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1. UVOD

1H-benzo[de]izokinolin-1,3-(2H)-dioni - naftalimidi vrsta su ciklickih imida, opcenite
strukturne formule prikazane na Slici 1. Naftalimidini derivati jedni su od klasi¢nih boja,
fluorescentnih molekula, a pronasli su Siroku primjenu kao fluorescentne probe u medicini i
analitickoj kemiji kao molekule za detekciju kationa, aniona i razli¢itih bioloskih molekula te
u proizvodnji polimera [1-3]. Zbog svojih fluorescentnih svojstava poput velikog Stokesovog
pomaka te jednostavne sinteze 1 strukturne modifikacije koriste se za detekciju bioloski vaznih
molekula i vizualizaciju stanica [1,4]. Otkada je otkriveno da je sumporovodik (H>S) endogena
signalna molekula u organizmu, naftalimidni derivati aktivno se sintetiziraju kako bi se koristili

1 za detekciju sumporovodika (H2S) u stanicama [5].

Slika 1. Opcenita strukturna formula molekule naftalimida [1]

Cilj ovog zavr$nog rada je dizajn, priprava i strukturna karakterizacija dvije fluorescentne
probe koje ¢e se u daljnjem istraZivanju koristiti za selektivno odredivanje koncentracije HoS.
Dvije fluorescentne probe koje su se pokuSale pripraviti u okviru rada su 2-(4-aminofenil)-6-
azido-1H-benzo[de]izokinolin-1,3(2H)-dion - spoj 2 1 2-(4-nitrofenil)-6-azido-1H-
benzo[delizokinolin-1,3(2H)-dion - spoj A koji se razlikuju po elektronskim svojstvima
skupina u para- polozaju arilnog dijela molekule. Elektron-doniraju¢a amino skupina nalazi se
na arilnom dijelu spoja 2, a spoj A u svojoj strukturi sadrZi elektron-odvlacecu nitro skupinu.
Ciljni produkti dizajnirani su na ovaj nacin u svrhu ispitivanja utjecaja elektronske prirode
supstituenta na arilnom dijelu molekule na prinos reakcije te u konac¢nici na fluorescencijska

svojstva naftalimidnih derivata nakon njihove reakcije s H>S.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Struktura, reaktivnost i stabilnost naftalanhidrida

Naftalanhidridi organski su spojevi ¢ija je kemijska formula C12HsOs3. Literaturno su poznata
tri konstitucijska izomera naftalanhidrida: 1,8-naftalanhidrid (Slika 2a)), 1,2-naftalanhidrid
(Slika 2b)) i 2,3-naftalanhidrid (Slika 2c)) [6-8].
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Slika 2. Strukturna formula molekula spojeva: a) 1,8-naftalanhidrida, b) 1,2-naftalanhidrida i
¢) 2,3-naftalanhidrida [6—8]

Jedan od najceS¢ih nacina priprave 1,8-naftalanhidrida podrazumijeva katalitiCku
oksidaciju acenaftena u plinskoj fazi pri temperaturama od 300 do 400 °C uz vanadijev
pentoksid kao katalizator (Slika 3) [9,10]. 1,8-naftalanhidrid bitan je intermedijer u proizvodnji
naftalimida, koji se pripravljaju adicijsko-eliminacijskom reakcijom s razli¢itim aminskim

derivatima, o ¢emu C¢e biti rije€ u poglavlju 2.2. [11].
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Slika 3. Kemijska reakcija kataliticke oksidacije acenaftena [9,10]

/

Takoder, u literaturi je opisana i spontana ciklizacija naftalen-1,8-dikarboksilne kiseline
u vodenoj otopini pri pH < 5 koja rezultira pripravom 1,8-naftalanhidrida, dok u slucaju
naftalen-2,3-dikarboksilne kiseline ne dolazi do priprave odgovarajuceg 2,3-naftalanhidrida ni
u kiselim ni u bazi¢nim uvjetima. 1,8-naftalanhidrid relativno je otporan na hidrolizu [12].

Moguce objasnjenje lezi u ¢injenici da u slucaju 1,8-naftalanhidrida karboksilne skupine



odgovarajuce kiseline nalaze u tzv. peri- polozaju na naftalenskom prstenu dok se kod 2,3-
dikarboksilne kiseline nalaze u ortho- polozaju jedna u odnosu na drugu. Skupine koje se nalaze
u peri- polozaju blize su jedna drugoj od onih koje se nalaze u ortho- polozaju, a karboksilne
skupine koje su blize, s veCom ¢e vjerojatnoS¢u formirati odgovarajuc¢i anhidrid [13,14]. Tako
ne nastaje iz odgovarajuce dikarboksiilne kiseline, 2,3-naftalanhidrid moguce je sintetizirati
ireverzibilnom reakcijom 3-fenilprop-2-inske kiseline i prop-2-inske kiseline (Slika 4). Smjesa
navedenih kiselina kratko se zagrijava u anhidridu octene kiseline na 70 °C, a potom duze
vremena na 100 °C. Vrsta reakcije je Diels-Alderova reakcija, a ireverzibilna je jer nastaje novi

aromatski prsten [15].
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Slika 4. Strukturne formule molekula a) 3-fenilprop-2-inske kiseline 1 b) prop-2-inske kiseline
[15]

2.2. Naftalimidni derivati

Naftalanhidridi su najceS¢e koriSteni polazni spojevi za pripravu naftalimidnih derivata,
reakcijom polaznog naftalanhidrida s odgovaraju¢im aminskim derivatima. Naftalimidni
derivati se vrlo Cesto koriste kao fluorescentne boje, koriSteni su u analitickoj kemiji za
detekciju kationa 1 aniona te su vrlo u€inkoviti u vizualizaciji stanica. Zahvaljujuci svojim
fizikalnim 1 kemijskim svojstvima vrlo ¢esto se koriste u procesu dizajna i priprave bioloskih
senzora. Naftalimidi opcéenito vrlo su termostabilne i fotostabilne molekule, apsorbiraju te
emitiraju svjetlost u vidljivom dijelu elektromagnetskog spektra. Njihova sinteza relativno je
jednostavna, a vrlo se lako mogu strukturno modificirati na poziciji 4 naftalenskog prstena te
na duSikovom atomu imidne skupine reakcijom s razli¢itim aminima §to omogucuje pripravu
velikog broja razlic¢itih derivata koji u konac¢nici mogu imati razlicite primjene. Takoder, neki
naftalimidni derivati pokazali su se kao u¢inkovite molekule za prepoznavanje i1 vizualizaciju

molekula poput H»S, vodikovog peroksida (H202), ugljikovog(Il) oksida (CO), duSikova(II)



oksida (NO) te nekih bioloSkih makromolekula [1,4,5,16]. Osim navedenog literaturno je

poznata i potencijalna antitumorska aktivnost naftalimidnih derivata [17].

2.2.1. Priprava naftalimidnih derivata - reakcije i reakcijski mehanizmi

Jedna od najceS¢e koriStenih metoda priprave ciklickih imida ukljucuje reakciju ciklickog
anhidrida karboksilne kiseline i amina [18]. Najjednostavniji primjer takve reakcije jest reakcija

1,8-naftalanhidrida s amonijakom (Slika 5) ili primarnim aminima [11].

Oy _0._0 Oy NH_0

SO O O R

Slika 5. Reakcija 1,8-naftalanhidrida s amonijakom [11]

Garad 1 suradnici [19] pripravili su seriju cikli¢kih imida uz upotrebu amonijeva
persulfata (APS) u dimetilsulfoksidu (DMSO) kao oksidansa. Nakon optimiziranja reakcijskih
uvjeta u reakciji anhidrida sukcinske kiseline 1 anilina (Slika 6) zaklju€eno je da najpogodniji
reakcijski uvjeti podrazumijevaju upotrebu dioksana kao otapala i 2 ekvivalenta APS u DMSO.

U ovakvim reakcijskim uvjetima ciljni produkt, spoj I pripravljen je uz prinos od 93 %.

NH, o NH o)
s |

N - e

(é/ 07 “oH (é/

I

Slika 6. Reakcija priprave spoja I [19]

Nakon uspjesne priprave spoja I, provedena je sinteza imidnih derivata pri cemu su kao polazni
spojevi uz anhidrid sukcinske kiseline koriSteni alkil- 1 aril- supstituirani anilini kao 1 halogeni

anilinski derivati (Slika 7), a ciljni produkti pripravljeni su uz prinos u rasponu 76 %(II)-95



%(IX). Elektronska svojstva supstituenata na anilinskim derivatima nisu imale utjecaja na

konacni prinos reakcije. U istim reakcijskim uvjetima provedena je reakcija priprave

nezasi¢enih ciklickih imida koriStenjem anhidrida maleinske kiseline i njegovih derivata i

razliitih derivata anilina. Svi spojevi €ije su strukturne formule prikazane na Slici 8 uspjesno

su sintetizirani s visokim prinosima u rasponu 80 %(X)-96 %(XV). Takoder, pokusaj sinteze

ciklickih imida iz zasi¢enih anhidrida karboksilnih kiselina i alifatskih amina bio je uspjesan. I

primarni alifatski amini s dugim ugljikovodi¢nim lancima i oni s kratkima dali su uspjesne

rezultate pa su tako svi spojevi (Slika 9) pripravljeni uz visoke prinose u rasponu 65 %(XVI)-

99 %(XX). Ciklicki imidi nisu uspjesno sintetizirani iz alifatskih amina i nezasi¢enih anhidrida

[19].
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Slika 7. Strukturne formule molekula spojeva II-1X [19]

Br

Cl



Br Br

oswo 0><N7¢o osiNfo
CH,
X XI XI1

O iy o
o] o]
NORGW
N N N

XIII X1V

Slika 8. Strukturne formule molekula spojeva X—XV [19]
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Slika 9. Strukturne formule molekula spojeva XVI-XX [19]

Cava 1 suradnici [20] pripravili su cikli¢ki imid XI koriStenjem sintetskog puta koji

podrazumijeva pripravu spoja XXI reakcijom anhidrida maleinske kiseline i1 anilina u



dietileteru pri ¢emu je meduprodukt XXI pripravljen uz prinos od 97 %. U sljede¢em
reakcijskom koraku meduprodukt XXI ciklizira uz anhidrid octene kiseline i natrijev acetat uz

zagrijavanje u spoj XI koji je pripravljen uz prinos od 75 % (Slika 10).
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Slika 10. Reakcija priprave spoja XI [20]

2.2.2. Strukutura i reaktivnost naftalimidnih derivata

Naftalimidi kao skupina spojeva podlozni su strukturnoj modifikaciji, odnosno njihova
struktura omogucava pripravu velikog broja derivata koji u kona¢nici, ovisno o svojoj strukturi,
mogu imati primjene u razli¢itim podrucjima. NajceS¢e reakcije strukturne modifikacije
osnovnog naftalimidnog skeleta podrazumijevaju supstituciju na polozaju 4 naftalenskog
prstena [4]. Neke od reakcija koje se koriste za strukturnu modifikaciju naftalimidnih derivata
na polozaju 4 su Suzuki kopulacija [4], Heckova reakcija [4] i nukleofilna aromatska

supstitucija [16].

Suzuki kopulacija ili Suzuki-Miyaura kopulacija reakcija je katalizirana metalom, a
koristi se u svrhu formiranja nove ugljik-ugljik veze kako bi se pripravile molekule s
konjugiranim dvostrukim vezama. Najce$¢i metal koji se koristi kao katalizator u Suzuki
kopulaciji je paladij (Pd), a reakcija se odvija izmedu aril, alkenili ili alkinil halogenida 1 aril,
alkenil ili alkinil organoborana u bazi¢nim reakcijskim uvjetima. Mehanizam Suzuki kopulacije
prikazan je na Slici 11. Prvi korak Suzuki reakcije podrazumijeva oksidativnu adiciju u kojoj
reagiraju aril/alkenil/alkinil halogenid i Pd(0) kompleks - PdL: s ciljem priprave intermedijera
XXII. U drugom koraku hidroksidni ion koji se nalazi u otopini vrsi nukleofilni napad na Pd
intermedijera XXII pri ¢emu halogenidni anion izlazi kao dobra izlazna skupina te nastaje
XXIII ¢ija hidroksidna skupina (Lewisova baza) napada organoboran XXIV (Lewisovu

kiselinu) u tre¢em koraku pri ¢emu nastaje nestabilni intermedijer XXV koji u ¢etvrtom koraku



transmetalacijom daje XXVI 1 XXVII. Reduktivnom eliminacijom spoja XXVI obnavlja se
katalizator PdL, i nastaje produkt XXVIII s novom ugljik-ugljik vezom [21].
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Slika 11. Opceniti mehanizam Suzuki kopulacije [21,22]



Feng i suradnici Suzuki kopulacijom sintetizirali su niz naftalimidnih derivata pri cemu dolazi
do formiranja nove ugljik-ugljik veze izmedu karbazola i naftalimida. Spojevi XXIX i XXX
neki su od pripravljenih spojeva u sklopu tog rada, a njihove su strukturne formule s ozna¢enom
novom ugljik-ugljik vezom prikazane na Slici 12. Spojevi XXIX i XXX razlikuju se samo u
metilnoj 1 fenilnoj skupini na duSikovim atomima imidne skupine, a spoj XXX vise apsorbira
svjetlost u crvenom dijelu vidljivog spektra od spoja XXIX jer spojevi koji su vise konjugirani
obi¢no vise apsorbiraju u crvenom dijelu spektra od onih koji su manje konjugirani. Spojevi
imaju emisijski maksimum na valnim duljinama svjetlosti 514—542 nm te bi se mogli koristiti

kao materijali koji emitiraju zelenu svjetlost [23,24].

CH, CH,

XXIX XXX

Slika 12. Strukturne formule molekula spojeva XXIX 1 XXX [23]

Heckova reakcija je reakcija kopulacije izmedu aril ili vinil halogenida i aktiviranih
alkena uz Pd kao katalizator, a odvija se u bazi¢nim reakcijskim uvjetima [25]. Mehanizam
reakcije prikazan je na Slici 13. Prvi korak reakcije identican je kao kod Suzuki kopulacije.
Oksidativnom adicijom nastaje kompleks Pd katalizatora 1 aril/vinil halogenida XXXI. Zatim
u drugom koraku XXXI reagira s alkenom XXXII kako bi nastao spoj XXXIII. Iz spoja
XXXIII u tre¢em koraku nastaju XXXIV i produkt XXXV. U zadnja dva koraka obnavlja se
katalizator PdL> te nastaje halogenvodi¢na kiselina HX koja u petom koraku reagira s bazom -
trietilaminom (Et3N) kako bi se neutralizirala kiselina koja bi se u protivhom adirala na produkt

XXXV [26].
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Slika 13. Opceniti mehanizam Heckove reakcije [25]

Heckovom reakcijom Gudeika 1 suradnici [27] sintetizirali su spojeve XXXVI-XXXVIII, a
oznaCena veza je ona koja je nastala Heckovom reakcijom (Slika 14). Sintetizirani spojevi
stvarali su stakla i pokazali visoku stabilnost pri poviSenim temperaturama, a temperature na
kojima su se poceli raspadati bile su u rasponu 431-448 °C. Svi spojevi apsorbirali su u
vidljivom dijelu spektra, a otopina svih spojeva emitirala je narancastu svjetlost s visokom

kvantnom iskoristivos¢u u rasponu 0.45-0.70.
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O N0 XXXVI: R1=H, R2=H
XXXVII: R1=H, R2= CH=CH-IM

OO XXXVIII: R1= CH=CH-IM, R2= CH=CH-IM

*

Slika 14. Strukturne formule spojeva: XXXVI-XXXVIII [27]

Jedan od nacina strukturne modifikacije aromatskog prstena naftalimidne strukture je i
reakcija nukleofilne aromatske supstitucije (SxAr). Atom halogenog elementa na benzenskoj
jezgri moze se supstituirati jakim nukleofilom ako se na prstenu nalazi jaka elektron-odvlaceca
skupina koja se nalazi u ortho- ili para- poloZaju u odnosu na halogeni element poput nitro
skupine. Elektron-odvlaceca skupina stabilizira karbanionski intermedijer koji nastaje adicijom
nukleofila. SNAr moze se odvijati adicijsko-eliminacijskim mehanizmom u kojem se nukleofil
prvo adira na aromatski prsten na isti poloZaj na kojem se nalazi halogeni element pri ¢emu
nastaje karbanion. Nakon toga halogenidni anion izlazi kao dobra izlazna skupina i nastaje

produkt (Slika 15) [28].
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Slika 15. Adicijsko-eliminacijski mehanizam SnAr [28]

Drugi mehanizam kojim se moZe odvijati SNAr je eliminacijsko-adicijski koji ¢e se
odvijati ako na aromatskom prstenu nema jakih elektron-odvlace¢ih skupina te zahtijeva
zestoke reakcijske uvjete poput jake baze ili visoke temperature. Mehanizam se odvija preko
benzinskog meduprodukta (Slika 16) koji nastaje nakon Sto nukleofil reagira kao baza i odcijepi
proton s aromatskog prstena pri ¢emu nastaje karbanionski intermedijer, a tada ¢e elektroni biti
lokalizirani u sp* orbitali koja je bila dio ugljik-vodik veze. Benzin nastaje odlaskom halogena
iz strukture karbaniona na na¢in da halogen uzme vezne elektrone te za njim ostaje prazna sp*
orbitala koja se djelomi¢no preklapa s sp* orbitalom koja sadrzi nevezni elektronski par.
Djelomi¢nim preklapanjem tih dviju orbitala nastaje benzin. Nukleofil potom napada benzin s

bilo koje strane trostruke veze i ponovnim protoniranjem aromatskog prstena nastaje produkt

[28].
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Slika 16. Eliminacijsko-adicijski mehanizam SnAr [28]

2.2.3. Bioloska aktivnost naftalimidnih derivata

Budu¢i da pokazuju niz razli¢itih bioloskih aktivnosti poput antitumorske [29], antimikrobne 1
antifungalne [30], senzorske [31], antivirusne 1 antibakterijske [32] te aktivnosti kao
fluorescentne probe [33], naftalimidni derivati jedni su od vaznijih molekula u farmaceutskoj
industriji te sluZze kao podloga za sintezu mnogih lijekova zbog svoje relativno jednostavne
strukture, obecavaju¢ih bioloSkih aktivnosti te zbog toga Sto je derivate jednostavno

sintetizirati.
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2.2.3.1. Antitumorska aktivnost

Zlo¢udni tumori velika su skupina bolesti koje mogu zahvatiti svako tkivo ili organ u organizmu
uslijed nekontrolirane diobe mutiranih stanica te njihovog Sirenja u druga tkiva putem limfe ili
krvi [34]. lako pokazuje mnoge neugodne nuspojave poput mucnine, gubitka kose i apetita,
gubitak tjelesne mase i drugih, kemoterapija je i dalje glavni nacin lije¢enja raka. Takoder,
mnogi lijekovi protiv raka imaju razlicita ogranicenja, a neka od njih su manjak selektivnosti,
mogucnost da se razvije otpornost na lijek, neugodne nuspojave te mala terapijska Sirina (vece
koli¢ine lijeka postaju toksi¢ne pa se doze ne smiju povecavati, stoga lijek postaje beskoristan).
Zbog tih razloga proizvodnja novih, selektivnih, sigurnih i efikasnih lijekova glavni je prioritet
u medicinskim istrazivanjima. Naftalimidni derivati samo su jedna skupina molekula na temelju

kojih se proizvode novi lijekovi [35].

Budué¢i da je DNA klju¢na u nekontroliranom rastu i opstanku tumora, ona je ciljna
molekula za antitumorske lijekove. Naftalimidni derivati zbog svoje planarne strukture lako se

mogu umetnuti u DNA uzvojnicu i zaustaviti diobu stanice. Jedni od mnogih lijekova ¢iji je

temelj naftalimid su spoj XXXIX, mitonafid (Slika 17a)) i spoj XL, amonafid (Slika 17b)) [29].

N
Oy _N._O Oy _N._O
e
XL

XXXIX

Slika 18. Strukturne formule spojeva XXXIX 1 XL [29]

I'spoj XXXIX i spoj XL umecu se u DNA uzvojnicu i mogu inhibirati djelovanje topoizomerze
11, a antitumorske aktivnosti, ICso im iznose 8.80 pmoldm™ za spoj XXXIX, a za XL 0.47
umoldm™ na HeLa stanicama. Opéenito vrijedi za lijekove sli¢ne strukture da 3-nitro derivati
pokazuju vecu antitumorsku aktivnost od 4-nitro derivata [36,37]. Spoj XXXIX 1 XL samo su
jedni od mnogih lijekova koji kao podlogu koriste naftalimide, a i dalje se dizajniraju novi

spojevi kojima bi se poboljsala antitumorska aktivnost.
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2.2.3.2.  Antibakterijska i antivirusna aktivnost

Bakterijske bolesti lijeCe se antibioticima, medutim zbog neodgovorne upotrebe antibiotika sve
je CeSca pojava antibiotska rezistencija koja predstavlja prijetnju sveopéem zdravlju svjetske
populacije jer onemogucuje ucinkovito lijeCenje bakterijskih oboljenja [38]. Zbog toga se traze
novi spojevi koji bi pomogli u suzbijanju bakterijskih bolesti. Staneva i suradnici [32]
sintetizirali su naftalimidne derivate XLI i XLII (Slika 18). Testirali su antibakterijsku
aktivnost spojeva XLI 1 XLII na gram-pozitivnim (B. cereus) i gram-negativnim bakterijama
(P. aeruginosa). Oba spoja pokazala su bolju antibakterijsku aktivnost kada bi se osvijetlili, a
bili su u¢inkovitiji protiv gram-pozitivnih bakterija, tocnije u potpunosti su inhibirali rast gram-
pozitivnih bakterija. Spoj XLII u€inkovitije je inhibirao rast gram-negativnih bakterija od spoja

XLI prilikom osvijetljenja.

Takoder, Staneva i suradnici [32] ispitali su antivirusno djelovanje naftalimidnih
derivata XLI 1 XLII na replikaciji herpes simplex virusa tipa 1. Samo je derivat XLII pokazao

antivirusno djelovanje dok je utjecaj spoja XLI na replikaciju virusa bio zanemariv.
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Slika 18. Strukturne formule naftalimidnih derivata XLI i XLII [32]

2.2.3.3.  Antifungalna aktivnost

Gljivitne infekcije ili mikoze su bolesti koje uzrokuju gljivice, a lijece se antifungalnim
lijekovima [39]. Uzrok mnogih gljivi¢nih infekcija na kozi i mukoznim membranama su

gljivice roda Candida, najcesc¢e C. albicans. C. albicans prirodno je prisutna u tijelu i na kozi,
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a prekomjerno razmnozavanje gljivica moze uzrokovati neugodne simptome poput svrbeza i
iritacije na zahva¢enom dijelu tijela [40]. Shaki i suradnici [41] sintetizirali su naftalimidne
derivate XLIII i XLIV (Slika 19) koji su inhibirali rast C. albicans. Derivat XLIV lipofilniji je
od derivata XLIII 1 stoga pokazuje bolju antifungalnu aktivnost jer lakSe prolazi kroz stani¢nu

membranu.

bk
NH, 0=S8=0
0=8=0
OsN._O
O _N._0O NN
HN
NH,
X
XLIII XLIV

Slika 19. Strukturne formule molekula naftalimidnih derivata XLIIT 1 XLIV [41]

2.2.4. Naftalimidni derivati kao fluorescentne probe

2.2.4.1. Fluorescencija

Fluorescencija je oblik fotoluminiscencije kod kojeg dolazi do vrlo brze spontane emisije
zraCenja nakon prestanka pobude. Proces se sastoji od pobude elektrona elektromagnetskim
zraCenjem iz singletnog osnovnog stanja u singletno pobudeno stanje, a pri vracanju elektrona
u singletno osnovno stanje emitira se energija i dolazi do fluorescnencije. Fluorescencija neke
molekule ili materijala traje sve dok traje pobuda. Emitirano zracenje manje je energije i valne
duljine od apsorbiranog zrac¢enja zbog toga Sto elektroni u pobudenom singletnom stanju gube
energiju neradijativnim prijelazima. Razlika izmedu valne duljine emitiranog zracenja i valne
duljine apsorbiranog zracenja naziva se Stokesov pomak, a omjer broja emitiranih i
apsorbiranih fotona naziva se kvantna iskoristivost (engl. Quantum Yield) pa ako molekula

emitira sve fotone koje je apsorbirala, kvantna iskoristivost bit ¢e joj 1 ili 100 % [42].
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Molekula koja reemitira elektromagnetsko zracenje nakon pobude naziva se fluorofor
[43]. Fluorofori u svojoj strukturi sadrze konjugirane dvostruke veze. Kod konjugiranih
molekula energijski prijelaz elektrona odvija se naj¢es¢e izmedu z-vezne () 1 m-protuvezne
(7*) orbitale. Konjugacija molekule smanjuje z-7* energijsku barijeru 1 uzrokuje da se
apsorpcija molekule pomakne prema crvenom dijelu spektra, dok smanjenje konjugacije
uzrokuje pomicanje apsorpcije prema plavom dijelu spektra [24]. Ve¢ je spomenuto da su

derivati naftalena, to¢nije naftalimida jedni od Cesto koriStenih fluorofora.

Posebna vrsta fluorofora su donor-m-akceptor (D-n-A) fluorofori. U svojoj strukturi
posjeduju skupinu koja donira elektrone (D) akceptoru (A), a povezane su preko tzv. m-mosta
(engl. 7-Bridge). U takvoj molekuli omogucéen je intramolekularni prijenos elektrona (engl.
Intramolecular Charge Transfer - ICT) [41]. ICT podrazumijeva prijenos elektrona s D na A
preko konjugiranog m-mosta. ICT se odvija u pobudenom stanju molekule. Mijenjanjem D ili
A mogu se mijenjati svojstva fluorescentne molekule. Primjerice, pove¢anjem konjugacije
molekule, apsorpcija se pomice prema crvenom dijelu spektra kao kod molekula XXIX i XXX.
Takoder, moze do¢i do gaSenja fluorescencije (engl. Quenching) mijenjanjem skupina na

fluoroforu [45].

2.2.4.2. Naftalimidni derivati kao fluorescentne probe za detekciju H,S

Sumporovodik (Slika 20), H»S, pri standardnim uvjetima okoliSa plin je bez boje, ali vrlo
neugodna mirisa trulih jaja koji se moZe detektirati ve¢ pri koncentraciji od 0.5 ppb; zapaljiv je
1 otrovan. Prirodno nastaje raspadom bioloskog materijala te u nekim industrijskim procesima,
a ve¢ u malim koncentracijama (50 ppb) iritira sluznicu nosa, grla i donjih diSnih puteva. Moze

izazvati gubitak svijesti, komu, napadaje te smrt u najgorem slucaju [46].

J

Slika 20. Kalotni model molekule H>S [47]

Unato¢ svim loSim posljedicama koje se javljaju uslijed izloZenosti H»S, otkriveno je da je HoS
bitna endogena signalna molekula, zajedno s CO 1 NO, u organizmu. Proizvodnja ovih signalnih

molekula u organizmu regulirana je enzimskom aktivnoS¢u [5]. Endogeni H>S moZe se
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sintetizirati iz cisteina djelovanjem enzima koju su ovisni o piridoksal-5'-fosfatu poput
cistationin-f-sintaze i cistationin-y-liaze. Pretpostavka je da H»S djeluje kao neuromodulator u
mozgu. Takoder, djeluje kao vazodilatator [48]. Literaturno je poznata uloga H>S kao
antioksidansa u organizmu. Reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive Oxygen Species, ROS)
stalno nastaju u organizmu prilikom anaerobnog metabolizma te oSteCuju sve vrste
makromolekula. Zbog toga je vazno da su u organizmu prisutni i antioksidansi koji
neutraliziraju nastale ROS vrste [49]. Medutim, iako je dokazano da H»S posjeduje i pozitivne
uloge u organizmu, literaturno je opisano, da izaziva i mnogo negativnih ucinaka. Primjerice,
visoke koncentracije H>S mogu inhibirati oksidazu citokroma c¢, kompleks IV respiratornog
lanca te moze sprijeciti vezanje kisika na hemoglobin i mioglobin i na taj na¢in smanjiti opskrbu
tkiva kisikom [50]. Takoder, povezan je s razvojem neurodegenerativnih bolesti, ciroze jetre i
tumora, stoga je potrebno pronaci nacine za otkrivanje njegove prisutnosti u stanici. lako se za
grubo odredivanje HoS u stanici moZe Kkoristiti plinska kromatografija, elektronska
paramagnetna rezonancija ili neke elektrokemijske metode, fluorescentne probe pokazale su se
kao vrlo dobar izbor metode odredivanja prisutnosti molekule u stanicama zbog jednostavnosti

sinteze 1 modifikacije te zbog njihove nedestruktivne prirode [5, 51].

Potencijalna fluorescentna proba u svojoj strukturi posjeduje fluorofor te receptor
odgovoran za prepoznavanje analita (engl. Recognition Group). Uz navedene strukturne motive
fluorescentna proba moze u strukturi sadrzavati i skupinu koja povezuje fluorofor sa receptorom
odgovornim za prepoznavanje analita (engl. Linker). Fluorofori su molekule koje reemitiraju
svjetlost nakon pobude koju je uzrokovao neki vanjski izvor elektromagnetskog zracenja
(najcesce ultraljubicastog ili vidljivog zracCenja). Naftalimdi su, uz primjerice rodamine i
kumarine, jedni od naj¢eSc¢e upotrebljavanih fluorofora prilikom dizajna i sinteze fluorescentne
molekule. Receptor odgovoran za prepoznavanje analita prepoznaje analit na nacin da ili stvori
slabe interakcije s analitom ili da stupi u kemijsku reakciju s njim. Linker je grupa koja povezuje
fluorofor 1 aktivacijsku grupu, a moze i ne mora bit prisutan u fluorescentnoj molekuli, stoga

aktivacijska grupa moze biti direktno vezana na fluorofor [43].

Fluorescentne probe za detekciju H»S u stanicama dijele se na 3 kategorije s obzirom na

reakciju koja se odvija u prisutnosti HoS:

a) Fluorescentne probe ¢ija se aktivnost zasniva na redukciji azidne skupine u amino

skupinu
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b) Fluorescentne probe Cija se aktivnost zasniva na redukciji nitro skupine u amino
skupinu
c) Fluorescentne probe koje se zasnivaju na reakciji izmjene bakra (engl. Copper

Displacement) [5].

2.2.4.2.1. Fluorescentne probe Cija se aktivnost zasniva na redukciji azidne skupine u amino
skupinu

Kod ove vrste proba H»S reducira azidnu skupinu koja je vezana za fluorofor u amino skupinu
kako bi se promijenila fluorescentna svojstva molekule. Pluth i suradnici [52] sintetizirali su
naftalimidnu fluorescentnu probu XLV (Slika 21) koja je selektivna za H»S, no ne i za druge
reaktivne sumporne vrste (RSS), reaktivne dusikove vrste (RNS) te ROS kao ni za cistein i

glutation. Nakon redukcije azidne skupine u amino skupinu molekula je fluorescirala.

Slika 21. Strukturna formula molekule spoja XLV [52]

Isto tako, Zhang i suradnici [53] sintetizirali su fluorescentnu probu za H>S XLVI (Slika
22) koja je topljiva u vodi i funkcionira po istom principu kao spoj XLV, a iskoristili su ju za

detekciju HoS u HepG-2 stanicama.
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Slika 22. Strukturna formula molekule spoja XLVI [53]

Fluorescentne probe koje funkcioniraju na principu redukcije azidne u amino skupinu

sintetizirane su u sklopu ovog zavr$nog rada.

2.2.4.2.2. Fluorescentne probe ¢ija se aktivnost zasniva na redukciji nitro skupine u amino

skupinu

Ova metoda zasniva se na redukciji nitro skupine pomo¢u H>S u amino skupinu kako bi se
potaknula fluorescencija molekule. Pluth 1 suradnici [52] takoder su sintetizirali 1 naftalimidni
derivat, spoj XLVII (Slika 23) koji na polozaju 4 naftalimidnog skeleta ima nitro skupinu koja
se reducira u amino skupinu u reakciji s H>S. Kao i spoj XLV, spoj XLVII pokazao je izrazitu

selektivnost prema H>S, dok nije bio selektivan za glutation i cistein kao ni za ROS, RSS 1 RNS.

XLvIl

Slika 23. Strukturna formula molekule spoja XLVII [52]
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2.2.4.2.3. Fluorescentne probe koje se zasnivaju na reakciji izmjene bakra (engl. Copper
Displacement)

Reakcija izmjene bakra podrazumijeva istiskivanje Cu®" iona iz fluorofora na nacin da se bakar
istalozi kao bakrov(Il) sulfid pomoéu H,S. Prisutnost paramagnetitnog Cu®" iona gasi
fluorescenciju spoja, dok se talozenjem bakra ponovno pojavljuje fluorescencija [5]. Koristeci
ovaj pristup Li i suradnici [54] sintetizirali su fluorescentnu probu, spoj XLVIII (Slika 24) koji
bi se trebao koristiti za detekciju HaS, tj. za sulfidni anion (S*). Otopina spoja XLVIII zbog
prisutnosti Cu?" iona u strukturi spoja XLVIII nije fluorescirala, medutim kad je u otopinu
spoja uveden H>S otopina je pocela fluorescirati. Spoj XLVIII osjetljiv je na vrlo niske
koncentracije H2S (7x107" M) i pokazao je visoku specifiénost za H,S/S* dok nije bio specifian

za ostale anione (HCO5", SOs*", HSOs", SO+ CN, F, CI', Br" itd.).
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Slika 24. Reakcija izmjene bakra spoja XLVIII [54]

2.3. Naftalimidni derivati koji se koriste za vizualizaciju stanica

Organeli u stanicama poput lizosoma, mitohondrija, ribosoma, Golgijevog tijela i dr. imaju
specificne 1 neophodne uloge u stanici. Primjerice mitohondriji su zaduzeni za sintezu adenozin
trifosfata (ATP) kako bi se zadovoljile energetske potrebe stanice, lizosomi razgraduju i
recikliraju citoplazmatski otpad poput nekih drugih organela i makromolekula koje dospijevaju
u stanicu endocitozom ili fagocitozom 1 tako dalje, stoga je nuzno razviti metode koje bi
omogucile pracenje stani¢nih aktivnosti 1 organela kao i interakciju organela 1 njihove

mikrookoline (viskoznost, polarnost, pH, temperatura, koncentracija kisika), a na kraju i1 kako
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bi se prosirilo znanje o njihovim pojedinim ulogama u stanici. Za vizualizaciju stanica i
stani¢nih organela fluorescentne probe pokazale su se kao moc¢an i pouzdan alat zbog toga $to
su visokospecifi¢ne i osjetljive za odredeni organel. Prilikom dizajna fluorescentnih proba mora
se voditi racuna o tome da fluorescentna proba ne smije biti citotoksi¢na i mora biti fotostabilna
[55].

Neke bolesti poput Alzheimerove bolesti, raznih vrsta tumora i dijabetesa povezane su
s nepravilnim radom mitohondrija, a abnormalan izgled mitohondrija glavna je indikacija tih
bolesti. Zbog toga, pracenje morfoloskih promjena mitohondrija u realnom vremenu moze
uvelike pomo¢i u prevenciji, dijagnozi i lijeCenju bolesti koje su povezane s disfunkcijom
mitohondrija. Postoje komercijalo dostupni spojevi za oznacavanje i vizualizaciju mitohondrija,
medutim veéina njih gubi svoja fotokemijska svojstva s viemenom i citotoksic¢ni su u odredenoj
mjeri, stoga su Huang 1 suradnici [56] sintetizirali naftalimidni derivat XLIX (Slika 25) koji se
selektivno nakuplja u mitohondrijima 1 iako mu je kvantna iskoristivost od 0.0435 vrlo niska,
izrazito je fotostabilan §to omogucuje pra¢enje mitohondrija u realnom vremenu, hidrofilan je
i citotoksi¢nost mu je niska, a sinteza jednostavna i jeftina. Pomocu spoja XLIX, mitohondriji

su uspjesno vizualizirani in vitro u HeLa stanicama, MCF-7 1 NIH-3T3 stanicama (Slika 26).

XLIX

Slika 25. Strukturna formula molekule naftalimidnog derivata XLIX za vizualizaciju

mitohondrija [56]
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a) b) c)

Slika 26. Vizualizacija: a) HeLa stanica; b) MCF-7 stanica i ¢) NIH-3T3 stanica pomoc¢u
XLIX [56]

Yi i suradnici [57] sintetizirali su fluorescentnu probu koja se selektivno veze za rRNA
u zivim stanicama 1 sluzi za vizualizaciju jezgrice. Komercijalno dostupne probe nisu selektivne
za TRNA 1 konstantno se vezu za DNA, mRNA i1 tRNA, a potrebno je odredivati koncentraciju
i detaljniju strukturu rRNA. Stoga je sintetiziran spoj L (Slika 27) koji je visokospecifi¢an za
rRNA te bez poteskoca prolazi kroz stanicnu membranu i jezgrine pore, a vizualizacija je
provedena na zivu¢im HeLa stanicama (Slika 28). Spoj L ima D-n-A strukturu, gdje je
dimetilamino skupina elektron-donorska, a karbonilne skupine su elektron-akceptorske Sto

omogucuje ICT.

Slika 27. Strukturna formula molekule spoja L [57]
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Slika 28. Vizualizacija HeLa stanica pomocu spoja L [57]

26



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

Za sinteze su koriSteni komercijalno dostupni spojevi i otapala: 4-brom-1,8-naftalanhidrid
(Sigma-Aldrich), natrijev azid (BDH Prolabo), etanol (Carlo Erba Reagents), etil-acetat
(Across organics), heksan (BDH Prolabo), dimetilformamid (DMF, Across Organics), para-
fenilendiamin (Fisher Scientific), para-nitroanilin (Across organics). Tankoslojna
kromatografija na ploCicama silikagela (60 F, 254, 0,25 mm, Fluka) koriStena je za pracenje
tijeka reakcije te za provjeru Cistoce spojeva i preliminarnu identifikaciju produkata. Sustav
otapala koristen za tankoslojnu kromatografiju je etil-acetat/heksan, 1 : 1 (EtOAc/heksan, 1 :
1). Vizualizacija je provedena apsorpcijom UV zracenja (254 nm). Otapala su uparavana na
rotacijskom uparivacu uz snizen tlak. "H i '*C NMR spektri snimljeni su na instrumentu Bruker
na sobnoj temperaturi pri 500 MHz i 125 MHz. IR spektri snimljeni su na uredaju Shimadzu
FTIR 88400S u podrucju 4000400 cm™.

3.2. Priprava 6-azido-1H,3 H-benzo[de]izokromen-1,3-diona (1)

Natrijev azid (142 mg, 2,1 mmol) u obrocima je dodan u otopinu 4-brom-1,8-naftalanhidrida
(200 mg, 0,7 mmol) u DMF-u (3 mL). Reakcijska smjesa je ostavljena na magnetskoj mjeSalici
u trajanju od 2 sata. Tijek reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom (EtOAc/heksan =
1:1) uz UV detekciju. Nakon 2 h u reakcijsku smjesu dodana je voda §to je rezultiralo
stvaranjem taloga, koji je izdvojen 1z reakcijske smjese vakuum filtracijom. Dobivena je Zuta
krutina, spoj 1 (128 mg, 74 %) (Slika 29); t.t. = 179,2—-186,3 °C; Rf=0.66 (EtOAc/heksan, 1 :
1).
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Slika 29. Strukturna formula molekule spoja 1

N,
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'H NMR (500 MHz, DMSO) & / ppm: 7.80 (d, 1H, J= 8.0 Hz, H-3), 7.92 (t, 1H, J = 7.8 Hz, H-
6), 8.52 (dd, 2H, J = 3.3, 8.2 Hz, H-5, H-7), 8.57 (d, 1H, J=7.1 Hz, H-2).

3C NMR (125 MHz, DMSO) § / ppm: 115.244, 116.841, 119.712, 124.117, 128.120, 129.994,
131.274, 133.780, 133.809, 144.644, 160.577, 161.160.

3.3. Priprava 2-(4-aminofenil)-6-azido-1H-benzo[de]izokinolin-1,3(2H)-diona (2)

Spoj 1 (59 mg, 0,2 mmol) otopljen je u etanolu (7 mL) zagrijavanjem uz povratno hladilo uz
mijeSanje na magnetnoj mjesalici. Kada je otopina zagrijana do temperature pri kojoj otapalo
pocne refluksirati u otopinu je dodan para-fenilendiamin (22,6 mg, 0,2 mmol), Reakcija je
pracena tankoslojnom kromatografijom (EtOAc/heksan, 1:1) uz UV detekciju. Reakcija je
prekinuta nakon 5 sati. Hladenjem reakcijske smjese doslo je do stvaranja taloga koji je
izdvojen iz reakcijske smjese vakuum filtracijom uz ispiranje taloga etanolom. Reakcijska
smjesa ostavljena je preko no¢i na sobnoj temperaturi kako bi se produkt §to vise istalozio.
Nakon §to je talog otfiltriran pomoc¢u vakuum pumpe, ispran je etanolom. Dobivena je krutina

smede boje, spoj 2 (Slika 30) (40 mg, 34 %); Rr= 0.28 (EtOAc/heksan, 1 : 1).

Slika 30. Strukturna formula molekule spoja 2
'"H NMR (500 MHz, DMSO) ¢ / ppm: 5.27 (s, 2H, NH>), 6.65 (d, 2H, J = 8.4 Hz, H-Ar), 6.95
(d, 2H, J= 8.4 Hz H-Ar), 7.80 (d, 1H, J= 7.8 Hz H-3), 7.90 (t, 1H, J = 7.7 Hz, H-6), 8.49 (dd,
2H,J=4.6,7.9 Hz, H-5, H-7), 8.54 (d, 1H, J= 8.0 Hz, H-2).

3C NMR (125MHz, DMSO) 6 / ppm: 114.190, 116.476, 119.408, 123.397, 124.207, 127.820,
128.811, 129.649, 131.996, 132.097, 143.252, 149.028, 163.837, 164.427.
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3.4. Pokusaj priprave 2-(4-nitrofenil)-6-azido-1H-benzo[de]izokinolin-1,3(2H)-diona (A)
sintetskim putem 1)

Spoj 1 (50 mg, 0,2 mmol) otopljen je u etanolu (7 mL) zagrijavanjem uz povratno hladilo i uz
mijeSanje na magnetnoj mjesalici. Kada je otopina zagrijana do temperature pri kojoj otapalo
pocinje refluksirati otopini je dodan para-nitroanilin (27,63 mg, 0,2 mmol). Reakcija je pracena
tankoslojnom kromatografijom (EtOAc/heksan, 1:1) uz UV detekciju. Nakon 24 sata reakcija
je prekinuta, a hladenjem reakcijske smjese doslo je do talozenja krutine koja je iz reakcijske
smjese izdvojena vakuum filtracijom. 'H i *C NMR spektroskopijom potvrdeno je da izolirana

krutina nije ciljni produkt, A (Slika 31).

Slika 31. Pretpostavljena strukturna formula molekule spoja A

3.5. Pokusaj priprave 2-(4-nitrofenil)-6-azido-1H-benzo[de]izokinolin-1,3(2H)-diona (A)
sintetskim putem ii)

3.5.1. Pokusaj priprave 2-(4-nitrofenil)-6-brom-1H-benzo[de]izokinolin-1,3(2H)-diona (B)

4-brom-1,8-naftalanhidrid (50 mg, 0,2 mmol) otopljen je u etanolu (7 mL) zagrijavanjem uz
povratno hladilo uz mijeSanje na magnetnoj mjesalici. Kad je otopina zagrijana do temperature
pri kojoj otapalo pocinje refluksirati otopini je dodan para-nitroanilin (24,9 mg, 2 mmol).
Reakcija je pracena tankoslojnom kromatografijom (EtOAc/heksan, 1:1) uz UV detekciju.
Nakon 24 sata dodano je pola ekvivalenta para-nitrofenilamina (12,6 mg, 0,1 mmol). Produkt
se taloZio u reakcijskoj smjesi. Nakon $§to je talog otfiltriran pomoc¢u vakuum pumpe, ispran je

etanolom. IR spektroskopijom pretpostavljeno je da spoj B (Slika 32) nije uspjesno pripravljen.
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Slika 32. Pretpostavljena strukturna formula molekule spoja B

3.5.2. Pokusaj priprave 2-(4-nitrofenil)-6-azido-1H-benzo[de]izokinolin-1,3(2H)-diona (A)

NaN3 (8,8 mg, 0,1 mmol) u obrocima je dodan otopini spoja B (18 mg, 0,05 mmol) u suhom
DMF-u (3 mL). Reakcijska smjesa je ostavljena na magnetskoj mjesalici u trajanju od 2 sata.
Tijek reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom (EtOAc/heksan, 1:1) uz UV detekciju.
Reakcija je zaustavljena nakon 2 h, a reakcijska smjesa uparena je na vodenoj kupelji i zatim
ohladena u ledenoj kupelji. Produkt se talozi hladenjem. Talog je otfiltriran pomocu vakuum
pumpe; produkt je dobiven u tragovima, IR spektroskopijom potvrdeno je da izolirana krutina

nije ciljni produkt, A (Slika 31).

3.6.Redukcija Spoja 2 s H,S

Spoj 2 (1 mg) otopljen je u etanolu (5 mL) u staklenoj bocici, a u drugoj staklenoj bocici razvijen
je HaS reakcijom Zeljezova(Il) sulfida (FeS) i1 koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (HCI). Obje

staklene bocice povezane su plasticnom cjev€icom koja omogucava uvodenje generiranog HoS

u suvisku u otopinu spoja 2. Generirani H2S uvoden je u otopinu spoja 2 u trajanju od 1 h.
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4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1. Uvod

Derivat naftalanhidrida, komercijalno dostupni, 4-brom-1,8-naftalanhidrid koristen je kao
polazni spoj u literaturno opisanom [53] sintetskom putu za pripravu dva derivata, spoja 2 i
spoja A (Slika 33). Adicijsko-eliminacijskom reakcijom azidnog derivata 4-brom-1,8-
naftalanhidrida s odabranim anilinskim derivatima pokusalo se pripraviti naftalimidne derivate.
U okviru ovoga zavrsnog rada pokusalo se pripraviti dva naftalimidna derivata koji se razlikuju
po elektronskoj prirodi supstituenta na arilnom dijelu molekule; spoj 2 i spoj A. Na ovaj nacin,
moguce je ispitati utjecaj elektronske prirode supstituenta na arilnom dijelu molekule na prinos
reakcije te fluorescencijska svojstva naftalimidnih derivata nakon reakcije ciljnih naftalimidnih
derivata s H»S. Na temelju rezultata "H i *C NMR spektroskopije zakljugeno je kako je priprava
spoja 2 bila uspjesna, dok spoj A nije uspjesSno pripravljen predlozenim sintetskim putem.
Temeljem navedenog, za pripravu spoja A predlozen je novi sintetski put (Slika 34), no IR

spektroskopijom pretpostavljeno je kako niti u ovom slu¢aju priprava spoja A nije bila uspjesna.

Iz literature [5] je poznata upotreba naftalimidnih derivata kao fluorescentnih proba za
detekciju malih signalnih molekula medu kojima je i molekula H2S (poglavlje 2.2.4.2.). Spoj 2,
derivat uspjesno pripravljen u okviru ovoga istrazivanja u preliminarnim ispitivanjima koristen
je za pokuSaj detekcije generiranog H>S. Rezultati provedenog eksperimenta pokazuju
mogucnost upotrebe spoja 2 kao indikatora za detekciju HoS, na Sto ¢e fokus biti stavljen u

nastavku ovoga istrazivanja.
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Slika 33. Reakcije priprave spojeva 2 1 A sintetskim putem 1)
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Slika 34. PokuSaj priprave spoja A sintetskim putem ii)

4.2. Priprava spoja 2 i pokusaj priprave spoja A sintetskim putem 1)

Za pripravu spoja 2 najprije je pripravljen spoj 1 (Slika 33). Spoj 1 u svojoj strukturi posjeduje
azidnu skupinu na poloZaju 4 osnovnog naftalenskog skeleta. Kao polazni spoj za pripravu
spoja 1 posluzio je komercijalno dostupni 4-brom-1,8-naftalanhidrid. Bromidna skupina
supstituirana je azidnom skupinom reakcijom nukleofilne aromatske supstitucije (poglavlje
2.2.2.). Literaturno opisani postupak [53] modificiran je na nac¢in da je dodana dva puta veca
koli¢ina NaNs. Reakcija je prac¢ena tankoslojnom kromatografijom (EtOAc/heksan, 1:1) uz
vizualizaciju apsorpcijom UV zracenja (254 nm). Spoj 1 uspjesno je pripravljen uz prinos od

74 %. Spoj 2, naftalimidni derivat s amino skupinom na arilnom dijelu molekule, pripravljen je
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reakcijom spoja 1 1 para-fenilendiamina (1 ekv.) zagrijavanjem uz povratno hladilo u etanolu
kao otapalu. Spoj 2 pripravljen je uz prinos od 34 %. Analogno sintetskom putu reakcije
priprave spoja 2, pokusalo se pripraviti spoj A, koji u svojoj strukturi posjeduje nitro skupinu
na arilnom dijelu molekule. Priprava spoja A predlozenim sintetskim putem 1) nije bila uspjesna

$to je zakljuceno na temelju rezultata '"H i 3*C NMR spektroskopije.

Amini su organski derivati amonijaka (NH3) u kojima je jedna ili vise alkilnih ili arilnih
skupina vezana za dusikov atom. Amini su dobri nukleofili i baze. S druge strane, aromatski
amini poput anilina i njegovih derivata slabije su baze i nukleofili od alifatskih amina. Slobodni
elektronski par na dusiku delokaliziran je (Slika 35) po cijeloj molekuli, $to ju stabilizira, jer se
dusikova sp® orbitala koja sadrzi slobodni elektronski par preklapa s 7 molekulskom orbitalom
aromatskog prstena. Zbog delokalizacije slobodni elektronski par na duSikovom atomu nije

toliko dostupan za protoniranje §to anilin ¢ini slabijom bazom od alifatskih amina [28].

)
=" "H N*
- C.

Slika 35. Rezonancijske strukturne formule anilina [28]

Nadalje, ako se anilin protonira, on ¢e izgubiti svoju rezonancijsku stabilizaciju, a nastala
konjugiranja kiselina bit ¢e jaka $to znaci da je pocetna baza slaba. Medutim, anilinski derivati
mogu biti jacCe ili slabije baze i nukleofili ovisno o vrsti supstituenta koji se nalazi na
benzenskom prstenu. Tako ¢e elektron-doniraju¢a skupina u para- polozaju u odnosu na amino
skupinu u€initi tu amino skupinu nukleofilnijom jer ¢e povecavati elektronsku gusto¢u na
nukleofilnom dusiku rezonancijskim efektom [28]. U slucaju para-fenilendiamina konjugacija

neveznog elektronskog para atoma duSika amino skupine (oznaen crnom bojom) s -
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elektronima aromatskog prstena rezultira rezonancijskom strukturom (Slika 36) u kojoj je
elektron-doniraju¢a skupina vezana na atom ugljika s negativnim nabojem. Takva
rezonancijska struktura daje najmanji doprinos rezonancijskom hibridu, no atom dusika anilina
(oznacen crvenom bojom) ¢ini nukleofilnijim za napad na elektron-akceptorski sustav azidnog
derivata 1. U slucaju para-nitroanilina, koji je koriSten kao polazni spoj za pripravu spoja A,
moze se opaziti suprotan efekt (Slika 37). Konjugacija neveznog elektronskog para atoma
dusika anilina s m-elektronima aromatskog prstena rezultira rezonancijskom strukturom u kojoj
je na negativno nabijeni atom ugljika vezana nitro skupina kao elektron odvlacec¢a skupina.
Takva rezonancijska struktura daje veci doprinos rezonancijskom hibridu no u konacnici
smanjuje nukleofilnost atoma dusika anilina za napad na elektron-akceptorski azidni derivat 1.
Navedeno objasnjenje moze predstavljati jedan od potencijalnih razloga neuspjesne priprave

spoja A sintetskim putem 1).
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Slika 36. Rezonancijske strukturne formule para-fenilendiamina [28]
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Slika 37. Rezonancijske strukturne formule para-nitroanilina [28]

4.3. Pokusaj priprave spoja A sintetskim putem ii)

Spoj A nije uspjesno pripravljen sintetskim putem 1), prema tome sintezi spoja A pokusalo se
pristupiti primjenom sintetskog puta ii). U sintetskom putu ii) prvi korak podrazumijeva
prevodenje polaznog 4-brom-1,8-naftalanhidrida u odgovaraju¢i naftalimidni derivat B. U
drugom reakcijskom koraku, imidni derivat B koji u svojoj strukturi na polozaju 4 posjeduje
atom broma reagira s NaN3 s ciljem priprave ciljnog produkta A. Niti u ovome slucaju,
primjenom drugog sintetskog puta, priprava spoja A nije bila uspjeSna (Slika 34). Kao jedan od
potencijalnih razloga neuspjesne priprave spoja A predloZena je smanjena nukleofilnost atoma
dusika polaznog spoja para-nitroanilina, §to u kona¢nici onemogucava nukleofilni napad atoma
duSika anilinskog derivata na elektrofilni derivat naftalanhidrida (poglavlje 4.2.). Sintetskim
putem ii) mozZe se pretpostaviti kako niti u slucaju kada je elektron-akceptorski sustav 4-brom-
1,8-naftalanhidrid, u usporedbi sa azidnim derivatom 1 koji je elektron-akceptorski sustav u

sintetskom putu 1), duSikov atom para-nitroanilina nije dovoljno jak nukleofil.

4.4. Uvodenje HzS u otopinu spoja 2

Naftalimidni derivat, spoj 2 uspjesno pripravljen u okviru ovoga zavr$nog rada koristen je u
preliminarnim ispitivanjima s ciljem upotrebe pripravljenog spoja kao indikatora za H2S. Spoj
2 u svojoj strukturi posjeduje azidnu, elektron-akceptorsku skupinu, dok nakon reakcije s HoS
dolazi do redukcije azidne skupino u elektron-doniraju¢u amino skupinu. Elektron-donirajuca
skupina na polozaju 4 u strukturi naftalimidnog derivata povecava njegova fluorescencijska

svojstva [5]. Otopina spoja 2 prije uvodenja H>S i1 nakon uvodenja H»S stavljene su pod UV
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lampu (365 nm) pri ¢emu je vidljiva fluorescencija spoja 2 nakon uvodenja H>S dok spoj 2 prije
uvodenja H»S nije fluorescirao. Ovakvi rezultati pokazuju mogucnost upotrebe spoja 2 kao

potencijalnog inidkatora za H>S $to ¢e biti tema nastavka istrazivanja.

Slika 38. Ispitivanje fluorescencije spoja 2 prije i nakon redukcije s HoS
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5. ZAKLJUCAK

1) Spoj 2, naftalimidni derivat s azidnom skpinom na polozaju 4, uspjeSno je pripravljen
sintetskim putem i). Predlozeni sintetski put podrazumijeva pripravu azidnog derivata 1 koji
reakcijom s para-fenilendiaminom u etanolu daje spoj 2. S ciljem ispitivanja utjecaja
elektronske prirode supstituenta anilinskog derivata na prinos reakcije te u konacnici na
fluorescencijska svojstva naftalimidnih derivata nakon reakcije s H2S, kao drugi anilinski
derivat za reakciju sa spojem 1 odabran je para-nitroanilin. Spoj A nije uspjesno pripravljen
predlozenim sintetskim putem 1).

2) S obzirom na neuspjeSnu pripravu spoja A sintetskim putem 1), sintezi spoja A pokusalo se
pristupiti primjenom sintetskog puta ii). Sintetski put ii) podrazumijeva prevodenje polaznog
spoja, 4-brom-1,8-naftalanhidrida u spoj B koji u svojoj strukturi na polozaju 4 posjeduje
atom broma, nakon ¢ega u sljede¢em reakcijskom koraku slijedi supstitucija atoma broma
azidnom skupinom. Priprava spoja A nije bila uspje$na niti u ovome slucaju. Jedno od
potencijalnih objasnjenja predstavlja smanjena nukleofilnost atoma duSika anilinskog
derivata zbog prisutnosti nitro skupine u njegovoj strukturi. Zahvaljujuéi tome atom dusika
nije dovoljno jak nukleofil niti za nukleofilni napad na elektron akceptorski sustav polaznog
4-brom-1,8-naftalanhidrida niti u slu¢aju nukleofilnog napada na elektron akceptorski sustav
azidnog derivata naftalanhidrida, spoja 1.

3) Spoj 2, uspjeSno pripravljen u okviru ovoga zavr$nog rada korisSten je u preliminarnim
ispitivanjima koja podrazumijevaju uvodenje H»S u otopinu spoja 2. Cilj ovakvih ispitivanja
je ispitati moguénost upotrebe spoja 2 kao potencijalnog indikatora za H>S. Otopina spoja 2
nakon uvodenja H>S fluorescira pod UV lampom (365 nm) §to ukazuje na moguénost
redukcije azidne skupine u amino skupinu, a u konacnici utjece na povecanje intenziteta
fluorescencije. Ispitivanje fluorescencijskih svojstava reduciranog oblika spoja 2

predstavljat ¢e nastavak ovoga istrazivanja.
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7. PRILOZI

7.1. Popis kratica i simbola

A Akceptor

APS Amonijev persulfat

ATP Adenozin-trifosfat

CcO Ugljikov(II) oksid

D Donor

d Dublet

dd Dublet dubleta

DMF Dimetilformamid

DMSO Dimetilsulfoksid

D-n-A Donor- & -akceptor

Et:N Trietilamin

EtOAc Etil-acetat

FeS Zeljezov(1I) sulfid

HCI Klorovodicna kiselina

H202 Vodikov peroksid

HoS Sumporovodik

ICT Intramolekularni prijenos elektrona (engl. Intramolecular Charge Transfer)
IR Infracrveno (engl. Infrared)
NaNj3 Natrijev azid

NMR Nuklearna magnetska rezonancija

NO Dusikov(II) oksid



Pd

RNS

ROS

RSS

SNAT

(A%

Paladij

Reaktivne dusikove vrste (engl. Reactive Nitrogen Species)
Reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive Oxygen Species)
Reaktivne sumporove vrste (engl. Reactive Sulphur Species)
Singlet

Sulfidni anion

Nukleofilna aromatska supstitucija

Triplet

Ultraljubicasto (engl. Ultraviolet)

II
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