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SAZETAK

U ovome zavrSnom radu opisana je sinteza estera cimetne kiseline s meta- i para-nitro
derivatima N-arilpiridinona. U prvome djelu opisana je priprava N-aril supstituiranih 3-
hidroksipiridin-4-ona, spoja 1 (3-hidroksi-2-metil-1-(m-nitrofenil)piridin-4-on) i spoja 2
(3-hidroksi-2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on). Spojevi 1 i 2 pripravljeni direktnom
metodom iz maltola i odredenog primarnog amina, koriSteni su u drugome djelu rada kao
polazni spojevi u sintezi spojeva 3 ([2-metil-1-(m-nitrofenil)piridin-4-on-3-il]-3-fenilprop-
2-encata) 1 4 ([2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on-3-il]-3-fenilprop-2-enoata). Oba
esterska derivata 3,4-HP i cimetne Kiseline uspjesno su pripravljena Steglichovom

metodom esterifikacije.

Strukture sintetiziranih spojeva potvrdene su NMR spektroskopijom (*H, 3C, DEPTQ).

Klju¢ne rijeci: cimetna kiselina, hidroksipiridinoni, lipofilnost, maltol, Michaelova adicija,

Steglichova esterifikacija



ABSTRACT

In this work preparation of cinnamic acid derivatives of N-arylpyridinones is described. In
the first part of this work preparation of N-aryl substituted 3-hydroxypyridin-4-ones,
compound 1 (3-hydroxy-2-methyl-1-(m-nitrophenyl)pyridin-4-one) and compound 2 (3-
hydroxy-2-methyl-1-(p-nitrophenyl)pyridin-4one) is presented. These two compounds
were prepared from maltol and primary amine using direct method. In the second part of
this work prepared compounds (1 and 2) were used as starting compounds in the synthesis
of compounds 3 ([2-methyl-1-(m-nitrophenyl)pyridin-4-on-3-yl]-3-phenylprop-2-enoate)
and 4  ([2-methyl-1-(p-nitrophenyl)pyridin-4-on-3-yl]-3-phenylprop-2-enoate).  For
esterification of compounds 1 and 2 with cinnamic acid Steglich esterification method was

used.

The structures of synthesized compounds were identified by NMR spectroscopy (*H, *C,
DEPTQ).

Keywords: cinnamic acid, hydroxypyridinones, lipophilicity, maltol, Michael addition,
Steglich esterification



1. UVOD

Hidroksipiridinoni (HP) su heterocikli¢ki aromatski spojevi, derivati piridina, Kkoji
posjeduju karbonilnu skupinu u ortho polozaju u odnosu na hidroksilnu skupinu. HP su
bidentatni ligandi metalnih iona u podrucju fizioloskog pH $to je osnova njihovog
raznolikog bioloskog djelovanja.! Istrazuju se kao agensi za uklanjanje iona metala, kao
antibakterijski i antitumorski agensi te kao potencijalni antimalarici i antidementici.? 3-
hidroksipiridin-4-oni (3,4-HP) se isticu unutar skupine HP jer su se pokazali u¢inkovitim
kelatorima trovalentnih, tvrdih metalnih iona, primjerice Fe** i AI** u fizioloskim uvjetima
u odnosu na ostale HP derivate. Jedan od naj¢es¢ih nacina njihove priprave podrazumijeva
reakciju derivata 3-hidroksipiran-4-ona, kao $to su primjerice maltol ili etil-maltol, i
odgovarajuc¢ih primarnih alkil- ili aril-amina i amonijaka. 3-hidroksipiran-4-oni takoder
posjeduju biolosku aktivnost, no za razliku od njih 3,4-HP se prilikom keliranja metala
ponasaju kao jace Lewisove baze, §to se objasnjava ucinkovitijom delokalizacijom naboja

unutar prstena kao posljedica razlike u elektronegativnosti heteroatoma.!

Na propusnost biomembrane utjeCu molekularna masa, naboj i lipofilnost tvari. To
su jedni od najvaznijih faktora koji odreduju potencijalne kelatore.* Prema tome kako bi se
olakSao prolazak nekog spoja kroz membranu osnovni hidroksipiridinonski skelet se
modificira uvodenjem lipofilnih podjedinica. Prvi dio ovoga rada usmjeren je na pripravu
N-aril supstituiranin 3-hidroksipiridin-4-ona, dok je u drugome djelu rada opisano
uvodenje cimetne kiseline kao lipofilne podjedinice u strukturu 3,4-HP. Cimetna kiselina
odabrana je kao lipofilna podjedinica budu¢i da sama cimetna kiselina takoder pokazuje
znadajnu biologku aktivnost.® Navedeni spojevi sintetizirani su u svrhu ispitivanja njihove

bioloske aktivnosti, s posebnim naglaskom na antitumorsku aktivnost.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1.  Strukturne karakteristike hidroksipiridinona

Hidroksipiridinoni ukljucuju tri skupine spojeva koji se razlikuju prema polozaju keto-
skupine i hidroksilne skupine u odnosu na dusikov atom u prstenu: 1-hidroksipiridin-2-oni
(1,2-HP), 3-hidroksipiridin-2-oni (3,2-HP) i 3-hidroksipiridin-4-oni (3,4-HP). Derivati
hidroksipiridinona koriste se kao bioloski agensi zahvaljuju¢i sposobnosti keliranja
trovalentnih metalnih kationa, najées¢e Fe* i AI**. Trovalentni ion metala koordiniran s
dva vicinalna atoma kisika hidrokispiridinona tvori kelatni kompleks. Hidroksipiridinoni
su monoprotonske kiseline pa zbog toga u podrucju fizioloskog pH (5-9,9) nastaju
nenabijeni kompleksi u kojima je stehiometrija metala prema hidroksipiridinonskom
prstenu 1:3.2% Kod 1,2-HP postoji tautomerna ravnoteza i deprotoniranjem oba tautomera

nastaje isti anion, dok 3,2-HP i 3,4-HP imaju samo jedan tautomer (Shema 1).°
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Shema 1. Tautomerni i rezonantni oblici 1,2-HP, 3,2-HP i 3,4-HP*



U fizioloskim uvjetima HP imaju visok afinitet za Fe3* ione pa se zbog toga najvise
ispituju za lijeCenje bolesti kod kojih dolazi do prekomjernog nakupljanja tog metala u

organizmu.®

Najveéi afinitet za Fe3* ione posjeduju 3,4-HP zbog razli¢itog rasporeda (O, O)-
donorskih skupina oko piridinskog prstena hidroksipiridinona. Posljedica toga je veca
bazi¢nost hidroksilne skupine (pKa 9-9,5) i veca elektronska gustoc¢a na koordiniraju¢im

atomima kisika u usporedbi s ostalim HP (Tablica 1).*

Tablica 1. pKa vrijednosti i afinitet bidentantnih liganda prema Fe®** ionu*

ligand pKa pKaz logB (Fe®")
1,2-HP - 58 27
3,2-HP 0,2 8,6 32
3,4-HP 3,6 9,9 37

2.2. Priprava hidroksipiridinona

Kao polazni reagensi za pripravu hidroksipiridinona koriste se 3-hidroksi-2-metilpiran-4-
on (maltol), 2-etil-3-hidroksipiran-4-on (etil-maltol), 5-hidroksi-2-hidroksimetilpiran-4-on
(koji¢na kiselina) i dr.>"® S obzirom da se hidroksipiridinoni mogu pripraviti iz analognih
hidroksipiranona, metoda po Harrisu i tzv. direktna metoda dvije su poznate metode
priprave hidroksipiridinona na taj nacin. Takve reakcije obuhvacaju reakciju odredenog

hidroksipiridinona s amonijakom ili s primarnim aminom.®

Metoda po Harrisu primjenjuje se za sintezu N-alkilnih i N-arilnih 3,4-HP iz
maltola ili etil-maltola. Sastoji se od tri koraka, gdje prvi korak podrazumijeva zaStitu
hidroksilne skupine kako bi se olaksala transformacija piranona u piridinon. U drugom
koraku u reakciji s odgovaraju¢im aromatskim primarnim aminom nastaje zasti¢eni N-aril
supstituirani piridinonski derivat, kojemu se u treCem koraku katalitickom hidrogenolizom

uklanja zastitna skupina.



Direktna metoda ¢es$¢e se primjenjuje za pripravu N-aril supstituiranih derivata 3,4-
HP te podrazumijeva zagrijavanje nezasticenog hidroksipiranona i odgovarajuceg
primarnog amina na visokoj temperaturi. Takva reakcija moguca je zagrijavanjem vodene
otopine reaktanata uz refluks ili zagrijavanjem u zataljenoj staklenoj cijevi (autoklav, ~150
°C).Reakcije se obi¢no provode u jednome koraku (Shema 2) s dodatkom kiselog
katalizatora (HCI, H2SO4, p-TsOH) ili bez kiselog katalizatora, uz refluks ili u autoklavu.
U ovome radu, upotrebom p-TsOH kao kiselog katalizatora sprije¢eno je deprotoniranje
hidroksilne skupine maltola i nastanak alkoksida. U kiselim reakcijskim uvjetima smanjena
je mogucénost nastajanja kondenzacijskih nusprodukata $to u konacnici utje¢e na povecanje
ukupnog prinosa reakcije.Ukoliko se pri sintezi N-arilnih derivata 3,4-HP koristi postupak
zagrijavanja u autoklavu ili postupci koji ne podrazumijevaju dodatak otapala, reakcijsko
vrijeme je krace (8 — 40 h) u odnosu na klasi¢ni nacin zagrijavanja reaktanata u otapalu uz
dodatak katalizatora (50 — 72 h). Literaturno je poznato da opisani postupci daju produkte
u relativno niskom prinosu, dok im je s druge strane, glavna prednost da se temelje na

jeftinom i lako dostupnom polaznom materijalu.®

Za razliku od kiselo katalizirane reakcije, u nekataliziranoj reakciji produkt nastaje
samo u tragovima. Ukoliko se kao polazni spoj koristi etil-maltol, ukupni prinos je manji
zbog vecih sterickih smetnji prilikom ciklizacije 1 nastajanje piridinonskog prstena nakon
nukleofilnog napada amina. Stoga je poZeljnije koristiti maltol kao polazni spoj pri sintezi
N-arilnih 3,4-HP kako bi prinos reakcije bio §to veéi. Osim toga, prinosi spomenutih
reakcija ovise o0 prisutnosti skupina koje se nalaze u para-polozaju na polaznim anilinskim
derivatima, tj. o njihovim elektronskim svojstvima, pa tako prilikom upotrebe
nukleofilnijih anilinskih derivata (elektron-doniraju¢im supstituentima) prinosi reakcija su
veci. Primjerice, ukoliko je nukleofil p-metoksianilin, reakcija rezultira ve¢im prinosom u

odnosu na reakciju u kojoj je nukleofil p-nitroanilin.®#1°
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Shema 2. Postupak priprave N-arilnih derivata 3,4-HP direktnom metodom®

2.2.1. Mehanizam reakcije sinteze 3,4-HP iz piran-4-ona i primarnog amina

Reakcija pretvorbe piran-4-ona u piridin-4-on je dvostruka nukleofilna konjugirana
Michaelova adicija na polozaje C-2 i C-6 a,B-nezasi¢enog karbonilnog piranonskog
derivata, pri ¢emu je donor primarni amin, a akceptor a,p-nezasi¢eni sustav piran-4-ona.
Prilikom sinteze 3,4-HP Michaelovom adicijom iz piran-4-ona i primarnog amina dolazi

do gubitka jedne molekule vode (Shema 3).1!
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Shema 3. Mehanizam sinteze 3,4-HP Michaelovom adicijom iz piran-4-ona i primarnog

aminal!

U bazi¢nim uvjetima, (pKa = 11 — 12) narocito ako se radi s razgranatim alkil
aminima, potrebno je zastititi hidroksilnu skupinu piranona jer u protivhom nezasti¢ena
hidroksilna skupina moze reagirati Michaelovom reakcijom s nusproduktima koji nastaju
tijekom reakcije (Shema 4). Takvi kondenzacijski produkti smanjuju ukupni prinos
reakcije. Upotreba stericki ometenih amina kao Michaelovih donora smanjuje prinos

reakcije te je u tome slu¢aju nuzno zastititi hidroksilnu skupinu piran-4-ona.®
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Shema 4. Moguca sporedna reakcija stvaranja kondenzacijskih produkata u bazi¢nim

uvjetima sinteze derivata 3,4-HP®



Kada se kao Michaelovi donori koriste primarni alkil-amini ili aril-amini sintezu
3,4-HP iz maltola kao polaznog spoja moguce je provesti izravno, bez zastite hidroksilne
skupine uz prethodno spomenutu direktnu metodu sinteze 3,4-HP.U tom slucaju, koriste se
kiseli reakcijski uvjeti kako bi se smanjila moguénost nastanka alkoksida i sprijeilo
nastajanje kondenzacijskih produkata, kako je veé opisano u poglavlju 2.2.51° Ukoliko se
reakcija provodiuz kiseli katalizator moguce je protoniranje amina, stoga je bolje koristiti
aril-amine umjesto alkil-amina s obzirom da aril-amini nisu u potpunosti protonirani pa u
ravnotezi postoji udio neprotoniranog oblika u kojemu je duSikov atom nukleofilan pa

moze napasti maltol na C-6 i C-2 polozaju (Shema 5).1?

NH3 NH
s fes

—_— + H+
L L

Shema 5. Ravnoteza izmedu protoniranog i deprotoniranog oblika aril-aminal?

2.3. Bioloska aktivnost hidroksipiridinona

Hidroksipiridinoni su vaZzni heterocikli€ki ligandi za tvrde metalne ione, kao S§to su
primjerice Fe** i AI**, te je njihova selektivnost prema keliranju trovalentnih metalnih
kationa osnova brojnih bioloskih uc¢inaka. Konkretno, 3,4-HP svestrani su bioloski agensi 1
imaju izrazito visok afinitet za Fe3*, kako je opisano u poglavlju 2.1., pa se iz tog razloga
koriste kao kelatni lijekovi za lijeCenje raznih bolesti kod kojih je vazno uklanjanje
spomenutih metalnih iona. Takva vrsta kelatora zahvaljujuci svojim fizikalno-kemijskim
svojstvima pokazuje nisku toksi¢nost i visoku biokompatibilnost. Zahvaljujuéi svojem
Sesteroclanom prstenu koji im omogucava funkcionalizaciju na razli¢itim polozajima

prstena, mnogi derivati hidroksipiridinona razvijeni su u biomedicinske svrhe.*



2.3.1. Uloga Zeljeza u organizmu

Iako je Zeljezo neophodno za pravilno funkcioniranje zivih stanica, prilikom njegovog
suvisnog nakupljanja u organizmu ono postaje toksi¢no. Kako je Zeljezo najzastupljeniji
prijelazni metal na Zemlji, bitan je za mnoge oblike zivota te se smatra esencijalnim
elementom za zive organizme. Od iznimne je vaznosti jer je sastavni dio svih stani¢nih
procesa kao Sto su disanje, sinteza DNA, regulacija gena, redoks procesi, a osim toga
potreban je i za rast i razvoj organizma. Organizmi mogu biti izlozeni kako pomanjkanju
tako i suviSku Zeljeza koje dovodi do pojave raznih bolesti. Koncentracija zeljeza u tkivima
je strogo regulirani proces pa je u organizmu potrebno odrzavati ravnotezu izmedu unosa
zeljeza, njegovog iskoristenja i skladiStenja. Homeostaza zeljeza moze Se narusiti pojavom
neke bolesti $to rezultira nakupljanjem zeljeza u organizmu. U tom slucaju, moze doc¢i do
zasi¢enja transferina (protein vazan za prijenos zeljeza) ili feritina (protein vazan za
skladiStenje Zeljeza) Sto rezultira povecanom koncentracijom neveznog zeljeza. Takve
poveéane koli¢ine Zeljeza dovode do oSteCenja tkiva kao rezultat stvaranja slobodnih
radikala. Poznavanje regulacije Zeljeza na molekularnoj razini je izrazito bitno u
dijagnosti¢kim i preventivnim dijagnozama.’**> Oko 70 % Zeljeza u organizmu nalazi se
vezano za hem, u hemoglobinu i mioglobinu koji su vazni za transport i cuvanje kisika ili u
citokromima koji sudjeluju u sintezi adenozintrifostafa. Osim S§to se nalazi u krvi i
misiéima u obliku metaloproteina, Zeljezo nalazimo u jetri, slezeni i kostanoj srzi. Zeljezo
moze biti 1 kofaktor raznih enzima kao $to je ribonuleotid-reduktaza, enzim vrlo vazan u
pretvorbi ribonukleotida u deoksiribonukleotide. Zeljezo je moguée unijeti u organizam i u
anorganskom obliku gdje Zeljezo mora biti u dvovalentnom obliku kako bi se transportiralo
kroz membrane pomoéu odgovarajuéih transportnih proteina.'Kako Zeljezo alternira
izmedu dva oksidacijska stanja, odnosno prima ili donira elektrone, moze pridonijeti
stvaranju slobodnih radikala. Glavnu ulogu u njihovoj izmjeni igraju brojne
oksidoreduktaze. Ukoliko su razine Zeljeza povisene, takva izmjena oksidacijskog stanja
Moze biti izrazito opasna jer stanice u tom slucaju podlijezu oksidativnom stresu.
Nastajanje $tetnih radikalnih vrsta opisano je Fentonovom reakcijom. Oksidacijom Fe?*
iona s vodikovim peroksidom dolazi do nastanka iznimno reaktivnog hidroksilnog radikala
koji zatim moZze reagirati sa SeCerima, proteinima, lipidima i sl. $to moZe dovesti do
oStecenja proteina, membranskih lipida, DNA i RNA. Takva oSteCenja mogu dovesti i do

pojave karcinoma, a u krajnjem 1 najgorem slucaju i do smrti. Takoder, ¢esto spominjane



bolesti kao Sto su Parkinsonova bolest, Alzheimerova bolest i Friedreichova ataksija

posljedica su suviska Zeljeza u organizmu.'1®

Da bi neki agensi bili u¢inkoviti kelatori Zeljeza trebali bi kompetirati kompleksiranju
zeljeza za transferin, tj. vezati netransferinsko zeljezo ili ga vezati unutar odjeljka LIP (tzv.
nestabilni skladi$ni odjeljak) i feritina. 3,4-HP se prilikom keliranja metalnih iona ponasaju
kao Lewisove baze, a zbog razlike elektronegativnosti heteroatoma dolazi do ucinkovite
delokalizacije naboja unutar prstena. Upravo zbog delokalizacije elektronskog para s
dusikovog prema karbonilnom kisikovom atomu, 3,4-HP ucinkoviti su kelatori tvrdih
metalnih iona. Delokalizacija stoga utjeCe na bazi¢nost i elektronsku gusto¢u veznog
mjesta 3,4-HP za odredeni metalni kation. Pri fizioloSkom pH, prilikom kompleksiranja
spomenutih trovalentnih metalnih kationa s 3,4-HP nastaju peteroclani kelatni prstenovi. U
takvim kompleksima, koordinacija metalnog iona je uglavnom nepravilna oktaedarska, a
metal je koordiniran s po dva vicinalna kisikova atoma. Omjer trovalentnog metalnog
kationa i 3,4-HP je 1:3 (Slika 1).}

L
R
1 1
R R
\ '
S
R = alkil
R? = alkil. aril

Slika 1. Nastajanje kompleksa 3,4-HP i Fe3* iona*



2.3.2. Utjecaj strukturne modifikacije 3,4-HP na njihovu biolosku aktivnost

Jedan od limitiraju¢ih faktora za terapeutike je njihova molekulska masa koja mora biti
manja od 500 Da kako bi se kelator mogao uspjesno apsorbirati u gastrointestinalnom
traktu i prolaziti kroz biomembrane do ciljnog mjesta svog djelovanja u stanicama. Ostali
faktori (Lipinski pravila ) su lipofilnost (logP) i ukupni naboj molekule te broj donorskih i
akceptorskih skupina za stvaranje vodikovih veza.Molekularna masa hidroksipiridinona je
obi¢no niska, dok se lipofilnost i naboj, odnosno ionizacijsko stanje u fizioloSkim uvjetima
mogu mijenjati uvodenjem razli€itih supstituenata na 3,4-HP. Razli¢ite funkcijske skupine
kao §to su amino, karboksilna, amidna i dr. uvelike utjeCu na lipofilni karakter 3,4-HP.
Vezanjem supstituenata na dusSikov atom piridinonskog prstena ne mijenja se kelirajuce
vezno mjesto, tj. N-funkcionalzacija ne pokazuje veliki u¢inak na sposobnost keliranja
liganda. 3,4-HP su stabilni bidentatni spojevi na ¢iju lipofilnost utjeCe vezanje razli¢itih
supstituenata na piridinonski prsten na polozaje 1, 2, 3 1 5. NajceSc¢e dolazi do modifikacije
na N-1 i C-2 polozaju, dok se supstituenti rjede vezu na C-5 i C-6 polozaje. S obzirom da
se prsten 3,4-HP vezanjem razli¢itih supstituenata lako strukturno modificira, njihovi
derivati razlikuju se u bioloskoj aktivnosti. Vezanjem supstituenata povecava se lipofilnost
kompleksa, ali i mobilizacija i aktivnost.’3" U ovome radu u svrhu povecanja lipofilnosti
meta i para supstituiranih derivata N-aril-3-hidroksi-2-metilpiridin-4-ona vezana je

cimetna kiselina na slobodnu OH skupinu metodom Steglichove esterifikacije.

2.4. Cimetna kiselina

Cimetna kiselina (3-fenilprop-2-enska kiselina, CoHgO2), nezasicena je aromatska kiselina
koja moze postojati kao cis i trans stereoizomer. U prirodi nalazimo trans izomer koji je
stabilniji od cis izomera pa se iz toga razloga koristi u komercijalne svrhe. Trans cimetna
kiselina bijela je kristalini¢na tvar, slabo topljiva u vodi, ali dobro topljiva u organskim

otapalima.®.
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I
C:C—COOH C=C—COOH
N\ /7 | & o
H H H
trans izomer cis izomer

Slika 2. Trans i cis izomer cimetne kiseline!®

Cimetna kiselina kao i njezini derivati $iroko su rasprostranjeni u biljnom svijetu.
Najpoznatiji derivati su prije svega esteri (cinamati), a osim njih, cimetaldehid, hidroksi i
metoksi derivati takoder su vrlo rasprostranjeni te se koriste u industriji parfema, medicini,
prehrambenoj i kozmetickoj industriji. Cimetna kiselina ulazi u reakcije koje su tipicne za
reakcije karboksilne skupine i reakcije spojeva s dvostrukom vezom. Vazan je

intermedijer u biosintezi derivata $ikimata, fenilpropanoida, stirena i stilbena.®

2.4.1. Sinteza cimetne kiseline

Biljke pomoéu enzima fenilalanin-amonij-liaze (PAL) mogu vrsiti deaminaciju
fenilalanina pri ¢emu nastaje cimetna kiselina. Za industrijske potrebe cimetna kiselina i
njeni derivati ne izoliraju se iz prirodnih izvora nego se prireduju sintetskim putem.®
Komercijalna sinteza cimetne kiseline gotovo uvijek rezultira trans izomerom. Najstariji
postupak priprave cimetne kiseline je Perkinova reakcija (Shema 6). Benzaldehid u reakciji
s anhidridom octene kiseline uz prisutnost natrijeva acetata kao katalizatora daje cimetnu
kiselinu. Osim natrijeva acetata, kao katalizator upotrebljavaju se kalijev acetat, tercijarni

amini, kalijev fosfat i trimetil borat.8

R CH,COONa S
| + (CH,C0,0 — | + CH,COOH
/
CHO CH=—CHCOOH

Shema 6. Perkinova reakcija'®
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Claisenovom kondenzacijom benzaldehida s esterom octene kiseline uz prisutnost

alkoksidne baze nastaje ester cimetne Kiseline koji saponifikacijom daje cimetnu kiselinu.®

= NaOR? s
| + CH,COOR! ——— ||
“ cHo =
CH=CHCOOR
S
+ |
i
CH=—CHCOOR?
saponifikacija =

= | + R'OH + R20H
o
CH=—CHCOOH

Shema 7. Claisenova kondenzacija'®

Benzal klorid reagira s natrijevim acetatom u alkalnom mediju i daje cimetnu
kiselinu u velikom prinosu. Ukoliko se u takvoj reakciji koristi amin, primjerice piridin,

prinos reakcije moze biti veéi od 80%.8

| +2CH,COONa — 29", | o + CH,COOH + 2 NaCl
= =
CHCl, CH=—CHCOOH

Shema 8. Postupak dobivanja cimetne kiseline reakcijom benzal klorida i natrijeva

acetata®®

Cimetaldehid se moze oksidirati u cimetnu kiselinu upotrebom Kkisika i nekog

katalizatora kao §to je srebro ili paladij.’®

BN 0; N

CH=CHCHO CH=CHCOOH

Shema 9. Oksidacija cimetaldehida'®
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2.4.2. Bioloska aktivnost cimetne kiseline

Cimetna kiselina 1 njeni derivati prisutni su u voc¢u,povréu, kavi i dr. Fenolne kiseline nisu
esencijalne za ¢ovjeka, ali imaju mnogo pozitivnih ucinaka na ljudsko zdravlje. S obzirom
da su ti spojevi netoksi¢ni za ljudski organizam, ¢esto ih nalazimo u tradicionalnim biljnim
lijekovima, a osim toga, vazni su i u farmaceutskoj industriji.> U literaturi je opisana
njihova velika antioksidativna aktivnost® koja je povezana sa strukturom spojeva, najvise
polozajem i brojem hidroksilnih skupina. Takoder se i prisutnost vinilne skupine smatra
odgovornim za antioksidativno djelovanje. Cimetna kiselina i njezini fenolni analozi
zahvaljujuéi supstituciji na fenolnom prstenu, adiciji na a,-nezasi¢eni spoj i reakcijama
karboksilne skupine, u velikoj mjeri pridonose medicinskim istrazivanjima. Prirodni
hidroksi derivati cimetne kiseline, poput kavene kiseline, i amidi cimetne Kkiseline,
posebice 2-metilcinamid, pokazuju antitumorsko djelovanje.?®?! Cimetna kiselina i njeni
3,4,5-trimetoksi, 3-trifluormetil i a-metil derivati koriste se u lije¢enju karcinoma prostate,
dojke i endometrija.?? Citotoksi¢no djelovanje pokazuju derivati cimetne kiseline s
oksazolinijem i dusikovim iperitom.? Derivati cimetne kiseline, pored toga §to pokazuju
antioksidativno i antitumorsko djelovanje, pokazuju i antibakterijsko, antituberkulotsko,
antivirusno, antimalarijsko i protuupalno djelovanje. Osim toga, §tite ljudski organizam
djelovanja slobodnih radikala i ojadavaju imunologki sustav.!® Zbog navedenih svojstava

cimetna kiselina koriStena je u ovome radu za pripravu supstituiranih derivata 3,4-HP.

2.5. Esteri

Esteri su vrlo rasprostranjena skupina organskih spojeva.Obi¢no se dobivaju iz karboksilne
kiseline i alkohola pa su upravo i najpoznatiji karboksilni esteri. To su derivati
karboksilnih kiselina koji nastaju zamjenom —OH skupine sa —OR skupinom, gdje R moze
biti alkil ili aril. Esteri sadrZze acilnu skupinu, a prisutnost C=0 skupine daje im polarni
karakter zbog kojeg mogu stvarati dipol dipol interakcije. Imaju niska vreliSta i dobro su
topljivi u organskim otapalima, a esteri koji sadrze do pet ugljikovih atoma topljivi su i u
vodi. Hlapljivi esteri imaju ugodan miris 1 Cesto se upotrebljavaju u kozmetickoj 1

prehrambenoj industriji.?*
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2.5.1. Metode priprave estera

Esteri se mogu prirediti iz karboksilnih kiselina, ali i iz njihovih derivata. Kiselinski kloridi
1 anhidridi reaktivniji su od karboksilnih kiselina pa se stoga mogu koristiti kao u¢inkoviti
polazni spojevi u pripremi estera. Osim najpoznatije i najjednostavnije metode priprave
estera, Fischerove esterifikacije, postoje i mnoge druge metode. Neke od tih metoda su
Mitsunobu esterifikacija, Yamaguchijeva esterifikacija, Tishchenkova esterifikacija,

pregradnja po Favorskom, Baeyer Villigerova reakcija te Steglichova esterifikacija.?®

2.5.1.1. Fischerova esterifikacija

Fischerova esterifikacija jedna je od najjednostavnijin metoda priprave estera reakcijom
karboksilne kiseline i alkohola u prisutnosti kiselog katalizatora (Shema 10). Kao
katalizatori, najceS¢e se upotrebljavaju mineralne kiseline kao $to je koncentrirana
sumporna kiselina ili suhi klorovodik. Takva reakcija je reverzibilna pa se uspostavlja
ravnoteza u kojoj su prisutni pocetni i konacni spoj u mjerljivim koli¢inama. Prema Le
Chatelierevom principu, ravnoteza se pomice u desno upotrebnom viska alkohola ili

uklanjanjem nastale vode.?

0
0 H,S0,
I+ R-OH =—= M+ HO
R” “OH R™ "OR

Shema 10. Fischerova esterifikacija®*
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Mehanizam Fischerove esterifikacije primjer je nukleofilne acilne supstitucije koji
uklju¢uje dva koraka. Budu¢i da ugljikov atom karbonilne skupine nije dovoljno
elektrofilan za napad alkohola, dolazi do protoniranja karbonilne skupine upotrebom
kiselog katalizatora. Time se povecava elektrofilnost karbonilne skupine i1 olakSava
nukleofilni napad alkohola. Adicijom alkohola stvara se tetraedarski intermedijer koji
gubitkom protona daje neutralni adicijski produkt. Protoniranjem hidroksilne skupine u
sljede¢em koraku nastaje dobro odlazeca skupina. U konacnici, gubitkom protona s druge
hidroksilne skupine nastaje ester (Shema 11). Bitno je napomenuti kako se takva reakcija
odvija samo u prisutnosti kiseline jer ukoliko bi se odvijala u bazi¢nom mediju, baza bi
uklonila proton iz karboksilne kiseline i nastao bi karboksilatni anion koji vise ne bi

reagirao sa alkoholom.?®

H——A
... .
10 $0°H s o o
/[L — (;“\ _— R%OH _— R—’fOH
.. e '
R OH R OH Lot fas
. .. R ..\pA_ R 9.0
ROH + A R
&) + 3A
tOH /‘H & (:OH H.O 30,:)_}.1 Hok;
F OH == R 8, =—= - JL 1
. .. 1
RLO: RLos RT G—R RTS0—R
+ A +H0 +H—A

Shema 11. Mehanizam Fischerove esterifikacije®
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2.5.1.2.  Mitsunobu esterifikacija

U Mitsunobu esterifikaciji dolazi do supstitucije hidroksilne skupine alkohola s
nukleofilom pri ¢emu dolazi do inverzije konfiguracije. C-O veza alkohola puca pa alkohol
postaje elektrofilan, dok je derivat karboksilne kiseline nukleofilan. Nukleofil bi trebao biti
kiseli s obzirom da DEAD (dietilazodikarboksilat) mora biti protoniran tijekom reakcije
kako bi se sprijecile sporedne reakcije. Reakcija trifenilfosfina sa DEAD-om omogucuje
stvaranje fosfonijevog meduprodukta koji se zatim veze na alkoholni kisik te ga na taj
nacin aktivira kao odlaze¢u skupinu. Formiranje estera na taj nacin iz sekundarnog

alkohola jedan je od moguéih nacina priprave estera.?

CHa 9 Ph,P CHy. G

+ J\ : J\ + PhpP=0
BESD R o Ph

R OH HO Ph

Shema 12. Mitsunobu esterifikacija®®

2.5.1.3. Yamaguchijeva esterifikacija

Yamaguchi esterifikacija omogucéava pripravu estera reakcijom izmedu Yamaguchijeva
reagensa (2,4,6-triklorobenzoil klorida) i karboksilne kiseline uz prisutnost trietilamina
(TEA) i tetrahidrofurana (THF). Yamaguchi esterifikacija odvija se u blagim reakcijskim
uvjetima gdje se nakon nastanka mijeSanog 2,4,6-triklorobenzoilog anhidrida, hlapljive

tvari odstrane, a nastali anhidrid u reakciji s alkoholom u prisutnosti DMAP-a daje Zeljeni

al 0 cl 0 0
0 M
/CEMU )J\ L /@ilo )
+ THF, 25°C
cl cl R OH Cl cl
0

g @ o
/U\ DMAP
R
° R+ R_oH — o
R 0
cl cl

Shema 13. Yamaguchijeva esterifikacija?’

ester.?’

16



2.5.1.4.  Tishchenkova esterifikacija

Tishchenkova esterifikacija je vrlo u¢inkovita metoda za pripravu estera iz odgovarajucih
aldehida. Obuhvaca (a) reakciju priprave estera reakcijom dva ekvivalentna aldehida (1) uz
prisutnost Lewisove kiseline kao katalizatora te mijeSanu Tischenkovu esterifikacija (b, c)
koja podrazumijeva upotrebu dva razli¢ita aldehida(l 1 3) pri ¢emu nastaje smjesa tri
razlicita estera (4,5,6). Osim toga, u mijesanoj Tischenkovoj reakciji, reakcijom aldehida
(1) i B-hidroksi-aldehida (7) nastaje 1,3-dioksan-4-ol koji u bazno kataliziranoj reakciji
daje monoester (8). U aldolnoj Tischenkovoj reakciji (d), prvi korak je aldolna
kondenzacija kojom nastaje B-hidroksi-aldehid. Zatim nastaje hemiacetal koji se u bazno
kataliziranim uvjetima transformira u monoester. Postoji jo§ jedna vrsta Tischenkove
esterifikacije, Evans-Tischenkova reakcija (e), koja je vrlo korisna u organskoj sintezi. [-
hidroksi-keton (10) u reakciji sa aldehidom (1), uz prisutnost metalnog katalizatora, daje
ester (11). Takva reakcija moze se smatrati vrstom aldolne Tischenkove reakcije s obzirom
na sli¢an mehanizam i sli¢an produkt. Kod spomenutih reakcija, vrlo je bitno kontrolirati
uvjete reakcija kako bi se izbjegle moguce sporedne reakcije poput Cannizzarove rekacije,

Tollensove rekacije, transesterifikacije, oksidacije, hidrolize produkata i dr.?8

R% H

R
1
c) Ry R3
RI%{‘ o
HO b b) L
7

0 o
R
o OH
Ry Rz
R1

0 o}
)k Ry R )J\
. Rs 0/\( + \[)‘\O/\Rz % RS OARZ
R R4
4 5

Shema 14. Razli¢ite modifikacije Tischenkove reakcije?®
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2.5.1.5. Pregradnja po Favorskom

Pregradnja po Favorskom podrazumijeva reakciju a-haloketona s hidroksidom ili
alkoksidom pri ¢emu nastaju karboksilne kiseline ili esteri. Reakcija se odvija preko
ciklopropanona kao meduprodukta a mehanizam reakcije nije u potpunosti poznat. Ukoliko
se radi o ciklickim a-halo ketonima, dolazi do kontrakcije prstena. Pregradnja se odvija uz
prisutnost baze ili hidroksida kako bi kao kona¢ni produkt nastala karboksilna kiselina. Da
bi nastao ester ili amid, reakcija se odvija uz prisutnost alkoksidne baze ili amina.
Upotrebom alkoksidnih aniona kao §to je natrijev metoksid, umjesto natrijevog hidroksida,

nastaje esterski produkt (Shema 15).222%%0

Cl
NaOR

Shema 15. Sinteza estera pregradnjom po Favorskom?®

2.5.1.6.  Baeyer Villigerova reakcija

Baeyer Villigerovom oksidacijom,upotrebom peroksidnih kiselina ili peroksida kao
oksidansa, iz ketona nastaju esteri (Shema 16). U toj reakciji dolazi do oksidacijskog
cijepanja ugljik-ugljik veze pomocu primjerice vodikovog peroksida ili peroksikiseline.
Regiospecificnost reakcije ovisi o sposobnosti migracije supstituenata vezanih za
karbonilnu skupinu. Supstituenti popust tercijarnog alkila i cikloheksila, koji mogu

stabilizirati pozitivan naboj, lak§e migriraju.3!

)J\ H,O, / peroksikiselina
‘F_- R.
R o/

R R,

Shema 16. Baeyer Villigerova reakcija*!
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2.5.1.7.  Steglichova esterifikacija

Steglichova esterifikacija jo$ je jedan od nacina priprave estera u blagim reakcijskim
uvjetima. Cesto se koristi za sintezu steri¢ki zahtjevnih estera. Karboksilna kiselina s
alkoholom, uz prisutnost 4-dimetilaminopiridina (DMAP) kao Katalizatorai
karbodiimidnog reagensa najces¢e N,N'-dicikloheksilkarbodiimida (DCC) kao aktivatora,
daje ester. Ovakva metoda dobivanja estera koriStena je i u ovome radu za dobivanje
esterskih derivata 3,4-HP. DCC najprije aktivira karboksilnu kiselinu, a kao meduprodukt
nastaje O-acilizo urea koja se adira na alkohol pri ¢emu nastaje ester. Kao nusprodukt u toj

reakciji nastaje dicikloheksil urea (DHU) (Shema 17).%

0
Jpn Q o Q Q
R 0~ x[|\1| R)J\O_ ‘,|\J|
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é é‘
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Shema 17. Mehanizam Steglichove esterifikacije

U ovome radu kao karbodiimidni reagens koristen je N-(3-dimetilaminopropil)-N-
etilkarbodiimidhidroklorid (EDC x HCI). Razlog tomu je dobra topljivostDHU u vodi i u
organskim otapalimastoga se onatesko uklanja iz reakcijske smjese. U slucaju kada se kao
aktivator u Steglichovoj esterifikaciji koristi EDC x HCI nusprodukt je urea koja se zbog

dobre topljivosti u vodi moze ukloniti iz reakcijske smjese estrakcijom.®
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

U sintezama koriSteni su sljede¢i reagensi, otapala i polazni spojevi: 3-hidroksi-2-
metilpiran-4-on (maltol; ACROS ORGANICS), m-nitroanilin (Sigma-Aldrich), p-
nitroanilin (Sigma-Aldrich), p-toluensulfonska kiselina (p-TsOH; Alfa Aesar), 3-fenilprop-
2-enska kiselina (cimetna kiselina, studentski preparat), 4-dimetilaminopiridin (DMAP;
Alfa Aesar), N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimidhidroklorid (EDC x HCI, Sigma-
Aldrich), natrijev hidrogenkarbonat (T.T.T.doo), klorovodi¢na kiselina (CARLO ERBA
REAGENIS), bezvodni natrijev sulfat (T.T.T.doo), metanol (VWR BDH CHEMICALYS),
etil-acetat (VWR BDH CHEMICALS) i diklormetan (DCM; VWR BDH CHEMICALYS),
natrijev karbonat (MERCK-ALKALOID), kalcijev klorid (GRAM MOL).

Kemijske reakcije provedene su uobicajenim metodama organske sinteze. Sva
koritena otapala su pro¢i§¢avana i susena (suhi DCM) prema uobiéajenim postupcima.*
Za prociS¢avanje spojeva koriStene su kromatografija na stupcu i prekristalizacija iz
odgovarajuceg otapala. Za pracenje tijeka reakcije, kontrolu istoce spojeva i preliminarnu
identifikaciju produkata koriStena je tankoslojna kromatografija (TLC) na plo¢icama
silikagela (60 F 254, 0,25 mm, Fluka). Za detekciju komponenti koristena je UV svjetlost
valne duljine 254 nm ireverzibilna adicija joda. Za kromatografiju na stupcu i tankoslojnu
kromatografiju koriSten je sustav otapala etil-acetat/metanol, 5:1. Kromatografija na koloni
provedena je na silikagelu (Silica 60, 0,063-0,2 mm), a kao eluens je koriSten sustav

otapala etil-acetat/metanol, 5:1. Otapala su uparavana na rotacijskom uparivacu uz snizeni

tlak (Biichi).
'HNMR i 3C NMR spektri snimljeni su na instrumentu Bruker AV 600 na sobnoj

temperaturi pri 400 MHz, 600MHz i 150 MHz u deuteriranom metanolu (CDsOD) i

deuteriranom dimetilsulfoksidu (DMSO-de) kao otapalu.
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3.2.  Priprava suhog diklormetana

U lijevku za odjeljivanje izmucka se diklormetan s 5%-tnim natrijevim karbonatom
(31,579/600mL), a zatim ispusti u Erlenmeyerovu tikvicu. Diklormetan se vrati u lijevak
za odjeljivanje 1 izmucka s destiliranom vodom (600 mL), ispusti u suhu Erlenmeyerovu
tikvicu i doda kalcijev karbonat sve dok se ne prestane stvarati talog. Tikvica se zacepi 1
nakon 24 h se pripremi aparatura kao na Slici 3. U tikvicu se kroz lijevak, preko vate, ulije
suhi diklormetan i dodaju se kamenci¢i za vrenje. U hladilo se pusti voda i1 hvata se
predfrakcija (38°C) u Erlenmeyerovu tikvicu. Budu¢i da diklormetan destilira na 40-41°C,
pri toj temperaturi se stavi okrugla tikvica za hvatanje frakcije u koju se nakon zavrsetka

stave molekulska sita.®?

Slika 3. Aparatura za destilaciju suhog diklormetana
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3.3. Priprava meta 1 para supstituiranin derivata N-aril-3-hidroksi-2-

metilpiridin-4-ona

3.3.1. Priprava 3-hidroksi-2-metil-1-(m-nitrofenil)piridin-4-ona (1)

U staklenu cijev dodani su maltol (1 g, 7,93 mmol), m-nitroanilin (1,095 g, 7,93 mmol), p-
TsOH (150,8 mg, 0,79 mmol) i voda (20 mL). Staklena cijev je ¢vrsto zatvorena i stavljena
u metalni nosac¢. Tako pripremljenu aparaturu potrebno je zagrijavati 48 h na temperaturi
od 150 °C, nakon ¢ega se reakcijska smjesa ohladi na sobnu temperaturu i filtrira preko
Biichnerovog lijevka. Hladenjem mati¢nice (24 h, 4°C) dolazi do kristalizacije, a nastali
talog se odfiltrira preko Biichnerovog lijevka. Dobiven je zuti kristalni produkt 1 (298mg,
15%);t.t.217,9-218,7°C;R¢=0,55

]
OH
£
6 1 2
N CH,
T
g
NO,

Slika 4. Strukturna formula spoja 1

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds) & / ppm: 1,93 (s,CHs), 6,25 (d, 1H, J=7,37 Hz, H-5), 7,64
(d, 1H, J=7,37Hz, H-6), 7,83-7,88 (M, 1H, H-Ar), 7,98-8,00 (m, 1H, H-Ar), 8,38-8,40 (m,
2H, 2H-Ar)

13C NMR (150 MHz, DMSO-ds) & / ppm: 13,31 (CHs), 111,16 (C-5), 122.42, 123,43,
130,91, 133,94, (4 CH, Ar), 128,43, (C-2), 137,81 (C-6), 142,08 (C-N), 144,96 (C-3),
148,16 (C-NO), 169, 88 (C=0).
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3.3.2. Priprava 3-hidroksi-2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-ona (2)

Spoj 2, 3-hidroksi-2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on, pripravljenje na jednak nacin kao i
prethodno pripravljeni spoj 1. Kao polazni spoj koriSten je p-nitroanilin (1,095 g, 7,93
mmol). Takoder su koristeni maltol (1 g, 7,93 mmol), p-TsOH (150,8 mg, 0,79 mmol) i
voda (20 mL). Reakcija je obradena na identi¢an nacin kao u slucaju priprave spoja 1,
nakon Cega je izoliran Kristalni produkt narancaste boje (264,3 mg, 14%);t.t.295,2-
296,8°C;Rs=0,54

N CH,

Slika 5. Strukturna formula spoja 2

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & / ppm: 2,01 (s, 3H, CH3), 6,27 (d, J=7,4 Hz, 1H, H-5),
7,62 (d, J= 7,4 Hz, 1H, H-6), 7,79 (d, J=8,9 Hz, 2H, 2H-Ar), 8,39 (d, J=8,9 Hz, 2H, 2H-
Ar)

DEPTQ NMR (DMSO-d6) & / ppm: 13,38 (CHz), 111,34 (C-5), 124,81 (2 CH-Ar), 128,12
(C-2), 128,60 (2 CH-Ar), 137,54 (C-6), 145,13 (C-N), 146,44 (C-3), 147,20 (C-NOy),
169,86 (C=0).
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3.4. Priprava estera cimetne kiseline s meta i para supstituiranim derivatima N-

aril-3-hidroksi-2-metilpiridin-4-ona

Za dobivanje estera cimetne kiseline s meta i para supstituiranim derivatima N-aril-3-
hidroksi-2-metilpiridin-4-ona koristena je metoda Steglichove esterifikacije. U ovom radu
koriSteni su meta i para supstituirani derivati N-aril-3-hidroksi-2-metilpiridin-4-ona
(spojevi 1 i 2), 3-fenilpropenska kiselina (cimetna kiselina), EDC x HCI i DMAP.Cimetna

kiselina procis¢ena je prekristalizacijom iz vru¢e vodene otopine.

Reakcije su provedene u suhom DCM.Esteri cimetnekiseline s meta supstituiranim
derivatima  N-aril-3-hidroksi-2-metilpiridin-4-ona  pripravljeni su prema omjeru
n(metasupstituirani N-aril-3-hidroksi-2-metilpiridin-4-on) : n(cimetna kiselina) : n(EDC x
HCI) : n(DMAP)=1:1:1,1:0,1.

3.4.1. Priprava [2-metil-1-(m-nitrofenil)piridin-4-on-3-il]-3-fenilprop-2-enoat (3)

Spoj 3, pripravljen je reakcijom cimetne kiseline i spoja 1. Najprije se u okrugloj tikvici
otopi 3-hidroksi-2-metil-1-(m-nitrofenil)piridin-4-on (100 mg, 0,406 mmol) u suhom DCM
(3 ml). Zatim se doda cimetna kiselina (60,1 mg, 0,406 mmol) i DMAP (4,96 mg, 0,041
mmol). Sadrzaj u okrugloj tikvici hladi se u ledenoj kupelji uz mijeSanje pomocu
magnetske mijesalice, a nakon toga, u ohladenu smjesu, doda se EDC x HCI (85,6 mg,
0,447 mmol). Reakcijska smjesa nastavi se mijeSati na magnetskog mijesalici 24 h. Tijek
reakcije prati se tankoslojnom kromatografijom (sustav otapala etil-acetat/metanol, 5:1) uz
UV detekciju. Nakon 24h, reakcija je prekinuta, a u reakcijski smjesu dodan DCM (21 ml).
Reakcijska smjesa se ekstrahira dva puta sa otopinom HCI (25 ml, 0,5 M), jedan put sa
zasi¢enom otopinom natrijeva-hidrogenkarbonata (25ml) i jedan put s destiliranom vodom
(25ml). Donji, diklormetanski slojevi, se skupe i suse u zacepljenoj tikvici na bezvodnom
Na2SO4. Nakon filtriranja  Na2SOs, DCM se upari na rotacijskom uparivacu uz snizeni
tlak. Dobiveni produkt (200mg) procis¢en je kromatogratijom na stupcu silikagela (sustav
otapala etil-acetat/metanol, 5:1) te dobiven bijeli kristalni produkt, spoj 3 (71 mg, 46%);
R=0,54
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Slika 6. Strukturna formula spoja 3

IH NMR (400MHz, CDsOD ) & /ppm: 2,03 (s,CHs), 6,62(d, 1H, J=7,57 Hz, H-5),6,83(d,
1H, J=16,02 Hz,H-a ),7,46-7,47(m, 3H, m+p-HArcin), 7,69-7,71 (m, 2H, 0-HArcim), 7,87-
7,97 (m, 4H, 2H-Ar+H-B+H-6), 8,48-8,50(m,2H, H-Ar)

3.4.2. Priprava [2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on-3-il]-3-fenilprop-2-enoat (4)

Spoj 4, pripravljen je iz spoja 2 Steglichovom esterifikacijom, na jednak nacin kao i
prethodno pripravljeni spoj 3. Spoju 2, doda se cimetna kiselina, EDC x HCI i DMAP u
ve¢ spomenutim omjerima. Nakon 24 h, reakcijska smjesa je obradena ekstrakcijom sa
klorovodi¢nom kiselinom (2x25 mL), natrijevim hidrogenkarbonatom (25 mL) i
destiliranom vodom (25 mL). Dobiven je produkt (244 mg) koji je prociscen
kromatografijom na stupcu silikagela (sustav otapala etil-acetat/metanol, 5:1). Izoliran je
kristalni produkt bijeleboje (23 mg, 15%);R=0,54
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Slika 7. Strukturna formula spoja 4

'H NMR (400MHz, CD3OD ) & /ppm:2,12 ( s, CHs), 6,61 (d, 1H, J=7,59 Hz, H-5), 6,81 (
d, 1H, J=16,02 Hz, H-a ), 7,45-7,47 ( m, 3H,m+p-HArcin), 7,67-7,70 ( m, 2H, o-HATcim),
7,79 (d, 2H,H-Ar,J=8,98Hz), 7,86 ( d, 1H, J= 7,59Hz, H-6 ), 7,92 ( d, 1H, J=16,03 Hz, H-
B), 8,46 (m, 2H, H-Ar, J=8,96Hz)

4. REZULTATI I RASPRAVA

41. UVOD

3,4-HP su skupina heterociklickih spojeva koji posjeduju visoki afinitet za metalne ione
poput Fe*" i AIP* prema tome koriste se za lijeCenje bolesti kao §to su primjerice
Parkinsonova i Alzheimerova bolest. Osim toga, poznato je i njihovo antitumorsko
djelovanje.'® Spoj 1, 3-hidroksi-2-metil-1-(m-nitrofenil)piridin-4-on i spoj 2, 3-hidroksi-2-
metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on pripadaju skupini N-aril-3-hidroksipiridin-4-ona, a u
ovome radu koriSteni su kao polazni spojevi za pripravu njihovih esterskih derivata s
cimetnom kiselinom, spojeva 3 i 4. Za sintezu spojeva 1 i 2 koristen je literaturno opisan
postupak®* koji je modificiran upotrebom p-toluensulfonske kiseline (p-TsOH) kao kiselog

katalizatora.
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Piridinonski prsten se vrlo lako strukturno modificira Sto omogucava pripravu velikog
broja derivata 3,4-HP. Prema prethodnim istrazivanjima provedenim na Zavodu za
organsku kemiju Kemijskog odsjeka PMF-a*>% pokazano je kako poveéanje lipofilnosti
3,4-HP dovodi do postizanja veée bioloske aktivnosti. Prema tome u ovome radu osnovni
hidroksipiridinonski skelet se strukturno modificira vezanjem cimetne kiseline na slobodnu
OH-skupinu spojeva 1 i 2 u svrhu priprave spojeva s poboljsanim fizikalno-kemijskim i
farmakoloSkim svojstvima. Cimetna kiselina (3-fenilprop-2-enska Kkiselina, CgoHgO>)je
nezasi¢ena aromatska kiselina, a kao §to je prethodno spomenuto, cimetna kiselina i njezini
derivati takoder pokazuju biolosku aktivnost.® Derivati 3,4-HP s cimetnom kiselinom
pripravljeni su metodom Steglichove esterifikacije. Navedeni spojevi, konacni produkti 3 i

4, pripravljeni su u svrhu ispitivanja njihove bioloske aktivnosti.

4.2. Priprava meta i para supstituiranih derivataN-aril-3-hidroksi-2-metilpiridin-

4-ona

Kao polazni reagens za pripravu meta i para supstituiranih derivata N-aril-3-hidroksi-2-
metilpiridin-4-ona koriSten je 3-hidroksi-2-metilpiran-4-on (maltol). Literaturno opisan
postupak® sinteze spojeva 1 i 2 modificiran je upotrebom p-toluensulfonske kiseline (p-
TsOH) kao kiselog katalizatora. Sinteza 3-hidroksi-2-metil-1-(m-nitrofenil)piridin-4-ona
(1) i1 3-hidroksi-2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-ona (2) iz maltola kao polaznog spoja
provedena je izravno, bez zastite hidroksilne skupine, uz upotrebu meta i para nitroanilina
kao Michaelovih donora. Pripravljeni meta i para supstituirani derivati N-aril-3-hidroksi-2-
metil-piridin-4-oni posluzili su kao polazni spojevi za sintezu esterskih derivata cimetne

kiseline, spojeva 3 i 4.
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4.2.1. Priprava 3-hidroksi-2-metil-1-(m-nitrofenil)piridin-4-ona (1)

Sinteza spoja 1 (3-hidroksi-2-metil-1-(m-nitrofenil)piridin-4-on) provedena je upotrebom
maltola i m-nitroanilina kao polaznih reagensa, uz dodatak vode i p-TSOH kao kiselog
katalizatora. Spoj 1 pripravljen je u jednom koraku, kako je opisano u poglavlju
3.3.1.Sinteza 3,4-HP Michaelovom adicijom iz maltola i primarnog amina podrazumijeva
upotrebu kiseloga katalizatora kako ne bi doslo do deprotoniranja hidroksilne skupine
maltola i1 nastajanja kondenzacijskih nusprodukata, a u konacnici i do smanjenja ukupnog
prinosa reakcije. Buduci da je jedan od polaznih spojeva aril-amin, to¢nije m-nitroanilin,
sinteza spoja 1 moguca je u kiselim uvjetima s obzirom da aril-amini nisu u potpunosti
protonirani pa u ravnotezi postoji mali udio neprotoniranog oblika. Takva struktura im
omoguéava nukleofilni napad na maltol.* lako je ovakva direktna metoda priprave spoja 1
rezultirala niskim prinosom, puno je jednostavnija od Harrisove metode koja obuhvaca
vise reakcijskih koraka. Spoj 1 posluzio je kao polazni spoj za pripravu njegovog esterskog

derivata, spoja 3.

O NH,
OH p-TsOH, H,O
s 150 C. 48h
| +

Shema 18. Priprava spoja 1
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4.2.2. Priprava 3-hidroksi-2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-ona (2)

Spoj 2 (3-hidroksi-2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on) dobiven je na jednak nacin kao i
spoj 1. Pripravljen je u jednom koraku, zagrijavanjem ekvimolarnih koli¢ina p-nitroanilina

I maltola u vodi uz upotrebu p-TsOH kao kiselog katalizatora.

Kao i u slucaju sinteze spoja 1, sintezu spoja 2 bilo je moguce provestiu kiselim
reakcijskim uvjetima s obzirom na to da je kao primarni amin koriSten aril-amin p-

nitroanilin.

0
p-TsOH, H,O
| | T 150 C. 48h

0

| =

S

NO,

2

Shema 19. Priprava spoja 2

4.3. Priprava estera cimetne kiseline s meta i para supstituiranim derivatima N-

aril-3-hidroksi-2-metilpiridin-4-ona

Kao i hidroksipiridinoni, cimetna kiselina takoder pokazuje keliraju¢i ucinak i biolosku
aktivnost.!® Prema tome u ovome radu provedena je sinteza 3,4-HP i njihovih derivata koji
u svojoj strukturi sadrze cimetnu kiselinu. Za pripravu spojeva 3 i 4 KoriStena je
Steglichova esterifikacija koja je metodadobivanja estera u blagim reakcijskim uvjetima.
U ovome radu kao polazni spojevi za sintezu estera koriSteni su cimetna kiselina, meta i
para supstituirani derivati N-aril-3-hidroksi-2-metilpiridin-4-ona (spojevi 1 i 2), EDC x
HCI kao aktivator karboksilne skupine i DMAP kao katalizator.
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Lipofilnost tvari, jedan je od parametara koji odreduje potencijalne kelatore.
Literaturno jepoznato kako uvodenje razli¢itih supstituenata na 3,4-HP, odnosno povecanje
njihove lipofilnosti moze dovesti do poveéanja bioloskog udinka.'*!" U svrhu ispitivanja
bioloSke aktivnosti u ovome radu sintetizirani su ciljni produkti 3 i 4 koji se u svojoj
strukturi razliku samo po polozaju nitro skupine na arilnom djelu 3,4-HP. Budu¢i da
sintetizirani spojevi u svojoj strukturi posjeduju identi¢ni supstituent no na razli¢itom
polozaju arilnog djela 3,4-HP na ovaj na¢in mogucée je ispitati i utjecaj polozaja

susptituenta na biolosSku aktivnost kona¢nih produkata.

4.3.1. Priprava [2-metil-1-(m-nitrofenil)piridin-4-on-3-il]-3-fenilprop-2-enoata (3)

Spoj 1 koristen je kao polazni reagens za sintezu spoja 3 ([2-metil-1-(m-nitrofenil)piridin-
4-on-3-il]-3-fenilprop-2-enoata). Steglichovom esterifikacijom, cimetna kiselina se vezala
na slobodnu hidroksilnu skupinu 3-hidroksi-2-metil-1-(m-nitrofenil)piridin-4-ona.Kao
katalizator koristen je DMAP, a kao aktivator, a umjesto DCC-a, koristen je EDC x HCI
kako bi se izbjeglo stvaranje DHU kao nepozeljnog nusprodukta. Sinteza spoja 3 uspjesno
je provedena sto je pretpostavljeno tankoslojnom kromatogafijom te potvrdeno *H NMR
spektroskopijom, no spoj 3 nije se mogao izolirati u Cistom obliku buduéi da je
procis¢avanje spoja kromatografijom na stupcu silikagela dovelo do njegovog raspada.
Spoj 3 pokusalo se prodistititi i prekristalizacijom iz odgovarajué¢eg otapala (metanol, etil-
acetat) Sto je takoder dovelo do raspada produkta. Zbog problema prilikom procis¢avanja
spoja 3 te njegove velike nestabilnosti pri sobnoj temperaturi spoj 3 nece posluziti za

ispitivanje njegove bioloSke aktivnosti.
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Shema 20. Priprava spoja 3

4.3.2. Priprava [2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on-3-il]-3-fenilprop-2-enoata(4)

Kao $to je ve¢ spomenuto, s ciljem povecanja lipofilnosti 3-hidroksi-2-metil-1-(p-
nitrofenil)piridin-4-ona (spoj 2) cimetna kiselina je metodom Steglichove esterifikacije
vezana na OH skupinu spoja 2. Spoj 4 pripravljen je na jednak nacin kao i prethodno
pripravljeni spoj 3, tako da su spoju 2 dodani cimetna kiselina, EDC x HC1 i DMAP u ve¢
spomenutim omjerima (3.4.). Kao i u slu¢aju priprave spoja 3 uspje$no je pripravljen
esterski derivat 3-hidroksi-2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on,spoj 4, sto je pretpostavljeno
tankoslojnom kromatogafijom te potvrdeno H NMR spektroskopijom, no takoder
pro¢is¢avanjem spoja 4 kromatografijom na stupcu i prekristalizacijom (etil-acetat,
metanol) doslo je do raspada spoja. Spoju 4 zbog problema prilikom procis¢avanja te zbog

njegove izrazite nestabilnosti pri sobnoj temperaturi nece biti ispitana bioloska aktivnost.
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Shema 21. Priprava spoja 4
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5. ZAKLJUCAK

N-aril  supstituirani ~ 3-hidroksipiridin-4-oni, spoj 1 (3-hidroksi-2-metil-1-(m-
nitrofenil)piridin-4-on) i spoj 2  (3-hidroksi-2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on)
pripravljeni su direktnom metodom u zatvorenoj staklenoj cijevi. Literaturno opisana
metoda®* modificirana je upotrebom p-TsOH kao kiselog katalizatora kako bi se sprijecilo
deprotoniranje hidroksilne skupine maltola i nastanak alkoksida te smanjila moguénost
nastajanja  kondenzacijskih nusprodukata. U svrhu poveéanja lipofilnosti N-aril
supstituiranih 3-hidroksipiridin-4-ona vezana je cimetna kiselina Steglichovom metodom
esterifikacije te su na taj nacin pripremljeni spoj 3 ([2-metil-1-(m-nitrofenil)piridin-4-on-3-
il]-3-fenilprop-2-enoat) i spoj 4 ([2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on-3-il]-3-fenilprop-2-
enoat). Povecanje lipofilnosti dovodi do postizanja vece bioloSke aktivnosti navedenih
spojeva, no zbog problema prilikom prociS¢avanja te izrazite nestabilnosti spojeva pri

sobnoj temperaturi, spojevi 3 i 4 neée posluziti za ispitivanje njihove bioloska aktivnost.

Strukture svih pripravljenih spojeva odredene su 'H, 1*C i DEPTQ NMR spektroskopijom.
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7. PRILOZI

7.1.  Popis oznaka kratica i simbola

1,2-HP

3,2-HP

3,4-HP

CH3COONa

DCC

DCM

DEAD

DHU

DMAP

DNA

EDC x HCI

HP

HCI

H2SO4

H.>0>

1-hidroksipiridin-2-oni

3-hidroksipiridin-2-oni

3-hidroksi-piridin-4-oni

natrijev acetat

N,N'-dicikloheksilkarbodiimid

diklormetan

dietilazodikarboksilat

N,N'- dicikloheksilurea

4-dimetilaminopiridin

deoksiribonukleinska kiselina

N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimidhidroklorid

hidroksipiridinoni

klorovodi¢na kiselina

sumporna kiselina

vodikov peroksid
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NaOH

NMR

p-TsOH

RNA

t.t.

TEA

THF

uv

TLC

eng. meta

natrijev hidroksid

nuklearna magnetska rezonancija

eng. para

p-toluensulfonska kiselina

ribonukleinska kiselina

temperatura taljenja

trietilamin

tetrahidrofuran

eng. ultraviolet (ultraljubicasto)

eng. thin layer chromatography
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