. Dobijeni talog

aluminijumovih soli se lako uklanja cedenjem (Li et al., 2007).
(@) (@)
Oxj LiAIH, O\l
FD\WOMG THF, 0 °C FD\/OH
0]

Sema 42

Redukcija karboksilnih kiselina. Redukcija karboksilne kiseline zahteva
prisustvo najmanje tri hidridna ekvivalenta (prvi ekvivalent deprotonuje
kiselinu, zatim se dva ekvivalenta troSe za redukciju karboksilata do
alkoksialuminata koji  hidrolizom daje alkohol). Prilikom sinteze
seksualnog feromona $titaste vasi Planococcus citri, prikazana kiselina je
redukovana do odgovarajuceg alkohola pomocu LiAlH4 (Passaro i Webster,

2004; Smith, 2011; Sema 43):

Sema 43

Redukcija amida. Redukcijom amida najpre se dobija a-aminoalkohol;
eliminacijom alkoksialuminata dobija se intermedijerni iminijum jon (Sema

44) koji se dalje redukuje do amina.
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Sema 44

Laktami se redukuju do cikli¢énih amina. Prilikom totalne sinteze o- i -
likorana (Yasuhara et al., 2003), prikazani oktahidroindolon je redukovan

do oktahidroindola u visokom prinosu (98%, Sema 44).

LiAlH4 je jak redukcioni agens koji redukuje veliki broj karbonilnih i ne-
karbonilnih heterofunkcionalnih grupa (epokside, ozonide, nitrile, azide,
alkil-halogenide, itd; videti knjige Hudlicky (1984) 1 Smith (2011)).
Selektivna redukcija jedne funkcionalne grupe u prisustvu druge najcesce
nije moguca litijjum-aluminijumhidridom; na primer redukcijom LiAlH4
prikazanog viSefunkcionalnog jedinjenja na -78 °C (supstrat sadrzi keton,
cijano- 1 estarsku grupu, Heatcock et al., 1989; Sema 45) redukuju se sve tri

funkcionalne grupe (Smith, 2011).

LiAIH,
—_—
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Sema 45
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LiAIHs4 moze da se iskoristi za dobijanje selektivnijih redukcionih
sredstvava (tretiranjem alkoholima ili aluminijum-hloridom, Carruthers i
Coldham, 2004). Na primer, litijum-tri-z-butoksialuminijumhidrid redukuje
selektivno aldehide i ketone u prisustvu epoksida i estarske funkcionalne

grupe (Carruthers i Coldham, 2004; Sema 47).

o) o)
Yo 0
OHCGE~S  LiAIH(OBu), HO N
MeOOC ! MeOOC .
75 S
Sema 46

Reakcije hidrogenolize. Redukcija aromati¢nih ketona do ugljovodonika
moze da se vr$i hidridnim transferom kada je karbonilna grupa vezana
direktno za aromati¢no jezgro (Hudlicky, 1984). Interesantan je i primer
redukcije etil-4-metoksicinamata do alkena (Sema 47) dejstvom
LiAIH4/AICIs. Stabilizacija intermedijernog karbokatjona je od presudne
vaznosti za ishod reakcije jer nije mogucée hidrogenolizovati etil-cinamat

pri istim uslovima (Butler 1 Perkins, 1974).

o]

AN =
MeO MeO

MeO

Sema 47

Kiseoni¢ne funkcionalne grupe vezane za C-2 atom indolovog prstena su
naroCito osetljive na hidrogenolizu — znacajan deo proizvoda redukcije
(49%) prikazanog heksahidrokarbazolona proizvod je hidrogenolize. N-
metilovani derivat ovog jedinjenja je, medutim, otporan na hidrogenolizu

(Sundberg, 1970; Sema 48).
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Leete 1 Marion (1953) su pokazali da se 3-hidroksimetilindol (ocekivani
proizvod redukcije 3-formilindola) redukuje dejstvom LiAlH4 do 3-
metilindola. Pretpostavlja se da se ova redukcija sastoji iz koraka
eliminacije aluminata (podstaknute slobodnim elektronskim parom sa

deprotonovanog azota) i konjugovane adicije hidrida na nastali intermedijer

(Sema 49).
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2.11. Modeli za ispitivanje farmakoloske/toksikoloske aktivnosti
2.11.1. Ispitivanje akutne toksi¢nosti pomocu raci¢a Artemia salina

Artemia salina (Artemiidae) je vrsta raci¢a koja naseljava slana jezera. Ova
vrsta moze da toleriSe izuzetno visok nivo saliniteta — preko 300 promila
(300 g/L), sto predstavlja uslove u kojima vecina drugih Zivotinjskih vrsta
ne moze da prezivi. Usled odsustva predatora Artemia gradi guste

populacije.

Test toksi¢nosti za raci¢e A. salina, prvi je razvio Michael sa saradnicima
(1956), a standardizovan je 1981. (Vanhaecke et al.). Artemia salina se
zadnjih 30 godina cesto koristi kao modelni organizam u toksikoloskim
studijama, iako se ova vrsta, usled svoje otpornosti, ne smatra
bioindikatorom (Dokey i Tonkins, 2009). Ovaj test je do sada, koriS¢en za
odredivanje toksic¢nosti, izmedu ostalog, biljnih ekstrakata (Meyer et al.,
1982; Moshi et al., 2010; Sharma et al., 2013; da Costa et al., 2010; Parra et
al., 2010), teskih metala (Martinez et al., 1999), morskih prirodnih
proizvoda (Carballo et al., 2002) 1 nanocestica (Ates et al., 2013). Parra i
saradnici (2001) su pokazali (u testovima ispitivanja toksicnosti dvadeset
biljnih ekstrakata) da postoji visok stepen korelacije LDso vrednosti za A.

salina 1 LDsg vrednosti za akutnu oralnu toksi¢nost kod miSeva.

S obzirom da je farmakologija ,,toksikologija pri nizim dozama®, to jest, da
toksi¢ne suspstance pri nizim, netoksi¢énim dozama, ¢esto imaju zanimljiva
farmakoloska dejstva, test toksiCnosti na 4. salina se koristi 1 kao
preliminarni skrining prilikom razvijanja novih farmakoloski aktivnih
jedinjenja (Bohlin i Bruhn, 1999). Osim ¢injenice da je koriS¢enje 4. salina
prihvatljiva alternativa koriS¢enju sisara u toksikoloSkim ispitivanjima,
postoje 1 druge prednosti ovog testa (Hamidi et al., 2014): 1) brzina (LDso
vrednosti se dobijaju ve¢ nakon 24 h), 2) jednostavnost (nije potrebna
posebna prethodna obuka eksperimentatora), 3) visok stepen repetabilnosti
(Vanhaecke et al., 1981) i 4) mala koli¢ina jedinjenja/ekstrakta potrebna za

testiranje.
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2.11.2. Makrofagi i aktivnost mijeloperoksidaze

Makrofagi predstavljaju heterogenu populaciju mononuklearnih fagocita
prisutnih u ve¢ini tkiva organizma. Oni imaju krucijalnu ulogu u regulaciji i
izvrSavanju mnogih homeostatskih, imunoloskih i1 inflamatornih procesa
(Mosser, 2003; Stout i Suttles, 2004; Kim et al., 2012). Makrofagi tkiva su
prva linija odbrane od patogenih mikroorganizama (pre migracije
polimorfonuklearnih neutrofila i monocita). Glavne funkcije makrofaga su
fagocitoza 1 razgradnja stranog materijala 1 regulacija proizvodnje
inflamatornih  medijatora, kao S§to su pro-inflamatorni citokini,
prostaglandini i reaktivne kiseoni¢ne i azotne vrste. Kljuéni enzimi u
proizvodnji kiseoni¢nih vrsta (kroz tzv. respiratornu ili oksidativnu
eksploziju) su NADPH-oksidaza i mijeloperoksidaza (MPO). Prethodna
istrazivanja su pokazala da MPO ima antimikrobni 1 citotoksi¢ni efekat
(Klebanoff, 1968; Edelson i Cohn, 1973). MPO reaguje sa vodonik-
peroksidom (H20»), nastalim u respiratornoj eksploziji, ¢ime se formira
kompleks koji moze da oksiduje veliki broj supstanci. Jedna od njih je i
hloridni jon koji se oksiduje do hipohlorita, od koga dalje nastaju hlor i
hloramini. Ovi proizvodi (koji predstavljaju jaka oksidaciona sredstva)
imaju vaznu ulogu u odbrani domacina od bakterija, virusa 1 gljivica.
Medutim, oksidacione osobine MPO moZda doprinose inicijaciji tumora s
obzirom da je poznato da aktivnost MPO moze da izazove oStecenje DNK
(Van Rensburg et al., 1992). Naime, neutrofili 1 makrofagi, koji prozvode
MPO, infiltriraju tumore, tako da je ovaj enzim koristan marker infiltracije
fagocita kod premalignih 1 neoplasti¢nih lezija. Makrofage su i
profesionalne antigen-prezentujuce ¢elije i imaju vaznu ulogu u aktivaciji T

limfocita 1 regulaciji imunskog odgovora (Pozzi et al., 2005).
2.11.3. Acetilholinesteraza

Acetilholinesteraza (AChE) je enzim koji hidrolizuje acetilholin u
neuromuskulatornim sinapsama, kao i holinergi¢nim sinapsama u mozgu
(Lionetto et al., 2013). Aktivnost AChE kontroliSe prenos nervnih impulsa i
sprecava konstantnu aktivaciju postsinaptickih holinergi¢nih receptora.

Ovaj enzim ima ogroman znacaj u odrZzavanju normalne funkcije
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celokupnog nervnog sistema (Taylor i Radi¢, 1994). Inhibitori AChE
inhibiraju hidrolizu acetilholina i time dovode do povecanja nivoa i trajanja
dejstva neurotransmitera. Inhibitori AChE mogu da se podele u dve grupe:
reverzibilni (kompetitivni i1 nekompetitivni), koji imaju terapeutsku
primenu, i ireverzibilini, kojima se pripisuju toksi¢ni efekti (Colovi¢ et al.,

2013).

Deficit centralne holinergi¢ne funkcije je vazan Cinilac nastanka kognitivne
disfunkcije prilikom starenja, ali i kod Alchajmerove bolesti. Alchajmerovu
bolest karakteriSe gubitak memorije i drugih intelektualnih sposobnosti
koje dovode do znaCajnog smanjenja kvaliteta zivota. Aktivnost holin-
acetiltransferaze je znacajno smanjena kod pacijenata obolelih od
Alchajmerove bolesti. Lek za Alchajmerovu bolest ne postoji, ali terapija
reverzibilinim inhibitorima AChE dovodi do ublaZavanja simptoma
(poboljsanje memorije, razmiSljanja, govornih sposobnosti i drugih
misaonih procesa). KoriS¢éenjem inhibitora acetilholinesteraze, poput
fizostigmina, odrZava se nivo ACh (kroz smanjenje brzine njegove
hidrolize), time se podsti¢e neurotransmisija u regionu prednjeg mozga i

kompenzuje gubitak funkcije mozdanih éelija (Colovié et al., 2013).
2.11.4. Nocicepcija i bol

Pojmovi nocicepcija 1 bol su blisko povezani, ali ne i1 ekvivalentni.
Medunarodno udruzenje za proucavanje bola (/nternational Association for
the Study of Pain, 1ASP) definiSe bol kao: ,neprijatno emocionalno i
osecajno iskustvo povezano sa pravom ili potencijalnom povredom tkiva,
ili uzrokovano tim oSte¢enjem ili povredom®. Nocicepcija se definiSe kao
prenos i procesuiranje bolnih stimulusa u nervnom sistemu. Bolni stimulus
(mehanicki, termalni ili hemijski) aktivira nociceptore prisutne u perifernim
strukturama, informacija se prenosi do dorzalnog roga kicmene mozdine, a

odatle ide do cerebralnog korteksa gde se stvara osecaj bola.

Bol je, dakle, uslovljen funkcijom viSih moZdanih centara, dok nocicepcija
moze da se javi i u odsustvu bola. Na primer, ki¢mena mozdina osoba koje
su pretrpele kompletno oStec¢enje (to jest transekciju) kicmene mozdine i

dalje moZe da procesuira informacije koje dobija od nociceptora, ali bol
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izostaje jer ova informacija ne moze da se prenese dalje (Radulovi¢ et al.,

2013a).
2.11.5. Antimikrobna aktivnost sekundarnih metabolita biljaka

Sekundarni metaboliti predstavljaju grupu jedinjenja koja ne ucestvuje
direktno u rastu i razvoju biljke, ali ima vaznu ulogu u mehanizmima
adaptacije i1 prezivljavanja. Dugo je bilo ustaljeno misljenje da su ova
jedinjenja beznacajni ,,otpadni proizvodi“, ali je njihova visestruka funkcija
(na primer, u privlacenju insekata koji obavljaju polinaciju; u zastiti od
biljojeda i mikroba i sl.) dokaz da njihova biosinteza nije aberacija ve¢ da
je genetski kontrolisani mehanizam (Daniel, 2005). Svaka biljna vrsta je
specijalizovana za proizvodnju jedne ili viSe grupa jedinjenja koja im
pomazu u prezivljavanju. Tri glavne klase sekundarnih metabolita su
terpenoidi, alkaloidi 1 fenilpropanoidi i1 srodna fenolna jedinjenja
(Radulovi¢ et al., 2013b). Svaka od ovih klasa moze dalje da se podeli u
potklase, na primer, terpenoidi se dele (na mono-, seskvi-, diterpene itd.)
na osnovu broja molekula izopentenil-difosfata koji ucestvuju u biosintezi.
Dalja podela se vrsi po tipu ugljenicnog skeleta (do sada, npr., postoji 147
seskviterpenskih i 118 diterpenskih skeletnih tipova). Prisustvo ili odsustvo
specificnih funkcionalnih grupa dalje doprinose diverzitetu jedinjenja iz

svake od ovih potklasa.

Antimikrobna jedinjenja iz biljaka mogu da se podele u dve kategorije:
fitoanticipini, jedinjenja koja su prisutna u biljci pre napada
mikroorganizama, ili koja se proizvode iz ve¢ prisutnih prekursora, i
fitoaleksini koji se sintetiSu 1 akumuliraju u biljci nakon izlaganja
mikroorganizmima (Slusarenko et al., 1985). U grupu fitoanticipina
spadaju 1 glukozinolati, o kojima je ve¢ bilo govora u ovoj disertaciji. U
fitoaleksine spadaju aliksin, izolovan iz belog luka (Allium sativum) 1

flavonoid sakuranetin (Kodama, 1992), Sema 50.
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OH O

aliksin sakuranetin

Sema 50

Sekundarni metaboliti mogu da deluju na celiju mikroorganizma na
nekoliko razli¢itih nacina: preko narusavanja strukture 1 funkcije
membrane, prekida sinteze DNK 1 RNK, ometanja metabolizma
intermedijera, izazivanja koagulacije sastojaka citoplazme i prekida
normalne celijske komunikacije (Radulovi¢ et al., 2013b). Antimikrobna
aktivnost veéine prirodnih proizvoda ispoljava se kroz delovanje na
citoplazmatsku membranu. Sekundarni metaboliti mogu da utiCu na
permeabilnost i funkciju membrane na viSe naCina. Na primer, neki
antifungalni agensi (saponini) deluju na metabolizam ergosterola koji
ucestvuje u odrzavanju integriteta i fluidnosti membrane i1 regulaciju
enzima koji su neophodni za rast i deobu celija (Radulovi¢ et al., 2013b).
Karvakrol, sa druge strane, interaguje sa citoplazmatskom membranom
tako Sto se smeSta izmedu acilnih lanaca fosfolipida, 1 na taj nacin dovodi
do povecanja permeabilnosti 1 naruSavanja potencijala membrane i
gradijenta pH. Pokazano je da antimikrobno dejstvo sekundarnih
metabolita generalno raste sa njthovom lipofilnoS¢u, $to je direktno

povezano sa sposobnosc¢u ovih molekula da interaguju sa membranom.

2.11.6. Citotoksi¢nost jedinjenja prirodnog porekla

Po podacima Svetske zdravstvene organizacije kancer je vodeci uzroc¢nik
smrti u svetu. U 2012. godini je zabelezeno 14,1 milion novih slucajeva
kancera sa 8,2 miliona smrtnih sluc¢ajeva (14,6% od ukupnog broja
obolelih) (WHO, 2014). Najces¢i tipovi kancera kod muskaraca su rak
pluca, prostate i Zeluca, dok se kod Zena najcesS¢e javljaju rak dojke, rak

pluca i rak grli¢ca materice (WHO, 2014).
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Kancer se sastoji od grupe celija koje su izgubile sposobnost da regulisu
rast ili ¢elijsku smrt. Sve tumorske celije pokazuju Sest karakteristicnih

znakova (Hanahan i Weinberg, 2000).

1) Rast i deoba cCelija ¢ak i1 u odsustvu stimulacije od strane spoljnih
signala;

2) Kontinuirani rast i deoba i po dobijanju signala za prestanak rasta;

3) Izbegavanje programirane éelijske smrti?;

4) Neograni¢eni potencijal za deobu (zdrave celije umiru nakon
odredenog broja podela, ¢elije raka su, u tom smislu, besmrtne);

5) lIzrazena angiogeneza (proces formiranja novih krvnih sudova koji
snabdevaju ¢elije raka kiseonikom i nutrijentima);

6) Sirenje na okolna tkiva i metastaziranje.

Uobicajeno je da se za leCenje kancera koristi viSe terapija (kombinacija
hemoterapije, hiruSkog zahvata i/ili radioterapije). Hemoterapija
podrazumeva kori$¢enje jednog ili viSe antikancer agenasa. Prvi
hemoterapeutici otkriveni su 40-ih godina proslog veka kada je primeceno
da bojni otrov iperit suzbija hematopoezu (proizvodnju krvi). Decembra
1942. nekoliko pacijenata sa uznapredovalim limfomom je intravenski
tretirano azotnim iperitom 1 tom prilikom je uoceno drastino (ali samo

privremeno) poboljSanje njihovog stanja (Fenn 1 Udelsman, 2011).

Danas se koristi veliki broj hemoterapeutika, medutim, najveci broj ovih
jedinjenja nije dovoljno specifican prema celijama tumora i dovodi do
oStecenja normalnog tkiva 1 sporednih efekata. Da bi se postigli najbolji
rezultati obicno se koristi kombinacija hemoterapeutika razli¢itog

mehanizma dejstva (Chabner 1 Roberts, 2005).

Veliki broj citotoksi¢nih agenasa koji se danas klinicki koriste su prirodnog
porekla ili su izvedeni iz prirodnih proizvoda. Na primer, irinotekan (koji se

prodaje pod zaStiCenim imenom Camptosar; Koristi se u leCenju

4 Za razliku od nekroze, koja predstavlja traumatsku smrt ¢elije koja nastaje kao rezultat
akutne povrede Celije, apoptoza (ili programirana ¢elijska smrt) je regulisan i kontrolisan
proces. Za razliku od nekroze, ¢elijski fragmenti koji nastaju prilikom apoptoze se
uklanjaju (gutanjem od strane fagocita celija) pre nego Sto dospeju do susednih ¢éelija i
izazovu njihovo ostecenje.
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kolonorektalnog kancera), derivat je prirodnog proizvoda kamptotecina
(Sema 51), izolovanog iz kore drveta Camptotheca acuminata (Schwarz et
al., 2007). Taksani (na primer, kabazitaksel, koji se u kombinaciji sa
prednizonom Kkoristi za leCenje kancera prostate) izolovani su iz
kalifornijske tise, (Taxus brevifolia). Vinca alkaloidi (Sema 51) su
antimitoticki i antimikrotubularni agensi izolovani iz vrste Catharanthus

roseus.

MeO

kamptotecin Vinca alkaloid
vindolin

Sema 51
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3.EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. Hemikalije i rastvaraci

Neposredno pre koris¢enja, svi rastvaraci (dietil-etar, dihlormetan, heksan,
aceton, etil-acetat) su destilovani, dok su ostale hemikalije kori§¢ene bez
prethodnog preciS¢avanja. KoriS¢ene su komercijalne supstance sledecih
proizvodaca: Alfa Aesar (Vord Hil, Masacusec, SAD), Sigma-Aldrich
(Sent Luis, Mizuri, SAD), Carl Roth (Karlsrue, Nemacka), Fluka (Noj-
Ulm, Nemacka), Galenika (Beograd, Srbija), Hoffmann La Roche (Bazel,
Svajcarska) i Zdravlje (Leskovac, Srbija).

3.2. Biljni materijal i priprema uzoraka za analizu
3.2.1. Biljni materijal

Biljni materijal je sakupljen na teritoriji nekoliko zemalja (Srbija, Iran,
Nemacka, Portugalija, Spanija i Gréka). Nadzemni deo biljne vrste Ferula
ovina (Boiss.) Boiss. (Apiaceae) je sakupljen sa prirodnog staniSta na
nadmorskoj visini od 1650 m, 12. juna 2011. u regiji Sabzevar, na
severoistoku Irana. Materijal vrste Reseda lutea L. (Resedaceae) sakupljen
je na teritoriji opStine Ni§, 12. juna 2013. Cvetovi vrste Heracleum
sphondylium L. (Apiaceae) su sakupljeni tokom avgusta 2011. godine sa
ukupno 14 lokacija: koriS¢en je H. sphondylium sa teritorije opStine Ni§ (sa
prirodnih staniSta nezagadene oblasti Suve planine, kao 1 zagadenih urbanih
delova Nia), Barselone (Spanija), Lisabona (Portugal), Soluna (Gréka) i
Drezdena (Nemacka). Cvetovi biljne vrste Daucus carota L. (Apiaceae)
sakupljani su na viSe lokacija na teritoriji opStine Ni§ tokom jula 2015.
godine. Biljni materijal Geranium macrorrhizum L. (Geraniaceae) je
sakupljen u septembru 2011. na severnim padinama Vlasinske visoravni.
Herbarski primerci deponovani su u herbarijumu Prirodno-matemati¢kog
fakulteta u NiSu, Laboratorija za organsku analizu i sintezu (NR0072011—

NR0202011; DZ0052013).
3.2.2. Dobijanje etarskih ulja

Biljni materijal (nadzemni delovi biljnih vrsta F. ovina 1 G. macrorrhizum)
je osusen na vazduhu do konstantne mase i hidrodestilovan sa oko 3 L
vode, oko 2,5 sata, koriS¢enjem aparature po Klevendzeru (Radulovi¢ et al.,

2009). Dobijena ulja su razdvojena od vode ekstrakcijom pomocu dietil-
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etra, a zatim osuSena magnezijum-sulfatom i odmah analizirana. Prinosi

dobijenih ulja (ww): 0,18% (G. macrorrhizum) i 1,5% (F. ovina).
3.2.3. Autoliza glukozinolata

Eksperimenti autolize su izvedeni kao Sto je opisano u radu Radulovi¢ i
saradnika (2011). Svezi delovi biljne vrste R. [utea (cvetovi, koren i
plodovi; po 25 g; svaki eksperiment je ponovljen tri puta) homogenizovani
su sa dovoljnom koli¢inom destilovane vode da se dobije polutecna
konzistencija smese. Svakom uzorku je dodat dietil-etar (100 ml) i dvofazni
sistem je, nakon zatvaranja staklenih posuda, meSan na 20 obrtaja u minutu
tokom 8 h. Nakon zavrSene hidrolize dodat je NaCl, a organski sloj je zatim
odvojen od isoljenog vodenog sloja cedenjem kroz Whatman No. 1 filter
papir. Ostatak biljne mase ekstrahovan je jos dva puta sa po 50 ml dietil-
etra. Spojeni organski slojevi su osusSeni anhidrovanim magnezijum-
sulfatom. Nakon odvajanja sredstva za suSenje, rastvara¢ je uklonjen
destilacijom na sobnoj temperaturi pomocu rotacionog vakuum uparivaca.

Prinosi su bili slede¢i: koren — 0,29%, cvet — 2,43%, plod — 0,044% (w/w).
3.2.4. Ekstrakcija voska sa cvetova

Vosak sa cvetova biljne vrste H. sphondylium ispran je uranjanjem svezih
cvetova u dihlormetan 1 istovremenim izlaganjem ultrazvuku tokom deset
sekundi (izbegavan je svaki suviSan kontakt sa cvetovima). Ispirak (dobijen
od 20 Stitova cvetova ispranih u 200 ml dihlormetana, ukupno 10 serija) je
filtriran kroz 0,2 um Whatman Puradisc filter (Whatman, Maidstone, Kent,
UK) kako bi se otklonio nerastvorni materijal, zatim je osuSen
anhidrovanim magnezijum-sulfatom 1 ukoncentrovan na vakuum-
uparivacu. Pomo¢u GC-MS-a analiziran je i1 rastvara¢ (ukoncentrovani
dihlormetan) koji je proSao kroz sve korake analize (osim kontakta sa

biljnim materijalom), kako bi se uverili da nije bilo kontaminacije.
3.2.5. Ekstrakcija cvetova D. carota dietil-etrom

Osusen biljni materijal (500 g cvetova) ekstrahovan je dietil-etrom tokom 7
dana. Nakon odvajanja biljnog materijala cedenjem, ekstrakt je osuSen

anhidrovanim magnezijum-sulfatom, a zatim je rastvara¢ uklonjen
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destilacijom na rotacionom uparivacu na sobnoj temperaturi. Prinos: 1,6%
(w/w). Jedinjenja 7-1 1 7-2 (po 15 mg) izolovana su iz uzorka mase 2,0 g
MPLC-om (silika gel, etil-acetat/heksan 1:6 [v/v]). Spektralni podaci dva

jedinjenja su se slagala sa publikovanim podacima (Schmiech et al., 2008).
3.3. Metode razdvajanja i analize

3.3.1. Gasna hromatografija — masena spektrometrija (GC-MS) 1 gasna

hromatografija sa plameno-jonizacionom detekcijom (GC-FID)

Za analizu etarskih ulja, kao i1 reakcionih smeSa, koris¢en je GC-MS.
Analize su izvedene koris¢enjem Hewlett-Packard 6890N gasnog
hromatografa koji je opremljen kapilarnom kolonom DB-5MS (5%
fenilmetilsiloksana, 30 m x 0,25 mm, debljina filma 0,25 pm, Agilent
Technologies, SAD), koji je bio direktno kuplovan sa 597B masenim
detektorom iste kompanije. Jonizacija je vrSena elektronima energije 70 eV.
Pun sken masenog detektora beleZen je u intervalu m/z 35-750 (brzina
skeniranja — 5 skenova u sekundi), a vreme skeniranja je bilo 0,32 sekunde.
Rezim rada GC-MS-a bio je: temperature injektora i detektora su odrzavane
na 250 1 320 °C; temperatura peci je programirana linearno od 70 do 315
°C (osim u slucaju derivata ferocena kada je opseg bio 150 — 315 °C)
brzinom od 5 °C/min nakon Cega je temperatura odrzavana na 315 °C
tokom 10 min. Kao nose¢i gas koriS¢en je helijum, pri konstantnom
protoku od 1,0 ml/min. Pulsno je injektirana zapremina od 1 pl ispitivanog
uzorka (protok je bio 1,5 ml/min u prvih 30 sekundi, a zatim je podeSen na
1 ml/min), razblazena 1/100 (w/v), splitovana u odnosu 40/1. Procentualni
sastav pojedinih sastojaka je odreden/procenjen samo na osnovu povrsine

pikova, bez koriS¢enja korekcionih faktora.

Obrada rezultata vrSena je pomocu MSD ChemStation softvera (ver.
D.03.00.611, Agilent Technologies, SAD) u kombinaciji sa AMDIS (ver.
2.68) 1 NIST MS Search programskim paketima (ver. 2.0d, Nacionalni
institut za standarde 1 tehnologiju, SAD). AMDIS je koris¢en za
dekonvoluciju (ekstrakciju masenih spektara iz skenova preklopljenih
pikova), dok je NIST MS Search obezbedio algoritam za pretragu

biblioteka masenih spektara. KoriS¢ene su sledece biblioteke: Wiley
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Registry of Mass Spectral Data 11th Edition, NIST/EPA/NIH Mass Spectral
Library 07, MassFinder 2.3, Adams (Adams, 2007) i biblioteke masenih
spektara laboratorije za organsku analizu i sintezu, PMF-a u Nisu. Linearni
retencioni indeksi svih sastojaka analiziranih uzoraka su odredeni
koinjekcijom uzorka sa homologom serijom n-alkana od C7-C37. Hemijski
sastav uzoraka etarskih ulja je odreden uporedivanjem linearnih retencionih
indeksa sastojaka sa literaturnim vrednostima, kao i na osnovu poredenja

masenih skenova jedinjenja sa spektrima jedinjenja iz biblioteka.

Gasna hromatografija sa plameno-jonizacionom detekcijom (GC-FID) je
izvedena koriS¢enjam uredaja Agilent 7890A koji je bio opremljen
plameno-jonizuju¢im detektorom i1 HP-5MS kolonom. Parametri FID
detektora bili su: temperatura grejaca 300 °C, protok vodonika 30 ml/min,
protok vazduha 400 ml/min, protok azota (make up gas) 23,5 ml/min,

frekvenca belezenja signala 20 Hz.

3.3.2. Tankoslojna hromatografija (TLC)

Analiti¢ka TLC je vrSena na aluminijumskim plo€ama sa naneSenim slojem
silika-gela 60 (Merck, Nemacka). Kao eluent koriS¢ene su razli¢ite smeSe
heksana 1 dietil-etra, kao 1 heksana i etil-acetata. Mrlje na TLC-u su
vizualizovane pomoc¢u UV lampe (254 1 356 nm) i izazivane 30% H2SO4
(v/v) ili reagensom koji sadrzi vanilin i sumpornu kiselinu (6% vanilina
[wh] 1 1% HaSO4 [v/A] u etanolu), nakon cega su ploCice zagrevane do

pojave mrlja.
3.3.3. ,,Dry-column flash* hromatografija

Za preparativno razdvajanje pomocu ,,dry-column flash® hromatografije
koriS¢ena je jednostavna aparatura koja se sastojala od kolone silika-gela
60 (>230 mesh-a, Merck, Darms$tad, Nemacka), napakovane na sinterovom
staklenom levku srednje poroznosti i1 veli€ine, i1 standardne boce za vakuum

filtraciju.

3.3.4. Te€na hromatografija pri srednjim pritiscima (MPLC)
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Preparativno razdvajanje pomo¢u MPLC-a ostvareno je na Biichi
instrumentu (Biichi, Labortechik, Svajcarska), na napakovanoj koloni
silika-gela 60, sa radnom pumpom istog proizvodaca (Module C-601,
pump controller C-610) pri protoku od 2,5 ml/min. Kao eluent kori$¢ene su

smese heksan-dietil-etra ili heksan-etil-acetata.
3.3.5. Infracrvena spektroskopija (FTIR)

FT-ATR infracrveni spektri (FT = Fourier-ova transformacija, ATR =
attenuated  total reflectance) Cistih supstanci snimani su na
spektrofotometrima Thermo Nicolet, model 6700 (Waltham, SAD) i
Perkin-Elmer FTIR 31725-X.

3.3.6. Nuklearno-magnetna rezonantna (NMR) spektroskopija

NMR spektri su snimani na tri instrumenta: Bruker Avance III 400 MHz
(‘H na 400 MHz, *C na 100.6 MHz), Varian Unity 200 NMR ('H na 200
MHz, 13C na 50 MHz) i Bruker DMX 500 (500,26 MHz za 'H, a 125,8
MHz za 3C) na 25 °C u CDCls;, CD3SOCDs, CDsOD i CD3CN koristeéi
tetrametilsilan (TMS) kao unutra$nji standard. Vrednosti hemijskih
pomeranja za '"H NMR spektre su date u § (ppm) jedinicama u odnosu na
TMS (6 0,00), a za heteronuklearne 2D spektre u odnosu na signale
rastvaraca (rezidualni CHCls: 8u 7,26 i *CDCls: 8¢ 77,16 ; CHD2SOCD::
81 2,50 1 PCD3SOCDs: 8¢ 39,52; CHD2OD: 81 4,87 i *CDsOD: 8¢ 49,00,
CHD>CN: &1 1,94 i CD3"*CN: 8¢ 118,26). Skalarna kuplovanja (J) data su
u Hz. 2D NMR spektri ('"H-'"H COSY, NOESY, HSQC i HMBC) i
viSepulsni spektri (DEPT90 1 DEPTI135) su snimani uz primenu
uobicajenih pulsnih sekvenci dostupnih u softveru instrumenta. Spektri su
obradivani MestreNova softverom (11.0.0.3, Mestrelab Research, A

Corufia, Spanija).
3.3.7. Rendgenska strukturna analiza

Rendgenska strukturna analiza je izvedena na Oxford Diffraction Xcalibur
Sapphire3 Gemini difraktometru koristeéi Cu Ko zracenje (A = 1,5418 A)
na sobnoj temperaturi. Podaci su obradivani u CrysAlis softveru

koriS¢enjem SCALE3 ABSPACK (Oxford Diffraction, 2008). Analiza
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kristalne strukture je izvrSena koriS¢enjem programa SHELXS 1 SHELXL.
Svi H atomi su postavljeni na izracunate geometrijski definisane polozaje
sa konstantnim C-H rastojanjima od 0,93 A kada je H-atom vezan za sp’-
hibridizovan ugljenik, 0,96 A kada je vezan za sp® hibridizovan ugljenik i
0,97 A kada je H-atom vezan za sp’-hibridizovan ugljenik koji je vezan za

sp’-hibridizovan ugljenik.
3.3.8. Ultraljubicasta (UV) spektroskopija

Ultraljubicasti spektri su snimani na aparatu UV-1800 Shimadzu koristeci

acetonitril ili dimetil-sulfoksid kao rastvarac.
3.3.9. Elementna mikroanaliza

Elementna mikroanaliza ugljenika, vodonika i azota istih jedinjenja je
izvrSena na Carlo Erba 1106 mikroanalizatoru i dobiveni rezultati su se

dobro slagali sa predvidenim vrednostima.

3.3.10. Odredivanje konstante kiselosti Bidinelijevog jedinjenja dobijenog

iz uree (jedinjenje 6-1)

Konstanta kiselosti i izosbesticka tacka jedinjenja 6-1 odredene su pomocu
UV spektrofotometrije na sobnoj temperaturi. Pocetni rastvor jedinjenja 6-1
pripremljen je rastvaranjem 10,0 mg jedinjenja 6-1 u 10 ml CH3SOCH3, a
zatim su pripremljena tri rastvora iste koncentracije jedinjenja 6-1 (¢ = 1,63
x 10* M) i to: Rastvor /: 2,0 ml podetnog rastvora razblaZeno je do 50 ml
rastvorom fosfatnog pufera (10 mM, pH 1,80, 0,1 M NaCl). Rastvor 2: 2,0
ml pocetnog rastvora razblazeno je do 50 ml rastvorom NaOH
koncentracije 0,3 M; Rastvor 3: 2,0 ml pocetnog rastvora razblazeno je do
50 ml rastvorom NaOH koncentracije 5 M. Rastvori / 1 3 iskori$¢eni su za
snimanje UV spektra rastvora u kom je prisutno samo jedinjenje 6-1
(rastvor /) ili njegova konjugovana baza (rastvor 3). Rastvor 2 je titrovan
rastvorom NaOH koncentracije 10 M, pH rastvora je konstantno meren
tokom titracije, a UV spektri rastvora su snimani po uspostavljanju
ravnoteze. pK, vrednost je odredena na osnovu jednacine: pK, = pH; —
log[(4ua — 4i)/(4i— Aa-)], gde je Ana apsorbanca rastvora /, Aa- apsorbanca

rastvora 3, a A;i predstavlja apsorbance zabelezene tokom titracije. Sve
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apsorbance su merene na talasnoj duzini 331,5 nm (talasna duzina na kojoj

je razlika apsorbanci rastvora / i 3 najveca).
3.4. Izolovanje i sinteza jedinjenja
3.4.1. Sinteza biblioteke estara dugolancanih kiselina (opsta procedura)

Rastvori odgovarajucih karboksilnih kiselina (eikozanska, heneikozanska,
dokozanska, trikozanska, tetrakozanska, pentakozanska ili heksakozanska
kiselina, 1 mmol), alkohola (1-heksanol, 1-oktanol ili 2-etil-1-heksanol, 1
mmol), 4-(dimetilamino)piridina (DMAP, kataliticka koli¢ina, 5 mg), i
N,N'-dicikloheksilkarbodiimida (DCC, 1,1 mmol) u 10 ml suvog CH2Cl, su
mesSani preko no¢i na sobnoj temperaturi, zastieni od vlage iz atmosfere
kalcijum-hloridnom cev¢icom. Talog (N,N’-dicikloheksilurea) je odstranjen
filtracijom, nakon toga filtrat je ukoncentrovan pri snizenom pritisku i
sobnoj temperaturi. Sirovi proizvod je prec¢iS¢en MPLC hromatografijom,
koriS¢enjem silika-gela i eluenta kome je postepeno povecavana polarnost
(estri su eluirani sa kolone 3% (v/v) rastvorom dietil-etra u heksanu).

Cisto¢a jedinjenja je proveravana pomoéu TLC-a i GC-MS analizom.
Spektralni podaci sintetisanih jedinjenja

Heksil-eikozanoat (1-1)

'"H NMR (CDCl3, 200 MHz): & 0,90 — 0,94 (m, 6H), 1,20 — 1,55 (m, 42H),
2,23 (t,2H, J=17,2 Hz), 4,02 (t, 2H, J = 6,1 Hz).

3C NMR (CDCl3, 50,3 MHz): § 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(11 C), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1,22,4,22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jaina, %): 396,5 (3,1) [M]", 313.4 (17.4), 84,1
(76,6), 69,1 (32,2), 61,1 (49,5), 57,1 (51,4), 56,1 (41,7), 55,1 (41,5), 43,0
(100), 41,0 (33,0).

Elementna analiza: izracunato za C2¢Hs2O2: C, 78,72; H, 13,21. Nadeno:
78,76; H, 13,17.

Retencioni indeks (DB5-MS): 2780

Heksil-heneikozanoat (1-2)
'"H NMR (CDCl3, 200 MHz): & 0,89 — 0,95 (m, 6H), 1,18 — 1,55 (m, 44H),
2,23 (t,2H, J=17,0 Hz), 4,01 (t, 2H, J = 6,0 Hz).
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3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): & 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(12 ©), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1,22,4,22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jaina, %): 410,5 (3,4) [M]', 327.4 (18,4), 84,1
(75,0), 69,1 (32,1), 61,1 (48,7), 57,1 (52,5), 56,1 (39,9), 55,1 (42,5), 43,0
(100), 41 (31,0).

Elementna analiza: izraCunato za za C27Hs40,: C, 78,96; H, 13,25. Nadeno:
78,90; H, 13,31.

Retencioni indeks (DB5-MS): 2882

Heksil-dokozanoat (1-3)

"H NMR (CDCl3, 200 MHz): § 0,91 — 0,95 (m, 6H), 1,18 — 1,54 (m, 46),
2,22 (t,2H, J=17,1 Hz), 4,01 (t, 2H, J = 6,0 Hz).

3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): & 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(13 C), 29,2, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1,22,4,22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jaina, %): 424,5 (4,1) [M]*, 341,4 (19,7), 84,1
(74,6), 69,1 (31,4), 61,1 (49,5), 57,1 (54.,9), 56,1 (39,6), 55,1 (41,5), 43,0
(100), 41 (29,7).

Elementna analiza: izraCunato za C23Hs¢O2: C, 79,18; H, 13,29. Nadeno:
79,06; H, 13,33.

Retencioni indeks (DB5-MS): 2982

Heksil-trikozanoat (1-4)

'H NMR (CDCls, 200 MHz): § 0,89 — 0,95 (m, 6H), 1,18 — 1,55 (m, 48H),
2,23 (t,2H, J=17,0 Hz), 4,02 (t, 2H, J = 6,0 Hz).

3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): § 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(14 ©C), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1, 22,4, 22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jaina, %): 438,4 (3,1) [M]*, 3554 (15,0), 84,1
(72,0), 69,1 (29,6), 61,1 (46,8), 57,1 (53,5), 56,1 (39,4), 55,1 (39,8), 43,0
(100), 41 (28.3).

Elementna analiza: izraCunato za C9HssO2: C, 79,38; H, 13,32. Nadeno:
79,49; H, 13,25.

Retencioni indeks (DB5-MS): 3083

Heksil-tetrakozanoat (1-5)
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"H NMR (CDCls, 200 MHz): § 0,90 — 0,94 (m, 6H), 1,20 — 1,54 (m, 50H),
2,25 (t,2H, J=17,1 Hz), 4,01 (t, 2H, J = 6,1 Hz).

3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): § 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(15 C), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1, 22,4, 22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jaina, %): 452,5 (6,3) [M]", 369.4 (21,8), 84,1
(77,4), 69,1 (33,8), 61,1 (51,6), 57,1 (61,7), 56,1 (39,4), 55,1 (41,3), 43,0
(100), 41 (27,7).

Elementna analiza: izracunato za C3oHs0O2: C, 79,58; H, 13,36. Nadeno:
79,49; H, 13,33.

Retencioni indeks (DB5-MS): 3182

Heksil-pentakozanoat (1-6)

'"H NMR (CDCls, 200 MHz): § 0,92 — 0,96 (m, 6H), 1,20 — 1,55 (m, 52H),
2,23 (t,2H, J=17,0 Hz), 4,02 (t, 2H, J = 6,1 Hz).

3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): & 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(16 C), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1, 22,4,22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jaina, %): 466,5 (4,4) [M]", 383.4 (14,9), 84,1
(72,9), 69,1 (31,8), 61,1 (49,6), 57,1 (63.9), 56,1 (38,2), 55,1 (37,9), 43,0
(100), 41 (27,7).

Elementna analiza: izraCunato za C31HeO2: C, 79,76; H, 13,39. Nadeno:
78,70; H, 13,44.

Retencioni indeks (DB5-MS): 3282

Heksil-heksakozanoat (1-7)

'"H NMR (CDCl3, 200 MHz): & 0,90 — 0,95 (m, 6H), 1,18 — 1,54 (m, 54H),
2,22 (t,2H, J=1,1 Hz), 4,02 (t, 2H, J = 6,0 Hz).

3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): & 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(17 C), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1, 22,4,22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jaina, %): 480,6 (5,5) [M]', 397,5 (14,3), 84,1
(71,5), 69,1 (29,7), 61,1 (46.,9), 57,1 (60,5), 56,1 (37,0), 55,1 (35,6), 43,0
(100), 41 (19,5).

Elementna analiza: izraCunato za C3xHetO2: C, 79,93; H, 13,42. Nadeno:

78,89 H, 13,47.
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Retencioni indeks (DB5-MS): 3382

Heksil-oktakozanoat (1-8)

"H NMR (CDCl3, 200 MHz): 6 0,89 — 0,95 (m, 6H), 1,18 — 1,55 (m, 58H),
2,23 (t,2H, J=17,0 Hz), 4,02 (t, 2H, J = 6,0 Hz).

3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): & 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(19 ©), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1,22,4,22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jaina, %): 494,6 (4,2) [M]', 411,5 (14,1), 84,1
(70,2), 69,1 (28,4), 61,1 (44,5), 57,1 (58.,9), 56,1 (34,8), 55,1 (35,0), 43,0
(100), 41 (17,7).

Elementna analiza: izraGunato za CssHesO2: C, 80,24; H, 13,47. Nadeno:
80,14; H, 13,52.

Retencioni indeks (DB5-MS): 3582

Heksil-trikontanoat (1-9)

'"H NMR (CDCls, 200 MHz): § 0,89 — 0,95 (m, 6H), 1,18 — 1,55 (m, 62H),
2,23 (t,2H, J=17,0 Hz), 4,02 (t, 2H, J = 6,0 Hz).

3C NMR (CDCl3, 50,3 MHz): § 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(21 C), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1, 22,4, 22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jaina, %): 508,6 (5,3) [M]", 425,5 (13.,9), 84,1
(69,2), 69,1 (28,0), 61,1 (44,4), 57,1 (58,5), 56,1 (34,6), 55,1 (37,0), 43,0
(100), 41 (17,3).

Elementna analiza: izraCunato za C3sH7202: C, 80,53; H, 13,52. Nadeno:
80,58; H, 13,46.

Retencioni indeks (DB5-MS): 3782

n-Oktil-heksadekanoat (1-10)

'H NMR (CDCl3, 200 MHz): & 0,90 — 0,95 (m, 6H), 1,22 — 1,55 (m, 38H),
2,20 (t, 2H, J= 17,0 Hz), 4,02 (t, 2H, J = 6,0 Hz).

3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): § 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4 (9
0), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1, 22,4, 22,2, 14,2, 14,0.
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EI-MS m/z (relativna ja¢ina, %): 3684 (3,1) [M]', 257,3 (100), 239,3
(21,1), 129,1 (15,2), 112,2 (77,7), 97,1 (17,6), 83,1 (47,9), 57,1 (65,5), 56,1
(25,8), 43,0 (50,1).

Elementna analiza: izraCunato za Cy4HasO2: C, 78,20; H, 13,12. Nadeno:
78,23; H, 13,10.

Retencioni indeks (DB5-MS): 2575

n-Oktil-eikozanoat (1-11)

"H NMR (CDCls, 200 MHz): § 0,90 — 0,95 (m, 6H), 1,18 — 1,52 (m, 46H),
2,22 (t,2H, J=17,0 Hz), 4,01 (t, 2H, J = 6,0 Hz).

3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): & 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(13 C), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1, 22,4, 22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jacina, %): 424,5 (3,4) [M]", 313.4 (22,7), 112,2
(65,2), 83,1 (56,0), 71,1 (71,1), 70,1 (44,2), 69,1 (43,9), 57,1 (100), 55,1
(47,9), 43,0 (75,7).

Elementna analiza: izraGunato za CysHs6O2: C, 79,18; H, 13,29. Nadeno:
79,11; H, 13,31.

Retencioni indeks (DB5-MS): 2975

n-Oktil-heneikozanoat (1-12)

'"H NMR (CDCl3, 200 MHz): & 0,89 — 0,95 (m, 6H), 1,18 — 1,60 (m, 48H),
2,20 (t, 2H, J=17,1 Hz), 4,05 (t, 2H, J = 6,3 Hz).

3C NMR (CDCl3, 50,3 MHz): § 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(14 C), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1, 22,4, 22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jaCina, %): 438,5 (3,4) [M]', 3274 (22,7), 112,2
(54,1), 83,1 (44,6), 71,1 (72,1), 70,1 (40,4), 69,1 (43,3), 57,1 (100), 55,1
(48,2), 43,0 (72,8).

Elementna analiza: izraCunato za CoHssO2: C, 79,38; H, 13,32. Nadeno:
79,40; H, 13,22.

Retencioni indeks (DB5-MS): 3075

n-Oktil-dokozanoat (1-13)
'"H NMR (CDCl3, 200 MHz): & 0,88 — 0,94 (m, 6H), 1,20 — 1,55 (m, 50H),
2,20 (t, 2H, J= 17,0 Hz), 4,06 (t, 2H, J = 6,1 Hz).

75



3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): & 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(15 C), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1,22,4,22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jacina, %): 452,5 (3,4) [M]", 341,4 (22,7), 112,2
(52,3), 83,1 (41,3), 71,1 (69,7), 70,1 (37,7), 69,1 (43,7), 57,1 (100), 55,1
(44,6), 43,0 (86,1).

Elementna analiza: izraCunato za C3oHeO2: C, 79,58; H, 13,36. Nadeno:
79, 52; H, 13,33.

Retencioni indeks (DB5-MS): 3175

n-Oktil-trikozanoat (1-14)

"H NMR (CDCls, 200 MHz): § 0,89 — 0,94 (m, 6H), 1,18 — 1,55 (m, 52H),
2,22 (t,2H, J=17,3 Hz), 4,06 (t, 2H, J= 5,9 Hz).

3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): & 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(16 ©), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1, 22,4, 22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jacina, %): 466,5 (3,2) [M]", 355,4 (23,7), 112,2
(50,7), 83,1 (40,2), 71,1 (67,3), 70,1 (34,7), 69,1 (41,1), 57,1 (100), 55,1
(40,6), 43,0 (72,2).

Elementna analiza obracunata za C31HeO2: C, 79,76; H, 13,39. Nadeno:
79,70; H, 13,46.

Retencioni indeks (DB5-MS): 3275

n-Oktil-tetrakozanoat (1-15)

'H NMR (CDCls, 200 MHz): § 0,89 — 0,95 (m, 6H), 1,16 — 1,50 (m, 54H),
2,23 (t,2H, J=17,0 Hz), 4,01 (t, 2H, J = 6,0 Hz).

3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): § 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(17 C), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1, 22,4,22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jacina, %): 480,6 (5,1) [M]", 369,4 (24,2), 112,2
(51,3), 97,1 (17,6), 83,1 (47,9), 70,1 (30,9), 69,1 (37,0), 57,1 (100), 55,1
(42,9), 43,0 (50,1).

Elementna analiza: izraCunato za Cs;HetO2: C, 79,93; H, 13,42. Nadeno:
80,00 H, 13,40.

Retencioni indeks (DB5-MS): 3375

n-Oktil-pentakozanoat (1-16)
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"H NMR (CDCls, 200 MHz): § 0,90 — 0,97 (m, 6H), 1,19 — 1,55 (m, 56H),
2,25 (t,2H, J=17,1 Hz), 4,04 (t, 2H, J = 6,0 Hz).

B3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): § 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(18 C), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1, 22,4,22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jaCina, %): 494,6 (4,7) [M]", 383,4 (25,1), 112,2
(50,5), 97,1 (18,2), 83,1 (45,6), 70,1 (29,3), 69,1 (35,4), 57,1 (100), 55,1
(42,6), 43,0 (52,8).

Elementna analiza: izraGunato za Cs3HesO2: C, 80,09; H, 13,44. Nadeno:
80,12; H, 13,46.

Retencioni indeks (DB5-MS): 3475

n-Oktil-heksakozanoat (1-17)

'"H NMR (CDCls, 200 MHz): § 0,89 — 0,96 (m, 6H), 1,20 — 1,56 (m, 58H),
2,23 (t,2H, J=17,2 Hz), 4,04 (t, 2H, J= 6,1 Hz).

3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): & 174,0, 64,4, 34,4, 31,8, 31,5, 29,7, 29,4
(19 C), 29,1, 28,8, 28,6, 25,5, 25,1, 22,4, 22,2, 14,2, 14,0.

EI-MS m/z (relativna jacina, %): 508,6 (4,6) [M]", 397.4 (26,2), 112,2
(47,0), 97,1 (17,5), 83,1 (44,3), 70,1 (29,0), 69,1 (34,8), 57,1 (100), 55,1
(40,4), 43,0 (52,6).

Elementna analiza: izracunato za Cs3sHesO2: C, 80,24; H, 13,47. Nadeno:
80,31; H, 13,44.

Retencioni indeks (DB5-MS): 3575

2-Etilheksil-heksadekanoat (1-18)

'"H NMR (CDCl3, 200 MHz): & 0,90 — 0,96 (m, 9H), 1,23 — 1,66 (m, 35H),
2,26 (t,2H, J= 7,0 Hz), 4,00 (m, 2H).

13C NMR (CDCls, 50,3 MHz): § 174,0, 66,7, 38.9, 34,4, 32,0, 30,5, 29,4 (9
0), 29,1 (20),25,1,23,9,23,1,22,5,14,0 (2 C), 11,0.

EI-MS m/z (relativna jacina, %): 368,4 (0,1) [M]", 257,3 (28,7), 256,3
(30,0), 239,1 (19,1), 113,2 (25,9), 112,1 (89,9), 83,1 (37,6), 71,1 (64,5),
70,1 (100), 57,1 (100), 43 (58,5).

Elementna analiza: izraCunato za Cy4Has02: C, 78,20; H, 13,12. Nadeno:
78,16; H, 13,15.

Retencioni indeks (DB5-MS): 2505

77



2-Etilheksil-eikozanoat (1-19)

"H NMR (CDCl3, 200 MHz): 6 0,90 — 0,95 (m, 9H), 1,22 — 1,68 (m, 43H),
2,24 (t,2H, J= 7,0 Hz), 4,02 (m, 2H).

3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): & 174,0, 66,7, 38,9, 34,4, 32,0, 30,5, 29,4
(13 C), 29,1 (2 ©), 25,1, 23,9, 23,1, 22,5, 14,0 (2 C), 11,0.

EI-MS m/z (relativna jacina, %): 424,5 (0,1) [M]", 313.,4 (20,2), 312,4
(28,3), 113,2 (33,3), 112,3 (100), 83,1 (35,2), 71,1 (77,5), 70,1 (62,4), 57,1
(92,0), 43,1 (44,2).

Elementna analiza: izraCunato za C23Hs¢O2: C, 79,18; H, 13,29. Nadeno:
79,21; H, 13,32.

Retencioni indeks (DB5-MS): 2905

2-Etilheksil-dokozanoat (1-20)

"H NMR (CDCls, 200 MHz): § 0,90 — 0,95 (m, 9H), 1,23 — 1,66 (m, 47H),
2,25 (t,2H, J=17,2 Hz), 4,02 (m, 2H).

3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): & 174,0, 66,7, 38,9, 34,4, 32,0, 30,5, 29,4
(15 C), 29,1 (2 C), 25,1, 23,9, 23,1, 22,5, 14,0 (2 C), 11,0.

EI-MS m/z (relativna jacina, %): 452,5 (0,1) [M]", 341,4 (15,0), 340,4
(26,5), 113,2 (31,7), 112,3 (100), 83,1 (33,0), 71,1 (72,4), 70,1 (57,4), 57,1
(88,0), 43,1 (47,6).

Elementna analiza: izraCunato za C3oHeoO2: C, 79,58; H, 13,36. Nadeno:
79,54; H, 13,27.

Retencioni indeks (DB5-MS): 3105

2-Etilheksil-tetrakozanoat (1-21)

'H NMR (CDCls, 200 MHz): § 0,90 — 0,95 (m, 9H), 1,22 — 1,66 (m, 51H),
2,24 (t,2H, J=7,0 Hz), 4,02 (m, 2H).

B3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): § 174,0, 66,7, 38,9, 34,4, 32,0, 30,5, 29,4
(17 C), 29,1 (2 C), 25,1, 23,9, 23,1, 22,5, 14,0 (2 C), 11,0.

EI-MS m/z (relativna jacina, %): 480,6 (0,1) [M]", 369.,4 (16,2), 368.4
(22,5), 113,2 (28,7), 112,3 (100), 83,1 (32,5), 71,1 (70,3), 70,1 (55,4), 57,1
(86,8), 43,1 (44,6).
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Elementna analiza: izraCunato za CsyHeO2: C, 79,93; H, 13,42. Nadeno:
79,90 H, 13.,41.
Retencioni indeks (DB5-MS): 3305

2-Etilheksil-heksakozanoat (1-22)

"H NMR (CDCls, 200 MHz): § 0,90 — 0,95 (m, 9H), 1,20 — 1,66 (m, 55H),
2,25 (t,2H, J=17,0 Hz), 4,02 (m, 2H).

3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): § 174,0, 66,7, 38,9, 34,4, 32,0, 30,5, 29,4
(19 C), 29,1 (2 ©), 25,1, 23,9, 23,1, 22,5, 14,0 (2 C), 11,0.

EI-MS m/z (relativna jacina, %): 508,6 (0,3) [M]", 397.4 (12,3), 396,4
(20,4), 113,2 (26,7), 112,3 (100), 83,1 (33,2), 71,1 (76,3), 70,1 (52,1), 57,1
(96,8), 43,1 (40,3).

Elementna analiza: izracunato za C3sHeO2: C, 80,24; H, 13,47. Nadeno:

80,22; H, 13,51.

2-Feniletil-pentakozanoat (1-23)

'"H NMR (CDCls, 200 MHz): § 0,90 (t, 3H, J = 7,5 Hz), 1,20 — 1,66 (m,
54H), 2,28 (t, 2H, J= 7,2 Hz), 2,94 (t, 2H, J= 7,2 Hz), 4,22 (t,2H, J= 7,2
Hz), 7,22 — 7,33 (m, SH).

3C NMR (CDCls, 50,3 MHz): § 174,0, 138,0, 128,9 (2 C), 128,5 (2 C),
126,5, 64,5, 35,2, 34,4, 29,4 (19 C), 25,0, 22,6, 22,5, 13,0.

EI-MS m/z (relativna jacina, %): 106,1 (2,0), 105,1 (36,4), 104,1 (100),
103,1 (1,7), 91 (2,2), 73 (2,8), 71 (3,1), 57 (3,8), 43 (2,2), 41 (2,4).
Elementna analiza: izraCunato za Cs3HssO2: C, 81,42; H, 12,01. Nadeno:
81,38; H, 12,06.

Retencioni indeks (DB5-MS): 3606

3.4.2. 1zolovanje 1 sinteza epoksigermakrona iz G. macrorrhizum

Hromatografsko razdvajanje sastojaka etarskog ulja G. macrorrhizum.
Sastojci etarskog ulja (koriS¢en je uzorak mase 2,0 g) su najpre razdvajani
MPLC-om (gradijentni uslovi, od 1% Et;0 u heksanu (v/v) do Cistog etra).
Frakcije su pulovane (na osnovu TLC-a) pri ¢emu je dobijeno 10 razli¢itih

frakcija. Sve ove frakcije su ponovo hromatografisane, ovog puta pri
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izokratskim uslovima. Sistem rastvaraca (heksan/Et;O) je odreden tako da
Rr vrednost ve€ine detektovanih jedinjenja bude u opsegu 0,15 — 0,30.
Jedinjenja 4,5- 1 1,10-epoksigermakroni (po 15 mg od svakog) su izolovana

iz trece frakcije eluiranjem 10%-im rastvorom Et;O u heksanu (v/v).

rel-(IR,6E,10R)- 1, 7-dimetil-4-(1-metiletiliden)-11-
oksabiciklo[8.1.0]undec-6-en-3-on (= 1,10-epoksigermakron; 2-1). R/
1831. EI-MS: 107 (100), 149 (93,5), 67 (69,1), 121 (66,5), 135 (62,0), 91
(57,3), 79 (40,6), 93 (39,5), 234 (37,4, M"), 235 (6,2, [M+1]").
rel-(/R,6E,10R)-6, 10-dimetil-3-(1-metiletiliden)-11-
oksabiciklo[8.1.0]undec-6-en-4-on (= 4,5- epoksigermakron; 2-2). RI 1851.
EI-MS: 68 (100), 67 (72,9), 167 (54,3), 121 (42,9), 107 (37,1), 79 (27,1),
91 (27,1), 234 (7,1, M").

Hemijska pomeranja protona 'H i ugljenika *C prikazana su u poglavlju

Rezultati 1 diskusija.

Sinteza epoksigermakrona. U rastvor 0,40 g (1,83 mmol) germakrona u 40
ml CH>Cly pri 0 °C dodato je 0,40 g (2,31 mmol) mCPBA. Nakon 30
minuta meSanja reakciona smesa je isprana sa 2 x 50 ml zasi¢enog rastvora
NaHCO;3, a posle spajanja vodena faza je ekstrahovana sa 25 ml CH2Cls.
Spojeni organski slojevi su suSeni iznad anhidrovanog MgSQOs, 1 nakon
uklanjanja rastvaraca, dobijeno je 0,38 g sirovog proizvoda. Epoksi
jedinjenja 2-1 1 2-2 su razdvojena MPLC-om (izokratski uslovi,
heksan/Et;0O 9:1, v/v) 1 izolovano je 264 mg (61,7%) 4,5- 1 75 mg (17,5%)
1,10-epoksi izomera. Spektralni podaci izolovanih jedinjenja su se slagali

sa podacima dobijenim za izolovana jedinjenja.

3.4.3. Sinteza semimikrokoli¢ina estara aromati¢nih karboksilnih kiselina

(opsta procedura)

Rastvori  odgovaraju¢ih  karboksilnih  kiselina  (benzoeva,  4-
hidroksibenzoeva, 4-metoksibenzoeva ili vanilinska kiselina, 0,1 mmol),
alkohola (borneol, izoborneol, geraniol, mentol, nerol ili endo-fenhol), 4-

(dimetilamino)piridina (0,5 mg) 1 DCC-a (1,1 mmol) u 1,0 ml suvog
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CH>Cl; su, nakon stajanja preko noc¢i (u GC vijali) analizirani direktno GC-

MS-om bez obrade.

Sinteza bornil-4-metoksibenzoata (BMB). Dihlormetanski rastvor borneola
(154 mg, 1 mmol), 4-metoksibenzoeve kiseline (152 mg, 1 mmol), DMAP-
a (5 mg) i DCC-a (226 mg, 1,1 mmol) je meSan preko noéi na sobnoj
temperaturi (rastvor je od vlage zasticen CaClz-cev€icom). IstaloZzena urea
je uklonjena filtracijom, a dobijeni filtrat je zatim ukoncentrovan in vacuo.
Estar je preciS¢en MPLC-om (silika-gel, heksan/CH>Cl, 1 : 1 [v/v]).
Cistoca estarske frakcije je potvrdena TLC-om i GC-MS-om.

"H NMR (CDCls, 400 MHz) 6: 0,91 (s, 3H), 0,92 (s, 3H), 0,97 (s, 3H), 1,11
(dd, J = 3,4 and 13,8 Hz), 1,20-1,48 (m, 2H), 1,60-1,90 (m, 2H), 2,00—
2,25 (m, 1H), 2,46 (dddd, J = 13,8, 9,9, 4,6, 3,4 Hz, 1H), 3,86 (s, 3H), 5,09
(ddd, J=9,9, 3,4, 2,0 Hz, 1H), 6,94 (dd, 8,9, 2,3 Hz, 2H), 8,20 (dd, 8,9, 2,3
Hz, 2H).

3C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 13,6, 18,9, 19,7, 27,4, 28,1, 36,9, 45,0,
47,8, 49,1, 55,4, 80,1, 113,6, 123,0, 131,5, 163,0, 166,7.

EI-MS m/z (rel. intenzitet, %): 135 (100,0), 136 (14,4), 77 (7,7), 92 (6,0),
288 (4,6, M"), 41 (4,1), 93 (3,8).

3.4.4. Izolovanje 2-(a-L-ramnoziloksi)benzil-izotiocijanata (4-1)

Proizvodi hidrolize dobiveni iz cvetova biljne vrste R. lutea su razdvojeni
pomocu MPLC-a. Najpre su n-alkani isprani sa kolone ¢istim heksanom, a
zatim je kao mobilna faza koriS¢en Cist etil-acetat. Jedinjenje 4-1 (70 mg,
dobijeno iz 100 mg lizata) je izolovano u Cistom stanju (Sto je potvrdeno

TLC-om, GC-MS-om, NMR-om i elementnom analizom).

RI(DB-5MS) = 2569, EI-MS m/z (rel. intenzitet, %): 311 (4,58, [M]"), 312
(0.79, [M+17%), 313 ([0,30, M+2]%), 166 (26,5), 165 (21,6), 147 (3,1), 129
(26,0), 107 (100), 85 (58,7), 78 (27,3), 77 (28,4), 72 (5,1), 71 (46,5).

IR (em™): 3361 (O-H), 2916, 2848 (C-H), 2080 (-N=C=S), 1491, 1455,
1238, 1131, 1060, 1011, 979, 752, 666.

81



'H i 13C hemijska pomeranja su prikazana u poglavlju Rezultati i diskusija.

3.4.5. Sinteza i spektralna karakterizacija hibridnih jedinjenja ferocena i

indola

Sinteze 3- i 4-ferocenilacetofenona (5-2a i 5-2b). Diazonijum soli 3- i 4-
aminoacetofenona su pripremljene postepenim dodavanjem hladnog
rastvora NaNO> (1,30 g, 18,8 mmol u 10 ml vode) rastvoru odgovarajuceg
amina (2,0 g, 14,8 mmol) u vodenom rastvoru H>SO4 (1 M, 37,5 ml) na 0
°C. Dobijeni rastvor se doda u ohladenu suspenziju ferocena (3,50 g, 18,8
mmol) u glacijalnoj siréetnoj kiselini (200 ml) pod inertnom atmosferom
azota. Rastvor se meSa na sobnoj temperaturi 24 h, a zatim izlije u 400 ml
vode. Smesa se ekstrahuje sa 3 x 50 ml dihlormetana, a zatim se spojeni
organski slojevi neutraliSu zasi¢enim rastvorom Na>COs. Nakon odvajanja
CH2Cl> faza se susi anhidrovanim MgSO4 i koncentruje in vacuo.
Proizvodi (5-2a 1 5-2b) se preciS¢avaju MPLC-om uz dihlormetan kao
eluent. Prinosi: 5-2a: 1,51 (33,4%) 1 5-2b: 1,31 (26,8%). NMR spektri
dobijenih ¢istih jedinjenja slagali su se sa literaturnim podacima (Traylor i

Ware, 1967).

EI-MS m/z (rel. intenzitet, %) 5-2a: 304 (100, M"), 305 (22,3, [M + 1]"),
139 (9,2), 261 (7,8, M — Ac), 302 (7,5, [M — 2, 121 (7,1), 144 (6,7), 260
(6,0), 56 (4,9, Fe*), 203 (4,3).

EI-MS m/z (rel. intenzitet, %) 5-2b: 304 (100, M"), 261 (22,1, M — Ac),
305 (16,4, [M + 1]%), 144 (8,9), 139 (6,9), 302 (6,5, [M — 2]%), 260 (5,9),
121 (5,2), 262 (4,4), 56 (4,1, Fe").

Indolizacije 5-2a i 5-2b. SmeSa dve kapi glacijalne sir¢etne kiseline, 0,72 g
(6,66 mmol) fenilhidrazina i1 1,00 g jedinjenja 5-2a ili 5-2b u 10 ml etanola
refluktuje se tokom 2 h, a dobijena smeSa se zatim upari do suva. Sirovi
hidrazonski intermedijeri se suSe na visokom vakuumu 30 min, a zatim se
doda 10 ml polifosforne kiseline. Smesa se greje na 100 °C jedan sat, hladi
do sobne temperature 1 obraduje pazljivim dodavanjem 50 ml ledene vode.
Nakon ekstrakcije dihlormetanom spojene organske faze se ispiraju vodom,

suSe anhidrovanim MgSOys, a zatim se rastvara¢ ukloni (vakuum uparivac).
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Proizvodi (5-3a 1 5-3b) se precisS¢avaju hromatografijom (MPLC,
heksan/CH2Cl, 3:1, [v/v]). Prinosi: 5-3a: 270 mg (21,8%) 1 5-3b: 188 mg
(15,2 %).

EI-MS m/z (rel. intenzitet, %) 5-3a: 377 (100, M*), 378 (28,6, [M + 1]°),
188 (11,9), 254 (10,1), 375 (8,7, [M — 2], 121 (5,6), 376 (4,3, [M — 11",
379 (4,2, [M + 2]").

EI-MS m/z (rel. intenzitet, %) 5-3b: 377 (100, MY, 378 (29,5, [M + 1]°),
256 (10,0), 121 (8,5), 375 (8,3, [M — 21", 254 (7,1), 379 (6,2, [M + 2%,
376 (4,1, [M — 17%.

"H i BC NMR hemijska pomeranja prikazana su u poglavlju Rezultati i

diskusija.
3.4.6. Redukcije Bidinelijevih jedinjenja litijum-aluminiumhidridom

Sinteze dihidropirimidinona (Bidinelijeva jedinjenja [6-1]-[6-19]). Pocetni
dihidropirimidinoni su sintetisani po proceduri iz rada Jin i sar. (2002) uz
koriS¢enje p-toluensulfonske kiseline kao katalizatora. SmeSa koja se
sastoji 2 mmol aromati¢nog aldehida, 2 mmol B-dikarbonilnog jedinjenja
(metil-acetoacetata ili acetilacetona), 3 mmol uree (uree, metiluree ili
tiouree) 1 50 mg p-toluensulfonske kiseline u 20 ml etanola (95%, [v/v])
refluktuje se tokom 2 do 4 h. Tok reakcije prati se TLC-om, a nakon
zavrSetka reakcije smesa se ohladi ledenim kupatilom do 0 °C. U najvecem
broju slucajeva talog Bidinelijevog jedinjenja se odmah formira — u
suprotnom se nukleacija podstice grebanjem unutraSnje povrSine balona
metalnom spatulom. Talog se odvaja filtracijom, ispira vodom i hladnim
etanolom, pa rekristalide iz vrelog etanola (95%, [v/v]). Cisto¢a dobijenih
proizvoda je potvrdena TLC, GC-MS i NMR analizama. Kompletni
protonski i *C NMR spektri za jedinjenja [6-1]-[6-19] (ukljudujuéi i
asignaciju signala), dati su u Prilogu. Spektralni podaci dobijenih jedinjenja

su se dobro slagali sa literaturnim podacima (Jin et al., 2002).

Metilovanje 3,4-dihidropirimidin-2-(1H)-tiona (6-16). Metilovanje 3.4-
dihidropirimidin-2-(1H)-tiona (6-16) radeno je po proceduri iz rada Wang-a
1 sar. (2014). Smesa jedinjenja 6-16 (1 mmol), metil-jodida (1,1 mmol) 1
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K>CO3; (2 mmol) u acetonu (10 ml) meSa se preko no¢i na sobnoj
temperaturi. Smesa se zatim izlije u 50 ml vode, a dobijeni talog procedi.
Nakon susenja se dobija smeSa (6-17) metil-4-fenil-6-metil-2-(metiltio)-
1,4-dihidropirimidin-5-karboksilata i njegovog regio-izomera metil-6-fenil-
4-metil-2-(metiltio)-1,6-dihidropirimidin-5-karboksilata u odnosu 2,2 : 1.
Spektralni podaci su se slagali sa publikovanim spektrima (Wang et al.,

2014).

Redukcije jedinjenja [6-1]-[6-19] litijum-aluminijumhidridom. U etarsku
suspenziju jedinjenja [6-1]-[6-19] (1 mmol supstance u 10 ml Et2O) polako
se doda (tokom 5 minuta) 190 mg (5 mmol) litijum-aluminijumhidrida na 0
°C. SmeSa se refluktuje 3 h, ohladi do 0 °C i1 obraduje sukcesivnim
dodatkom vode (1 ml), 15%-og (w/v) rastvora natrijum-hidroksida (1 ml),
pa opet vode (I ml). SmeSa se ekstrahuje dihlormetanom, susi iznad
anhidrovanog MgSOs, a zatim se rastvara¢ uklanja in vacuo. Proizvodi se
pre¢is¢avaju hromatografijom na SiO, (MPLC, etil-acetat/heksan 1:1,
[v/v]). 'H i 3*C NMR pomeranja jedinjenja [6-1a]-[6-11a] prikazana su u
poglavlju Rezultati i diskusija. Potpuna asignacija hemijskih pomeranja je

izvrSena analizom 1D- i 2D-spektara.

Redukcije jedinjenja 6-1 i 6-12 litijum-aluminijumdeuteridom su izvrSene
na analogan nacin. Takode je izvrSeno jo§ nekoliko reakcija redukcije

jedinjenja 6-12:

(1) vreme reakcije je varirano izmedu 30 1 90 min; (2) ispitivan je i efekat
promene redosleda dodavanja reagenasa — suspenzija jedinjenja 6-12 je
postepeno dodavana u suspenziju LiAlH4. Ostali uslovi reakcije su bili isti

kao u opstoj proceduri redukcije.

6-1a: prinos-90%, IR, cm™: 3210, 3100, 1650, EI-MS (m/z, rel. intenzitet):
202 (19, M"), 187 (77), 125 (100);

6-2a: prinos-92%, IR, cm™': 3250, 3100, 1655, EI-MS (m/z, rel. intenzitet):
216 (15, M"), 201 (66), 125 (100);

6-3a: prinos-88%, IR, cm™: 3225, 3100, 1695, 1655, EI-MS (m/z, rel.
intenzitet): 216 (13, M), 201 (55), 125 (100);
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6-4a: prinos-81%, IR, cm™': 3225, 3100, 1655, EI-MS (m/z, rel. intenzitet):
216 (9, M"), 201 (65), 125 (100);

6-5a: prinos-92%, IR, cm™': 3235, 3100, 1670, EI-MS (m/z, rel. intenzitet):
232 (17, M"), 217 (61), 125 (100);

6-6a: prinos-87%, IR, cm™': 3225, 3100, 1660, EI-MS (m/z, rel. intenzitet):
232 (10, M"), 217 (52), 125 (100);

6-7a: prinos-82%, IR, cm™': 3230, 3100, 1650, EI-MS (m/z, rel. intenzitet):
232 (17, M"), 217 (61), 125 (100);

6-8a: prinos-90%, IR, cm™': 3230, 3100, 1670, EI-MS (m/z, rel. intenzitet):
220 (24, M™), 205 (60), 125 (100);

6-9a: prinos-85%, IR, cm™': 3240, 3100, 1655, EI-MS (m/z, rel. intenzitet):
220 (21, M"), 205 (57), 125 (100);

6-10a: prinos-82%, IR, cm': 3230, 3100, 1680, EI-MS (m/z, rel.
intenzitet): 220 (21, M™), 205 (95), 125 (100);

6-11a: prinos-95%, IR, cm!: 3210, 3100, 1650, EI-MS (m/z, rel.
intenzitet): 192 (39, M"), 177 (100), 125 (22);

6-12a: prinos-14%, IR, cm: 3240, 3100, 1665, EI-MS (m/z, rel.
intenzitet): 216 (16, M"), 201 (48), 139 (100); 3C-NMR (100,6 MHz,
CDCl3): 6 14,8 (C-8), 16,1 (C-7), 29,9 (NMe), 60,4 (C-4), 105,7 (C-5),
126,9 (C-2°), 128,0 (C-4’), 128,8 (C-3°), 128,8 (C-6), 143,2 (C-1’), 154,3
(C-2); 'TH-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 1,53 (H-7), 1,94 (H-8), 3,18 (NMe),
4,68 (H-4), 5,01 (NH-3), 7,27-7,39 (5H, ArH).

6-12b: prinos-74%, IR, cm™: 3400-3200, 1670; *C-NMR (100,6 MHz,
DMSO-dy): 8 14,0 (C-7), 29,2 (NMe), 54,6 (C-8), 57.8 (C-4), 110,6 (C-5),
126,6 (C-2), 127.3 (C-4"), 128,5 (C-3"), 132.3 (C-6), 144.2 (C-1"), 1540
(C-2): "H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 1,95 (3H, H-7), 3,02 (3H, NMe),
3,51 (1H, dd, J = 12,5, 6,4 Hz, H-8), 4,05 (1H, dd, J = 12,5, 4,5 Hz, H-8),
4,65 (1H, OH, dd, J = 6,4, 4,5 Hz), 4,82 (1H, H-4), 7,20-7,40 (5H).

6-13b: prinos-75%, IR, cm™: 3400-3200, 1660; *C-NMR (100,6 MHz,
DMSO-ds): 5 16,6 (C-7), 31,8 (NMe), 56,5 (C-8), 60,5 (C-4), 113,1 (C-5),

85



117,8 (d, J=21,2 Hz, C-3°), 131,2 (d, J = 8,2 Hz, C-2°), 135,0 (C-6), 143,1
(C-1°), 156,0 (C-2) 164,0 (d, J= 242,7 Hz, C-4’); '"H-NMR (400 MHz,
DMSO-ds): & 1,95 (3H, H-7), 3,01 (3H, NMe), 3,51 (1H, dd, J = 12,5, 6,4
Hz, H-8), 4,04 (1H, dd, J = 12,5, 4,5 Hz, H-8), 4,66 (1H, OH, dd, J = 6,4,
4,5 Hz), 4,83 (1H, H-4), 7,08-7,24 (5H, ArH).

6-15b: prinos-80%, IR, cm™: 3400-3200, 1650; '*C-NMR (100,6 MHz,
DMSO-dg): 8 14,0 (C-7), 20,7 (C-1?), 29,2 (NMe), 54,3 (C-8), 57,9 (C-4),
110,8 (C-5), 126,6 (C-2°), 129,0 (C-3°), 132,1 (C-6), 136,4 (C-4"), 141,3
(C-17), 154,0 (C-2); 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5 1,94 (3H, H-7),
2,26 (3H, H-17) 3,01 (3H, NMe), 3,50 (1H, dd, J = 12,5, 6,4 Hz, H-8), 4,04
(1H, dd, J = 12,5, 4,5 Hz, H-8), 4,64 (1H, OH, dd, J = 6,4, 4,5 Hz), 4,76
(1H, H-4), 7,08-7,13 (4H).

6-16a: prinos-22%, IR, cm': 3250, 3100, 1670, EI-MS (m/z, rel.
intenzitet): 218 (M, 63), 203 (38), 141 (100), 158 (16); 3C-NMR (100,6
MHz, DMSO-ds): 6 14,2 (C-7), 14,2 (C-7), 59,3 (C-4), 104,2 (C-5), 125,3
(C-6), 126,8 (C-27), 127,5 (C-4’), 128,4 (C-3°), 143,2 (C-1"), 172,6 (C-2);
"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 1,43 (3H, H-8), 1,75 (3H, H-7), 4,64
(1H, H-4), 7,20-7,40 (5H, ArH), 8,74 (1H, NH-3), 9,41 (1H, NH-1).

6-16b: prinos-57%, IR, cm™: 3200, 3100, 1660, EI-MS (m/z, rel.
intenzitet): 218 (M", 44), 203 (45), 141 (100); *C-NMR (100,6 MHz,
DMSO0-ds): 6 19,6 (C-7), 51,4 (C-6), 60,9 (C-4), 113,2 (C-8), 127,6 (C-2°),
128,6 (C-4’), 128,9 (C-3°), 1384 (C-1°), 141,4 (C-5), 177,3 (C-2); 'H-
NMR (400 MHz, DMSO-dp): 6 1,29 (d, J = 6,6 Hz, H-7), 4,21 (qddd, J =
6,6, 1,5, 1,5, 1,5 Hz), 4,68 (dd, /= 1,5, 1,5 Hz, H-8), 5,07 (H-4), 5,15 (dd, J
=1,5, 1,5 Hz, H-8).

6-18b: prinos-66%, IR, cm™: 3400-3200, 1650; *C-NMR (100,6 MHz,
CDCl3): § 14,2 (C-7), 22,2 (C-9), 29,8 (NMe), 54,2 (C-4), 67,0 (C-8), 114,4
(C-5), 126,7 (C-2°), 128,1 (C-4"), 129,2 (C-3"), 132,1 (C-6), 144,5 (C-1°),
155,0 (C-2); 'H-NMR (400 MHz, CDCl;): § 1,30 (3H, d, J = 6,5Hz), 2,05
(3H, H-7), 3,16 (3H, NMe), 4,73 (1H, qd, J = 6,5, 2,6 Hz), 4,87 (1H, H-4),
5,40 (1H, OH), 7,26-7,30 (5H, ArCH);
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6-19a: prinos-87%, IR, cm': 3250, 3100, 1660, EI-MS (m/z, rel.
intenzitet): 216 (M", 13), 187 (29), 139 (100); 3C-NMR (100,6 MHz,
CDCl): 6 12,9 (C-9), 15,2 (C-7), 21,3 (C-8), 59,4 (C-4), 108,9 (C-5), 125,8
(C-0), 127,2 (C-2°), 128,0 (C-4"), 128,7 (C-3°), 143,7 (C-1°), 154,1 (C-2);
'"H-NMR (400 MHz, CDCls): § 0,84 (3H, t, J = 7,5 Hz), 1,69 (1H, dq, J =
15,0, 7,5 Hz, H-8), 1,80 (3H, H-7), 1,98 (1H, dq, J = 15,0, 7,5 Hz, H-8),
4,86 (H-4), 5,45 (1H, NH-3), 7,28-7,34 (5H, ArH).

6-20: prinos-10%, IR, cm™: 3100, 1400, 1250, EI-MS (m/z, rel. intenzitet):
230 (100, M™), 183 (43), 115 (27); *C-NMR (100,6 MHz, CDCls): § 14,1
(SMe), 15,1 (C-8), 22,9 (C-7), 121,2 (C-5), 128,2 (C-2’), 129,0 (C-4"),
129,1 (C-3°), 138,5 (C-1°), 164,9 (C-4), 167,2 (C-6), 168,1 (C-2); 'H-NMR
(400 MHz, CDCl3): & 2,22 (3H, H-8), 2,50 (3H, H-7), 2,57 (3H, SMe),
7,40-7,60 (SH, ArH).

Dehidratacija alkohola [6-12b]-[6-15b]. Jedinjenja [6-12b]-[6-15b] (0,05
mmol) se rastvore u 5 ml etil-acetata, doda se 2,5 g silika-gela, a dobijena
suspenzija se refluktuje 15 min. Zatim se doda 5 ml metanola, silika-gel se
odvoji cedenjem 1 ispere sa 10 ml smeSe MeOH-CH2Cly (1:1, [v/v]).
Rastvara¢i se wuklone (vakuum upariva€), pa ostatak podvrgne
hromatografiji (MPLC). Kao jedini proizvodi dobijaju se dieni [6-12¢]-[6-
15¢] u prinosu 50-60%. 'H i 3C NMR pomeranja prikazana su u poglavlju

Rezultati 1 diskusija.

6-12c: prinos-55%, IR, cm™': 3240, 3100, 1700, EI-MS (m/z, rel. intenzitet):
214 (100, M™), 170 (57), 156 (24), 115 (33);

6-13c: prinos-52%, IR, cm™': 3230, 3100, 1680, EI-MS (m/z, rel. intenzitet):
232 (100, M™), 188 (63), 174 (26), 133 (33);

6-14c: prinos-52%, IR, cm™: 3230, 3100, 1670, EI-MS (m/z, rel. intenzitet):
244 (100, M™), 229 (18), 200 (17), 186 (18), 121 (26);

6-15¢: prinos-60%, IR, cm™: 3220, 3100, 1660, EI-MS (m/z, rel. intenzitet):
228 (100, M™), 213 (30), 184 (48), 170 (44), 129 (29).

Izomerizacija alkohola 6-12b i 6-14b. SmeSa alkohola (6-12b ili 6-14b,
0,05 mmol), silika-gela (2,5 g) 1 CH2Cl2 (5 ml) se meSa 48 h na sobnoj
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temperaturi. SmeSa se razblazi sa 5 ml MeOH 1 procedi, a zatim se
rastvaraC ukloni in vacuo. Sirovi proizvod se preCisti hromatografijom
(MPLC) sa cistim EtOAc kao eluentom. Acikli¢ni proizvodi 6-12d i 6-14d

se dobijaju u prinosu od 60%.

6-12d: '*C-NMR: (100,6 MHz, CDCl): § 26,7 (C-7), 27,3 (NMe), 56,1
(C-4), 126,3 (C-2), 127,3 (C-4), 1278 (C-8), 1285 (C-3°), 140,6 (C-4"),
147,9 (C-5), 1578 (C-2), 199,8 (C-6); 'H-NMR: (400 MHz, CDCls): 2,37
(3H, H-7), 2,79 (3H, NMe), 4,37 (1H, NH-1), 5,47 (1H, d, J= 8,5 Hz, NH-
3), 5,79 (1H, d, J=8.5 Hz, H-4), 6,17 (1H, H-8), 6,24 (1H, H-8), 7,25-7,29
(5H, ArH). IR, em™: 3240, 3100, 1720, 1650.

6-14d: '3C-NMR: (100,6 MHz, CDCl3): § 26,7 (C-7), 27,3 (NMe), 55,2
(C-17), 55,9 (C-4), 56,1 (C-4), 112,4 (C-4’), 113,1 (C-2"), 118,7 (C-6"),
1278 (C-8), 129,6 (C-5"), 142,3 (C-1°), 147,8 (C-5), 157,9 (C-2), 159,8 (C-
3%), 199,8 (C-6); 'H-NMR: (400 MHz, CDCl;): & 2,32 (3H, H-7), 2,79
(3H, NMe), 3,78 (3H, H-1"), 5,49 (1H, d, J = 8,5 Hz, NH-3), 5,76 (1H, d,
J=8,5 Hz, H-4), 6,15 (1H, H-8), 6,23 (1H, H-8), 6,80-6,95 (4H, ArH). IR,
cm': 3220, 3100, 1730, 1650.

Dils-Alderova reakcija diena 6-12c¢ sa diizopropil-azodikarboksilatom
(DIAD). SmeSa diena 6-12¢ (0,1 mmol, 21,4 mg) 1 diizopropil-
azodikarboksilata (0,3 mmol, 60,7 mg) se mesa u CH>Cl/Et,O (1:3, v/v, 2
ml) sve dok TLC-om nije potvrdena potpuna konverzija startnog diena u
reakcionoj smesi (1 h). Reakcija je takode pratena NMR-om, a prinos
reakcije (97%) je izracunat QNMR analizom uz interni standard. U 'H-
NMR spektru sirovog proizvoda primeéeno je prisustvo nekoliko
diastereotopnih adukata 6-12e, a jedan od njih je uspesno izolovan MPLC-

om na Si0O> u ¢istom stanju (kao eluent koris¢en je EtOAc).

BC-NMR (100,6 MHz, CDCl5): 6 21,9 (Me); 22,0 (Me), 32,7 (NMe), 42,4
(CH2), 44,1 (CH), 71,0 (CHMe»), 71,8 (CHMe»), 72,3 (C4), 108,0, 128,1
(ArCH), 128,6 (ArCH), 130,6 (ArCH), 136,3 (C-1’), 149,6, 153,4 (karbonil
iz estarske grupe), 154,5 (karbonil iz druge estarske grupe), 156,2 (C-2);
'"H-NMR: (400 MHz, CDCl;): § = 1,25 (Me, 6H), 1,31 (Me, 6H), 3,70
(NMe), 3,75 (NH), 4,19 1 4,93 (dijastereotopni protoni vezani za ugljenik
na 6 42,4), 4,30 1 4,70 (dijastereotopni protoni vezani za ugljenik na o
44,0), 4,95 (CHMe»), 5,05 (CHMe»), 6,51 (H-4), 7,40-7,60 (5H, ArH).
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3.5. Testiranje bioloske/farmakoloske aktivnosti sintetisanih/ izolovanih
jedinjenja

Mikroorganizmi. lIspitivanje antimikrobne aktivnosti odabranih jedinjenja
(1-10, 1-11, 1-12, [1-14]-[1-17], 2-1 i 2-2 je vrSeno na Gram-pozitivhim
sojevima bakterija (Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria monocytogenes
ATCC 19115 i Staphylococcus aureus ATCC 25923) i Gram-negativnim
sojevima bakterija (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 19582 1 Salmonella enteritidis ATCC 13076), kao 1 na
jedan soj gljivice (Candida albicans ATCC 10231).

Celijske kulture. Ljudske éelijske melanoma (A375) i fibroblasta pluéa
(MRCS) poticu iz americke kolekcije kultura sojeva (ATCC, American
Type Culture Collection). Celije su kultivisane u medijumu RPMI-1640
koji je sadrzavao 100 pg/ml streptomicina, 100 U/ml penicilina i 10% (v/v)
seruma fetusa goveceta (FBS). Pri odredivanju citotoksicnog efekta
kori$éene su monoslojne éelijske kulture u medijumu RPMI-1640. Celije su

uzgajane u atmosferi 95% vazduha i 5% CO (v/v) zasi¢enog vlagom na 37
°C.

Izolovanje celija iz peritonealnog eksudata. Pacovima je intraperitonealno
injektiran tioglikolatni medijum kako bi se podstakla migracija
cirkulatornih monocita u peritoneum, kao 1 proliferacija rezidentnih
peritonealnih makrofaga (Eichner 1 Smeaton, 1983; Melnicoff et al., 1989).
Ispiranje peritoneuma PBS-om izvrSeno je 7 dana nakon i.p. injektiranja,
kada vecina celija u peritonealnom eksudatu predstavljaju makrofagi
(Oghiso et al., 1992). Peritonealni ispirci se centrifugiraju (1200 obrtaja u
minuti, 10 minuta na 4 °C), a zatim se dobijen ¢elijski talog ispira PBS-om.
Utvrdeno je (Trypan blue metodom) da je nakon ove procedure vijabilnost

éelija (koncentracija je podesena na 2,5 x 10° éelija/ml) bila > 95%.

Slanovodni raci¢i Artemia salina. Liofilizirane ciste (2 g) slanovodnih
raci¢a (4. salina) dodaju se u 1 L vestacke morske vode. Suspenzija se
termostatira na 26 °C, uz aeraciju 1 konstantnu osvetljenost sijalicom od 60

W. Vecéina cisti se trasformiSe u roku od 48 sati.
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Misevi. MiSevi muskog pola soja BALB/c (20 £ 5 g), starosti 5 nedelja,
dobijeni su iz Vivarijuma Instituta za biomedicinska istrazivanja,
Medicinski fakultet, Univerzitet u Nisu. Zivotinje su ¢uvane u grupama od
po Sest miSeva pod standardnim laboratorijskim  uslovima:
dvanaestocasovni ciklusi svetla i mraka na 22 + 2 °C sa stalno dostupnom
hranom i vodom. Zivotinje su aklimatizovane na laboratorijske uslove
najmanje 12 h pre testiranja (bez hrane, ali sa dostupnom vodom). Svi
eksperimenti su sprovedeni u skladu sa principima zastite i koriS¢enja
laboratorijskih zivotinja u nau¢nim istrazivanjima i odobreni su od strane

lokalnog etickog odbora (01-10204-05).

Pacovi. Pacovi muskog pola soja Wistar, starosti 3 meseca su uzgajani u
Vivarijjumu Instituta za biomedicinska istraZivanja Medicinskog fakulteta u
NiSu. Svi eksperimenti su sprovedeni u skladu sa principima zaStite 1
koriSéenja laboratorijskih Zivotinja u nau¢nim istrazivanjima (Direktiva EU

iz 2010; 2010/63/EU) i odobreni su od strane lokalnog eti¢kog odbora.

3.5.1. Odredivanje in vitro aktivnosti
3.5.1.1. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti mikrodilucionom metodom

Antimikrobna aktivnost je ispitivana bujon dilucionom metodom
(Radulovi¢ et al., 2010). Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije
(MIK) je vrSeno metodom serijskog razblazenja u bunari¢ima (96)
mikrotitarskih plo¢a. Bakterije su uzgajane na Mueller-Hinton agaru na 37
°C, a gljivica na Sabouraud dekstroznom agaru na 30 °C. Nakon 18 sati
kultivacije, pripremljene su suspenzije bakterija u Mueller-Hinton bujonu, a
zatim je njihov turbiditet podeSen na 0,5 jedinica McFarland-ove skale.
Gustina kolonija ovako dobijenih inokuluma bakterija iznosila je 5 x 10°.
Suspenzije gljivica su pripremljene u Sabouraud dekstroznom bujonu, a
gustina (5 x 10°) je podeena brojanjem éelija u Tomaovoj komori.
Rastvori jedinjenjenja su pripremljeni u 10%-om (v/v) vodenom rastvoru
DMSO-a, a zatim su serijskim razblazenjem dobijeni rastvori u opsegu
koncentracija 10 — 0,019 mg/ml (u sluc¢aju B. subtilis pripremljeno je

dodatnih 10 razblaZenja). Bunari¢ plo€e je inokuliran, a zatim je ploca
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inkubirana na 37 °C tokom 24 h u sluc¢aju bakterija ili 30 °C tokom 48 sati u
slucaju C. albicans. Bakterijski rast je vizualizovan dodavanjem 20 pl
0,5%-0g (w/v) vodenog rastvora 2,3,5-trifeniltetrazolijum-hlorida (TTC).
Za MIK je uzimana najniza koncentracija jedinjenja koja je inhibirala rast
mikroorganizama (crveno obojenje na dnu bunari¢a po dodavanju TTC-a),
dok je minimalna baktericidna/fungicidna koncentracija (MBK/MFK) bila
najniza koncentracija supstance koja ubija 99,99% mikroorganizama. MBK
1 MFK su odredivane tako $to je bujon iz svih bunari¢a u kojima nije doslo
do rasta zasejan na Mueller-Hinton agaru 1 inkubiran tokom 24 h na 37 °C
za bakterije, ili na Sabouraud dekstroznom agaru tokom 48 h na 30 °C za

gljivicu. Svi eksperimenti su radeni u triplikatu i ponovljeni 4 puta.

3.5.1.2. Uticaj na vijabilnost pluénih fibroblasta (MRCS) i ¢elija melanoma
(A375)

Odredivanje vijabilnosti MTT testom. Vijabilnost ¢elija je odredena in vitro
redukcijom 3-(4,5-dimetiltijazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromida
(MTT). Test je izveden 24 h nakon inkubiranja ¢elija u medijumu koji
sadrzi jedinjenja u razli¢itim koncentracijama, a na nacin kako je opisao
Mihajlovi¢ sa saradnicima (2012). Komercijalni citostatik cisplatina (cis-
diamminplatina(Il)-dihlorid) je koriS¢en kao pozitivna kontrola. Rezultati
su predstavljeni kao procenat u odnosu na vrednost kontrole (netretirane
¢elije; izrazena kao 100%), a ICso vrednosti su izraunate kao koncentracije

pri kojima je zabeleZena inhibicija rasta od 50%.

Analiza Celijskog ciklusa. Celije (2,5 x 10° po bunariéu) su tretirane
testiranim jedinjenjima (pri ICso) tokom 24 h, zatim su odvojene od
podloge digestijom sa tripsinom, pa fiksirane 70%-im (v/v) etanolom na 4
°C (30 min). Nakon ispiranja PBS-om, ¢elije su inkubirane 30 min u mraku
sa propidijum-jodidom (PI, Molecular Probes, Invitrogen, Karlsbad,
Kalifornija) (20 mg/ml) i RNK-azom (0,1 mg/ml) na 37 °C. Crvena
fluorescencija je odredivana proto¢nom citometrijom (CyFlow Space

Partec, Partec GmbH, Munster, Nemacka). Raspodela ¢elija po razli¢itim
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fazama celijskog ciklusa analizirana je softverom Partec FloMax (Partec

GmbH, Munster, Nemacka). Svi eksperimenti su ponovljeni tri puta.

Aneksin V-FITC/P. Celije (2,5 % 10° po bunari¢u) tretirane gore navedenim
jedinjenjima (pri  ICso) tokom 24 h, odvojene su od podloge tripsinskom
digestijom i obojene sa AnnV-FITC/PI (Molecular Probes, Invitrogen,
Karlsbad, Kalifornija). Obojene ¢elije su prebrojane protocnom
citometrijom (CyFlow Space Partec) i analizirane koris¢enjem softvera

Partec FloMax. Svi eksperimenti su ponovljeni tri puta.

3.5.1.3. Odredivanje citotoksi¢nosti na makrofagima pacova i uticaja na

mijeloperoksidaznu (MPO) aktivnost

Test kristal-violet (Crystal violet assay). Da bi se odredila vijabilnost
adheriranih ¢elija upotrebljeno je bojenje kristal-violetom (Flick i Glifford,
1984). Nakon 60 min inkubiranja celija sa jedinjenjima 5-3a 1 5-3b
(koncentracije 0,5, 1, 5, 10 1 50 uM), ¢elije su isprane PBS-om, a zatim su
adherirane ¢elije obojene 1%-im (w/v) rastvorom kristal-violeta na sobnoj
temperaturi. Ploce su zatim isprane PBS-om, a preostali kristal-violet, koji
se nalazi u ¢elijama, ekstrahovan je etanolom. Apsorbanca rastvorene boje
(proporcionalna broju adheriranih ¢elija) odredena je spektrofotometrijski
(Multiscan Ascent, Labsystems, Finska) na 595 nm. Rezultati su prikazani
kao procenat vijabilnosti u odnosu na kontrolne uzorke i1 kao OD (opticka
gustina), apsorbanca na 595 nm x 1000. Svi eksperimenti su ponovljeni tri

puta.

Odredivanje MPO aktivnosti. Za odredivanje MPO aktivnosti makrofaga
koriS¢ena je modifikovana metoda iz studije Miti¢ et al. (2011). Ukratko,
suspenzije ¢elija peritonealnih makrofaga su dodate u plocu sa 96 bunarica.
Ploce su inkubirane 60 min na 37 °C u atmosferi 95% vazduh i1 5% CO:..
Ne-adherirane ¢elije su uklanjone ispiranjem plo¢a PBS-om (temperature
37 °C), ¢ime je dobijen ujednaceni monosloj makrofaga na dnu bunarica.
Adheriranim ¢elijama su dodati rastvori supstanci 5-3a i 5-3b razlicitih
koncentracija. MPO aktivnost odreduje se pomocu 1,2-diaminobenzena u
citratnom puferu koji je tretiran vodonik-peroksidom 1 tritonom X-100.

Reakcija se zaustavlja 1 M rastvorom sumporne kiseline. Apsorbance su

92



izmerene spektrofotometrijski (Multiscan Ascent, Labsystems, Finska) na
540 nm. Rezultati se izrazavaju kao OD, (apsorbanca na 540 nm) % 1000.

Svi eksperimenti su ponovljeni tri puta.
3.5.1.4. Inhibicija acetilholinesteraze (AChE)

Inhibicija AChE od strane jedinjenja 5-3a 1 5-3b merena je
kolorimetrijskom metodom koja se zasniva na Elmanovoj metodi
(Radulovi¢ et al., 2013c). U svaki od 96 bunari¢a mikrotitarske ploce doda
se po 25 ul rastvora acetiltioholin-jodida (15 mM), 125 ul 5,5-ditiobis(2-
nitrobenzoeve kiseline) (3 mM) u puferu A (50 mM Tris—HCI, pH 7,9 koji
sadrzi 0,1 M NaCl 1 0,02 M MgCl,), 50 pl pufera B (50 mM Tris—HCI, pH
7,9 koji sadrzi 0,1% BSA) 1 25 pl rastvora supstance (0,156 — 40 pg
supstance u 1 ml 10% DMSO [v/v], geometrijska progresija koncentracija);
apsorbanca se cita svakih 15 s tokom jednog minuta (5 merenja) na talasnoj
duZini od 405 nm. Zatim se u svaki bunari¢ doda 25 pl rastvora AChE
(0,22 U/ml u puferu B), pa se ploca se inkubira na 25 °C tokom 10 min.
Ponovo se mere apsorbance (8 puta u intervalu od 15 sekundi). Vodeni
rastvor DMSO-a (10%, [v/v]) se koristi kao negativna kontrola. Apsorbanca
koja se javlja usled spontane hidrolize supstrata (merena pre dodavanja
enzima, slepa proba) oduzima se od vrednosti apsorbance nakon dodavanja
AChE. Fizostigmin (0,12 — 15 pmol/ml) je koriS¢en kao pozitivna kontrola.

Svi eksperimenti su izvedeni u triplikatu 1 ponovljeni su tri puta.

3.5.2. Odredivanje in vivo aktivnosti
3.5.2.1. Odredivanje akutne toksi¢nosti u modelu racica Artemia salina

U Petrijeve Solje, koje sadrze jedinjenja 5-3a, 5-3b, [6-1a]-[6-11a] (u
koncentracijama 10, 105, 10* M) rastvorena u vestackoj morskoj vodi
doda se po 20 nauplija (konacna koncentracija DMSO-a bila je manja od
1% [v/v]). Uzorci nisu aerisani, ali su Petrijeve Solje bile konstantno
osvetljene. Nakon 24 i 48 h, prebrojavani su mrtvi raci¢i, a LDso vrednost

(koncentracija smrtonosna za 50% populacije nauplija) je odredena
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statistiCkom analizom. Kao pozitivna kontrola koriS¢eni su rastvori

razli¢itih koncentracija natrijum-dodecilsulfata (SDS).
3.5.2.2. Odredivanje antinociceptivne aktivnosti

Tretman oglednih Zivotinja. Etarsko ulje biljne vrste F. ovina (FO), bornil-
4-metoksibenzoat, morfin i kapsaicin su rastvoreni u zapremini od 0,3 ml
maslinovog ulja po Zivotinji pred sam test. Sest eksperimentalnih i dve
kontrolne grupe, sa Sest zivotinja po grupi, koriS¢ene su u testovima
abdominalnog gréenja izazvanih siréetnom kiselinom 1 testovima
osetljivosti na termalni nadrazaj. Za test dinamicke vruce ploce (dynamic
hot plate, DHP) koriS¢ene su jo$ tri grupe Zivotinja i supstance su nanosene
na zadnje Sape Zivotinja. Za ostale testove, FO 1 bornil-4-metoksibenzoat su
zivotinjama davani intraperitonealno (i.p.) u dozama od 50, 100 i 200
mg/kg. Kontrolne grupe su primile morfin (u dozi 5 mg/kg), acetilsalicilnu
kiselinu (ASA; pozitivna kontrola za test abdominalnog gréenja) i

maslinovo ulje (negativna kontrola).

Test abdominalnog grcenja (abdominal writhing test). Metoda je opisana u
Radulovi€ et al. (2012). Nakon davanja sircetne kiseline (1%, v/v, i.p.) meri
se broj abdominalnih gréeva tokom 20 min. Gréenje se definiSe kao
kontrakcija abdominalnih miSi¢a pracena ekstenzijom prednjih 1 zadnjih
udova 1 izduZenjem tela. Procenat inhibicije gréenja racuna se po formuli:
Procenat inhibicije = 100 x [broj gréeva (kontrola) - broj gréeva (test)]/broj

gréeva (kontrola).

Metoda vruce ploce (Hot plate test). Zivotinje su stavljene na vruéu plo¢u
temperature 55 + 1 °C, a kao reakcija na bolni (termalni) nadrazaj smatra se
lizanje prednjih i zadnjih Sapa ili poskakivanje. Da bi se izbeglo oSte¢enje
koze, trajanje testa je ograni¢eno na 20 sekundi. Bazna reakcija na bol je
definisana kao vreme potrebno da zivotinja reaguje 60 1 30 minuta pre
injektiranja jedinjenja ili kontrole 1 predstavlja normalnu reakciju Zivotinje
na povisenu temperaturu. Vreme reakcije je mereno 15, 30, 45, 60, 90 i 120
min nakon tretmana. Povecéanje bazne linije se racuna po formuli IB® =

((vreme reakcije x 100)/BL) — 100, gde je BL vrednost bazne linije.

5 Increase in Baseline
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Antinociceptivnost je kvantifikovana kao povrsina ispod grafika zavisnosti
(AUC®) i racuna se kao zbir AUC; (AUC; = 15 x [IB(minl5)/2 +
IB(min30) + IB(min45) + IB(min60)/2]) i AUC, (AUC, = 30 x
[IB(min60)/2 + IB(min90) + IB(min120)/2]). Procenat produzenja vremena
reakcije zivotinje pod dejstvom morfina, odnosno svake koncentracije FO i
BMB se racuna po formuli: % = AUC/max; gde je max = [(20 % 100)/BL —
100] x 105.

Test uranjanja repa. Deo repa duzine 5 cm se uranja u sud sa vodom koja
je odrzavana na temperaturi 50 £ 0,5 °C. U testu se meri vreme (15, 30, 45,
60, 90 1 120 minuta posle davanja FO, bornil-4-metoksibenzoata i kontrola)
potrebno da Zivotinja izvuce rep iz vode. Procenat inhibicije se rauna po

formuli kao u metodi vruce ploce.

Test dinamicke vruce ploce (Dynamic hot plate test). Test je izveden po
metodi iz rada Yalcin-a 1 saradnika (2009). DMSO (negativna kontrola),
kapsaicin (pozitivna kontrola, 10 mM u DMSO-u) ili bornil-4-
metoksibenzoat (10 mM u DMSO-u) su nanoSeni na Sape zivotinja 15
minuta pre nego S$to se postave na zagrejanu plocu. Inicijalna temperatura
ploce je 30 = 0,1 °C (kada se Zivotinja stavi na nju), a zatim se povecava do
43 °C brzinom od 1 °C/min. Za svaki interval od 1 min belezi se koliko
puta Zivotinja lize Sape, koliko je puta poskocila ili koliko se puta uspravila

na zadnje noge.

3.6. Statisticka analiza

Rezultati su izraZzeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.
StatistiCka znacajnost razlika izmedu grupa je utvrdivana jednofaktorskom
analizom varijanse (ANOVA?) i Tjukijevim post-hoc testom za visestruka
poredenja (softver Graphpad Prism verzija 5.03, San Dijego, Kalifornija).

Vrednosti verovatnoce (p) manje od 0,05 smatrane su statisti¢ki znacajnim.

8 Area Under the Curve
7 Analysis of Variance
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4. REZULTATI I DISKUSIJA
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4.1. Sekundarni metaboliti odabranih biljnih vrsta: sinteza, izolovanje i

spektralna karakterizacija

4.1.1. Identifikacija i rasprostranjenje n-oktil-estara dugolan¢anih masnih

kiselina: da li su ovi estri markeri antropogenog zagadenja?

Identifikovani sastojci voska vrste H. sphondylium, njihov procentni sastav,
odnosno sadrzaj u biljnom materijalu (u pg po g svezih cvetova), Rl
vrednosti 1 metode identifikacije predstavljeni su u tabeli 2. Identifikovana
jedinjenja ¢ine oko 95% ukupne povrsine ispod detektovanih pikova, a vise
od 50% cine n-alkani. Raspodela relativnih sadrzaja n-alkana ima ocekivani
oblik Gausove krive, sa visokom CPI vrednoséu (CPI, skra¢eno od carbon
preference index predstavlja odnos zastupljenosti alkana sa neparnim i
alkana sa parnim brojem atoma ugljenika) — 5,0, 1 sa maksimumom na Ca9
(za viSe detalja o gausovskoj raspodeli alkana u biljkama, videti Radulovi¢
et al. 2012b). Nonakozan je prethodno, takode, identifikovan kao
najzastupljeniji alkan u vosku listova H. sphondylium (Maffei, 1996), ali sa
nesto nizom vredno$éu CPI — 2,2. Pored alkana u vosku su bili prisutni i z-
heksil (25%) 1 n-oktil (5%) alkanoati. Identitet ovih estara potvrden je
njihovom sintezom iz odgovarajucih karboksilnih kiselina 1 1-heksanola ili

1-oktanola 1 naknadnim GC ko-injektiranjem ¢istih jedinjenja sa ispirkom.

Prisustvo m-oktil-estara u vosku nije neocekivano jer je prethodnim
istrazivanjima (Iscan et al., 2003, 2004; Ozek et al., 2002, 2005) vec
pokazano da ova biljna vrsta biosintetiSe znacajne koli¢ine 1-oktanola —
ovaj alkohol 1 njegovi acetati i/ili butirati su identifikovani kao glavni
sastojci etarskih ulja plodova biljne vrste H. sphondylium, a koja su
izolovana hidrodestilacijom iz biljnog materijala u znafajnom prinosu
(3,7%, v/w). Veca zastupljenost estara ¢iji kiselinski deo sadrzi paran broj
ugljenika, Sto je vidljivo iz visokih CPI vrednosti (8,8 za heksil 1 9,3 za
oktil estre), ukazuje na njihovo biogeno poreklo. Relativna zastupljenost
heksil i oktil estara ima gausovsku raspodelu (slika 1) oko tetrakozanoata —
sli¢no kao i kod n-alkana, Sto se slaze sa biosintetskim putevima ovih
jedinjenja (Radulovi¢ et al., 2012b). Prirodno poreklo ovih heksil- 1 oktil-

estara je vidljivo iz gotovo beznaCajne razlike u kvalitativnom i
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kvantitativnom sastavu voska koji je izolovan iz uzoraka sa razliitih

lokacija (ukupno 14, medu njima su bile lokacije sa razli¢itim stepenom

zagadenja).

16—- - - - % (heksil estri)
14 .o
12 '

10 ¢ "

Procenat

6_ t' A
4 ' Al

2 ] = \ *

o/, (oktil estri)
| , I L) I A | L I ) |

20 22 24 26 28 30

Broj ugljenikovih atoma u kiselinskom delu estra

Slika 1. Gausovska raspodela sadrzaja heksil- 1 oktil-estara nadenih u vosku biljne

vrste H. sphondylium
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Tabela 2. Hemijski sastav voska cvetova vrste H. sphondylium

RIY Jedinjenje Koli¢ina [%]”  Koli¢ina [ug/g w/w]® IDY
1963 Heksadekanska kiselina 2,0+0,1 9,8+0,2 MS, RI, GC
2000 Eikozan t 0,3+0,1 MS, RI, GC
2100 Heneikozan 1,0+0,1 5,1+0,2 MS, RI, GC
2172 Oktadekanska kiselina t 0,4+0,1 MS, RI, GC
2200 Dokozan 0,3+0,1 1,3+0,2 MS, RI, GC
2229 Eikozanal t / MS, RI
2280 1-Eikozanol 0,2+0,1 1,6 +0,2 MS, RI, GC
2300 Trikozan 3,7+0,1 17,2+0,7 MS, RI, GC
2400 Tetrakozan 0,9+0,1 44+0,3 MS, RI, GC
2463 2-Metiltetrakozan t / MS, RI
2482 1-Dokozanol 0,2=+0,1 0,7+0,1 MS, RI, GC
2500 Pentakozan 7,7+0,2 379+2,5 MS, RI, GC
2563 2-Metilpentakozan t / MS, RI
2572  3-Metilpentakozan t / MS, RI
2600 Heksakozan 3,3+0,2 152+1,4 MS, RI, GC
2611 Dokozil-acetat 0,4+0,1 23+0,2 MS, RI, GC
2663 2-Metilheksakozan t / MS, RI
2700 Heptakozan 10,0+ 0,3 482+ 44 MS, RI, GC
2710 Trikozil-acetat 0,2+0,1 / MS, RI
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2761

2780

2800

2810

2810

2882

2900

2975

2982

3000

3075

3076

3083

3100

3121

3175

3182

3200

3209

3275

3282

2-Metilheptakozan

Heksil-eikozanoat

Oktakozan

(E,E,E,E)-skvalen

Tetrakozil-acetat

Heksil-heneikozanoat

Nonakozan

Oktil-eikozanoat

Heksil-dokozanoat

Trikontan

Oktil-heneikozanoat

v-Tokoferol

Heksil-trikozanoat

Hentriakontan

2-Nonakozanon

Oktil-dokozanoat

Heksil-tetrakozanoat

Dotriakontan

Oktakozil-acetat

Oktil-trikozanoat

Heksil-pentakozanoat

0,2+0,1

0,6 £0,1

3,0+£0,2

6,2+0,1

17,0+ 0,3

0,4+0,1

3,0+0,1

0,9+0,1

1,0£0,1

1,3+0,1

50+0,1

0,7+0,1

14,9+0,3

0,4+0,1

02+0,1

1,2+0,1

2,9+0,7

14,7+13

0,3+0,1

0,8+0,3

85,5+7,1

2,1+0,3

155+24

4,1+0,7

0,5+0,1

4,7+£0,2

5,9+0,6

23,1+1,7

32+0,3

70,0+ 7,4

2,1+03

1,1£0.2

0,4+0,1

MS, RI

MS, RI, GC

MS, RI, GC

MS, RI

MS, RI, GC

MS, RI, GC

MS, RI, GC

MS, RI, GC

MS, RI, GC

MS, RI, GC

MS, RI, GC

MS, RI, GC

MS,RI, GC

MS, RI, GC

MS, RI

MS, RI, GC

MS, RI, GC

MS, RI, GC

MS, RI

MS, RI, GC

MS, RI, GC
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3300 Tritriakontan t 0,3+0,1 MS, RI, GC

3306 2-Feniletil-dokozanoat t 0,4+0,1 MS, RI, GC
3350 2-Hentriakontanon 0,2+0,1 / MS, RI

3375 Oktil-tetrakozanoat 4,1 £0,1 20,0+ 3,5 MS, RI, GC
3382 Heksil-heksakozanoat 3,2+0,1 14,1 £2,2 MS, RI, GC
3400 Tetratriakontan t 0,4+0,1 MS, RI, GC
3406 Benzil-tetrakozanoat t / MS, RI

3475 Oktil-pentakozanoat 0,4+0,1 2,0+£0,2 MS, RI, GC
3506 2-Feniletil-tetrakozanoat 0,4+0,1 2,0+0,1 MS, RI, GC
3575 Oktil-heksakozanoat 0,4+0,1 2,1+0,5 MS, RI, GC
3582 Heksil-oktakozanoat 0,2+0,1 1,1+£0,2 MS, RI, GC
3606 2-Feniletil-pentakozanoat t 0,5+0,1 MS, RI, GC
3706 2-Feniletil-heksakozanoat t 0,7+0,1 MS, RI, GC
3782 Heksil-trikontanoat t 0,3+0,1 MS, RI, GC

® RI: Retencioni indeks (izradunat u odnosu na Ci9—Csg n-alkane na DB-5MS koloni); ® Procentni
sastav izrac¢unat iz povrSine pikova FID hromatograma bez upotrebe korekcionih faktora, t oznacava
sastojke prisutne u tragovima (<0,1%); © procentni sastav dobijen kvantifikacijom pomocu
kalibracione krive; 9 ID: metoda identifikacije, MS: sastojak identifikovan poredenjem masenih
spektara, RI: sastojak identifikovan pomoc¢u poredenja vrednosti RI; GC: identifikacija potvrdena
pomocu GC ko-injektiranja sa standardom; /: sastojak nije kvantifikovan pomocu GC-kalibracione

krive.
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Svi identifikovani oktil-estri predstavljaju nove prirodne sastojke, osim
oktil-dokozanoata koji je prethodno pronaden u Zzbunu Melastoma
melabathricum, Melastomataceae (Dinda i Saha, 1986) i u vrstama drveca
Dichrostachys cinerea, Fabaceae (Jain 1 Saxena, 2003) i1 Ailanthus excelsa,
Simaroubaceae (Sharma et al., 2008). Heksil-estri heneikozanske 1
trikozanske kiseline takode predstavljaju nova prirodna jedinjenja. Ostali
heksil-alkanoati koje smo identifikovali su ve¢ poznata jedinjenja,
pronadena u ekstraktu cvetova biljnih vrsta Lonicera fragrantissima,
Caprifoliaceae (Radulovi¢ et al., 2009) i1 llex aquifolium, Aquifoliaceae
(Van Genderen et al., 1988). Novo prirodno jedinjenje je 1 2-feniletil-

pentakozanoat, a njegov identitet je potvrden sintezom.

Neki od oktil-estara koje smo identifikovali predlozeni su za markere
zagadenja gradskim otpadnim vodama u zivom svetu (Chaler et al., 2004).
S obzirom da smo mi utvrdili da su ovi estri prirodnog porekla, kao sastojci
voska H. sphondylium, oni ne mogu da se smatraju markerima zagadenja
jer se prirodno mogu naci u uzorcima. Da bi proverili rezultate Chaler-a i
saradnika, uporedili smo spektralne podatke za oktil-estre iz studije ovih
Spanskih istraZivaca sa podacima dobijenim za naSa sintetisana jedinjenja.
Jedini potpun maseni spektar u publikaciji Chaler-a i1 saradnika bio je
spektar oktil-heksadekanoata, pa smo sintetisali ovo jedinjenje 1 snimili
njegov spektar (slika 2). Maseni spektri oktil-estara iz rada Chaler-a 1
saradnika (2004) sadrZe intenzivni jon na m/z 112 (najverovatnije nastao
Meklafertijevim premeStanjem, a u slucaju n-oktil-heksakozanoata on je
bio drugi po intenzitetu (odmah nakon jona na m/z 57). Intenzitet jona m/z
112 u spektru istog jedinjenja koje smo mi sintetisali bio je 78% od
osnovnog jona (m/z 57) koji se u ovom slucaju nalazio na m/z 257. Ova i
jo§ neke izrazene razlike (obratiti paznju na razliCite intenzitete
fragmentnih jona na m/z 256, koji potite od [RCOOH]", i m/z 257
[RCOOH:]") jasno su vidljive sa slike 2 gde su navedeni maseni spektri
oktil-heksadekanoata (b) iz rada Spanskih istrazivaca 1 spektar naSeg
standarda (a) (koji nije naden u vosku biljne vrste H. sphondylium, ali je

sintetisan radi poredenja).
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Takve razlike se obi¢no javljaju kod izomernih jedinjenja koja se razlikuju
u razgranatosti (na mestu grananja se formira stabilniji katjon) (McLafferty
1 Turecek, 1993). Ovo, kao i Cinjenica da su Chaler 1 saradnici uz ovaj
oktil-estar identifikovali i brojne 2-etilheksil estre (ftalate i heksandioate)
nas je navelo na pretpostavku da su estri 2-etil-1-heksanola (poznati
prekursor u dobijanju plastifikatora, Radulovi¢ 1 Blagojevi¢, 2012)
pogresno identifikovani kao n-oktil-estri. Da bismo potvrdili ovu hipotezu,
sintetisali smo odgovarajuce estre 2-etil-1-heksanola i utvrdili da se maseni
spektri ovih estara skoro idealno poklapaju sa masenim spektrima koje su

objavili Chaler 1 saradnici (2004), videti sliku 2c.

Prema svemu gore navedenom, verujemo da je potrebno izvrsSiti ispravku u
identifikaciji, te da su jedinjenja (navodno oktil-estri) koje su Chaler i
saradnici (2004) identifikovali kao markere otpadnih voda u zivom svetu u
stvari 2-etil-1-heksil-estri viSih masnih kiselina, to jest da oktil-estri ne

predstavljaju markere zagadenja.
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Slika 2. Maseni spektri: a) n-oktil-heksadekanoata; b) n-oktil-heksadekanoata
(preuzet iz Chaler et al., 2004); c¢) 2-etilheksil-heksadekanoata.
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4.1.2. Metaboliti biljne vrste G. macrorrhizum 1 sinteza epoksigermakrona
4.1.2.1. Izolovanje i odredivanje strukture

Jedinjenja 2-1 1 2-2 (Sema 52) izolovana su iz etarskog ulja nadzemnog dela
G. macrorrhizum nakon dve uzastopne hromatografije na koloni silika-
gela. Molekulske formule ova dva jedinjenja odredene su na osnovu analize
njihovih EI masenih spektara. U oba slucaja se molekulski jon nalazio na
m/z 234,2, a intenzitet [M+1]" jona bio je 16,5% od intenziteta M" jona, §to
je ukazivalo da jedinjenja 2-1 i 2-2 sadrze po 15 C-atoma. '*C NMR spektri
oba jedinjenja su takode sadrzala 15 neekvivalentnih signala koji poticu od
jednog C=0 ugljenika, 4 sp’ ugljenika (dve C=C veze) i 10 alifati¢nih C-
atoma (0 < 100 ppm). Jedina logi¢na molekulska formula monoizotopske
mase 234,2, sa 15 C-atoma i najmanje jednim O-atomom je CisH220>. Tri
nezasicenja poticu od dve C=C veze i jedne C=0O grupe, a preostala dva
nezasi¢enja predstavljaju dva prstena. IR spektri jedinjenja 2-1 i1 2-2
ukazuju na prisustvo a,-nezasiéene karbonilne grupe (1672 cm™! kod 2-1) i

epoksi (840 cm™! kod 2-1) grupe.

Sema 52

NMR karakterizacija 1,10-epoksigermakrona (2-1) u CDCl3. Konektivnost
je odredena analizom 2D-NMR spektara, pre svega 'H-'H-COSY, HSQC i
HMBC (slika 3; prikazana je 1 numeracija C-atoma). Signal karbonilne
grupe, C-8, pokazuje HMBC interakcije sa signalima vodonika na 6 2,48 i
2,97 (oba vodonika vezana su za isti ugljenik ¢iji je signal na & 55,2).
Ovakve vrednosti hemijskih pomeranja mogu se ocekivati za CHz protone
pored C(8)=0O grupe. Ovaj ugljenik (C-9) koreliSe sa vodonicima metil
grupe (6u 1,27; dc¢ 17,4), koji dodatno koreliSu sa dva oksigenovana
ugljenika, neprotonovanim ugljenikom na 6 57,7 i CH-ugljenikom na o

64,5. Ocigledno je da su ovi ugljenici deo epoksidnog prstena (6 57,7 [C-
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10], 64,5 [C-1]), a HMBC korelacija signala ou 2,48 i 6c 57,7 dodatno

potvrduje ovu konektivnost.

Signali vodonika metil grupe na du 1,77 (6c 19,9) korelisu sa ugljenikom
na 6 22,2 (radi se o ugljeniku metil grupe za koji su vezani protoni na o
1,67) i obrnuto, postoji korelacija signala na 6y 1,67 sa signalom na dc
19,9. Ovo je moguce samo ako su ove metil grupe geminalne i vezane za
isti C-atom dvogube veze (dc 138,0). Ovaj ugljenik i1 ugljenik na 6 130,1

¢ine izopropilidensku grupu u molekulu.

Slika 3. HMBC (H — C) i NOESY (H < H) interakcije jedinjenja 2-1 i 2-2

Jedini H-atom C=C veze (J 5,02, vezan za ugljenik ¢iji se signal nalazi na
123,7 [C-5]) kuplovan je sa dva dijastereotopna H-atoma ¢ije su rezonance
na ¢ 2,86 1 3,07 (vodonici su vezani za C-atom na o 29,9, C-6). Vrednost
hemijskog pomeranja vodonika ukazivala je na CH> grupu vezanu za dva
sp’ C-atoma (C-5 i C-7). Uocena je i HMBC interakcija izmedu C-5 i Me
grupe (0c 15,5; ou 1,54) Sto je moguce samo ako je Me grupa vezana za
drugi kraj C=C veze (6 134,0, C-4). Ovi metil protoni koreliSu sa CH»
ugljenikom (6 36,5, C-3); C-3 koreliSe sa H-atomima preostale metilenske
grupe (O0c 23,3; ou 2,00 i 1,43, C-2). S obzirom da su na ovaj nacin svi
signali C-atoma u molekulu asignirani, zaklju¢ujemo da je molekul jedan

od stereoizomera 1,10-epoksigermakrona.

Kompletna NMR asignacija (ukljucujuci asignaciju signala dijastereotopnih
H-atoma) 1 odredivanje relativne stereohemije izvrSeno je analizom

NOESY spektra. NOESY interakcija H-atoma hemijskih pomeranja 6 1,27
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1 1,57 (slika 3) bila je presudna za razlikovanje mogucih stereoizomera.
Konformeri najnizih energija (15*,108%)- i (15*,10R*)-
dijastereoizomernih epoksida modelovani su i optimizovani programom
HyperChem v. 7.0 (Gejnsvil, Florida, SAD), uz koris¢enje metode AM2.
Na slici 4a, na modelu (15*,105*)-stereoizomera naznacena je 1 pomenuta
NOESY interakcija. Kod drugog dijastereoizomera ne postoje uslovi
(prostorna blizina) za pojavu ove dipolarne interakcije. Kompletna
asignacija hemijskih pomeranja prikazana je u tabeli 3. Ovaj epoksid je
prethodno izolovan samo dva puta (Bohlmann 1 Zdero, 1973; Ulubelen et
al., 1986) iz biljnog roda Smyrnium. U ovoj tezi po prvi put je izvrSena
potpuna asignacija svih rezonanci C- i H-atoma (do sada su se u literaturi

mogli na¢i samo nepotpuni spektralni podaci, Hikino et al., 1977).

Slika 4. Molekulski modeli a) jedinjenja 2-1 i b) germakrona, dobijeni AM2

minimizacijom energije (uz kori§¢enje HyperChem softvera)
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Tabela 3. 'H (500 MHz) i '3C NMR (125 MHz) pomeranja jedinjenja 2-1 i 2-2 u CDCl;.

Germakron-1,10-epoksid (2-1)

Germakron-4,5-epoksid (2-2)

Pozicija  &c (ppm)  du (ppm) oc (ppm)  du (ppm)
C(1) 64,5 2,72,d,J=10,8 Hz 129,7 5,20,d,J=5,0 Hz
a: 2,00, m,J=10,4 Hz a: 2,22, Siroki signal
C(2) 23,3 24,6
b: 1,43, m b: 2,32, Siroki signal
a: 1,15, ddd, J= 6,5, 12,5, 12,5 Hz
C(3) 36,5 a,b:2,2, m 37,6
b:2,15,dd, J=12,5,6,5 Hz
C4) 134,0 60,8
C(5) 123,7 5,02,d, J=9,8 Hz 64,6 2,43, dd,J=2,0,10,5 Hz
a:3,07,dd, J=11,3 Hz a:2,88,d,/=14,0 Hz
C(6) 29,9 29,5
b:2,86,d,J=11,3 Hz b:2,05,d,J=10,5,14,0 Hz
C(7) 130,1 134,6
C(8) 209,9 204,7
a:2,97,d,J=10,9 Hz a: 3,45, siroki signal
C9) 55,2 55,5
b:2,48,dd, J=10,9,0,5 Hz b: 3,01, siroki signal
C(10) 57,7 126,6
C(11) 138,0 133,7
C(12) 222 1,67, s 20,4 1,83, s
C(13) 19,9 1,77, s 22,8 1,82, s
C(14) 17,4 1,27, s 17,0 1,72, s
C(15) 15,5 1,54, s 15,9 1,02, s
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NMR karakterizacija 4,5-epoksigermakrona (2-2) u CDCI3. Struktura
jedinjenja 2-2 odredena je na sli¢an nacin kao i struktura jedinjenja 2-1.
NOESY spektar je opet bio od presudne vaznosti za utvrdivanje (4.5*,55%)-
konfiguracije molekula i za razlikovanje dijastereotopnih H-atoma. Neke
od HMBC 1 NOESY interakcija prikazane su na slici 3. Apsolutne

konfiguracije hiralnih centara u jedinjenjima 2-1 i 2-2 nisu odredivane.

Sinteza. Strukture jedinjenja 2-1 1 2-2 dodatno su potvrdene sintezom.
Epoksidacija germakrona (izolovanog iz etarskog ulja G. macrorrhizum)
m-hlorperbenzoevom kiselinom (mCPBA) daje dva regioizomerna
epoksida 2-1 i 2-2. Uocena je ista regioselektivnost reakcije kao u
studijama Piet-a 1 saradnika (1995) 1 Kuroyanagi-ja 1 saradnika (1990) —
4,5-epoksid (2-2) se gradi u visku. Sporedni proizvod (1,10-
epoksigermakron, 2-1) izolovan je u koli¢ini koja je bila dovoljna za
snimanje NMR spektara. Spektralni podaci sintetisanih jedinjenja bili su
identi¢ni sa onima izolovanih epoksida. Potvrda identiteta izvrSena je GC

ko-injektiranjem etarskog ulja sa sintetisanim jedinjenjima.

mCPBA

N CH,Cl,

21 2-2

Sema 53

Biosinteza. U dostupnoj literaturi, dva epoksi derivata germakrona se
navode kao metaboliti germakrona nastali biotransformacijom od strane
mikroorganizama (Hikino et al., 1977). Molekulsko modelovanje
konformacija germakrona omogucilo nam je da ispitamo da li dva epoksida
mogu da nastanu neenzimskom oksidacijom germakrona, najzastupljenijeg
seskviterpenskog ketona u ulju G. macrorrhizum (u gore navedenoj reakciji
ulogu oksidansa ima mCPBA; u bioloskim sistemima bi to mogao da bude
atmosferski O»). Nasa namera je bila da utvrdimo da li je jedna od dve C=C

veze sterno zasti¢enija — napad Oz vrste na ovu dvogubu vezu dao bi manju
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koli¢inu odgovarajuceg epoksida. U etarskom ulju detektovane su priblizno
iste koli¢ine oba epoksida, dok se sintetska smeSa nakon epoksidacije
sastojala uglavnom od 4,5-epoksida 2-2. Nasa racunanja za gasnu fazu
(HyperChem, AM2 model, slika 2-2b) pokazala su sli¢nu izloZenost obe
dvogube veze [C(4)=C(5) i C(1)=C(10)], sto ukazuje da je selektivnost
reakcije epoksidacije sa mCPBA posledica sternih karakteristika oksidansa
ili uticaja rastvaraca. Medutim, ne treba ocekivati da mali oksidans (kao na
primer O2) moze da razlikuje dve olefinske grupe na nacin na koji bi to
mogao biomolekul. Stoga je naSa pretpostavka da su dva epoksida nastala u
neenzimskoj reakciji koja se odvijala u Zivoj biljci, tokom skladiStenja
biljnog materijala ili tokom hidrodestilacije (ulje je podvrgnuto GC-MS
analizama odmah nakon izolovanja). U ranijim studijama su ve¢ zabelezeni
sluc¢ajevi formiranja epoksida auto-oksidacijom terpena (Blagojevi¢ et al.,
2006). Medutim, ¢ini se da je u drugim biljnim vrstama 4,5-epoksi
jedinjenje biogenetskog porekla (Shiobara et al., 1985), §to potvrduju
relativno velike detektovane koli¢ine ovog jedinjenja (i veéa ucestalost
pojave medu sekundarnim metabolitima biljnih vrsta) u poredenju sa 1,10-

epoksidom.
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4.1.3. Identifikacija estara iz etarskog ulja biljne vrste Ferula ovina (Boiss.)

Boiss.

Sastav etarskog ulja. GC-MS analize su pokazale da se etarsko ulje biljne
vrste F. ovina (Apiaceae) sastoji najve¢im delom od monoterpenskih
ugljovodonika (a-pinen [17,8%], limonen [14,3%] i mircen [13,0%], videti
tabelu 4). Ovakav sastav je u skladu sa prethodno objavljenim podacima za
ovu biljnu vrstu (Ghannadi et al., 2002; Rahmani et al., 2008). Analize su
takode pokazale prisustvo velikog broja aromati¢nih estara Cije su RI
vrednosti bile veée od 1700. Mogu¢i identitet kiselinskog dela estara je
mogao da bude pretpostavljen na osnovu masenih spektara estara, na
primer, fragmentni jon karakteristi¢an za sve benzoate javljao se na m/z 105
(CeHsCO™); takode metoksibenzoati (m/z 135), hidroksibenzoati (m/z 121) i
hidroksimetoksibenzoati (m/z 151) su prepoznati na osnovu karakteristi¢ne
fragmentacije. Kod svih uocenih estara razlika u masama molekulskih i
osnovnih jona (ArCO") iznosila je 153 amu, §to ukazuje da su alkoholni
deo estara ¢inili monoterpenoli molekulske formule CioHisO (M; = 154).
Medutim, maseni spektri estara nisu bili dovoljno informativni da se
pomocu njih razlikuju estri razliitih izomera monoterpenskih alkohola.
Njihov identitet je utvrden sintezom tih estara 1 GC ko-injektiranjem
sintetskih uzoraka sa etarskim uljem. Posli smo od pretpostavke da
monoterpenski alkoholi (borneol, endo-fenhol, geraniol i nerol, videti
tabelu 5), koji su detektovani u ulju, ulaze u sastav estara pomenutih
aromati¢nih kiselina. Tako na osnovu masenih spektara nije bilo moguce
odrediti koji regioizomeri metoksibenzoeve i hidroksibenzoeve kiseline
ulaze u sastav estara, odlucili smo da za sintezu koristimo para-izomere jer
su p-hidroksi- 1 p-metoksibenzoati ve¢ identifikovani kao sekundarni
metaboliti taksona roda Ferula. Sve mogucée kombinacije estara
pripremljene su Steglihovim kuplovanjem, a zatim su koinjektirani sa
uzorkom ulja (tabela 5). Sintetisani su 1 izobornil- i mentil-estri pomenutih
kiselina da bi ispitali da li je moguée utvrditi alkoholni deo aromati¢nog
estra samo na osnovu prisustva ili odsustva molekulskog jona (bez obzira

na broj nezasi¢enja alifaticnog monoterpenola).
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Od 24 sintetisana jedinjenja, GC ko-injekcijom je utvrdeno prisustvo 6
estara u ulju (bornil-estri sve Cetiri kiseline, kao 1 vanilati i benzoati endo-
fenhola). Pretragom literature je utvrdeno da je bornil-4-metoksibenzoat
novi prirodni proizvod. Dodatne koli¢ine ovog estra su sintetisane za
farmakoloske testove i potpunu strukturnu karakterizaciju. Struktura je
potvrdena na osnovu 1D- i 2D-NMR spektara i rendgenskom strukturnom

analizom kristala ovog estra.
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Tabela 4. Procentni sastav etarskog ulja biljne vrste Ferula ovina

RI® Jedinjenje % » ID © Klasa ¢
846 (2E)-heksenal t RI, MS, Co-GC FAD
921 triciklen 0,7 RI, MS M
932 o-pinen 17,8 RI, MS, Co-GC M
946 kamfen 6,3 RI, MS, Co-GC M
969 sabinen 0,4 RI, MS, Co-GC M
974 B-pinen 1,9 RI, MS, Co-GC M
988 mircen 13,0 RI, MS, Co-GC M
988 dehidro-1,8-sineol 0,1 RI, MS MO
1002 o-felandren 0,1 RI, MS, Co-GC M
1008 8-3-karen 0,5 RI, MS M
1014 a-terpinen 0,1 RI, MS, Co-GC M
1022 p-cimen 0,4 RI, MS, Co-GC M
1025 limonen 143  RI MS, Co-GC M
1025 B-felandren 2,1 RI, MS M
1026 1,8-sineol 0,0 RI, MS, Co-GC MO
1032 trans-p-ocimen 0,1 RI, MS M
1054 y-terpinen 0,1 RIL MS, Co-GC M
1065 cis-sabinen-hidrat 0,0 RI, MS MO
1083 fenhon 0,5 RI, MS MO
1086 terpinolen 0,4 RI, MS, Co-MS M
1088 metil-benzoat 0,0 RI, MS, Co-GC FAD
1090 6,7-epoksimircen 0,0 RIL, MS MO
1095 linalool 1,1 RI, MS, Co-GC MO
1098 trans-sabinen-hidrat 0,0 RI, MS MO
1111 cis-ruza oksid 0,0 RI, MS MO
1118 cis-p-menta-2-en-1-ol t RI, MS MO
1123 endo-fenhol 0,2 RI, MS, Co-GC MO
1129 o-kamfolenal 0,1 RI, MS MO
1132 cis-limonen-oksid t RI, MS, Co-GC MO
1137 (E)-epoksiocimen t RI, MS MO
1137 trans-limonen-oksid t RI, MS, Co-GC MO
1141 veratrol t RI, MS, Co-GC FAD
1144 cis-verbenol 0,2 RI, MS, Co-GC MO
1145 izopulegol t RI, MS MO
1148 trans-verbenol 0,7 RI, MS, Co-GC MO
1151 citronelal 0,6 RI, MS, Co-GC MO
1158 trans-pinokamfon t RI, MS, Co-GC MO
1160 pinokarvon t RI, MS MO
1172 p-menta-1,5-dien-8-ol 0,2 RI, MS MO
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1172
1175
1179
1183
1183
1196
1204
1207
1215
1219
1225
1226
1229
1249
1257
1283
1288
1324
1334
1348
1350
1357
1371
1374
1377
1389
1393
1398
1424
1424
1434
1452
1453
1490
1493
1500
1510
1522
1522
1546
1564
1587

cis-pinokamfon
borneol
p-cimen-8-ol
terpinen-4-ol
kripton
o-terpineol
verbenon
trans-piperitol
trans-karveol
endo-fenhil-acetat
citronelol
cis-karveol
egzo-fenhil-acetat
geraniol
metil-citronelat
cis-verbenil-acetat
bornil-acetat
mirtenil-acetat
trans-karvil-acetat
a-terpinil-acetat
citronelil-acetat
neril-acetat
metil-4-metoksibenzoat
daucen
geranil-acetat
B-elemen
cis-jasmon
metileugenol
trans-kariofilen
2,5-dimetoksi-p-cimen
nerilaceton
a-humulen
(E)-B-farnezen
(E,E)-o-farnezen
B-selinen
o-selinen
B-bisabolen
d-kadinen
miristicin
elemicin
B-kalakoren

kariofilen-oksid

0,2

0,2

0,9

4,1
0,8

0,3
0,2
0,1
4,6

0,1
3,0

0,1

0,1
0,7

0,3
0,5
0,5

0,1
0,1
0,1
0,2
0,1

9,4
4,7

0,1

RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS
RL, MS
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Co-GC
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RL, MS
RL, MS
RI, MS
RI, MS
RL, MS
RI, MS, Co-GC
RI, MS, Co-GC
RI, MS
RL, MS

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
FAD

MO

g ©

B N7 N N R N7 e R e B
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1596 neril-izovalerat 0,1 RI, MS, Co-GC MO

1600 heksadekan t RI, MS, Co-GC FAD
1603 geranil-izovalerat 0,1 RI, MS, Co-GC M
1606 karotol 0,2 RL, MS SO
1629 1-epi-kubenol 0,1 RI, MS SO
1645 kubenol t RI, MS SO
1652 a-kadinol t RI, MS SO
1699 [-sinensal t RI, MS SO
1722 (E,E)-farnezol t RI, MS SO
1759 benzil-benzoat t RI, MS, Co-GC FAD
1773 endo-fenhil-benzoat t RI, MS, Co-GC MO
1884 bornil-benzoat t RI, MS, Co-GC MO
1959 palmitinska kiselina t RI, MS, Co-GC FAD
1980 kamforen t RI, MS D
2185 bornil-4-metoksibenzoat 0,3 RI, MS, Co-GC MO
2202 endo-fenhil-vanilat 1,1 RI, MS, Co-GC MO
2251 bornil-4-hidroksibenzoat 0,2 RI, MS, Co-GC MO
2311 bornil-vanilat 0,8 RI, MS, Co-GC MO
Ukupno 96,2
Monoterpenoidi
Ugljovodonici 58,2
Oksigenovani 21,5
Seskviterpenoidi
Ugljovodonici 1,2
Oksigenovani 0,4
Diterpeni t
Masne kiseline i srodna
jedinjenja t
Fenilpropanoidi 14,6
Ostalo 0,3

3 RI: Retencioni indeks (izradunat u odnosu na Cs—Cas n-alkane na DB-5MS koloni; ® Procentni
sastav izrac¢unat iz povrsina pikova FID hromatograma bez upotrebe korekcionih faktora, “t”
oznadava sastojke prisutne u tragovima (< 0,1%); © ID: metoda identifikacije, MS: sastojak
identifikovan poredenjem masenih spektara, RI: sastojak identifikovan poredenjem vrednosti RI,
co-GC: sastojak identifikovan i/ili potvrden GC ko-injektiranjem sa standardom; ¢ O, ostalo;
FAD, masne kiseline i srodna jedinjenja; M, monoterpenski ugljovodonici; MO, oksigenovani
monoterpeni; S, seskviterpenski ugljovodonici; SO, oksigenovani seskviterpeni; D, diterpenoidi;
PP, fenilpropanoidi.
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Tabela 5. Retencioni indeksi sintetisanih aromati¢nih estara na DB-5MS kapilarnoj koloni

benzoat 4-metoksibenzoat 4-hidroksibenzoat vanilat
bornil 1884 2185 2251 2311
izobornil 1893 2194 2260 2323
geranil 1957 2245 2308 2372
mentil 1870 2150 2238 2297
neril 1934 2220 2284 2346
endo-fenhil 1773 2086 2149 2202

Rendgenska strukturna analiza bornil-4-metoksibenzoata. Rendgenskom
analizom monokristala bornil-4-metoksibenzoata potvrdena je ocekivana
struktura ovog aromaticnog estra (slika 5). Zbog visokog stepena
neuredenja bornil-grupe, nije bilo moguée detaljno opisati duzine veza i
uglove tog dela molekula. Geometrija metoksibenzoatne grupe je u
granicama ocekivanih vrednosti. Estarska grupa C8/02/03 [C8-0O2 =
1,210(6), C8-03 = 1,315(6) A] gradi diedarski ugao od 4,0(8)° u odnosu na
ravan fenil-grupe. Torzioni ugao 0O2-C8-03-C9 koji iznosi 2,2(10)°
ukazuje na sin poziciju bornil-grupe u odnosu na estarski O2. Metoksi-
grupa samo blago odstupa od ravni fenil prstena (torzioni ugao C1-O1-C2-

C3 iznosi -2,0(9)°).

I pored prisustva tri kiseonika 1 viSe donorskih C-H grupa, kristalna
struktura ne sadrzi znaCajne C-H...O interakcije. Najblizi kontakt
kiseoni¢nog akceptora estarske grupe bio je C1-Hlc...02' (H...0 =2,68 A
1C-H..0O=130%i=x— 1/2,y—-1/2,z). Orjjentacija C-H fragmenata ka

fenil grupi sugeriSe da C-H...w imaju vaZznu ulogu u stabilizaciji strukture.

Slika 5. ORTEP prikaz bornil-4-metoksibenzoata sa Semom numeracije. Neke od
duzina veza (A): 01-C2 1,352(7), C5-C8 1,488(7), C8-02 1,210(6), C8-03
1,315(6), C9—03 1,449(7); neki od uglova veza (°): 02—C8-03 123,9(5), C2-0O1-
C1 118,5(5).
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4.1.4. 1zolovanje 1 spektralna karakterizacija 2-(a-L-ramnopiranoziloksi)-

benzil-izotiocijanata iz Reseda lutea L. (Resedaceae)

Inicijalne analize autolizata cveta, ploda i korena biljne vrste R. lutea
(Resedaceae) otkrile su prisustvo sastojka (jedinjenje 4-1) molekulske mase
311 amu u autolizatima dobijenim iz nadzemnih delova biljke. Posto nije
bilo moguce identifikovati ovaj sastojak poredenjem sa masenim spektrima
iz dostupnih baza, jedinjenje je izolovano hromatografijom autolizata cveta
na koloni silika-gela. Cist uzorak jedinjenja 4-1 je zatim okarakterisan
serijom 1D i 2D NMR eksperimenata (HSQC, HMBC, 'H-'H COSY i
NOESY).

Molekulska formula jedinjenja je 4-1 odredena na osnovu vrednosti m/z
molekulskog jona. Relativno veliki intenzitet [M+2]" jona (6,6% u odnosu
na intenzitet molekulskog jona) karakteristika je jedinjenja koja sadrze
sumpor. Atomi ugljenika, sumpora i kiseonika doprinose relativnom
intenzitetu [M+2]" (%) jona po slede¢oj jednacini: rel.int[M+2]/rel.int[M]
= (br. C x 1,1)%/200 + (br. O x 0,2) + (br. S x 4,4) (McLafferty i Turecek,
1993). Broj atoma sumpora je ocigledno 1, a broj C 1 O atoma mozZe da se
proceni na osnovu date jednacine. Najbolje slaganje dobija se kada je broj
ugljenika 14, a broj O-atoma 5. Logicna molekulska formula
monoizotopske mase 311,1, sa 14 C-atoma, 5 O-atoma 1 jednim atomom
sumpora je Ci14H17NOsS. Relativni intenzitet [M+1]" jona ((M+1]/ [M] =

17,2%) slaZe se sa teorijski predvidenom vredno$¢u od 17,03%.

U 3C NMR spektru je uodeno prisustvo 14 signala neekvivalentnih
ugljenikovih atoma — 7 sp’, jedan dvostruko oksigenovani (8 97,7) i 4
monooksigenovana sp® C-atoma, jedna metilenska i jedna metil-grupa. Na
osnovu protonskog spektra je =zakljuCeno prisustvo disupstituisanog
benzenovog jezgra, ali usled preklapanja signala vodonika na aromati¢nom
jezgru nije bilo moguée odmah odrediti tip supstitucije. Usled odsustva
simetrije signala eliminisana je mogué¢nost 1,4-disupstitucije. Bilo je
moguce prepoznati dva pseudotripleta sa orto-vrednostima konstanti

kuplovanja (8 7,36, H-6 i & 7,04, H-7, pseudotripleti, °J = 7.5 Hz), §to je

117



ukazivalo na nesimetri¢no 1,2-disupstituisano benzenovo jezgro (kod 1,3-
disupstituisanog jezgra javio bi se samo jedan takav signal). U HMBC
spektru (Sema 54) nadena je dodatna potvrda za ovo: neprotonovani
ugljenici aromati¢nog jezgra na 153,7 (C-4) i 122,9 (C-3) ppm korelisu
(kroz tri veze) sa razliCitim protonima (C-4 sa 7,31 (H-6) 1 7,28 (H-8); o
122,9 sa 7,04 (H-5) 1 7,24 (H-7)). Da su supstituenti meta, pomenuti
ugljenici bi korelisali sa istim protonom. Neprotonovani ugljenik na
131,2 ocigledno nije deo aromati¢nog sistema jer ne koreliSe ni sa jednim
od aromati¢nih protona. To je, uz prisustvo karakteristicnog jona na m/z 72

(CH2NCS") bila prva indikacija prisustva izotiocijanatne grupe u molekulu.

Na osnovu visokog stepena oksigenacije i odgovarajuéih 'H i 3C NMR
pomeranja pretpostavili smo da je ostatak strukture Secerne prirode.
Oksigenovani ugljenik (& 153,7) aromati¢nog jezgra koreliSe preko tri veze
sa protonom na 9 5,59, koji je vezan za dvostruko oksigenovani, anomerni
ugljenik na 97,8 ppm (C-1") (Sema 4-1). Ostatak strukture Secera odreden je
na osnovu analize '"H-'"H COSY i HMBC spektara: H-1' kupluje se sa H-2'
(4,32 ppm), koji se takode kupluje i sa H-3' (4,12 ppm). H-3' kupluje se sa
H-4' (3,71 ppm), a H-4' sa H-5' (3,76 ppm). Ovaj proton se dalje kupluje sa
metil grupom (1,30 ppm, d, J = 6,2 Hz), ali 1 koreliSe sa C-1' signalom u
HMBC spektru. Time je ustanovljena struktura ciklicne 6-
deoksipiranoheksozne jedinice. Relativna stereohemija je ustanovljena
pomocu vrednosti vicinalnih konstanti kuplovanja. H-4' 1 H-5' se sprezu
konstantom J = 9,3 Hz (karakteristicno za diaksijalni odnos). Male J-
vrednosti kuplovanja protona H-1' i H-2' (1,5 Hz) pokazuju da su oba
protona u ekvatorijalnim polozajima. Ovo potvrduje i vrednost Jo 3 = 3,3
Hz (karakteristi¢na za aksijalno-ekvatorijalna kuplovanja). NOESY spektar
je potvrdio rezultate dobijene na osnovu vrednosti konstanti kuplovanja —
korelacije H-6'/H-4' 1 H-5'/H-3' moguce su samo ako su ovi atomi/grupe sa
iste strane prstena. Odredena stereohemija odgovara strukturi
((2R*,3R*,4R*,5R*,65%)-3,4,5-trihidroksi-6-metiltetrahidro-2 H-piran-2-

il)oksi- grupe, to jest, jednom od dva enantiomerna monosaharidna ostatka
a-L-ramnopiranozil- ili a-D-ramnopiranozil- (6-deoksi-a-D-

manopiranozil).
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Jedina metilenska grupa u molekulu vezana je za ugljenik u aromati¢cnom
prstenu Cije je hemijsko pomeranje 122,9 ppm. Ovo se jasno vidi iz HMBC
spektra — metilenski protoni koreliSu sa aromati¢nim ugljenicima na o
153,7, 122,9 i 129,2. Takode i metilenski C-atom koreliSe sa jednim
protonom, na 6 7,28. Time su asignirani svi signali atoma u molekulu osim
jednog atoma ugljenika. Hemijsko pomeranje preostalog ugljenika
odgovara rezonanci izotiocijanatne grupe (6 131,2). HMBC korelacija C-1 i

H-2 potvrduje da je -NCS grupa vezana za metilensku grupu.

Sve do sada navedeno ukazuje da struktura jedinjenja 4-1 odgovara nekom
od dva enantiomera: 2-(a-L-ramnopiranoziloksi)benzil-izotiocijanatu ili 2-
(6-deoksi-a-D-manopiranoziloksi)benzil-izotiocijanatu. Nijedan od ova dva
enantiomera nije ranije zabeleZen u literaturi. Medutim, glukozinolat iz
koga nastaje 2-(o-L-ramnopiranoziloksi)benzil-izotiocijanat, 2-(o-L-
ramnopiranoziloksi)benzil-glukozinolat, izolovan je iz cveta druge vrste
roda Reseda (R. odorata, Olsen i1 Sorensen, 1979). Logi¢no je pretpostaviti
da je jedinjenje 4-1 proizvod hidrolize upravo ovog glukozinolata. Zato
verujemo da jedinjenje 4-1 predstavlja 2-(a-L-ramnopiranoziloksi)benzil-

1zotiocijanat.

U cilju kvantifikacije izolovanog jedinjenja u uzorku autolizata
(rastvorenog u CD3SOCD3), snimljeni su i NMR spektri jedinjenja 4-1 u
deuterisanom dimetil-sulfoksidu (asignirane vrednosti hemijskih pomeranja
date su u tabeli 6). Treba spomenuti dve bitne razlike protonskih spektara
jedinjenja 4-1 u CD3SOCD3 i CDCls. 1) 'H NMR spektar snimljen u
CDsSOCDs sadrzi dva dubleta konstante kuplovanja 16,0 Hz (na 4,78 i
4,87 ppm) kojih nema u protonskom spektru snimljenom u CDCl;. Ovi
signali odgovaraju geminalnim protonima vezanim za C-2 ugljenik (Sto
potvrduje 1 HSQC spektar). Sa druge strane, ova dva protona su izohrona u
spektrima snimanim u CDCIs. 2) Svi OH signali su dobro razdvojeni (i
moguce ih je lako asignirati analizom 'H-'H COSY spektra) u DMSO-ds,
dok u CDCI3 ovi protoni formiraju Sirok pik u oblasti 4,5-4,8 ppm koji
nestaje po dodatku nekoliko kapi D>O.
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4.1.4.1. Analiza sastava proizvoda autolize glukozinolata iz cveta, ploda i

korena biljne vrste R. lutea

Rezultati GC- i GC-MS analiza autolizata cveta, plodova i korena biljne
vrste R. lutea predstavljeni su u tabeli 7 (GC-MS i1 NMR profili autolizata
dati su u prilogu). U hromatogramima sva tri autolizata bilo je moguce
uociti mali broj komponenti. Benzil-izotiocijanat (59,9%) 1 2-(o-L-
ramnopiranoziloksi)benzil-izotiocijanat [4-1] (74,7%) su identifkovani kao
glavni sastojci autolizata korena i cveta. Ostala detektovana isparljiva
jedinjenja (pod uslovima GC analize) su uglavnom predstavljali sastojke

voskova, koji se Cesto susrecu u prirodi.

Benzil-izotiocijanat i odgovarajuc¢i glukozinolat (glukotropeolin) prethodno
su izolovani iz biljne vrste R. lutea (Cole, 1976). ViSestruko glikolizovani
glukozinolati, medutim, nisu cesti (2-(a-L-ramnopiranoziloksi)benzil-
glukozinolat je samo jedan od Cetiri prirodna glukozinolata koji sadrze vise
od jedne saharidne jedinice, Fahey et al., 2001). Kao $to je ve¢ naglaseno,
glukozinolat iz ove klase je ve¢ pronaden u rodu Reseda (Olsen i1 Sorensen,

1979).

Koli¢ina dva detektovana izotiocijanata je odredena pomocu kvantitativne
'H NMR spektroskopije (GQNMR) koris¢enjem 1,4-benzohinona kao
internog standarda. Kako autolizat nije bio potpuno rastvoran u CDClIs, kao
rastvaraC koriS¢en je DMSO-ds. Za kvantifikaciju ovih jedinjenja koriS¢ene
su vrednosti integrala metilenskih protona (za benzil-izotiocijanat) 1
anomernog protona (za jedinjenje 4-1). Na osnovu qNMR-a je utvrdeno da
koren autolizata sadrzi od 65,0% (w/w) benzil-izotiocijanata, dok je sadrzaj
jedinjenja 4-1 u autolizatu cveta bio 86,3% (w/w). Autolizat ploda je
predstavljao uglavnom smesu n-alkana, ali je detektovana i izvesna koli¢ina
jedinjenja 4-1 (4,3%, w/w). Ovi procenti dobro koreliSu sa vrednostima
dobijenim GC-FID analizom, ali merenje povrSina pikova u GC-
hromatogramima potcenjuje relativnu zastupljenost izotiocijanata za oko

10%.
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Rezultati qNMR analize omogu¢ili su nam i1 da procenimo koliCinu
glukozinolata u netaknutom biljnom tkivu. Uz pretpostavku da se reakcija
autolize odvijala kvantitativno, minimalni sadrzaji glukotropeolina i 2-(a-L-
ramnopiranoziloksi)benzil-glukozinolata u korenu, cvetu i plodu iznosili
su, redom: 0,57/-, -/4,1, i -/3,7 x 10°% (w/w). Ovi procenti ukazuju na
relativno visok sadrzaj glukozinolata, u poredenju sa drugim taksonima iz

reda Brassicales (Rosa i Rodrigues, 2001).

—» HMBC korelacije .
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Tabela 6. 'H i *C NMR hemijska pomeranja (ppm) 2-(a-L-ramnopiranoziloksi)benzil-

izotiocijanata u CDCl; i CD3SOCD3 (na 400, odnosno 100,6 MHz)

Hloroform-d DMSO-ds
Asignacija Tip ugljenika/vodonika BC H BC H
C-1 Cq 131,2 130,1
a: 4,87 b: 4,78 (d)
C-2 CH, 44,9 4,66 (s) 446 160 H
C-3 Cq 122,9 123,7
C-4 Cq 153,7 154,1
7,24 (dd)
C-s CH 1142 Je=75Hz 147 PLORD
Js7=0,9 Hz 567 S0 HZ
J7’3:1 ;dsdal_?z 7,34 (br dd)
C-6 CH 130,3 65— 5 130,4 Jos=74Hz
Jo7=17,5 Hz Jss = 8.0 Hz
Jos=1,6 Hz R
J7’0j ;dsdal_?z 7.05 (br dd)
C-7 CH 122.,4 e 122,0 Jr6=74Hz
J18=7,5 Hz Jrs=17,7Hz
J75=0,9 Hz 78 ’
7,28 (dd)
C-8 CH 1202 Ja=75Hz 1296 J7’3:8 gb;ﬁ
Jse=1,6 Hz 7= 1,/ Bz
| 5,59 (d) 5,46 (d)
C-1 CH 978 ;T 14H, 989 Jim e 14 Ha
4,32 (dd) 3,93 (br d)
c-2' CH 709  Jo=14Hz 70,6 Jrr=1,4 Hz
J2',3' = 3,3 Hz Jz',z'oH = 6,1 Hz
4,12 (dd)
C-3 CH T8 Ba=93Hz 702 TERD
Jyr=33Hz 3.30H = O,
3,71 (dd) 3,30 (br dd)
c-4' CH 73,1 Jex=93Hz 72,8 Jus=9,3 Hz
J4',5' =1 1,9 Hz J4',4'0H = 6,4 Hz
3,76 (dd) 3,71 (dd)
C-5' CH 69,4 Jse=6,0 Hz 70,9 Jse = 6,4 Hz
J5'W4' = 11,9 Hz J5v,4v = 9,3 Hz
| 1,30 (d) 1,12 (d)
C-6 CH; 177 g Ceom 184 Jos = 6.4 Hz
| 5,10 (d)
OH-2 Jroon=6,1 Hz
| 4,74 (d)
OH-3 Jy3on=6,1 Hz
| 4,83 (d)
OH-4 J33on=6,1 Hz

122



Tabela 7. Procentni sastav (GC-FID) etarskog ekstrakta autolizovanog biljnog matrijala

vrste R. lutea

. M X Sastojak® Procenat
1zracunato koren cvet plod
952 benzaldehid 1,5 - -
1026 benzil-alkohol 0,7 - -
1039 salicil-aldehid 1,2 - -
1100 undekan 0,9 - -
1160 benzoeva kiselina 7,3 - -
1320 benzil-izotiocijanat (BITC) 59,9 - -
2300 trikozan - - 17,5
2500 pentakozan - 3,6 22,2
2569 2-(a-L-ramnopiranoziloksi)benzil-izotiocijanat (4-1) - 74,7 5,2
2700 heptakozan 15,5 10,6 30,1
2900 nonakozan 9,2 5,2 19,6
Ukupno 96,2 94,0 94,6

*Eksperimentalno odredeni linearni retencioni indeksi na DB-5 koloni;
bSastojci su identifikovani pomo¢u GC, GC-MS i koinjekcije sa standardom i/ili NMR analizom;
°Procentni sastav izra¢unat iz povrsine pikova FID hromatograma bez upotrebe korekcionih faktora.

123



4.1.5. Germakranski diestri iz vrste Daucus carota L.

4.1.5.1. Odredivanje strukture jedinjenja 7-1 1 7-2

Jedinjenja 7-1 i 7-2 su izolovana iz etarskog ekstrakta cvetova D. carota.
Konektivnost u jedinjenju 7-1 (Sema 55) je odredena analizom HSQC i
HMBC spektara (numeracija ugljenika prikazana je na Semi 56). Protonski i
13C signali koji pripadaju atomima dve tiglatne grupe su asignirani pomoéu
HMBC korelacija protona vezanih za konjugovanu dvogubu vezu (H-3' 1
H-3"). H-3' (8 6,67) korelise, preko tri veze, sa karbonilnim ugljenikom C-
1" (6 167,2) koji se kupluje sa protonima metil grupe H-5" (6 1,72). H-3'
korelise 1 sa C-5' (6 11,8), kao 1 sa C-4' (0 14,2), za koji su vezani protoni
H-4" na hemijskom pomeranju 1,70 ppm. Na sli¢an nacin su asignirana
pomeranja atoma drugog tiglata. E-stereohemija dvogubih veza C(2")=C(3")
1 C(2")=C(3") je zakljuCena na osnovu NOESY spektra — H-3" i H-3"
koreliSu samo sa signalima H-4', odnosno H-4". Odsustvo NOESY
korelacija H-3" <> H-5" i H-3" < H-5" moguce je samo kod ditigloil-

diestra.

Polozaji dva oksigenovana ugljenika (C-6 1 C-8) na germakranskom
prstenu odredeni su pomoc¢u HMBC korelacija sa dve endo dvostruke veze
—H-6 (3 5,79) korelise sa tri sp’-hibridizovana ugljenika (C-1', C-5 i C-15),
dok H-8 (5,67) korelise sa samo dva sp*-hibridizovana ugljenika - C-1" i C-
10 (8 129,0). H-8 je dublet dubleta i kupluje se sa dva dijastereotopna CH>
protona vezana za C-9 (6 2,79 1 1,99). Tre¢i oksigenovani ugljenik (C-11)
nije deo prstena 1 vezan je za C-7 (0 52,9) koji koreliSe sa protonima dve
metil grupe, C-12 1 C-13 (8 1,39 1 1,43). Protoni H-2 1 H-3 takode su
asignirani pomo¢u HMBC korelacija sa dve dvogube veze. Signali protona
vezanih za C-2 (6 2,42 1 2,14) koreliSu sa C-1, C-10 1 C-4; s druge strane H-
3 protoni (6 2,17) kupluju se sa C-1, C-4 1 C-5. Stereohemija dve dvogube
veze, kao 1 relativna stereohemija tri hiralna centra (C-6, C-7 i C-8)
odredena je analizom NOESY korelacija — na primer NOESY korelacija
signala na 5,79 (H-6) 1 1,90 (H-7) moguca je samo ako su sa iste strane

prstena.
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Struktura i relativna stereohemija jedinjenja 7-2 odredena je na analogan
nacin. Z-konfiguracija dvogube veze C(2')=C(3’) utvrdena je na osnovu

prisustva kros-pika H-3" <> H-5"u NOESY spektru.

Na osnovu svega navedenog verujemo da jedinjenje 7-1 predstavlja 6,8-O-
ditigloil-(1(10F),4E)-germakradien-6f,8a,11-triol, a da je jedinjenje 7-2 6-
O-angeloil-8-O-tigloil-(1(10)E,4E)-germakradien-6f3,8a,11-triol. Oba jedi-
njenja ve¢ su izolovana iz vrste D. carota (Schmiech et al., 2008), a
spektralni podaci za oba jedinjenja odli¢no se slazu sa podacima koji su

dobijeni u naSim eksperimentima.

wOR2
=
OH
OR4

tighoil angeloil

Sema 55. Germakranski diestri izolovani iz D. carota (jedinjenje 7-1: Ry =

R» = tigloil; jedinjenje 7-2: Ry = angeloil, R = tigloil)

Sema 56. Sema numeracije ugljenikovih atoma jedinjenja 7-1 preuzeta je iz

studije Schmiech 1 saradnika (2008).
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\\\\\ORZ A / Yirg, \\\“ORZ
—_— = +
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OH
OR; OR,
Sema 57

4.1.5.2. Termalna degradacija jedinjenja 7-1 i 7-2 pri uslovima gasne

hromatografije

Jedinjenja 7-1 1 7-2 podvrgnuta su gasnoj hromatografiji sa masenom
detekcijom da bi snimili njihove EI masene spektre. Medutim, u dobijenim
hromatogramima nije bilo moguée detektovati pikove jedinjenja
molekulske mase 418 amu (koliko iznosi molekulska masa dva izolovana
jedinjenja), ve¢ jedinjenja mase 400 amu; po naSem misljenju, prilikom
gasne hromatografije dolazi do dehidratacije 1 [3,3]-sigmatropnog
premestanja® jedinjenja 7-1 i 7-2 u odgovarajuée elemanske derivate
(shema 57), Sto se moze zakljuc¢iti na osnovu oblika hromatografskih

pikova.

8 Poznato je da pod sli¢nim uslovima germakranski derivati sa 4,5 i 1,10 dvostrukim
vezama podlezu ovom premestanju (Radulovié et al., 2010).
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4.2. Sinteza 1 spektralna karakterizacija novih azaheterocikli¢nih jedinjenja
4.2.1. Sinteza i spektralna karakterizacija novih hibrida ferocena i indola

Ferocenilacetofenoni 5-2a i 5-2b su sintetisani kuplovanjem ferocena sa
odgovaraju¢im diazonijum solima (Sema 58). Reakcijom ovih ketona sa
fenilhidrazinom dobijaju se hidrazoni, iz kojih se FiSerovom indolizacijom
dobijaju jedinjenja 5-3a i 5-3b. Do sada Fiserova indolizacija nije pokusana
na supstratima koji sadrze ferocenovo jezgro. Dakle, u ovoj disertaciji je
predstavljena prva de novo sinteza indola u prisustvu ferocenske grupe.
Iako se za FiSerovu indolizaciju moze koristiti veliki broj kiselina (Li,
2004), u nasem slucaju je samo upotrebom polifosforne kiseline dobijen
prihvatljiv prinos reakcije. Koris¢enje H2SO4, p-toluensulfonske kiseline,
glacijalne sir¢etne kiseline i BF3-Et;O nije dovelo do formiranja Zeljenih
proizvoda. Takode, kada smo pokusali da sintetiSemo i tre¢i regioizomer
[2-(2-ferocenilfenil)-1H-indol], u reakcionoj smes$i su detektovani samo
tragovi proizvoda. I pored Cinjenice da je ferocenska grupa generalno
stabilna u kiselim uslovima (mnogi derivati ferocena dobijaju se reakcijama
u kiseloj sredini), verujemo da kombinacija visoke temperature i
koncentrovane kiseline koja je neophodna u FiSerovoj sintezi indola deluje
pogubno za ovaj metalocen (uocili smo da tokom reakcije dolazi do velikog
stepena razgradnje do neorganskih jedinjenja). lako su prinosi reakcija bili
relativno mali (oko 20%), ovom metodologijom smo doSli do novih
struktura hibrida ferocena i indola, kod kojih su ferocen i indolovo jezgro
povezani preko aromati¢nog prstena (do sada su bili sintetisani samo 3-

ferocenil supstituisani indoli, Lo et al., 2006; Quirante et al., 2011).
4.2.1.1. Spektralna karakterizacija hibrida ferocena i indola

Molekulska formula (C24H19FeN) dva sintetisana jedinjenja je potvrdena na
osnovu vrednosti M* u masenom spektru. U ovim spektrima su bili
dominantni molekulski jon 1 njegovi izotopski joni (ocekivano za
jedinjenjea sa tako visokim stepenom nezasi¢enja). Monoizotopske mase
molekulskih jona odgovaraju jonima koji sadrze samo najzastupljenije
izotope (12C, 'H, *’Fe i '“N). Karakteristika spektara je bio i veliki intenzitet

[M-2] jona, rezultat prisustva >*Fe izotopa. Vrednosti intenziteta jona (od
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[M-2] do [M+2]) dobro su se slagale sa teorijski predvidenim vrednostima.
Fragmentni joni su bili niskog intenziteta, ali se u oba spektra mogao uociti
jon na m/e 56 (Fe") karakteristi¢an za jedinjenje koja sadrze ferocen. Indoli
5-3a i 5-3b su potpuno okarakterisani 1D- i 2D-NMR analizama. NMR
spektri su snimljeni u razliCitim rastvaraima (Sema numeracije je

prikazana u Semi 58) i hemijska pomeranja data su u tabeli 8.

e NH

(J = .

A i T

07 i

g NaNOs / HC| ﬂ/xx[}—’ PANHNH, PR — iy
= o;/‘// H Ly :[

o MNH 2 en UL o
™ = Cry
0. = 52a-h =/ H

5-1b

Sema 58
4.2.1.2. NMR analiza jedinjenja 5-3a u DMSO-ds

Protonski spektri oba jedinjenja su pokazivali uobicajene odlike
monosupstituisanih ~ ferocenskih (Fc) sistema — dva magnetno
neekvivalentna ,,orto* (H-2" 1 H-5") protona na ¢ 4,91. Na neSto nizem
pomeranju (0 4,40) su signali dva ,,meta‘ protona (H-3" 1 H-4") 1 intenzivni
signal na & 4,07 koji potice od pet ekvivalentnth vodonika sa
nesupstituisanog ciklopentadienilnog (Cp) prstena. Nijedan od Fc protona
nije pokazivao HMBC interakcije sa ugljenicima iz ostatka molekula, ali je
u NOESY spektru opaZena korelacija izmedu signala na ¢ 4,91 (H-2") 1
signala protona sa aromati¢nog jezgra na & 7,50 1 8,02. Takvih korelacija
nije bilo za proton na 6 4,40 (H-3"), Sto zaista pokazuje da su ,,orto* protoni

na ve¢im vrednostima hemijskih pomeranja.

Prisustvo 1,3-disupstituisanog benzenovog jezgra je bilo ocigledno iz
protonskog spektra. H-2' signal se javlja kao pseudotriplet, kuplovan sa H-
4' 1 H-6' malih i gotovo jednakih vrednosti konstanti kuplovanja (1,6 Hz),
Sto implicira da su orto polozaji u odnosu na ovaj proton supstituisani.
Pseudotriplet na & 7,39 (H-5") je spregnut ve¢im J-vrednostima (7,6 1 7,8
Hz), Sto ukazuje na prisustvo dva susedna orto protona, dok signali na o

7,50 (H-4") 1 7,70 (H-6") imaju oblik dubleta dubleta dubleta (jedna veca i
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dve manje konstante kuplovanja). Ovi protoni mogu se razlikovati pomocu
NOESY spektra — H-4' koreliSe sa protonima Fc grupe, dok H-6' korelise sa

signalima iz indolovog jezgra (slika 6).

Odredivanje hemijskih pomeranja protona indolovog sistema je takode bilo
jednostavno. H-3 proton zasti¢en je delokalizacijom elektronskog para sa
azota, §to se slaze sa niskom d¢ vrednoscu (99,3 ppm) ugljenika za koji je
vezan. C-3 ugljenik korelise u HMBC spektru sa signalom na ¢ 7,57 koji
potice od protona H-9. Ostali CH protoni su udaljeni vise od tri veze od C-
3. H-9 proton kupluje se sa H-8 (ddd). Ostali protoni su bili na 6 7,45 (H-6,
dd, korelise sa NH protonom u NOESY spektru, slika 5-1) i 7,13 (H-7,
ddd).

Signali protonovanih ugljenika su lako asignirani pomocéu HSQC spektra.
U slucaju neprotonovanih ugljenika je neophodno bilo koris¢enje HMBC
korelacija (slika 6). Ugljenik na 129,2 ppm (C-4) korelise sa vodonikom H-
8, dok ugljenik na 137,6 ppm (C-5) koreliSe sa H-7 signalom. Od preostala
tri neasignirana signala ugljenika, samo signal na & 138,2 ne koreliSe sa H-
5', $to znaci da je ovaj ugljenik u sastavu indolovog prstena (C-2). Preostala
dva ugljenika je bilo nemoguce razlikovati jer pokazuju samo jednu jaku
interakciju u HMBC spektru (sa H-5' preko tri veze). 1z ovog razloga smo
se odlucili da snimimo NMR spektre ovog jedinjenja 1 u drugim
rastvara¢ima. U spektrima snimljenim u CDCIl3;, CD3CN 1 CD3OD lako se
uocavaju slabija kuplovanja preko dve veze (C-1'sa H-6'1 C-3' sa H-4"). Na
taj nacin su asignirani svi signali ugljenika i hemijska pomeranja su data u

tabeli 8.
4.2.1.3. NMR analiza jedinjenja 5-3b u DMSO-ds

Usled simetrije AA'BB' spinskog sistema centralnog benzenovog jezgra,
protonski spektar para izomera je bio jednostavniji. Protoni H-2' i H-3' se
mogu razlikovati pomo¢u NOESY (H-3' koelise sa Fc protonima) ili
HMBC (H-3' koreliSe sa jedinim neprotonovanim Fc ugljenikom)
interakcija (slika 6). Vecina rezonanci ugljenika (i svih protona) odredena
je iz uocenih interakcija u 2D spektrima, kao 1 u slucaju jedinjenja 5-3a.

Asignacija tri ugljenika na pomeranjima 6 130,1 138,3 i 138,7 nije bila tako
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jednostavna zbog malog broja HMBC interakcija ovih signala. Iz
interakcija 130,1/7,60 ppm 1 138,7/7,77 ppm (koje predstavljaju kuplovanja
ugljenika i protona preko tri veze) pomeranje od 130,1 ppm pripisali smo
ugljeniku C-1', a 138,7 ppm ugljeniku C-4'. To znaci da jedini preostali
signal ugljenika (138,3 ppm) pripada ugljeniku C-2 unutar indolovog
jezgra. Vrednost ovog hemijskog pomeranja je u skladu sa pomeranjem
odgovaraju¢eg ugljenika meta izomera. lako je nasa namera bila da
snimimo NMR spektre jedinjenja 5-3b i u drugim rastvara¢ima, to nismo

uspeli zbog jako slabe rastvorljivosti.

~—————= HMBC korelacije

NOESY korelacije

Slika 6. Vazne uo¢ene HMBC i NOESY korelacije jedinjenja 5-3a i 5-3b
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Tabela 8. 'H (400 MHz) i *C (100 MHz) NMR hemijska pomeranja 2-(3-ferocenilfenil)-1H-indola (5-3a) i 2-(4-ferocenilfenil)-1H-indola (5-3b)

2-(3-ferocenilfenil)-1H-indol

2-(4-ferocenilfenil)-1H-indol

DMSO-d, Hloroform-d Acetonitril-d; Metanol-d, DMSO-d,
C Tip ugljenika ~ 1°C 'H Bc 'H BC 'H BC 'H C Bc 'H
C-2 Cq 138,2 138,1 140,3 138 Cq 138,3
6,98 6,91 6,92 6,86
6,86
C-3 CH 99,3 J36=0,7Hz 100,0 J36=0)9 Hz 99,1 J36=0,8 Hz 98,3 CH 98,6 J36=0,7Hz
Js6=0,7 Hz
J311:2,1 Hz J311:2,1 Hz J341:2,2 Hz J3y1:2,1 Hz
C-4 Cq 129,2 129.4 129,1 129,2 Cq 1293
C-5 Cq 137,6 136,9 137,2 137,5 Cq 137,6
7,45 7,46 7,50 7,44 7,41
J6,7 = 8,1 Hz J6,7 = 7,9 Hz J6,7 = 8,1 Hz J6,7 = 8,1 Hz J(,)7 = 8,0 Hz
C-6 CH 111,7 110,9 111,1 110,7 CH 111,6
J63=0,7Hz J63=0,9 Hz J63=0,9 Hz Jo3=0,7Hz J63=0,7Hz
Jﬁ,g = 1,9 Hz Js,g = 1,9 Hz Jg,g = 1,9 Hz Jg,g = 1,7 Hz J(,)g = 1,7 Hz
7,13 725 7,20 7,12 7,09
Ji9=12Hz Ji9=12Hz Ji9=12Hz Ji9=12Hz J;3=7,1Hz
c-7 CH 122,0 122,4 122,2 121,3 CH 1218
J7,g = 7,1 Hz J7,g = 7,2 Hz J7,g = 7,1 Hz J7,g = 7,1 Hz J7)(, = 8,0 Hz
J7,6 = 8,1 Hz J7,6 = 7,9 Hz J7,6 = 8,1 Hz J7,6 = 8,1 Hz J7)9 = 1,2 Hz
7,03 7,20 7,09 7,02 7,00
ng(, = 1,0 Hz ng(, = 1,9 Hz Jg_(, = 1,9 Hz Jg_(, = 1,7 Hz Jg,7 = 7,1 Hz
C-8 CH 119,8 120,3 119,8 119,1 CH 119,7
Jg_7:7,1 Hz Jg,7:7,2 Hz Js)7:7,] Hz Js)7:7,] Hz Jg’9:7,9 Hz
ngg = 7,9 Hz Jg_g = 7,9 Hz Jg,() = 8,0 Hz Jg,() = 7,9 Hz ng(J = 1,7 Hz
7,57 7,71 7,62 7,57 7,53
C-9 CH 120,5 Jog =79 Hz 120,7  Jog=79 Hz 120,2 Jog=28,0 Hz 119,8  Jog=79 Hz CH 1203 Jos=79 Hz
J977 = 1,2 Hz J9_7 = 1,2 Hz J&),7 = 1,2 Hz J&),7 = 1,2 Hz J(),7 = 1,2 Hz
132,7
C-1' Cq ili 132,5 132,4 132,8 Cc, 1301
140,2
8,02 7,79 7,93 7,96
7,78
Cc-2' CH 122,6 Jra=1,6Hz 1229 JLa=16Hz 1224 Jra=1,7Hz 1220  Jsa=1,6Hz CH 125,5
J2'73' = 8,3 Hz
Jre=1,6 Hz Jre=1,6Hz Jre=1,7Hz Jre=1,6Hz
132,7
7,60
C-3' Cqy ili 140,4 140,3 140,1 CH 126,6
Jyyz' = 8,3 Hz
140,2
7,50 7,50 7,54 7,48
c-4' CH 1254  Jes=78Hz 1257 Jes=79Hz 1253 Jus=78Hz 1247 Jus=77Hz | C, 1387
Jeg=12Hz Jeg=12Hz Jeg=12Hz Jeg=1,1Hz
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J4',2' = 1,6 Hz J4'12 = 1,6 Hz J4V12 = 1,7 Hz J4V12 = 1,6 Hz
7,39 7,40 7,42 7,37
C-5' CH 129.,4 Js4=78Hz 129,0 Jss4=79 Hz 129,0 Js4=7,8Hz 128,5 Jss4=17,7Hz
Jsg(,' = 7,6 Hz J5'15' = 7,4 Hz J5-,6v = 7,4 Hz J5v4(; = 7,7 Hz
7,70 7,51 7,64 7,63
J(,',s' = 7,6 Hz J(,',5‘ = 7,4 Hz J6‘75' = 7,4 Hz J(,',S' = 7,7 Hz
C-6' CH 123,1 122,8 122,8 122,4
JG‘A’ = 1,2 Hz J(,V14' = 1,2 Hz J()',4v = 1,2 Hz J6'14' = 1,1 Hz
J(,gz' = 1,6 Hz J(,gz' = 1,6 Hz J()',zv = 1,7 Hz J@{z = 1,6 Hz
C-1" Cq 85,0 85,0 84,8 84,9 Cq 84,7
c-2" CH 66,9 4,91 66,7 4,76 66,5 4,83 66,3 4,81 CH 66,6 4,82
Cc-3" CH 69,4 4,40 69,1 4,41 69,1 4,39 68,7 4,38 CH 69,5 4,37
C-
CH 69,9 4,07 69,8 4,13 69,6 4,07 69,2 4,07 CH 69,8 4,04
m
NH Het-H 11,50 (8iroki s) 8,35 (siroki s) 9,85 (8iroki s) / Het-H 11,42
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4.2.2. Redukcija Bidinelijevih jedinjenja litijjum-aluminijumhidridom
4.2.2.1. Sinteza Bidinelijevih jedinjenja [6-1]-[6-19]

Sinteza Bidinelijevih jedinjenja [6-1]-[6-19] (Sema 59) vrSena je po
proceduri koju su razvili Jin i saradnici (2002). Kao kiseli katalizator je
koriS¢ena p-toluensulfonska kiselina — oc¢ekivani proizvodi su dobijeni u
odlicnim prinosima uz kratka reakciona vremena. Sirovi proizvodi lako
kristaliSu iz reakcionith smeSa 1 jednostavno se preciS€avaju
rekristalizacijom (hromatografska razdvajanja nisu bila neophodna).
Identitet jedinjenja je potvrden GC-MS, IR, UV, i 1D- i 2D-NMR
analizama. Dobijeni eksperimentalni podaci su se slagali sa publikovanim
spektralnim podacima. S obzirom da su ova jedinjenja prethodno detaljno
okarakterisana, ovde ¢emo navesti samo neke odlike NMR spektara
pripremljenih Bidinelijevih jedinjenja: 1) protoni H-7 metil-grupe se
homoalilno sprezu sa H-4 protonom homoalilnom konstantom kuplovanja
(*J = 0,6 Hz, 3to potvrduje i interakcija ovih signala u 'H-'H COSY
spektru), 2) H-4 se kupluje sa NH-3 signalom (°J = 3,4 Hz), a javlja se u
spektru u vidu dubleta kvarteta (linije kvarteta su, u najve¢em broju
slucajeva, loSe razdvojene, ali su jasno definisane nakon ozracivanja NH-3
signala u eksperimentu selektivnog homodekuplovanja), 3) NH-1 1 NH-3 se
kupluju (,,W* kuplovanjem) konstantom *J = 2,1 Hz, 4) C-2 signal (C=0O
uree) koreliSe u HMBC spektru sa H-4 (preko tri veze), ali ne koreliSe ni sa
jednim od NH protona, 5) NH-1 se kupluje sa C-5 ugljenikom iz dvogube
veze, ali ne 1 sa C-6 signalom. Bidinelijevi proizvodi su bili slabo rastvorni
u deuterisanom hloroformu, tako da su njihovi spektri uglavnom snimani u
CDsSOCDs; u spektru jedinjenja 6-5 (snimljenom u deuterohloroformu)
uoceno je Sirenje 1 pomeranje ka nizoj 6 vrednosti oba NH signala. Neke od
ovih karakteristika se pojavljuju 1 u redukcionim proizvodima ovih

jedinjenja.
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Sema 59. Strukturni diverzitet proizvoda (uokvirena jedinjenja) postiZe se
redukcijom Bidinelijevih jedinjenja pomocu LiAlH4. (*Redukciom jedinjenja 6-12
dobija se ili 6-12a ili 6-12b, u zavisnosti od redosleda dodavanja reagenasa).

DIAD = diizopropil-azodikarboksilat
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Sema 60. Numeracija koriséena pri asignaciji NMR signala

4.2.2.2. Redukcija Bidinelijevih jedinjenja [6-1]-[6-11] pomoc¢u LiAlH4

Redukcijom jedinjenja [6-1]-[6-11] (Bidinelijevih proizvoda dobijenih iz
uree 1 metil-acetoacetata), viSskom LiAlHs u suvom etru, dobijaju se, u
gotovo kvantitativnom prinosu, jedinjenja [6-1la]-[6-11a] (Sema 59).
Detaljan opis interpretacije spektara kojom smo doSli do struktura
proizvoda redukcije dat je u sledeCem odeljku. Ovakvo ponaSanje podseca
na ishode redukcija indol-3-il- i pirol-3-il karbonilnih derivata pomocu
LiAlH4. Na primer, 3-formil-1H-indol se redukuje do 3-metil-1H-indola, a
3-acetil-1H-indol do 3-etil-1H-indola (Sundberg, 1970).

Ishod redukcije N-1 (azot u poziciji 1) metilovanog Bidinelijevog
jedinjenja 6-12 je zavisio od redosleda dodavanja reaktanata. Dodavanjem
Et2O-suspenzije jedinjenja 6-12 u suspenziju LiAlH4 formira se iskljucivo
jedinjenje 6-12a u skoro kvantitativnom prinosu. Medutim, postepenim
dodavanjem redukcionog reagensa u etarsku suspenziju jedinjenja 6-12 kao
glavni proizvod (prinos: 74%) dobija se alkohol 6-12b. Ovakvo ponaSanje
N-1 metilovanih Bidinelijevih proizvoda bi se moglo ocekivati s obzirom
da je poznato da deprotonovanje kiselog NH protona prilikom redukcije
1 H-indol-3-karbaldehida utice na ishod hidrogenolize — kada je pokuSana
redukcija metilovanog derivata (1-metil-1H-indol-3-karbaldehid) dobijen je
samo 3-hidroksimetil-1-metil-1H-indol (Sundberg, 1970). U naSem slucaju
su detektovani samo tragovi proizvoda hidrogenolize (manje od 1%). Kada
je isti redosled dodavanja reagenasa primenjen u slucaju redukcije
jedinjenja [6-13]-[6-15] pomocu LiAlH4 dobijeni su alkoholi [6-13b]-[6-
15b]. Sav startni materijal izreaguje nakon 30 minuta refluksa, a duze

trajanje reakcije nema efekta na sastav i prinos proizvoda. Reakcije se
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odvijaju 1 na sobnoj temperaturi, ali su znatno duze (oko 5 sati na osnovu

TLC-a).

Redukcija jedinjenja 6-18 1 6-19 (Bidinelijevi proizvodi dobijeni iz
acetilacetona) analogna je redukciji [6-1]-[6-15]. N-Me derivat 6-18
redukcijom daje samo jedan dijastereoizomerni alkohol 6-18b. Ilako
relativna stereohemija nije mogla nedvosmisleno da se odredi na osnovu
spektralnih podataka, in silico modelovanje omogucilo nam je da
predlozimo najverovatniju stereohemiju — S* R*. Jedinjenje 6-19 daje

proizvod hidrogenolize 6-19a.

Dien 6-12¢ prvobitno je izolovan hromatografskim razdvajanjem sirovog
proizvoda dobijenog redukcijom jedinjenja 6-12. Nastajanje diena 6-12¢
nije bilo jednostavno objasniti — moguénost da se dien formira prilikom
redukcije ili alkalne obrade reakcione smeSe je odmah odbacena jer u
protonskom spektru sirovog nehromatografisanog proizvoda nije bilo
signala terminalnih =CH atoma. Ispostavilo se da se dien 6-12¢ formira
prilikom suvog nanoSenja uzorka na silika gel — suspenzija SiO; i sirovog
proizvoda je grejana na 77 °C kako bi se uklonio rastvara¢ (etil-acetat).
Medutim, kada je proizvod na kolonu naneSen u vidu CH2Cl, rastvora
izolovan je samo alkohol 6-12b. Nastajanje diena na ovaj nacin je
potvrdeno kada su refluktovanjem alkohola [6-12b]-[6-15b] u etil-acetatu u
prisustvu silika gela dobijeni dieni [6-12¢]-[6-15¢] u prinosima izmedu 50 i
60%. Ispostavilo se da je ovakav nacin dehidratacije vrlo pogodna metoda
za dobijanje diena [6-12¢]-[6-15¢] jer koriS¢enjem katalitickih koli¢ina
jakih kiselina (p-TsOH, BF3, HCI) nisu dobijeni Zeljeni dienski proizvodi.
Treba jo§ napomenuti da je alkohol 6-15b (sa MeO- grupom na
aromati¢nom prstenu u polozaju 4) bio mnogo manje stabilan od alkohola
6-13b i 6-14b — za ova dva jedinjenja je uoCena neznatna degradacija
nakon nekoliko dana ¢uvanja na sobnoj temperaturi, dok su na temperaturi
-20 °C bila potpuno stabilna. Sa druge strane, znaci degradacije jedinjenja
6-15b bili su vidljivi u NMR spektrima nakon samo nekoliko sati snimanja

u CDCIl; (Cak i kada su iz rastvaraca prethodno uklonjeni tragovi kiseline).
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Kada je dehidratacija alkohola 6-12b 1 6-15b pokusSana na sobnoj
temperaturi, ishod reakcije je bio potpuno drugaciji — doslo je do
izomerizacije 1 otvaranja dihidropirimidinonskog prstena i formiranja
acikli¢nih konjugovanih ketona 6-12d 1 6-15d. Ova jedinjenja su izolovana
nakon hromatografije na koloni silika gela u prinosu od oko 60%, ali su

njihovi rastvori u CDCIls bili stabilni svega 24 h.

Sirovi proizvod redukcije jedinjenja 6-18 je, bez prethodnog precis¢avanja,
podvrgnut dehidratacionim uslovima (refluks u etil-acetatu u prisustvu
silika-gela), a zatim je dobijena smeSa hromatografisana na stubu silika-
gela. Na taj nacin izolovana su jedinjenja 6-18a-d (Sema 64) u Cistom
stanju. Prinos alkohola 6-18a je bio manji od 5%, a najve¢i deo proizvoda

(preko 60%) €inili su proizvodi dehidratacije 6-18b-d.

Redukcijom Bidinelijevog proizvoda 6-16, koji je sintetisan iz tiouree,
dobijaju se dva izomerna proizvoda (6-16a i 6-16b) koji se razlikuju samo
u polozaju dvogube veze. Medutim, prinos ocekivanog endo alkena (6-16a)
bio je upola manji od prinosa egzo alkena 6-16b (ukupan prinos oba alkena
bio je oko 80%). Ovi rezultati pokazali su da je identitet C=X grupe
presudan za ishod redukcije litijum-aluminijumhidridom. Glavni proizvod
redukcije S-metilovanog derivata 6-17 (smeSe dva jedinjenja koja su u
tautomernoj ravnotezi) je jedinjenje 6-16a, koje se formira demetilovanjem,
redukcijom estarske grupe 1 hidrogenolizom. Identifikovali smo i1 sporedni
proizvod, pirimidinski derivat 6-20 [6-fenil-4,5-dimetil-2-

(metiltio)pirimidin].

Dien 6-12b reaguje brzo na sobnoj temperaturi sa diizopropil-
azodikarboksilatom i daje odgovaraju¢i Dils-Alderov adukt 6-12e u skoro
kvantitativnom prinosu (97%). Ova reakcija ilustruje reaktivnost i mogucu
primenu dobijenih diena za proSirenje hemijskog diverziteta jedinjenja koja

su dostupna iz Bidinelijevih proizvoda.

4.2.2.3. Odredivanje strukture proizvoda redukcije Bidinelijevih jedinjenja

pomocu LiAlH4

Jedinjenja [6-1a]-[6-11a]. Na osnovu molekulskih jona utvrdeno je da je

molekulska masa ovih jedinjenja za 44 amu manja od startnih
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dihidropirimidinona. Protonski spektri proizvoda su bili sli¢éni sa "H-NMR
spektrima pocetnih Bidinelijevih jedinjenja — jedina izrazita promena u
izgledu spektara bio je gubitak estarske MeO grupe (H-9 na oko 3,50 ppm
za Bidinelijeva jedinjenja, Sema 60) i pojavljivanje signala nove metil
grupe na oko 1,50 ppm. Hemijska pomeranja ostalih protona su bila tek
neznatno promenjena (tabele 9 i 10). U 3C NMR i IR spektrima nije bilo
odgovarajucih signala estarske karbonilne grupe. Deo molekula koji potice
od uree je bio potpuno otporan na dejstvo LiAlH4, s obzirom da su
rezonance C-2 signala bile prisutne u '3C NMR spektrima i nakon
redukcije. Hemijska pomeranja novonastale metil grupe (H-8) ukazivala su
da je ona na dvostrukoj vezi (to je potvrdeno i iz HMBC spektara). Signal
H-8 korelisao je ne samo sa ugljenicima dvogube veze (C-5 1 C-6) ve¢ i sa
C-4, sto ukazuje da je redukcija dovela do deoksigenacije estarske grupe i
formiranja proizvoda [6-1a]-[6-11a]. Na osnovu iznetog zakljucili smo da
se redukcijom Bidinelijevih jedinjenja sintetisanih ih uree i acetoacetata

dobijaju 4-aril-5,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2-(1 H)-oni.

Jedinjenja 6-12a-d. Redukcijom N-metildihidropirimidinona 6-12 dobijena
su dva proizvoda. Identitet sporednog proizvoda (6-12a) je lako utvrden s
obzirom da je struktura ovog jedinjenja analogna strukturama [6-1a]-[6-
11a]. Dodatni signal MeN-grupe na 3,18 ppm je zamenio signal protona
vezanog za N-1, koji se u jedinjenjima [6-1a]-[6-11a] obi¢no nalazio na
oko 6,10 ppm. Glavni proizvod reakcije (prinos 74%) bio je alkohol 6-12b.
Dva dijastereotopna protona na 4,22 i 3,52 ppm kupluju se sa protonom
OH-grupe (4,65 ppm, dd, J = 6,3, 4,5 Hz, CD3SOCD3). Dehidratacijom
alkohola 6-12b dobijen je dien 6-12¢ sa dve egzo dvostruke veze.
Asignacija hemijskih pomeranja za dcetiri =CH: protona izvrSena je
analizom NOESY spektara (tabela 11). Prisustvo nOe korelacije izmedu
NMe protona (na 3,16 ppm) i dubleta (Jeem = 1,5 Hz) na 4,22 ppm
omogucilo je da pripiSemo ovaj signal protonu H-7,u. Ovaj signal se
kupluje sa signalom H-7i, koji koreliSe u NOESY spektru sa signalom H-
8in. H-8in se geminalno kupluje sa H-8ut, a oba protona dodatno se kupluju,
preko Cetiri veze, sa H-4. Pozicije dvostrukih veza mogu da se odrede i iz

HMBC spektara: protoni vezani za C-8 koreliSu sa ugljenikom C-6 dok
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protoni vezani za C-7 koreliSu sa C-5. Usled delokalizacije slobodnog
elektronskog para azota, hemijsko pomeranja signala C-7 se znacajno
razlikuje (za skoro 25 ppm) od pomeranja C-8. Izomerizacijom 6-12b se
dobija acikli¢no jedinjenje 6-12d. Ugljenik karbonilne grupe (199,7 ppm)
korelise u HMBC spektru sa metil protonima C-7 i sa dva protona na sp’
hibridizovanom ugljeniku C-8. H-8 protoni se kupluju sa C-4, H-4 se
kupluje sa NH-3 (J = 8,4 Hz), ugljenik uree C-2 kupluje se sa H-1
protonima, dok NH-1 i NH-3 protoni koreliSu (hemijska izmena) u NOESY
spektru. Na osnovu ovih korelacija zakljucili smo da je struktura jedinjenja

6-12d: 3-(1-fenil-2-metilen-3-oksobutil)-1-metilurea.

Jedinjenja 6-16a-b. Nakon redukcije dihidropirimidintiona 6-16 izolovana
su dva proizvoda. Proizvod 6-16a (dobijen u prinosu od 22%) je lako
identifikovan jer su njegovi NMR spektri posedovali iste karakteristike kao
i jedinjenja [6-1a]-[6-11a]. Glavni prozvod redukcije 6-16b (prinos 57%),
izomer jedinjenja 6-16a, posedovao je jednu egzo metilensku grupu (dva
protona na dvostrukoj vezi, hemijskih pomeranja 5,15 i1 4,68 ppm, vezana
su za isti ugljenik, 6c 113,2). Tacno mesto dvostruke veze u molekulu
odredeno je analizom HMBC spektra — protoni vezani za dvostruku vezu
korelisu, preko tri veze, sa CH ugljenicima na 61,0 ppm (C-4) 1 51,5 ppm
(C-6), Sto je moguce samo ako dvostruka veza povezuje C-5 i C-8.
Interesantno je da su sve konstante kuplovanja protona u spektru (izuzev
kuplovanja unutar fenil grupe 1 kuplovanja protona H-7 i H-6, J = 6,6 Hz)
bile iste vrednosti (J = 1,5 Hz) — geminalno kuplovanje H-8 protona (pro-£
1 pro-Z), alilna kuplovanja izmedu H-6 1 H-8, kao 1 izmedu H-4 i H-8, i
,» W kuplovanje H-4 1 H-6. Pomenuto ,,W* kuplovanje postoji samo ako je
relativna stereohemija formiranog 6-fenil-4-metil-5-
metilentetrahidropirimidin-2(1H)-tiona bila 45*, 6R*, to jest ako se metil- i

fenil- grupe nalaze sa iste strane ravni heterocikli¢nog prstena.

Metilovanjem jedinjenja 6-16 dobija se ravnotezna smeSa S-metilovanih
tautomera 6-17 (metil-4-fenil-6-metil-2-(metiltio)-1,4-dihidropirimidin-5-
karboksilat 1  metil-6-fenil-4-metil-2-(metiltio)-1,6-dihidropirimidin-5-
karboksilat). Redukcijom smese tautomera pomoc¢u LiAlH4 dobijaju se dva

jedinjenja 6-16a i 6-20; hemijska pomeranja ugljenika C-2, C-4, C-51 C-6
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karakteristicna su za pirimidinske derivate, a konektivnost je potvrdena
uocenim HMBC i NOESY korelacijama tri prisutne metil grupe. Metil-
grupa vezana za sumpor pokazuje samo jedno daljinsko CH kuplovanje (sa
C-2), H-7 se kupluje sa C-5 (kroz dve) i C-6 (kroz tri veze), dok H-8
korelise sa C-4 1 C-6 (kroz tri veze) 1 sa C-5 (kroz dve veze). Dobijeni
spektralni podaci su ukazivali da je struktura jedinjenja 6-20 6-fenil-4,5-

dimetil-2-(metiltio)pirimidin.

140



Tabela 9. *C NMR hemijska pomeranja (ppm) jedinjenja [6-1a]-[6-11a] u CDCl; ili CD;SOCD; na 100,6 MHz

Signal  6-1a (CDCl5) 6-2a (CDCly) 6-3a (CDCl;) 6-4a (CDCl;)  6-5a (CDCly) 6-6a (CDCly) 6-7a 6-8a (CDCly) 6-9a 6-10a (CDCl;) 6-11a
(CDCls) (CDC (CD;SO
13) CDs)
C-2 153,6 153,7 154,2 153,8 154,0 153,4 154,4 154,1 153,8 1543 153
C-4 61,8 61,4 61,6 58,4 61,0 61,7 54,1 60,8 61,1 53,8 53,1
C-5 102,8 102,8 102,5 101,9 102,8 102,6 101,1 102,4 102,1 101,1 98,6
C-6 125,2 125,2 125.5 126,3 1253 1254 127,5 125.8 126,0 126,9 127,3
C-7 15,7 15,6 15,5 15,5 15,5 15,7 15,6 15,5 15,6 15,5 14,8
C-8 14,3 14,3 14,3 14,1 14,3 14,3 14,8 14,3 14,3 14,2 14,0
C-1’ 143,2 140,4 1434 140,1 135,6 144,8 129,3 139,2 145,9 129,7 155,7
Cc-2’ 127,0 127,0 127,7 135,6 128,2 113,2 157,1 128,7 114,0 160,2 105,7
C-3 128.8 1294 138,4 130,6 114,0 160,0 110,4 115,6 163,1 115,5 110,1
c-4 128,1 137,7 128,5 128,3 159,0 112,8 120,8 162,4 115,0 129,5 142,1
C-5 128,7 126,7 129,8 127,5 130,3 124,7
C-6’ 1242 127,8 119,4 129,0 122,7 128.8
C-17 21,1 21,4 19,0 55,3 553 55,3
Tabela 10. '"H NMR hemijska pomeranja (ppm) jedinjenja [6-1a]-[6-11a] u CDCI; ili CD;SOCD; na 400 MHz
Signal 6-1a 6-2a 6-3a 6-4a 6-5a 6-6a 6-7a 6-8a 6-9a 6-10a 6-11a
(CDCls) (CDCly) (CDCls) (CDCl) (CDCly) (CDCl) (CDCl) (CDCly) (CDCly) (CDCl) (CD;SOCD;)
H-2 Bc
H-4 4,77 4,78 4,74 5,12 4,74 4,75 5,16 4,74 4,76 5,19 4,69
H-5
H-6
H-7 1,80 1,79 1,81 1,81 1,81 1,80 1,87 1,78 1,80 1,83 1,67
H-8 1,44 1,43 1,45 1,39 1,44 1,44 1,56 1,41 1,44 1,51 1,47
H-1’
H-2’ 7,20 7,23 7,25 6,18
H-3’ 7,27-7,39 7,17 7,03-7,14 7,11-7,20 6,88 6,80-6,95 6,88 7,00 6,90-7,10 7,05 6,37
H-4 (5H) (4H) (4H) (4H) 7,14 (4H) 7,35 7,57
H-5° 6,92 7,16
H-6 7,25 7,27
H-1” 2,34 2,36 2,38 3,82 3,80
NH-1 6,10 6,78 7,51 / 7,18 6,43 6,59 7,47 7,20 7,27 8,02
NH-3 4,99 5,17 5,49 5,60 5,36 5,09 5,28 / 5,53 5,34 7,01
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Tabela 11. 'Hi C NMR hemijska pomeranja (ppm) jedinjenja 6-12¢-15¢ u CDCl; na 400, odnosno 100,6 MHz

Signal 6-12¢ (CDCl3) 6-13¢ (CDCl3) 6-14¢ (CDCl3) 6-15¢ (CDCLy)
13C IH 13C lH ]3C lH 13C ]H
C-2 153,9 153,7 153,8 153,9
C-4 58,2 5,00 57,5 5,01 58,1 4,98 57,9 4,98
C-5 139.4 139,3 139,3 138,0
C-6 142,9 142,7 142,9 140,3
C-7 89,2 4,20 (H-70ur, d, J=1,5 Hz) 89,4 4,24 (H-7our, d, J=1,5 Hz) 89,2 4,21 (H-70ur, d, J=1,5 Hz) 89,1 4,20 (H-7our, d, J=1,5 Hz)
4,57 (H-Ti, d, J=1,5 Hz) 4,59 (H-Tw, d, J=1,5 Hz) 4,58 (H-Ti, d, J=1,5 Hz) 4,55 (H-Tw, d, J=1,5 Hz)
C-8 113,3 4,84 (H-8our, d, J=0,7 Hz) 113,4 4,84 (H-8our, d, J=0,6 Hz) 113,4 4,80 (H-8our, d, J=0,7 Hz) 113,2 4,81 (H-8our, d, J=0,7 Hz)
5,57 (H-8, d, J=0,7 Hz) 5,59 (H-8, d, J=0,6 Hz) 5,57 (H-8, d, J=0,7 Hz) 5,55 (H-8n, d, J/=0,7 Hz
C-1’ 139,9 135,6 (d, J=3,0 Hz) 141,5 139,6
c 126,6 128,3 (d, J=8,1 Hz) 7,28 (2H) 113,5 126,5
C-3 128.8 7.27-7,40 (GH) 115,8 (d, J=21,9 Hz) 7,08 (2H) 160,0 6,80-6,95 (4H) 129,5 17 (4H)
c-4 128,1 162,5 (d, J=247,0 Hz) 112,3 ’ ’ 136,8
C-5 129,9
C-6’ 118,9
C-17 55,3 3,80 21,1 2,34
N-Me 30,4 3,16 30,4 3,18 30,4 3,17 30,4 3,17
NH-3 / 5,38 5,30 5,24
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4.2.2.4. Kiselost Bidinelijevih jedinjenja (jedinjenje 6-1)

Drasti¢na razlika u ishodu redukcija N-1 metilovanih i nemetilovanih
Bidinelijevih jedinjenja ukazuje na ulogu H-1 protona vezanog za N-1 u
reakciji. Kiselost Bidinelijevih jedinjenja (6-1) je po prvi put odredena u
ovoj disertaciji. UV spektri jedinjenja 6-1 u oblasti pH 13,20-13,59
prikazani su na slici 7. Jasno uocljiva izobesticka tacka ukazuje da je
interkonverzija jedinjenja 6-1 i njegove konjugovane baze jedini proces
koji se odigravao u rastvoru, Sto potvrduje validnost spektrofotometrijske
metode za odredivanje pKa.. Konstanta kiselosti je izracunata
transformacijom izraza klasi¢ne spektrofotometrijske jednacine (za vise
detalja pogledati eksperimentalni deo). Odredena vrednost (pK. = 13,52)
ukazuje na dramatican uticaj dodatne konjugacije (u 3-aminoakrilatnom
fragmentu) na kiselost NH-1 protona; kada se uporedi sa nesupstituisanom

ureom (pK, = 27), kiselost NH protona je poveéana za faktor 1013
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Slika 7. UV spektri jedinjenja 6-1 snimljenih u oblasti pH 13,20 — 13,59
4.2.2.5. Mehanizmi redukcija Bidinelijevih jedinjenja

Mehanizmi su ispitani eksperimentima sa deuterisanim redukcionim
agensom. Redukcije jedinjenja 6-1 i 6-12 izvedene su pomocu litijum-
aluminijjumdeuterida. Metil grupa C-8 u jedinjenju 6-1 je potpuno
deuterisana, $to se moze zakljuéiti iz pojave hepteta na 13,5 ppm u *C
NMR spektru, gubitka H-8 signala i pojednostavljenja multipleta H-4 i H-7.
Broj inkorporiranih deuterijuma i njihov polozaj potvrden je pomocu m/z

vrednosti molekulskog jona i pojave [M - CDs3]" fragmentnog jona u
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masenom spektru. Prisustvo kvinteta na 58,6 ppm ukazuje na vezivanje dva
deuterijuma za C-8 prilikom redukcije kompleksnim deuteridom. Na
osnovu ovih eksperimenata zakljucili smo da se redukcije Bidinelijevih
jedinjenja pomocu LiAlH4 (date u shemama 61 do 63) sastoje od slede¢ih

koraka:

(1) U prvom koraku, LiAlH4 napada estarsku ili ketonsku karbonilnu
grupu  Bidinelijevog jedinjenja. Ovom  koraku prethodi
deprotonovanje relativno kiselog NH-1 azota, ukoliko je u sintezi
Bidinelijevog jedinjena koriS¢ena urea. Deprotonovanje smanjuje
elektrofilnost estra/ketona $to se vidi 1 iz neuspesnih pokusaja da se
jedinjenje 6-1 hidrolizuje bazom (suprotno tome, N-metilovani
analog lako podleze hidrolizi, Singh 1 Singh, 2012).

(2) Generisani tetraedarski intermedijer se raspada na aldehid koji
podleze napadu drugog ekvivalenta hidridnog reagensa, ¢ime se
dobija alkoksidna (preciznije, aluminatna) vrsta i. Kod jedinjenja 6-
18 1 6-19, ovaj intermedijer se formira u prvom koraku. Kod N-1
metilovanih Bidinelijevih jedinjenja reakcija se ovde zaustavlja i
nakon bazne obrade dobijaju se alkoholi 6-12b 1 6-15b.

(3) Kod Bidinelijevih jedinjenja sintetisanih iz wuree, slobodni
elektronski par sa negativno naelektrisanog azotovog atoma
izbacuje, preko C-5-C-6 dvostruke veze, odlaze¢u grupu
(najverovatnije aluminat) iz molekula, ¢ime se dobija intermedijer
ii. Intermedijer ii (konjugovani imin) je elektrofilan (u poloZajima
C-6 1 C-8) zbog konjugacije sa C-2 karbonilnom grupom.

(4) Proizvodi [6-1a]-[6-11a] se formiraju Majklovom adicijom treceg
hidridnog ekvivalenta na konjugovani imin ii 1 protonovanjem
prilikom obrade reakcije. Mogu¢ je i drugaciji mehanizam: napad
hidrida na C-6 atom intermedijera ii dovodi do formiranja egzo
dvostruke veze, a dobijeni proizvod prilikom obrade tautomerizuje
u stabilniji proizvod (6-1a). Ovaj mehanizam je, medutim, odbacen
— redukcija jedinjenja 6-1 litijum-aluminijumdeuteridom daje
isklju¢ivo proizvod u kojem je C-8 potpuno deuterisan. Ako bi se

paralelno odvijala oba mehanizma, procenat deuterisanja C-8 bio bi
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manji od 100% (s obzirom da bi doslo do vezivanja protona iz H>,O
prilikom obrade).

(5) Mehanizam nastanka 6-16b sastoji se od direktnog nukleofilnog
napada hidrida na iminski ugljenik, C-6, u intermedijeru ii (Sema
62). UocCena stereoselektivnost (kompleksni hidrid napada pretezno
sa manje sterno zastiCene strane heterocikli¢nog prstena, nasuprot
fenil grupe) potvrduje da se jedinjenje 6-14b formira direktnim
nukleofilnim napadom na C=N. Razlika u regiohemiji hidridnog
napada najverovatnije potice od odsustva produZzene delokalizacije
kod Bidinelijevih jedinjenje sintetisanih iz tiouree.

(6) Zagrevanje alkohola 6-12b u prisustvu silika-gela dovodi do
dehidratacije; medutim, na sobnoj temperaturi dolazi do
izomerizacije 1 otvaranja prstena. Formiranje jedinjenja 6-12¢ i 6-
12d najverovatnije se odvija preko istog intermedijera -
konjugovanog iminijum jona (Sema 63). Na vi§im temperaturama
dobija se dien 6-12¢ koji je favorizovan entropijom, dok se na
sobnoj temperaturi dobija termodinamicki stabilniji konjugovani
keton 6-12d.

(7) Mehanizam koji bi objasnio nastajanje jedinjenja 6-18b-d dat je na
Semi 64. Sve reakcije se odvijaju kroz zajednicki intermedijer,
konjugovani iminijum katjon i. Majklovom adicijom hidrida na C-8
intermedijera i dobija se jedinjenje 6-18b. Kiselo katalizovana
dehidratacija alkohola 6-18a daje dien 6-18d (najverovatnije
gubitkom protona intermedijera i). Za formiranje jedinjenja 6-18c
moguce je predloziti dva mehanizma — ovo jedinjenje mozZe da
nastane iz diena 6-18d [1,5]-sigmatropnim premeStanjem vodonika
ili tautomerizacijom intermedijera i. Vrlo je verovatno da barem
male koli¢ine jedinjenja 6-18c¢ nastaju iz i — uocili smo da ovaj
proizvod nastaje redukcijom Bidinelijevog jedinjenja 6-18 pomocu
NaBH4 kao jedini dehidratacioni proizvod (prinos 5%) kada se
reakciona smeSa obradi bazom. Time se jedinjenje 6-18d eliminiSe
kao prekursor 6-18c¢ jer su neophodni kiseli uslovi za nastajanje

diena.
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Sema 61. Predlozeni mehanizam redukcije jedinjenja 6-1 (i drugih Bidinelijevih
jedinjenja bez N-1-Me grupe) pomocu LiAlDs4, kojom se dobijaju deoksigenovani
proizvodi [6-1a]-[6-11a]
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Sema 62. Predlozeni mehanizam redukcije jedinjenja 6-16 litijum-

aluminijumhidridom, kojom se dobija jedinjenje 6-16b
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Sema 63. PredloZeni mehanizmi dehidratacije (gore) i izomerizacije (dole)
jedinjenja 6-12 (i drugih alkohola koji se dobijaju redukcijom N-metilovanih
Bidinelijevih jedinjenja)

146

H — |/&—>
N~ ~O



S)
2 R,
O
<O R:AIO
NH — T Ny /N T NH
| G |
®
N/&o N/&O A\‘N/&O T/&O
L LA, | \ |
6-18 i 6-18b
H,O
@
OH TOH,
® A A NTRTERFEN
NH H NH » NH
| A 5 A'/& \/nll/&o A
N" o "“ 0 HQ |® 'T‘ 0
| .
6-18a ! 6-18d
[1,5]-sigmatropno
premestanje &\
H /\ - I-p = NH vodonika A NH
Sy NH ‘ A o PN
N N So NS0
\
\
i 6-18¢ 6-18d
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4.3. Bioloske/farmakoloske aktivnosti izolovanih i sintetisanih jedinjenja
4.3.1. Antimikrobna aktivnost epoksigermakrona

Epoksidacija germakrona omogucila nam je da dobijemo dovoljno
materijala za testiranje antimikrobne aktivnosti. Vrednosti MIK su
odredene mikrodilucionom metodom za 6 bakterijskih 1 1 soj gljivice.

Dobijene vrednosti date su u tabeli 12.

Vrednosti MIK za 4,5-epoksigermakron na bakterije bile su u oblasti od 10
ug/ml, (43 nmol/ml), za Bacillus subtilis, do 3,34 mg/ml (14,3 pmol/ml), za
soj Escherichia coli. 1,10-Epoksigermakron je bio 10 puta aktivniji na B.
subtilis dok su ostale vrednosti MIK i MBK bile priblizno iste kao
vrednosti za 4,5-epoksid. Oba jedinjenja su pokazala slabu antifungalnu

aktivnost na gljivicu Candida albicans.

lako je veéina vrednosti MIK bila znacajno viSa od onih za testirane
kontrole, najveca uoCena aktivnost (u slucaju B. subtilis) bila je samo 10
puta manja od aktivnosti tetraciklina. Ovaj rezultat je veoma impresivan
ako se ima u vidu da etarska ulja i njihovi sastojci nisu efikasni
sastojci etarskih ulja imaju vrednosti MIK koje su reda veli¢ine mg/ml (uz
retke izuzetke kao Sto su etarsko ulje G. macrorrhizum, Radulovi¢ et al.,

2010).

Oba jedinjenja su pokazala mnogo vece antibakterijske aktivnosti od
germakrona na B. subtilis (Radulovi¢ et al., 2010). 1,10-Epoksigermakron
je 1250 puta aktivniji prema B. subtilis od germakrona. Medutim, iako se
ove aktivnosti mogu smatrati izuzetno jakim, doprinos ovih jedinjenja
aktivnosti celog ulja (vrednosti MIK prema B. subtilis bile su 0,4 ug/ml za
ulje rizoma 1 1,0 pg/ml za ulje nadzemnog dela) zanemarljiv je usled male
zastupljenosti dva epoksida u ulju (< 1,0%). Medutim, 4,5-
epoksigermakron je glavni sastojak etarskog ulja nekoliko biljnih vrsta roda
Curcuma (Shiobara et al., 1985; Kojima et al., 1998; Matsuda et al., 1998) i
vrste iz ovog roda se tradicionalno koriste za leCenje bakterijskih infekcija.
To znaci da bi ovo jedinjenje moglo da bude jedan od glavnih aktivnih

principa taksona koji pripadaju ovom etnofarmakolo$ki vaznom rodu.
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PoboljSanje antimikrobne aktivnosti koje se javlja inkorporiranjem O-
atoma u germakron moze da se smatra posledicom uvodenjem dodatne
farmakofore. Epoksigermakroni sadrze ne samo a,B-nezasi¢enu karbonilnu
grupu ve¢ 1 vrlo reaktivni oksaciklopropanski prsten koji moze da se otvori
1 intra- (Hikino et al., 1977; Piet et al., 1995; Kuroyanagi et al., 1990) i
intermolekulski. Ovim procesima dolazi ili do direktne kovalentne
modifikacie bioloskog (bakterijskog) nukleofila (i gubitka njegove
funkcije) ili stvaranja niza reaktivnih elektrofilnih vrsta (Perez Morales et
al., 2013) koji mogu da reaguju sa pomenutim nukleofilima.
Intramolekulski put je vrlo povoljan, $§to se moze 1 zakljuciti po

nestabilnosti epoksida u kiseloj sredini.

Vazan faktor koji moZe doprineti Siroj upotrebi ovih jedinjenja je i
jednostavnost kojim se mogu dobiti, to jest, germakron se moze u velikim
koli¢inama izolovati iz etarskog ulja G. macrorrhizum, biljne vrste koja se
industrijski uzgaja. Takode, moguce je izbeci upotrebu toksi¢nog reagensa
mCPBA s obzirom da postoji veliki broj ,zelenih® procedura za

epoksidaciju olefina (van Vliet et al., 2001).
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Tabela 12. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK [pmol/ml]), minimalne baktericidne

koncentracije (MBK [umol/ml]) i minimalne fungicidne koncentracije (MFK) germakron-1,10-

epoksida (2-1) i germakron-4,5-epoksida (2-2)

Sojevi 2-1 2-2 Kontrola [nmol/ml]
MIK MBK MIK MBK MIK/MBK (tetraciklin)
Bakterijski sojevi
Gram-negativni
Escherichia coli 7,14 14,3 14,3 14,3 3,51/3,21
Pseudomonas aeruginosa 0,043 0,214 0,855 2,14 7,02/7,02
Salmonella enteritidis 7,14 7,14 7,14 14,3 7,02/7,03
Gram-pozitivni
Bacillus subtilis 0,0043 0,0086 0,043 0,086 0,195/0,195
Listeria monocytogenes 7,14 14,3 7,14 14,3 36,0/36,0
Staphylococcus aureus 7,14 7,14 7,14 14,3 0,202/0,202
MIK MFK MIK MFK  MIK/MFK (nistatin)
Soj gljivice
Candida albicans 21,4 >42.8 10,7 >42.8 0,09/0,09
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4.3.2. Antinociceptivno dejstvo etarskog ulja Ferula ovina (Boiss.) Boiss. 1

bornil-4-metoksibenzoata

Antinociceptivne aktivnosti etarskog wulja F. ovina 1 bornil-4-
metoksibenzoata su odredivane u tri modela nocicepcije u kojima se
ispituju dva razli¢ita tipa bolnog nadrazaja (termalni i hemijski bolni

nadrazaj).
4.3.2.1. Model hemijskog bolnog nadrazaja

U ovom modelu, po ubrizgavanju sir¢etne kiseline dolazi do sinteze i
otpusStanja prostaglandina i medijatora simpatickog nervnog sistema,
aktivacije 1 senzitizacije perifernih hemosenzitivnih nociceptivnih receptora
i aktivacije upalnog procesa, $to rezultuje abdominalnim gréenjem (Haider
et al., 2011). Etarsko ulje (FO) je pokazivalo jako antinociceptivno dejstvo,
Sto se najjasnije videlo po inhibiciji abdominalnog gréenja izazvanog
sirCetnom kiselinom (slika 8). Za zivotinje tretirane etarskim uljem vrste F.
ovina, u dozi od 200 mg kg! telesne mase, zabeleZeno je smanjenje broja
gréeva (92%) sto je bilo priblizno efektu acetilsalicilne kiseline u istoj dozi
(200 mg kg, 90%, tabela 13). Od ranije je poznato da neki od glavnih
sastojaka etarskog ulja vrste F. ovina (tabela 4) poseduju analgetsko dejstvo
(de Sousa, 2011), pa prisustvo monoterpena mircena, o- 1 P-pinena,

limonena 1 sl. moZe barem delom da objasni uo¢enu aktivnost ulja.

Uporedo sa uljem je testiran i1 novi prirodni proizvod, bornil-4-
metoksibenzoat (BMB). Ovo jedinjenje je pokazalo gotovo identican efekat
(~83%, 200 mg kg') kao etarsko ulje (slika 8). Uodeno je statisticki
znacajno dejstvo (smanjenje broja gréeva) za FO i BMB u svim testiranim
dozama, uz doznu zavisnost. Rezultati dobijeni pri testiranju FO 1 BMB i
dozi od 200 mg kg™! nisu se statisti¢ki razlikovali od dejstva aspirina u istoj
dozi. Lazno pozitivni rezultati u ovom testu su moguci, pri ¢emu misicni
relaksanti, adrenergic¢ni blokatori, antihistaminici 1 neuroleptici ispoljavaju
lazno pozitivno dejstvo (Le Bars et al., 2011). Kako je borneol
nekompetitivni inhibitor nikotinskih receptora koji su ukljuceni u regulaciju
kontrakcije skeletnih misica (Park et al., 2003), moze se spekulisati da

bornil-4-metoksibenzoat poseduje miorelaksantnu aktivnost.
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Slika 8. Efekat akutnog tretmana etarskog ulja vrste F. ovina (FO, u dozama 50,
100 i 200 mg kg™!), bornil-4-metoksibenzoata (BMB) i acetilsalicilne kiseline,
ASA (200 mg kg!), na broj gréeva kod miSeva tretiranih siréetnom kiselinom.
Kontrola je primila maslinovo ulje. Vrednosti su date kao srednja vrednost + SD,
n=06.1z ANOVA i Tjukijevog testa, *p < 0,001 u odnosu na kontrolu; #p < 0,001

u odnosu na ASA.

4.3.2.2. Model termalnog bolnog nadrazaja

Analgetsko dejstvo etarskog ulja F. ovina je odredivano pomocu metode
vruce ploce 1 testa uranjanja repa kojima se ispituje dejstvo supstanci na
percepciju bola u centralnom nervnom sistemu. Vazno je napomenuti da u
testu abdominalnog grcenja 1 centralni 1 periferalni analgetici daju pozitivne
rezultate. Centralna kontrola bola je pod uticajem modulacije bolnog
nadrazaja od strane moZdanih celijskih grupa (jedra) poput locus
coeruleus/subcoeruleus 1 raphe kompleksa. Smatra se da je metoda vruce
ploce selektivni test za supstance koje uti¢u na supraspinalni odgovor (Le
Bars et al., 2011), to jest, na strukture mozga koje percipiraju bol i nalaze
se iznad ki¢mene mozdine. Testirano etarsko ulje je izazivalo povecanje
vremena reakcije pri temperaturi od 55 + 1 °C. Izracunati procenat
inhibicije reakcije, u dozama od 50, 100 i 200 mg kg!, i morfina (u dozi 5
mg kg!) iznosio je: 13,2, 21,1, 28,4 i 72,7% (tabela 13). Statisticki
znacajan efekat najveée doze od 200 mg kg!' ulja zabeleZen je nakon 30

minuta od tretiranja (slika 9). Najjaci efekat ulja na percepciju termalnog
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nadrazaja (maksimalno povecanje vremena reakcije) uoceno je 90 min
nakon tretiranja (za sve doze), i ostao je na priblizno istom nivou do kraja
cksperimenta (slika 9), dok se efekat morfina (5 mg kg™!) javio znatno brze
(svega 15 min nakon aplikacije, slika 9).

Tabela 13. Antinociceptivno dejstvo (procenat inhibicije) i.p. injektiranja etarskog
ulja F. ovina (FO), bornil-4-metoksibenzoata (BMB) i pozitivnih kontrola

(acetilsalicilna kiselina, ASA* u testu abdominalniog gréenja i morfin** u
testovima vrucée ploce i uranjanja repa).

% inhibicije
Doza
Grupa Test . Test
(mg/kg) abdominalnog Teslt();/?f © uranjanja
gréenja’ p repa’
50 71,7 13,2 38,5
FO 100 77,1 21,1 42,8
200 92,4 28,4 55,8
50 52,2 -7,1% 32,6
BMB 100 64,1 -7,4% 42,8
200 82,6 -1,7* 49,9
Pozitivna S
2007/5 90,2 72,7 80,6
kontrola

# - reakcija miSeva je bila brza od reakcije kod miSeva kori$¢enih za odredivanje
bazne reakcije.

Kod Zivotinja tretiranih bornil-4-metoksibenzoatom uoceno je drugalije
ponadanje u ovom testu. Zivotinje koje su tretirane bornil-4-
metoksibenzoatom su znacajno brZe reagovale na termalni stimulus od
kontrolnih, a ovo ponaSanje se moze opisati kao hiperalgezija ili kao
alodinija (slika 9). Hiperalgezija predstavlja povecanje osetljivosti na bol
kroz smanjenje praga bola’ i/ili pojacanje odgovora na bol koji prelazi prag,
a alodinija je postojanje osecaja bola kao odgovor na nenociceptivni

nadrazaj (Sandkuhler, 2009)!°.

9 Skraéenje vremena reakcije na isti termalni nadrazaj (npr., ista temperatura vruce ploce)
10 Reakcija zivotinje na nizu temperaturu

153



Na slici 9 se moze uociti kako se smanjuje vreme reakcije miseva na

termalni nadrazaj u svim testiranim dozama bornil-4-metoksibenzoata.

Samo je najveca doza dovela do kratkotrajne analgezije (od 15 do 45 min)

nakon ¢ega je kod zivotinja ponovo nastupila hiperalgezija/alodinija.

Vreme reakcije (s)

Vreme reakcije (s)

2549 -+ 50 mglkg
-+ 100 mg/kg
-+ 200 mg/kg
op{ = morfin 5 mg/kg
- kontrola 10 ml/kg
15+
104 ot
it
¥
5_
0
725, O 15 30 45 60 90 120
Vreme naken tretiranja (min)
20+
15+
10+
5~
0

0 16 30 45 60 90 120
Vreme nakon tretiranja (min)

Slika 9. Efekat etarskog ulja vrste F. ovina (u dozama od 50, 100 i 200 mg kg™') na

nociceptivni odgovor u testu vruce ploce (A) i efekat bornil-4-metoksibenzoata

(50, 100 1 200 mg kg™!) u istom testu (B), u poredenju sa aktivno$éu morfina (5 mg

kg!) i kontrolom (maslinovo ulje, 10 mL kg'). Rezultati su izraZeni kao srednja

vrednost = SD, n = 6. Iz ANOVA i Tjukijevog testa, *p < 0,001, **p < 0,01, ***p

< 0,05 u odnosu na kontrolu; #p <0,001 u odnosu na morfin.
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Slika 10. Efekat etarskog ulja vrste F. ovina (u dozama od 50, 100 i 200 mg kg™)
na nociceptivni odgovor u testu uranjanja repa (A) i1 efekat bornil-4-
metoksibenzoata (50, 100 i 200 mg kg') u istom testu (B), u poredenju sa
aktivno§¢u morfina (5 mg kg') i kontrolom (maslinovo ulje, 10 mL kg™).
Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost + SD, n = 6. Iz ANOVA i Tjukijevog
testa, *p < 0,001, **p < 0,01 u odnosu na kontrolu; #p <0,001, ##p < 0,01, ###p

<0,05 u odnosu na morfin.
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Limonen, jedan od glavnih sastojaka testiranog ulja, nema dejstvo na
supraspinalnu nocicepciju (do Amaral et al., 2007) za razliku od ulja koje
smo testirali. Medutim, utvrdeno je da mircen, koji ¢ini oko 13% ulja,
stimuliSe otpustanje endogenih opioida kroz medijaciju a2-adrenoreceptora
(Rao et al., 1990). Moze se pretpostaviti da mircen doprinosi uocenoj
analgetskoj aktivnosti ulja, ali moguce je da i drugi sastojci prisutni u

malim koli¢inama takode imaju uticaja.

Test uranjanja repa se pre svega zasniva na spinalnom refleksu koji moze
da ukljucuje vise strukture nervnog sistema i predstavlja selektivni test
kojim se ispituje centralna analgetska aktivnost (Le Bars et al., 2001). Ulje
je u ovom testu pokazalo slabu aktivnost u poredenju sa kontrolom (slika
10). Tek je pri najvecoj dozi doSlo do povecanja vremena reakcije (slika
10) od samog pocetka testa (15 min nakon tretiranja Zivotinja). Za dozu od
200 mg kg™!, najznacajniji odgovor (najduze vreme potrebno za reakciju) je
zabelezen nakon 60 min, a efekat poCinje da slabi 120 minuta nakon
tretmana. U ovom vremenskom periodu (kod Zivotinja koje su dobile
najvecu dozu etarskog ulja), kao i u periodu od 90 do 120 min za grupu
tretiranu uljem u dozi od 100 mg kg!, nije bilo statisti¢ki zna¢ajnih razlika
izmedu pomenutih vremena reakcije (posle 60, 90 1 120 min) i vremena
reakcija grupe tretirane morfinom (slika 10). Procenti inhibicije rasli su sa
dozom 1 iznosili su redom: 38,5, 42,8 1 55,8%, dok je za morfin on iznosio
80,6% (tabela 13). U ovom testu nije zapazeno povecanje osetljivosti na
bolni nadrazaj kada su Zivotinje tretirane bornil-4-metoksibenzoatom (slika
10), tj. aktivnost estra je bila analgetska. Estar je pokazivao blagu
antinociceptivnu aktivnost, sa maksimumom u dozama od 100 1 200 mg kg
! (tabela 13) 45 min nakon tretmana. Najmanja doza estra (50 mg kg™)

nakon 45 min od tretmana nije imala znac¢ajan antinociceptivni efekat.
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Slika 11. Efekat DMSO-a, kapsaicina i bornil-4-metoksibenzoata (BMB) na
miSeve u testu dinamic¢ke vruce ploce (broj slu¢ajeva lizanja Sapa po grupi
zivotinja). Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost = SD, n = 6. [z ANOVA i

Tjukijevog testa, *p < 0,001, **p < 0,01, ***p < 0,05 u odnosu na DMSO.

Rezultati koji su dobijeni testiranjem bornil-4-metoksibenzoata dobijeni u
dva razliCita testa sugerisali su suprotne efekte ove suspstance. Medutim,
iako se u oba testa procenjuje centralna kontrola bola 1 termalne
nocicepcije, ovi rezultati su samo na prvi pogled nelogi¢ni. Objasnjenje se
moze naci u ¢injenici da su za refleks izvlacenja repa iz vrele vode zasluZni
centri u kicmenoj mozdini, dok su za reakciju u testu vruce ploce
odgovorne supraspinalne strukture (Wong et al., 1994). S obzirom da je
bornil-4-metoksibenzoat pokazao aktivnost samo u testu uranjanja repa,
moze se zakljuciti da se njegov antinociceptivni efekat javlja na spinalnom
nivou. Razlog razliCite aktivnosti ovog estra u dva testa mozda lezi u
razli¢itoj zastupljenosti opioidnih receptora na supraspinalnom (pi, k3, o1,

02) 1 spinalnom (Lo, k1, 82) nivou (Hosseinzadeh et al., 2000).
4.3.2.3. Test dinamicke vruce ploce

Da bi smo objasnili rezultate dobijene za bornil-4-metoksibenzoat u testu

vru¢e ploe miSevi tretirani ovim estrom podvrgnuti su jo§ jednom,
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specifi¢nom testu (test dinamicke vruée ploce, DHP'!) na osnovu koga je
moguce napraviti razliku izmedu alodinije 1 hiperalgezije (Yalcin et al.,
2009). Najcesca reakcija miseva (soja C57Bl/6J) u studiji Yalcin-a i
saradnika na nociceptivni nadrazaj bila je pokusaj bega — to jest, skakanje
sa vru¢e ploCe u pokusaju bega. U naSoj studiji ovakva reakcija nije
zabelezena (muskih BALB/c miSeva), ¢ak ni kod Zivotinja koje su tretirane
kapsaicinom. Jedini poviSeni parametri zabeleZeni u naSim eksperimentima
bili su lizanje Sapa i uspravljanje na zadnje noge (slika 11). Medutim,
uspravljanje na zadnje noge moze da se posmatra kao nespecificno s
obzirom da je 1 za Zivotinje iz negativne kontrolne grupe (DMSO)
zabelezeno blago poveéanje ovog parametra. Uspravljanje na zadnje noge
(na sredini ili uz zidove aparata) moze da se posmatra kao istrazivacko
ponasanje, sli¢no kao u testu otvorenog polja (open field test), a ne reakcija
na termalni stimulus. Zato je odluceno da se za reakciju BALB/c miSeva u
DHP testu uzima samo lizanje Sapa. Statisti¢ki znac¢ajno povecanje ovog
parametra je uoceno ¢im su zivotinje tretirane kapsaicinom postavljene na
plocu temperature 30 °C (slika 11). Sa druge strane, Zivotinje iz negativne
kontrolne grupe (DMSO) ili Zivotinje tretirane bornil-4-metoksibenzoatom
lizale su Sape mnogo rede od senzitiziranih Zivotinja (slika 11). Na osnovu
rezultata prethodnih testova, kao i DHP testa, mozemo da zaklju¢imo da

bornil-4-metoksibenzoat izaziva hiperalgeziju, a ne alodiniju.

Aktivnost bornil-4-metoksibenzoata bi mogla da bude povezana sa
gustatornim osobinama ovog jedinjenja, pa onda i same biljne vrste.
Prethodne studije su pokazale da monoterpeni rasprostranjeni u hrani (na
primer, borneol, kamfor, karvakrol, eugenol i1 timol) uticu na TRPV kanale
(Xu et al., 2006). Aktivacija TRPV kanala depolarise celije 1 skracuje
vreme trajanja akcionog potencijala. Pomenuti monoterpeni aktiviraju
TRPV3 receptore, dovode¢i do poveéanja nivoa Ca®" ili aktivacije G-
protein-spregnutih receptora kojih ima najviSe u kozi (keratinociti), nosnoj i
usnoj duplji. Prisustvo ovih receptora u usnoj duplji ukazuje na to da oni
mozda predstavljaju potencijalno mesto na koje deluju jedinjenja prisutna u

zacinskim biljkama (na primer karvakrol iz origana) (Joshi et al., 2010).

" Dynamic Hot Plate test
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TRPV3 receptori se aktiviraju na temperaturama od 22 do 40 °C, §to znaci
da su aktivirani tokom DHP testa. PoviSene temperature ili ulazak lipofilnih
jedinjenja (na primer, monoterpena) u keratinizovane slojeve i aktivacija
TRPV3 u keratinocitima dovodi do otpuStanja ATP-a sa krajeva signalnih
neurona, ¢ime se stvara osecaj toplote (Lee 1 Caterina, 2005). Predlozeni
mehanizam dejstva kamfora (Cija je struktura bliska bornil-grupi iz novog
estra) ukljucuje i aktivaciju TRPV3 kanala. Kamfor takode deluje na
TRPV1 receptore (kroz desenzitizaciju) i TRPA1 receptore (kroz
inhibiciju) (Xu et al., 2005).
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4.3.3. Antiproliferativna aktivnost autolizata korena, ploda i cveta biljne

vrste R. lutea

Tretiranje ljudskih ¢elija melanoma (A375) 1 fibroblasta (MRCS) razlicitim
koncentracijama autolizata korena, cveta i ploda biljne vrste R. lutea tokom
24 h, kao i cistih jedinjenja (2-(a-L-ramnopiranoziloksi)benzil-izotiocijanat
1 benzil-izotiocijanat), zna¢ajno smanjuje prezivljavanje celija obe linije,
pri cemu su ICso vrednosti u opsegu izmedu 1,7 1 50 ug/ml (tabela 14).
Dobijeni rezultati pruzaju prve dokaze in vitro citotoksi¢nosti sastojaka ove
biljne vrste na ljudskim ¢elijskim linijama. Takode, ICso vrednosti svih
testiranih supstanci (izuzev autolizata ploda) bile su reda veli¢ine vrednosti
dobijenih za cisplatinu (tabela 14). Autolizat korena i benzil-izotiocijanat
su pokazali razli¢it efekat na ove dve éelijske linije. Celije melanoma su
bile osetljivije od ¢elija fibroblasta na tretman autolizatom korena, dok su
¢elije fibroblasta bile dva puta osetljivije na benzil-izotiocijanat. Sa druge
strane, za 2-(o-L-ramnopiranoziloksi)benzil-izotiocijanat (4-1) je uocena
manja toksicnost na Celije fibroblasta i nesto niZze ICso vrednosti na celije
melanoma (priblizne vrednostima zabeleZzenim za cisplatinu). Odredena
ICso vrednost (24 h tretman za benzil-izotiocijanat na A375 Celije (22 uM))
slaze se sa publikovanim rezultatima Huang-a i1 saradnika (2012), koji su
ispitivali aktivnost benzil-izotiocijanata na ¢elijsku liniju melanoma ¢oveka
A375.S2. Medutim, autori ove studije nisu ispitivali toksi¢nost benzil-
1zotiocijanata na netumorske HaCaT celije, dok smo mi utvrdili da su Celije
fibroblasta (netumorske) dva puta osetljivije na benzil-izotiocijanat od

¢elija melanoma (tabela 14).

Najjace in vitro antiproliferativno dejstvo na ¢elijsku liniju A375 uoceno je
prilikom tretiranja autolizatom korena — dejstvo je bilo 20 puta jace nego u
slu¢aju autolizata ploda. S obzirom da se priblizno 65% (w/w) ovog
hidrolizata sastoji od benzil-izotiocijanata (Sto odgovara koncentraciji od
1,62 pg/ml na 2,50 pg/ml autolizata korena) moze se zakljuciti da su neki
od drugih sastojaka autolizata ili vrlo aktivna antiproliferativna jedinjenja
ili jedinjenja koja pojaCavaju dejstvo benzil-izotiocijanata. Na primer,
nedavno je utvrdeno da benzil-izotiocijanat pojacava citotoksicnost

cisplatine na ¢elije HL-60 (Lee et al., 2012).
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Autolizati cveta i ploda vrste R. lutea bili su manje aktivni na ¢elije A375 u
poredenju sa autolizatom korena, a njihove antiproliferativne aktivnosti su
odlicno korelisale sa prisutnom koli¢inom 2-(a-L-ramnopiranozil-
oksi)benzil-izotiocijanata (4-1) u ova dva lizata. Utvrdeno je da 86% (w/w,
ekvivalentno sadrzaju od 4,3 pg/ml) autolizata cveta 1 4% (w/w,
ekvivalentno 2,15 pg/ml) autolizata plodova ¢ini jedinjenje 4-1'2, $to
odgovara pribliznoj vrednosti ICso za ovo jedinjenje (tabela 14). Ovi
rezultati ukazuju na potencijalni sinergicki efekat novog prirodnog

proizvoda 4-1 sa drugim citotoksi¢nim molekulima (hemoterapeuticima).

Iako u literaturi ima jako malo podataka o toksi¢nosti benzil-izotiocijanata
na nekancerogene celijske linije (Huang et al., 2012; Kim et al., 2013;
Lamy et al, 2013), u naSim eksperimentima uofen je izrazen
antiproliferativan efekat benzil-izotiocijanata, kao i jedinjenja 4-1 na
netransformisane fibroblaste (MRCS5), pri ¢emu su ICso vrednosti bile 1,6
(za benzil-izotiocijanat) i 2,2 (u slucaju jedinjenja 4-1) puta nize nego
prema Celijama melanoma (tabela 14). Ispitivani autolizati su takode imali
znacajan antiproliferativan efekat na MRCS5 ¢elije — vrednosti ICso bili su
iste kao 1 odgovarajuce koncentracije dobijene za celije A375 sa izuzetkom
autolizata korena. Naime, iako je benzil-izotiocijanat imao jaci efekat na
ovu Celijsku liniju, autolizat korena bio je manje toksi¢an Sto pokazuje da

druga jedinjenja prisutna u autolizatu menjaju efekat benzil-izotiocijanata.

4.3.3.1. Proapoptoticko dejstvo autolizata korena, cveta i ploda biljne vrste

R. lutea

Kako bi odredili mehanizam citotoksi¢nog dejstva dobijenih autolizata,
benzil-izotiocijanata i 2-(a-L-ramnopiranoziloksi)benzil-izotiocijanata na
¢elije melanoma, ispitivali smo efekat ovih suspstanci na celijski ciklus
A375 celija melanoma. Analiza ¢elijskog ciklusa je pokazala da tretiranje
navedenim supstancama (u koncentraciji koja je bila jednaka 1Cso) dovodi
do akumulacije ¢elija melanoma u SubG fazi (11-22%, za netretiranu

kontrolu 4,6%) S§to ukazije na celijsku smrt apoptozom. Tretiranje

12Vazno je istaéi da su ispitivani autolizati bili stabilni i da u MTT testovima vijabilnosti
nije prime¢eno smanjenje citotoksicne aktivnosti prilikom visemesecnog skladistenja na 4
°C.
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cisplatinom, Cesto upotrebljavanim antikancerskim terapeutikom, izazvalo
je izraZenije zaustavljanje celijskog ciklusa u SubG fazi (27%) 1 smanjilo je
broj ¢elija u G2/M fazi. Za ¢elije tretirane autolizatom cveta uocen je slican
trend kao i za Celije tretirane cisplatinom, dok su ostale testirane supstance
dovele do povecanja broja ¢elija u G2/M fazi u poredenju sa kontrolom
(slika 12). Tretman benzil-izotiocijanatom je imao slican efekat na celije

melanoma A375.2, kao §to je pokazano u studiji Huang-a i sar. (2012).

Analiza aneksin V/PI dvostrukog bojenja proto¢nom citometrijom pokazala
je da sve testirane supstance izazivaju apoptozu, dok nekroza nije opazena
(slika 13). Nakon 24 h tretiranja celija benzil-izotiocijanatom (u
koncentraciji koja je bila jednaka ICso) uocili smo 8% apoptotickih celija
melanoma (ukljucuju¢i ranu 1 kasnu apoptozu), Sto se slaze sa
publikovanim podacima koji pokazuju da benzil-izotiocijanat izaziva

apoptozu kod sli¢nih ¢elija melanoma (Huang et al., 2012).

Tabela 14. In vitro antiproliferativna aktivnost autolizata vrste R. lutea i Cistih
izotiocijanata na ¢elijske linije A375 (melanoma) i MRCS5 (fibroblasta)

1Cso (ng/ml)?

Testirana supstanca A375 MRCS5
Autolizat korena 2,5+0,1 5,0+0,3
Autolizat cveta 5,0+0,2 5,0+0,1
Autolizat ploda 50+4 50+3
2-(a-L-Ramnopiranoziloksi)benzil-izotiocijanat 3,4+0,1 2,1+0,1

(10,9 £ 0,3 uM) (6,8 £0,3 uM)
Benzil-izotiocijanat (BITC) 3,7+0,2 1,7+0,1

(24,9 £ 1,3 uM) (11,4 +0,7 uM)

1,8£0,1 2,9+0,3

Cisplatina

(6,3+0,1 uM) (9,5+0,2 uM)

2ICso vrednosti (koncentracije kod kojih dolazi do inhibicije rasta ¢elija od 50%) su
izracunate na osnovu tri nezavisna eksperimenta i predstavljene kao srednja vrednost +
SD.
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Slika 12. Raspodela ¢elija A375 po fazama prilikom tretiranja odgovaraju¢im
suspstancama (autolizat korena, cveta i ploda vrste R. [lutea; 2-(o-L-
ramnopiranoziloksi)benzil-izotiocijanat i  benzil-izotiocijanat  (BITC), u
koncentraciji koja je jednaka ICso). Kao kontrola koriS¢ene su netretirane celije i

cisplatina.
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Annexin

Slika 13. Profili aneksin V/PI bojenja iz tri nezavisna eksperimenta. Nakon
tretiranja odgovaraju¢om supstancom (autolizat korena, A; cveta, B; ploda, C; 2-
(a-L-ramnopiranoziloksi)benzil-izotiocijanat, D; benzil-izotiocijanat, E) u
koncentraciji koja je jednaka ICso u periodu od 24 h. Celije su obojene aneksin

V/PI. Kontrolu (F) predstavljaju ¢elije koje nisu tretirane.
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4.3.4. Antimikrobna aktivnost novih oktil-estara iz vrste H. sphondylium

Za nove oktil-estre viSih masnih kiselina koji su identifikovani u vosku
vrste H. sphondylium (jedinjenja 1-10, 1-11, 1-12, [1-14]-[1-17]) pokusali
smo, mikrodilucionom metodom, da odredimo MIK vrednosti za 6
bakterijskih 1 jedan soj gljivice. Medutim, ni jedan od estara nije pokazivao
statisti¢ki znacajno antimikrobno dejstvo u najvecoj testiranoj koncentraciji
od 2,5 uM (opseg koncentracija rastvora bio je uslovljen jako slabom

rastvorljivoscu jedinjenja u vodi).

4.3.5. Akutna toksi¢nost diestara iz vrste D. carota na A. salina

Za jedinjenja 7-1 i 7-2 odredivana je akutna toksi¢nost prema raci¢ima
Artemia salina. Jedinjenja su testirana u koncentracijama od 1 do 100 uM 1
tom prilikom su pokazala jak toksi¢an efekat. Veca toksi¢nost je zabelezena
za jedinjenje 7-1 (LDso = 60 uM nakon 24 h i 45 uM nakon 48 h) u odnosu
na 7-2 (LDso = 90 uM nakon 24 h i 60 uM nakon 48 h). Interesantno je da
je za estre tiglinske kiseline (eugenil-tiglat, Radulovi¢ et al., 2013c) ve¢
odredivana akutna toksi¢nost na 4. salina, ali da LDso vrednost nije mogla
da bude utvrdena zbog slabe rastvorljivosti jedinjenja u vestackoj morskoj
vodi (u najviSoj koncentraciji 0,05 mg/ml estar nije pokazivao nikakvu

aktivnost).

4.3.6 Bioloska aktivnost hibrida ferocena i indola

Akutna toksicnost na A. salina. Jedinjenja 5-3a 1 5-3b su pokazala izrazitu
akutnu toksi¢nost na A. salina. Nize LDso vrednosti su dobijene za meta
izomer 5-3a (20,7 uM posle 24 h 1 <13,3 uM posle 48 h) nego za para
izomer 5-3b (24 h: LDso = 120,4 uM; 48 h: LDsp = 66,5 uM). Neka
ferocenska jedinjenja su ve¢ poznata po toksi¢nosti na 4. salina (Chohan i
Naseer, 2007; Chohan, 2009) i uocene aktivnosti mogu da se objasne
prisustvom dve farmakofore (2-fenilindola 1 ferocena). Aktivnost
ferocenskih jedinjenja najcesce je uzrokovana formiranjem ferocenijum-

jona koji su poznati izvor slobodnih radikala, a za koje je karakteristicna
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veca rastvorljivost u vodi, a usled prisustva dva ciklopentadienilna prstena,
1 bolja penetracija membrana (Kopf-Maier et al., 1984). Antitumorski
efekat 2-fenilindolske strukture je viSe puta potvrden (za vise informacija
pogledati studiju Quirante-a i sar., 2011 i reference koje su citirane u tom
radu). Moguce je i da prisustvo obe grupe (Fc i indolovog jezgra) kao
rezultat ima sinergisticku (cito)toksi¢nu interakciju. Opazanje koje je izneo
Neuse (2001), da rastvorljivost u vodi treba da bude jedan od glavnih
kriterijuma pri razvijanju novih ferocenskih antikancer agenasa, u skladu je
sa ovim sinergizmom — polarno indolovo jezgro kompenzuje manju

hidrofilnost Fc grupe.

Antiacetilholinesterazna (anti-AChE) aktivnost. Inhibicija AChE dovodi do
akumulacije neurotransmitera acetilholina (ACh) u holinergi¢nim
sinapsama 1 neuromuskularnim spojevima, S§to dovodi do preterane
stimulacije holinergi¢nih receptora i holinergi¢ne toksi¢nosti (Lotti, 2000).
Neki od toksi¢nih efekata su pojacano znojenje i1 salivacija, dijareja,
pojacani bronhijalni sekret, mioza, gréevi miSi¢a i drugi efekti centralnog

nervnog sistema (Costa, 20006).

Jedinjenje 5-3a pokazuje znacajno slabiju anti-AChE aktivnost (ICso = 255
uM) u odnosu na fizostigmin (0,30 pM). Usled slabe rastvorljivosti,
najveca koncentracija u kojoj je jedinjenje 5-3b testirano bila je 100 pg/ml,
a u ovoj koncentraciji testirana supstanca nije imala nikakav efekat na
aktivnost AChE, tako da ICso vrednost za para izomer nije odredena.
Rezultati pokazuju da testirane supstance nemaju potencijalnu anti-AChE

aktivnost koja bi dovela do neZeljenih efekata.

Interesantno je da fizostigmin, pozitivna kontrola koris¢ena u naSim
testovima, takode pripada klasi indola i da ima 1000 puta vecu anti-AChE
aktivnost od jedinjenja 5-3a. Sta vige, indolski alkaloidi su dobro poznati
po svojoj inhibicionoj aktivnosti holinesteraze (Konrath, 2013). Moguce
objasljenje za nedostatak aktivnosti je da uvodenje voluminozne ferocenske
grupe u molekul sprecava formiranje jakih privlacnih interakcija izmedu

enzima 1 supstrata u aktivnom centru.
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Odredivanje citotoksicnosti jedinjenja 5-3a i 5-3b na makrofagima i
odredivanje MPO aktivnosti makrofaga. In vitro citotoksi¢no dejstvo dva
hibrida ferocena i indola testirano je inkubacijom peritonealnih makrofaga
sa ovim jedinjenjima tokom 1 h, nakon ¢ega je odredivana vijabilnost ¢elija
testom kristal-violet. I tako kratak period inkubacije bio je dovoljan da
jedinjenja 5-3a 1 5-3b pokazu znacajno citotoksi¢no dejstvo. Naime,
vijabilnost makrofaga smanjena je za viSe od 50% u prisustvu najmanje
koncentracije ovih jedinjenja (ICso vrednosti su bile u opsegu 0,5 — 1,0 uM,
slike 14 1 15). Citotoksicni efekat je zavisio od koncentracije — vece
koncentracije jedinjenja 5-3a i 5-3b znacajno su smanjivale vijabilnost

peritonelanih makrofaga u poredenju sa netretiranim celijama.

Oba jedinjenja dovode do statisticki znacajnog smanjenja MPO aktivnosti
(jedinjenje 5-3a pri koncentraciji 5 pM; 5-3b u koncentraciji od 1 pM).
Inhibiciona aktivnost na MPO jedinjenja indola je dobro poznata (Sliskovic
et al.,, 2009; Malle et al., 2007) i smatra se da indoli imaju ulogu
jednoelektronskog supstrata za reaktivne intermedijerne MPO-Fe(IV) vrste.
Medutim, ne treba zanemariti i moguc¢i doprinos Fc grupe — ferocen se lako
oksiduje do ferocenijum (Fe*") stanja, u kome moZe da reaguje sa MPO-
Fe(IV) 1 spreci formiranje HOCI. Ovo je za sada samo spekulacija jer ne

postoje studije koje se bave ispitivanjem dejstva ferocena na MPO.

U naSim testovima, peritonealni makrofagi su koriS¢eni kao model za
ispitivanje efekata hibrida indola i ferocena na vijabilnost i aktivnost
inflamatornih ¢elija. Fizioloski zna¢aj modulacije makrofaga koji indukuju
ova dva jedinjenja moze biti povezan sa inflamatornom reakcijom. Nasa
studija je pokazala da 5-3a 1 5-3b smanjuju 1 vijabilnost makrofaga i
njihovu MPO aktivnost. Ako razmatramo korelaciju sa in vivo uslovima,
ova jedinjenja bi mogla da izazovu cCelijsku smrt makrofaga, znacajno
smanjenje broja zrelih imunskih ¢elija 1 doprinesu smanjenom
inflamatornom odgovoru. Sa druge strane, oslabljena MPO aktivnost
smanjuje mogucnost uspeSne imunske reakcije na mikrobne infekcije i
eliminaciju patogena. Nasi rezultati ukazuju da jedinjenja 5-3a i 5-3b mogu
da moduliraju aktivnosti makrofaga, to jest, imaju potencijalno

imunosupresivne osobine.
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Slika 14. Uticaj razli¢itih koncentracija jedinjenja 5-3a i 5-3b na vijabilnost

makrofaga, izrazen kao % vijabilnosti ¢elija (a) i opti¢ka gustina (OD, apsorbanca
na 595 nm x 1000) (b). Broj uzoraka ¢elija bio je 8. Statisticki znacajne razlike (z-
test): *p < 0,0001, 0 (fosfatni pufer) i koncentracije 5-3a ili 5-3b; a (p) < 0,0001, 0
(PBS) i koncentracije 5-3a; b (p) < 0,0001, 0 (fosfatni pufer) i koncentracije 5-3b.
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Slika 15. In vitro efekat jedinjenja 5-3a i 5-3b na MPO aktivnost peritonealnih
makrofaga. Broj uzoraka Celija bio je 8 puta. Statisticki znacajne razlike (r-test): “p

<0,05 i 0 (PBS).

4.3.7. Akutna toksi¢nost odabranih proizvoda redukcije Bidinelijevih jedinjenja na

A. salina

Za jedinjenja [6-1a]-[6-11a] je odredivana toksi¢nost u modelu raéi¢a A. salina.
Jedinjenja [6-5a]-[6-7a], 6-9a i 6-11a nisu pokazala aktivnost u maksimalnoj
testiranoj koncentraciji od 200 puM. Za preostala jedinjenja su testirana u
koncentracijama 1-500 uM, usled nesto bolje rastvorljivosti. Tom prilikom su

pokazala umereno jaku toksi¢nost (vrednosti LDsp su date u tabeli 15).

Tabela 15. Akutna toksi¢nost proizvoda hidrogenolize Bidinelijevih jedinjenja na A.
salina

6-1a 6-2a 6-3a 6-4a 6-8a 6-10a

LDso(uM,24h) 330 400 310 130 420 200
LDso(uM,48h) 250 125 220 100 250 145

168



5.1ZV0D

169



Cilj ove doktorske disertacije (pod nazivom ,Nova bioloski aktivna
sintetska azaheterocikli¢na jedinjenja 1 novi sekundarni metaboliti iz
odabranih biljnih vrsta: sinteza, izolovanje i spektralna karakterizacija*) bio
je otkrivanje novih bioloski aktivnih jedinjenja — kroz izolovanje prirodnih
proizvoda iz odabranih biljnih vrsta ili putem organske sinteze. Sva
izolovana 1 sintetisana jedinjenja okarakterisana su spektroskopskim
Predmet istrazivanja bili su: aromati¢ni estri iz vrste Ferula ovina
(Apiaceae), oktil-estri iz vrste Heracleum sphondylium (Apiaceae), diestri
oksigenovanih germakranskih derivata iz vrste Daucus carota (Apiaceae),
izotiocijanati iz vrste Reseda lutea (Resedaceae) i epoksidi germakrona iz
vrste Geranium macrorrhizum (Geraniaceae). Deo ove disertacije bila je i
sinteza novih hibrida ferocena i indola i ispitivanje redukcije Bidinelijevih
jedinjenja litijum-aluminijumhidridom. Za izvestan broj ovih jedinjenja
odredivana je bioloska aktivnost (antimikrobna, citotoksi¢na,

antinociceptivna i antiacetilholinesterazna). Dobijeni su sledec¢i rezultati:

1z etarskog ulja nadzemnog dela vrste G. macrorrhizum izolovani su 4,5- 1
1,10-epoksigermakroni. Strukture ovih epoksi-derivata odredene su
analizom 1D 1 2D NMR spektara 1 molekulskim modelovanjem, a
potvrdene sintezom iz germakrona. Za ova jedinjenja odredena je
antimikrobna aktivnost mikrodilucionom metodom — oba jedinjenja
pokazala su jaku aktivnost prema Bacillus subtilis (minimalne inhibitorne
koncentracije bile su 4,3 nmol/ml za 1,10- 1 43 nmol/ml za 4,5-
epoksigermakron) 1 Pseudomonas aeruginosa (0,043 pmol/ml za 1,10- i
0,855 pumol/ml za 4,5-epoksigermakron). Mikrobioloska aktivnost ovih
epoksida barem delom opravdava etnomedicinsku upotrebu ove biljne

vrste.

Fitohemijskim ispitivanjem biljne vrste H. sphondylium pronadeno je
sedam n-oktil-estara nerazgranatih viSih masnih kiselina (C-20 do C-26).
Struktura ovih biljnih metabolita nedvosmisleno je utvrdena GC ko-
injektiranjem sintetisanih estara sa ispitkom cvetova. Izuzev oktil-
dokozanoata, svi identifikovani oktil-estri predstavljaju nove prirodne

proizvode. Uporedivanjem spektara ovih jedinjenja koji su dali Chaler i
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sar. (J. Chromatogr. A 1046 (2004) 203) sa nasim spektralnim podacima
utvrdeno je da postoji znacajno neslaganje. Verujemo da su jedinjenja koja
su identifikovali Chaler i sar. u stvari 2-etilheksil-estri i da su pogresno
identifikovani kao n-oktil-estri. Pokusaj da se za Sest novih estara odredi
antimikrobna aktivnost bio je neuspesan zbog izuzetno slabe rastvorljivosti

ovih jedinjenja u vodi.

GC-MS analizama etarskog ulja nadzemnog dela vrste F. ovina utvrdeno je
prisustvo vise retkih aromati¢nih estara monoterpenskih alkohola. Strukture
ovih estara potvrdene su sintezom 1 ispostavilo se da je jedan od njih,
bornil-4-metoksibenzoat, novi prirodni proizvod. Antinociceptivne
aktivnosti ulja i novog estra su odredivane pomoc¢u nekoliko laboratorijski
modela. Ulje je pokazalo jaku perifernu i umerenu centralnu analgetsku
aktivnost. Medutim, miSevi tretirani bornil-4-metoksibenzoatom bili su
dinamicke vru¢e ploce utvrdeno je da bornil-4-metoksibenzoat izaziva
hiperalgeziju, a ne alodiniju. Rezultati ukazuju na to da sastojci ovog
etarskog ulja potencijalno doprinose antinociceptivnim i hiperalgezijskim

osobinama ove zacinske biljne vrste.

Autolizati dobijeni iz razli¢itih organa (korena, cvetova i1 plodova) biljne
vrste R. [utea analizirani su pomoc¢u GC 1 GC-MS, kao 1 IR, 1D- 1 2D-NMR
spektroskopija. Glavni sastojak autolizata korena bio je benzil-izotiocijanat,
dok je u autolizatu cveta  najzastupljeniji  bio  2-(o-L-
ramnopiranoziloksi)benzil-izotiocijanat (koji predstavlja novi prirodni
proizvod). Autolizati i njihovi glavni sastojci podvrgnuti su MTT testu na
dve celijske linijje Coveka: A375 (melanom) 1 MRCS5 (fibroblast).
Mehanizam citotoksi¢nog dejstva proucavan je pomocu analize Celijskog
ciklusa 1 Aneksin V testa. Izotiocijanati su pokazali znacajnu
antiproliferativnu aktivnost u slucaju obe celijske linije, Sto objasnjava
uocenu citotoksi¢nost testiranih autolizata. Analizom celijskog ciklusa
utvrdeno je da je najverovatniji mehanizam celijske smrti apoptoza.
Dobijeni rezultati idu u prilog antitumorskoj aktivnosti koja je u istorijskim
tekstovima pripisivana ovoj biljnoj vrsti. lako je razlika u efektu biljnih

metabolita na transformisane 1 netransformisane ¢elije bila mala, moze se
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tvrditi da citotoksi¢no dejstvo uoceno u nasim testovima barem delimicno
objasnjava (davno zaboravljenu) etnofarmakolosku upotrebu ove biljne

vrste.

Etarski ekstrakt cvetova vrste D. carota podvrgnut je seriji hromatografija
na silika-gelu i tom prilikom su izolovana dva seskviterpenska estra: 6,8-O-
ditigloil-(1(10F),4E)-germakradien-6f,80,11-triol 1 6-O-angeloil-8-O-
tigloil-(1(10)E,4E)-germakradien-6f3,8a,11-triol. Strukture ovih jedinjenja
odredene su analizom jedno- 1 dvodimenzionallh NMR spektara
(ukljuc¢ujuéi NOESY, HSQC, HMBC i 'H-'H COSY). Za oba estra je
uocena tendencija da pri uslovima gasne hromatografije podlezu [3,3]-
sigmatropnom premestanju u odgovarajuce elemanske derivate. Oba diestra

pokazala su znacajnu toksi¢nost prema raci¢ima A. salina.

U potrazi za novim citotoksicnim agensima sintetisali smo dva nova
hibridna jedinjenja ferocena i indola, 2-(3-ferocenilfenil)-1H-indol 1 2-(4-
ferocenilfenil)-1H-indol, koriste¢i FiSerovu sintezu indola kao kljuéni
korak sinteze. Strukture jedinjenja potvrdene su detaljnim spektralnim
analizama (ukljucujuéi i 1D- i 2D-NMR u razli¢itim rastvarac¢ima). Oba
jedinjenjenja pokazala su slabu antiacetilholinesteraznu aktivnost, ali i jaku
citotoksi¢nu aktivnost na makrofagima peritoneuma pacova i toksi¢nost na
slanovodne raci¢e A. salina. Takode, oba jedinjenja su u znacajnoj meri
inhibirala mijeloperoksidaznu aktivnost Sto sugeriSe njihovu potencijalnu
primenu za leenje upalnih procesa. Dobijeni rezultati bioloSkih testova
vrlo su ohrabrujué¢i i ukazuju na mogucu citotoksi¢nu aktivnost ovih

jedinjenja i u slucaju celija raka.

Redukcija Bidinelijevih jedinjenja litijum-aluminijumhidridom po prvi put
je ispitivana u ovoj disertaciji. Redukcijom dihidropirimidinona dobijenih
iz uree dobijaju se (u prinosu 80 — 95%) proizvodi hidrogenolize (4-aril-5-
(m)etil-6-metil-3,4-dihidropirimidin-2(1/)-oni; 11 primera), dok se
redukcijom N-1 metilovanih Bidinelijevih jedinjenja dobijaju odgovarajuci
alkoholi (4-aril-5-((1-)hidroksi(m)etil)-6-metil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-
oni; 4 primera) u prinosu od 70 — 80%. Dobijeni alkoholi mogu lako da se

dehidratiSu do vicinalnih bis(egzo-metilenskih) derivata (4-aril-1-metil-5-
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(m)etilen-6-metilentetrahidropirimidin-2(1H)-oni; 4 primera) ili
izomerizuju do aciklicnih jedinjenja (3-(1-aril-2-metilen-3-oksobutil)-1-
metiluree; 2 primera) pri blago kiselim uslovima. Ishod redukcije takode
zavisi od strukturnih karakteristika reaktanata i reakcionih uslova kao Sto
su: urea/tiourea, tip 1,3-dikarbonilnog jedinjenja, redosled dodavanja
reagenasa itd. Redukcija Bidinelijevih  jedinjenja litijum-
aluminijumhidridom predstavlja efikasan pristup za dobijanje biblioteka
raznovrsnih jedinjenja koja bi mogla imati sintetski i farmakoloski znacaj.
Mehanizam reakcija je prouCavan kroz eksperimente sa litijum-
aluminijumdeuteridom 1 pomoc¢u odredivanja pKa vrednosti za Bidinelijeva
jedinjenja. Za neke od proizvoda redukcije Bidinelijevih jedinjenja

odredena je akutna toksi¢nost za racice A. salina.
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The aim of this PhD thesis (entitled: ,,New biologically active synthetic
aza-heterocyclic compounds and new secondary metabolites from selected
plant species: synthesis, isolation and spectral characterization®) was the
discovery of new biologically active compounds either by means of natural
product isolation from selected plant taxa or by organic synthesis. All of
the either isolated or synthesized compounds were characterized by
spectroscopic methods, including one- and two-dimensional NMR
experiments. The specific compounds that were the subject of this research
were: aromatic esters from Ferula ovina (Apiaceae), octyl esters from
Heracleum sphondylium (Apiaceae), diesters of an oxygenated germacrane
derivative from Daucus carota (Apiaceae), isothiocyanates from Reseda
lutea (Resedaceae) and germacrone epoxides from Geranium
macrorrhizum (Geraniaceae). Also, as a part of this dissertation, a synthesis
of new ferrocene-indole hybrids and the investigation of complex metal
hydride reduction of Biginelli compounds was performed. A number of
these compounds were tested for their biological activities (antimicrobial,
cytotoxic, antinociceptive and antiacetylcholinesterase activities). The

following results were obtained:

4,5- and 1,10-Epoxygermacrones were isolated from the essential oil of the
aerial parts of G. macrorrhizum L. The structures of the epoxy derivatives
were deduced from their 1D and 2D-NMR spectra, molecular modeling,
and confirmed by synthesis starting from germacrone. The epoxy
compounds were screened for their antimicrobial activities by a
microdilution assay, which revealed high activities of both compounds
against Bacillus subtilis (minimum inhibitory concentrations (MICs)
determined were 4.3 and 43 nmol/ml for 1,10- and 4,5-epoxygermacrones,
resp.) and Pseudomonas aeruginosa (0.043 and 0.855 umol/ml for 1,10-
and 4,5-epoxygermacrones, resp.). The discovery and observed activity of
the two epoxides fills the gap in our knowledge of the active principles in

this highly renowned ethnomedicinal plant species.

Seven n-octyl straight-chain alkanoates, from C-20 to C-26, were found in

the wild-growing plant H. sphondylium from 14 locations. Those plant
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metabolites were unambiguously identified by gas chromatographic co-
injection of the synthesized esters with the inflorescence washings. All
identified octyl esters represent new natural compounds, except for octyl
docosanoate. Since we have demonstrated that n-octyl esters occur
naturally, and in abundance, they cannot be any longer recognized as
wastewater markers. Additionally, here we provide evidences that the
compounds identified by Chaler et al. (J. Chromatogr. A 1046:203-210,
2004) are in fact 2-ethylhexyl esters, mistakenly identified as n-octyl esters.
Newly identified esters available through synthesis were tested for their
antimicrobial effect. However, due to exceedingly low solubility in aqueos

media, none of the esters showed any activity.

GC-MS analyses of F. ovina aerial parts' essential oil revealed the presence
of a number of rare aromatic esters of monoterpenic alcohols. The
structures of these esters were corroborated by synthesis, and one of them,
bornyl 4-methoxybenzoate, turned out to be a new natural compound. The
antinociceptive activities of the oil and the new ester were assessed in mice
using several different laboratory models. The oil exerted strong peripheral
and moderate central analgesic activities. Surprisingly, mice treated with
bornyl 4-methoxybenzoate had an increased sensitivity to the noxious
stimulus compared to that of the control group. A dynamic hot plate test
was used to demonstrate that bornyl 4-methoxybenzoate induces
hyperalgesia and not allodynia. These results imply that the essential-oil
constituents impart this spice species with both antinociceptive and

hyperalgesic potentially flavor-related properties.

Benzyl isothiocyanate and 2-(a-L-rhamnopyranosyloxy)benzyl
isothiocyanate were identified as the major constituents of the root and
flower autolysates of R. lutea, respectively (the later represents a new
natural product). These compounds showed significant antiproliferative
effects against human A375 (melanoma) and MRCS5 (fibroblast) cell lines,
which could also explain the observed high cytotoxic activity of the tested
autolysates. Cell cycle analysis revealed apoptosis as the probable

mechanism of cell death. Tumor healing properties attributed to R. lutea in
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the pre-modern texts were substantiated by the herein obtained results. Two
isothiocyanates were found to be the major carriers of the observed activity.
Although there was a relatively low differential effect of the plant
metabolites on transformed and non-transformed cell lines, one can argue
that the noted strong cytotoxicity provides first evidence that could explain

the long forgotten use of this particular species.

Diethyl ether extract of Daucus carota flowers was subjected to several
sequential SiO2 medium pressure column chromatographies and two
sesquiterpenic esters containing tiglate and angelate moieties were isolated.
The structure of these compounds was elucidated by 1D and 2D NMR
spectroscopy including a combination of NOESY, gradient HSQC, HMBC,
and 'H-'H COSY and selective homonuclear decoupling experiments.
These two constituents were 6,8-O-ditigloyl- and 6-O-angeloyl-8-O-
tigloyl-(1(10)E,4E)-6p3,8a,11-trihydroxygermacra-1(10)-dienes. Both esters
showed a pronounced tendency to undergo [3,3]-sigmatropic rearrangement
to the corresponding elemane derivatives under the conditions of GC,
yielding broad overlapped GC-peaks. Two esters showed significant acute

toxicity toward 4. salina.

In our search for new promising cytotoxic agents we designed and prepared
two new ferrocene—indole hybrid compounds, 2-(3-ferrocenylphenyl)-1H-
indole and 2-(4-ferrocenylphenyl)-1H-indole, utilizing the Fischer indole
synthesis as the key step. Detailed spectral analyses, including 1D- and 2D-
NMR in various solvents, have been carried out to corroborate the
structures of the synthesized compounds. In this work, we also present the
first results of biological studies of these two compounds. Both compounds
showed weak antiacetylcholinesterase activity but high cytotoxicity against
rat peritoneal macrophages and toxicity against the crustacean A. salina.
Also, both compounds showed significant myeloperoxidase inhibiting
activity, thus suggesting a potential use in inflammatory disorders. The
results of these tests are very encouraging as they also suggest possible

cytotoxic activities of these compounds against human cancer cell lines.

177



Reduction of Biginelli compounds by LiAlHs was herein investigated for
the first time. The reduction of urea-derived dihydropyrimidinones yielded
80-95% of hydrogenolysis products (4-aryl-5-(m)ethyl-6-methyl-3.4-
dihydropyrimidin-2(1H)-ones; 11 examples), while the reduction of N-1-
methylated Biginelli compounds gave the corresponding alcohols (4-aryl-5-
((1-)hydroxy(m)ethyl)-6-methyl-3,4-dihydropyrimidin-2(1H)-ones; 4
examples) in 70-80% vyield. The obtained alcohols could be readily
dehydrated to vicinal bis(exo-methylene) derivatives (4-aryl-1-methyl-5-
(m)ethylene-6-methylenetetrahydropyrimidin-2(1H)-ones; 4 examples) or
isomerized to acyclic compounds (3-(1-aryl-2-methylene-3-oxobutyl)-1-
methylureas; 2 examples) under mildly acidic conditions. The outcome of
the reduction also depended on other structural features and reaction
conditions such as: urea/thiourea and the type of 1,3-dicarbonyl compound,
order of reagent addition, etc. LiAlHs-Reduction of Biginelli compounds
affords a rapid approach to a library of diverse compounds of apparent
synthetic utility and possible biological interest. The mechanism of this
reduction was discussed and additionally elucidated through deuteration
experiments and pKa measurements. Selected reduction products of
Biginelli compounds were assayed for acute toxicity towards 4. salina and

showed a moderate degree of toxicity.
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SH NMR spektar

3C NMR spektar

DEPT 135 spektar
Uvecanje '"H NMR spektra
"H-'"H COSY spektar
Uvecéanje 'H-'H COSY
HSQC spektar

HMBC spektar

NOESY spektar

2-(a-L-Ramnopiranoziloksi)benzil-izotiocijanat (4-1)

Prilog 30.
Prilog 31.
Prilog 32.
Prilog 33.
Prilog 34.
Prilog 35.
Prilog 36.
Prilog 37.
Prilog 38.
Prilog 39.
Prilog 40.

EI-MS spektar

'H NMR spektar

BC NMR i DEPT 135 spektri

HSQC spektar

Uvecanje HSQC spektra

HMBC spektar

Uvecanje HMBC spektra

'H-'H COSY

NOESY spektar

Metabolicki profil autolizata cveta vrste Reseda lutea
Metabolicki profil autolizata korena vrste Reseda lutea
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Prilog 41. EI-MS spektar 2-(3-ferocenilfenil)-1H-indola (5-1)
Prilog 42. EI-MS spektar 2-(4-ferocenilfenil)-1H-indola (5-2)

2-(3-Ferocenilfenil)- 1H-indol (5-3a)

Prilog 43. '"H NMR spektar

Prilog 44. Uvec¢anje 'H NMR

Prilog 45. '3C NMR spektar

Prilog 46. Uvecanje 3*C NMR
Prilog 47. 'H-'H COSY spektar
Prilog 48. Uvecanje '"H-'H COSY spektra
Prilog 49. HSQC spektar

Prilog 50. Uvecanje HSQC spektra
Prilog 51. HMBC spektar

Prilog 52. Uvec¢anje HMBC spektra
Prilog 53. NOESY spektar

Prilog 54. Uvecanje NOESY spektra

2-(4-Ferocenilfenil)- IH-indol (5-3b)

Prilog 55. 'H NMR spektar

Prilog 56. '*C NMR jedinjenja

Prilog 57. 'H-'H COSY spektar

Prilog 58. Uvedéanje 'H-'H COSY spektra
Prilog 59. HSQC spektar

Prilog 60. HMBC spektar

Prilog 61. Uvec¢anje HMBC spektra
Prilog 62. NOESY spektar

NMR spektri Bidinelijevih jedinjenja i proizvoda redukcije Bidinelijevih jedinjenja

Prilog 63. Metil-4-fenil-6-metil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-1)

Prilog 64. Metil-6-metil-2-okso-4-(p-tolil)-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-2)

Prilog 65. Metil-6-metil-2-okso-4-(m-tolil)-1,2,3 4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-3)

Prilog 66. Prilog 66. Metil-6-metil-2-okso-4-(o-tolil)-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat
(6-4)

Prilog 67. Metil-6-metil-4-(4-metoksifenil)-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-5)

Prilog 68. Metil-6-metil-4-(3-metoksifenil)-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-6)

Prilog 69. Metil-6-metil-4-(2-metoksifenil)-2-okso-1,2,3 4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-7)

Prilog 70. Metil-4-(4-fluorofenil)-6-metil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-8)

Prilog 71. Metil-4-(3-fluorofenil)-6-metil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-9)

Prilog 72. Metil-4-(2-fluorofenil)-6-metil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-
10)

Prilog 73. Metil-4-fenil-1,6-dimetil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-12)

Prilog 74. Metil-4-(4-fluorofenil)-1,6-dimetil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat
(6-13)

Prilog 75. Metil-1,6-dimetil-4-(3-metoksifenil)-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat
(6-14)

Prilog 76. Metil-1,6-dimetil-2-okso-4-(p-tolil)-1,2,3 ,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-15)

Prilog 77. 4-fenil-5,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-1a)

Prilog 78. 5,6-dimetil-4-(p-tolil)-3,4-dihidropirimidin-2(14)-on (6-2a)

Prilog 79. 5,6-dimetil-4-(m-tolil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-3a)

Prilog 80. 5,6-dimetil-4-(o-tolil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-4a)
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Prilog 81. 5,6-dimetil-4-(4-metoksifenil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-5a)

Prilog 82. 5,6-dimetil-4-(3-metoksifenil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-6a)

Prilog 83. 5,6-dimetil-4-(2-metoksifenil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-7a)

Prilog 84. 4-(4-fluorofenil)-5,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-8a)

Prilog 85. 4-(3-fluorofenil)-5,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-9a)

Prilog 86. 4-(2-fluorofenil)-5,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-10a)

Prilog 87. 4-(furan-2-il)-5,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-11a)

Prilog 88. 4-fenil-1,5,6-trimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-12a)

Prilog 89. 4-fenil-5-(hidroksimetil)-1,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-12b)

Prilog 90. 4-(4-fluorofenil)-5-(hidroksimetil)-1,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-13b)

Prilog 91. 5-(hidroksimetil)-1,6-dimetil-4-(p-tolil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-15b)

Prilog 92. 1-metil-5,6-metilen-4-feniltetrahidropirimidin-2(1H)-on (6-12¢)

Prilog 93. 4-(4-fluorofenil)-1-metil-5,6-dimetilenetetrahidropirimidin-2(1H)-on (6-13c)

Prilog 94. 1-metil-4-(3-metoksifenil)-5,6-dimetilentetrahidropirimidin-2(1H)-on (6-14c)

Prilog 95. 1-metil-5,6-dimetilen-4-(p-tolil)tetrahidropirimidin-2(1H)-on (6-15¢)

Prilog 96. 3-(1-fenilbutil-2-metilen-3-okso)-1-metilurea (6-12d)

Prilog 97. 1-(2-metilen-1-(3-metoksifenil)-3-oksobutil)-3-metilurea (6-14d)

Prilog 98. Metil-4-fenil-6-metil-2-tiokso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-16)

Prilog 99. 4-fenil-5,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-tion (6-16a)

Prilog 100. 4-metil-5-metilen-6-feniltetrahidropirimidin-2(1H)-tion (6-16b)

Prilog 101. 4,5-dimetil-2-(metiltio)-6-fenilpirimidin (6-20)

Prilog 102. Metil-4-fenil-6-metil-2-(metiltio)-1,4-dihidropirimidin-5-karboksilat i metil-6-fenil-4-
metil-2-(metiltio)-1,6-dihidropirimidin-5-karboksilat (6-17a 1 6-17b)

Prilog 103. 5-Acetil-4-fenil-1,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-18)

Prilog 104. 5-(1-hidroksietil)-4-fenil-1,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-18b)

Prilog 105. 5-acetil-4-fenil-6-metil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-19)

Prilog 106. 5-etil-4-fenil-6-metil-3,4-dihidropirimidin-2(1 H)-on (6-19a)

Prilog 107. Diizopropil-4-fenil-1-metil-2-okso-1,2,3.,4,5,8-heksahidropirimido[4,5-d]piridazin-
6,7-dicarboksilat (6-12¢)

Prilog 108. Tabela Sla. 'H NMR (400 MHz) i *C NMR (100,6 MHz) hemijska pomeranja (ppm)
jedinjenja [6-1]-[6-15]

6,8-O-Ditigloil-(1(10E),4E)-germakradien-6p,8a, 1 1-triol

Prilog 109. '"H NMR spektar
Prilog 110. '*C NMR spektar
Prilog 111. HMBC spektar
Prilog 112. HSQC spektar
Prilog 113. NOESY spektar

6-O-Angeloil-8-O-tigloil-(1(10)E,4E)-germakradien-6f,8a, 1 1-triol

Prilog 114. "H NMR spektar
Prilog 115. *C NMR spektar
Prilog 116. 'H-"H COSY spektar
Prilog 117. NOESY spektar
Prilog 118. HSQC spektar
Prilog 119. HMBC spektar
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Prilog 1. "H NMR spektar germakron-1,10-epoksida (2-1)
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Prilog 2. '3C NMR spektar germakron-1,10-epoksida (2-1)
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Prilog 3. 'H-'H COSY spektar germakron-1,10-epoksida (2-1)
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Prilog 4. Uvecéanje 'H-'H COSY spektra germakron-1,10-epoksida (2-1)
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Prilog 5. NOESY spektar germakron-1,10-epoksida (2-1)
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Prilog 6. Uveéanje NOESY spektra germakron-1,10-epoksida (2-1)
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Prilog 7. HSQC spektar germakron-1,10-epoksida (2-1)

200



e [y

™ ope'e w1
0 s
aurs win
RN CERNONL ST 43
a0 -
s .
oL >

° ©w

™ 000 "
0 e
ARTRO -
TUM VEODERT 005 i
ot 1

A0 e
wdt goa-ade e
OIS LY s
=M LhORSET s
L o4

z oax
e 50 0O0L il
4 otor a0
s ooTor s

+ 0005 1145
80T SN TR
[01-ANIE PR
001" INIE Thenkan

LR LLLE I a0 1Y i
w00 ¢ ™
sesn 06"t “
Kt =

12 TR sewee——e

THW OLEATAZ D04 s
N PETIENLL 4 AU
e 0070 e
TEER 0LNL u
0 SEs 1
ur (5]

sae £5910009°0 o
o3 (0901000 0 #ta
A% 00A0EIN0 O "
"es AINNNCRO"S m
298 0COS000E"F "
e BOCD0000 @ W
8002000 ¥ L
2005000431 T
R x
SuEn 08 8 0
e gUN 121 s
o%oe o

Awe pe83ILI'D o
2 10 gy

s1oct .t
£IC0010¢ v
i ceoomd
» omay
"u e

wdd o9 S0 oL Sl ST 0'e St oy Sy 0's S's 09 9 0L Sl
1 ! ! I 1 I 1 I ! ! ! L L L |
. - - —
002 -
08l -
09} -
(U %0
-
*
e

0z}
004 ‘
8 7 S —

- - -
09 - - £ —
oy - - -

See =
0z - te® S ——e

4 3 K

wdd e :

Prilog 8. HMBC spektar germakron-1,10-epoksida (2-1)
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Prilog 9. Uvec¢anje HMBC spektra germakron-1,10-epoksida (2-1)
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Prilog 10. '"H NMR spektar germakron-4,5-epoksida (2-2)
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Prilog 11. Delovi '"H NMR spektra germakron-4,5-epoksida (2-2)
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Prilog 12. '"H-'H COSY spektar germakron-4,5-epoksida (2
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Prilog 13. Uveéanje 'H-'H COSY spektra germakron-4,5-epoksida (2
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Prilog 14. HSQC spektar germakron-4,5-epoksida (2-2)
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Prilog 15. Uvecanje HSQC spektra germakron-4,5-epoksida (2-2)

208



LY

™

iR

it
3
et

THH

o,
saen

208
Jae
oo
238
B
SN
J8En
Sos
I
H

g a9
00°0 1
z s
di1sd win
010002 00¢ is
TidL-S03m3g oM
1201 15
06t 24
9 an
an'o 1
z 885
misd wir
HUTORST 00% 45
¥20t 1
1dd1-E01e3g F00KEL
010°6 s
162901 ‘¢t 1 STWILE
2987005 ds
b1 as
1 oan
452002827008 iz
235606 LT niTE
Qoo i 1]
SEE 4
Wt o
cameenne 13 TINNYHD ==mmenaw
$8122000°0 on:
006000001 oa
00000000 10
£0652000°'0 oa
0862 18
%9 n
ces'ort ~
"t o1
qureesee o
LRLONT T SAWCId
11T L0 RS
91 %9
51 N
f12as aN0s
WOz ax
yddsacu oA
Hi-86 0FR == ¢  QRIOWd
deds WNELSHT
as° %1 bl
01E00102 s3wg
1 oasoNd
S ORixI
(3] TN

wdd g

0 §0 04 S}
i L L

0E St 0% SV
1 1 !

0's
1

§'S

L

09 S9 0L SL
L | L

§L

v

Prilog 16. NOESY spektar germakron-4,5-epoksida (2-2)
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Prilog 17. Uvecanje NOESY spektra germakron-4,5
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Prilog 18. HMBC spektar germakron-4,5-epoksida (2-2)
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Prilog 19. Uveéanje HMBC spektar germakron-4,5-epoksida (2-2)
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Prilog 20. '3C NMR spektar germakron-4,5-epoksida (2-2)
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Prilog 21. '"H NMR spektar bornil-4-metoksibenzoata
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Prilog 22. '*C NMR spektar bornil-4-metoksibenzoata
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Prilog 23. DEPT 135 spektar bornil-4-metoksibenzoata. CH; i CH signali su iznad, a CH, signali

ispod osnovne linije.
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Prilog 24. Uvec¢anje '"H NMR spektra bornil-4-metoksibenzoata
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Prilog 26. 'H-"H Uvecanje COSY spektra bornil-4-metoksibenzoata
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Prilog 27. HSQC spektar bornil-4-metoksibenzoata
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Prilog 29. NOESY spektar bornil-4-metoksibenzoata
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Prilog 30. EI-MS spektar 2-(a-L-ramnopiranoziloksi)benzil-izotiocijanata (4-1).
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Prilog 31. 'H NMR spektar 2-(o-L-ramnopiranoziloksi)benzil-izotiocijanata (4-1).
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Prilog 32. '*C NMR spektar (gore) i DEPT 135 spektar (dole) jedinjenja 4-1.
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Prilog 33. HSQC spektar jedinjenja 4-1.
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Prilog 34. Uvecanje HSQC spektra jedinjenja 4-1.
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Prilog 35. HMBC spektar jedinjenja 4-1.
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Prilog 36. Uvecanje HMBC spektra jedinjenja 4-1.
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Prilog 39. Metabolic¢ki profil autolizata cveta vrste Reseda lutea: "H NMR spektar snimljen u DMSO-
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Prilog 40. Metabolicki profil autolizata korena vrste Reseda lutea: '"H NMR spektar snimljen u
DMSO-ds (gore), GC-MS hromatogram (dole).
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Prilog 41. EI-MS spektar 2-(3-ferocenilfenil)-1H-indola (5-1)
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Prilog 42. EI-MS spektar 2-(4-ferocenilfenil)-1H-indola (5-2)
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Prilog 43. 'H NMR spektar jedinjenja 5-3a.
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Prilog 44. Uvecéanje '"H NMR spektra jedinjenja 5-3a.
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Prilog 45. 1*C NMR spektar jedinjenja 5-3a.

120

T

124

128

61 iw\\
S0z W
ozzl
szt |
LEZL =
v'6ZL M
Z62L- M
LATA S t
L8}
g€l
z8el
zopl

142

-

122

126

138 136 134 132 130

140

Prilog 46. Uvecéanje '*C NMR spektra jedinjenja 5-3a.
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Prilog 51. HMBC spektar jedinjenja 5-3a.
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Prilog 52. Uve¢anje HMBC spektra jedinjenja 5-3a.
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Prilog 53. NOESY spektar jedinjenja 5-3a.
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Prilog 56. 1*C NMR jedinjenja 5-3b.
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Prilog 57. 'H-'"H COSY spektar jedinjenja 5-3b.
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Prilog 58. Uvec¢anje '"H-'H COSY spektra jedinjenja 5-3b.
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Prilog 60. HMBC spektar jedinjenja 5-3b.
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Prilog 63. Metil-4-fenil-6-metil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-1)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-1 u CD3;SOCD; (100,6 MHz)
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Prilog 64. Metil-6-metil-2-okso-4-(p-tolil)-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-2)
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13C NMR NMR spektar jedinjenja 6-2 u CD3SOCD; (100,6 MHz)
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Prilog 65. Metil-6-metil-2-okso-4-(m-tolil)-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-3)
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Prilog 66. Metil-6-metil-2-okso-4-(o-tolil)-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-4)
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Prilog 67. Metil-6-metil-4-(4-metoksifenil)-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-5)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-5 u CD3;SOCD; (100,6 MHz)

242



Prilog 68. Metil-6-metil-4-(3-metoksifenil)-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-6)
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Prilog 69. Metil-6-metil-4-(2-metoksifenil)-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-7)

(o] OMe

MeO NH

g

083 e

ML 5N NS J : A

]

213
210
1,11
1 1564
316
3,104

95 90 85 80 76 70 65 60 55 50 45 40 85 30 25 20 15 1.0 05 0.0 -0!

"H NMR spektar jedinjenja 6-7 u CD3SOCD; (400 MHz)

© @
= @ o 221\ r~
T o sng o
- ; 1ol I

—-165.7
159.4

L1491

— -131.1

—— 1201
%3

——97.1

n' 1 |

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O -10 -2
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Prilog 70. Metil-4-(4-fluorofenil)-6-metil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-8)
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Prilog 71. Metil-4-(3-fluorofenil)-6-metil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-9)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-9 u CDCl; (100,6 MHz)

246



Prilog 72. Metil-4-(2-fluorofenil)-6-metil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-10)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-10 u CD3;SOCD; (100,6 MHz)
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Prilog 73. Metil-4-fenil-1,6-dimetil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-12)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-12 in CD3SOCDs (100,6 MHz)
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Prilog 74. Metil-4-(4-fluorofenil)-1,6-dimetil-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-13)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-13 u CD3;SOCD; (100,6 MHz)
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Prilog 75. Metil-1,6-dimetil-4-(3-metoksifenil)-2-okso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-14)
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13C NMR NMR spektar jedinjenja 6-14 u CD;SOCD; (100,6 MHz)
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Prilog 76. Metil-1,6-dimetil-2-okso-4-(p-tolil)-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-15)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-15 u CD3;SOCD; (100,6 MHz)

251



Prilog 77. 4-fenil-5,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-1a)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-1a u CDCl; (100,6 MHz)
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(6-1a, deuterisan na C-8)
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Prilog 78. 5,6-dimetil-4-(p-tolil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-2a)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-2a u CDCl; (100,6 MHz)
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Prilog 79. 5,6-dimetil-4-(m-tolil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-3a)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-3a u CDCl; (100,6 MHz)
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Prilog 80. 5,6-dimetil-4-(o-tolil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-4a)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-4a u CDCl; (100,6 MHz)
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Prilog 81. 5,6-dimetil-4-(4-metoksifenil)-3,4-dihidropirimidin-2(1 H)-on (6-5a)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-5a u CDCl; (100,6 MHz)
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Prilog 82. 5,6-dimetil-4-(3-metoksifenil)-3,4-dihidropirimidin-2(1 H)-on (6-6a)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-6a u CDCl; (100,6 MHz)
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Prilog 83. 5,6-dimetil-4-(2-metoksifenil)-3,4-dihidropirimidin-2(1 H)-on (6-7a)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-7a u CDCl; (100,6 MHz)
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Prilog 84. 4-(4-fluorofenil)-5,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-8a)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-8a u CDCl; (100,6 MHz)
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Prilog 85. 4-(3-fluorofenil)-5,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-9a)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-9a u CDCl; (100,6 MHz)
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Prilog 86. 4-(2-fluorofenil)-5,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-10a)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-10a u CDCl; (100,6 MHz)
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Prilog 87. 4-(furan-2-il)-5,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-11a)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-11a in CD;SOCDjs (100,6 MHz)
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Prilog 88. 4-fenil-1,5,6-trimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-12a)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-12b u CDCl; (100,6 MHz)
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Prilog 89. 4-fenil-5-(hidroksimetil)-1,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-12b)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-12b u CD3SOCD; (100,6 MHz)
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(12b, deuterisan u polozaju C-8)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-12b deuterisanog u polozaju C-8 u CD;SOCD; (100,6 MHz)
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Prilog 90. 4-(4-fluorofenil)-5-(hidroksimetil)-1,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(14)-on (6-13b)
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Prilog 91. 5-(hidroksimetil)-1,6-dimetil-4-(p-tolil)-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-15b)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-15b u CD;SOCD; (100,6 MHz)
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Prilog 92. 1-metil-5,6-metilen-4-feniltetrahidropirimidin-2(1H)-on (6-12c)
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@
oo
3w
8
2 oy
E z 3 .
{ A g:‘ -
=
|
<
! 1)
| | " J \ . . |
155 140 125 110 95 85 75 65 55 45 35 25 15 5 0

13C NMR spektar jedinjenja 6-12¢ u CDCl; (100,6 MHz)
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Prilog 93. 4-(4-fluorofenil)-1-metil-5,6-dimetilenetetrahidropirimidin-2(14)-on (6-13c¢)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-13¢ u CDCl; (100,6 MHz)
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Prilog 94. 1-metil-4-(3-metoksifenil)-5,6-dimetilentetrahidropirimidin-2(1H)-on (6-14c)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-14¢ u CDCl; (100,6 MHz)
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Prilog 95. 1-metil-5,6-dimetilen-4-(p-tolil)tetrahidropirimidin-2(1H)-on (6-15¢)
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Prilog 96. 3-(1-fenilbutil-2-metilen-3-okso)-1-metilurea (6-12d)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-12d u CDCl; (100,6 MHz)
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Prilog 97. 1-(2-metilen-1-(3-metoksifenil)-3-oksobutil)-3-metilurea (6-14d)
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Prilog 98. Metil-4-fenil-6-metil-2-tiokso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-karboksilat (6-16)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-16 u CD;SOCD; (100,6 MHz)
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Prilog 99. 4-fenil-5,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1 H)-tion (6-16a)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-16a u CD;SOCD; (100,6 MHz)
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Prilog 100. 4-metil-5-metilen-6-feniltetrahidropirimidin-2(1H)-tion (6-16b)
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"H NMR spektar jedinjenja 6-16b u CDCI; (400 MHz)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-16b u CDCl; (100,6 MHz)

281



Prilog 101. 4,5-dimetil-2-(metiltio)-6-fenilpirimidin (6-20)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-20 u CDCl; (106,6 MHz)
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Prilog 102. Metil-4-fenil-6-metil-2-(metiltio)-1,4-dihidropirimidin-5-karboksilat i metil-6-
fenil-4-metil-2-(metiltio)-1,6-dihidropirimidin-5-karboksilat (smesa tautomera, 6-17a i 6-17b)
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"H NMR spektar jedinjenja 6-17a i 6-17b u CD;SOCDjs (400 MHz)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-17a i 6-17b u CD;SOCD; (100,6 MHz)
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Prilog 103. 5-Acetil-4-fenil-1,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-18)
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'"H NMR spektar jedinjenja 6-18 u CD;SOCD; (400 MHz)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-18 u CD3;SOCD; (100,6 MHz)
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Prilog 104. 5-(1-hidroksietil)-4-fenil-1,6-dimetil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-18b)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-18b u CDCl; (100,6 MHz)
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Prilog 105. 5-acetil-4-fenil-6-metil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-19)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-19 u CD3;SOCD; (100,6 MHz)
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Prilog 106. 5-etil-4-fenil-6-metil-3,4-dihidropirimidin-2(1H)-on (6-19a)
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13C NMR spektar jedinjenja 6-19a u CD3;SOCD; (100,6 MHz)
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Prilog 107. Diizopropil-4-fenil-1-metil-2-okso-1,2,3,4,5,8-heksahidropirimido[4,5-d]piridazin-6,7-
dikarboksilat (6-12e)
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"H NMR spektar jedinjenja 6-12e u CDCl; (400 MHz). Signali oznaceni strelicama potic¢u od tragova EtOAc u
uzorku.
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13C NMR spektar jedinjenja 6-12e¢ u CDCl; (100,6 MHz).
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Prilog 108.

Tabela Sla. '"H NMR (40!

0 MHz) i *C NMR (100,6 MHz) hemijska pomeranja (ppm) jedinjenja [6-1]-[6-10] u CD3SOCDs.
1 2 3 4 5

Signal 6 10
]3C ]H I3C ]H ]3C IH I3C lH 13C IH 13C IH ”C IH 13C IH ”C IH I]C IH
C-2 152,6 152,6 152,0 151,1 152,6 152,1 152,1 152,4 152,5 151,5
C-4 54,3 5,16 54,0 5,10 53,7 5,10 50,2 5,39 53,7 5,09 53,5 5,12 55,3 5,48 53,7 5,15 55,3 5,40 48,5 5,44
C-5 99,6 99,7 98,9 99,0 99,8 98,7 97,1 99,5 101,0 97,1
C-6 149,0 148,8 148,4 148,5 148,7 148,6 149,1 149,2 146,6 149,1
C-7 18,3 2,25 18,2 2,24 17,7 2,25 17,7 2,29 18,2 2,24 17,7 2,25 17,7 2,28 18,3 2,25 19,0 2,36 17,7 2,27
C-8 166,3 166,3 165,7 165,6 166,3 165,7 165,7 166,2 165,8 165,4
C-1’ 145,2 142,2 144,5 143,1 137,4 146,0 131,1 1414 1459 131,3
C-2’ 126,6 716- 126,5 7,11 126,6 7,03 134,6 127,8 7,14 112,2 6,78 159,4 128,6 7,26 113,5 7,02 159,3
C-3 128,9 7’36 1294 (4H) 137,3 130,1 7,12 1143 6,87 159,1 11,1 6,99 1156 7,13 163,0 1154 7,14
c-4 127,7 (;H) 136,8 127,8 7,06 127,1 7,12 158,9 112,0 6,83 120,0 6,87 161,8 1150 6,97 1293 7,30
C-5’ 1282 7,20 1264 7,17 129,5 7,24 126,6 7,02 1304 7,29 1244 7,15
C-6’ 1232 7,01 1264 7,17 118,0 6,81 1286 7,23 122,1 7,10 128,6 7,24
C-17 21,1 2,26 21,1 2,28 18,5 2,41 55,6 3,72 54,9 3,72 48,7 3,80
CO:Me 51,2 3,53 51,2 3,52 50,7 3,53 50,6 3,45 51,2 3,53 50,7 3,54 50,6 3,47 51,2 3,53 51,3 3,65 50,6 3,47
NH-1 9,14 9,10 9,17 9,17 9,10 9,21 / 9,17 7,32 9,27
NH-3 7,68 7,62 7,70 7,63 7,61 7,73 / 7,69 5,51 7,70
Tabela S1b, '"H NMR (400 MHz) i *C NMR (100,6 MHz) hemijska pomeranja (ppm) jedinjenja [6-12]-[6-15] u CHCl5,
Signal 12 13 14 15
13C g 13C g 13C H 13C g
C-2 153,0 152,8 153,2 153,0
C-4 52,2 5,16 51,5 5,15 52,0 5,13 51,8 5,12
C-5 102,2 101,9 102,1 102,2
C-6 150,7 151,0 151,0 150,6
C-7 16,0 2,48 16,0 2,50 16,1 2,49 15,9 2,48
C-8 166,0 165,9 166,1 166,6
C-1’ 143,8 140,0 (d, J=3,0 Hz) 1454 140,8
C-2’ 1259 127,9 (d, J=8,1 Hz) 7,25 (2H) 112,1 6,75 125,8
C-3 127,2 715-7,35 (SH) 115,1 (d, J=21,2 Hz) 7,14 2H) 159,3 128,9 7,10 (4H)
c-4 128,4 161,3 (d, J=243,4 Hz) 112,1 6,82 136,4
C-5 129,7 7,24
C-6’ 118,0 6,78
C-17 55,0 3,72 20,5 2,25
CO:Me 50,9 3,57 51,0 3,57 51,1 3,58 51,0 3,56
N-Me 29,6 3,10 29,7 3,10 29,8 3,09 29,6 3,08
NH-3 7,91 8,00 7,97 7,95
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Prilog 109. 'H NMR spektar jedinjenja 7-1.
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Prilog 110. '*C NMR spektar jedinjenja 7-1.

292



i L

100

120

@s® 140

| M

160

F180

T T T T T T T T T T T T T T

60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05

Prilog 111. HMBC spektar jedinjenja 7-1.
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Prilog 112. HSQC spektar jedinjenja 7-1.
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Prilog 113. NOESY spektar jedinjenja 7-1.
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Prilog 114. 'H NMR spektar jedinjenja 7-2.
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Prilog 115. '*C NMR spektar jedinjenja 7-2.
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Prilog 116. 'H-'"H COSY spektar jedinjenja 7-2.

Prilog 117. NOESY spektar jedinjenja 7-2.
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Prilog 118. HSQC spektar jedinjenja 7-2.
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Prilog 119. HMBC spektar jedinjenja 7-2.
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H3JABA O AYTOPCTBY

Mijansyjem na je noxtopcka mucepraunja, nox HacIoBOM

»HoBa 6ronomxu axTena cunreTcka a3a-XETEPOLHKIHYHA JEAHIEHa H HOBH CEKYHIAPHH
METaGONHTH W3 onabpankx GHIBHUX BPCTA: CHHTE3a, H30JI0BAKE H CTICKTPATHA
KapaxKTepu3aumja“

Koja je onGpamena na [NpupoaHo-MaTeMaTHyKoM dakyireTy Yuusepsutera y Humy:

®  PE3YJITAT CONCTBEHOT HCTPAXHBAYKOI paja;

® ]1a OBY JAMCEPTALIHjY, HH Y LIEIHHHA, HATH Y [IeJIOBHMA, HUCAM TPHjaBJbHBAO HA IPYTHM
daKynTeTHMa, HATH YHHBEP3HTCTHMA;

e 1A HHCAM NOBPEQHO ayTOPCKA MpaBa, HUTH 3M0YNOTPeGHO HHTENEKTYanHy CBOJHHY
OpYTHX JIALA.

JlosBoysaBaM ja ce objaBe MOjH JIHYHH MOJAllH, KOjH Cy Y BE€3H Ca ayTOPCTBOM H
no6ujameM aKaJeMCKOr 3Bar-a IOKTOpa HayKa, Kao LITO Cy HME H NMPE3IHME, FOIMHA H MECTO
poliera u natym onGpane pana, H To y Karaiory bubmmorexe, JIMrUTATHOM PEeno3HTOPHjyMY
VYuusepsurera y Huury, kao H y ny6nukannjaMa Yausepsutera y Hamy.

Y Humy, 03.11. 2018.

TMotmwc ayTopa aucepraliyje:
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(Mme, CPeAibe CJIOBO H NPE3HME)
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WIABA O HCTOBETHOCTH EJIEKTPOHCKOT M LITAMIIAHOT OBJIMKA
JIOKTOPCKE IHCEPTALIHJE

Hacnon aucepraunje: Hopa GHONOIIKH AKTHBHA CHHTCTCKA 23a-XETEPOLMKIHYHA jeTHECH:A H
HOBH CEKYRAAPHH MeTabONHTH H3 onabpanux GU/BHHX BPCTA: CHHTE3A, H30J10BaLE H

CTIEKTPAIHA KapaKTepH3alija '

JOKTOpCKE AHCEPTALH]E, KOjy caM Npesiao

H3jarsbyjeM zia j& eNeKTPOHCKH 06JTHK Moje
Yuupepsurera y Humy, HCTOBETaH

3a ywowewe y JHrHTANHH peno3MTOPHjyM
IITAMIAHOM OOJIHKY.

Y Humy, 03.11.2018.

[Mornuc ayTopa AncepTauuje:
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(Vime, cpelrse COBO M Npe3nMe)
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HIJABA O KOPHLIREILY

Hukona Tecna* na y JrdTaimu

Omnauhyjem Yuuuepsurercky Oubinoreky .
1H]Y, 110/1 HACOBOM:

penouTopujyM Yuupepsurera y Humy ynece MOJy JIOKTOPEKY AMcepTa

JHopa GHOOUIKM OKTHBHA CHNTETCKA A3A-XCTEPOLMK/IHYHA jennmeiva M HOBH

cexynaapiu MetTaboiuTH U3 onaGpanux GHILHUX BPCTA: CHITERE, HIONOBAIE W CTIEKTPAINA
KapaxTepHsaluja’
Jlucepraiinjy ca CBUM NprIO3HMA NpeAao//ia cam y eJIeKTPOHCKOM 06HKY,

38 TPAjHO APXHBUPAIHE,

Mojy JOKTOPCKY JMCEPTaLIKjY, YHETY ¥ JIArATANHA PENOIHTOPHIYM Yuusep3utera y
Huury, Mory KOpPUCTHTH CBH Koju noiuTyjy oapeabe canpxane y 0/1a0paHoM THITY JIHUCHUC

Kpearusue sajennuue (Creative Commons), 3a Kojy cam ce outyyHo/na.

fOro/HOM

1. Ayroperso (CC BY)
2. AYTOPCTBO — HEKOMEPLHjAIHO (CC BY-NC)
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6. AyTOpCTBO — E/MTH MO UCTHM YC/I0BHMA (CC.BY-SA)

Y Humy, 03.11.2018.
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