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POPIS KRATICA | SIMBOLA

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

ROS- reaktivne kisikove vrste

ATP - adenozin trifosfat

BHA - butilirani hidroksianisol

BHT - butilirani hidroksitoluen

TBHQ - tert-butilni hidrokinon

PG- propil-galat

OG - oktil-galat

SOD- superoksid dismutaze

CAT - katalaze

GPx- glutation peroksidaze

GRd- glutation reduktaze

CAT- katalaza

HAT - metode prijenosa atoma vodika

SET- prijenosa jednog elektrona

MeOH - metanol

RNS-r eaktivne | estice dugi ka
LOOM- lipidne peroksilne radikale

AURAK - Aurora A kinaze

ANP-aci k1l i | ki nukl eozidni fosfonat:i
RNA - ribonukleinska kiselina

RT - reverzna transkriptaza

HIV - virus humanemunodeficijencije

TNF-U- faktor nekroze tumordl

IL-6 - interleukin6

ICAM-1 i VCAM-1 - adhezijske molekule

NOS-s ntaza dugi kovog oksida
COX - ciklooksigenaza

DPPH- 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

SAR - odnos strukture i aktivnosti
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1.Uvod



U posl jednjih nekodadrkas tgoids tnrag gsawlmagng . jaen
nji hove Z a @ préhram ie farniateatskien proeizvodimas kojima s pr j el avaj u
oksidativno propadanje, tetijelu gdje inhibirajup a t celprocgskuzrokovarme oksidativnim
stresom. Provedena stbrojnai st r adkiowa rsjt e | i r &gel procjenjuje met o
antioksidativnu aktivnost u hranistanicamal zr azi t o su vagni zbog s
slobodnih radikalakoji prirodno nastajuiz gi vot ni h pr o iz &isika ,kojegp r i mj e |
udi ge mo, a u nhnpggetedkie i ggandamaa dkojima nastaju.Osim
prirodno,s | obodni radi kal i nastaju od raznih onel
ilidrugimputemOdr gavanj e ravnot eg eiantipksigatisgk | § lud baond njiet
preduvjetu o d r g a vdaawljp ljudi Stoga se kontrola oksidativhog stregakazala
temeljnm procesomu prevenciiji [ l'ijelenju mnogi h
ateroskleroza, koronarna arterijska bolest, rak, ngablestj bolesti jetre itd. Kako bi se
odrgal a redoks homeostaza, v e (eazinsking il meb od ni h
enzimskim antioksidansim& o j e , uz odr mrdizeodijsamotijelp.nTiamkkod ,e r |,
postoje i sintetsk antioksidansi koji se nag® zamijeniti s prirodnim jer predstavljaju
potencijalni zdravstveni rizik zbog stvaranja opasmnisprodukatakontaminacije kemijskim

prekursorima i otrovnim otapalinta.

Dugi kovi heteroci ko] pi rpap uta iodi daeloil Ko &
medi ci nskoj kemiji zbepgursivimijma .stTa ks g ma&n jsd
omogulilo optimizaci pkavitjimimolekdama kojesuupokaale p r e ma
razlilitu bi’dledqlu oak thirvonjonsith. bi ol ogkvieh akt

spojeve, upravo je i antioksidativha aktivn&tmat r a se da je jog uvije

s obzirom na brojne mogul Krazsiz znanstveitpradowe nci j al

autori ispituju antioksidativna svojstva derivata imidazofpi r i dna s razl i | i ti
brojem supstituenat a smjegtenim na fenilno
supstituent a, i st r acpupptizientana antioksidativrjasvojsive® p ol o ¢

Akrilonitirili kao jedni od derivata imidazo[4;6]piridina, u posljednjesu vrijeme privukli
pagnju mnogi h medi ci n3 k a @eidkadgtiviogpotancijaldmjp g s v 0 ¢
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2.1. Antioksidansi

Podpojmom antioksidansa podrazumijevaju se molekiohi ili stabilni radikali koji
pri niskoj koncentraciji usporavaju ili inhibiraju oksidaciju proteina, ugljikohidrata, lipida
DNKisl i | ni h maAntioksidanti ek a k &kloeari st e kao aditivi
oksidacije nestabilnih sastojaka u prehramt
Oksidagski stresj e rezul t at neravnot ede s iengoreattive r ea k t
oxygen species, ROS) i antioksidaii obrane. Oksidiski stresu zr ok uj e por emel
stani | nih funkcija i dovodi do razlilitih pé¢
autoimune bolesti, kancerogeneza, kardiovaskularna  disfunkcija, dijabetes,
neurodegenerativne bolestilzheimerova bolest, Parkinsonova demencijaAutioksidansi

su u najveloj koncentraciiji p rMogualjelevatiikrozu r a z |
razl i | it e osimakKiaajanja radikab, mogui razdvajatiione prijelaznih metala,
razgraliti vodikov peroksid ili hidroperoksidedeaktivirati prooksidansete p o b ail j g a

endogenu antioksidativnu obrarkaoi popravijatin ast al o ogf el enj e stani
Kada se govori o kisiku kao metalu, treba naglasiti da je to izrazito reakieraetal te

relatvnos nagno oksi daoijjes kloa ksor edtswaroa oksi de s
atmosferi je prisutan u svomsnovnomstabilnom stanjkao trpletni biradikal ¢0.) te kao

takav prolazi kroz proces postupne redukdjelekula kisika, u osnovhomt anj u, sadr ¢
nes@rena elektrona sa suprotnim spinovima u dvije odvojene protuvezne orbitale. U te
orbitale moge pr Kibikja tubdko intggraan u erbcesk ksidanija i
redukcije u ¢givim organi z jednogaatomanadrugda@armpr e n ¢
jedi o aerobnog givota nageg metabol,ususteay budu
protoka elektrona koji proizvodi energiju u obliku ABPMe L ut i m, probl emi m (
kada protok elektrona postanesparer(prien 0s nespareni h pojiendei nal r

dolazi dostvaianjaslobodrnh radikak.

2.1.1. Podjela antioksidansa

Najoplenitija podjela ant antidksdandeSintestski j € n @
antioksidansi wrganizam seinose wbliku dodataka prehrarintetski oblici antioksidansa
su bioekvivalentni njihovim prirodnim oblicima, npr. vitamin C u odnosu na kemijski
sintetiziranuL-askorbinsku kiselinuKada se govori o sintetskim antioksidansima, uglavnom

se misli na antioksidae s fenolnom strukturgrslika 1



To su:

1. Butilirani hidroksianisol (BHA)
2. Butilirani hidroksitoluen (BHT)
3. Tertbutilni hidrokinon (TBHQ),
4. Propilgalat (PG)i oktil-galat (OG)
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Slika 1. Strukture sintetskiantioksidansa

BHA posebno wvsekostrn dlei oksidacije ,kdokafkol an|
ul i nk BHWT & mtsito k si da n suglavnora gbogoprisotaostij daijtert-butilnih

skupinak 0 j e uzrokuj u Vv°TBHQ vdoteaid ii Inkanaesane za mioge.
jestive givotinjske masti, nezasilena biljna
o d r gnatsitignu vrijednosti bojugi vot i nj ski h pr eNMe laimétdnmi h pr
antioksidansimaTBHQ se pokazaonaju | i n kno zbogt grigutnosti dje hidrosksilne

skupine upara p ol o ga koje se smatra da sadgovorne za njegoves na g n o

antioksidativno djelovanjé



Prirodni antioksidansi dijele se na egzogene i endogene prirodne antioksidanse. U egzogene
antioksidanse pripadaju vitaminvifamini A, C, E), mikroelementi (Se, Zn, Cu, Mn, Fe),
karotenoidi {  Akaroten lutein) i polifenoli (fenolna kiselinaflavonoidi). Najistaknutiji
predstavniciegzogenih antioksidansa sitamin C, tokoferoli, karotenoidi i flavonoidi

Endogeni antioksidansi dijele se na enzimske-emamske antioksidans&e Lu nj i ma s
razl i | iti Spojevi s razlilitim nalinima i mj

Ova r aznoldindigidualinu alagu svdkagjod njih u tijelu.

1. Enzimski antioksidansi:
a) superoksid dismutaze (SOD),
b) katalaz (CAT),
c) glutation peroksidaz(GPx),
d) glutation reduktag (GRd)

2. Ne-enzimski antioksidansi:
a) Antioksidansi niske molekulske mase (glutation, poi | na ki sel i na)

b) Metaloproteini (feritin, albumin)

Velina egzogenih spojeva dobiva se iz priroo
kiseline, karotenoidi, kumarini, lignani, vitanjrli minerali (selen, cink, mangan) koji se u
tijelo uncse hranomKada endogeni antioksidansi k | j u | e n od slobodailb radskalau

ne mogu zagti-djtposejel ve oda ROFGzogeni m anti o

2.1.2.Primjeri antioksidansa

Vitamin C

Vitamin C ili askorbinska kiseling s i ka 2), istile se kao jedanr
UnosvitaminaG zr azi t raz ppodvakapa mi a, doj ke, gugter al e
rektuma i wWewe Lgumpl jjienada 200 mgnal smamibo na C
razinu formona stresaVitamin C lakoAhvatdi reaktivnel e s ki s e ka i dugi k a,

superoksidni i hidroperoksilni radikali, vodeni peroksilni radik@gier ok si ni tr at ,

dioksidini t r oksi dni radi kal i, | i mek su |diart k orwniotgo oggtt
Najveli izvor vitamina C upravo |jebrokbai e i p
zeleno lisnato poVrie, Krumpir, kupus, it d.



Slika 2. Struktura vitamina C

Selen

Selen je neophodan oliglement za sintezu i funkciju oko 200 e nzi ma, me L u
velina njih pomage u sPBegkeavarju akptleirenne
pravilnu funkciju i munol ogkog isnntiamatana i poz
svojstva’t

i -karoten

I -karoten posjedujeant i oksi dativna svojstva koja mogu
radi kale koje potencijalno o,pttpbs] pmdipnde

dovesti do razvoja kardiovaskularnih bolesti i r&kén vitro i s t r a gdkamm nejde

karotenoi di takolLer mogu i nhibirat. oksidac
imati anti aterosklerotski potencijadlismatras e da su nj i Bkei suhnnce n
sl ogniiji

\\\\\\\\\

Slika 3. St r tkiwdtena a b

Polifenolni antioksidang

Polifenolni antioksidansi doprinoggevenciji kardiovaskularnih bolesti, raka i osteoporoze te
i maj u zulogd @ jprevenciji neurodegenerativnih bolesti i dijabetes melfusa
Najznal mppapredak postignut e u .pPolittmoliKojjse kar di
daju kao dodaciprehrani, pobol j gavaju zdravstveno stanj e

biomarkera usko povezanih s kardiovaskularnim rizikom



Flavonoidil i skapinun a j i srijin @@li ivf enol a, a otkriveno 1ih

je velina odgovorna za -63C6u opMviaj dflagonsidaroulka utre
od kojih su dvije C6 podjedinice (prsten A i prsten fBjvonoiche prirode slika 4°

Fl avonoi di potilu antioksidativno djtevaovanj e
u cijelom tijelu U kombinaciji svitaminom Csmanjujuoksidativni stres za dio stanice na
bazi vode i mogu usparitd.i neke od wulinaka st
8
Slika 4.0 p | teuktuga flavonoida
Glutation
Gl utation gtiti stanice od toksina kao gto

glutationtijekom sinteze aminokiselicisteina, glicina i glutaminske kiselifiélzvori hrane
glutati ona

brokul a,

s najvelim kolilinama prirodnog
di nj a, breskva, ti kvice, gpi nat,
ami noki sel i ne k(onper .s ajda sgaeyorispuangpectrj gavanj e i

tielesne razine glutationa.

Zlm
I

N
@]

Slika 5. Struktura glutationa

f



2. 2. Met ode za odrelivanje antioksidat

Uvedene su razlilite antioksidativne me
antioksidativna svojstva i kapacitet komercijalnih antioksidansa, prehrambenih, medicinskih,
farmaceut s ki h iStahdardizirana rketoda padzr oer Laiakimksidptieng
dielovanpk o mponenta treba zadovoljiti sljedele i:¢

1 korigt ebnijoel o g k i giavazalradika@ nt n o

1 trebda bi biti jednostana,

1 koristtimet odu s def i ni r an ojskimkneharjiommo m t ol k
1 kemikalije i instrumenttrebali bi bitilako dostupni

1 imati dobru ponovljivost unutar ciklusa

1 trebalabi biti prilagodljiva za ispitivanje hidrofilnih i lipofilnih antioksidansa

i korigtenje razlilitih izvora radikal
1 trebalabi se prilagoditi analizi visoke propusnosti za rutinske analize kontrole

kvalitete®

TakolLer, anti ok s i d aiodjenjimatina tenedju jedngdestn@enodele t r e b 8
Potrebno je provesti nekoliko vitro antioksidativnih postupaka za procjenu antioksidativnih
aktivnosti'?Metode se mogu podijeliti prema reakcijskim mehanizmimeetod prijenosa

atoma vodikaeng.hydrogen atom transfeHAT) i prijenosa jednog elektronarfg single

electron transfer,SET) Metode temeljene na SHI otkrivaju sposobnost potencijalnog
antioksidansa da prenese jedan elekirtekor educi ra bil o koji spoj ,
karbonle i radikale.Tijekom redukcije dolazi dgromjere boje | i me se dokazu
smanjuje oksidacijski brojReaktivnost u SET metodama prvenstveno se tenmlji
deprotonacgkom i ionizacijskom potencijali reaktivne funkcionalne skupinePrincip

reakcijeSET metode prikazan je naesnil.
AH + X —= AH + X
AH + H 0> A + H,0*

X + H30'——> XH +H,0

AH + M3 —» AH® + M?%*
10

Shemal. SET mehanizam rekacije



Metode temeljenenaSET uk!| jul uju sl jedeie analize:

f Analiza ukupni h -Gioealten teagenstesmo | u Fol i n

1 TEAC metodgeng.Trolox EquivalentAntioxidant Capacity

1 FRAPmetoda éng.Ferric Reducing Antioxidant Powger

T Analiza ukupnog antioksi d&kompleksag potenci j
kao oksidans,

1 DPPHmetoda,

1 ABTS metoda,

1 DMPD metoda,

1 CUPRACmMmetodaleng.Cupric ion reducing antioxidardapacity).

Metode temeljene na HAT mjere sposobnost antioksidansa/dgasii slobodne radikale
doniranjem vodi ka. HAT reakcije su neovisne
Prisutnost redukci jskih sredst &ATatestovimk i j ul uj
moge dovest.i do pogr egnRrincip HATadakeije prikazanijecha e r e ¢
shemi2.®

AH ++X—> A + XH
11

Shema?2. Princip HAT reakcije

Met ode temel jene na HAT reakciji wukljul uju:
1 ORAC metodgeng.OxygenRadical Apsorbance Capacjty
1 TRAP metoddeng.Total Peroxyl Radical trapping antioxidant Parameéter
9 Inhibicija inducirare LDL oksidacije
1 Metodaukupnog kapaciteta uklanjanja radikaga@. TOSCA),
1 Metodai z bj el karotemanj a b
1 Kemiluminiscentnitest.

10



2.3.Slobodni radikali

Slobodni radikali mogusedef i ni r at i kao Vvisoko reakt |
nestabilnenesparea elektrane u valentnoj ljusckoji su aktivni premadrugim molekulama u
kemijskim reakcijara. Oni mogu donirati elektron, aliprihvatiti ga od drugih molekula, te
tako djelovati kao oksidans ili reduceftsU ljudskom tijelu reaktivni oblici (RS) dolaze iz
metabol il kih procesa ukljulenih u respirato
sustav citokrom&” Najreaktivnj e vrste koje se nalaze u bio
hidroksilni radikal (OI%, koji nastaje spajanjem tri elektromamolekui kisika, (npr. kao
rezultat Fentonove reakcjjei superoksidni radikal (é}, koji nastaje uglavhom u
mitohondrijima, kaonusprodukt transporta elektrona u respiratornom lafeaktivne
|l estice koj e mavamoaRO8l eisz2 | @aism k 8BOS | esti ca,
reaktivne | est ireaetivadnitrggenkspecipdHFOSIR N(Se nrge.akt i vne |
neophode su u egulaciji ekspresije gena, proliferacije stanica, apoptoze, procesa
fosforilacije proteina ilio d r § akeraeniraaije kalcija u stanicama, aktivacije proteina koji

kontroliraju diobu stanica i eliminacije mikroorganizamd. nagi m st ani cama

ravnoe ga i zmelu |l eadti mpkdhoR® neutralizacaje pon
Svaki poremel aj ove ravnotege moge dovest.i
potencij al povelava do razine Kktayjoksidatignr o §gav a
stres> Ukol i ko u stanicama dole do oksidatiyv
uglji kohidrat a, Il i pi da i p r oSmatra seada oksidatyni d o § i
stres ima znalajan negati van unujodeficgencije, na
hipertenziy, al kohol i zam, bol est.i pdvezane s pugen

).' 2 }" z

) 4 2 v Y @ °

\» . A h; . !

re ‘.? r Q. L.)

Zdrava stanica Slobodni radikali Ostecena stanica

u napadu na stanicu

Slika 6. Prikaz utjecaja slobodnih radikala na stafiicu

11



Sl obodni radi kal i imaju razlilite mehani zme
doniranjeme | ekt r ona, pri hvalanjem elektrona, rec
radi kalima (a), apstrakcijom vodika (b), r ec

i disproporcioniranjem (e)

(@)OH + RS ——> OH + RS

(b)CCl; + RH——> CHCI; + R

(c)CCl3 + CCl; ——> CH,Clg

(d)CCly + CHy~CHz — CH4(CCl;)— CH,

(€) CHsCH; + CHyCHy . CHy— CH, + CHz—CHy

Slika 7. Mehanizmi reakia slobodnih radikaf®

2.4.Mehanizam djelovanja antioksidansa

U bor bi protiwv negati vrko hi ¢t emgekdnj a RO
antioksidativnih mehani zama, tijelo %e bor

Antioksidativni enzimi smanjuju razinu lipidnog hidroperoksida iObit € su vagni

prevenciji peroksidacije lipida i odrgavanju
Superoksid dismutaz&QD), enzimi sukoji se nalaze u citosolu i mitohondrijimiz,

katal i ti !O@/Siiukisikie-liOyLarmrj iusut nost. met al ni h i ona

mangarf® Katalazekoje suprisuneu perokssomy pretvargu H,O, u vodu i kisik?® GSHPx

se nalazi i wu citopl az miludskomitkvytepretvaradO, h no u

vodu

2 H,0

Shemaa3. Aktivhost enzima SOD, CAT i HSHPx
Vitamin E (-tokoferol) ul i nkovi t j e parnetkiiodkas i |da mijskomkeo j 1 e a |
peroksidacij e |l i pi da u stani |l nim membr anam:

| i poprotein niske gustoie (LDL).

12



Djeluje tako da presretne lipidne peroksilne radikale (ISQOe na t aj nal
reakciju.Me L ut i m, v i trkovitpni ukBnjanjuQHe alkoksil radikala fOR).*°

Mehanizam uklanjanja radikala vitamindfrprikazan je na shemi

LOO + « - tokoferol - OH LOOH + o - tokoferol - O

Shema4. Mehanizam uklanjanja slobodnih radikala vitamingm

n

proe

Vitamin Adaj e zantoksaatienld opr i nos u z a gatod bksidadijg uds k o

potaknute bakromTak ol er , u nekol i ko radova pri

k az:

antioksidans u bor Mehanigamouklanjanja sadika@ prikdzan peonb e s t |

shemis.®!

ég\)\/\)\A
OOoL
é@)\/\)\ﬂ
N XY X
gjg\)\/\)\ﬂ

Shemab. Mehanizam uklanjanja radikala vitaminom A
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Vitamin C mijenjase uaskorbatni radika21 doniranjem elektrona lipidnom radikalu kako bi

se prekinula | an|lana reakcija pebrzorkagitaidiaci j e
proizvode jednu molekulu askorbat20 i jednu molekulu dehidroaskorbat24.
Dehidroaskorbat nema nikakav antioksidativni kapac#tega se dehidroaskorbat dodatkom

dva elektrona pretvara natrag u askorlat.posljednjoj fazi,dodavang dva elektrona

dehidroaskorbatu provodeoksidoreduktazon

o)
OH O
° H* ° OH © 0 OH
=~ OH +H* = =
HO HO OH HO OH
19 OH 2 i
0 o O 21
+H"\-H+ +HY || -H*
0 0 OH ° O OH
_e'
=
=
o OH 0 OH
N o)
2 © 23
/
o)
o)
HO o
o)
24
HO

Shemab. Mehanizam djelovanja vitamina C
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2.5. Imidazo[4,5-b]piridini

Strukturna sl i |-miorsitdiirmsrkedg h enieraoi kI i | ko
purina potaknula jemnogobrojnabi ol ogka i stragivanja kako b
potencijalno t dmmidazo[4,pblpikidini istaknali ®ungeleao dvostruki
i nhibitori FLT3/ aurora kinaza za | ijpke] enj e
blokator receptora angiotenzingpa Il. Derivati imidazo[4,50] pi ri di na takolLer
potencijal za brojne primjeneprocesma prijenosa protona i fja u organometalnoj kemiji
i uznanosti o materijalima zbog svojih posebnih strukturnih karakteristika.

Imidazopiridini s a d imidazolni prsten spojen s piridinskimijelom. Aktivhost
deri vat a o vivsst supstitugnatdh a g @jby e het erNdHcskugidai | ke j
prisutha u imidazg i ri di ni ma | e kisel a [ sl abo bazi
prototopnit aut omer i z a m,nastgjanjgr advanwad ckig rigikda 8) Owigne & a
p o | o\pdikowng atomarazlikuju se H, 3H i 4H tautomeriOva mi gr aci ja se
kada je imidazol ni vodi k zamijenjen drugim

posebnim okolnosti ma u Kk ouintremoleknlaane wodilgpvea c i | u

NN NN NN
N\ N\
L (R G

veze®

N
H
25a 25b 25c

Slika 8. Struktura imidazo[4,%]piridina, 25a- 1H, 25b- 3H i 25¢- 4H

U sl ul aj u-bli prii diacziod a&,, Sintezétémeljase meeréakcii amacije 2
halo-3-acilaminopiridina s aminimakatalizirare paladijemili bakrom Me Lut i m, une
jedinstvenosti i raznolikostbvih metoda, postoji nekoliko nedostataka povezanih s njima,

koj i ukl juluju sudjelovanje toksilnog i skup
i skupih liganada i odgovarajulih baza

Najkorisniji polazni spojevi za sintezu imidazo[4fpiridina su lako dostupni derivati 2,3

di ami nopiridina, ildvastupnaed korbercijaimodogupnogl@=37 o d
nitropiridina®* ili 2-fluor-3-nitropiridina® Pr va f az a  @dfilhy supstitycipi  n u k |
halogena u piridinskom prsteraktiviraru nitro skupinom.
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Redukcija nitro skupine dovodi do potrebnog derivata 2Zdsaminopiridina, gdje je

redukcijski agens vodik u prisutnosti paladija na ugljiku, Raneyjevog ,nild#rijevog

bi sulfita, natrijevog borohidrida, cinka il:|
R1 R1 R1
R2 N02 R2 N02 R2 NH2
S RNH S [H] N
02 —_ = ‘
R N/ X 7 =
3 R3 N NHR Rs N NHR
X=CI,F
26 27 28

Shema?. Sinteza derivata 2;8iaminopiridina

Prema Kkl asil|l noj met odi s i nadeid er ebdelswsgitand d a z o |
imidazo[4,5b]piridina 32 iz 2,3-diaminopiridina i mravlje kiseline(shema 8).3® Prvu

uspj egnu Kk o-digmna izesterdbez atapalapdsredovanu litijevim bromidom za

dobivanje 2supstituiranih imidazgiridina 30 s dobrimi s k o r i gpisa&irsyDekheae i

suradnici’” Mladenova jeprovela reakciju metil 4 ((benziloksi)metil)tetrahidrofurag-

karbimidat hidrokloridcis ili trans s 2,3di ami nopi ri di nom u Me OH ¢

odgovV ar himniddzd[4mb]diridinom 29, u cisili transkonformaciji®

H
(<
\N | N/>_<j\/osn
29

0 NH x HCI
MeOH K[)\(OCH\%

OBn

: : OH _HCOOH
[::jAt::I::: // LJBU {::jﬂt::l::: reﬂuks [::jat::l::: ;;>

110-115 °C
30 31

Shema8. Sinteza imidazo[4B]piridina i mravlje kiseline
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Chichibabina i Kirsanoyal1927. godine, prvi put objavijuju rad o sintederivata 2

metilimidazo[4,5b]piridina (shemad).

NH,
\
| ACZO Me
_ 440°C. 1h />
N NH,

33

Shema9. Sinteza ciljanog spoja

U poletku djel ovanj e auianja2)3aigminapiridina83rainakean d o v o d

grijanja na temperaturi vrengijedi ciklizacija u imidazo[4,%]piridin 34.%°

Kao izvori ugljikovodikaz a st varanj e peter o-blpainroigdi mras tnean a
se koriste razliilkiselinn® &«aoi vyatoi jkearmproiklksda 4 an o
primjeru, takvi derivati mogu biti anhidridi karboksilnih kiselina Tak oL er uy za p

derivata, mogu se Koristiti i esteri. U odnosu na reakciju diaminopiridina s anhidridima i

kloridima, esteri reagirajuu znathoe i m uvj €@* ma, shema
N NH; _O>—0Et N CN
| NC | \>_/
_ 185 °C, 20 min _
N NHMe N N
Me
35 36

Shemalo. Sinteza ciljanog spoja
Nedavno je otkriveno deezanjenfluoraili trifluorometiana st r ategkom pol og.

molekule mijenja svojstvaderivata P 0 b o | tppijiostiau lipidima, oksidativa toplinsku

stabilnost, propusnosbralrubi or aspol ogi vost | ime se*pobolj ¢
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26.Bi ol og ki dgiata enidazo[4,5b]biridina

|l stragi vapijeidimadagooi zI| azi Iz nji hove
Djeluju kao analgetict’, nesteroidni protuupalni agensi, pokazuju antidepresivno
kar di o* bipoiedziano,antitumorsko,a nt i a r*itamtisekrétasno djelovanje.
Osim toga, dertvataenidazo[4,5b]pinding posjedujeantivirusno djelovanje
antimikrobnoi ci t od jo&klsaJ aammj e. Poznati su 1 drugi a
imidazopiridina. U poljoprivredise koristekao sredstv& a t r et i ranje i zdana

biljakate u borbi protiv glodavac¥

2.6.1. Antitumorsk a aktivhost

Nakon kardiovaskularnih bolestialkk se smatra drugim vodel
danagnjice te predstavl j aCilaniekemokegapeuticiamapmo z dr av
prednosti u odnosu na tradicionalne zbog svoje selektivnosti prema stanicama raka i manijih

nuspojavd’J edna od k| jazvojanstatica wmogal berg skvianje abnormalnih

stanica koje rastu izvan svojih wuobil]lajenih
di jelove tijela i .Navengtockliitji e |seen jnedijekoaekm) ek oorrigs:
djeluju protiv prot estanicarakdk | j ul eni h u prolife
MelLu mregom regul atornih proteiAURAKususdt ani | n
posebne jevkogtolilag sdgregaciju kromatidaAurora kinaz, identificirare su

1990. godin&, i pripadajuskupiri serin/treoninkinaza e gul i rani h st a@i | ni m
vagza mitozu. Aurora A, koja ima katalitil ki
enzima Aurorakinel@Zn anst vena i s suprekpmjermsivaranjedRAKraiul a
razl i | i ti m stoga set umvoaonarpekézala kao idealn@eta za sintezu novih

lijekove protiv raka® Neki od ciljanih derivata imidazo[4-B|piridina, koji inhibirajuAurora

A kinazu, prikazani su na slikanSa 10.
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R4

N

[Nj
Ra = N\
| Ry
37
N (0] N
~ / N O (\\ =z
- @J\AL A ()
N H
R, = Br, Cl
Rg= —N 0 _N/ OMe
_/ \
Slika9.Strukturas i nt et i zi ranog spoja S mogulim

R, HN
N A Rs
R, 7
/
N N
38
Ry Rz = OMe, H Ry = Oﬁ I:(
R; = H, OH -
Rg = CO(NH),, Br,m 2

N )
Slika 10. Struktura ciljanog spoja
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U skupinu serin/treonin kinaza ubraja s€BK1 (eng. TANK-binding kinase )i inhibitor

podjedinice nuklearnog faktora kapakinaze epsilon (IKK-0), koje se koristeprilikom

i st r a gntituneorkih djekova. Njihova uloga jeaktivacije NF-kB stanicau procesu
fosforilacije, tijekom koje moge dol P do poc
Upravo se razvoj antitumorskih lijekova, temelji na inhibiciji ovih enzin®ruktura sp@

koji je pokaza inhibitornusnaguu rasponu od 0,008,046 M i dobru selektivhost prema

CDK2 kinazii Aurora B enzimu, prikazan je na slitl.>?

HN 0]
H
H HN
N AN CO(NH),
MeO / |
=
N
H N

39

Slika 11. Struktura ciljanog spoja

Provedeno je istragivanje <citotoksi |l neblpiradika s NNnost.
hidroksikarboksimidamidom skupinom na fenilnom prstenun a stani| noj

adenokarcinoma dojddCF-7. Na slici12 prikazanje navedeni spojCsov r i j e @082 g | u

eM.53
= N NH
A\
|
NHOH

N
N H 40

Slika 12. Struktura derivata imidazo[4/4pridina sN-hidrokstkarboksimidamidnom

skupinom na fenilnom prstenu
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2.6.2. Antimikrobn a aktivnost

Na ulinkovitost antimi krobnih l'ijekova 1
svojstva bakterije (osjetljivost i rezister
i nokul uma, antimi krobne Kkoncentracij @a | i mb

crijevnu mikrobiotu).] st r agi viamjed uvezpetr ebe anvojstvai kr obn

bakterija i odmogygwisaiu dgmavihipisi@pa uantimikrobnan
i) ekeni i stovremeno postigu bolji Kl1.i ni| ki
Trenutno su antibiotici neprocjenjivo orugj

antimikrobna rezistencija, zajedno s nedostatkom smagwijenih antimikrobnih lijekoa,

predstavlija veliku pri¥jetnju zdravlju |judi

Novopripremljeni makrolidni derivatdla i 41d testirani su na panelu reprezentativnih
patog@a respiratornog traktaajedno s telitromicinom, azitromicinom i klaritromicinom kao
referentnim uarcima. Navedeni spojevi pokazali su dobru aktivnost protiv svih sojeva

otpornih na eritromicin, npS. pneumoik.

—

g

(CH2)n

\

N Illllu.,

@]
O
@]
41

41a n =3 R = 3-piridil acetil

41b n =4 R = 3-piridil acetil

41c n =3 R = (3,4-metilendioksi)fenil acetil
41d n =4 R = (3,4-metilendioksi)fenil acetil

Slika 13. Ciljani spojevi
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42an=3
42bn=4

Slika 14. Struktura ciljanih spojeva

Ketolidi 42ai 42bpokazal i su se kao vr | aObaderivathk ovi t i
pokazala su vrlo dobru aktivnost protiv sojeva otpornih na eritronh@rsojeve osjetljive na
eritromicin takolLer su pokazTadk o Lssmra g nws parm tei
telitromicin (antibiotik) s ciljanim spojen#2a dokazala sen e gvt eolaktivnost protiv

sojeva osjetljivih na eritromicin i sojeva otpornih na eritromicin

Jog jedno ant i mi kr o bnaspojevimgd3a43)j. Svagrojeveispiami suv e d e n o
in vitro u svr hu oadtibakteriskgadiejovanp protiv Staphylococcus aureus,

Bacillus cereus, Micrococcus luteus, klebsiella pneumoniae, Salmonella paratyphi A,
Escherichia coli, Bacillus magatetium, Proteus vulgaris, Bacikusbtilis, Enterobacter

aerogeus Tetraciklin (100 e€g/ml) kobuigten je ka
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AN N
P
N N

43

R
s
R
& Ry
OEt
43a‘©‘N/H 43b‘@8r 43c©—NH 0 43d\s/ﬁ(
0
of

i
s\)OL NH H Ao
43e ~_ n-NH2 43f N—NH, 43g NH
H

0
>_NH Ar
43h©—N 43i Os N 43j ON
\> o{jg )
;

A
Slika 15. Prikazstrukture ciljanih spojeva

l z i spitivanja na sty rhje emens derivailoj kaw supsthuark t e r i |
sadr ge met,opkoskiazak upivheh u toksilnost In@md spoj
skupinom ili klorom Takoler je wutvrleno da su oksaz
aktivnost prema bakterijama od Schiffovih baza. Spojevi kojikaop st i t uent sadr
pokazuju velu antimikrobnu aktivnost u sl ul
Derivati koji imaju klor uparap ol ogaj u, pokazal. su velu akt:i
osim Salmonella paratyphi B Klebsiella pneumoa. | z melu deri vata s t

spojevi sa supstituiranim hidrazinom pokazali su se kao svestrani antimikrobsi.&gen
2.6.3. Antivirusna aktivnost

Pojava mutagenih virusa nakon dugotrajno
rezultirati manjomo s j et | j i vogl u vi rgutsea mrae dksetneovtlejraa pweailt
l'ijelenju virusnih infekcija. l z tog razl og:
antivirusnih spojeva’®
U jednom od i st r ag bimedizirgliaanalage eh &t v € ki i f o8 f
nukleozida u kojima je prirodna purinska nukleobaza zamijenjena derivatima imidazo[4,5
b]piridina.
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Aci kil il ki nukl eozi dni fosfonat.i ( ANP) struk
kojima alifatski lanacima ulogu furanoznogpr st en a, a izosterilnni
oksimetilfosfonatni (fosforilmetok¥idio [(HO),P(O)CHi O] zamijenjuje prirodni, labilni

fosfatni dio [(HOYP(OYOiC(5')]. Der i vat i S u sintetizirani u
antivirusne aktivnosti prema velikonbroju DNA i RNA virusa, a testirani suna
embrionalnn mat i | ni m s t.aAmtivisnondjeloyahjeu pradgiv citomegalovirusa
(EC50=76,47 €M) u embrionalnin maimistam@amap| udmageno j5f za sp
Fosfonske kiselinel spojevima48g i 50g pokazale su marginalnu aktivnost protivusa
Varicellazoster(ECsp = 52,53¢eM za 48gi ECsp = 61,70eM za 50¢g). Sinteza navedenih

spojeva prikazan je na shefdi.”’

N
NaNO, H,SO = N
bl N :Ej TMSBr, CH,Cly. 7/ 7 ‘
0°C, 1h \ 24h \
T \N T \N
X asal X 48a
(OEt),(0)P (OEt)(0)P
HC(OEt),
_PTSOH TsOH TMSBr, CH2CI2 /
T THF, 24h
”T
X 44a-1 / 46a-l X
~ 49a-1
(OEt)2(O)P/ (OEt(0)P (OEt),(0)P a
N N
onge- o e o (T
72h
T 24h X
T N N N
X X
(OEt),(0)P” 47a-l (OEt),(0)P” 50a-I
a. X = CH, g. X = CH(OH)CH,
b. X = (CH,), h. X = CH(OH)CHy(CH,),
c. X = (CH,)s i. X = CH,CH(OH)(CH,)
d. X = (CH,)4 j- X= CH(OCH3)(CH3)
e. X = CH,OCH,CH, k. X = CH(OCH3)CH,CH
f. X = CH,CH,OCH,CH, I. X = CH,CH(OCHj3)CH,

Shemall. Sintezaderivata imidazo[4 $]piridina s antivirusnm djelovangm
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Reverzna transkriptaza (RT) virusa humane imunodeficijencije tipa 1-{Hlvenutno je
jedan odprimarnh terapijskhciljevaz a i stragi vanje visoko- ulink
a zbog svoje funkcije tijekom procesa repl:i
brzih RT mutacija i ozbiljnih nuspojaym ei zbj egno se pojavila nak
uporabe stoga znarsenici razvijaju novdijekove usmjerene kairusu HIV-a. Nova serija
derivata imidazo[4/®]piridina dizajniranaje K ombi ni ranj em bi oi zoste

dizajna lijekova koji se temelji na struktugslika 16) Procjena antivirusne aktivnosti i

citotoks i | nost i sAp osjteavna cua mMMT pr ov e d e Bmjevi5ki 5 o mo | u
pokazal. su najvele inhibitoa (®b ECGF 6058vanje
em;52 EGp=0.073¢em). Naj bol ja aktivnost uol ena je kod
sulfonamidna skupinaparap ol ogaj u anfl i dne skupine
Br.
R
HN

51 R = CONH,
52R = SOzNHZ

Slika 16. Struktura derivata imidazo[4/gpiridina

2.6.4. Antiinflamatorn a aktivnost

Upala jeglavna patogemk o mponenta mnogi h bol esti razl
najvagniopilema opie patologiije i kKl inike. Ov .

nastanku mnogih bolesti posljednje vrijeme posebrse ist rugu @e steroidni protuugdni

l'ijekovi, koj i kombi niraju | i tav ni z SVOoj
antipireti Khkond] ebhowupmjl@a. moge dovest.i do gt
drugi h bol esti kao gto su rak i neuropatija
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Okluzijaretinalnevenezaus avl j anj e | e d o.tTeajhaokluzija vetinalne mr e ¢
venedovodi do aktivacije medijatora wupal e, da
Faktor nekroze tumorl ( JUNF i n-6 €llr-6) & adkekijske molekule ICAM i

VCAM-1, u o | eurkod pacijenata koji boluju od navedene boleSpoj 53 (slika 17) s
imidazo[4,5b] pi ri di nskom st jeukéotpatenajani pptuupalni spwj aun

| i j edve bolestiNavedeni spoj smanjuje upalu induciraeat-butil hidroperoksidom u

stanicama ARPHE9 (pigmentni epitel ljudske reting).

(o )

Slika 17. Strukturaderivata imidazo[4®]piridina

Takol er | sposbbacsttspop3da iahibira upalne reakcije povezanps et i | o gl u.
Testirani spoj utjecage na aktivaciju transkripcijskih faktora Nrf2 iN&6B o dgovor ni h

regulacijuoksidativnog stresa koji uzrokuje ozljedu arterija tijekom pretilosti

Sintaza dugi kovogkoksi ¢ao( K ko abavijpimkoge/

bi ol ogke funkciije u |l judskom ti j,altiwraju Jednu
proinflamatorni | i mbeni ca . moPge kdbony egtnia c&K s U
gt o je mogdad(§ika 48 karakterizbap ejs| ekt i vnogl uspza i N
vrijedngil udolblr i7m f ar mak o Pastgjanje metgksa skapme & r i ma
strukturi, pokazalo se izrazito bitnim za svojstvo selektivridsti.

54

Slika 18. Struktura spoja koja pokazuje selektivnost na iINOS enzim

26



Ciklooksigenaza (COX) j e protein ukl jul en
prostaciklinai dojeupal nog odgovor a. Vel ina nesteroidr
aktivnostobje izoforme enzima,COX-1 i COX-2. Brojne nuspojaveposebice vezane uz
gelulanu ovojnicu i ,psveaarsrrsasiphibicijamedOK kstagasu ki s el
prihvatljivij i i m aselgktivni ipHib#oriemzimaCOX-2. Kirwen i suadnicii st r agi v al
su selektivne inhibitore CO& s imidazepiridinskom strukturom Dobiveni imidaz§4,5-

bjpi ri di ni nisfaadrrnjaek od ioa r i ktaukturni efereent knhqggilh kemijskih

molekula s protuupalnim djelovanjeNaj vel u akt i vtnpokazao jé spadp5e | e k t i
(slika 19)%*

/‘ N\
Ny N

CF3
55

Cl

Slika 19. Struktura spoja koji inhibiraju djelovanje CEXi COX-2 proteina

265.Ant i di jaakbveasti | k

Dijabetes je jedna od najleglisvrememamr azni

zahtijeva provedbu kombinirane terapije. N a ]
agoniste GLPL receptora, agoniste PPAR, i nhi BHVinadaveo u2deRe glinidé.
Inhibicija GSK3 proteinad o v o d i do smanjenja sinteze glikc

s povelanom glukozom.8 &irhjiemlir &g emrjrag! n &eimk
razvijeni su novi inhibitori glikogen sintaze kinaza 3 (GSK 7-hidroksibenzimidazol

pokazao jeelativno dobru inhibitornu aktivnogirema proteinu GSI8 melLutim ukol
benzimidazolna jezgra zamijeni s imidgzioidinskom, dobiva se spd6, koji pokazuje

puno velu i nhi bit or nu-3. Mavédenipspogkanakteripira dabrai n u C
stabilrost visokaaktivnost,ali i dobra fizikalnekemijska svojstv®
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Slika 20. Derivat imidazo[4,%] pi ri di na s antidijabeti] Kk

2.7. Antioksidativna aktivnost derivata imidazo[4,5-b]piridina

Proces glikoziliranja nast aj e tijekom reakcije reduc
aminokiselina. Intermedijar, poznat ka&madori proizvod proizvodi se u ranim fazama
procesalikoziliranja Oksidacija proizvoda Amadodiajed r uge me Lupr odukt e Kk
reagitatisa sl obodnom amino skupinom u bl i°%ini i
Poprelno povezivanj e , lpaputkolagerauziokujgkeutbsarterijapr ot e i
i smanj enu uskladkshos tskedsiagik macgehata kojboluyu od
dijabetes.®® Derivati 63a-63h i maj u antioksidati vnAmadarl i nak
proizvodai sposobni su inhibirati proizvodnjma pr edni h zavr gni h proi z
advancedglycation end Products AGE) i potencijalnobi se moglik or i st i | i za |
bolesti povezami sa starenjem i dijabetesoia shemi 13 prikazan je sintetski put priprave
derivataimidazo[4,5b]piridin benzohidrazonaBenzohidrazid61, pripravljen prethodnom
sintezomy eagi ra s r azl i(dhema Ldinpribuenost actens kidelinel kiako bi
se formiral i 63G3m laditivanje athteksidativailh svojstava FRAP i DPPH
metodama pokazalo j#a su spojevs tri hidroksineskupine naj mo i nisyojstvaz bog s
doniranja elektrora. S druge strane speyi sa supstituerima koji ne doniraju elektrog
pokaz# suvrlo slabu ili nikakvu aktivnostUt vr Leno j e da spojevi K oj
hidroksilnes k upi ne i maju velu sposobnost ukl anj an
jedanod monehidroksi supstituiranih spojeva ne daje bolju aktivnost u usporedbi s galnom
kiselinom. Supstitucija yparap ol ogaj u, k o d hidrgksiljoraskupinosn,dgiee d n o m
naj bol ji i nhibicijski ul i naks por eishbjciskeid b i S
aktivnost uajlenmanj a aktivnost u sl ulmejapolpogajutnc

u odnosu narthopo |l o g aj

28



Antiglikacijsko djelovanje za supstituirane spojeve pokazuje da hidroksilna skupitiao i

parapol ofaka moge formirati hemi acetal nu vez
hidroksilnomu metap o | o §miji63epokazag e naj v el uklasjgnja mdkblao s t
vriijednrnogi 26 ECM®N 0, 15

cl NH, :
+
\@ HO Na28205 \Eji

NH3 58 DMF, refluks, 6h
57

cl N
‘ \> < > < hidrazin-hidrat > < > {
MeOH
N/ N OMe refluks, 6h HN—NH,
60 H

Shema P. Sintetski put priprave derivata imidazo[4h}piridina benzohidrazona

Cl
RCHO H*
MeOH
NH-NH, refluks, 3h
63
\\—R

OH
3a op 63P OH 63c OH
i ] OH : :OH HO: : “OH
OH
OH

63f 6
63e ocH, %9 on OH

OB O

HO OH OH HO

OH

Qo wo

Shema B. Sinteza ciljanih derivata

Lavanyai suradnici,testirdi su antioksidativiu aktivnostderivata imidazo[4,®]piridina koji

sadrge su@3pbobt odgspifani spojevi pokazali su potencijalraktivnost

ukl anjanj a sl obodni h ()a aksidki aDPRH ukoadog o § B 0 a jswil i
standardnim lijekovimgVitamin E i Curcumin). Na temelju rezultata, sp@bh pokazao je

n aj weténdjalnuaktivnost dok su spojevé5a i 65f pokazali umjerenu, a spébc dobru

aktivnost.
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Ovaj rezultatpokazueda bi ol ogka akt i vmotelkula kam v priedi o st
supstituenataZa pripravu ciljanih spojeva, -brom-2,3-diamirnopiridin 64 podvrgnut je
kondenzaciji ¥ a z | iddrivatima aromakekarboksilne kiseline u prisutnostiaan-ovog
reagensaRe f | uksi ran | e i d derdovatiskema 4).Owve realtig sw ar aj u

jednostavne, lako se izvode u mainim reakcijskim uvjetim&’

Br NH, H
P,0s, metansulfonska  Br N
+ RCOOH kiselina ‘
toluen /100 °C__ yamm
NH, N/ N
F FF

65d §_® eseg__Q, 65f g@—sr

Vs
65g E__Q.q 65h  HC 65i E——@—OMe
HC—< >—Br

Shema 4. Sinteza derivata supstituiranihuZC pol ogaj u

Sintetiziran jei niz derivata kumarin&oji u svojoj strukturis a d stukeurnu jedinicu

benzazad u G2 p o | te {erpajenjen njihov antioksidativni kapacitéshema §).
Sinteza ukl juluje rreapgael eugici &ad o koogde nrcz g cail |
(dietlamino)2-hidroksbenzaldaidas o d g o v acetenitrilnim idarivatom imidazo[4.5

b]piridina uz dodatak apsatnog etanola i nekoliko kapi piperidinéljihova molekularna
struktur a u klektrantiongraea pezicii s elektrom dv 1l al el im skupi
kao gto je benzi mi d-pirdioha,pozicije3nzoti azol 1 i mi da
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Vel i na si nt edesvata kumarina pozrau kaa dobri ntioksidansi koji imaju
sposobnost uklanjanja slobodnih radikala, poput hidroksilnih radikala i superoksidnih
anionskih radikal&® Antioksidativna svojstvaispitanasu ABTS i FRAP metodama. Iz

dobivenih rezultata,spojevi 68a i 68b pokazali su umjereno dobru antioksidativnu

R, OH N
\ :
CH,OH 7 N\ CN

aktivnost®®

N

R2
66 R1 = OCH3’ N(CH20H3)2 67 R2 =H

piperidin
EtOH, aps.

TITY@

68a R;= OCHj R, =H
68b R; = N(CH,CHs),; R, = H

Shema 55. Strukturaderivata s antioksidativnom aktivnosti

Na slici 21 prikazan je uvid u SARa antiproliferativno djelovanje i antioksidativni
potencijal derivata iminokumarind v o L éNfN{dietilamino skupine na benzimidazolskom
supstituentukao i supstitucija benzimidalmg prstena s benztiazolnimiezultirdo je
smanjenjem antioksidativnog potencijdRedukcjskamo | pr i kaz anloriskasipoj e v a
odnosu na standard i nije bifmeveliker az | i ke 1 zmelLu razlilitih
Ispitani iminokumarini supstituirani benzazolom pokazali su umjereni do vrlo nizak
antioksidativni kapacitet u ABTS testu u usporedbi s BHT standardodobivenih rezultata

vidljivo je da spoj s nesupstituiranim benzimidazolom i hidroksilnskupinom na

iminokumarinskojezgripok azuj e najizrageniji antioksidat
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iminokumarinska jezgra

benzazolna jezgra
antiproliferativno djelovanje
povecano N.N-dimetilamino grupom

antioksidativni potencijal
poboljSan dodatkom hidroksi skupine

Y
R, = H, OH, OCH,, N(CH,CH3),
R, = H, CH,4
X=NH, S antlprollferatlvno djelovanje
Y =CH,N povecano dodatkom

benzimidazolne i imidazo[4,5-
b]piridinske jezgre

antioksidativni potencijal
poboljSan dodatkom
benzimidazolne jezgre
Slika 21.Uvid u SAR za antiproliferativno djelovanje i antioksidativni potencijal derivata

iminokumarina

Sintetiziranm iminokumarinmaispitana je iantiproliferativra aktivnostin vitro premadvije

humanet u mor s ke st asntianniel nlei nlieg uektanjod kareinonfjaGrEatsl ) i ¢
maternice (HeLa)) humaned er mal ne mi krovaskul arne -18&ndot el
N,N-dietilamino supstituirani iminokumaiiinkoji s a d limjdazo[4,5b]piridinsku jezgmu

pokazal su selektivhu aktivnost prema CEM i Hela stameauz submikromolarnu
inhibitornu koncentraciju. Derivati benzimidazola, benzotiazola i imidazdiypisidina
pokazal. su umj er eno antiproliferativno dj

ispitivanih stanica raka.

Najnovijai s t r a gokazu@ abjzani porast bolestlijabetesa tipa 2 koji predstavlja 90%

svi h sl ul aj°Diabetesltipg 2aubrektjofn@g.t e t n e a jadari od kjik je
proizvodnjaz a v r pyoizvotla napredne glikacije (AGEMrovedeasubrojnai st r agi vanj
kako b se usporio ili zaustaviopr oc e s gli kacije korigtenj e
antiglikacijskih sredstavd.Neki inhibitori djelujutako dacijepgu AGEP-ovep 0 p reeefen

i na taj nalindsmabputj bk nboyski bmetsoigkaa, c ifAGEP s e
receptor i induciraju proizvodnju reaktivnih kisikovih vrsta (RO8zrokuje aktivaciju
pleiotropnog transkripcijskog nuklearnog faktora -BIlB | uzrokuj e razl il
promjene u ekspresiji geddMe t abol i | ke abnor mal nost i poveze

prekomjernom proizvodnjom mitohondrijskog superoksida.
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Povelana kol intgiama osaparzalokiud e ogteienje tk
takolLer sudjel uju u kajikdovodedo kanplikagija u @atodemegii t i h
inaktivacije antiaterosklerotskih enzima, prostacikbintaze ieNOSa/*Osi m gt o sudj e
u procesu glikliziranja, slobodni radikali iz hidroksila, vodikovog peroksida, superoksidnih

aniona, peroksil i lipidnih@r oksi da i graju znalajnu ulogu u
bolesti dignog sustava, kardiovask®l arnih bo
Trenutno je broj ulinkovitih antiglikacijski
inhibit o r i j 0g uvi jNa khensl6 prikaganas @ gintegansipaojeva koji imaju
potencijalno antioksidativno dj el o Ciganij e pr e
spojevi dobiven su reakcijom 5klor-2,3-diaminopiridira i r ahz dldeHhida tu N,N-

dimetilformamidu.

N NH, H
S Na,S,0 “ XN
| + R/\ 25205 .
O  DMF, refluks /
= —
cl NH, N N
62 63 64
64a OH 64b HO 64c HO OH

64d HO 64e Hi

OH

Shema B. Sinteza ciljanih derivata imidazo[4[§piridina

Uol eno i spojed s ant®ksidativnom aktivnoss a d r § e jedne bidroksind

skupine, tako da je aktivnost izravno povezana s brojem hidroksilnih skupina. Usporedbom

ovih aktivnih derivata, ustanovljeno je da je spdb, 2,4dihidroksi derivat, najaktivniji spoj

oveserijie Pad antioksi dat i vikoese jedRatod Mdnoksdnihiskupina| e n |
zamijenis H ili OCH; skupinom.Za procjenu antioksidativhog djelovanja spojgva r i gt e n a

je DPPHmetoda’®
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Svi sintetizirani spojevi procijenjeni sStnab-gl ukur oni dazu i uspborelen
saharinska kiselind,4-laktonom Spojevi64a(ICso= 3 0, 1@ic @M)F 29,250 M)

64d(ICso= 46, 10 OM)se kpoonkjakiiviaiji spojeval i k o fir@vedene su studije

mol ekul arnog spajanj a kor i-msgtukufonidaze kakoubk seur u p
predvidio povoljan nal ibpiridine Yiaualni megledeazultataa t a i 1
interakcijg dobivenih za ove aktivhe spojeveugerira da amin (NH) na imidazo[4,5
b]piridinskomprstenuza oba spoj&4ai 63¢ stupau interakciju s okosnicom (OE1) Glu451

na udaljenostiJoogd j2,d3n3a ii n2,e¥%A kjci ja koja se

spoja jehidroksilna skupinau metap ol o gaj6dais pvogdai kova veza izr
hidroksilne skupineu orthop o | o § a j64cs akgsmigora (NZ) Lys606 na udaljenosti od
2,60 i 2,83 j. U ovom s | ul igjhidroksilne eskupinena a t i ]

fenilnom dijeluderivata imidazo[4/®] pi r i di na moneaajsusjednonmt ugljikuts mj e g t
jedandodrugg jer e im to omoguliti interakciju

Lys606 Pol ogaj v e HAdavbdapiikazanjeana Siqgp22j e v e

3

Slika22.Pol ogaj vez®64iodc za spojeve

TakolLer, na sl ici 23 pri kaawmuwmmjestp eezadjaai d& e s p
djeluju kroz razlilite interakcije vodikove
Asp207, His385, Glu451, Tyr504 i Glub40o| eno je da su fenil ni

orijentranipr ema unutarnj oj plieezdpk je imdazd4iHjpmidnska e z ne

jezgrau k | jaa gtmerllu pol arni h ostataka Glu451, Asn4
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Slika23.Vezi vanj e der i vat-glukunoaidazekt i vnom mj e ¢

Antioksidativra aktivnostiispitana je na seriji akrilonitrila,FRAP, DPPH i ABTS metodom.

Sinteza akrilonitriladobivenih iz N-supstituiranog imidazo[4-B]piridina prikazana jena

shemil7. Si nt eza z ap o [2klor-B-retropiridina E ¢ imedm | ami nom u s
Reakcija se provodi u acetonitrilypotpomognutge mi k r ov al ni @Eatim sliggdienj e m.
redukcija kako bi sedobili diamino supstituiran prekursor. Glavni prekursori, N-

supstituirani  Zcijanometilimidazo[4,%]piridini, pripravlieni su u reakciji te mi | k e
ciklokondenzacije s ettijanoacetatom pri 183C, a posljednji kor ak
kondenzaciju aromatskih benzaldehida s i r edjamometitima u apsolutnom etanakz

nekoliko kapi piperidina.

Ispitani derivati p ok az al i s u obel avaj ulpremaarszuliatonk s i d a't
dobivenimFRAP metodom dok su u testovima uklanjanja radikala sam®poja pokazala
odrelenuNakwvieVomoskti vnost uk HeavatB3sN-feralnomadi k al

jezgran na N atomuimidazd4,5-b]piridinske jezgre i nesupstituiranim fenilnim prstenom.

FRAP metodom dokazano je@da s vi i spitani Spoj evi pokaz
usporedbi sa standardnim antioksidansom BHI. Izuzetak je spoB9, |l ija je akt
s | i | n-a. Ka® HaJaktivniji identificiran je spoj92 s N,N-dimetilaminoskupinom upara

pologaju f e n is INnzobgtilnim rsupstientamna N atomu imidazo[4,5
b]piridinske jezgre.

35



NO, NO NH;
\ \ 2 + — \
MW a) Pd/C NH,'HCOO
vORNTR s b) SnCl, x 2H,0
/ H3 N R nCly X 2 / R1
N ol N/ o N N~
65 H H
66 R, = fenil 69 R = fenil
67 R, = izobutil 70 Ry = izobutil
68 R1 = metil 71 R1 = metil
72R,=H
o)
185 °C /\OJK/CN
SN CHO
N A J CN
N N\ / EtOH, aps. NN
P L 0 D
piperidin boAr T
N/ N\ CN L B N/ N
NS |
R R
. _ 73 Ry = fenil
83Ry=fenil |, _ 87 Ry =fenil 77 Ar _@ 74 R, = izobutil
89 R, = izobutil < > MRy = |zob_ut|I Ar = N/ H3CO 75 R4 = metil
95 R = metil =
1 \ _ 76 R1 H
HyCO 97R,=H ] 78 Ar =
84 R4 = fenil H3CO
90 R4 = izobutil | Ar = L
88 R4 = fenil 79 Ar = OCHs
H4CO 94 Ry = izobutil|5 - a ocH
85R, =fenil 1, _@OCH 96 R, = metil — :
91 R, = izobutil| " = ° 98Ry=H J 80 Ar =4QOCH3
oCH, OCH,

/
N
\

S

86 R, = fenil
92 R, = izobutil | Ar = OCHjz 81 Ar =
OCHjs
82 Ar = AON’_
A

Shemal7. Sinteza akitonitrilnih derivata imidazo[4,5%]piridina

Svi derivati s N,N-dietilamino skupinomna fenilnom prsten@8, 94, 96 i 98 pokazalisu

z n a b alktimost u odnosu na referentni BHTL.ak o L er j e voltamewiy e d e n a
kvadratrih valova za procjenuantioksidativng djelovana na temelju vrijednsti njihovog
elektrokemijslog oksidacijskog potencijah. N-supstitucija imidazo[4 B]piridinskog prstena,

kao u derivatima 88, 94 i 96, pomaknula je oksidacijski potencijal prema pozitivnijim
vrijednostima, oko +0,250 V u odnosu na oksidacijski poten@gdél g t o zetisgojevi da s

t e @ksidiraju) Zamjenap-N,N-(CH,CHz), s p-N,N-(CH3), grupom, imala je zanemariv

uli nak na oksi tMataksi sksipginana ferolriojgezgri i(8p, @6, 91 i 92),

pomaknula jeoksidacijskepotencijale na visoke pozitivhe vrijednosti, pozitivnije od + 1,2 V
Usporelujuli oksidacijsdgleu,pospmjcéeyial 8 8i FiRRA

potencijalimabili suu | i n k o redukcijiFg’.
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Dobra |l inearna korelacija izmelu FRuk®ujeakt i vn
da su wul i nradikalapk bahpaapah spojeva povezani S

ponagdnjem

Griggs i suradnicii s tlirsae@ieur ot ok s i j{amiecl-nuetil-b-ferdlimidazd[4,5

blpiridina (PhIR slika 24). To j e heteroci kl il ki aizuliraniz k o j i
kuhanog mesa i ribéspitanajet o k s i | nrad dva glanla métabolita faze |-QH-PhIP
i4OHPhl P, Kkoristeli primarne meWewmcBéabngekd

izl ogen-adlit N-OMPIhP P sel ektivno inhekgil ka maurde
primarnim kulturama, gto rezultira.BhRanjeni
tretman takoler je povel ao st idrokeijorenalmar k er ¢
(HNE) i 3ni trotirozina u doplamiga ekstrgktomkborovnice,e ur o n
prehrambenim | imbenikom s poznatim anti oksi
sprijelilo e tok-smlAutoni 9d prvupmtr suderrajuaan jg PhiPh | P

selektivno toksil an Z lkaoz waaiyamjeroksidativngg btlesaa newur
Etiologija Parkinsonove bolesthi j e u potpunost. shvalena, a
raznolikim| i mbeni aikrmg ul uj ul i geneti ku i izl ogeno:

raznim tegki mjedaenijealéfinitivrs mplieirani kaorglavni uzrok bolest.

MelLutim, mnogi podac.i upuluju na to da su ni
na razne povrede dijelom zbog anatomski h znal aj k
mijeliniziranim procesima, razlikama signalizaciji stanica povezdn sa selektivnom
ekspresijom specifilnih kal ci j ev uzZnokowarmn al a
proizvodnpm i metaboliznom dopamind® Pr ehr ana bogata zasileni
masti ma povezana | e asvojRakinserio molesiPriprenmimesam z a
koja ukljuluje kuhanjmogrea pvios xkviemttie mpmperod ti Kkrc

koj e ukhetuelrugaminkgil i | k
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/ CHj
N /
AN N OH
| NH, /
_ V | )—NH
%9 " 100
PhiP N-OH-PhIP
HO
CHs
/
N
| / NH2
/ :
N N
101
4'-OH-PhIP

Slika 24. Strukture heteroci kl
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3.Eksperimentalni dio
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31.0pil e napomene

'H i 3C NMR spektri snimljeni su na spektrometrima Bruker AV300, Bruker AV600 i
Bruker Avance Ill HD 400 MHz/54 mm Ascentd NMR spektri snimani su pri 300, 400 i

600 MHz, dok st®C NMR spektri snimani pri 75 i 150 MHz. Svi NMR spektri snimani su u
DMSOdskao otapal u, koristelid tetrametid)ysil an

izrageni su u ppm vrijdaadHnosti ma, a konstante
Taligta prir el esonatSMR1P Bihbyapaatudedhisiekbrigirarsa.

Reakcij e pot pomognut e mi krovalnim zralenjen

mikrovalnom reaktoru u pyrex i kvarcnim posudama (40.bar)

UV/Vis spektri snimljeni su na Varian Cary 50 spektrofotomdé&gwsuk or i gt ene kv a

kivete promjera 0,5 cm te volumena 3%m

Sintezaakrilonitrilnih derivata provedena je u reaktoru za paralelnu sintezu Radleys Carousel
12 Plus.

Kromatografska odjeljivanja provedena su na kolonama punjenim silikageloni 0,268n
(Kemika, Merck).

Svi Sspojevi provjeravani su tankosl ojnom |
upotrebljene plolice pr e24%4 uldetekiranissu pbadkJ¥ gel om
svjetlom (254 i 366 nm).

Slika 25. Mikrovalni reaktor(slika lijevo) ireaktor za paralelnu sintegsiika desno)
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3.2.Sinteza akrilonitrilnih derivata imidazo[4,571 b]piridina

NO X NO X NH
X 2 AN 2 SnCl, x 2H,0 X 2
MW
| +H,N—R | 5 |
CH3CN
= F R & R
N Cl N N N N
H H
1X=H 3R=CH3 5X=H. R=CH 9X=H,R=H
— - - 3 ’
2X=8Br 4R =4-OH-Ph 6 X = H, R = 4-OH-Ph 10 X =H, R = CHj
7 X =Br, R=CH, 11 X =H, R = 4-OHPh
8 X = Br, R = 4-OH-Ph 12X=Br,R=H
13 X = Br, R = CH,4
14 X = Br, R = 4-OHPh
0
CN
/\O)J\/
185 °C
Ri CHO
X X N CN
XN R» EtOH abs. N X \
| A / piperidine | >_/
= R R Z >N
N N\ CN R3 3 1 N \

R Ry R
25X=H. R=H ) 27X=H,R=H 21R;=R,=R3=H 15X =H,R=H
20X =H. R = CH, 31X=H,R=CH, 22R;=R3=H,R;=OH 16X =H, R =CH,
33X =H R=4.04ph | R1=H 35X =H,R=4-OHPh R;=OH 23Ry;=H, R;=R3=0H 17X =H, R = 4-OHPh
37X=Br R=H rRy=H 39Xx=Br,R=H R;=OH 24R,;=R,=R;=0H 18 X =Br, R=H
41X=Br:R:CH3 R3=H 43X =Br, R=CH, Ri=H 19 X = Br, R = CHj
45 X = Br, R = 4-OH Ph) 47 X =Br, R =4-0OH Ph 20 X = Br, R = 4-OH Ph
26 X=H,R=H 28X=H,R=H
30 X=H, R=CHj, 32X =H,R=CH;

34 X =H, R =4-OHPh >R2=OH 36 X = H, R = 4-OHPh R, =OH
38X=Br,R=H Ry=H  40X=Br,R=H R, = OH
42 X = Br, R = CH,3 Rs3=H 44X =Br,R=CHj R3 = OH
46 X = Br, R = 4-OH Ph 48 X = Br, R = 4-OH-Ph
~

Shema B. Sinteza akrilonitrilnih derivata imidazo[4[§piridina
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3.2.1. PripravaN-metil-3-nitropiridin -2-amina 5

U kvarcnu kivetu odva(-lor-3mntropdidind D, @odgl0 mB, 15 m
acetonitrila i 1,96 mL (1595 mmol) metilamina3. Reakcija se provodi potpomognuta

mi krovalnim zralenjem ( 80107 OW)A Ct.i jNeakktapmlo2d vha nse
se ukl oni desti | acitp senreakiskd sngesd rgoelniisnt it | kackloam
kromatografijom na silikagelu uz GBI, kao eluens. Dobiveno je 189 (782 % gut o g
kristal i niN-metl-gnitpirididJakinas. T,=70-7 1 . AGMR (600 MHz

DMSOY: t/ppm =8,50 (dd, 1HJy = 4,44 Hz, J,= 1,74 Hz, Harom), 8,47 (s, 1H, NH), 8,41 (dd,

J1= 8,34, J,= 1,74 Hz, Hyon), 6,75 (dd, 1H,); = 825, J,= 4,44 Hz, Hyon), 3,04 (d, 3HJ =

4,74 Hz, CHy); **C NMR (151 MHz, DMSO): W/ppm =156,05, 152,41, 135,09, 127,58

111,48, 28,23.

3.2.2. Priprava 4((3-nitropridin -2-il)amino)fenola 6

U okruglu tikvicuo d v a g e 0 g €10,@ mneoB 2klor-3-nitropiridina 1, doda D mL
dimetilformamida i 3,3@ g (30,0 mmol) 4aminofenola4. Reakcija seagrijava40 minuta

na temperatur.i Jja0r@akcifska.smjdsa remase e lu 430 enh destilirane

vode tese nastali talogrofiltrira. Dobiveno je 1,769 (740 % nar ankassoa@l!l i ni | n
produkta 4-((3-nitropridin-2-iljamino)fenola 6. T; = 1441 4 5 A QIMR (600 MHz,

DMSO): /ppm =9,83 (s, 1H OH), 9,36 (s, 1H NH), 850 (dd,1H J; = 831, J, = 1,74 Hz,

Harom), 8,44 (dd,1H, J; = 4,41, J, = 1,74 Hz, Haron), 7,37-7,34(M, 2H, Harony), 6,89 (dd,1H J

= 8,34, J, = 4,44 Hz, Haron), 6,786,75 (M, 2H, Harom); °C NMR (151 MHz, DMSO): W/ppm

=155.94, 155.04, 150.71, 135.97, 129.96, 128.47, 125.71, 115.56,.114.06

3.2.3. Priprava 5brom-N-metil-3-nitropiridin -2-amina 7

U okrugloj tikvici otopi se 3,009 (12,8 mmol) 5brom-2-klor-3-nitropiridina2, u 120 mL
etanol a. Reakcija se ohl adi 4,72lmé BeGmomol) K up | j i
metilamina3. Reakcija se provodi tijekom A, a kraj reakcije odrediesna temelju TLC
kromatografije. Dobiveno je 2,38 ¢ ktro ¢ t a pradukia? (8863 9. T, = 150152

A C'H NMR (600 MHz,DMSO): tippm =8,59 (d,1H, J = 2,34 Hz, Haron), 856 (d,1H, J =

3,90 Hz, Haon), 854 (d,1H, J = 2,34 Hz, NH), 3,02 (d,3H J = 4,74 Hz, CHs); *C NMR (151

MHz, DMSO): Wppm =155,60,15052,135,77127,36, 10248, 27,85.T.t1501 52 AC.

3.2.4. Priprava 4((5-brom-3-nitropiridin -2-ilJamino)fenola 8

U okrugloj tikvici otopi se 2,00 g (8,42 mmol) Srom-2-klor-3-nitropiridina2 u 80 mL
etanol a. Reakcija se ohl adi 276ge®Emwm)4 kupl ji

aminofenolad.
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Nakon 4 h mijeganja na sobnoj temperaturi,

prolisti k ol on s k cikagklu uz @HCt/MePH kab elyernddobivers je
1,409t amnol j kb i Isa spradakiad (55,8 %). T, = 1861 8 8 . 'HANIMR (600
MHz, DMSO): t/ppm =9,83 (s, 1H OH), 9,40 (s,1H, NH), 8,63 (d,1H, J = 2,34 Hz, Haron),
8,53 (d,1H, J = 2,34 Hz, Haton), 7,321 7,30 (M, 2H Haron), 6,771 6,75 (M, 2H Haron); 1°C
NMR (151 MHz,DMSO): t/ppm =156,06,15534, 14955, 137,21,12957, 12893, 126,03,
115, 60,10554.

3.2.5. Priprava N-2,3-diamino-metilpiridina 10
U okrugl u ti k\bg®,567 nondlyspajpee ssdodaPQ nilinetano®B930 g
(26,28 mmol)SnChL x 2H,0 otopi se u 20 mL HCI te doda u reakcijsku smjesu. Reakcija se

zagrijava3 0 mi nuta u ul j noj kupel ji uz refl uks.

tlakom, te serdac i | sk o] smj esi doda 20 mL destil]

NaOH. Zatim se smijesa filtrira, a filtrat ekstrahsari obroka od 50 mL etilacetata.

alr

Dobiveno je 0,707 g tamim@®7j49h'HNMR®00 §Hzu!| j ast

DMSOY. Wppm =7,38 (dd,1H, J; = 4,95,% = 1,50 Hz, Harom), 6,65 (dd,1H, J; = 7,35, J, =
1,50 Hz, Haron), 6,32 (dd,1H, J; = 7,32, J, = 4,98Hz, Harom), 5,54 (d, 1H, J = 4,20 Hz, NH),
4559 (s, 2H NH,), 2,81 (d,3H, J = 4,74 Hz, CHy); C NMR (151 MHz, DMSO). ppm =
148,58,134,97,130,25,117,04, 11199, 2810.

3.2.6. Priprava 4((3-aminopiridin -2-il)amino)fenola 11
U okrugl u ti k\wge83 nomdlyspajgdae ss dodaPQ nilinetanoB908 g
(17,32 mmol)SnCh x 2H,0 otopi se u 20 mL HCI te doda u reakcijsku smjesu. Reakcija se

zagrijava30 minuta u uljnoj kupelji uz refluk©t apal o se ukl oni dest il

tl akom, te se reakcijskoj smj esi doda 20
NaOH. Zatm se smjesardfiltrira, a filtrat ekstrahiras tri obroka od 50 mL etilacetata.
Dobivenoje0 , 718 egy skmelst al i Hi8R,Hh%)J:=2222 & 6 KHANMR
(600 MHz, DMSOY: t/ppm =8,86 (s, 1H OH), 7,411 7,39(m, 2H, Haron), 7,397 7,37 (m,

2H, Haron), 6,82 (dd,1H, Ji = 7,47, J, = 1,62 Hz, NH), 6,711 6,63 (M, 2H Harom), 6,51 (dd,

1H, J; = 7,50, Jo = 4,86 Hz, Harom), 4,94 (s,2H, NHy); *C NMR (151 MHz,DMSOY: /ppm
=151,84, 145,18134,85,134,27, 131,42121,15, 11936, 11531, 11490.

3.2.7. Priprava 5brom-N2-2,3-diamino-metilpiridina 13
U okrugl u ti kK80g @31 numblyspajdde ss dodal?5 mL etanola3, 900 g
(17,24 mmol)SnCh x 2H,0.
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Reakcija sezagrijava30 minuta u uljnoj kupelji uz refluk®tapalo se ukloni destilacijom
pod snigenim tlakom, doda se vod®&rovede ses e

ekstrakcijastri obrokaod 50 mL etilacetata.

Dobiveno je0,752 g crvenog uljastog produkt& (86,4 %).T,= 1071 1 0 HANMR (600
MHz, DMSO): tippm =7,39 (d,1H, J = 2,16 Hz, Harom), 6,78 (d,1H, J = 2,16 Hz, Haron),
5,82 (d,1H, J = 4,38 Hz, NH), 4,98 (s, 2H NH,), 2,80 (d,3H, J = 4,68 Hz, CHs); °*C NMR
(151 MHz,DMSO). UW/ppm =147,79,134,44,132,76,118,52,10642, 28,58

3.2.8.Priprava 4-((3-amino-5-brompiridin -2-il)Jamino)fenola 14

U okrugl u t i kWwig¢ihd nonbly spajdete se @éodal25 dldetanold 188 g
(18,56 mmol)SnChL x 2H,0. Reakcija seagrijava30 minuta u uljnoj kupelji uz refluks.
Otapaloseuklonl e st i |l aci jom pod snigenim tlakom,
do pH = 14 Provede se ekstrakcija u tri obroka s 50 mL-atiétataDobiveno jel,10g b e g
pragkast old (99p5r%).@, = K38A 4 0 HANMR (600 MHz,DMSO). Wppm =
8,94 (s,1H, OH), 7,55 (s, 1H NH), 7,41 (d,1H, J = 216 Hz, Haron), 7,381 7,32 (m, 2H
Haron), 6.95 (d,1H, J = 2,22 Hz, Haron), 6,701 6,64 (M, 2H Haron), 531 (S, 2H NHy); °C
NMR (151 MHz, DMSOY): Wppm =15235, 14397, 133,8813347, 133,46, 121,62, 120,22,
115,3910845.

329.0p | i post up ilnometilimpazal4,5h]pidina

Z al

do

Ul jna kupel| zagrije se na 190 AC9l14tdseokr ug!l

doda etil cijanoacetat. Reakcija se provodi 30 minatdjjek reakcije prati se UV/Vis
spektroskoppm. Reakcijska smjesa ohladi seloda joj se dietéeter. Nastali produkt se

profiltrira, te po potrebi, prekristalizira.

3.2.9.1. Priprava 2-(3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)acetonitrila 15
U okrugl u tsek00ig (16 nonly 2a3tjaeninopiridina i doda 1,46 mL (137

mmol ) etil cijanoacetat a. Reakcija se provoof

1,45 g (95,9 %) tamno 158 mel2639 7 b r A GINMR 60200 g
MHz, DMSO): /ppm =13,04 (§ ,sLH, NH), 832 5, 1H Harom), 801 @, 1H Hawon), 7,24
(dd, 1H, J = 8,00, 480 Hz, Harom), 4,44 (s, 2H CHy); 13C NMR (151 MHz,DMSO): t/ppm =
14373, 11800, 11617, 1873.
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3.2.9.2. Priprava 2-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)acetonitrila 16

U okruglu tikvicu odvagZ®idoda0,01mLE®mB3 gmol) &il, 6 8 m|
cijanoacetat a. Reakcija se provodi prema op
(552%)s meleg kristal6iTe=il481i & @ ' KMRI@GOR MHz, DMSO).

t/ppm =8,34 (dd,1H, J. = 471, J» = 1,14 Hz, Haron), 8,05 (dd,1H, J; = 7,92, J, = 1,20 Hz,

Harom, 7,28 (dd,1H, J1= 7,95, J, = 4,74Hz, Haron), 4,58 (s, 2H CHy), 375 (s, 3H CHy); °C

NMR (151 MHz,DMSO): i/ppm =14810, 14750, 143,53,13381, 126,66, 118,2511584,

28,23,17,95.

3.2.9.3. Priprava 2-(3-(4-hidroksifenil) -3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)acetonitrila 17

U okruglu tikvicu odvagE&lidoda0,86mL@20 gmol) &il, 50 m|
cijanoacetat a. Reakcija se provodi prema op
(65,9 %) smeleg IPrTa-g2ROL D 30’Hh MR (600 MKz VSO

Wppm =9,97 (s, 1H OH), 830 (dd,1H, J, = 4,74, J, = 1,32 Hz, Harom), 8,16 (dd,1H, J; =

8,01, J, = 1,32Hz, Harom), 7,361 7,33 (M, 3H Harom), 6,971 6,94 (M, 2H Harom), 4,35 (s, 2H

CH,); *C NMR (151 MHz DMSO): Wppm = 15859, 14940, 14772, 14468, 13416,

12938, 12748, 12479, 11937, 11650, 11626, 1915.

3.2.9.4. Priprava 2-(6-brom-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)acetonitrila 18

U okruglu ti k00igqsE2 mmol) spgja?i doda 0,85, nL (7,98 mmol) etil
cijanoacetat a. Reakcija se provodi prema op
(52,4 %) naran]| astl8 gi=p rRoddpk MR G0 Mz MSQ)k t a

Wppm =13,29 @ SIH, , NH), 8,42 (S, 1H Haron), 830 (S, 1H Harom), 447 (s, 2H CHy); °C

NMR (151 MHz DMSO) t/ppm =143,53,11540, 11236, 1826.

3.2.9.5. Priprava 2-(6-brom-3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)acetonitrila 19

U okruglu tikvicu odvagZ®idoda0,68nl 3547 gmol) &il, 65 m|
cijanoacetat a. Reakcija se provodi prema op
(70,8 %)t amnos me B gl ast olp TpT WBHIU7KOt aA MR (600 MHz

DMSO): Wppm =8,46 (d,1H, J = 2,04 Hz, Harom), 839 (d,1H, J = 2,04 Hz, Haron), 4,63 (S,

2H, CHy), 3,75 (s, 3H CHs); *C NMR (151 MHz DMSO): /ppm =14990, 14745, 144,33,
13553,129,30, 118,56116,14, 11353,29,00,18.63.
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3.2.9.6. Priprava 2-(6-brom-3-(4-hidroksifenil) -3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-

ol)acetonitrila 20

U okrugl u ti kvOoig¢4l9 randoly spgjd4i doda 0,67, nil 86,29 mmol) etil
cijanoacetat a. Reakcija se provodi prema op
(490%) crnog pr a@Rast a8y NV BaokMHa DMSO): Wppm =

10,00 (s, 1H OH), 848 (d,1H, J = 2,10 Hz, Haron), 840 (d,1H, J = 2,04 Hz, Haron), 7,361

7,34 (m, 2H Harom), 6,967 6,94 (M, 2H Harom), 4,37 (S, 2H CH,).

32.10.0p | i postupak priprave akrilonitril

U kivete reaktora za paralelnu sintepud v a@@2tcijanometilimidazo[4,5]piridini 15-20
pripravl jeni u prethodnoirdl24 @ sedidao d g oordag cayj aurl &
volumen apsolutnogetanola i kap piperidina. Reakcija gegrijava2 h u reakbru za

paralelnu sintezupz refluks Nakon hl alenja nastal.] tal og s
prekristalizira.

3.2.10.1.Priprava (E)-2-(3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il) -3-fenilakrilonitrila 25

U kivet u s eg (068 mmoflecijafomeitilintdazo[4,5]piridina 15i doda 0,064

mL benzal dehi da. Reakcija se Nascvadi paémag ¢
se kolonskom kromatografijom na silikagelu uz &, kao eluens. Dobiveno je 0,074 g

(47,2 %) gutog pr ag@g¥kas=t28l 8B r BAAWR (480 MHz DMSO):

ppm =1356( g s ,, NH),HB44 1 8,39(m, 2H, Haom), 81771 7,92 (M, 3H Haron), 7,62

(dd, 3H, J; = 4,96, J, = 1,36 Hz, Haron), 7,31 (dd,1H, J; = 8,00, J, = 4,76 Hz, Haron).; 1°C

NMR (101 MHZDMSO) U/ ppm = 147,28, 145,37, 133,01
116,32.

3.2.10.2. Priprava (E)-2-(3H-imidazo[4,5b]piridin -2-il-3-(4-hidroksifenil)akrilonitrila

26

U kivetu s e (068 mmobecijafometilinidazg[4,5]piridina 15i doda 0,077

g4hi droksi benzal dehi da. Reakcija se provodi
0,115 g (69,3 %) s met &g pr a3¢aNMR@IO0 Mz o d u k t &
D MS O Jppmi=1343 (@, 1H NH), 1067 @5, 1H OH), 837 (ct, 1H, J; = 4,92 J, = 1,24

Hz, Harom), 830 (s, 1H CH), 803 (d,1H, J = 7,60 Hz, Haron), 7,93 (d,2H, J = 8,76 Hz,

Harom), 7,27 (dd, 1H,J; = 8,00 J, = 4,76 HZ, Harom), 7,017 6,96 (M, 2H Haron); “°C NMR

(151 MHz D M'S O Jppni=161,46,146,69, 132,3912362,118,39,11657, 116,34.
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3.2.10.3. Priprava (E)-2-(3H -imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-(3,4

dihidroksifenil)akrilonitrila 27

U kivetu s e (068 mmobecijafometilinidazg[4,5]piridina 15i doda 0,087

g 34di hi droksi benzal dehi da. Reakcij a s e pr o\
Dobiveno je 0,112 g (63, 87T > NTHEI0 agk as
MHz, D M'S O Jppmi=8,36 (dd,1H, J; = 4,76, J, = 1,32 Hz, Harom), 8,20 (s,1H, CH), 8,02

(d, 1H, J = 7,40Hz, Harom), 7,61 (d,1H, J = 2,16 HZ, Haon), 7,34 (dd,1H,J; = 8,38, J, = 2,12

Hz, Haron), 7,27 (dd,1H, J = 8,00, J, = 4,80 Hz, Haron), 6,93 (@, 1H, J = 8,28, Harom); °C

NMR (151 MHz D M'S O Jppmi=150,68, 150,1614694, 145,82,144,24, 12460, 123,91,
11833,116,59,116,08, 11581, 96,76

3.2.104. Priprava (E)-2-(3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-(3,4,5

trinidroksifenil)akrilonitril 28

U kivetu se @63mangpk2-cianomhdilinidago[4,5]piridina 15 i doda
0,0909g345t ri hi droksi benzal dehi da. Reakcija se g
Dobiveno je 0,164 g (88, 28T9% >3t MMTHED0 agk as |
MHz, DMSO) /ppm =9, 6 2 ( ¢ s835 (@iHH, J;G K,88,J, = 1,16Hz, Haron), 810

(s, 1H CH), 801 (d,1H, J = 7,64 Hz, Harom), 7,26 (dd,2H, J1 = 7,98 J, = 4,76 HZ, Haron),

7,10 (s,1H, CH); *C NMR (151 MHz DMSO) /ppm = 150,44147,17, 146,13,14410,
139,99,122,18,11824,116,71,10970, 96,01

3.2.105. Priprava (E)-2-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-fenilakrilonitrila 29

U kivetu s e (068 wmob2ecijafometilinidazg[4,5]piridina 16i doda 0,060

mL benzal dehi da. Reakcija se provodi pr ema
prolisti kol onskom kr omaQl&am el@gehsi Dolovenore®,125i | i k &
g(B829%¢guti h 20mMi=<43a 4 & HANMR (400 MHz DMSO): /ppm =8,46

(dd,1H, J; = 4,72, J, = 1,32 Hz, Harom), 8,31 (s, 1H CH), 816 (dd,1H,J; = 8.2, J, = 1.3

Hz, Harom), 807 (dd,2H, J; = 6,54, J, = 2,12Hz, Haron), 7,671 7,57 (M, 3H Harom), 7,38 (dd,

1H, J = 800, 4.72 Hz, Haron), 4,07 (s, 3H CHs); *C NMR (101 MHz, DMSO): Wppm =

151,18, 148,9414890, 145,17,13454, 13312, 132,60,130,34, 129,70, 127,70, 119,60,
11692, 10135, 30,67.

3.2.106. Priprava (E)-3-(4-hidroksifenil) -2-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-

il)akrilonitrila 30

U kivetus e o0 d v a ¢g(@58 enmmd)Bdanagnetilimidazo[4,5]piridina 16 i doda 0,071

g4hi droksi benzal dehi da. Reakcija se provodi
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Dobiveno je 0,113 g (70,6 %B0EBEvi2&2HINMRzel enoc
(400 MHz, DMSO): Wppm =1059 (@s, 1H OH), 842 (dd,1H, J; = 4.72, J, = 1,36 Hz,

Harom), 8,15 (s, 1H CH), 811 (dd,1H, J, = 7,98 J, = 1.36 Hz, Harom), 8,01 (d,2H, J = 880

Hz, Harom), 7,35 (dd,1H, J;= 7,98 J, = 4,72 Hz, Harom), 6,98 (d,2H, J = 8.7 Hz,Harom), 4,03

(s, 3H CHy); **C NMR (151 MHz DMSO): Wppm = 161,57,15060, 149,20, 148,43,
14416,134,11,13260, 12677,123,73,11889,117,19,1168, 99,50, 95,4830,08.

3.2.10.7. Priprava (E)-3-(3, 4dihidroksifenil) -2-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-
il)akrilonitrila 31

U kivetu s e (0668 mmob2ecijafometilintdazg[4,5)piridina 16i doda 0,080

g 34di hi droksi benzal dehi da. Reakcij a s e pr o\
Dobiveno je 0,124 g (73,1 %) tamno zele g pr a g k a 31 B g 262 G©H Uk € a
NMR (400 MHz, DMSO): tppm =9,88 (s, 1H OH), 842 (dd,1H, = 4,74, J, =1,44 Hz,
Harom), 8,11 (dd,1H, J;= 8,00, J> = 1,44 Hz, Haron), 8,05 (s, 1H CH), 7,68 (d,1H,J = 2.0

Hz, Haron), 7,41 (dd,1H, J; = 850, J, = 2,20 Hz, Haron), 7,35 (dd,1H, J 1= 8,00, J, = 4,76

HZz, Haron), 6,93 (d, 1H, J = 8,38 Hz, Haron), 402 (s, 3H CHs); °C NMR, (151 MHz
DMSO). Wppm = 150,9315069, 14939, 14845, 14571, 144,07,13412, 126,70, 125,02,
12407,118,84,117,19,115,90, 115,8494,83, 30,07.

3.2.108. Priprava (E)-3-(3,4,5trihidroksifenil) -2-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-

il)akrilonitrila 32

U kivetu s e (0668 mmob2ecijafometilintdazg[4,5)piridina 16i doda 0,090

g 345t ri hidroksibenzal dehi da. Reakcija se pr
Dobiveno je 0,120 g (67,2 %32Tt=anPn6o®Hd8.enog |
(400 MHz, DMSOY: W/ppm =9,44 (s, 2H OH), 841 (dd,1H, J, = 4,74, J, = 1,40 Hz, Haron),

8,10 (dd,1H, J; = 8,02 J, = 1,40 Hz, Harom), 7,93 (s, 1H CH), 7,35 (dd,1H, J; = 8,00 J, =

4,76 Hz, Harom), 7,15 (S, 2H, Haron), 4,01(s, 3H, CHy); *C NMR (75 MHz, DMSO): /ppm =
151,31,146,01,14402,139,17,12665,122,75,11882,117,92,10995, 99,50,99,48, 94,63

30,06

32109 . P o k u g a(E)-24§3r(4-hmmlesiferdl) -3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il) -3-

fenilakrilonitrila 33

U kivetu s e (024 mmob2ecijaiometilénidazg[4,5]piridina 17i doda 0,024

mL benzal dehida. Reakcija se provodi prema o
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3.2.10.10Priprava (E)-3-(4-hidroksifenil) -2-(3-(4-hidroksifenil) -3H-imidazo[4,5

b]piridin -2-il)akrilonitrila 34

U kivetu s e (02d mrmaohecijafometilénidazg[4,5]piridina 17 i doda 0,029

g4hi droksi benzal dehi da. Reakcija se provodi
0,057 g (42,8 %) s méAdTey?22p2r2arg KFAGMRo4P0 MHzo duk t a
DMSO): U0/ ppm 33=872HJ, € d,32,Hz, B ), 8,14 (dd, 1HJ, = 8,00

Hz,J, = 1,36 Hz, Hiom), 7,77 (s, 1H, CH), 7,69 (d, 2K = 8,80 Hz, Hion), 7.36 (dd, 1H)J; =

8,12 Hz,J, = 4,76 Hz, Hiom 7,31 (d, 2H,J = 8,76 Hz, Hion), 6,95 (d, 2H,J = 8,72 Hz,

Harom), 6,73 (d, 2H,J = 8,68 Hz, Hom); °C NMR (101 MHz DMSO) U/ ppm = 15
15084, 15007, 14994, 14468, 13464, 13332, 12988, 12706, 12591, 12174, 11974,

117,73, 11725, 11652.

3.2.1011. Priprava (E)-3-(3,4-dihidroksifenil) -2-(3-(4-hidroksifenil) -3H-imidazo[4,5

b]piridin -2-il)akrilonitrila 35

U kivetu s e (02d mraoh2ecijafometilénidazg[4,5]piridina 17 i doda 0,033

g 34di hi droksi benzal dehi da. Reakcij a s e pr o\
Dobiveno je 0,053 g (37,9 3%)=-8532%5%HAN8Rog pr a
(400 MHZDMSO) : U/ ppm 3,=872H3J, % 1d3a Hz, H.kH, 8,07 (dd, 1H,

J1 = 7,96 Hz,J, = 1,32 Hz, Hionm), 7,56 (s, 1H, CH), 7,40 (d, 1H,= 2,24 Hz, Hion), 7,32

(dd, 1H,J; = 8,08 Hz,J, = 4,56 Hz, H;on) 7,30 (d, 1H,J = 8,72 Hz, H;on), 6,986,93 (m, 3H,

Harom), 6,47 (d, 2HJ = 8,40 Hz, Hiom); °C NMR (101 MHz DMSO) U/ pp/ml, = 158
151,15, 15069, 15014, 14772, 14398, 13482, 12990, 12901, 12642, 12627, 11948,

11816, 11648, 11604, 11195.

32101 2. Po k u g 42)-2-(B-@-higraksafaniy) -3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-
(3,4,5trihidroksifenil)akrilonitrila 36

U kivetu s e (0R4nmnaok)Zcijafometibnidazg[4,5]piridina 17i doda 0,037
g345tri hidroksibenzal dehi da. Reakcija se pr
Produkt nije izoliran.

3.2.1013. Priprava (E)-2-(6-brom-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-fenilakrilonitrila 37

U kivetu s e (0048 mmaoh2ecijaometilimidazg[4,5]piridina 18i doda 0,043

mL benzal dehi da. Reakcija se provodi prema c
(46,0 %) Jgutog 3FMxhsklkasr oACprodukt a
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'H NMR (600 MHz, DMSO): t/ppm =1387 @, 1H NH), 849 (d,1H, J = 1,80 Hz, Haron),
8,46 (S, 1H Harom), 837 (s, 1H CH), 801 (dd,2H, J; = 6.4, J, = 1,74Hz, 2H), 765i 7,60
(m, 3H Haom.; *C NMR (101 MHz DMSO): t/ppm =15098, 148,16, 145,74, 132,88,
132,74, 130,31, 129,8916,15.

3.2.10.14. Priprava (E)-2-(6-brom-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-(4-

hidroksifenil)akrilonitrila 38

U kivetu s e (048 mmod2ecijafometilintdazg[4,5)piridina 18 doda 0,050

g4hi droksi benzal dehi da. Reakcija se provodi
0,081 g (55,9 %) svijetl| 8 Tn=ar>a30eaNMROENO pr a gk
MHz, DMSO): t/ppm =1368 (s, 1H NH), 1064 (s, 1H OH), 844 (d,1H, J = 1,68 Hz,

Harom), 8,31 (s,1H, Harom), 8,30 (s, 1H, CH)7,93 (d,2H, J = 8,64 Hz, Harom), 6,99 (d,2H, J

= 8,76 Hz, Haron); **C NMR (151 MHz DMSOY: t/ppm =16219, 15189, 148,00, 145,14,
133,01,124,03,116,93, 116,8911377, 97,40

3.2.10.15. Priprava (E)-2-(6-brom-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-(3,4-

dihidroksifenil)akrilonitrila 39

U ki vet u Xeg(0x4d mmohecijafometilimidazo[4,5]piridina 18i doda 0,058

g 34di hi droksi benzal dehi da. Reakcij a s e pr o\
Dobiveno je 0,089 g (58,%) naran| astog PIrTagmgkaza'™ NMRD.r oduk:
(600 MHz, DMSO): W/ppm =9,87 (s, 1H OH), 8,44 (d,1H, J= 2,04Hz, Haom), 8,29 (s, 1H

Harom), 822 (s, 1H CH), 7,61 (d,1H, J = 2,16 Hz, Harom), 7,35 (dd,1H, J; = 8,34, J, = 2,10

Hz, Haon), 6,94 (d,1H, J = 8,28Hz, Haron); °C NMR (151 MHz, DMSO): t/ippm =152,13,
151,26,148,22,146,32,145,03, 125,3312443, 11692,116,62, 116,4511370, 96,92

3.2.1016. Priprava (E)-2-(6-brom-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-(3,4,5

trinidroksifenil)akrilonitrila 40

U kivet u Xeg(0x48 mraohecijafometilimidazo[4,5]piridina 18i doda 0,065

g 345t ri hidroksibenzal dehi da. Reakcija se pr
Dobiveno je 0,067 g (42,7 %) 40dmno 304+ AC|. ast
NMR (600 MHz DMSO). i/ppm =9,54 (gs, 2H, OH), 843 (d,1H, J = 2,04 Hz, Haron), 828

(s, 1H Harom), 8,12 (S, 1H Haron), 7,10 (S, 2H Haron); °C NMR (151 MHz DMSO): /ppm =
15224,148,52,146,62,144,98,13965, 12318, 11689, 11367, 110,42 96,83
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3.2.10.17. Priprava (E)-2-(6-brom-3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-

fenilakrilonitrila 41

U kivetu se (1(8wmmaa)zcija@ométiinidazg[4,5]piridina 19i doda 0,3

mL benzal dehi da. Reakcija se provodi prema
(38,2 %) smeleg 4phMag 8 <H MER (GO0 MHE DKMIOY Wppm

= 8,55 (d,1H, J = 2,04 Hz, Harom), 846 (d,1H, J = 2,10 Hz, Harom), 8,33 (s, 1H CH), 807

(dd, 2H, J; = 6,66, J; = 3,60Hz, Haron), 7,631 7,61 (M, 3H Harom), 404 (s, 3H CHy); °C

NMR (151 MHz DMSO): U/ppm = 151,7915040, 14773, 145,40,13567, 13300, 132,78

130,44, 129,85, 129,72, 1¥6, 114,29, 101,03, 30,94.

3.2.10.18. Priprava (E)-2-(6-brom-3-metill-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-(4-
hidroksifenil)akrilonitrila 42

U kivetu s e (028 mmob2ecijafomelilintdazg[4,%)piridina 19i doda 0,034

g4hi droksi benzal dehi da. Reakcija se provodi
0,046 g (46,0 %) g WL d.g= 2592 6 § k #BMR FO0OpMHD d u k t a
DMSO): Wppm =10, 57 ( ¢ 851 (d11H,J = LBBEBIZ, Haom), 840 (d,1H, J = 1,92

Hz, Harom), 817 (s, 1H CH), 800 (d,2H, J = 8,70 Hz, Haron), 6,97 (d,2H, J = 8.7 Hz,

Harom), 4,01 (s, 3H CHy); **C NMR (151 MHz, DMSO): t/ppm =161,38, 150,57,150,17,
14675,143,74,134,70,132,23,128,30,12297, 11649,115,69 94,36, 29,78.

3.2.10.19. Priprava (E)-2-(6-brom-3-metill-3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-(3,4
dihidroksifenil)akrilonitrila 43

U kivetu s e (028 mraob2ecijafiomelilinidazg[4,5]piridina 19i doda 0,039

g 34di hi droksi benzal dehi da. Reakcij a s e pr o\
Dobiveno je 0,037 g (36, #437F 8 MeHNMR.GPr agkas
MHz, DMSO). U/ppm =9,42( g s, 1850 (d,0HJ = 204Hz, Harom), 839 (d,1H.J =

2,04 Hz, Harom), 8,06 (s, 1H CH), 7,68 (d,1H, J= 2,16 Hz, Haron), 7,40 (dd,1H, J; = 8,43, J,

= 2,22 Hz, Haron), 6,91 (d,1H, J = 8,28 Hz, Haron), 4,00 (s, 3H CHs); °C NMR (151 MHz,

DMSO). Wppm = 151,97151,61, 15146, 147,85, 14628, 144,72 13581, 129,30, 125,90,

12440, 11758,116,42,114,06, 9480, 30,86.

3.2.1020. Priprava (E)-2-(6-brom-3-metill -3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-(3,4,5
trinidroksifenil)akrilonitrila 44

U kivetu s e (0R8mnolReijammdilimiiazo4,5]piridina 19i doda 0,043

g 345tri hidroksibenzal dehi da. Reakcija se pr
Dobiveno je 0,056 g (51,9 %p)Tta®mnoe A@eleg pr

51



'H NMR (600 MHz, DMSO): t/ppm =8,35 (d, 1H, J = 2,10 Hz, Haron), 821 (d,1H,J = 2,04
Hz, Harom), 7,81 (S, 1H CH), 7,10 (S, 2H Harom), 395 (s, 3H CHy); *C NMR (101 MHz
DMSO): Wppm =15373, 15082, 14826, 14680, 14301, 13635, 12771, 11990, 11697,
11359, 11007, 3Q78.

3.2.1021. Priprava (E)-2-(6-brom-3-(4-hidroksifenil) -3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-
fenilakrilonitrila 45

U kivetu se (130 mmad)zcijafométibnidazg[4,S]piridina 20i doda 0,03

mL benzal dehi da. Reakcija se provodi prema
(30,2 %) smeleg 4pMaglRddHMNVIR UpOMHdD MS @ ) : a/ ppn
= 8,54 (d, 1HJ = 2,08 Hz, Hom), 8,47 (d, 1HJ = 2,08 Hz, Hion), 8,01 (s, 1H, CH), 7,84

(dd, 2H,J; = 7,96 Hz,J, = 1,88 Hz, Hiom), 7,57 (d, 3HJ = 7,28 Hz, Hion), 7,41 (d, 2HJ =

8,76 Hz, Hron), 6,96 (d, 2H,J = 8,76 Hz, Hiom; °C NMR (101 MHz DMSO)iU / pp m =
15894, 15199, 14984, 14853, 14591, 13567, 13285, 13268, 13024, 13005, 12985,

12977, 12513, 11662, 11556, 11480, 10091.

3.2.1022. Priprava (E)-2-(6-brom-3-(4-hidroksifenil) -3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-
(4-hidroksifenil)akrilonitrila 46

U kivetu s e (0030 mmobecijafometilinidazg[4,5]piridina 20i doda 0,037

g4hi droksi benzal dehi da. Reakcija se provodi
0,037 g (45,6 %) nar ad6.[a83Bd4H0 PHANMVR KGOMHD g pr o
DMSO) : U/ ppm J=284HzMHon 827 (dL1H,) = 2,08 Hz, Hrom), 7,56 (S,

1H, CH), 7,39 (d, 1HJ = 2,28 Hz, Hiom), 7,31 (d, 2HJ = 8,76 Hz, Hiom), 6,94 (d, 4HJ =

8,72 Hz, Hrom), 6,38 (d, 1H,J = 8,48 Hz, Hion); °C NMR (101 MHZ,DMSO) &/ ppm =
15866, 15327, 15068, 14802, 14358, 13631, 13055, 12992, 12804, 12596, 11838,

11651, 11616, 11413, 11Q92.

3.21023. Priprava (E)-2-(6-brom-3-(4-hidroksifenil) -3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-
(3,4-dihidroksifenil)akrilonitrila 47
U kivet u s eg(0s3d mmobecijafometilinidazo[4,5]piridina 20i doda 0,042

g 34di hi droksi benzal dehi da. Reakcij a s e pr o\
Dobiveno je 0,043 g (31, 647 %F 220222 ftAMMRpr agk a
(400 MHz, DMS O) U 8,42 gdn1H3 = 2,00 Hz, Hon), 8,37 (d, 1HJ = 2,00 Hz,

Harom), 7,80 (s, 1H, CH), 7,71 (s, 1H,akh), 7,69 (s, 1H, Hom), 7,35 (d, 2HJ = 8,68 Hz,
Harom), 6,94 (d, 2H,) = 8,68 Hz, Hion), 6,74 (d, 2HJ = 8,80 Hz, Hiom);
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13 NMR (101 MHz,DMSO) i / p p m ,25, 16180315885, 15616, 15154, 15131,
14882, 14478, 13593, 13351, 13260, 12988, 12911, 12546, 12185, 11774, 11700,
116,56, 11446.

3.2.1024. Priprava (E)-2-(6-brom-3-(4-hidroksifenil) -3H-imidazo[4,5-b]piridin -2-il)-3-
(3,4,5trihidroksifenil)akrilonitrila 48
U kivetu s e (0,30 mmobecijafometilinidazg[4,5]piridina 20i doda 0,047

g 345t ri hidroksi benzal dehi da. Reakcija se pr
Dobiveno je 0,038 g 20%) crvenog pr a48 Ka®20885 pHMMRU kt a
(400 MHz DMSO) : U/ ppm 3= 2804 Rz Hf)d8,22 (i, HH,J = 2,08 Hz,

Harom), 7,41 (s, 1H, CH), 7,29 (d, 2H,= 8,76 Hz, Hion), 6,94 (d, 2HJ = 8,68 Hz, Hion),

6,81 (S,1H, Haron), 6,52 (S, 1HHaom; °C NMR (151 MHz DMSO) i/ ppRén = 16

15857, 15015, 14929, 14717, 14673, 14324, 13643, 12993, 12774, 12614, 11649,
11404, 10973, 10903.

3.3. Antiokisdativna aktivhost

3.3.1. DPPH metoda

Mjerenje se izvodk or i gt enj em vi gekanalnog | itala
biot ek i nstruments inc.) s automatskim mijega
OL otopine spojeva razlilitih koncentraciij:

Omol / mL) ije 36 mihuta\nad tanenormomjestu na sobnoj temperaturi. Koncentracija
DPPH je ista u svakom wuzorku i i znosi 100 O
ELI SA | ital u -tm atand Gzétjerkao sligepadprolRre z ul t at i su izr
ICso vrijednost, odnosno koncentracija antioksidansa koja uzrokuje 50% inhibicije DPPH.
Ni ga vrispperdetbssttavilGa velu efikasnost anti ok:

triplikatu.

3.3.2. FRAP metoda

FRAP reagens predstavlja smjesu od 20 mL acetatnog pG@f@dan{M, pH = 3,6), 2
mL otopine 2,4,&ri(2-piridil) -s-triazina (10 mM), 2 mL otopine Fe£{20 mM) te 2,4 mL
destilirane vode. U mikrotitarsko] pl ol i S €

i 200 eL FRAP reagensa domangjepriB98kmn 4 mi nut e

53



|l z jednadgbe bagdarne kri vuyux 7HE, Koja prikazujeui r an e

oOvisnost apsorbancije o koncentraciij.i stand
aktivnost u I spitivanom ueaktivikosti. FRADdmetedom v anj e
provedeno je u tri paral el ene probe, a rezul
mjerenjaummol F&/ mg spoja. Za izradu bagdarnag prav
HO u etanolu u pea razlilitih koncentraci|
3
25 v=11669%+0,1176
R?=0,9989 .-
: -
15
1 A
05 :
X
0¥
0 05 1 15 2 2.5

Slika46. Bagdar ni pravac za FRAP met o

35.3. ABTS metoda

Za standardni TEAC test, kation radikala ABTS_+(2a2thobis(3-etilbenzotiazolin
6sul fonska kiselina)), pripremljen je mijega
u vodi) s 2,45 mMKalijevog persulfata koji je zatim ostavljen-18 h na sobnoj temperaturi
u mraku dok se ne postigne stabilno oksidativho stanje. Na dan analize, otopina ABTS +

razrijelena je s PBS (pH 7, 4) do apsorbanci

mraku, r@d i kal je u ovom obliku bio stabilan vi ge
spojeva (10 mL) pomijegani Ssu s radnim ABT
i nkubirani SuUu na sobnoj temperaturi 5 min.

mQu a n t (Bi otec l nc. ) . Sposobnost ukl anjanj a

sljedeie formule:

6i 6w
—— ZPTT
0w

gdje Asi Acpredstavljaju apsorbanciju ABTS_+ s uzorkom, odnosno bez njega.
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Vrijednosti IGpz a s v aki Spoj i zdosarbspomsakt oer i sgut einz eknr inved I
regresijske analize kroz GraphPad Prism 8 Ink. program. Sva mjerenja ponovljena su tri puta,

a u tablici 1 prikazana je njihova prosjelna

3.4. pH titracije

pH titracije pr ouiedanogufesa pH vwerdmostigpd ledo 13 m
na sobnoj temperaturi UV/Vis spektroskopijom. Koncentracije svih ispitivanih spojeva bile
s u 2 maldn® Univerzalni pufer pripremlien e kor i gt enj e nfosforoer ne , I
kiseline te natrijevog hidroksida. p¥Hr i j edno st i puferskih otopina

0,Amoldn’k | or ovodi | ne k i®stepine natgjevagdidréksida. mo | d m

55



4.Rasprava i rezultati
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4.1. Cilj rada

Cilj ovog rada bila je sinteza novikrilonitrilnih deriavata imidazo[4;8]piridina.

TakolLer,
hidroksilnih skupina na aktivhost spojevarovedena je i spektroskopska karakterizacija
spojevazs, 26, 27,281 32k or i gt e n jspektroddopijalV i geetsatp al a

cilj

j e

bio

[ proves

t i

ant i

oksi

dat

prema r

polarnosti:toluen, etitacetat, acetonitril, etanol, metanol i voda, a pH titracije provedene su u

nitropiridina i 5brom2-klor-nitropirdina s metdaminom i

pH

veni

13 razlilitih
redukci je dobi
provodi se Holna kondenzacija

benzaldehidima te se dobivaju akrilonitrilni derivati. Strukture izolirah

su'H i *C NMR spektroskopijoma nekim je spojevima struktura dodatno okarakterizirana i

masenom spektrometrijomS v i m

aktivnost.

h

vrijednosti

ami na,

Sint ekoa3 zapol i

slijedi

cijanometilimidazo[4bfpiridina s

pri

relenim

R4
X N R
N N\ CN R,
R

25X=H,R=H
29 X = H, R = CH,

33 X = H, R = 4-OH-Ph
37X=Br,R=H

41X =Br, R=CH,

45 X = Br, R = 4-OH-Ph

26 X=H,R=H
30X =H, R =CH,

34 X = H, R = 4-OH-Ph
38 X =Br, R=H

42 X =Br, R = CH,

46 X = Br, R = 4-OH-Ph

R2=OH

R3:H

N

27 X=H,R=H
31 X = H, R = CH,

35X =H,R=4-OH-Ph | Ro=OH
39X =Br, R=H R = OH
43 X = Br, R = CH, Rq=
47 X = Br, R = 4-OH-Ph

28 X =H,R=H 3

32X =H, R = CHs

36 X = H, R = 4-OH-Ph | R1=OH
40 X =Br,R=H r R = OH
44 X = Br, R = CH, Rs = OH
48 X = Br, R = 4-OH-Ph]

Slika 26. Struktura pripravljenih spojeva

4aminofenolom. Nakon

postupak

odrelenim

Spoj eva

S p 0] e&sidatinra
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4.2. Sinteza ciljanih spojeva

Prwvi kor ak Ssinteze ocje priprava iamino sypstijuilmmha o b u
piridina 5-8 iz komercijalno dostupnih -Rlor-3-nitropiridina 1 i 5-brom2-klor-3-
nitropiridina 2. Reakcija |e pr ov e dog @ a adezmgiisgtiogt n j e m
acetonitrila na tempeolaituan joed dA70sd@ui Stpeon |
i s ktenjuiody74,1 %, spafu i skori gtenj 8i zoal i88an3 j% iu sipsok

74,0 %, a na shemP prikazana je njihova sinteza.

X NO, X NO,
X MW X
+ HN—R —>
CH,;CN
P = /R

N (o] N H
1X=H 3R =CH, 5X=H,R=CH,
2X=Br 4 R = 4-OH-Ph 6 X = H, R = 4-OH-Ph

7 X =Br, R = CH,
8 X = Br, R = 4-OH-Ph

Shemal9. Sintezaamino supstituiranih piridina-8

Struktur a pép atewreliHsigaNdResppkiroskopijomptilog 2), a na slici
27 prikazan je i njegovH NMR spektar.

9.8258
9.3609
5061
5032
4923
4893

1.00=

; T T T T T T T T T T T T T T T T T |
110 105 1200 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
f1 (ppm)

Slika 27. . 'H NMR spektar spojé
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U spektr u saublethdugleta kajimtlgovaraju protonima piaidinskoj jezgri jer
sesvatrime L u s o b n ©korstantaemd=u8, 31 Hz,J = 4, 41 Hz iJ = 8, 34 Hz Njihov
kemijski pomak pomaknut je prema nigem magn
aromata pod utjecajem vanjskog magnetskog polja. Naimej h o v i protoni 0S|
magnetsko polje u istom smjeru kao i struju elektrona te su zbog toga nezasjenjera k o L e r ,
na 98 3 i 9, 36 p pingletukoji algowaraju NH ieOH skupinama. Dobivena
struktura spoj@ p o t v r L E@ MMR]spektaskopijom prilog 2). Na **C NMR spektru

(slika 28)spoja8, u podr ul ji 455 emn mbdu4se vidjeti signali koji pripdaju

ugljicima na aromatskoj jezgri.

_~155.9430
"\ 155.0377
~150.7102
—135.9721
/129.9617
2-128.4679
—125.7089
_-115.5604
- 114.0649

T T T T T T T T T T T T T T T T 1
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Slika 28. . **C NMR spektar spojé

Sljedeli lobudakadiant é2ze redukciju nitro skupi
jezgri®®**Redukci ja spojeva -kopol m@ajswa,drmro\be denn a
HClkonc, dok su reakcije spojeva sa susptituiranim bromom provedene samo u etanolu. Kao

redukcj sko sredstvoxXO.i guU e;mvogje rSenaklci j i vagno
reakcijsku smjesu prije ekstrahiranja kako ©b

gto velem iskorigtenju.
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X SnCl, x 2H,0 X
—_—
= R = R
N N N N
H H

5X=H,R=CHj, 9X=H,R=H
6 X =H, R=4-0OH-Ph 10 X=H, R=CH;
7X=Br, R=CHj 11 X =H, R =4-OHPh
8 X = Br, R = 4-OH-Ph 12X =Br,R=H

13 X = Br, R = CH,
14 X = Br, R = 40HPh

ShemaZ20. Prikaz edukcieamina

Spoj10i zol i ran je u iskldrzagltiemamnm joe& @71 gk o, i Ftpe
12u i skori gt enjlBu oids kBo6r, B&Bt%e sppfidpuogjds k or i gt enj u
%, a njihova sinteza prikazana je na shém StrukturaspojalOp o t v r L'Heif’@ NNRe
spektroskopijompgrilog 6). Na slici D prikazan je'H NMR spektar spojao0.

/5.5456
"\-5.5386
—4.5859
2.8185
2.8106

45

LHJL L

% g ¢ g &

3.03=

&0 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 o5 o
Slika 29. . '"H NMR spektar spoja0

UH NMR spektsedubbkeavajdwmbleta na 7,38, 6,65
vodikovim atomima na piridinskoj jezgriU spektru je vidljiv i dublet koji odgovara

protonima CH skupine.
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T a keo, Ba 4,59 ppm nalazi senglet koji odgovara protonima amino skugin gt o pot vr L
da je reakcija redukcije uspjela, odnosno d
skupinu. Na slici30 prikazan je i**C NMR spektar spojdOk oj i m je dodatno

struktura dobivenog spojal e d a n karakteri sskbmn psedgoh]| u us
odgovara ugljikovom atomu G- k upi ne. U aromatskom podrul j

signala koji pripadaju aromatskim ugljicima CH skupina

—148.58
—134.97
—130.25
—117.04
—111.99

—28.10

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Slika 30. **C NMR spektar spoja0

Redukcija spojal4, Koj i sadr ¢i br om, provedena | e i
reduckijskog sredstva. NNMRyspektooskapiompilkg8ur a po't
Na slici31 prikazanje'H NMR spektar navedenog produkt a.
singlet loji pripada proton OH skupire. TakolLer se uolavaju dub

melusobno spregu, a pripadaju protormaraa ar on
pol ogaju. TakolLer, vidiljiv je i gireki S i
skupine | i me j e potvrlLeno da je doglo do redukc
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Slika 31. . 'H NMR spektar spoja4

Na slici 32 prikazan je"*C NMR spektar spoja4 (prilog 8) i z

koj eqgusgmal, wo| ava

podr ul jiul52pgmkbjidpBpadaju aromatskim ugljicima CH skupine.
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Slika 32. . **C NMR spektar spoja4
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Nakon wuspjegnih redukcija i priprave odgoval
9-14, provedena je reakcija ciklizacije i zatvaranje imidazoplridinskog prsten&?
Reakcija je provedena s etili | anoacetatom na Vvisokoj2- tempe

cijanometilimidazo[4,5o]piridina prikazana je na shemi2

X CN
X NH, )]\/CN X N: /
‘ \ /\O . ‘ \
185 °C %
> R N
N N N \
H R
9X=H,R=H _ _
10 X = H, R = CHs }2§;H‘§=SH
11 X = H, R = 4-OHPh 17 X = H, R = 4-OHPh
12X =Br,R=H Cn b
: 18 X =Br,R=H

13 X = Br, R = CH,4

14 X = Br, R = 40HPh 19 X =Br, R = CHs

20 X =Br, R =40HPh

Shema 2. Sinteza imidazo[4 B]piridina

Spojl5i zoliran je u isklérzgltiemamnm joe @5i 9k br, i &1pe
17u i skorigtenijl8u ads k6o5,i99t%,n jl%up cojd kD2 ) § %% Nng po jo
ispoj20u i skori g¥%enju od 49,0

Strukture svih derivata-gijanometilimidazo[4,%]piridina 1520 p o t v r L eI mN&R is u

¥C NMR spektroskopijom. Na slici33prikazan je'H NMR spektar(prilog 10)pr i r el eno g

spojal6u kojem se uol|l avaju dubl et dubl eta koji
odnosno, opet dol azi do njihovog dhedWdobnog

=7,92HzIJ= 7, 95 HZ. Na 4,58 ppm uolcommaCdle gir o
skupire koja je vezana na cijano skupinu. Kemijski pomak protonaCKu pi ne pr ema n
magnetskom polju, wuzr okoodwanaljed eprsiksuptimaeagiiu

aromat skog sustava koji pomil|lu signale u nez
koji pripada protonima metilne skupine koja je vezanparmad an od dugdgi kovi h af

piridinske jezgre.
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Slika 33. . 'H NMR spektar spoja6
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U alifatskom dijelu™*C NMR spektraspoja6, uo] ava se karakteri sti
ugljikovom atomu CHskupine, kao i signal koji pripada ugljikovom atomu QRupine U
aromat skom podr ulg esghalgkailripadaju avomatdkim ugyjioma Cld
skupinate jedan signal koji pripada ugljikovom atomu CN skupine.

Zadnj i korak sinteze ciljanih derivata akri

dol azi do r e ak c iagewnitilnihdeavital imigazo[4Sadpiticena 1520 i
odabranih aromatskih benzaldehi@&-24. Reakcija se provodi u reaktoru za paralelnu
sintezu pri 90 AC u apsolutnom etanolu uz

prikazana je na shemR2

CHO
XN CN
T
N
N \ R R
R
R2
15X =H,R=H 21R1=R;=R3=H
16X=H,R=CH3 22R1=R3=H,R2=OH
17 X = H, R = 4-OHPh 23Ry =H, R;=R3=0H
18 X =Br, R=H 24R, =R, =R;=OH
19 X = Br, R = CH,4
20 X = Br, R = 40HPh
EtOH, abs. R,
piperidin
B
/
N
25X =H,R=H A 27X=H,R=H
29 X = H, R =CHj,4 _ 31 X=H,R=CHj -
33X =H, R =4-OHPh | 21:: 35X =H, R=4-OHPh 22:8:
37 X=Br,R=H R =1 39 X=Br, R=H R, =
41 X =Br, R=CHj4 3” 43 X = Br, R = CH,4 1=
45 X = Br, R = 40HPh 47 X = Br, R = 40HPh
3
26 X=H,R=H 28X=H,R=H
30 X =H, R =CH, R, = OH 32X =H,R=CHj; R. = OH
34X =H,R=4-OHPh » Ry=H 36 X =H,R=4-OHPh | o1~ =
38X =Br, R=H R;=H 40X =Br,R=H R2:OH
42 X =Br, R = CHs 44 X =Br, R = CHj3 3T
46 X = Br, R = 40HPh / 48 X = Br, R = 40HPh

Shemaz22. Sinteza akrilonitrilnih derivata imidazo[4/piridina
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Struktura spoja29 p ot v r L'l MR $pektroskopijom i*C NMR spektroskopijom

(prilog 19 , a spoj je izoliran u35jpricakap f'HNMR nj u o ¢
spektar spoj29,p r i | i ] o] se pripravi koristio benza
uol avaju se dubl et dubl eta koji odgovaraju
jezgri. Na 4, 07 ppm uopgrotomiraa netdne skupme Vvezabe nk o j |
atom dugi kapimadimsklajzojezgri, |0 g pomak o

Razlog tomu je prisutnost elektrand v al ei eg at oma dugi ka koj i
magnetska polja. T a k od &nglet kon adgo8ara3plotonpna H u o | a

skupine koja se nal azi u podrulju cijano sku

3672
—4.0654

L »

T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Slika 35. *H NMR spektar spoja9

Dodatnu potvrdu strukture dobivenog sp@@ dao je*C NMR spektar(slika 3). Jedan
karakteristilan signal u alifatskogskupnedr ul j u
U aromat skom p o drsusignal kojsppipadaju aramatekimdulgljcima CH

skupina te jedan signal koji pripada CN skupini.
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Slika 36. . **C NMR spektar spoj29

Na slici 37 prikazan je'H NMR spektar spoj&6, akrilonitrila koji je pripravljen u reakciji s

4-hidroksibenzaldehidom. Spojjeiza r an u i s k orNag tle3n,j4u3 opdp n6 9u, o3|

gi roki singlet koji pripada protonu OH skupi
ppm nal azi se giroki singl et kKoj i pripada p
uol avaju se dubl et k om inaprpipraiddij rus kpur ojt e@ang rn

pomak protona CH s kupi ne pr ema ni gem magnet skom
elektronegativne skupine uz-B sustavgdje dolazi dosmangnjaelektronsle g u s et okol
protona, pa kagemo d akerijskippormmatko ns emidarsijcieB,| zaavkal o r
prikazan je *C NMR spektar pripravljenog spoje. p odr u | j 161 mpeiu ol| ljgbv a

se signalugljika koji pripadaju aromatskoj jegqi.
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Struktura sintetiziranogpoja26d o d at n o | enaspnom spékieometrijom, a na slici

39a prikazan jekromatogramom tena slici 39b maseni spektaMaseni spektar daje

molekulski ion na 2634 m/ z | i me je potvrlLena struktur a
kromatograma vidi da jsntetizirais poj vi soke | istole.
a)
UV Detector: TIC (1) 1.6l6a+2
100% Range: 1.6l6a+2
0.64
1.5a+2
1.0e+2
2 |
5.0e+1 ‘
n n kl J _ll 1 1 1 1 | I Tm
0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00
b)
SAMPLE: 2:28 Combine (70:B82-=(52:57+55:100)) 1:MS ES+
1. 6e+007
263.43
10
* Dé 148.95 71-18 sz‘zg 343.00 547.12
A L e B ey S S By B L e S B ey B ma BT
200.00 300.00 400.00 500.00

Slika 39. a) Kromatogram i b) maseni speksqoja26

Struktura akrilonitrilnog derivata imidazo[4/piridina susptituiranog s dvije hidroksilne
skupine u pol ogaj 2fmao t3v ri 'He4iVR sjeldrobkopgomi(peilagg r e ,
17) koja je prikazananaslid0. Spoj je izoliran u iskorigten

kemijskih pomaka 8,367,34 i 7,27 ppm, nalaze se dubleti dubleta koji pripadaju protonima

vezanim na imidazo[4;6] pi ri di ns ko] jezgri, gto znal i d
spregu s konsJd=eAn7Hznda8, 8§z id z& G0HzA Na 8,20 ppm nalazi
segi roki singlet koji pripada protonu NH skup

protonima aromatske jezgre. Signali protona dvije OH skupine koje se nalaze na aromatskoj
j ezgri ni su detektirane u s pedntvodajerzidlazigo t o g a

stvaranja vodikovih veza.
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Slika 40. . *H NMR spektar spoja7

Struktura sintetiziranogpoja27d o d at n o jienaspnom spékieometrijom, a na slici

41a prikazan jekromatogramom tena slici 41b maseni spektaMaseni spektar daje

molekulski ion na27923 m/z| i me j e potvrlLena struktura d
kromatograma vidi da jsntetiziraris poj vi soke | istol e.
a)
UV Detector: TIC (1) B.666a+l
100% Range: B.667e+l
0.58
8.0a+l
6.0a+1 |
E 4.0a+l
2.0a+l k Jl
0.0 ——"r=—r T T T T ————————— - Time
0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00
b)
SAMPLE: 1:13 Combine (63:75-(45:50488:93)) 1:MS ES+
1.8a+007
279.23
10
w En?_m 142.09 249.29 L,ZSGJS 453.38 495,47
T r T 1 r—r t rf r 1 T T L T A m/z
100.00 200.00 300.00 400.00

Slika 41. a) Kromatogram i b) maseni speksgoja27
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Na slici 42 prikazan je'H NMR spektar derivata imidazo[4@piridina supstituiranog s tri

hidroksilne skupinelOk o j i je i1 zoliran u iskorigtenju od
singleti koji pripadaju protonima benzenske jezgao i singlet koji pripada protonu NH

Sskupine. TakolLer, na 9,54 ppm vidljiv je si
dok se protoneurepektOQHi snkeupum|l ava iz istog

prethodnom primjeru.

—9.5395
8.4325
8.4291
8.2822
8.1163

—7.1012

Lg
\.
\

»—,0—1

<

1.00w
0.90%
1.107

&

~

i T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |
110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
f1 (ppm)

Slika 42. '"H NMR spektar spojd0
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4.3. Antiokisdativna aktivnost derivata imidazo[4,5b]piridina

Antioksidativna aktivnost prir&fbrena h akr
25480dr el ena | e jednosiavnih metgdeeDRPH, ABT$ iUFRAP u suradnji s
doc. dr. sc. Kristinom Starlevil ®s Veterinar
DPPH metodu je 1958. godine razvio M. Blof$ a koristi stabilni slobodni radikal, 2,2

difenil-1-pikrilhidrazila (DPPH prikazan na slicé3.%°

N—N NO,
O o
Slika 43. Struktura 2,Adifenil-1-pi kr i | hi dr azi | (DPPHT) r &
Ov a met oda podrazumi jeva "hvatanje" sl obo
antioksidansom, a temel ji se na r edaopikec i j i r

potencijalnog antioksidansa nakof® Prlikomkcij e
reakcije antioksidansa s DPPH reagensom dolazi do redukcije nesparenog elektrona jednog
dugi kovog atoma u DPPHT radi kal u, radikalagubi t k

promjene boid®% u gutu (slika
O,N
Ph\ S
Y 3 -y
Ph O,N

Slika44.Pr omj ena boje DPPHT radikala pri donir
antioksidansa

FRAP metoda (eng.ferric reducing/antioxidant powgije metoda mjerenja antioksidativne
sposobnosti nekog spdfaja se temelji na mjerenju promjene u apsorbanciji pri 593 nm, kao
posliedice formiranja plavo obojenog "Feipiridiltriazina (Fé'-TPTZ) iz bezbojnog
oksidiranog FE-TPTZ oblika procesom prijenosa elektrona s antioksidansa (48k&°
Promjena u apor banci j i zatim se usporeluje S a

antioksidativni potencijal ispitivanog uzorka.
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Reakcija se dogalLa pri Intengitkt dooje j@ ptoparcwnalgne n e s
redukcijskoj sposobnosti antioksidand2rednosti FRAP ta su jednostavnost, brzina,
robusnost I T tgstrnijesskup p ree | zahtesat nikakvu specijalnu opremu, osim
spektrofotometraNe d o st at ak FRAP metode je taj gto Ie
ima li antioksidativhu sposobnostiline,amsiuj € ni gi st and a+patan i pot
(Fé" -TPT2)/(Fé*-TPTZ), dovest do redukcije kompl eks
uzorka®

7\ 7 N\
=N Antioksid =N e
=N ’\_ \ / nuokKsidans N N \ / > N

N e f 36 e N W VY 7 N\
O W S —— /T el e
Oksidans =N N=
\ 7/ \ 7/
[Fe()(TPTZ),]** [Fe(N)(TPTZ),)*

Slika 45. Reakcija prijelaza [Fe(lI)(TPTZ)*" iona u [Fe(ll)(TPTZ)*" ion

ABTS metoda se literaturno naziva i TEAC metoda (erigolox Equivalent Antioxidant
Capacity, a to je metoda temeljena na prijenosu elektrona koja je dobila ime prema radikalu
2,2 azinobis(3-etilbenzotiazolines-sulfonska kiselina}”°* Navedeni je radikal u otopini
plavo-zelenog obojenja, a dodatkom i reakcijom s antioksidansom dolazi do posvijetljenja

otopine gto se mjeri 4Na& valnoj duljini 734 n

O]S

\{ + Anllomddnt

/Z’

\(

Slika 47. Reakcija ABTS radikala s antioksidansom

Svim prirelLaniodrepenpavim antioksidativna al
metoda, a dobiveni su rezultati za spojeve koji pokazuju umjerenu i jako dobru
antioksidativnu aktivnost prikazaniu Tablci Kao st andar dni antioksi

(butilhidroksitoluen) der i vat fenola | i) 48 je struktura g
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OH

Slika 48. BHT standard

Tablica 1. Antioksidativna aktivnost ispitivanih derivata akrilonitrilnih derivata

imidazo[4,5b]piridina

R NC/ /N Z | X
R, R/4N Y
R1
IC 50 FRAP
Spoj | Ri[Re | Rs| Rsa [ X DPPH ABTS mmolFé“mg
mvi mvi spoja

27 H | OH | OH H H 13980, 54 16, 7NOQ5366, 36
28 | OH | OH | OH H H | 020908, 99| 12, 9854725, 02
30 OH | H CH; H 4987N6, 5| 880,6N 22, 43N
31 OH | OH | CH; H 3771, 3( 20, 9454473, 24
32 |OH|OH|OH| CHs H | 078N3, 42) 15, 5453967, 29
38 OH | H Br 2303N3, 2 106, 4N 64, 94N
39 OH | OH Br 373N0, 43 100, 04 4594, 38
40 | OH | OH | OH Br 37401, 2| 70, 82N 4166, 82
43 H |OH|OH| CH; | Br 9,020, 90 153, 45 4223, 83
44 | OH |OH | OH| CH; Br 11,3200, 1¢ 33, 215012597, 91
34 OH | H | p-OHPh 81,005, 90 883N17 86, 322fF
35 OH | OH | p-OHPh 191IN0, 26| 23, 54N| 2854, 45
46 OH | H | p-OHPh | Br 101,23, 1 101, 3N| 155, 44K
47 OH | OH | p-OHPh | Br 1,06N0, 33 31,66N 2127, 59
48 | OH | OH | OH | p-OHPh | Br 1,470, 28 54, 32N 1374, 62
BHT | - | - | - - - 25N4.2 23,12K 2089, 34
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l z prikazani h rezultata moge se wutvrditi da
jako dobru antioksidativnu aktivnost koja je bolja od aktivnosti koju ima standard BHT te se

stoga opravdano mogu smatrat. emelju alobivehile | a v a |
rezultata i SAR analize (endtructure Activity Relationship, moge se zakl ju
antioksidativnu aktivnost znal ajno utjele b

prstenu, kao i tip supstituenta na N atomu imidazolne geizgiridinskom prstenu.

S obzirom na sve korigtene metode, m@ge se
pokazuju 3,4dihidroksi i 3,4,5-trihidroksi supstituirani derivati midazo[4/3piridina 271 28

koji nemaju supstituent niti na piridinskoj jezgri niti na N atomu imidazolnog prstena.
Nji hova antioksidativna aktivnost |jeompuno i
(DPPH: 1G 1,398 i Q209eM; ABTS: ICs0 16,7 i 1299 e M; FRAP: 5366,36 i 47282) te

su ova dva spoja izabrana kao vodeli Spoj evi
jog potentnijeg i akd.i vnijeg antioksidansa (
OH
AN N OH N OH
CO-C oo
Z >N CN OH Z >N CN OH
N N N N

Slika 49. Strukture najaktivnijih spojeva7i 28 s obzirom na sve tri metode

Nadal j e, razmatrajuldi rezul tate dobivene DP
antioksidatiwi potencijal ima 3,4,5-trihidroksi supstituirani derivat s metilnom skupinom na
N atomu imidazolne jezgre (Kg 0,785eM) te 3,4dihidroksi i 3,4,5-trihidroksi supstituirani

derivat s para-hidroksifenilnom jezgrom na N atomu imidazolne jezgre i bromom na

piridinskoj jezgri (1IGo 1,063 i 1474¢M) . Prema DPPH metodi, wuspor
derivate i one Kkoji Il maju metilnu skupinu n
da malo slabiju aktivhost pokazujuiNe t i | ni deri vati . Slilan utj e

piridinsku jezgru.

S obzirom na rezultate dobivene ABTS metodom, vrlo dobru aldtvipokazuju 34
dihidroksi i 3,4,5-trihidroksi supstituirani derivat s metilnom skupinom na N atomu
imidazolne jezgre (165 20,945 i 15,5% M) koja je bolja od aktivnosti standarda BHT. Ostal

ispitani spojevi pokazuju umjerenu i slabiju aktivnost u usporedbi sa standardom.
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Prema FRAP metodi, moge se uol iti da najvel
antioksidativnu aktivnost, nekdli ke pstal we
dihidroksi i 3,4,5-trihidroksi supstituirani derivati s metilnom skupinom na N atomu
imidazolne jezgre (4473,243967,29), 3,4dihidroksi i 3,4,5-trihidroksi supstituirani derivati

s bromom na piridinskoj jezgri te 3dthidroksi supstituirani derivatmmetiinom skupinom na

N atomu imidazolne jezgre i bromom na piridi

nekoliko derivata pokazuje malo bolju aktivnost od BHT standarda.

Zakl jul no, akr i | oni-bpiridihansupstiieami iswdzt | i tiinmm dbz o]
hidroksilnih skupina na fenilnom prstenu, r
j ezgre kao i na pologaju 5 piridinske jezgre

aktivnost koja e bol jdrdaoBHT. D&jnjim optimisanjem Kk o r i
strukture najaktivnijih derivata mogu se di z
potencijalnu primjenu kao antioksidansi. | z
aktivnost znal aj inih skuping kab e vrsta rsupsgtituehta dar No &tasnu

i midazolne jezgre i na ps6)l.o glayvj oull e5n j pei rliedtivnrstke

Sskupine na fenil noj jezgri vezanoj na N

O

uvodenj em supstituenta se
blago smanjuje aktivnost

antioksidativnu aktivnost.

antivnost se povecava
s brojem OH skupina

{ antioksidativna

Slika 50. SAR analiza ispitanih spojeva
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4.4.Spektroskopska karakterizacija UV/Vis spektroskopijom

Kvantitativni UV/Vis apsorpcijski spektri derivab, 26, 27, 281 32 snimljeni su pri
i st o] k o n ¢ e Arot/datcuiagetonitrdud etadiolu leficetatu, metanolu, MQ vodi
i toluenu. Navedena otapala razlikuju se po polarn{ist), a svrha spektroskopske
karakterizacije je ispitivanje utjecaja promjene polarnosti na spektroskopske karakteristike
kakobi se ispitalanogul nost pri mjene ovakv¥%Naslgid] eva k-

prikazan sukvantitativniapsorpcijskispekti spoja25.

N
| NN/
N/ H CN

0,40

Acetonitril
— Etanol
— Etil acetat
— Metanol
— Mili Q
— Toluen

0,35
0,30

0,25

0,20

0,15
0,10—.
0,05—.
0,00 v T T T ¥ \
300 350 400 450
I /nm
Slika 51. Apsorpcijski spektar spojbdu ot apal i ma razlilite p
Usporedbom apsorpcijskih spektarasf@jar r az | i | itim otapali ma u |

300 do450n m, moge se z2Bkajjweéliitii mMitaermszpioet apsorb
vodi, kao najpolarnijem otapala, najmanji u toluenwajmanje polarnom otapall toluenu

je vidljiv batokormni pomak u odnosu na MQ voda 6 nm dok su u ostalim otapalima
pomaci,uodnsy na MQ vodu, gotovo neprimjetni. Mak
kod polarnijin otapalk a o gt o su voda i met an2bd .r dnltielnizt it

otapalima raste u niztoluen< etanol< etil-acetat acetonitril< metanolk MQ voda
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Na slici52 prikazamn sukvantitativniapsorpcijskispektr spoja26.

X —N OH
| N/
=
N
N N CN
— Acetonitril
—— Etanol
— Etil-acetat
0.254 —— Metanol
— MQ voda
—— Toluen
0,20
0,15
2
<
0,10
0,05
0,00 T T T T T 1
300 350 400 450
I /nm
Slika 52. Apsorpcijski spektar spoj26u ot apal i ma razlilite p
Usporedbom apsorpcijskih spektarasf@gar r az | i | itim otapali ma u |

300 do450n m, moge se z28kajjweéliitii nitaermspioet apsorb
vodi i tolueny a najmanji uetanolu U odnosu na MQ vodu, vidljivi su mali batokromni
pomaci toluena (5 nm) , etanol a (3 nm) [ n
hispokranni pomaci acetonitrilza 4 nm i etitacetataza 2 nm u odnosu na MQ vodu.

Intenzitet apsorbancije spobu r azl i | i ti m ot etgna4d dcetoaitrik ast e
metanok etil-acetat toluen, MQ voda.
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Na slici53 prikazani su kvantitativni apsgocijski spektri spoj&7.

OH
AN N\ / OH
L
N CN
N H
— Acetonitril
— Etanol
1 — Etil-acetat
1.6 1 —— Metanol
— MQ voda
1.4 —— Toluen
1,2 4
1,04
%) 4
o]
< 0,8 1
0,6 1
0,4 -
0,2 1
0,0 T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550
I /nm
Slika 53. Apsorpcijski spektar spoja7u ot apal i ma razlilite p

Na temeljudobivenihspektera, mo g emo zd & | nhaj veli i intengtstspojpci j s k
pokazuje u etanol u, d o(kipoKroenni poanpkihUi ogniosumaiMQI j i v
vodu, vidljivi su batokromnipomaci maksimuma apsorbancije s | ul aj u pol ar ni
metanoh i etanolza 8nm, odnosno 11 nm dok su u sl ul aglauetimanij e
acetaa i acetonitrib vidljivi hipsokromni pomacimaksimuma apsorbancija za 1 nm, odnosno

2 nm U acetonitriluse javlja dodatnmaksimum apsorbancije na 486 rkuji je slabijeg

intenziteta od ostalih. Intenzitet apsorbancije s@@ja r dirn dtapalimna raste u nizu: MQ

voda <toluen< acetonitril< metanol <etil-acetak etanol.
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Na slici54 prikazani su kvantitativni apsorpcijski spektrispdgu r az |l i | i ti m ot ap

OH
N OH
$ HﬁQ
N/ H CN OH

1,2
— Acetonitril
—— Etanol
104 —— Etil Acetat
—— Metanol
08 - — MiliQ
Toluen
8 064
<
0,4 -
0,2 4
0,0
300 350 400 450 500 550
[ /nm
Slika 54. Apsorpcijski spektar spoja88u ot apal i ma razlilite p
Usporelujuldi a p s o028 casporss kyanih siyjieakot B0® & pno y a
razlilitim ot apal i ma28namanjirtenztet apsoabkncije pokazuiei da
uMQ vodi , a najvelgdijue epoasntodjui ii zmeat§m®adG| uhi pe

u acetonitrilu (3 nm) i etiacetatu (1 nmpokazuje male hipsokromne pomake maksimuma
apsorbancij e, t e poreaie, 0 etanaul (B4 nin)a metakotu Irh mma) |
toluenu (11 nm),u odnosu na MQ vodu.Intenzitet apsorbancije spog8u r az |l i | i t i

otapalima raste u nizu: MQ voda < acetonitribluen< etil-acetai metanol, etanol.
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Na slici 55 prikazani su kvantitatni apsorpcijski spekt spoja32u ot apal i ma r a:

polarnosti
OH
AN N OH
| \_/
N/ N CN OH
\
CHs
0.8 4
— Acetonitril
07 —— Etanol
— Etil-acetat
0.6 1 —— Metanol
— MQ voda
0.5 1 —— Toluen
8 044
<
0.3 4
0.2 4
0.1
0.0 T T T _'—l
300 400 500
[ /nm
Slika 55. Apsorpcijski spektar spofg2u ot apal i ma razlilite p
Usporedbom apsorpcijskih spektaras@far r az | i | itim otapali ma u |

300 do550n m, moge se z338kajweéliitii mMitaerszpiojet -apsorb
acetatu, a najmanji u MQ vodi. Sp8p u svim otapalima pokazuje batokromne pomake
maksimuma apsorbancije u odmona MQ vodu Naj vel i bat okr omni p o
apsorbancije prisutan je u etanolu za 21 nm, dok je u toluenu 16 nm, metanolu 14-nm, etil
acetatu 9 nm i acetonitrilu 1 nrimtenzitet apsorbancije spop2u r azl i | i tim ot ap

u nizu: MQ voda < astonitril < metanol < etanol < toluen < etitetat.

U tablici 2 prikazani suspektroskopskpodaciza spojewe 25, 26, 27,281 32u r az |l i | i t i
otapalima.
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Tablica 2. UV/Vispodaci spojev@a5b, 26,27,28132u r azl i |l itim otapal

Spoj | Otapalo | toluen etil- acetonitril | etanol | metanol MQ
acetat voda
Eg/ 30 | 33,9 38,1 45,6 51,9 55,4 63,1
U X1
/dr® mol 18,6 19,4 194 194 194 19,5
25 temt
| /nm 351 344 342 346 343 345
U X1
/dm?® mol 10,7 11,3 10,9 10,9 11,2 11,3
26 ‘em?
| / nm 372 365 363 370 369 367
U X1
/dm® mol 78,5 84,5 81,9 86,0 83,5 75,5
27 tem?
| /nm 386 380 379 392 389 381
U X1
/dm® mol 52,5 56,5 50,0 57,5 57,5 43,5
28 fem?
| /nm 396 384 382 399 396 385
U X1
/dnmPmol | 34,5 37,0 33,0 34,0 33,5 32,0
32 tem?
| /nm 385 378 370 390 383 369
Analizom svih dobivenih rezultata moge se ut

karakteristike ispitivanih spojeva (solvatokromizam). Solvatokromizaen dvojaki utjecaj,

mo g e biti pozitiwvan i M e § a tubrokajen .negatRan| ar ni |
solvatokromizam gto se olituje hipsokromnin
i zaziva batokromni pomak. Pol arnost otapal a
Ef( 30)j.e Gatoapal o manje fH3® arno, imat [ e manje

NasliciBpri kazani SuU sumirani spektri svih spoj
i metanol) i dva manje polarna (acetonitril i toluen). Svi apsorpcijski spektri snimani su pri

istim uvjetima ii st 0] koncentraciiji. Ono ¢gto se moge
struktur a I spitivanih Sspoj eva t e vrsta i

spektroskopske karakteristike.
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a) metanol b) acetonitril

Abs

T T
300 400 500
I/nm | /nm

c) toluen d) MQ voda

Abs
Abs

I /nm
I/nm

Slika 56. Apsorpcijski spektri svih spojeva u metanolu, acetonitrilu, toluenu i MQ vodi

U svim navedenim otapalima, nesupstituirani derivat akriloniBigpokazuje hipsokromni

pomak maksimuma apsorbancije u odnosu na ostale spojeve. Monohidroksi supstituirani
derivat 26 (plava boja) u odnosu na nesupstituirani derB&pokazuje hipokromnpomak
intenziteta apsorbancije t e bat okr omni p om
hiperkromni pomak intenziteta apsorbancije pokazuje dihidroksi supstituirani d&rj\a@dk

trinidroksi supstituirani deriva28 u odnosu na dihidroksi deriv&7 pokazuje hipokromni

pomak intenziteta apsorbancije i blagi batokromni pomak maksimuma apsorbisrcigdil

trihidroksi supstituirani deriva®2 u odnosu na anala@g koji ima slobodnu NH skupinu na
imidazolnom prstenu pokazuje hipokromni pomak intenzitgtaodancije kao i blagi

hipsokromni pomak maksimuma apsorbancije.
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4.5.Utjecaj pH na spektroskopska svojstvaspitivanih spojeva

Promjene spektroskopskih svojstava spofy&®6, 27,28i32o0vi sno o razl i |
vrijednostima otopingpuferaispitivane su UVNis spektroskopijom. Apsorpcijski spektri
spojeva2s, 26,27,28i32s ni mani su pr i~ nodme etoptnama pufefai 27 1
razlilitih ogpHdovig*®*jOschn oisstpii ti vanja provedena
primjene priaelepth| EpbjpHMask&nzora za detekc

Apsorpcijski speki spoja25u ot opi nama pufera r azilsudai ti h p
slici 57.

300 350 400 450
I /nm

Slika 57. Apsorpcijski speki spoja25u ot opi nama pufera razlil:@

Usporelujuli dobivene krivulje apsadoOplei j s koc¢
450 n m, moge se z2abklajjwleiltii icha esigoijt et apsorbar
pufera pH vrijednostil. Pri pH vrijednosti12, vidljiv je najmaniji intenzitet apsorbancije

najizrageniiji hi pokr omni pomak intenziteta.
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Pri pH 1, vidljiv je izrazit hiperkromni pomak u odnosu na ostale pH vrijednosti. Porastom
pH, intenzitet apsorbancije se smanjuje, da bi prokim pH vrijednostima (pH 10 i 12)
apsorbancija bila najniga. Porastom pH na 1

apsorbancija na 357 nm.

Na slici B prikazane su apsorpcijske pH krivulje spaf

T T T T T T T 1
300 350 400 450 500
I /nm

Slika 58. Apsorpcijski speki spoja2z6u ot opi nama pufera razlil:@

Usporelujuldi dobivene krivulje apsadoOglei j s koc¢
500 nm, moge se 2akjjvelitiindenspoet apsorbar
pufera pH vrijednostl i 4. Intenzitet apsorbancije od pH 5 opada, a od pH 8 ponovng raste

uz vrlo izrageni bat okr omnad427pnmRrapk vripednkss i mu ma
7, vidljiv je najmanji irtenzitet apsorbancijeé blagi hipsokromni pomak maksimuma
apsorbancije na 372 niy odnosu na pH 1, pri pH B4, prisutan je hipsokromni pomak

maksimuma apsorbancije
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Pri vigim pH vrijednosti ma, izragenijje je beae
pri nigim pH vrijednostima izrageniji hipsok

Na slici @ prikazane su apsorpcijske pH krivulje spdja

0,0 T T T T T T T T i 1
300 350 400 450 500 550
I /nm
Slika 59. Apsorpcijski speki spoja27uot opi nama pufera razlilit
Usporelujuldi dobivene krivulje apsad00giei j s koc¢
550 n m, moge se zarknlajjwleiltii icha esigoijt et apsorbar

pufera pH vrijednosti i 12. Intenzitet apsorbancije od pH 1 opada uz pojavu hipsokromnom
pomaka maksimuma apsorbancije, a pri pH 13 vidljiv je najman;ji intenzitet apsorbancije te

najizrageniiji bat okromni nagi4Omm.er malp $i MBu mao | a
naj vel.i h onpak maksimoimanapsoripancije na 388 Rmn. i vigim pH vrij
(od pH 9), oplenito su prisutni batokromni

ni gih pH vrijednosti (do pH 7) prisutni hips
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Na slici60 prikazanesu apsorpcijske pH krivulje spops.

OH
N OH
® \%(Q
N N CN OH

—pH1

300 350 400 450 500 550

Slika 60. Apsorpcijski speki spoja2Bu ot opi nama pufera razlil:@

Usporelujuli dobivene krivulje apsa@dOgei j s koc¢
550 n m, moge se zaBklajjwleiltii icha esigoijt et apsorbar

pufera pH vrijednostil. Intenzitet apsorbancije zatim opada, kod pH 3 doilazio

hipsokromnog pomaka maksimuma apsorban@j@892nm a u |l ugnatim otop
11, vidljiv je znalajan pad intenziteta ap
intenziteta apsorbancije uz batokromni pomak maksimuma apsorbaadRd nmP r i ni gi m
pHw i j ednostima prisutni su hipsokromni pomac

pH vrijednostima dolazi do batokromnih pomaka maksimuma apsorbancije.
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Na slici6l prikazane su apsorpcijske pH krivulje spdfa

pH 1

Slika 61. Apsorpcijski speki spoja32u ot opi nama pufera razlil:@

Usporelujuldi dobivene krivulje apsad00miei j sk oc¢
600 nm, moge se XRakjjvelitiindenspoet apsorbar
pufera pH vrijednostd s batokromnim pomakom maksimuma apsorbancije na 4050aim

pH 10 apsorbancija znalajno opada, dae bi ko
apsorpcijska krivulja koja ima dva maksimuma apsorbameijd08 i 451 nmP r | ni gim pl
vrijednostima prisutni su hipsokromni pomatiaksimuma apsorbancije a naj i zr ag
hipsokromni pomak vidljiv je pripH 3i4na369nd. odnosu na pvhesel, 3 i

blagi hipokromni pomak maksimuma apsorbancije pri pH 21 5.
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Da bi se procijenila kiselbazna svojstva ispitivanih spojeva, procijenjene su njihdva p
vrijednosti vodenih otopina iz dobivenih apsorpcijskih krivulja pH titracija. Analiza se bazira
na optil kom odrelivanj u Kk o n)doenetpreka tlengeesenk i s e |

Hassel balchBve jednadgbe:
n o o ‘|'|'—(!%
Vrijednost.i p Ka odrelLene s u ralunanjem iz

sigmoidalne Boltzmanove krivulje (slilG2) te su vrijednosti prikazane u tablici 3.

Tablica 3. Eksperimentalne vrijednoska

Spoj 32 25 26 27 28

pKa | 10,28 (395 nm)| 2,99 (354 nm)| 7,13 (372 nm)| 11,01 (447 nm)| 10,55 (407 nm)
r2 0,986 0,970 0,971 0,900 0,991

Na slici 62 prikazana jeapsorpcijskgoH titracijska krivulja za spof8 iz koje je dobivena

eksperimentalna vrijednosKp u iznosu od 10,55.

1.1

1.04

0.9

0.8

0.7 H

Abs (407nm)

0.6

0.5

0.4 4

0.3 1

0.2 T T T T 1

Slika 62. ApsorpcijskapH titracijska krivulja za sp#8

Na temelju svih dobivenih rezultata ispitivanja spektroskopskih svojstava odabranih spojeva

2528i32kod razlilitih pH vri | emongoes tsie pzuafkelrjau |oidt
Spoj evi pokazuju znal aj ne pr o nprl&kameromjgne kt r os k
pH te su stoga obeilavajulie molekule za pot
odrelivanj e pH Na octpekKitmraom&k opska svojstva zn,

skupina na fenilnom prstenu kao i vrsta supstituenta na NH skupdazoine jezgre.
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5Zakl jul a
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fU ovom radu prir el e (E)2-(38-imidazo4,phipiliceni2iil)-3-s poj ev

fenilakrilonitril 25, (E)-2-(3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il-3-(4-hidroksifenil)akrilonitril 26,
(E)-2-(3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il) -3-(3,4-dihidroksifenil)akrilonitril 27, (E)-2-(3H-
imidazo[4,5b]piridin-2-il) -3-(3,4,5trihidroksifenil)akrilonitril 28, (E)-2-(3-metil-3H-
imidazo[4,5b]piridin-2-il) -3-fenilakrilonitril 29, (E)-3-(4-hidroksifenil)-2-(3-metil-3H-
imidazo[4,5b]piridin-2-il)akrilonitrila 30,  (E)-3-(3,4-dihidroksifenil)-2-(3-metil-3H-
imidazo[4,5b]piridin-2-il)akrilonitril 31, (E)-3-(3,4,5trihidroksifenil)}-2-(3-metil-3H-
imidazo[4,5b]piridin-2-il)akrilonitril 32, (E)-3-(4-hidroksifenil}-2-(3-(4-hidroksifenil)
3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il)akrilonitril 34, (E)-3-(3,4-dihidroksifenil)2-(3-(4-
hidroksifenil}3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il)akrilonitril 35, (E)-2-(6-brom3H-imidazo
[4,5-b]piridin-2-il) -3-fenilakrilonitril 37, (E)-2-(6-brom3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il)-3-
(4-hidroksifenil)akrilonitril 38,  (E)-2-(6-brom-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il)-3-(3,4-
dihidroksifenil)akrilonitril 39, (E)-2-(6-brom-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il)-3-(3,4,5
trinidroksifenil)akrilonitril 40, (E)-2-(6-brom-3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il) -3-
fenilakrilonitril 41, (E)-2-(6-brom-3-metill-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il) -3-(4-
hidroksifenil)akrilonitril 42, (E)-2-(6-brom-3-metill-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il) -3-(3,4-
dihidroksifenil)akrilonitril 43, (E)-2-(6-brom-3-metill-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il)-3-
(3,4,5trinidroksifenil)akrilonitril 44, (E)-2-(6-brom-3-(4-hidroksifenil}3H-imidazo[4,5
b]piridin-2-il) -3-fenilakrilonitril 45, (E)-2-(6-brom3-(4-hidroksifenil}3H-imidazo[4,5
b]piridin-2-il) -3-(4-hidroksifenil)akrilonitril 46, (E)-2-(6-brom-3-(4-hidroksifenil)}3H-
imidazo[4,5b]piridin-2-il) -3-(3,4-dihidroksifenil)akrilonitril 47,  (E)-2-(6-brom-3-(4-
hidroksifenil}3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il) -3-(3,4,5trihidroksifenil)akrilonitril 48.

1 Mikrovalovima potpomognutim eakcipma aminacije iz polaznih spojevaklor-3-

nitropiridina 1 i 5-brom-2-klor-3-nitropiridina2, pr i r e L e n i SuUu amiino sup
5-8.
1 Redukcijom nitro skupine u amino skupinu na piridnskoj jezgri, spdje®agp r i r e L e ni S

o d g o v adramiio supstituirani derivati piridin@-14.

f Reakcijom ciklizacije spojev@-14 s etici j anoacet at omM,gopaxaplkni
cijanometilimidazo[4,5b]piridini 15-20.

1 Aldoln o m kondenzacijom u kojoj pdolk a£2ienicdo
cijanometilimidazo[4,5b]piridinskih derivatal5-20 i odabranih aromatskih benzaldehida

21-24pr i relLeni su akril o+lpitidna2648i deri vat.i i mi
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Strukturesvihnovosi nt et i zi r ani'i®™ pNdR spek@moskppgomyar L' e n e
nekim je spojevima struktura dodatno okarakterizirana i masenom spektrometrijom.
Spojevima2548i spi tana je antioksidativna aktivno
metodama

S obzirom na sve kori gt em potengal tpakazejy 34naj v el
dihidroksi i 3,4,5-trihidroksi supstituirani derivati midazo[4/piridina 27 i 28 koji

nemaju supstituent niti na piridinskoj jezgri niti na N atomu imidazolnog prstesa

znal ajnije aktivniji oksidanda8HTi gt enog standarc
Vel i ki br o] spojeva pokazao je izrageniiju
metode u odosu na standardni antioksidans BHT.

S obzirom na dobivene rezultate, moge se
akrilonitrilni  derivati imidazo[4,5-b]piridina pokazuju jako veliki potencijal kao

potencijalni antioksidansi.

Spektroskopska karakterizacija derivé2?d, 26, 27, 28i 32provedena | e kor
UV/ Vis spektroskopijom priistofjkanpeattaeijima r az |l i | it
lz dobivenih rezultata mogeibsogmOH skipingna 2z n al
spektroskopsksvojsiaispitivanih spojeva

Promjene spektroskopskih svojstava spoj@sa26, 27, 28132, ovi sno o razl i |
vrijednostima otopin@ufera(pH 1 do 13)ispitivanesu UV/spektroskopijom

Na temelju dobivenih rezultatamo gsez a k | jdwal istvii Spoj evi pokaz
promjene spektroskopskih karakteristika prilikom promjene pHte su stdgg [ avaj ul e
molekule za potencijalnu primjenukaofH senzori za odrelivanje

| z dobivenih titracijskih Kaviijedoostjda ke K ®p erei
dodatno utvrditi teorijske vrijednostiK@a konstanti te fega na molekulama na kojima

dolazi do protoniranja/deprotoniranfau d u | i Spoj evi pokazuju vrl
spektroskopskih karakteristika prilikom | ak
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Mima Dr agi |

Novi hidroksi supstituirani akrilonitrili imidazo[4,5 -b]piridina kao potencijalni
antioksidansi i pH senzori

U ovom radu opisana je sinteza nowkrilonitrilnih derivataimidazo[4,5b]piridina, te je

provedeno iispitivanje antioksidativnektivnosti ovih spojevde njihovih spektroskopskih

svojstava kao potencijalnih pH senzofntea novih akrilonitrilnih derivataimidazo[4,5

blpiridina 2548 provedea je k1l asi |l nim reakcijama organsKk
potpomognutim mikrovalovima u nekoliko sintetskih koralkeakcijamanekatalizirane
aminaciiep ol et ni h 2kler&-kittopiridiaala 5-brom-2-klor-3-nitropiridina 2 pod
djelovanjemmikrovalnog zrh e n j a , prrd z lesipsitotraniamiai 5-8. Redukcijom

spojeva 5-8 sa SnCh | Z0H pr i r ediaenima supstiuirani derivatilO-14 koji
reakcijamat e r mctiklokomdenzacijedaju glavre prekursoe, 2cijanometilimidazo[4,5

blpiridine 15-20. U posljednjem koraku sinteze, kondenzacijom odabranih aromatskih
benzaldehida21-24 i 2-cijanometilimidazo[4,5]piridina 1520, uz dodatak apsolutnog
etanol a i pi peridina, pr i 2548.e Struktures svih a kr i |
novosintetiziranih spejv a p ot vHi *@NMVR spektroskopijomdok su struktur@s-

28 okarakterizirane i masenom spektretrijom

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti novosintetiziramikrilonitrilnih derivataimidazo[4,5

b]piridina 25-48 provedeno je primjenom DPRUBTS i FRAP metodeNekoliko ispitanih
spojeva pokazalo je jako izragenu i pobol j g
metode u odnosna standardni antioksidans BHT.

Spektroskopska karakterizacija UV/Vis spektroskopijom u nekoliko organstapala

razlilite polarnosti te u puferi ma526a2z,1 i | it
28i 32 |l z dobivenih rezultat moge se utvrditd.i
odbnosu na kori gtena otjaepdanioas tii . p Nfaerteajr ajzel i

mogul a primjena ovakvog tipa spojeva kao pH

K1 j ul n e aminacjjagiinidazo[4,5b]piridin, akrilonitrili, antioksidativha aktivnost,
DPPH metoda, FRARmetoda, ABTS metoda, UV/VispektroskopijapH senzori
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Mi rna Dragil

New hydroxy substituted acrylonitrile imidazo[4,5b]pyridines as potential

antioxidants and pH sensors

In this paper, the synthesis of new acrylonitrile derivatives of imidazbjpysidines was
described, also the antioxidant activity of these compounds and their spectroscopic properties
as potential pH sensors was investigated.. The synthesis of new acrylonitrile derivatives of
imidazo[4,5b]pyridine 25-48 was performed by classical reactions of organic chemistry and
microwaveassisted reactions in several synthetic steps. By uncatalyzed amination reactions
of the initial reactants, -2hloro-3-nitropyridine 1 and 5bromao-2-chloro-3-nitropyridine 2

under theaction of microwave radiation, various substituted amB8swvere prepared. By
reduction of compounds-8 with SnCh1 20 diamino substituted derivativé§-14 were
prepared, which then gave the main precursergatiomethylimidazo[4b]pyridines15-20

in thermal cyclocondensation reactions. In the last step of the synthesis, in condesation
reaction of selected aromatic benzaldehy2ie24 and 2cyanomethylimidazo[4B]pyridine

15-20, with the addition of absolute ethanol and piperidine, acrylomittérivatives25-48

were prepared. The structures of all newly synthesized compounds were confirthiedrtay

13%C NMR spectroscopy, while structure8528 were also characterized by mass
spectrometry.

Antioxidant activity determination of newly synthegizacrylonitrile derivatives of imidazo
[4,5-b]pyridine 25-48 was performed using DPPH, ABTS and FRAP methods. Several of the
tested compounds showed very pronounced and improved antioxidant activity in all three
methods compared to the standard antioxi&ir.

Spectroscopic characterizatior compound®5, 26, 27, 28 and 32 was performedby using

UV/Vis spectroscopy in several organic solvents of different polarity and in bufiéns
different pH valuesBased orthe obtainedesults it can be determined that the spectroscopic
characteristicare changd significantlyin dependencéo theusedsolvents and bufferwith
different pH values. In this way, the possible use of this type of compounds as pH sensors in

solutions was aafirmed.

Key words: amination, imidazo[4B]pyridine, acrylonitriles, antioxidant activity, DPPH
method, FRAP method, ABTS methddV/ViS spectroscopy, pH sensors
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Prilog 1.

a)'H NMR spektaN-metil-3-nitropiridin-2-amina5
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Prilog 2.

a) 'H NMR spektar 4((3-nitropridin-2-il)amino)fenolaé
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Prilog 3.
a) 'H NMR spektai5-brom:-N-metil-3-nitropiridin-2-amina?
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Prilog 4.

a) 'H NMR spekta#-((5-brom-3-nitropiridin-2-il)amino)fenola8
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Prilog 5.
a) 'H NMR spektaiN*metilpiridin-2,3-diaminal0
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Prilog 6.

a) 'H NMR spekta#-((3-aminopiridin2-il)amino)fenolall
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Prilog 7.
a) 'H NMR spektais-brom-N*metilpiridin-2,3-diaminal3
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Prilog 8.

a) 'H NMR spekta#-((3-amino5-brompiridin-2-il)jamino)fenolal4
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Prilog 9.

a) 'H NMR spektar 23H-imidazo[4,5b]piridin-2-il)acetonitrilal5
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Prilog 10.
a) 'H NMR spektar 23-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il)acetonitrila16
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a) 'H NMR spekta2-(3-(4-hidroksifenil)-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il)acetonitrilal7
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Prilog 12.

a) 'H NMR spektar 26-brom-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il)acetonitrilal8
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Prilog 13.
a) 'H NMR spekta2-(6-brom-3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il)acetonitrila19
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Prilog 14.

'H NMR spektar2-(6-brom-3-(4-hidroksifenil)-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-ol)acetonitrila20
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b) 1*C NMR spektar(E)-2-(3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il) -3-fenilakrilonitrila 25
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b) 1*C NMR spekta(E)-2-(3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il-3-(4-hidroksifenil)akrilonitrila26
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b)**C NMR spekta(E)-2-(3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il) -3-(3,4-dihidroksifenil)akrilonitrila
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Prilog 18.

a)'H NMR spektar(E)-2-(3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il) -3-(3,4,5trihidroksifenil)akrilonitril
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b) 1*C NMR spekta(E)-2-(3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il) -3-(3,4, 5 trihidroksifenil)
akrilonitril 28
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Prilog 19.
a) 'H NMR spektar(E)-2-(3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il) -3-fenilakrilonitrila 29

WMOONOUVWONOWIAVONON <
QORA-TMAINMOONMNOINDN n
CONMANININONOGIN = O ®©N © ©
TCELMAAH000QAYOMNMNMM <
©0 00 00 G0 00 00 60 60 0 W AN NN N N N N <

g5y 48 g
—“ o« [ ] ™
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

5.0
f1 (ppm)

125



3H-imidazo[4,5b]piridin-2-il) -3-fenilakrilonitrila 29

b) 1*C NMR spekta(E)-2-(3-metil

§699°0€ —

40

TOSE'TOT —

09T6°9TT ~
8865°61T —
¥€69°£2T
£969'62T %
08EE0ET
9065°2€1 7
€02T°EET
YIPSbET
IWLT'SHT~
7€98°8bT N
26'8bT
96/T'1ST/

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50
f1 (ppm)

170

Prilog 20.
a) 'H NMR spektar(E)-3-(4-hidroksifenil)-2-(3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-

180

ST/6'9
mmmm.w/
SEEEL
vam.nw
GESEL
€59¢€°L 7
8v66'L
8910°8 V
16608
920T1'8
1611°8
STCT'8
8€ST'8
€ETY'8
L9148
1528
S8¢y'8

0¢6S°0T —

il)akrilonitrila 30

]

=00°¢

8'0

126

‘ ‘
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05
f1 (ppm)

9.0

11.5 11.0 105 10.0 9.5




b) 1*C NMR spektafE)-3-(4-hidroksifenil)-2-(3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-

il)akrilonitrila 30
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b) 1*C NMR spekta(E)-3-(3,4-dihidroksifenil)-2-(3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-

il)akrilonitrila 31
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b) 1*C NMR spekta(E)-3-(3,4,5trihidroksifenil)-2-(3-metil-3H-imidazo[4,5b]piridin-2-
il)akrilonitrila 32
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Prilog 23.
a)'H NMR spektar(E)-3-(4-hidroksifenil)-2-(3-(4-hidroksifenil)-3H-imidazo[4,5b]piridin-
2-il)akrilonitrila 34
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