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Sazetak

Azalidi predstavljaju skupinu makrolidnih antibiotika u ¢iji je makrocikli¢ki laktonski
prsten uveden dusikov atom ¢ime su poboljSana mnoga njihova bioloska svojstva. Najpoznatiji
predstavnik  ove skupine je azitromicin, 9-deokso-9-dihidro-9a-metil-9a-aza-9a-
homoeritromicin A. Azalidi posjeduju brojne slobodne hidroksilne skupine koje su pogodne za
uvodenje raznih supstituenata i sintezu novih spojeva. Uvodenjem zastitnih skupina na pojedina

reaktivna mjesta na molekuli moguce je sintetizirati zeljeni spoj.

U ovom radu opisana je viSestupnjevita sinteza novog azalidnog derivata na uvecanoj
skali. Pripravljeni su prekursori koji ¢e posluziti za pripravu novih potencijalno aktivnih
derivata azalida. U prvom stupnju sinteze, demetiliranjem 9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A na polozaju 3’-N- pripravljen je 3'-N-demetil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritomicin A (2). Uvodenjem benziloksikarbonilne zastitne skupine na dusikove atome,
sintetiziran je 9a,3'-N,N-dibenziloksikarbonil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (3). U
sljede¢em stupnju, reakcijom acetiliranja spoja 3 dobiven je 11,2'4"-O-triacetil-9a,3'-N, N-
dibenziloksikarbonil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (4). Zatim, reakcijom spoja 4 s
etilkloroksoacetatom 1 uz 4-dimetilaminopiridin (DMAP) kao katalizator prireden je 11,2°,4”-
O-triacetil-9a,3’-N, N-dibenziloksikarbonil-12-O-(2-etoksi-2-okso-acetil)-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicin A (5). U posljednjem stupnju sinteze kiselinskog derivata, hidrolizom spoja 5§
pripravljen je 11,2°,4”-O-triacetil-9a,3’-N,N-dibenziloksikarbonil-12-0-oksalooksi-9-deokso-
9a-aza-9a-homoeritromicin A (7). Takoder, katalitickim hidrogeniranjem spoja 5 sintetiziran je
11,2°,4”-O-triacetil-9a,3’-N,N-demetil-12-O-(2-etoksi-2-okso-acetil)-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicin A (8). Strukturna i spektroskopska karakterizacija novopriredenih spojeva

provedena je 'H i 3*C NMR spektroskopijom.

Kljucne rijeci: azalidi, uvecana skala, zastitne skupine, ester, hidroliza



Abstract

Azalides represent a group of macrolide antibiotics whose macrocyclic lactone ring has
a nitrogen atom introduced, which improves many of their biological properties. The best-
known representative of this group is azithromycin, 9-deoxo-9-dihydro-9a-methyl-9a-aza-9a-
homoerythromycin A. Azalides possess numerous free hydroxyl groups that are suitable for the
introduction of various substituents and the synthesis of new compounds. By introducing
protective groups to individual reactive sites on the molecule, it is possible to synthesize the

desired compound.

This paper describes a multi-step synthesis of a new azalide derivative on an enlarged
scale. Precursors have been prepared and they will be used for the preparation of new potentially
active azalide derivatives. In the first stage of synthesis, 3'-N-demethyl-9-deoxo-9a-aza-9a-
homoerythromycin A (2) was prepared by demethylating 9-deoxo-9a-aza-9a-
homoerythromycin A at the 3'-N- position. By introducing a benzyloxycarbonyl protecting
group on nitrogen atoms, 9a,3'-N,N-dibenzyloxycarbonyl-9-deoxo-9a-aza-9a-
homoerythromycin A (3) was synthesized. In the next step, the acetylation reaction of
compound 3 gave 11,2'4"-O-triacetyl-9a,3'-N,N-dibenzyloxycarbonyl-9-deoxo-9a-aza-9a-
homoerythromycin A (4). Then, by reaction of compound 4 with ethyl chloroxoacetate and with
4-dimethylaminopyridine = (DMAP) as a  catalyst, 11,2',4"-O-triacetyl-9a,3'-N,N-
dibenzyloxycarbonyl-12-O-(2-ethoxy-2-oxo-acetyl)-9-deoxo-9a-aza-9a-homoerythromycin A
(5) was prepared. In the last stage of the synthesis of the acid derivative, 11,2',4”-O-triacetyl-
9a,3'-N,N-dibenzyloxycarbonyl-12-0-oxalooxy-9-deoxo-9a-aza-9a (7) was prepared by
hydrolysis of compound 5. Also, 11,2'4"-O-triacetyl-9a,3'-N,N-demethyl-12-O-(2-ethoxy-2-
oxo-acetyl)-9-deoxo-9a-aza-9a-homoerythromycin A (8) was prepared by catalytic
hydrogenation of compound 5. Structural and spectroscopic characterization of the newly

prepared compounds was carried out by 'H and '3C NMR spectroscopy.

Keywords: azalides, enlarged scale, protecting groups, ester, hydrolysis
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1. UVOD



Makrolidi su dobro poznata skupina oralnih antibiotika. Sastoje se od makrociklickog
laktonskog prstena na koji su vezani Seceri. Spadaju u klinicki najznacajnije lijekove, nakon [3-
laktama, koji se koriste za lije¢enje Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterijskih infekcija.
Ova klasa antibiotika se Cesto koristi za lijeCenje infekcija kod ljudi koji su alergi¢ni na

peniciline. Najpoznatiji makrolidi su eritromicin A, klaritromicin i azitromicin. '

Azalidi su skupina makrolidnih antibiotika koja sadrzi dusikov atom u laktonskom
prstenu. Najpoznatiji 1 jedini komercijalni predstavnik ove skupine antibiotika je azitromicin,
otkriven u PLIVINOM istraZivackom institutu. Dobiven je Beckmannovom pregradnjom iz
eritromicin A oksima. Nekoliko hidroksilnih skupina na strukturi azitromicina predstavljaju
mete za supstituciju mnogih razli¢itih reagensa ¢ime je moguce sintetizirati nove spojeve
razli¢itog djelovanja. Azitromicin djeluje tako da inhibira sintezu bakterijskih proteina i
sprjecava rast bakterija. Najveca prednost u odnosu na ostale antibiotike iz skupine makrolida
su njegova neobiCna farmakokinetika, koja se ocCituje visokom raspodjelom u tkivima, te

metabolic¢ka stabilnost i visoka podnosljivost.?

Esterifikacija je reakcija nastajanja estera kondenzacijom alkohola i1 karboksilne
kiseline ili njezinih derivata. Esteri, dobiveni produkti, su ugodnog mirisa pa su svoju upotrebu
pronasli u svakodnevnom zivotu. Reakcija se sporo odvija pri normalnim uvjetima, ali se
ubrzava dodavanjem jako kiselih katalizatora. Predstavlja reverzibilnu reakciju, a reakcija u

suprotnom smjeru naziva se hidroliza.’

Kemijska reakcija hidrolize ukljucuje cijepanje veze u molekuli uz dodavanje molekule
vode, a hidrolizirati mogu esteri, amidi i1 polisaharidi. Konkretno, cijepanjem esterske veze
dobivaju se pocetne molekule karboksilne kiseline i alkohola. Postoje dvije vrste hidrolize, a to

su kiselo i bazno katalizirana.?



2. OPCI DIO



2.1. MAKROLIDI

Makrolidi (makrolidni antibiotici) spadaju u klasu prirodnih ili polusintetskih
antimikrobnih agenasa koje karakterizira prisutnost visoko supstituiranog 12 do 16-¢lanog
makrociklickog laktonskog prstena. Najces¢i supstituenti laktonskog prstena su razli¢iti Seceri.
Klinicki najvazniji makrolidi podijeljeni su prema veli¢ini laktonskog prstena na 14-Clane, 15-
Clane i 16-Clane. Neki od predstavnika 14-Clanih makrolida su eritromicin A i klaritromicin. U
15-Clane spada azitromicin koji je ujedno 1 jedini komercijalni predstavnik. Kod 16-¢lanih
makrolida razlikuju se tilozinska i leukomicin-spiramicinska podvrsta.'** Prvi makrolid, uveden
u klinicku primjenu, je sekundarni metabolit izoliran iz aktinomiceta Saccharopolyspora
erythraea, a ime mu je eritromicin A. Eritromicin A spada u skupinu 14-¢lanith makrolida, a
sastoji se od aglikonskog prstena na koji su vezana dva Secera: amino Seer p-desozamin i
neutralni Seéer L-kladinoza.> Kako bi se prosirilo antibakterijsko djelovanje te poboljsale
farmakokinetika i1 farmakodinamika eritromicina A, s vremenom su sintetizirani njegovi

polusintetski derivati, kao $to je klaritromicin.$

Eritromicin A . -
Azitromicin

Roksitromicin Klaritromicin Diritromicin

Slika 1. Prikaz polusintetskih makrolida dobivenih iz eritromicina A



Makrolidi su Sirokog spektra djelovanja, a svoju antibakterijsku aktivnost primarno
izrazavaju inhibicijom biosinteze bakterijskih proteina. Naime, reverzibilno se vezu na
bakterijske 50S ribosomske podjedinice i blokiraju napredovanje nastaju¢ih proteina kroz
njihov izlazni tunel u biosintezi. Takoder, zaustavljaju stvaranje peptidne veze na peptidil
transferazi. Na taj nain je stopirana sinteza proteina, a to u konacnici dovodi do njihove
smrti.® Makrolidi se isticu dobrim in vivo djelovanjem i ovisno o prirodi mikroorganizma i
koncentraciji lijeka mogu imati bakteriostatsko i baktericidno djelovanje. Djelotvorni su na
aerobne Gram-pozitivne bakterije, kao S§to su npr. Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae 1 Streptococcus pyogenes. Takoder, djeluju 1 na anaerobne bakterije te pojedine
Gram-negativne bakterije, od kojih su poznatije Neisseria gonorrhoeae 1 Haemophilus
influenzae, aina neke intracelularne parazite (Legionella, Mycoplasma i Chlamydia).® Odlikuju
se niskom toksi¢no$¢u, dobrom farmakokinetikom i dobrom apsorpcijom, a najcesce se
primjenjuju za lije€enje infekcija respiratornog trakta, mekih tkiva i koZe 1kod lije¢enja bolesti

genitalnog trakta uzrokovanih Gram-pozitivnim mikroorganizmima.’

U usporedbi s malim molekulama, makrolidi su bolji proton donori i proton akceptori
upravo zbog brojnih slobodnih OH skupina koje su dio strukture. Zbog prisutnosti dusikovog
atoma na desozaminu te na makrolaktonskom prstenu azitromicina, makrolidi su pozitivno
nabijeni u fizioloskom pH podrudju. Stepani¢ i suradnici'® proveli su istraZivanje u kojem su
napravili usporedbu fizikalno-kemijskih svojstava makrolida i malih molekula. Za pocetak se
provjeravala lipofilnost pri ¢emu su dobiveni sliéni rezultati. Sto se tide vezanja na plazma
proteine, makrolidi su pokazali slabiji afinitet prema HAS (““human serum albumin”) i AGP-u
(“a-1-acid glycoprotein’’). Opcenito, vezanje makrolida na oba navedena plazma proteina raste
s lipofilnoS¢u te brojem aromatskih prstenova i atoma halogenih elemenata. Nadalje, makrolidi
posljedica njihove interakcije s fosfolipidnim dijelovima membrane. S obzirom na to, postoji
rizik od fosfolipidoze, kao i loSe propusnosti preko gastrointestinalne membrane te niske
bioraspolozivosti. Nesupstituirani laktonski prsten pokazuje bolji fizikalno-kemijski profil od
supstituiranog 1 od malih molekula. Dodavanjem funkcionalnih skupina laktonskom prstenu,
raste slozenost molekule, a opada njihova sli¢nost s lijekovima. Povecanje veliine i
molekularne sloZenosti ima za posljedicu vecu lipofilnost, izraZenije vezanje na plazma
proteine i fosfolipide. S druge strane, dolazi do smanjenja topljivosti i propusnosti. Provedena
fizikalno-kemijska analiza je pokazala da se, prilikom povecavanja raznolikosti unutar

makrolidnog kemijskog prostora i zadrZavanja slicnih svojstava kao i lijekovi, fokus treba



staviti na nove makrolidne jezgre s relativno malim, ali znac¢ajnim strukturnim modifikacijama

koje utjecu na njihove bioloske znacajke.

Makrolidi Male molekule

Lipofilnost - CHI logD
M > 55 - jako visoka
3 40-55.-visoka :
3 2.5-4.0-visoka srednja |
[ '1-25 - niska srednja
Bl 0.5-1.0-niska

B >99% - jako visoko
B 95-99% - visoko
[ 85-95% - srednje
[ :<=85% - nisko

Vezanje na plazma proteine - AGP

/ ‘ B >95%-visoko
{ O 85-95%- srednje

Makrolidi Male molekule

Vezanje na fosfolipide - CHI IAM

/B >50- visoko
0 <50-nisko

Topljivost u vodi

' <30 pM - niska

| 30-100 M -
a srednja

|0 >100pM -
| visoka

Propusnost umjetne membrane

srednja

\ B <10 nnws - niska
) o 10-200 nnv's -

/ 0 >200nm/s -

7 visoka

O <=85% - nisko

Slika 2. Usporedba fizikalno-kemijskih svojstava makrolida 1 malih molekula



2.2. AZALIDI

Azalidi su skupina polusintetskih makrolidnih antibiotika, 9-dihidro-9a-aza-9a-
homoeritromicina A kod kojih je, uvodenjem dusikovog atoma, proSiren makrolaktonski 14-
Clani prsten u 15-¢lani prsten. To je znacajno poboljSalo aktivnost i farmakoloska svojstva u
usporedbi s klasiénim makrolidima poput eritromicina A.” Najvazniji novi antibiotik 20.
stolje¢a, a trenutno i jedini komercijalni predstavnik navedene skupine je azitromicin. Primjer
je racionalnog medicinsko kemijskog pristupa dizajnu lijekova primjenom klasicnog odnosa
struktura-aktivnost te je postao najprodavaniji brend antibiotika $irom svijeta.>!! Kod 15-¢lanih
azalida razlikujemo dvije podvrste: 9a-azalide, koji ¢e biti opisani u nastavku, 1 8a-azalide koji
su malo manje poznati, a nastali su Beckmannovom pregradnjom'? eritromicin A 9(Z)-oksima,

dobivenog u malim koli¢inama uz eritromicin A 9(E)-oksim.'?

Slika 3. Azitromicin

2.2.1. 9a-Azalidi

Klju¢na reakcija u formiranju azalida utemeljena je tijekom sinteze O-sulfonil derivata
eritromicin A 9(E)-oksima.” Otprije je dobro poznato da sulfonil-kloridi predstavljaju
katalizatore u reakciji Beckmannove pregradnje za prevodenje oksima u amide.’ Prvi pokusaji
sinteze azitromicina bili su usredotoceni na karbonilnu skupinu na poziciji 9 te su tako dobiveni

derivati nazvani 9a-azalidi.'*

Eritromicin A (1) je najvaznija pocetna molekula za pripravu 14-¢lanih polusintetskih
makrolidnih antibiotika. Vazan intermedijer u tim reakcijama je eritromicin A 9(E)-oksim (2)
dobiven reakcijom spoja 1 1 hidroksilamin hidroklorida uz prisutnost slabe baze ili pufera s
obzirom da steri¢ki omedena keto- skupina nije stabilna u kiselom mediju. Reakcija oksima 2
s benzensulfonil-kloridom u smjesi otapala aceton-voda s natrijevim karbonatom dala je kao

rezultat neo¢ekivani produkt. Zeljeni i oekivani produkt Beckmannove pregradnje bio je amid,



no kasnije je rendgenskom strukturnom analizom potvrdeno da je nastao eritromicin-6,9-
iminoeter (3).'* Dobiveni spoj nije pokazivao antibakterijsku aktivnost te je podvrgnut daljnjim
kemijskim reakcijama. Katalitickim hidrogeniranjem uz prisustvo Pt kao katalizatora dobiven
je ciklicki amino-lakton, nazvan 9-deokso-9-dihidro-9a-aza-9a-homoeritromicin A (4).
Ispitivanjem je utvrdeno kako je antibakterijska aktivnost amino-laktona 4 gotovo jednaka
aktivnosti eritromicina A protiv Gram-pozitivnih bakterija, a bolja protiv Gram-negativnih
bakterija. Prema tome, amino-lakton 4 je postao glavni intermedijer u sintezi novih i znacajno
aktivnijih derivata, a posebno za 9-deokso-9-dihidro-9a-metil-9a-aza-9a-homoeritromicin A
(5), ¢ije je genericko ime azitromicin. Posljednji korak u sintezi azitromicina (5) predstavlja
reakcija reduktivnog metiliranja amino-laktona 4 uz formaldehid 1 mravlju kiselinu (Shema

1).15

(i)

(ii

Shema 1. Sinteza azitromicina. Reagensi i reakcijski uvjeti: (i) NH,OH, (ii) R-SO,Cl, baza,
(iii) H2/Pt, (iv) CH20, HCOOH



Azalidni spojevi imaju veliki broj funkcijskih skupina koje mogu biti supstituirane ili

zamijenjene, a na slici 4 su one i naglasene.

Slika 4. Struktura azalida s oznagenim vezujuéim skupinama*

S druge strane, provodenjem Beckmannove pregradnje 9(E)-oksima (2) u eteru uz
prisutnost piridina na -45°C nastala je smjesa 6,9-iminoetera (3) i 9,11-iminoetera (6).'® Pri
temperaturi od 0°C do 5°C 1 u istim reakcijskim uvjetima doSlo je do nastanka 9a-laktama (7)

koji je slabije antibakterijske aktivnosti u odnosu na ciklicki amin 4.'6

Shema 2. Produkti Beckmannove pregradnje eritromicin A 9(E)-oksima. Reagensi i reakcijski

uvjeti: (i) R-S02Cl, NayCO3, 0-5°C, (ii) R-SO,Cl, piridin, -45°C, (iii) R-SO.Cl, piridin, 0-5°C



2.2.2. Derivati azalida te njihova reaktivnost i stabilnost

2.2.2.1. N-supstituirani derivati azalida i azitromicin

Sinteza  9-deokso-9-dihidro-9a-aza-9a-homoeritromicina A (4) (amino-lakton)
predstavlja pocetnu tocku u razvoju nove klase spojeva koja je supstituirana na polozaju 9a. Od
svih sintetiziranih derivata, najbolju antibakterijsku aktivnost pokazao je 9a-N-metil-derivat,
poznatiji pod imenom azitromicin, otkriven od strane PLIVINIH znanstvenika 1980. godine.'?
Azitromicin je bio sintetiziran u obliku bezvodnog derivata, a kasnije su pripremljene razlicite
kristaliniéne forme te je utvrdeno da je najstabilniji u obliku dihidrata.” Spomenuti
novosintetizirani azalid posjeduje poboljSanu stabilnost u kiselom mediju 1 malo smanjenu
akutnu toksicnost u usporedbi s eritromicinom A. Njegov Sirok spektar aktivnosti pokriva sve
bakterije koje su ,krivci® za infekcije respiratornog trakta, uklju¢uju¢i Haemophilus influenzae
1 Moraxella catarrhalis. Pokazao je Cetiri puta bolju aktivnost od eritromicina A protiv
Haemophilus influenzae 1 Neisseria gonorrhoeae 1 dva puta bolju aktivnost od Branhamella
catarrhalis, Campylobacter i Legionella sp."” Uz to, zamjetno je veée oralne bioraspoloZivosti,
duZeg vremena poluZivota, ve¢ih koncentracija u tkivima i rjedih nuspojava.'® Jedna od vaznijih

prednosti, kojom se isti¢e pred ostalim makrolidima, je kraée vrijeme lije¢enja.'’

Kao S§to je reakcijom reduktivnog metiliranja pripremljen 9a-N-metil derivat 5, na isti
nacin, ali uz acetaldehid, moguce je prirediti 9a-N-etil derivat. S ciljem sprjeCavanja nastanka
kvaterne amonijeve soli, neki N-alkil supstituirani derivati pripremljeni su reakcijom
odgovarajuceg alkil-halogenida 1 N-hidroksi derivata, koji se prethodno dobiva reakcijom
amina s vodikovim peroksidom (Shema 3).2° Novi N-derivati prevedeni su u N-alil derivat, a
on je katalitickom hidrogenacijom dalje preveden u N-propil derivat 10a. Provedenim
istrazivanjem je dokazano kako nijedan od ovih derivata nije pokazao bolju bioloSku aktivnost
od azitromicina. Druga metoda priprave N-supstituiranih laktama bazira se na primarnoj
oksidaciji imino-etera do N-oksida Secerne dimetilamino skupine, nakon koje slijedi reakcija s

alkil-halogenidima i kona¢na hidroliza kojom se dobiva produkt.’
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R, = -CH=CH,,
-C=CH

Shema 3. Sinteza 9a-(N)- supstituiranih derivata 9-deokso-9-dihidro-9a-aza-9a-
homoeritromicina A. Reagensi i reakcijski uvjeti: (i) H2O», (ii) RCH2Br, KoCOs, (iii)
Hby/katalizator, ili PhsP, (iv) Ha, Pd/C

Primjenom gore opisane reakcije na akrilonitril takoder je moguca priprava N-aminoalkilnih
derivata (Shema 4). Cijano-alkilni derivat 11 pripravljen je Michaelovom adicijom akrilonitrila
na pocetnu molekulu 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (4). Nakon toga, slijedi
modificirana reakcija katalitickog hidrogeniranja spoja 11, uz platina(I'V) oksid kao katalizator,

¢ime je dobiven 9a-(3-aminopropil) derivat 12.
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Shema 4. Sinteza N-aminoalkilnog derivata 12. Reagensi i reakcijski uvjeti: (i) akrilonitril,

refluks, 16-19 h; (ii) PtO,, EtOH, s. t., 4-5 atm, 48—-72 h

Neki makrolidi, a medu njima 1 azitromicin, pokazuju protuupalna svojstva. Sintetiziran
je veliki broj 9a-N-supstituiranih derivata azalida koji su povezani sa steroidnim i nesteroidnim
protuupalnim podjedinicama, a prikazani su na slici 5. Takvi derivati najéesce su pripremljeni
iz amina ili aminometilenskog lanca, N-supstituiranog na aglikonski prsten, kako bi se

poboljsalo usmjereno djelovanje na upalne stanice.?!

Slika S. 9a-N-supstituirani azalidi s protuupalnim djelovanjem
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Takoder, razliCiti N-supstituirani spojevi dobiveni su reakcijom 9a-azalida s
odgovarajuéim izocijanatima i izotiocijanatima u toluenu kao otapalu te su tako dobiveni
tiokarbamoil 1 izotiokarbamoil derivati. Neki od tako sintetiziranih spojeva pokazuju

antibakterijsku aktivnost, ali losiju od azitromicina.?

Shema 5. Sinteza 9a-(N)-karbamoil 1 tiokarbamoil-derivata

2.2.2.2. O-supstituirani azalidni derivati

Azitromicin u svojoj strukturi posjeduje pet hidroksilnih skupina. Na aglikonskom
prstenu smjestene su dvije tercijarne 1 jedna sekundarna hidroksilna skupina dok se na Secerima
nalaze dvije sekundarne skupine. Najreaktivniju hidroksilnu skupinu predstavlja ona na
polozaju 2' na desozaminu. Prvi pripremljeni O-supstituirani derivati bili su esteri pri ¢emu su,
uz acetanhidrid i piridin, acetilne skupine uvedene na polozaj 11 na aglikonskom prstenu, 2' na
prije spomenutom desozaminu i 4" na kladinozi. Takoder, reakcijom azitromicina ili njegovih
diacetil-derivata s etilen karbonatom i kalijevim karbonatom dobiveni su 11,12-karbonati 18
prikazani na slici 6. Uvedene acetilne skupine mogu se vrlo lako hidrolizirati u metanolu. Iako
na jednostavan nacin pripremljeni, svi sintetizirani esteri 1 karbonati nisu pokazivali bolje
antibakterijsko djelovanje na Gram-pozitivne bakterije od eritromicina A. Bolja aktivnost je

jedino uocena kod djelovanja na Gram-negativne bakterije.”
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Slika 6. Struktura azitromicin 11,12-karbonata

Neki od 4"-arilalkil estera i karbamata sintetizirani su na pocetnom 8a-laktamu te su
takvi derivati pokazali dobro antibakterijsko djelovanje na soj Streptococcus pneumoniae,
rezistentan na azitromicin. S druge strane, derivati, pripremljeni na izomernom 9a-laktamu, nisu

pokazivali znacajnu aktivnost.?*

Proucavajuc¢i dobivene estere, zakljuCeno je kako se esterska veza cijepa u bioloSkim
teku¢inama pa se istraZzivanje usmjerilo na etere. Prema tome, slijedila je sinteza 6-O-metil
derivata azitromicina uvodenjem benziloksikarbonilne zastitne skupine na polozajima 2'-O- 1
3'-N-desozamina. StoviSe, benziloksikarbonilna skupina predstavlja jednu od najéesée
koristenih zastitnih skupina na dusSikovim atomima, ali i na hidroksilnim skupinama. Zatim,
zastiCeni derivat 20 je podvrgnut metiliranju s metil-jodidom uz natrij hidrid u kombinaciji
otapala DMSO/THF ili u ¢istom DMF-u.?’ Nazalost, prema dobivenim analizama je utvrdeno
kako nije nastao Zeljeni derivat, ve¢ su, umjesto njega, nastali 11-O- 1 12-O-metil derivati uz
malu koli¢inu di- ili tri-metiliranih produkata 21 (Shema 6). Ti spojevi su kataliticki
hidrogenirani kako bi se maknule zastitne skupine, a nakon toga ponovo je uveden metil na 3'-
N- uz formaldehid i mravlju kiselinu daju¢i spoj 22. Nadalje, istraZzivanjem je dokazano da
prilikom metiliranja na poloZaju 6-O- dolazi do otpadanja Secera kladinoze. Antibakterijsko
djelovanje 11-O-metil derivata gotovo je jednako djelovanju azitromicina, dok je djelovanje
12-O-metil derivata slabije. Kako se povecava stupanj metiliranja, tako opada antibakterijsko

djelovanje.?¢
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(ii)

22a:R, = CH,, R, =H, Ry =H
22b:R, =H, R, =CH,, R, =H

22¢: R, = CHy, R, = CHy, Ry =H
22d: R, = CHj, R, = CH,, R, = CH,

Shema 6. Sinteza O-metil derivata. Reagensi i reakcijski uvjeti: (i) PhACH>,OCOCI, NaHCO3,
(i) CH3l, NaH, (iii) Hz, Pd/C, (iv) CH.O, HCOOH

Takoder, provedene su sinteze mono-, di- i tri-metil derivata 9-deokso-9-dihidro-8a-metil-8a-
aza-homoeritromicina A. S obzirom na poteskoce pri metiliranju 6-O- polozaja na azitromicinu,
sinteza 6-O-metil-9a-azalida 1 6-O-metil-8a-azalida kre¢e iz klaritromicina (6-O-metil-
eritromicin A). Dobiveni su E i Z oksimi koji su, reakcijom s tosil-kloridom u eteru i piridinu,
prevedeni u odgovarajuce iminoetere. Redukcijom iminoetera i reduktivnim metiliranjem 9a- i
8a-amina pripremljeni su N-metilirani 6-O-metilni derivati. Beckmannovom pregradnjom E-
oksima u smjesi vode i acetona dobiven je 6-O-metil derivat 9a-laktama. PLIVINI istrazivaci
su takoder otkrili 1 novi postupak za selektivno metiliranje na poloZaju 11-O- koriStenjem

diazometana uz prisustvo katalizatora. Provedena antibakterijska ispitivanja 6-O-metilnih
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derivata pokazala su smanjenu aktivnost u odnosu na 11- i 12-O-metilne derivate. Op¢enito, O-

metilni derivati 8a-azalida slabije su aktivnosti od 9a-azalida.”?’

Jos jedna supstitucija, koja se pojavljuje na azalidima, je ona gdje se klorokin uvodi na
polozaj C-2'na desozaminu. Dakle, rije¢ je o razvoju antimalarijskih spojeva iz skupine azalida.
S ciljem nadvladavanja rezistentnih malarijskih parazita, osmisljena je i razvijena strategija
hibridnih molekula. Potaknuti ozbiljnos¢u Siroko rasprostranjene parazitske bolesti kod ljudi,
malarije, Pesi¢ i suradnici®® pripravili su 19 novih, stabilnih i topljivih spojeva iz reda azalida
razli¢itih kinolinskih supstituenata kovalentno vezanih na C-2' preko aminoalkilnog linkera.
Kao polazne molekule, koriSteni su makrolidni antibiotici, prvenstveno azitromicin, koji je
pokazao in vitro 1 in vivo aktivnost u profilaksi malarije, a 1 u lijeCenju. U ovom dizajnu,
nastojalo se kreirati makrolidne spojeve koji ¢e biti aktivni u lijeCenju malarije, a pritom ¢e
zadrzati dobra farmakokinetska svojstva azitromicina. Takoder, takvi spojevi ne bi bili

antibakterijski aktivni te tako ne bi utjecali na Sirenje antibakterijske rezistentnosti.

Ity,, 0
R, =H, o-L-kladinozl = %UH

“h—

Q
Ry= M-NH, M-’H‘[r’“‘f"m'_
0o
R N I PN
’ v A
o H oo T Q
Ri=H, 1

Slika 7. Shematski konceptualni prikaz novog azalid-kinolin derivata®®

Opceniti sintetski pristup kre¢e od formiranja odgovaraju¢eg funkcionaliziranog 1
zaStienog azalidnog derivata koji ¢e dozvoliti transformacije na C-2' poloZaju, a takav je 2'-O-
(3-aminopropil) derivat 27, vrlo vazan intermedijer.”® Pogetnu molekulu na ovom sintetskom
putu predstavlja 9-deokso-9a-metil-9a-aza-9a homoeritromicin A (azitromicin) 5. S obzirom na
veliku aktivnost 2'-OH skupine, potrebno je uvesti zaStitnu skupinu koja se kasnije selektivno
uklanja. Takoder, zaSticuju se 11-OH i 12-OH skupine s DMA/DMA reagensom, koji se koristi
u blagim uvjetima transacetilacije bez potrebe za kiselom katalizom, te je posljedi¢no dobiven
ciklicki amino acetal 23. Sljede¢i korak je reakcija s acetanhidridlom uz DMAP (4-

dimetilaminopiridin) kako bi se zastitile hidroksilne skupine na C-2' i C-4", a nakon toga je
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odmah C-2' selektivno deacetiliran u metanolu te je nastao spoj 24. Zatim je slijedila reakcija s
akrilonitrilom uz natrij hidrid te je naknadnom redukcijom cijanoetila dobiven primarni amin
26 dok se istovremeno zastitni cikli¢ki acetal preveo u acetilnu skupinu. Kona¢nom hidrolizom

spoja 26 nastao je Zeljeni intermedijer 27.%

Shema 7. Sinteza 2'-O-(3-aminopropil)-9-deokso-9a-metil-9a-aza-9a-homoeritromicina A
(27). Reagensi i reakcijski uvjeti: (i) DMA/DMA, kloroform, refluks, (ii)) AccO, DMAP, TEA,
DCM, s.t., (iii) MeOH, s.t., 45°C, (iv) akrilonitril, NaH, +-BuOH, (v) Hz, PtO, AcOH, (vi)
LiOH, MeOH/H-0O

Nakon pripremljenog azalidnog derivata, bilo je potrebno pripremiti i1 kinolinske supstituente
te je, komercijalno dostupan, 4,7-diklorkinolin regioselektivno preveden u 7-klor-4-
(supstituirane)-aminokinoline kako bi jednostavnije doSlo do njihove medusobne reakcije.
Karakteristi¢no svojstvo azalida, a i ostalih makrolida je razgradnja glikozidne veze u vodenom
kiselom mediju, a rezultat toga je gubitak SeCera kladinoze. Pripremljeno je i nekoliko

dekladinozilnih derivata kako bi se istrazilo ima li taj gubitak utjecaj na biolosku aktivnost.*®
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29 R, = a-L-kladinozil, R, = CI:| (i)
(i) 30 R, = o-L-kladinozl, R, = H
—

31R,=H,R,=Cl

Shema 8. Sinteza novih 4-aminokinolinskih derivata 15-¢lanih azalida. Reagensi i reakcijski

uvjeti: (i) DIPEA/DMSO, (ii) Ho/Pd/C, (iii) H", H2O

Daljnja istraZivanja kemijske stabilnosti, topljivosti 1 stabilnosti u otopini provedena su na
derivatu 29. Tako je otkrivena visoka stabilnost u pH podruc¢ju 5-6 dok kod pH 1.5-3 dolazi do
degradacije, odnosno do gubitka kladinoze.?*?! Takoder, dokazana je stabilnost u razli¢itim
otapalima 1 pri razli¢itim temperaturama. Antimalarijsko djelovanje, provedeno za sve
sintetizirane derivate, ispitivano je na dva razli¢ita soja P. falciparum, a rezultati, iskazani kao
ICso vrijednosti, pokazali su poboljSano in vitro djelovanje u odnosu na azitromicin. Ipak,
najbolju aktivnost pokazuju derivati koji sadrze oba Secera i 4-amino-7-klorkinolinski
supstituent. Aktivnost se smanjuje prilikom zamjene klorovog atoma s vodikom na kinolinu te
gubitkom kladinoze. S druge strane, adicijom kinolinskih supstituenata potpuno je uklonjena
antibakterijska aktivnost takvih novih derivata $to ukazuje na iznimnu vaznost C-2' polozaja

pri ciljanom vezanju na ribosome.?

2.2.2.3. Supstitucije na C-4"' poloZaju

Nakon najreaktivnije hidroksilne skupine na C-2' desozamina, slijedi hidroksilna
skupina na C-4" kladinoze koja je druga po redu za moguce supstitucije. IstraZivanja su
provedena na nacin da se C-2' prethodno zastiti uvodenjem acetilne skupine.** Hidroksilna
skupina na C-4" oksidirana je Moffat-Pfizerovom metodom koja je rezultirala dobivanjem 4"-
okso- derivata. Dobiveni derivat podvrgnut je oksimiranju, a onda reduciranju te je krajnji
produkt bila smjesa epimera 4"-amino derivata azitromicina 32. In vivo iin vitro antibakterijsko
djelovanje 4"-amino derivata 32, pogotovo protiv Gram-negativnih mikroorganizama, pokazalo

se gotovo jednakim azitromicinu i boljim od eritromicina A.**
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Slika 8. 4"-amino- derivat azitromicina

Daljnjom reakcijom derivata s Grignardovim reagensom u DMF-u uveden je dodatni
ugljikov atom na polozaju 4". PLIVINI znanstvenici vezali su steroidni dio na 4"-C-
supstituirane epoksi-azalide s ciljem dobivanja protuupalnih spojeva 33 koji ¢e dominantno

djelovati na mjestu upale.**

33

Slika 9. Struktura potencijalnog protuupalnog 4"-C-tetrametilendiamino-

steroid-supstituiranog azalida

Nadalje, pokusalo se primijeniti metodu razvijenu za sintezu 4"-supstituiranih derivata
klaritromicin-benzoksaborol na sintezu odgovaraju¢ih derivata azitromicina.*> Nakon zastite 2'-

OH acetiliranjem, slijedila je reakcija s N,N'-karbonildiimidazolom (CDI) uz grijanje i
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prisutnost trietilamina kojom se dobiva aktivirani imidazolni derivat azitromicina, 2'-O-acetil-
4"-O-(1H-imidazol-1-karbonil)-9-deokso-9-dihidro-9a-metil-9a-aza-9a-homoeritromicin ~ A.
CDI se ne koristi samo kao zastitna skupina, ve¢ i kao aktiviraju¢a skupina za uvodenje
benzoksaborola. Dobiveni derivat tretira se s jakom bazom kao §to je diaminoetan ili 1,3-
diaminopropan uz DBU te je rezultat formiranje aminoalkilkarbamoilnog derivata. Naknadno
aciliranje s benzoksaborolnom kiselinom i pri standardnim uvjetima (DCC, HOBt) daje seriju
acilaminoalkilbenzoksaborol derivata.’® U usporedbi s azitromicinom, 4"-supstituirani
benzoksaborolni derivati pokazuju slabije djelovanje protiv Gram-pozitivnih bakterija nego
protiv Gram-negativnih. Prisutnost acetila na polozaju 2', kao 1 11,12-ciklickog karbonata nema

utjecaja na antibakterijsku aktivnost.*’

0. _OH o
HO — o OH \
$ Rog N—
0% a) DCC, DMF P 0T
b) MeOH ‘0
o \
0
0\(O
H
HN
o
34 35 "

36
R=Ac(a),H(b);n=23

Shema 9. Sinteza benzoksaborolnog derivata azitromicina

Takoder, postoji jo§ jedan koncept koji poboljSava svojstva makrolida. Radi se o vezanju
kinolona kao supstituenta na poloZaj C-4" kladinoze. Tako je dobivena nova klasa makrolidnih
antibiotika nazvana makroloni.®® Makroloni su sastavljeni od makrolaktonskog prstena i
slobodne ili esterificirane kinolon 3-karboksilne skupine medusobno povezanih preko linkera.
Istrazivanja pokazuju kako su makroloni izvrsnog antibakterijskog djelovanja protiv klju¢nih
eritromicin A rezistentnih Gram-pozitivnih 1 Gram-negativnih bakterijskih sojeva.
Usporeduju¢i s azitromicinom ili kinolonima, ve¢ina tako dobivenih derivata posjeduje
poboljsano i superiorno in vitro djelovanje na rezistentne respiratorne patogene. S obzirom na

njihovu fleksibilnu strukturu, vrlo su dobri kandidati za moguce viSestruke interakcije s
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ribosomom. Na kraju, makroloni imaju veliki volumen distribucije i dugacko vrijeme
poluzivota, §to je u skladu s propisanim doziranjem jednom dnevno. No, nije jo§ dokazano je li
ribosom njihovo ciljano mjesto djelovanja ili inhibiraju sintezu proteina. Relativno su novi

derivati s velikim potencijalom te je potrebno provesti jo§ dodatna istrazivanja.*’

Linker / gﬂ%ﬁl\
NTX

Malorolid annlun

Slika 10. Shematski prikaz molekule makrolona3®

2.2.3. Biolosko djelovanje

Slicno kao 1 kod ostalih makrolidnih antibiotika, 1 kod azalida je glavni mehanizam
djelovanja inhibicija sinteze bakterijskog proteina vezanjem na 50S podjedinicu ribosoma.*’
Brzina prolaza azitromicina kroz neionizirani oblik membrane je velika 1 to moze biti razlog
poveéanju njegove antimikrobne aktivnosti u luznatom pH podruéju.*! Azitromicin se veZe u
blizini centra peptidil transferaze na 23S rRNA na izlazni tunel rastu¢ih proteina te ga
djelomi¢no zacepljuje.*? Dusik, umetnut u laktonski prsten, nema izravan doprinos vezanju
azitromicina na ribosom, ali ova modifikacija mijenja konformaciju laktonskog prstena
dovoljno da dode do induciranja novih kontakata. Jedna molekula azitromicina veze se na dvije
domene 23S podjedinice TRNA pa se moZe smatrati inhibitorom ribosoma s dvojnim
vezanjem.*? Takoder, moguée je istovremeno vezanje dviju molekula azitromicina na izlaz

tunela, a dodatne interakcije druge molekule s dva proteina pojasnjavaju snaznu aktivnost protiv

rezistencije.*’
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Rastuéi

Azitromicin A mjesto PR polipeptidni lanac
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Slika 11. Shematski prikaz mehanizma inhibicije translacije mRNA%

Takoder, azitromicin pokazuje protuupalno djelovanje. Kao primjer pokazano je da reducira
ekspresiju TNF-o mRNA i vezanje NF-kB DNA u stanicama humane cisti¢ne fibroze.** Uz
spomenut Sirok spektar aktivnosti, njegova minimalna inhibicijska koncentracija (MIC) za 90
% sojeva bakterija Escherichia, Salmonella, Shigella 1 Yersinia iznosi < 4 ng/mL, §to je znatno
bolje u usporedbi s vrijednoséu eritromicina A koja iznosi od 16 do 128 pug/mL.* Testovi,
provedeni na Zivotinjama, pokazuju kako je azitromicinom moguce oc€istiti klamidiju, ali ju nije
moguée potpuno eliminirati iz slijepog crijeva unutar iste Zivotinje.*® In vivo testovi pokazali
su manju toksi¢nost azitromicina u odnosu na eritromicin A. Naime, vrijednost LDso za

azitromicin je 825/10000 mg/kg, a za eritromicin je 360/4000 mg/kg.*’

2.2.4. Rezistentnost azalidnih antibiotika

Mikroorganizmi su razvili nekoliko mehanizama kojima su stekli rezistentnost na
razliite vrste antibiotika, ukljucujuci i azalidne, a to predstavlja velik problem u lijjecenju
infektivnih bolesti.*® Rezistentnost na azalidne antibiotike javlja se zbog modifikacije ciljanog
mjesta vezivanja na ribosomu metiliranjem ili mutacijom, smanjenog unosa molekula
antibiotika, biokemijske inaktivacije molekule azalida i1 aktivnog izbacivanja molekula
antibiotika iz stanice tzv. efluks pumpom.*’ Takoder, pretpostavlja se da je hidrofobna priroda
makrolida temeljni uzrok intrinzi€ne otpornosti na ve¢inu antimikrobnih sredstava. Porodica
rRNA metiltransferaza, predstavljena kao Erm enzimi, odgovorna je za razvoj bakterijske
rezistentnosti na antibiotike zbog metiliranja na 23S rRNA koje sprjeava vezanje lijeka i

bakterija tako postaje rezistentna.’’>! Rezistentnost, s obzirom na metiliranje, moZe biti
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konstitutivna ili inducibilna. Inducibilnom rezistencijom bakterijska ekspresija gena pocinje
ulaskom antibiotika u stanicu, a rezultat toga je slaba rezistentnost na azalide, a i opéenito
makrolidne antibiotike. Pri konstitutivnoj rezistenciji, proizvodnja metilaze tece bez indukcije

ili stimulacije antibiotika izazivajuéi jaku unakrsnu rezistenciju na makrolide.>?

2.3. REAKCIJA ESTERIFIKACIJE

Esterifikacija predstavlja reakciju nukleofilne acilne supstitucije koja karboksilnu
kiselinu ili njezine derivate, kao npr. kiselinske kloride, anhidride i amide, uz alkohol, prevodi
u ester, a toc¢an naziv joj je Fischerova esterifikacija. Reakcija je reverzibilna, a u suprotnom
smjeru odvija se hidroliza estera. Ester je spoj kiseline i alkohola koji nastaje uz gubitak vode.
Takoder, moguce je sintetizirati drugi ester iz prvog nastalog estera kada on reagira s novim
alkoholom, a tada je rije¢ o reakciji transesterifikacije. Kao zanimljivost navodi se kako se
alkoholna skupina lijekova loSeg okusa Cesto prevodi u ester da bi se poboljSao okus. U vecini

slu¢ajeva ester ima bolji okus i miris od slobodnog alkohola.?

I Ht I
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Shema 10. Opceniti mehanizam reakcije esterifikacije

Zbog svog ugodnog mirisa koriste se u proizvodnji sapuna, parfema, poliestera kao i
sintetickih aroma te kozmetike. Takoder, koriste se u proizvodnji lakova, boja te otapala, a
prevodenjem u esencijalne polimere i poliestere, pronasli su svoju primjenu u tekstilnoj
industriji, izradi folija 1 proizvodnji plastiénih masa. Najpoznatiji ester, kao dobro otapalo za

mnostvo spojeva, je etil-acetat ¢ija je otrovnost, u usporedbi s drugim otapalima, jako mala.>>

Esterske veze prisutne su u vecini bioloSkih molekula, ali su odsutne u ,,skladiStu®
genetskih informacija (DNA/RNA) i u funkcionalnim biopolimerima (proteinima).>**> Moguéi
razlog je u stabilnosti navedenih biomolekula pa je eliminirana prisutnost esterske funkcionalne
skupine kao posljedica njihove hidroliticke labilnosti.’® Opéenito, esteri su klju¢ne vezne

skupine (,,linkeri®) u mnogim primarnim lipidnim metabolitima, ali i u nekim sekundarnim,
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osobito makrociklickim laktonima koji pripadaju klasi ciklodepsipeptida i poliketida.®’ Usprkos
tome Sto je vrlo jednostavna reakcija, stvaranje esterske veze ¢esto €ini sintetski put izazovnim
kada je u pitanju priprema kompleksnih prirodnih spojeva.’® Razni metaboliti, poput vaznog
neurotransmitera acetilkolina, terpenoida (Taxol) te poliketida (eritromicin A, azitromicin),

sadrze estersku funkcionalnu skupinu unutar svoje strukture.>’

Slika 12. Primjeri prirodnih spojeva koji u svojim strukturama sadrze estersku vezu (Taxol

(lijevo), acetilkolin (sredina), eritromicin A (desno))>*

Postoji nekoliko razli¢itih vrsta esterifikacije, odnosno nacina na koji nastaje esterska
veza. Prvi nacin je reakcija alkohola s kiselinskim halogenidima. Tako se kiselinski kloridi,
zbog svoje jake elektrofilnosti, pojavljuju kao privlacni intermedijeri kod nastajanja stericki
ometanih esterskih veza.®® No, pri ovoj strategiji se pojavljuje nekoliko ograni¢enja. Pri
formiranju kiselinskih klorida potrebni su reagensi kao $to su benzoil-klorid, tionil-klorid 1
oksalil-klorid koji generiraju klorovodi¢nu kiselinu kao nusprodukt Sto moze nastetiti
reaktantima u reakcijskoj smjesi.®' Jednom formirani kiselinski kloridi, skloni su hidrolizi, kao
1 racemizaciji preko ketenskog intermedijera pri bazi¢nim uvjetima (Shema 11). Prema tome je
koriStenje kiselinskih klorida ograni¢eno na povezivanje ili funkcionaliziranih N-zaStiCenih
aminokiselina ili malih fragmenata koji su stabilni pri kiselim uvjetima.®> Kao rjeSenje
spomenutog problema spominje se aktivacija karboksilne kiseline uvodenjem fluora, odnosno
formiranjem kiselinskih fluorida.®® Takvi spojevi su manje osjetljivi na vlaznu atmosferu i, $to

je najvaznije, prikladni su za funkcionalne skupine koje su nestabilne u kiselim uvjetima.®*
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Shema 11. Racemizacija acil-klorida preko ketena kao intermedijera
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Nadalje, jedni od najcesc¢e koriStenih uvjeta za formiranje esterske veze ukljucuju N-N'-
cikloheksilkarbodiimid (DCC) i DMAP kao reagense.®> Princip ove reakcije je preko O-
acilizouree, kao intermedijera, formirati acetanhidrid koji ¢e dalje reagirati s alkoholom 1 tako
ée nastati ester.’®%” Zatim, Yamaguchi esterifikacija razvijena je od strane istoimenog
istrazivaCa 1 njegovih suradnika, a rije¢ je o formiranju esterske veze reakcijom alkohola i
odgovaraju¢ih anhidrida dobivenih iz 2.4,6-triklorbenzoil-klorida 1 karboksilne kiseline.
Trietilamin je koristen kao baza, a tetrahidrofuran kao otapalo.® Sljedeca vrsta esterifikacije je
Mitsunobu povezivanje.®® Mitsunobu reakcija omoguéuje pretvaranje hidroksilnih skupina u
razli¢ite funkcionalnosti, S§to ukljucuje 1 estere. Za razliku od Sirokog spektra koristenih
reagenasa za esterifikaciju, gdje se karboksilna kiselina aktivira za nukleofilni napad alkohola,
u Mitsunobu reakciji je obratno. Tu dolazi do aktiviranja alkohola za nukleofilni napad

kiseline.®®

To je postignuto wuz fosfin, najceSce trifenilfosfin, kao reagens i
dialkilazodikarboksilat, obi¢no diizopropilazodikarboksilat (DIAD) ili dietil azodikarboksilat
(DEAD).”® Na kraju, posljednji primjer nastajanja esterskih veza je preko ketena kao
intermedijera. Keteni su visoko reaktivni intermedijeri, najceS¢e generirani in situ te odmah
,»zarobljeni* od pogodnog sredstva kako bi se dobilo mnostvo zanimljivih spojeva i1 gradivnih
blokova.”!7? U totalnoj sintezi, najées¢e koristeni ketenski intermedijeri su kiselinski keteni ili

oksoketeni ¢ime nastaju S-keto esteri ili f-keto laktoni.”®

2.3.1. Acetiliranje

Reakcije esterifikacije najées¢e su ostvarene acetiliranjem s acetanhidridom u prisutnosti
bazi¢nog ili kiselog katalizatora. KoriStenje acetanhidrida ima prednost u tome Sto pri reakciji
s odredenim alkoholom ne dolazi do nastajanja vode koja bi dalje posluzila za hidrolizu nastalog
estera.” Kao §to je i prije navedeno, acetilne skupine predstavljaju najéesée koristene zastitne
skupine gdje, vezanjem na kisik iz OH skupine, stvaraju estersku vezu. Obi¢no su stabilne pri

kiselim 1 oksidacijskim uvjetima, a ukloniti se mogu pri bazicnim ili reduktivnim uvjetima.
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Prednost acetilne skupine u usporedbi s drugim acilnim skupinama, kao S§to su benzoilne i
pivaloilne skupine, je njezino jednostavno uvodenje na stericki ometene hidroksilne skupine i
vrlo lako uklanjanje s obzirom na malu veli¢inu molekule.”> Najéesce koristeni katalizator u

spomenutoj reakciji je DMAP, no ova reakcija se moze odvijati i bez katalizatora.”®
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Shema 12. Mehanizam reakcije acetiliranja

2.3.2. Esterifikacija u sintezi makrolaktonskog prstena

Makrolaktonizacija predstavlja efektivnu 1 popularnu  metodu u sintezi
makrolaktonskog prstena. Postupak je baziran na laktonizaciji odgovarajucih seko-kiselina, a
odvija se spontano u kiselim uvjetima. Najcesce koriStene metode pri sintezi makrolaktonskog
prstena su Corey-Nicolaou, Shiina, Keck-Boden, Mukaiyama te ranije spomenute Yamaguchi i
Mitsunobu metode.”” Shiina i suradnici izvjestili su kako se 2-metil-6-nitrobenzojev anhidrid

(MNBA) pokazao kao efektivan reagens za formiranje estera i makrolaktonskog prstena.’®
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Dakle, zeljeni ester dobiva se uz suviSak MNBA i karboksilne kiseline te u kombinaciji s 10

mol % DMAP u bazi¢nim uvjetima.”®

Znanstvenik Funk i suradnici uveli su novi pristup u makrolaktonizaciji posredovan
ketenom preko retroenske reakcije alkil alkinil etera kao makrolaktonskog prekursora.®® Prva
primjena ovog protokola bila je u sintezi Acutiphycin-a od strane Jamisona i njegovih suradnika
u 2006. godini.®! Dakle, termoliza alkinil etera u prisutnosti baze djeluje u retroenskoj reakciji
generiranjem etilena 1 ketenskog intermedijera. Ketenski intermedijer je dalje podvrgnut
intramolekulskom vezanju s najmanje ometenom hidroksilnom skupinom s ciljem formiranja

makrolaktonskog prstena u vrlo visokom iskoristenju.®?

Primjer kompleksnog esterskog vezivanja u totalnoj sintezi prirodnih produkata je
sinteza Iriomoteolida-3a. Iriomoteolid-3a spada u 15-€lane makrolide te je ujedno 1 prvi ¢lan
spomenute jedinstvene klase.®® U svojoj strukturi posjeduje 4 stereocentra u alilnim poloZajima,
a ukljucuje 1ialil epoksidni dio. Pokazuje izrazeno citotoksi¢no djelovanje na ljudske B limfocite

DG-75.%

0

Me

Slika 13. Struktura Iriomoteolida-3a>>

U sintezi Iriomoteolida-3a klju¢na reakcija esterifikacije ostvarena je intermolekularnim
povezivanjem pocetnih fragmenata 37 i 38 uz koristenje EDC-a kao aktivirajueg agensa i u
prisutnosti suviska 4-pirolidinopiridina (PPY). Unato¢ prilicno stericki ometenom
sekundarnom alkoholu, reakcija esterifikacije odvila se bez ikakvih problema u visokom

iskoristenju.
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Shema 13. Formiranje esterske veze u sintezi Iriomoteolida-3a

Upotreba 4-pirolidinopiridina kao nukleofilnog katalizatora umjesto DMAP u ovoj reakciji
smatralo se intrigantnim te je to potaknulo daljnja istrazivanja. DMAP je vrlo efikasan
katalizator u reakcijama aciliranja te ¢ak omogucuje i esterifikaciju tercijarnih alkohola. Prije
otkrica DMAP, piridin je bio jedini katalizator koriSten u takvim reakcijama predstavljajuci
pouzdan, ali ograni¢avajuéi nadin aciliranja alkohola.®®> Nadalje, Steglich i Hofle*® otili su
korak dalje u istrazivanju sa svojim izvjeS¢em o ucinkovitijem katalizatoru aciliranja 4-
pirolidinopiridinu. Dosezanjem limita reaktivnosti, 4-pirolidinopiridin zamijenjen je

novootkrivenim nukleofilnim katalizatorima koji su nazvani ,,super-DMAP* analozi.?’

2.4. REAKCIJA HIDROLIZE

Opcenito, hidroliza estera, suprotna esterifikaciji, je reakcija koja ukljucuje cijepanje
esterske veze koriStenjem vode te posljedi¢no nastajanje alkohola i karboksilne kiseline ili
karboksilatne soli, a moze biti kiselo ili bazno katalizirana (Shema 14).3 Bazno katalizirana
hidroliza poznata je i kao saponifikacija, reakcija priprave sapuna. Kiselo katalizirana hidroliza
moze se odvijati u viSe od jednog mehanizma, ovisno o strukturi estera. Kiselina protonira
karbonilnu skupinu Sto ju aktivira za nukleofilni napad vode, a rezultat napada je formiranje
tetraedarskog intermedijera. Transferom protona i eliminacijom alkohola dobije se karboksilna
kiselina. S druge strane, tetraedarski alkoksidni intermedijer u bazno kataliziranoj hidrolizi
nastaje napadom hidroksidnog iona na karbonilnu skupinu. Daljnjom eliminacijom alkoksidnog

iona generira se karboksilna kiselina u obliku karboksilata s obzirom da je neposredno
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deprotonirana. Za razliku od kiselo katalizirane hidrolize, u bazno kataliziranoj hidrolizi je

potrebna obrada karboksilata kako bi se uspostavila Zeljena karboksilna kiselina.®

1) Bazno katalizirana reakcija hidrolize

O O

2 Baza, HO ‘)L 2
RI)LO/R 2 > R OH * R—OH

Obrada kiselinom

2) Kiselo katalizirana reakcija hidrolize

0]

(0]
l)L R? Kiselina l)L ,
R o~ *Ho R on ° Re—OH
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Shema 14. Opceniti prikaz reakcija hidrolize

Hidroliza moze biti znacajan put razgradnje za pojedine organske spojeve, ukljucujuci i
neke antibiotike. Hidroliziranjem funkcionalnih skupina, kao Sto su esteri, amidi i alkil-halidi,
dobivaju se manje bioakumulativne molekule jer su one polarnije 1 vece topljivosti u vodi.
Brzina hidrolize alkil-halida varira ovisno o samoj vrsti halogenida, duljini alkilnog lanca i
molekularnim sterickim efektima. Loftin i1 suradnici pokazali su kako su linkozamidi i
sulfonamidni antibiotici stabilniji od makrolidnog antibiotika tilozina, a tilozin je bio vece
stabilnosti od tri tetraciklinska antibiotika. Stopa hidrolize funkcija je okoliSnih uvijeta, s
temperaturom i pH vrijednos¢u kao klju¢nim parametrima. Tako se hidroliza pospjesuje Sto je
viSa temperatura, a bazno katalizirana hidroliza dominantna je nad kiselo 1 neutralno
kataliziranom za mnoge organske spojeve. Razumijevanje 1 poznavanje hidrolize antibiotika
vazno je za predvidanje njihove postojanosti u okoliSu. Prema tome, napravljena su istrazivanja
na molekulama amfenikola 1 makrolidnim antibioticima koriste¢i teku¢insku kromatografiju
visoke uc¢inkovitosti (HPLC) u vodi u pH podrucju 4-9. Kao reprezentativni antibiotici iz
skupine amfenikola uzeti su kloramfenikol i fluorfenikol. Razlike u njihovim strukturama mogu
potencijalno promijeniti gustoce elektrona unutar molekula i utjecati na stope hidrolize.
Dva uobicajeno koriStena i reprezentativna makrolidna antibiotika, spiramicin 1 tilozin,
odabrana su za procjenu potencijalne hidrolize na eterskim vezama unutar molekula. Pokazalo
se da su kloramfenikol, fluorfenikol, spiramicin i tilozin stabilni i nisu pokazali vidljivu

hidrolizu. Bazno i kiselo katalizirana hidroliza dogodila se na poviSenim temperaturama (50-
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60 °C), a stope hidrolize znatno su porasle ispod pH=5 i iznad pH=8. U slucajevima kada je
doslo do hidrolize, produkti razgradnje fluorfenikola i tilozina su ostali bioaktivni, no u daleko

manjoj mjeri od mati¢nih spojeva.®
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. Opce napomene

Sve koristene kemikalije i otapala bili su analiticke Cistoce.

Tijek reakcija i Cistoa produkata pradeni su na vezanom sustavu tekucinske
kromatografije i masenog spektrometra te UV spektrofotometra (LC/MS-UV). Konkretno,
koristeni su Acquity UPLC sustav s SQD masenim detektorom proizvodaca Waters, kao i

tankoslojna kromatografija (TLC) na staklenim plo¢icama uz sljedeée sustave otapala:

Diklormetan : metanol : amonijak(25%)=90:9:1.5
Diklormetan : metanol : amonijak(25%)=90:5:0.5
Diklormetan : etanol : amonijak(25%) =95:5:0.5
Diklormetan : etanol : mravlja kiselina=90 : 5 : 0.5

Diklormetan : metanol =95 : 5

Diklormetan : metanol =97 : 3

Diklormetan : etil-acetat =1 : 1

Cikloheksan : etil-acetat =1 : 1

Prilikom detekcije izoliranih komponenata koriStena je metoda prskanja plocica s 5 % - tnom

otopinom sumporne kiseline u etanolu.

Dobiveni produkti procis¢eni su kolonskom kromatografijom na normalnoj ili reverznoj
fazi pri ¢emu su koriStene komercijalno dostupne kolone na krutom nosacu proizvodaca
Interchim puriFlash na automatiziranom sustavu u ,,flash* nacinu rada (Biichi Pure C-850
FlashPrep). Takoder, provodena je 1 preparativna kromatografija na navedenom

automatiziranom sustavu.

NMR spektri snimljeni su na uredaju Bruker Avance DRX 600 (600 MHz) uz
tetrametilsilan (TMS) kao unutarnji standard. Svi uzorci otopljeni su u dimetil sulfoksidu
(DMSO-ds) i mjereni pri 298 K u NMR cjevéicama promjera 5 mm. Kemijski pomaci (6) u 'H
NMR spektrima izrazeni su u jedinicama ppm u odnosu na tetrametilsilan (TMS, 0=0.0 ppm),
a konstante sprega (J) u hercima (Hz). Pojedine rezonancije asignirane su na temelju njihovih

kemijskih pomaka, intenziteta signala, multipliciteta signala i konstanti sprega H-H.
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3.2. Pregled ciljanih spojeva
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Sinteza 3'-NV-demetil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritomicina A (2)

U dvogrlu okruglu tikvicu od 250 mL dodan je MeOH (110 mL), 9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicin A (DHL) (1) (2 000 mg, 2.72 mmol, 1 eq) i tris(hidroksimetil)Jaminometan
(TRIS) (1647.5 mg, 17.48 mmol, 5 eq). Smjesa je zagrijavana na magnetskoj mijeSalici do
55°C. Zatim je pazljivo dodan jod (1035.54 mg, 4.08 mmol, 1.5 eq) pri ¢emu temperatura
reakcijske smjese ne smije prijeci 60°C. Reakcijska smjesa mijesana je na 55°C tijekom 5 h.
Tijek reakcije provjeren je tankoslojnom kromatografijom (TLC) u sustavu
DCM:MeOH:NH4OH = 90:9:1.5 1 teku¢inskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti
(UPLC). Nakon $to je reakcija gotova, ohladena je na sobnu temperaturu preko no¢i. Zasic¢ena
vodena 5%-tna otopina Na»S>03 (10 mL) dokapana je u reakcijsku smjesu u svrhu redukcije
joda. Smjesa je koncentrirana uklanjanjem otprilike pola volumena MeOH. Nakon toga,
koncentrat je razrijeden s 5%-tnom vodenom otopinom Na>COj3 (40 mL) i DCM-om (40 mL)
te je smjesa ekstrahirana. Zatim, ekstrakcija je provedena jo$ jednom s DCM-om te je organski
sloj suSen nad MgSO4. Smjesa je profiltrirana 1 uparena pod sniZzenim tlakom te je dobiven
praskasti talog bijele boje (1741 mg; 88.79 %). Dio uzorka je procis¢en kolonskom
preparativnom kromatografijom na C18 koloni reverzne faze u sustavu MeOH 1 voda + 4 mL
amonijaka. Liofilizacijom je dobiven praskasti produkt 2 bijele boje (9.2 mg; 17.75 %). 'H
NMR (600 MHz, DMSO-ds) é/ppm 7.39 — 7.34 (m, 4H), 7.32 (ddt, J = 7.2, 5.7, 2.4 Hz, 1H),
5.16 — 5.08 (m, 2H), 4.85 — 4.80 (m, 2H), 4.58 (d, /= 7.6 Hz, 1H), 4.35 (dd, J=10.7, 7.6 Hz,
1H), 4.27 (d, J=7.2 Hz, 1H), 4.21 (s, 1H), 4.07 (dd, J=4.5, 2.3 Hz, 1H), 4.03 (dq, /=9.4, 6.2
Hz, 1H), 3.81 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 3.76 — 3.70 (m, 1H), 3.48 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 3.29 — 3.25
(m, 1H), 3.22 (s, 3H), 2.92 (dd, /=9.5, 7.2 Hz, 1H), 2.85 (d, J=11.4 Hz, 1H), 2.69 — 2.57 (m,
2H), 2.30 — 2.19 (m, 2H), 2.16 (s, 6H), 1.81 — 1.74 (m, 3H), 1.72 — 1.67 (m, 1H), 1.62 (d, J =
8.5 Hz, 1H), 1.50 (dd, J=14.9, 4.9 Hz, 1H), 1.42 — 1.31 (m, 2H), 1.22 (dd, J = 11.5, 4.7 Hz,
1H), 1.18 (d, /= 6.3 Hz, 2H), 1.18 — 1.11 (m, 12H), 1.11 — 1.05 (m, 8H), 1.03 — 0.93 (m, 7H),
0.91 — 0.84 (m, 4H), 0.80 (t, J = 7.4 Hz, 4H), 0.69 (d, J = 7.6 Hz, 3H). *C NMR (151 MHz,
DMSO) o/ppm 154.26, 128.27, 128.06, 127.99, 99.34, 94.48, 77.29, 77.17, 76.60, 75.81, 72.91,
72.76, 68.40, 66.96, 64.74, 62.55, 56.48,48.79, 41.51, 40.34, 39.93, 39.79, 39.65, 39.51, 39.37,
39.23,39.09, 34.58, 30.01, 27.41, 22.22, 21.20, 21.01, 20.82, 18.42, 14.71, 14.19, 10.98, 8.50.

UPLC/MS: MS(ESI") m/z: 720.48
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Sinteza 9a,3'-N,N-dibenziloksikarbonil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (3)

Spoj 2 (1689 mg, 2.343 mmol) je otopljen u 60 mL tetrahidrofurana i 20 mL vode. U otopinu
je dodan kruti Na,COs3 (1415.5 mg, 13.355 mmol, 5.7 eq). Zatim je uz mijeSanje dodan benzil
kloroformat (1.3 mL, 11.481 mmol, 4.9 eq). Reakcijska smjesa je mijeSana na sobnoj
temperaturi preko noc¢i. Nakon $to je reakcija zavrSena, provedena je ekstrakcija s etil-acetatom
(2x80 mL), natrijevim hidrogenkarbonatom (60 mL) i malom koli¢inom vode. Nakon toga,
slijedilo je ispiranje sa zasi¢enom otopinom NaCl (,,brine”’) kako bi se dodatno povukla voda
iz organskog sloja. Organski sloj je osuSen iznad MgSO4 te uparen do suha. Smjesa je
procis¢ena kolonskom kromatografijom na normalnoj fazi na 220 g koloni silika gela u sustavu
¢isti diklormetan 1 metanol (5% MeOH u diklormetanu). Dobiven je bijeli praSkasti produkt 3
(1243.3 mg; 53.65 %). '"H NMR (DMSO-ds , 600 MHz) 6/ppm 7.34 - 7.39 (m, 8H), 7.28 - 7.33
(m, 2H), 4.99 - 5.12 (m, 5H), 4.83 (d, /= 4.4 Hz, 1H), 4.50 (d, /= 7.3 Hz, 1H), 4.48 (br s, 1H),
4.37 (q, J = 6.9 Hz, 1H), 4.31 (br s, 1H), 4.05 - 4.13 (m, 2H), 3.98 - 4.04 (m, 1H), 3.89 (br s,
1H), 3.72 - 3.79 (m, 2H), 3.50 - 3.54 (m, 2H), 3.29 - 3.33 (m, 1H), 3.22 - 3.28 (m, 3H, OCH3),
3.18 - 3.22 (m, 1H), 2.94 - 3.00 (m, 2H), 2.77 (s, 3H, NCH3), 2.74 (quin, J = 7.7 Hz, 1H), 2.27
(br d, J=14.7 Hz, 1H), 2.10 - 2.17 (m, 1H), 1.76 - 1.86 (m, 2H), 1.54 - 1.60 (m, 2H), 1.45 -
1.52 (m, 2H), 1.37 - 1.44 (m, 1H), 1.35 (s, 3H), 1.23 (d, /= 5.7 Hz, 3H), 1.21 (d, /= 7.2 Hz,
3H), 1.17 (s, 3H), 1.16 (d, /= 7.2 Hz, 3H), 1.12 (d, /= 5.9 Hz, 3H), 1.10 - 1.11 (m, 1H), 1.09
(brs, 3H), 1.00 (d, J= 7.5 Hz, 3H), 0.90 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 0.85 (t, /= 7.4 Hz, 3H). 3*C NMR
(DMSO-ds , 151 MHz) d/ppm 175.1, 155.7, 155.4, 136.5, 136.3, 127.7, 127.3, 127.2, 127.0,
126.8,101.8,94.9,84.4,78.3,77.1,75.6,74.9, 74.3, 73.6, 72.3, 69.9, 66.4, 66.1, 65., 64.9, 57.2,
52.1,48.7,48.4 (OCH3), 44.3, 39.4, 35.7, 35.0, 34.9, 28.4 (NCH3), 27.6, 26.8, 21.3, 20.6, 20.5,
19.8, 18.0, 17.5, 15.0, 12.7, 10.5, 8.7

UPLC/MS: MS(ESI?) m/z: 988.55
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Sinteza 11,2',4"-O-triacetil-9a,3'-N, N-dibenziloksikarbonil-9-deokso-9a-aza-9a-

homoeritromicina A (4)

Spoj 3 (1243.3 mg, 1.255 mmol) otopljen je u piridinu (7.1 mL, 87.85 mmol, 70 eq) te je u
smjesu dodan acetanhidrid (2.37 mL, 25.1 mmol, 25 eq). Reakcijska smjesa je mijesana na 65
°C 96 h. Nakon $to je reakcija zavrsila, reakcijska smjesa je razrijedena s 75 mL kloroforma i
100 mL vode i ekstrahirana. Po zavrSetku ekstrakcije organski sloj ispran je s ,brine-om” te
osuSe iznad MgSQOy, profiltriran i uparen pod sniZenim tlakom. Dobivena smjesa procis¢ena je
kolonskom kromatografijom na normalnoj fazi na 80 g koloni silika gela u sustavu DCM :
EtOAc=1: 1. Kona¢nim uparavanjem dobiven je praSkasti produkt bijele boje (1091 mg; 77.94
%). '"H NMR (DMSO-ds , 600 MHz) 6/ppm 7.29 - 7.38 (m, 10H), 5.08 - 5.14 (m, 3H), 4.98 (d,
J=12.7 Hz, 1H), 4.92 (d, J=4.6 Hz, 1H), 4.90 (d, J=4.6 Hz, 1H), 4.85 (d, J=7.5 Hz, 1H), 4.70 -
4.77 (m, 2H), 4.54 - 4.59 (m, 2H), 4.31 - 4.38 (m, 2H), 4.22 - 4.29 (m, 1H), 4.12 (t, J/=3.2 Hz,
1H), 3.84 - 3.90 (m, 1H), 3.63 (d, J/=5.0 Hz, 1H), 3.51 (br s, 1H), 3.19 - 3.36 (m, 5H), 2.74 (s,
3H), 2.67 -2.71 (m, 1H), 2.35 (br d, /=14.9 Hz, 1H), 2.07 - 2.13 (m, 1H), 2.04 (s, 3H), 2.00 (s,
3H), 1.86 (s, 3H), 1.85 - 1.89 (m, 1H), 1.77 - 1.81 (m, 1H), 1.66 - 1.74 (m, 3H), 1.54 - 1.60 (m,
1H), 1.50 (dd, /=14.8 Hz, J=5.2 Hz, 1H), 1.28 (br d, J=7.0 Hz, 3H), 1.18 - 1.20 (m, 1H), 1.18
(d, J/=6.1 Hz, 3H), 1.15 (d, J/=7.2 Hz, 3H), 1.13 (s, 3H), 1.06 - 1.10 (m, 9H), 0.93 (d, J=6.8 Hz,
3H), 0.91 (d, J=7.3 Hz, 3H), 0.81 (t, J=7.4 Hz, 3H). *C NMR (151 MHz, DMSO-ds ) é/ppm
8.8, 10.5, 12.7, 15.5, 17.1, 19.2, 19.8, 19.9, 20.1, 20.5, 21.9, 25.0, 28.2, 28.3 (NCH3), 34.6,
35.0, 39.4, 41.5, 43.6, 48.3 (OCH3), 51.3, 51.5, 54.5, 62.5, 65.8, 67.2, 70.3, 72.2, 73.2, 73.6,
76.6, 76.8, 77.7, 78.2, 82.3, 94.6, 98.6, 127.1, 127.2, 127.2, 127.7, 127.8, 136.6, 155.2, 155.5,
168.4,169.5, 175.4

UPLC/MS: MS(ESI") m/z: 1114.58

Sinteza 11,2°,4”-O-triacetil-9a,3’-NV, N-dibenziloksikarbonil-12-0-(2-etoksi-2-okso-acetil)-

9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (5)

U okrugloj tikvici od 100 mL spoj 4 (2000 mg, 1.793 mmol) otopljen je u 18 mL dikloretana.
Zatim je dodan trietilamin (3.45 mL, 24.743 mmol, 13.8 eq) i DMAP (21.91 mg, 0.1793 mmol,
0.1 eq) pri cemu je reakcijska smjesa intenzivno mijeSana. Nadalje, reakcijska smjesa je
ohladena na 0 °C, postupno je dodan etil kloroksoacetat (1.8 mL, 16.137 mmol, 9 eq) i reakcija
je preko no¢i mijeSana na sobnoj temperaturi. Zasi¢eni amonijev klorid (25 mL) korisSten je za

»quenching” reakcije. Ekstrakcija je odradena s dikloretanom (2x30 mL) te je organski sloj
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ispran s ,,brine-om” i suSen iznad MgSO4. Smjesa je procis¢ena kolonskom kromatografijom
na normalnoj fazi na 330 g koloni silika gela u sustavu cikloheksan : etil-acetat =1 : 1 do 50 %
drugog otapala. Uparavanjem otapala pod snizenim tlakom dobiven je praskasti produkt
blijedozute boje (1294 mg; 59.39 %). 'H NMR (DMSO-ds , 600 MHz) 6/ppm 7.34 - 7.38 (m,
5H), 7.29 - 7.33 (m, SH), 5.09 - 5.16 (m, 3H), 5.05 (br t, J=12.0 Hz, 1H), 4.83 - 4.90 (m, 1H),
4.71 - 4.78 (m, 1H), 4.65 - 4.71 (m, 1H), 4.54 (d, J= 9.9 Hz, 1H), 4.50 (br d, /= 9.5 Hz, 1H),
4.28 - 4.40 (m, 1H), 4.20 - 4.25 (m, 3H), 4.12 - 4.17 (m, 1H), 3.98 - 4.04 (m, 1H), 3.85 - 3.91
(m, 1H), 3.49 (br d, J = 3.7 Hz, 2H), 3.24 - 3.30 (m, 2H), 3.09 (br s, 3H), 2.74 - 2.79 (m, 1H),
2.68 (br s, 3H), 2.32 (br d, J = 15.2 Hz, 1H), 2.07 (br d, J = 1.1 Hz, 1H), 2.06 (s, 3H), 2.00 (s,
3H), 1.98 (br s, 2H), 1.78 - 1.82 (m, 4H), 1.66 - 1.74 (m, 2H), 1.59 - 1.63 (m, 1H), 1.51 - 1.56
(m, 1H), 1.22 - 1.27 (m, 3H), 1.11 - 1.18 (m, 10H), 1.03 - 1.08 (m, 6H), 1.00 (br d, /= 5.9 Hz,
3H), 0.95 (s, 3H), 0.88 - 0.93 (m, 6H), 0.80 (br s, 3H). '*C NMR (DMSO-ds, 151 MHz) 6/ppm
174.9,171.2,171.0, 169.3, 156.8, 156.2 (NCH3), 155.7, 138.0, 136.8, 127.6, 127.2, 99.1, 94.8,
82.2, 78.4, 78.1, 77.8, 71.9, 71.6, 70.5, 66.3, 64.8, 64.5, 62.5, 62.4, 61.5, 55.1, 50.1, 48.8
(OCH3), 43.9, 41.3, 38.7, 35.0, 34.4, 29.2, 25.9, 20.7, 19.2, 17.4, 13.7, 13.6, 13.0, 11.2, 9.3

UPLC/MS: MS(ESI+) m/z: 1214.6

Sinteza 11,2°,4”°-0O-triacetil-9a,3’-V, N-dibenziloksikarbonil-12-fluor-9-deokso-9a-aza-9a-

homoeritromicina A (6)

U viali od 8 mL spoj 5 (20 mg, 0.0179 mmol, 1 eq) je otopljen u 1 mL DCM-a. Reakcija je
ohladena do -10°C, mijeSana je pod argonom te je kap po kap dodan reagens DAST (0.004 mL,
0.03 mmol, 1.7 eq). Reakcija je sljedecih 10 min mijeSana na -10°C i nakon toga je preko noci
ostavljena da se mijeSa na sobnoj temperaturi. Tijek reakcije prac¢en je UPLC-om i TLC-om te

je analizom utvrdeno kako nije doslo do nastanka Zeljenog spoja.

Sinteza 11,2°,4”-O-triacetil-9a,3’-N,N-dibenziloksikarbonil-12-0-oksalooksi-9-deokso-9a-

aza-9a-homoeritromicina A (7)

Metoda A: U viali od 8 mL spoj 5 (20 mg, 0.0165 mmol, 1 eq) je otopljen u smjesi THF/H>O.
Na to je dodana prethodno pripremljena 1M otopina litijeva hidroksida monohidrata (0.0495

mL, 0.0495 mmol, 3 eq). Reakcija je prvih desetak minuta mijeSana na sobnoj temperaturi, a
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zatim je zagrijavana na 60 °C te je ostavljena preko no¢i. Tijek reakcije pracen je UPLC-om te

je ustanovljeno da nije doslo do nastanka zeljenog produkta.

Metoda B: U viali od 8 mL spoj 5 (30 mg, 0.0265 mmol, 1 eq) je otopljen je u 246 pL
tetrahidrofurana. U reakcijsku smjesu dodaje se kap po kap 1 M otopine cezijevog hidroksida
(615 pL, 0.615 mmol, 5 eq). Reakcijska smjesa intenzivno se mijesa 10 minuta. UocCen je
nastanak bijelog taloga te je napravljena provjera pomo¢u UPLC-a i TLC-a. Reakcija je 48 h
mijeSana na sobnoj temperaturi, no daljnjom analizom nije uoCeno nastajanje Zeljenog

produkta.

Metoda C: U tikvicu od 25 mL odvagan je spoj 5 (192 mg, 0.158 mmol, 1 eq) 1 otopljen u 4 mL
tetrahidrofurana, 1 mL vode 1 | mL metanola. Zatim je dodan NaHCO3 (132.73 mg, 1.58 mmol,
10 eq) i reakcijska smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi 3 h. Tijek reakcije pra¢en je UPLC-
om 1 TLC-om. Po zavrSetku reakcije, u reakcijsku smjesu dodano je 5%-tne otopine NaHCOs
te je smjesa razrijedena s vodom 1 ekstrahirana s cikloheksanom. Vodeni sloj je ispran s
diklormetanom. Organski sloj je odvojen i uparen pod sniZzenim tlakom te je dobivena praSkasta
smjesa bijele boje. Provedeno je proc¢is¢avanje kolonskom kromatografijom na normalnoj fazi
u sustavu DCM:EtOH:HCOOH=90:5:0,5. Odredene frakcije su uparene te je dobiven bijeli
praskasti produkt 6 (26 mg; 23.86 %). '"H NMR (DMSO-ds , 600 MHz) é/ppm 7.29 - 7.39 (m,
10H), 5.10 - 5.18 (m, 1H), 5.08 - 5.11 (m, 2H), 5.01 - 5.07 (m, 1H), 4.84 - 4.90 (m, 1H), 4.68
(brs, 2H), 4.57 (d, J=9.7 Hz, 1H), 4.53 (br d, /=9.9 Hz, 1H), 4.30 - 4.39 (m, 1H), 4.17 (td, J
=17.1, 1.3 Hz, 1H), 4.10 - 4.14 (m, 1H), 4.02 - 4.09 (m, 1H), 3.90 (ddd, J = 6.1, 3.5, 1.0 Hz,
1H), 3.50 (br d, J= 1.5 Hz, 2H), 3.32 (s, 3H), 2.74 - 2.79 (m, 1H), 2.69 (br s, 3H), 2.36 (br d, J
=15.0 Hz, 1H), 2.06 (s, 3H), 2.03 (br d, /= 1.1 Hz, 1H), 2.01 (s, 3H), 1.83 - 1.87 (m, 1H), 1.80
(s, 3H), 1.73 (br s, 2H), 1.69 (br dd, J = 6.7, 1.2 Hz, 2H), 1.65 (br d, J = 5.0 Hz, 1H), 1.52 -
1.57 (m, 1H), 1.16 (br d, J= 6.1 Hz, 4H), 1.12 - 1.14 (m, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.06 (s, 3H), 1.03
(brd,J=6.2Hz, 3H), 1.01 (br d, J= 6.1 Hz, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.90 (br d, /= 0.9 Hz, 6H), 0.80
(br s, 3H). *C NMR (DMSO-ds, 151 MHz) 6/ppm 178.5, 171.5, 169.65, 156.0 (NCH3), 136.8,
128.4, 127.7, 98.6, 95.1, 87.6, 77.7, 75.4, 73.7, 70.5, 67.4, 66.5, 66.1, 62.6, 52.7, 48.4 (OCH3),
43.9,40.7, 40.0, 35.0, 34.7, 29.6, 28.2, 24.6, 20.8, 20.7, 20.5, 20.4, 20.3, 19.8, 17.1, 15.4, 13.5,
11.3,9.4

UPLC/MS: MS(ESI+) m/z: 1186.57

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 92.64 %
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Sinteza 11,2°,4”-0O-triacetil-9a,3’- NV, N-demetil-12-0-(2-etoksi-2-okso-acetil)- 9-deokso-9a-

aza-9a-homoeritromicina A (8)

Metoda A: U okruglu trogrlu tikvicu od 25 mL stavi se spoj 5 (50 mg, 0.0412 mmol, 1 eq) te se
doda 1 mL metanola. Tikvica se propuse dusikom i zatvori septom na koju se stavi igla spojena
na balon koji sluzi za skupljanje vodika koji se generira tokom provodenja reakcije. Doda se 10
mg 5%-tnog paladija na ugljiku kao katalizatora. Nakon toga, natrij borhidrid (3.12 mg, 0.0824
mmol, 2 eq) stavi se u reakcijsku smjesu i reakcija se mijeSa na sobnoj temperaturi preko noci.
Tijek reakcije pracen je UPLC-om 1 TLC-om te je analizama utvrdeno kako nije doSlo do

nastanka zeljenog spoja.

Metoda B: Pocetni spoj 5 (300 mg, 0.2468 mmol, 1 eq) otopljen je u 40 mL izopropanola. Prije
dodavanja katalizatora, bocu s reakcijskom smjesom je potrebno propuhati s dusikom. Nakon
toga, u smjesu je dodan 5 %-tni paladij na ugljiku te je smjesa postavljena na mijeSanje u
atmosferi vodika u Paar-ov uredaj. Hidriranje se odvija preko no¢i pod tlakom od 3 bar-a. Tijek
reakcije pracen je UPLC-om i TLC-om. Reakcijska smjesa profiltrirana je preko dijatomejske
zemlje kako bi se uklonio Pd, a nakon toga otapalo je upareno pod snizenim tlakom. Provedeno
je procis¢avanje kolonskom kromatografiom na SP koloni od 5 g u sustavu
DCM:EtOH:NH4OH = 95:5:0,5. Provjerom frakcija na TLC-u, odredene frakcije su uparene te
je dobiven bijeli praskasti produkt. UoCavanjem prljavog profila izolirane smjese provedeno je
jos jedno procis¢avanje kolonskom kromatografijom na C18 koloni reverzne faze u sustavu
acetonitril 1 voda + 4 mL amonijaka. Odredene frakcije su spojene te se provodi liofilizacija
kako bi se uzorak osuSio. Dobiven je bijeli praskasti talog (12 mg; 5.15 %), no analizom je

utvrdeno kako nije izoliran dovoljno ¢ist zeljeni spoj, ve¢ smjesa spojeva.
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Sinteza 9a,3'-N,N-dibenziloksikarbonil-12-0-(2-etoksi-2-okso-acetil-9-deokso-9a-aza-9a-

homoeritromicina A (9)

U okruglu tikvicu od 100 mL stavi se spoj 5 (145 mg, 0.119 mmol, 1 eq) i otopi se u 4 mL
metanola. Reakcijska smjesa kuha se preko no¢i na temperaturi refluksa, 60 °C. Nakon
odredenog vremena, u reakciju je dodan 30 mL etanola te je reakcija stavljena na kuhanje na
temperaturi od 90 °C. Tijek reakcije pracen je UPLC-om i TLC-om. Reakcija se, na navedenoj
temperaturi, kuhala otprilike tjedan dana, no analizama je utvrdeno kako nisu postignuti zeljeni

rezultati.
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4. REZULTATI I RASPRAVA
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4.1. Cilj rada

Zadatak ovog rada bila je priprava novih azalidnih derivata, kiselinskog spoja 7 i
esterskog derivata 5, na uvecanoj skali koji ¢e posluziti kao prekursori za pripravu novih
potencijalno aktivnih derivata azalida. Strukture spojeva 5, 7 i 8 prikazane su na Slici 1.
Prilikom priprave pojedinih prekursora koriStene su klasicne organske sintetske metode.

Priredeni spojevi su okarakterizirani 'H-NMR i 3C-NMR spektroskopijom.

Slika 1. Prikaz struktura sintetiziranih spojeva derivata 9-deokso-9a-aza-9a-

homoeritromicina A
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4.2. Sinteza spojeva

Priprava novih derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (5, 7 i 8), kao ciljnih
molekula u okviru ovog rada, provedena je viSestupnjevitom sintezom koja ukljucuje
demetiliranje 3'- dusikovog atoma, postavljanje benziloksikarbonilnih zastitnih skupina na 9a-
i 3'- dusSikove atome, acetilnih zastitnih skupina na 11-, 2'-; 1 4"- OH skupine te uvodenje 2-
etoksi-2-okso-acetilnog supstituenta na polozaju 12-OH, preostalom reaktivnom tercijarnom
alkoholu. Uvodenje supstituenata na poloZaju 6 je gotovo nemoguce s obzirom na stericku
ometanost tog polozaja. Na kraju, nakon formiranja esterskog derivata, slijedila je njegova
hidroliza te uklanjanje benziloksikarbonilnih zasStitnih skupina. Svi sintetski koraci ponavljani

su vise puta postupno povecavajuci skalu.

U prvom stupnju sintetskog puta, reakcijom demetiliranja 9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A (1) uz TRIS 1 jod pripravljen je spoj 2, 3'-N-demetil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritomicin A kao §to je prikazano na Shemi 1. TRIS ima ulogu proton akceptora u reakciji
te uklanja metil s molekule 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (1), a jod je katalizator,
odnosno snazno redukcijsko sredstvo. Procis¢avanje spoja provedeno je u dva pokusaja na dva
razli¢ita naCina. Prvi puta kolonskom kromatografijom na normalnoj fazi, a drugi puta
preparativnom kolonskom kromatografijom na reverznoj fazi. U oba pokusSaja, pri izoliranju
zeljenog pika na kromatogramu, nakon prociS¢avanja i1 susenja uzorka analizom je utvrdeno
postojanje dva pika na UPLC kromatogramu na razli¢itim retencijama, ali iste raspodjele masa

te se pretpostavlja da je djelomi¢no doslo do epimerizacije spoja.

Shema 1. Sinteza 3'-N-demetil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritomicina A (2). Reagensi i

reakcijski uvjeti: (i) TRIS, I, MeOH, refluks, 5 h

43



U drugom stupnju, reakcijom benzil kloroformata s prethodno demetiliranim derivatom
2 u THF-u i vodi kao otapalu, uz Na,COs3 kao bazu, dobiven je 9a,3'-N,N-dibenziloksikarbonil-
9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (3) (Shema 2). Dodatak vode u ovoj reakciji sprje¢ava
nastajanje estera. Prisutne slobodne hidroksilne skupine u tom slucaju reagiraju s vodom. Na
taj nac¢in omoguéeno je vezanje benzil kloroformata na slobodne dusikove atome. Natrijev
karbonat koristi se za neutralizaciju generiranog HCl-a prilikom odlaska klora s molekule

benzil kloroformata.

2 3

Shema 2. Sinteza 9a,3'-N,N-dibenziloksikarbonil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A

(3). Reagensi i reakcijski uvjeti: (i) benzil kloroformat, Na,COs, THF/HO0, s. t.,24 h

U tre¢em stupnju, reakcijom 9a,3'-N,N-dibenziloksikarbonil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A (3) s acetanhidridom u piridinu prireden je tercijarni alkohol, spoj 4,
11,2',4"-O-triacetil-9a,3'-N, N-dibenziloksikarbonil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A
(Shema 3). Rije€ je o reakciji Fischerove esterifikacije jer hidroksilne skupine na polozajima
11, 2' 1 4" reagiraju s acetanhidridom formiraju¢i estersku vezu. Piridin u ovoj reakciji sluzi
kao otapalo 1 kao baza koja je proton akceptor. U ovoj reakciji nema nastajanja vode prilikom
kondenzacije reaktanata Sto je prednost jer ne postoji mogucnost istovremene reakcije
hidrolize. S obzirom da je rije¢ o uvodenju tri acetilne skupine, kao zastitne skupine, reakcija
se odvijala postepeno uz grijanje kroz 96 sati dok analize nisu pokazale postojanje samo jednog

zeljenog produkta.
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Shema 3. Sinteza 11,2'4"-O-triacetil-9a,3'-N, N-dibenziloksikarbonil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A (4). Reagensi i reakcijski uvjeti: (i) acetanhidrid, piridin, 60°C, 96 h

U cCetvrtom stupnju, spoj 4 reagira s etil kloroksoacetatom ¢ime je pripravljen 11,2°,4”-
O-triacetil-9a,3’-N, N-dibenziloksikarbonil-12-O-(2-etoksi-2-okso-acetil)-9-deokso-9a-aza-
9a-homoeritromicin A (5) (Shema 4). Provedena reakcija takoder predstavlja reakciju
esterifikacije u kojoj reagiraju alkohol i kiselinski klorid. Trietilamin je u reakcijsku smjesu
potrebno dodati prije reagensa i sluzi kao baza koja neutralizira nastajanje HCl-a, pri
dokapavanju kiselinskog klorida, koji bi mogao nastetiti reakcijskoj smjesi. Pilikom dodavanja
etil kloroksoacetata dolazi do stvaranja magle u tikvici i zbog toga je reakcijsku smjesu
potrebno ohladiti na 0°C kako bi se spomenuta promjena smanjila. DMAP se koristi kao
hipernukleofilni acilirajuci katalizator. Reakcija je provedena bez poteSkoca i kroz jedan dan
Sto je puno brze u odnosu na reakciju u prethodnom stupnju, a odvijala se na sobnoj

temperaturi.
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Shema 4. Sinteza 11,2°,4”-O-triacetil-9a,3’-N, N-dibenziloksikarbonil-12-O-(2-etoksi-2-
okso-acetil)-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (5). Reagensi i reakcijski uvjeti: (i)

CICOCOOEt, DMAP, Et3N, (CH2)2CL, s. t., 24 h

Nadalje, slijedi hidroliza esterskog derivata 5 dobivenog u prethodnom stupnju. Prvi
pokusaj hidrolize proveden je prema metodi A reakcijom s LiOH u smjesi otapala THF/H-O.
Provedbom analize utvrdeno je kako reakcija ide u nezeljenom smjeru. Naime, UPLC
metodom s masenim detektorom pokazalo se da dolazi do eliminacije acetilnih supstituenata,
a pri tom nema nastanka kiseline. Moglo bi se zakljuciti da je LiOH nepovoljna baza za
hidrolizu tog estera. Zatim se kao reagens za hidroliziranje koristio CsOH kao jaca baza.
Reakcija je rezultirala nastankom bijelog taloga, no daljnje analize su pokazale da nije nastao
zeljeni produkt i uocen je prljavi profil reakcije. Kao tre¢i pokusaj, u tikvicu sa spojem 5
otopljenim u smjesi otapala THF/H,O/MeOH, dodan je NaHCO:; te je dobiveni profil reakcije
ukazao na nastajanje Zeljenog spoja 7. Uz opisan postupak obrade ove reakcije u
eksperimentalnom dijelu rada provodilo se jo§ i zakiseljavanje odvojenog vodenog sloja s
octenom kiselinom do pH=4. Medutim, kiselina pri tome nije oresla u vodeni sloj kao Sto je

oc¢ekivano, ve¢ je zaostala u diklometanu. SaZeti rezultati prikazani su niZe u Tablici 1.
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Shema 5. Sinteza 11,2°,4”-O-triacetil-9a,3’-N,N-dibenziloksikarbonil-12-0O-oksalooksi-9-
deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (7). Reagensi I reakcijski uvjeti: (i) 1 M LiOH,
THF/HO, s. t.; (ii) 1 M CsOH, THF, s. t.; (iii)) NaHCO3, THF/H,O/MeOH, s. t., 3 h

Tablica 1. Prikaz rezultata pojedinih metoda dobivanja kiseline 7

Metoda Rezultat
(1) Nema zeljenog produkta, eliminacija acetilnih supstituenata
(i1) Nema reakcije
(111) Dobiven je Zeljeni produkt

Takoder, reakcijom katalitickog hidrogeniranja 11,2°,4”’-O-triacetil-9a,3’-N, N-
dibenziloksikarbonil-12-0-(2-etoksi-2-okso-acetil)-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A
(5) u atmosferi vodika pri tlaku od 3 bara pripravljen je 11,2°,4”’-O-triacetil-9a,3’-N,N-demetil-
12-0O-(2-etoksi-2-okso-acetil)-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (8) (Shema 6). Uz
paladij kao katalizator, dolazi do cijepanja veza duSik—ugljik na poloZajima 9a- i 3’- ¢ime se
uklanjaju obje benziloksikarbonilne zastitne skupine, a na njithovo se mjesto veze vodik. Pri
odvijanju reakcije, analizom je uocen prljavi profil. Po zavrSetku reakcije, provedeno je
prociS¢avanje kolonskom kromatografijom na normalnoj fazi SP kolone od 5 g silika gela u
sustavu DCM:EtOH:NH4OH = 95:5:0,5 s ciljem izoliranja Zeljenog spoja. Etanol se u sustavu

koristio umjesto metanola kako bi se sprijecila transesterifikacija, odnosno da etilni ester
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prijede u metilni. Odredene frakcije, koje su pokazivale postojanje zeljenog spoja, su spojene
i otapalo je upareno pod snizenim tlakom, ali je daljnja analiza UPLC-om i TLC-om pokazala
kako procis¢avanje nije bilo uspjesno. 1z tog razloga, provedeno je daljnje procis¢avanje, ali
ovog puta kolonskom kromatografijom na C18 koloni reverzne faze u sustavu acetonitril i voda
+ 4 mL amonijaka. Prema analizama je utvrdeno postojanje Zeljenog produkta u dobivenoj
smjesi, no nije ga bilo moguce izolirati od nusprodukata i nec¢isto¢a u smjesi. Za navedeni spoj
7, sinteza se pokusala provesti i drugim nacinom katalitickog hidrogeniranja, ali uz natrij
borhidrid kao reagens gdje bi u atmosferi reakcije doSlo do generiranja vodika koji je potreban.
No, analize tijeka reakcije pokazale su kako u reakcijskoj smjesi nije doSlo do promjene te se

moze zakljuciti da natrij borhidrid nije pogodan reagens za ovu vrstu molekula.

Ny

Shema 6. 11,2°,4”-O-triacetil-9a,3’-N,N-demetil-12-O-(2-etoksi-2-okso-acetil)-9-deokso-9a-

aza-9a-homoeritromicin A (8). Reagensi i reakcijski uvjeti: (i) Metoda A: H, Pd-C,
izopropanol, 3 bar; Metoda B: NaBH4, Pd-C, MeOH, s.t.

Tablica 2. Prikaz dobivenih rezultata pojedinih metoda uklanjanja benziloksikarbonilnih

zaStitnih skupina

Metoda Rezultat
(1) Nema reakcije
(1) Nastaje zeljeni produkt, ali uz prljavi reakcijski profil

Jedna od provedenih reakcija bila je 1 sinteza 11,2°,4”°-O-triacetil-9a,3’-N,N-

dibenziloksikarbonil-12-fluor-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (6) (Shema 7). Dakle,
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cilj reakcije pocetnog spoja 5 s DAST-om, kao reagensom, bio je uvodenje atoma fluora na
polozaj 12. Analize su pokazale kako nije nastao Zeljeni produkt te kako ni nakon odredenog
proteklog vremena nije doslo do reakcije medu reaktantima. Moglo bi se zakljuciti da DAST
nije pogodan reagens, ali i da supstituent 2-etoksi-2-okso-acetil na pocetnom spoju 5 nije

dovoljno reaktivna skupina.

Shema 7. Sinteza fluoriranog derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (6). Reagensi

i reakcijski uvjeti: (i) DAST, DCM, -10°C, s.t.
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4.3. Strukturna karakterizacija novosintetiziranih spojeva pomoéu 'H- i

BC-NMR spektroskopije

Strukture priredenih spojeva potvrdene su 'H i '*C NMR spektroskopijom. Asigniranje
'"H-NMR spektara izvr§eno je na temelju kemijskih pomaka, intenziteta signala te H-H

konstanti sprega.

'"H-NMR  spektar  spoja  9a,3'-N,N-dibenziloksikarbonil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A (3) (Slika 1) prikazuje odgovaraju¢i broj signala u alifatskom dijelu
spektra za protone makrociklickog laktonskog prstena i SeCernih jedinica. Karakteristi¢ni
signal za metilne protone vezane na dusik p-desozamina nalazi se na 2.77 pmm dok su signali
metilnih protona L-kladinoze na poloZajima 3" 1 5" prisutni redom pri kemijskim pomacima
1.17 ppm, singlet intenziteta 3H, 1 1.23 ppm, dublet intenziteta 3H. Takoder, metilni protoni iz
metoksi skupine na 3" nalaze se na 3.26 ppm u obliku singleta intenziteta 3H. U aromatskom
dijelu spektra prisutni su signali za aromatske protone benziloksikarbonilne skupine, vezane

na dusikove 9a- 1 3'- atome, nalaze se u rasponu 7.00-7.50 ppm.

mpetanjko
FID2182-007A2
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Slika 1. '"H-NMR spektar spoja 3
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U *C-NMR spektru spoja 3 (Slika 2) prikazan je odredeni broj karakteristi¢nih signala

za ugljikove atome makrociklickog laktonskog prstena i Secernih jedinica. U podrucju

kemijskih pomaka 125-128 ppm nalaze se signali aromatskih ugljikovih atoma. Na najve¢em

pomaku od 175.1 ppm nalazi se signal esterskog karbonilnog (kvaternog) ugljika. Zatim,

signali karbonilnih ugljika iz benziloksikarbonilnih skupina nalaze se na 155.4 1 155.7 ppm, a

najmanji kemijski pomak na 8.7 ppm pripada signalu ugljikovog atoma metilne skupine vezane
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Acetiliranjem spoja 3 dobiven je 11,2',4"-O-triacetil-9a,3'-N, N-dibenziloksikarbonil-9-
deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (4) te je u '"H-NMR (Slika 3) i u >*C-NMR (Slika 4)
spektrima uocen veéi broj signala §to je i odekivano. U 'H-NMR spektru su vidljiva tri nova

signala u alifatskom podrucju za metilne protone uvedenih acetilnih skupina.

mpetanjko
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Slika 3. 'H-NMR spektar spoja 4
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U BC-NMR spektru su takoder videna tri nova signala u alifatskom podruéju za ugljike

metilnih skupina. S obzirom na tri novouvedene acetilne skupine, vidljivi su i signali kvaternih

karbonilnih ugljika na 168.4 ppm i 169.5 ppm pod koji spadaju ugljici karbonilnih skupina

vezanth na 11-12'-.
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Uvodenjem etil-oksoacetata na polozaj 12-OH dobiven je vazan intermedijer (5) za
daljnje reakcije s obzirom da su zasti¢eni svi reaktivni poloZaji na molekuli. '"H-NMR spektar
slican je spektru spoja 4, a razlika je u tome Sto spektar spoja 5 sadrzi dodatne signale, tocnije
signale za etilnu skupinu vezanu na kisikov atom. Signal za CH3 iz etila nalazi se na pomaku
od 1.05 ppm dok se signal za CH» nalazi na 4.22 ppm, a razlog veceg pomaka je blizina

kisikovog atoma.
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Slika 5. "H-NMR spektar spoja 5
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BC-NMR spektar prikazuje dva nova signala za karbonilne skupine ¢iji je pomak

otprilike na 156 ppm. Signali ugljikovih atoma iz etilne skupine smjesteni su na nizim

vrijednostima pomaka Sto je karakteristi¢no za alifatske ugljike.
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Slika 6. '*C-NMR spektar spoja 5
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"H-NMR spektar spoja 7 trebao bi pokazati signal za kiselinsku OH skupinu u

podru¢ju 10-12 ppm, no na prikazanoj slici nije vidljiv §to je Cesto slucaj za OH skupinu.

Razlika u odnosu na spektar spoja 5 je izostanak protona iz etilne skupine esterskog

supstituenta na polozaju 12 iz ¢ega se moze zakljuciti da je zeljeni spoj dobiven.

mpetanjko
FID2182-029A2
CPD LIBR Z

W Selvita

Slika 7. 'H-NMR spektar spoja 7
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U BC-NMR spektru jedina razlika u odnosu na spektar spoja 5 je 2 signala manje za
ugljikove atome iz etilne skupine koji se gube s obzirom na reakciju hidrolize. Signalu za
ugljikov atom iz karboksilne skupine nije odreden pomak te se pretpostavlja da nije vidljiv, no

prema pravilima ocekivalo bi se da je na manjem pomaku od karbonilnog esterskog ugljika.
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Slika 8. '*C-NMR spektar spoja 7
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5. ZAKLJUCAK
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Reakcijom uvodenja benziloksikarbonilne skupine kao zastitne skupine na dusikove
atome onemogucena je njihova reaktivnost te je dobiven 9a,3'-N,N-dibenziloksikarbonil-
9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (3).

Reakcijom acetiliranja, OH skupine na polozajima 11-, 2’- 14”- 9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A su zasti¢ene i tako je sintetiziran 11,2',4"-O-triacetil-9a,3'-N, N-
dibenziloksikarbonil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (4).

Fischerovom esterifikacijom 11,2',4"-O-triacetil-9a,3'-N, N-dibenziloksikarbonil-9-deokso-
9a-aza-9a-homoeritromicina A (4) pripravljen je 11,2°,4”-O-triacetil-9a,3’-N,N-
dibenziloksikarbonil-12-0-(2-etoksi-2-okso-acetil)-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin
A(S5).

Reakcijom hidrolize 11,2°,4”’-O-triacetil-9a,3’-N,N-dibenziloksikarbonil-12-O-(2-etoksi-
2-okso-acetil)-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (5) s NaHCO3 dobiven je 11,2°,4”-
O-triacetil-9a,3’-N,N-dibenziloksikarbonil-12-0-oksalooksi-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A (7), prekursor za pripravu potencijalno aktivnih bioloskih derivata
azalida.

Strukturna karakterizacija priredenih spojeva potvrdena je 'H-NMR i 'C-NMR

spektroskopijom.
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6. POPIS KRATICA I SIMBOLA
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AGP — engl. a-1-acid glycoprotein

CDI — N,N-karbonildiimidazol

DAST - dietilaminosumpor trifluorid

DBU - 1,8-diazabiciklo[5.4.0]Jundek-7-en

DCC - dicikloheksil-karbodiimid

DCM - diklormetan

DEAD - dietilazodikarboksilat

DIAD - diizopropilazodikarboksilat

DIPEA — N,N-diizopropiletilamin

DMA — dimetilacetamid

DMAP — 4-dimetilaminopiridin

DMF — dimetilformamid

DMSO — dimetilsulfoksid

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

EDC — 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid
EtOAc — etil-acetat

HAS — engl. Human Serum Albumin

HOBt — hidroksibenzotriazol

HPLC — teku¢inska kromatografija visoke uc¢inkovitosti
ICso — pola maksimalne inhibicijske koncentracije

LC — tekuc¢inska kromatografija (engl. Liquid Chromatography)
LDso— letalna doza koja ubija 50% ispitivane populacije
MeOH — metanol

MIC — minimalna inhibicijska koncetracija



MNBA — 2-metil-6-nitrobenzojev anhidrid
mRNA — glasnicka (engl. messenger) ribonukleinska kiselina

MS — masena spektroskopija

NF-«B — nuklearni factor kapa-lakih-lanaca-pojacivac aktiviranih B stanica

NMR — nuklearna magnetska rezonancija

PPY — 4-pirolidinopiridin

rRNA — ribosomska ribonukleinska kiselina

TEA — trietilamin

THF — tetrahidrofuran

TLC — tankoslojna kromatografija

TMS — tetrametilsilan

TNF-a — faktor tumorske nekroze

TRIS — tris(hidroksimetil)Jaminometan

UPLC — tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti

UV — ultraljubicasto zracenje
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Monika Petanjko | - V15ila je osnovnu Skolu Viktora Kovacica

u Humu na Sutli 2014. godine. Iste godine upisala je opéu gimnaziju u srednjoj skoli u Pregradi
gdje je maturirala 2018. godine. Nakon zavrSenog srednjoskolskog obrazovanja upisala je
preddiplomski studij Primijenjene kemije na Fakultetu kemijskog inZenjerstva i tehnologije u
Zagrebu. ZavrSetkom preddiplomskog studija, 2022. godine je upisala diplomski studij
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d.d. Hum na Sutli. Clanica je Studentske sekcije Hrvatskog drustva kemijskih inZenjera i
tehnologa te je tijekom studiranja pisala ¢lanke za znanstveno — popularni Casopis Reaktor ideja.
Takoder, zajedno s kolegicom s fakulteta sudjelovala je na XIV. Susretu mladih kemijskih
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