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1. UvOD

Hidroksipiridinoni (HP) su heterociklicki aromatski spojevi, derivati piridina, s hidroksilnom 1
keto-skupinom vezanima na piridinski prsten. S obzirom na poloZaj ovih funkcijskih skupina
u odnosu na duSikov atom u prstenu razlikujemo tri skupine hidroksipiridinona: 3-
hidroksipiridin-4-one (3,4-HP), 1-hidroksipiridin-2-one (1,2-HP) i 3-hidroksipiridin-2-one
(3,2-HP).? Hidroksilna i keto-skupina kod svih su skupina HP medusobno u orto poloZaju te
su zasluzne za njihova kelatiraju¢a svojstva prema dvovalentnim i trovalentnim metalnim
ionima. U tom se smislu derivati HP prvenstveno istrazuju kao agensi za uklanjanje metalnih
iona koji se prekomjerno nakupljaju u organizmu. Osim kao potencijalni kelatoterapeutici,
spojevi iz ove skupine pokazuju i niz drugih bioloskih uéinaka koji se ¢esto zasnivaju na
kelatiranju, primjerice antibakterijski, antitumorski, antimalarijski uéinak, djeluju kao
antidementici §to se povezuje i s njihovim antioksidativnim djelovanjem itd.*> Od svih derivata
HP najudinkovitiji kelatori trovalentnih, tzv. tvrdih metalnih iona, poput Fe** i AP, u
podrucju fizioloSkog pH su spojevi iz skupine 3,4-HP koji su u sklopu ovog diplomskog rada
posluzili kao polazne supstance za daljnje strukturne modifikacije. Strukturne modifikacije
potencijalno bioloski aktivnih spojeva opcéenito se provode s ciljem moduliranja specifi¢nih
fizikalno-kemijskih 1 farmakoloskih svojstava, poput netoksi¢nosti, biodostupnosti,
mogucénosti oralne primjene i drugih. Posebna se paznja posvecuje lipofilnosti odnosno lipo-
hidrofilnom karakteru potencijalnih supstanci jer se na temelju toga moZe procijeniti
efikasnost prolaska kroz biologke membrane kao i mogu¢i putevi uklanjanja iz organizma.*
Stoga ¢e strukturne modifikacije odabranih derivata 3,4-HP u sklopu ovog diplomskog rada
biti usmjerene na pripravu njihovih lipofilnijin analoga koji ¢e posluziti za bioloska

ispitivanja.



1.1.CILJ | SVRHA RADA
Svrha ovoga rada jest priprava lipofilnih adamantilnih (7-10, 15) i cikloheksilnih (11-14, 16)
eterskih derivata odabranih N-aril supstituiranih 3-hidroksi-2-metilpiridin-4-ona (1-4, Slika 1)

s kona¢nim ciljem ispitivanja njihovog in vitro antitumorskog djelovanja.

U dosadasnjim istrazivanjima provedenim na Zavodu za organsku kemiju kao
lipofilna podjedinica koja se vezala na osnovne 3,4-HP derivate koriStena je adamantan-1-
iloctena kiselina pri ¢emu su u reakciji s hidroksilnom skupinom na polozaju 3 piridinona
nastali esterski derivati.> Pripravljenim je spojevima ispitano in vitro antitumorsko djelovanje
te se pokazalo da se u¢inak povecava vezanjem lipofilne adamantilne podjedinice. U ovom
diplomskom radu, uz adamantilnu, koristit ¢e se i1 cikloheksilna podjedinica. Za njihovo
uvodenje u piridinonsku strukturu posluzit ¢e odgovarajuéi esteri bromoctene kiseline,
(adamantan-1-il)-bromacetat (5) i cikloheksil-bromacetat (6). Za razliku od dosadasnjeg
esterskog nacina vezanja adamantilne podjedinice, spojevi 5 i 6 ¢e se na hidroksilnu skupinu
na polozaju 3 osnovnih piridinona 1-4 vezati eterskom vezom. Kao polazni piridinoni
odabrana su Cetiri N-aril supstituirana 3,4-HP derivata kod kojih je arilni dio molekule fenil ili
para supstituirani fenil (p-metilfenil, p-metoksifenil, p-nitrofenil) kojima je u ranijim

istrazivanjima potvrden in vitro antiproliferativni u¢inak.

o} 0

O\)L
OR

N CH,

R=H, CHz OCH; NO, NH,
R = adamantan-1-il, cikloheksil

R

Slika 1: Opéenita strukturna formula ciljnih molekula — adamantilnih i cikloheksilnih

derivata 3,4-HP

Nakon ispitivanja antitumorskog djelovanja pripravljenih spojeva, $to je konacni cilj
ovoga rada, moci ¢e se nesto viSe re¢i o utjecaju vrste veze (esterska ili eterska) kojom su

piridinonski alkoholi vezani na lipofilnu molekulu, na bioloski odgovor. Osim toga, uvodenje



cikloheksilne lipofilne podjedinice ima za cilj ustanoviti je li adamantan zaista strukturni

motiv klju€an za efikasan antiproliferativni ucinak.
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2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Hidroksipiridinoni

2.1.1. Struktura, svojstva i podjela hidroksipiridinona

Hidroksipiridinoni (HP) su skupina aromatskih heterociklickih spojeva s dusikovim atomom u
prstenu te hidroksilnom skupinom i keto-skupinom vezanima na prsten. S obzirom na polozaj
ovih dviju skupina u odnosu na dusikov atom u prstenu, hidroksipiridinone dijelimo na 1-
hidroksipiridin-2-one (1,2-HP), 3-hidroksipiridin-2-one (3,2-HP) i 3-hidroksipiridin-4-one
(3,4-HP) (Shema 1)."*°

\+ . \+
OH N o
L

N N O:

o

H

He)

1,2-HP
OH OH
\ /
‘ -~ ‘
. \+ .
N [¢] N 0 :
\ !

2,3-HP

(0t
OH OH
ﬁji
|
R? \E R2
L

3,4-HP R = alkil, aril
R? = alkil

Shema 1. Tautomerni i rezonantni oblici 1,2-HP, 3,2-HP i 3,4-HP

Tautomerna ravnoteza postoji samo kod 1,2-HP pri ¢emu oba tautomera
deprotoniranjem daju isti anion (Shema 1). Pri fizioloSkom pH 1,2-HP negativno su nabijeni
dok su 3,2-HP i 3,4-HP neutralni.’

Najproucavanija skupina hidroksipiridinona su 3,4-HP kod kojih su hidroksilna
skupina i keto-skupina medusobno u orto polozaju i vezane na polozaje 3 i 4 prstena. Dusikov

atom u prstenu moze biti supstituiran alkilnim ili arilnim supstituentima (Slika 2).2



R'= alkil, aril
R2= alkil

Slika 2: Opcenita strukturna formula 3-hidroksipiridin-4-ona (3,4-HP)

3-hidroksipiridin-4-oni posjeduju visok kapacitet kompleksiranja metalnih kationa,
osobito Zeljeza. Taj ucinak im se pripisuje zbog rasporeda (O,0)-kelatiraju¢ih skupina oko
sredis$njeg piridinskog prstena $to, u odnosu na ostale HP, uzrokuje najvecu bazi¢nost
hidroksilne skupine (pK, 9 — 9,5) i najvecu elektronsku gusto¢u na donorskim atomima. To ih
¢ini neutralnim pri fizioloskom pH te s ve¢im afinitetom za tzv. tvrde metalne ione kao $to su
Fe** i AI**u usporedbi s 1,2-HP i 3,2-HP.

Hidroksipiridinoni pokazuju Siroki spektar bioloskih aktivnosti, kao §to su
antigljivicna, antimalarijska, antibakterijska, protuupalna aktivnost itd. Piridinonski prsten se
relativno lako kemijski modificira u svrhu sinteze novih spojeva s poboljsanim fizikalno-
kemijskim svojstvima i bioloskim ucinkom. lako je vecina bioloskih aktivnosti 3,4-HP
rezultat vezanja razli¢itih skupina na polozaj N-1, tu je i veliki broj spojeva sa supstituentima
na polozaju C-2 i C-3 dok su modifikacije polozaja C-5 i C-6 rjede.” Varijacija supstituenata
na ovim polozajima moze snazno utjecati na njihovu biolosku aktivnost. Primjerice, nekoliko
3,4-HP glikoliziranih na polozaju 3 pokazali su veliki potencijal za lije¢enje Alzheimerove
bolesti.? Sto se keliraju¢eg ucinka tice, ovi ligandi imaju najveci afinitet za metalne ione u
fizioloskim uvjetima u kojima su vrlo stabilni, netoksi¢ni pa ¢ak i otporni na enzimsku
aktivnost. Vezanjem supstituenta na neki od polozaja odgovornih za kelirajué¢i u¢inak 3,4-HP,
u prvom redu na hidroksilnu skupinu, a u svrhu povec¢anja njihove topljivosti i poboljsanja
farmakokinetickih svojstava, moze se privremeno maskirati vezno mjesto za metal i uciniti

ove spojeve korisnim i u¢inkovitim prolijekovima.9



2.1.2. Priprava 3-hidroksipiridin-4-ona

3,4-HP se pripravljaju reakcijom analognih 3-hidroksipiran-4-ona s amonijakom ili primarnim
alkil- ili aril-aminima, ukljucujuéi i aminokiseline. Najcesc¢e koristeni 3-hidroksipiran-4-oni
su: 3-hidroksi-2-metilpiran-4-on (maltol), 2-etil-3-hidroksipiran-4-on (etil-maltol) i 5-
hidroksi-2-hidroksimetilpiran-4-on (koji¢na kiselina) (Slika 3).2 Jedan od njih, maltol,

koristen je u ovom radu za pripravu svih polaznih 3,4-HP.

OH OH OH

(6) (6] O

a) b) c)
Slika 3. Strukturne formule: a) maltola, b) etil-maltola i ¢) koji¢ne kiseline

Glavne znacajke literaturno opisanih postupaka za pripravu 3,4-HP su umjereni do
niski prinosi, produljeno vrijeme reakcije, te Cesto slozena izolacija produkta iz reakcijske
smjese. Svako poboljSanje postupka njihove sinteze u bilo kojem od spomenutih aspekata

doprinos je istrazivanjima €iji je cilj priprava novih, bioloski u¢inkovitijih derivata.'

Iz literature su poznata dva nacina priprave 3,4-HP, a to su Harrisova metoda i izravna

metoda.

2.1.2.1. Harrisova metoda

Harrisova metoda’ je opcéeprihvaéena metoda za sintezu N-supstituiranih derivata 3-
hidroksipiridin-4-ona i sastoji se od nekoliko koraka. Prvi korak u sintezi je benziliranje
hidroksilne skupine komercijalno dostupnog piran-4-ona | (maltola) kako bi se dobio
benzilom za$ti¢eni piran-4-on Il (benzil-maltol). Drugi korak sinteze je reakcija benzil-
maltola 11 s primarnim aminom pri ¢emu nastaje benzilirani N-supstituirani piridin-4-on I11.
Uklanjanjem benzilne zastitne skupine katalitickom hidrogenolizom dobiva se ogovarajuci N-

supstituirani 3-hidroksipiridin-4-on 1V (Shema 2).*?
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Shema 2. Sinteza 3,4-HP Harrisovom metodom priprave iz maltola i primarnog amina

Mehanizam priprave 3,4-HP pripada vrsti Michaelove adicije u kojoj je Michaelov
donor primarni amin, a Michaelov akceptor a,B-nezasi¢eni sustav piran-4-0na.12 Kod a,p-
nezasi¢enih karbonilnih spojeva B-ugljikov atom je elektrofilan i prema tome podlozan

nukleofilnom napadu (Shema 3).*

Shema 3. Rezonantne strukture a,B-nezasi¢enog karbonilnog spoja

Dvije a,B-nezasi¢ene karbonilne skupine 3-hidroksipiran-4-ona daju moguénost
adicije na polozajima C-2 i C-6. Kada je nukleofil primarni amin, dvostruki napad nukleofilne
amino-skupine na obje o,B-nezasi¢ene veze 3-hidroksipiran-4-ona dovodi do nastanka 3-

hidroksipiridin-4-ona uz gubitak molekule vode (Shema 4).*2
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Shema 4. Mehanizam sinteze 3,4-HP Michaelovom adicijom
iz piran-4-ona i primarnog amina

U prisutnosti baze nezasti¢ena hidroksilna skupina na polozaju 3 piran-4-ona podlozna
je deprotoniranju i moze reagirati Michaelovom reakcijom s meduproduktima koji nastaju
tijekom aminacijskog koraka §to rezultira formiranjem nusprodukata (Shema 5).** Nastajanje
kondenzacijskih nusprodukata dovodi do potro$nje polaznog materijala i tako smanjuje
ukupni prinos. Opéenito, §to je amin voluminozniji, prinos je manji.** Zbog toga je kod
stericki ometanih amina potrebno zastititi hidroksilnu skupinu na polozaju 3 piran-4-ona te je
sprijeciti da interferira kao nukleofil u reakciji. Osim zasti¢ivanjem hidroksilne skupine
piranona, s$to se koristi u Harrisovoj metodi priprave, sporednu reakciju moguce je izbjeci |
koriStenjem kiselih katalizatora, poput para-toluensulfonske kiseline (p-TsOH) ili

klorovodi¢ne kiseline (HCI)."



Shema 5. Moguc¢i sporedni kondenzacijski produkti u sintezi 3,4-HP

Kada se upotrebljavaju stericki manje ometani amini te arilamini, nije potrebna zastita
6,12

hidroksilne skupine piran-4-ona.
2.1.2.2. Izravna metoda
Izravna metoda'® priprave N-aril supstituiranih derivata 3,4-HP ne zahtijeva zatitu
hidroksilne skupine i odvija se u jednom koraku. Moze se provesti zagrijavanjem vodene
otopine odgovarajuceg hidroksipiranona i primarnog amina uz refluks u trajanju od 3-7 dana™
12 jli nesto kra¢im zagrijavanjem (2 dana) vodene otopine reaktanata u hermeticki zatvorenoj
staklenoj cijevi na 150 °C (autoklav).? Priprava derivata 3,4-HP najéeiée se provodi u
autoklavu sa ili bez dodatka kiselog katalizatora. Upotrebom kiselog karalizatora ubrzava se
reakcija i nastaje 3,4-HP u vecem prinosu U odnosu na nekataliziranu reakciju. Najéesce
koristeni kiseli katalizatori su p-TsOH i HCI.*®

U kiselim uvjetima mala je vjerojatnost da ¢e nezasSti¢ena hidroksilna skupina moci
reagirati Michaelovim tipom reakcije s meduproduktima koji nastaju tijekom aminacijskog
koraka. U takvim uvjetima arilamini, za razliku od alkilamina, nisu u potpunosti protonirani

(oblik A) te postoji mala koli¢ina neprotoniranog amina (oblik B) (Shema 6).'2 Dusikov atom



neprotoniranog arilamina (oblik B) dovoljno je nukleofilan za napad na C-2 ili C-6 polozaj

piran-4-ona."?

NH3 NH,

A B

Shema 6. Ravnoteza izmedu protoniranog (A) i neprotoniranog (B) oblika arilamina

Izravna metoda priprave N-aril supstituiranih 3-hidroksipiridin-4-ona rezultira sli¢nim
prinosom produkta kao i Harrisova metoda. Obzirom da se radi o jednostavnijem postupku

koji se provodi u jednom koraku, u ovome je radu koriStena izravna metoda priprave 3,4-HP.

2.1.3. Bioloska aktivnost derivata 3-hidroksipiridin-4-ona

Hidroksipiridinoni pripadaju skupini N-heterociklic¢kih spojeva koji se ¢esto koriste kao O,0-
kelatirajuc¢i ligandi zbog svoga velikog afiniteta prema dvovalentnim i trovalentnim metalnim
ionima i stabilnosti nastalin kompleksa. Od svih skupina HP kao vazni heterociklicki
didentatni ligandi za tzv. tvrde metalne ione poput Fe®" i AI** najvise se isti¢u 3,4-HP koji se
koriste kao potencijalni lijekovi za lijeCenje nekih bolesti pracenih nakupljanjem Zeljeza u
organizmu kao $to su talasemija i hemokromatoza.’> Osim §to se koriste za uklanjanje
prekomjernih koli¢ina metalnih iona iz organizma, pokazuju i razli¢ite vrste bioloskih uc¢inaka
poput antibakterijskog, antitumorskog, antiproliferativnog, antimalarijskog, antioksidativnog i
drugih.* 2

2.1.3.1. Kelatiraju¢i u¢inak 3,4-HP

Biometali (primjerice Fe, Zn, Cu, Mo) esencijalni su elementi u tragovima koji su bitni za rast
i razvoj stanica i organa. Razina metalnih iona u tijelu neprestano se kontrolira homeostatskim
mehanizmima i puferima za odrzavanje optimalne koncentracije slobodnih metalnih iona
¢ime se sprijecava njihovo prekomjerno nakupljanje koje ima Stetne posljedice. Osim toga, u
organizmu se prekomjerno mogu nakupljati i neesencijalni metalni ioni te kompetirati
biometalima u vezanju bioliganada, uzrokovati generiranje oksidativnog stresa i poremacaj

enzimskog sustava.™
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Zeljezo je esencijalni element za sve Zive organizme zbog svojih karakteristi¢nih
redoks svojstava i visokog afiniteta za kisik. | visak i nedostatak zeljeza uzrokuju probleme za
zive organizme i stoga se koli¢ina zeljeza u stanicama pazljivo mora kontrolirati. Normalna
razina Zeljeza u tijelu iznosi 40 — 50 mg / kg tjelesne mase. Oko 70 % Zeljeza u organizmu
nalazi se vezano u metaloproteinima poput hemoglobina u krvi, mioglobina u misi¢ima koji
su specijalizirani za transport i Cuvanje kisika ili citokromima koji sudjeluju u sintezi
adenozin-trifosfata. Ostatak zeljeza se nalazi u jetri, slezeni i koStanoj srzi gdje se skladisti ili
je kofaktor razli¢itih enzima. Jedan od vaznijih svakako je i enzim ribonukleotid-reduktaza
(RR), posrednik pri pretvorbi sva cCetiri ribonukleotida u njihove deoksiribonukleotidne
analoge, prekursore potrebne za sintezu DNA. Povecana razina zeljeza izuzetno je toksi¢na
zbog Zeljezovog redoks ciklusa (Fentonova reakcija) u kojem se proizvode reaktivne kisikove
vrste kao $to je hidroksilni radikal. Ovaj radikal moze reagirati sa Secerima, lipidima,
proteinima i nukleinskim kiselinama te ih oksidirati sto moze dovesti do o$tecenja DNA i
RNA.®® Posto nema fizioloskog mehanizma eliminacije Zeljeza iz tijela, moze doéi do
njegovog nakupljanja kao u hemosiderozi (uzrokovana parenteralnom primjenom zeljeza kod
lijeCenja P-talasemije) ili hemokromatozi (genetski nedostatak povezan s viskom apsorpcije
zeljeza). U tom slucaju povisena razina zeljeza moze dovesti do zasic¢enja proteina transferina
i feritina u plazmi i unutar stanice. Transferin je protein koji sluzi za prijenos iona zeljeza, a
uloga feritina je skladiStenje iona Zeljeza u organizmu. To je popra¢eno ve¢om razinom
nevezanog Zeljeza i njegovim taloZenjem u stanicama i organima kao $to su jetra, gusSteraca,
srce i mozak $to dovodi do ostecenja ili zatajenja tih organa, a u konacnici i smrti.® Osim ovih
poremecaja viSak Zeljeza moze dovesti 1 do neurodegenerativnih poremecaja kao Sto su

Parkinsonova bolest, Alzheimerova bolest ili Friedreichova ataksija.'®

Desferioksamin (DFO) je prirodna siderofora koja se prva pocela koristiti za lijeCenje
prekomjerno nakupljenog zeljeza, te je trenuta¢no jedini klini¢ki dostupan lijek koji se koristi
u tu svrhu. Osnovni nedostatak DFO je da je neaktivan kada se primjenjuje oralno te ga je
potrebno uzimati intravenski tijekom 12-18 h nekoliko puta tjedno, $to je vrlo neprakti¢no i
iscrpljujuce za pacijente. Potreba za novim oralno primjenjivim lijekom za keliranje metala je
velika, a derivati 3,4-HP trenutno su jedni od glavnih kandidata za razvoj oralno aktivnih
kelatora Zeljeza koji bi mogli zamijeniti DFO."” Ova skupina liganada visoko je selektivna za
Fe** i ima relativno nisku konstantu stvaranja kompleksa s bakarom, cinkom, kalcijem i
magnezijem. U fizioloskim uvjetima, gdje je raspon pH 5,0 — 9,9, dominantna kompleksna
vrsta u kojoj je omjer liganda i metala 3 : 1 je nenabijena (Slika 4).? Pri fizioloskim
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vrijednostima pH metalni ion je ugraden u strukturu peteroflanog prstena, poznatog po
termodinamickoj stabilnosti. Sposobnost 3,4-HP da djeluju kao didentatni ligandi moze Se

objasniti zwitterionskim pseudo-aromatskim karakterom heterociklickog sustava.?

Slika 4. Strukturna formula kompleksa 3,4-HP : Fe* =3: 1

Derivat 3,4-HP koji je u klinickoj upotrebi jest didentatni 1,2-dimetil-3-
hidroksipiridin-4-on (deferipron, Ferriprox®, Slika 5) koji se primjenjuje kod bolesnika
oboljelih od talasemije. To je prvi lijek za lijeCenje viska Zeljeza koji se primjenjuje oralno.
Nazalost, doza koja je potrebna da bi se izazvalo dovoljno izluéivanje Zeljeza koristeci
deferipron relativno je visoka, u podrucju od 75 do 100 mg / kg / dan.*? Takoder, primjeéene
su i nuspojave kod nekih bolesnika koji su primali deferipron. Glavni nedostatak deferiprona
jest brza inaktivacija u fazi Il metabolizma koji se odvija u jetri te je pronadeno da se oko 85

% primijenjene doze pretvara u O-glukuronid koji je pronaden u urinu.?

0
OH
T CH,
CHs,

Slika 5. Strukturna formula 1,2-dimetil-3-hidroksipiridin-4-ona (deferiprona, DFP)
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2.1.3.2. Alzheimerova i Parkinsonova bolest
Poremec¢aj homeostatskog mehanizma zeljeza u mozgu primarni je ¢imbenik oksidativnog
stresa i smrti neurona koji moze dovesti do neurodegenerativnih bolesti kao Sto su
Alzheimerova (AD) i Parkinsonova bolest (PD). Te dvije neuroloske bolesti karakterizirane
su nakupljanjem abnormalnih agregata proteina (f-amiloida AB kod AD i a-sinukleina kod
PD) kao i akumulacijom zeljeza. Mnoge druge neurodegenerativne bolesti, kao $to Su
Huntingtonova bolest, Friedreichova ataksija (FA) i amiotrofna lateralna skleroza takoder su
povezane s promjenama u metabolizmu Zeljeza i njegovom akumulacijom. lako je aluminij
redoks-neaktivni metalni ion, takoder je pronaden u visokoj koncentraciji u mozgu kod
pacijenta oboljelih od AD.*®

Alzheimerova bolest je ozbiljni neurodegenerativni poremecaj koji se javlja kod
starijih ljudi. Simptomi ove bolesti su demencija, gubitak pamcenja te promjena u ponasanju i
osobnosti bolesnika. Autopsija ljudi koji su imali Alzheimerovu bolest pokazuje oSteCenja
bazalne jezgre koja se nalazi u mozdanom deblu i koja proizvodi acetilkolin, tvar koja je
potrebna za prijenos impulsa s jedne mozdane stanice na drugu. Za pamcenje je vrlo vazna
dobra komunikacija medu stanicama, a ako nema dovoljno tvari koja tu komunikaciju
omogucuje, pamcenje je poremeceno. Istrazivanja su usmjerena na pronalazak lijeka koji ¢e
kelirati viSak redoks-aktivnih metalnih iona i ukloniti slobodne radikale koji dovode do
oksidativnog stresa. Zbog toga se kelatirajuca skupina za metal u lijekovima kombinira s
drugim skupinama kako bi se dobila neurozastitna uloga kao S$to je inhibicija enzima
acetilkolin-esteraze (AChE), antioksidativno djelovanje i anti-Ap agregacija.”® lako je DFO
bio prvi kelator Zeljeza koji se koristio za uklanjanje unutarstani¢nog Zeljeza iz mozga, njegov
hidrofilni karakter ograni¢ava pristup mozgu pa su predlozeni drugi kelatori metala kao
terapijska sredstva za AD. Veéina lijekova koja je predloZena za lijeCenje AD temeljena je ili
na strukturi 8-hidroksikinolina ili na strukturi 3,4-HP.?® Kelatori na bazi 3,4-HP koriste se za
lijeCenje AD zbog jednostavne strukturne modifikacije koja dovodi do promjene
bioraspolozivosti i farmakokinetike. Mijenjanjem supstituenata na razli¢itim polozajima
piridinonskog prstena pripravljaju se novi derivati 3,4-HP koji imaju veéi afinitet prema
zeljezu 1 odgovarajucu lipofilnost. Time se postizu i dodatni terapijski uc¢inci povezani s
neurodegenerativnim procesima kao §to su poboljSanje antioksidativnih svojstava, AP
agregacija i inhibicija vaznih enzima ukljuéenih u neurodegenerativne procese kao §to je
AChE. U fiziologkim uvjetima 3,4-HP imaju veliku selektivnost prema Fe** i ostalim tzv.
tvrdim metalnim ionima te posjeduju nisku molekulsku masu (< 500 Da) i tvore neutralne

FeL; komplekse. Vezanjem glukoze na hidroksilnu skupinu na polozaju 3 piridinonskog
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prstena poboljSava se njihova apsorpcija u mozgu. Takvi prolijekovi mogu lakSe prijeci
krvno-mozdanu barijeru, a zatim se cijepanjem glikozidne veze prevesti u aktivno kelirajuce
sredstvo.?

Zbog povecane razine oksidativnog stresa u neurodegenerativnim bolestima poceli su
se razvijati antioksidativni lijekovi sa sposobnos$cu ciljanja reaktivnih Kisikovih vrsta (ROS,
engl. Reactive Oxygen Species).” Buduéi da se redoks-aktivni metalni ioni s godinama
nakupljaju u mozgu, te se redoks ciklusom mogu generirati slobodni radikali, i antioksidansi i
sredstva za keliranje Zeljeza pokazuju neurozastitnu ulogu kod AD i PD. Keliranjem Zeljeza
HP takoder mogu djelovati kao antioksidansi i tako smanjiti oksidativni stres. Sposobnost 3,4-
HP derivata da uklanjaju slobodne radikale veéa je za spojeve koji imaju arilni umjesto
alkilnog supstituenta na dusikovom atomu u prstenu. N-arilne skupine dodatno stabiliziraju
produkte koji nastaju vezanjem radikala i 3,4-HP zbog aromatske konjugacije i elektronske

stabilizacije.?

2.1.4. Lipofilnost i biodostupnost lijekova

Kao §to je ve¢ istaknuto, vezanjem razli¢itih supstituenata na piridinonski prsten moze se
utjecati na lipofilnost, a time i na bioraspolozivost 3,4-HP. Tako se vezanjem lipofinih
podjedinica na osnovni skelet 3,4-HP olaksava njegov prolaz kroz bioloske membrane. Cilj
ovog diplomskog rada bio je uvesti dvije takve lipofilne podjedinice, adamantilnu i
cikloheksilnu, na N-aril supstituirani 3,4-HP i ispitati in vitro antitumorski ucinak
pripravljenih derivata. Adamantilna odnosno cikloheksilna podjedinica uvedene su vezanjem
(adamantan-1-il)-bromacetata odnosno cikloheksil-bromacetata na hidroksilnu skupinu

derivata 3,4-HP eterskom vezom.

Adamantan je zasiceni tricikli¢ki ugljikovodik kemijske formule CioHys (Slika 6).
Sastoji se od tri cikloheksanska prstena u konformaciji sedla i ima strukturu kristalne resetke
dijamanta. Najstabilniji je triciklicki ugljikovodik, tali se pri 269 C, lako sublimira ve¢ pri
sobnoj temperaturi, ugodna je mirisa po kamforu. Izoliran je iz nafte 1933. u kojoj se nalazi u
malim koli¢inama. Prvi su ga sintetizirali 1941. hrvatski kemicari V. Prelog i R. Seiwerth u

Zagrebu, gdje je kasnije svojim radovima kemiji adamantana znatno pridonio i Z. Majerski.
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Slika 6. Strukturna formula molekule adamantana

Kako ova molekula posjeduje karakteristicnu voluminoznost 1 lipofilnost,
adamantanska podjedinica nalazi $irok spektar primjene u bioloski aktivnim spojevima i u
supramolekulskoj kemiji. Brojni derivati adamantana posjeduju antivirusnu aktivnost, a
efikasnost pojedinih lijekova znatno se povecava uvodenjem adamantanske jezgre u
molekulu. Adamantanska struktura moze se ugraditi i u polimere koji su zbog toga otporniji

. . . . . 2
na termic¢ku i oksidativnu razgradnju.?®

Spojevi bazirani na adamantanu klinicki se koriste za lije¢enje neuroloskih stanja, kao
antivirusna sredstva i kao sredstva za lijeenje dijabetesa tipa 2. Konstanta hidrofobnosti za
adamantilnu skupinu procijenjena je izracunavanjem koeficijenata raspodjele (clog P) za 31
spoj koji sadrzi adamantilnu skupinu i ona iznosi prosje¢no 3,1.% To zna¢i da su spojevi koji
na sebi imaju vezanu adamantilnu skupinu lipofilniji od svojih analoga bez adamantana.
Membranska topljivost spoja koji je jako topljiv u vodi (log P << 0) moze se ugradnjom
adamantilne skupine u strukturu povecati na vrijednost koja moze biti klini¢ki korisna. U
strukturi azidotimidina, lijeka za lijeCenje AIDS-a, adamantanska je podjedinica u obliku
adamantan-1-iloctene kiseline vezana esterskom vezom ¢ime je dobiven prolijek s
poboljsanim prolaskom kroz krvno-mozdanu barijeru.?* Steri¢ki voluminozna adamantilna
skupina moze sprijeciti pristup hidrolitickih enzima ¢ime se povecava stabilnost lijeka i
vrijeme poluzivota u plazmi. Mnogi spojevi bazirani na adamantanu ispitivani su kao
potencijalni lijekovi za lijeCenje bolesti nakupljanja Zeljeza, malarije, upalnih stanja,

tuberkuloze, raka i1 neuroloskih bolesti.?*

Cikloheksan je bezbojna, zapaljiva tekué¢ina molekulske formule CgHi,. Nalazi se
prirodno u nafti i ima miris sli¢an petroleju. Ima manju gustocu od gusto¢e vode i netopiv je u
vodi. Koristi se kao organsko otapalo za lakove, smole, sinteticke gume, ekstrakciju eteri¢nih
ulja, kao fungicid te u proizvodnji najlona. On je meduprodukt u proizvodnji adipinske
kiseline. Poznato je da se cikloheksan podvrgava oksidativnom metabolizmu ¢ime se dobiva
cikloheksanol (glavni metabolit), cikloheksanon i eventualno drugi oksidacijski produkti (1,2-

ili 1,4-dihidroksicikloheksan i odgovarajuci keto-analozi).®
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Posjeduje lipofilna svojstva te je cikloheksilna podjedinica, uz adamantilnu,
koriStena u sklopu ovog radu za mijenjanje lipo-hidrofilnog karaktera osnovnih N-aril
supstituiranih derivata 3,4-HP izvedenih iz maltola i anilina, odnosno odgovarajucih para

supstituiranih anilina.

2.2. Metode priprave etera

Eteri su organski spojevi opée formule R-O-R™ u kojima je kisikov atom povezan s dva
ugljikova atoma, a R i R' mogu biti alkilne ili arilne skupine. Dva radikala (R) u molekuli
etera mogu biti istovrsna (jednostavni eteri) ili razli¢ita (mjeSoviti eteri). I alkoholi i eteri
strukturno sli¢e vodi s tim da je kod alkohola jedan vodikov atom molekule vode zamijenjen
alkilnom / arilnom skupinom dok su kod etera oba vodikova atoma zamijenjena navedenim
skupinama (Slika 7). Eteri su uglavnom hlapljive i lako zapaljive tekuéine karakteristi¢na
mirisa, netopljive u vodi, topljive u alkoholima i drugim organskim otapalima. Iznimka je
samo najjednostavniji eter dimetil-eter (H3C-O-CHz) koji je plin. Najvise se upotrebljavaju u
organskoj sintezi kao organska aproti¢na otapala (primjerice dietil-eter, diizopropil-eter,
diizobutil-eter), ali i kao sredstva za ekstrakciju, dezinfekciju te kao omeksivaci. Eteri se
najéeSc¢e pripravljaju dehidratiranjem alkohola ili reakcijom alkil-halogenida s alkoholima u

luznatom mediju (Williamsonova sinteza etera).

o) o) o)
H/ \H R/ \H R/ \R‘

voda alkohol eter

Slika 7. Strukturne formule vode, alkohola i etera

Dietil-eter ili obi¢ni eter, C,HsOC,Hs, komercijalno je najvazniji eter. Dobiva se
dehidratiranjem etanola uz pomo¢ sumporne kiseline. Bezbojna je i lako hlapljiva tekucina
karakteristi¢éna opojna mirisa, vrije pri 34,5 °C. Lako se zapali, a pare etera teZe su od zraka i
s njim tvore eksplozivnu smjesu. Dobro otapa masti, smole, voskove, alkaloide i druge
organske spojeve, pa se upotrebljava u kemijskoj i farmaceutskoj industriji kao otapalo. No,
zbog opasnosti od pozara i eksplozija sve se vise zamjenjuje drugim otapalima. Dietil-eter se

nekad primjenjivao u medicini kao anestetik, ali se zbog 3tetnih nuspojava vise ne koristi.?°
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2.2.1. Priprava etera dehidratiranjem alkohola u kiselim reakcijskim uvjetima

Primarni alkoholi mogu se dehidratiranjem prevesti u etere (Shema 7). Reakcija se odvija na
nizoj temperaturi od konkurentne reakcije dehidratiranja alkohola u alken. Ova metoda
priprave obi¢no se ne Kkoristiti sa sekundarnim i tercijarnim alkoholima jer je vjerojatnija

eliminacija kojom nastaje alken, a ne eter.

HA
R—OH + HO—R —> R—O—R
-H,0

Shema 7. Reakcija dehidratiranja alkohola u kiselim reakcijskim uvjetima

Dehidratiranje alkohola u eter obi¢no se odvija na niZoj temperaturi u odnosu na
dehidratiranje u alken i moze biti potpomognuto destilacijom etera iz reakcijske smjese.
Formiranje etera odvija se Sn2 mehanizmom s jednom molekulom alkohola koja djeluje kao
nukleofil i drugom protoniranom molekulom alkohola koju nukleofil napada. Prvi korak je
kiselo-bazna reakcija protoniranja hidroksilne skupine alkohola (Shema 8). U drugom koraku,
koji se odvija SN2 mehanizmom, druga molekula alkohola ponasa se kao nukleofil i napada
protoniranu molekulu alkohola. U tre¢em koraku odvija se druga kiselo-bazna reakcija kojom

se eter deprotonira uz prijenos protona na molekulu vode (ili na drugu molekulu alkohola).

Shema 8. Mehanizam reakcije priprave dietil-etera dehidratiranjem alkohola
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Pokusaji da se sintetiziraju eteri dehidratiranjem sekundarnih i tercijarnih alkohola
obi¢no su neuspjesni jer se vrlo lako formiraju alkeni. Kiselinom katalizirano dehidratiranje
nije korisno za pripravu asimetri¢nih etera iz primarnih alkohola jer nastaju smjese produkata
(Shema 9).

ROR
H,SO, +
ROH +  ROH ES ROR' + H,0
+
R'OR'

Shema 9. Nastajanje smjese produkata u sintezi asimetri¢nih etera dehidratiranjem

Izuzetak je sinteza asimetri¢nih etera u kojoj je jedna alkilna skupina tert-butilna
skupina, a druga skupina je primarna. Sinteza se provodi na sobnoj temperaturi dodavanjem

tert-butilnog alkohola u smjesu primarnog alkohola i H,SO,4 (Shema 10).%’

H,SO,
_—
R/\OH + Lo R/\O + H,0

Shema 10. Sinteza asimetri¢nih etera iz primarnog i tercijarnog alkohola dehidratiranjem

2.2.2. Williamsonova sinteza etera

Za sintezu asimetri¢nih etera koristi se nukleofilna supstitucijska reakcija (Sy2) poznata kao
Williamsonova sinteza etera. Ona ukljucuje napad alkoksidnog iona — nukleofila na supstrat —
halogenalkan pri ¢emu dolazi do formiranja etera (Shema 11). Tipi¢ni supstrati za
Williamsonovu sintezu su 1° i 2° halogenalkani, alkil-sulfati i alkil-sulfonati. Alkoksid se

obi¢no pripravlja dodavanjem neke baze, primjerice NaH u alkohol.

. 4
R—O—H + NaH —> R—0:" Na + H,

R—O0: Na + R——CH,~—X —» R—O0—CH,—R + NaX

Shema 11. Mehanizam Williamsonove sinteze etera
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Supstrat mora biti primaran (ili metil) s dobrom izlaznom skupinom kako bi se
izbjegla eliminacijska (E2) reakcija. Ako je supstrat tercijarni, prednost ima eliminacija

(supstitucija ima prednost nad eliminacijom pri niZim temperaturama).?’
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

U sintezama su koriSteni komercijalno dostupni polazni spojevi, reagensi i otapala: 3-
hidroksi-2-metilpiran-4-on (maltol, Sigma-Aldrich), fenilamin (anilin, Sigma-Aldrich), p-
metilfenilamin (p-toluidin, Merck), p-metoksifenilamin (p-anisidin, Sigma-Aldrich), p-
nitrofenilamin (Sigma-Aldrich), adamantan-1-ol (Sigma-Aldrich), cikloheksanol (CsH120,
Kemika), bromoctena kiselina (Sigma-Aldrich), p-toluensulfonska kiselina (p-TsOH; Merck),
koncentrirana sumporna kiselina (H2SO4, Fluka), natrijev hidroksid (NaOH, Fluka), bezvodni
natrijev sulfat (Na,SO4, Merck), bezvodni kalijev karbonat (K,CO3, Kemika), Pd/C (10 %,
Fluka), metanol (Fluka), diklormetan (DCM, Lach-Ner), kloroform (Lach-Ner), acetonitril
(Merck), etil-acetat (Fluka), toluen (Kemika) i aceton (Sigma-Aldrich). Sva koristena otapala

vew s . v PRV . . 2
su pro&iséavana i suiena prema uobiajenim postupcima.?®

Za procis€avanje spojeva koriStene su kromatografija na stupcu i prekristalizacija iz
odgovaraju¢eg otapala uz dodatak aktivnog ugljena. Za pracenje tijeka reakcije, kontrolu
Cistoce spojeva i preliminarnu identifikaciju produkata koriStena je tankoslojna kromatografija
na ploCicama silikagela (60 F 254, 0,25 mm, Fluka).

Vizualizacija je provedena apsorpcijom UV zracenja (254 nm), reverzibilnom adicijom
joda i/ili karboniziranjem sumpornom Kkiselinom ili prskanjem ninhidrinom uz naknadno
zagrijavanje. Kromatografija na stupcu je radena na Merck silikagelu 60 (0,063-0,200 mm).
Za kromatografiju na stupcu i tankoslojnu kromatografiju koriStena su sljede¢a otapala ili
sustavi otapala:

Sustav otapala A: etil-acetat / metanol, 5 : 1
Sustav otapala B: etil-acetat / metanol, 5 : 2
Sustav otapala C: kloroform / acetonitril, 3 : 1
Otapalo D: kloroform

Otapala su uparavana na rotacijskom uparivacu uz snizeni tlak (Biichi).

Spektri *H i *C NMR snimljeni su na spektrometru (Bruker AV 600) pri sobnoj
temperaturi na 600 MHz i 150 MHz u deuteriranom dimetilsulfoksidu (DMSO-ds) kao
otapalu. Kemijski pomaci izraZeni su prema tetrametilsilanu (TMS) kao unutarnjem standardu
u ppm vrijednostima.

Maseni spektri su snimani na spektrometru masa Agilent 6410 uz tehniku ionizacije

elektrorasprSenjem (ESI).
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Talista su odredivana na uredaju Biichi Melting Point B-540.

3.2.  Priprava para supstituiranih derivata N-aril-3-hidroksi-2-metilpiridin-4-ona (1-4)

3.2.1. Opé€eniti postupak priprave spojeva 1-4

U staklenu cijev doda se maltol (1 g, 7,93 mmol), anilin (724 pL, 7,93 mmol) ili odgovarajuci
p-supstituirani derivat anilina: p-toluidin (861 mg, 7,93 mmol), p-anisidin (986 mg, 7,93
mmol) i p-nitroanilin (1,1 g, 7,93 mmol), te p-TsOH (152 mg, 0,79 mmol) i voda (20 mL).
Staklena cijev se zatvori ¢epom i prebaci u metalni nosac te grije 48 h na temperaturi od 150
°C. Reakcijska smjesa se zagrije i vruce filtrira preko Bilichnerovog lijevka. Hladenjem
maticnice (48 h, 4 °C) dolazi do kristalizacije, a nastali talog se odfiltrira preko Biichnerovog

lijevka.

3.2.1.1. Priprava 3-hidroksi-1-fenil-2-metilpiridin-4-ona (1)
Iz polaznog maltola i anilina prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.1. dobiven je kristalni
produkt 1 boje bijele kave (516,1 mg, 32 %) (Slika 8).

Slika 8. Strukturna formula spoja 1

t.t. 221,0 - 221,9 °C, lit.*® 222 °C.

R¢= 0,47 (etil-acetat : metanol =5: 1).

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg)  / ppm: 1.96 (s, 3 H, CHs), 6.21 (d, J = 7.3 Hz, 1 H, H-5),
7.43-7.47 (m, 2 H, 2 H-Ar), 7.53-7.57 (m, 3 H, 3 H-Ar), 7.54 (d, J = 7.3 Hz, 1 H, H-6).
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3C NMR (150 MHz, DMSO-dg) § / ppm: 13.28 (CHs), 110.78 (C-5), 126.93 (2 CH-Ar),
128.52 (C-2), 129.03 (CH-Ar), 129.58 (2 CH-Ar), 137.81 (C-6), 141.56 (C-N), 144.96 (C-3),
169.54 (C=0).

ESI-MS m/z 202.2 [M+H]", 224,1 [M+Na]".

3.2.1.2. Priprava 3-hidroksi-2-metil-1-(p-metilfenil)piridin-4-ona (2)
Iz polaznog maltola i p-toluidina prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.1. dobiven je sivi
kristalni produkt 2 (901 mg, 52 %) (Slika 9)

0
OH
N CHs
CH;

Slika 9. Strukturna formula spoja 2

t.t. 252,5 - 253,9 °C, 1it.2° 253 °C.

R¢= 0,40 (etil-acetat : metanol =5 : 1).

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 1.95 (s, 3 H, CHs), 2.39 (s, 3 H, CHs-Ar), 6.20 (d, J
=7.3Hz, 1 H, H-5), 7.32 (d, J = 8.3 Hz, 2 H, 2 H-Ar), 7.36 (d, J = 8.3 Hz, 2 H, 2 H-Ar), 7.50
(d, J=7.3Hz, 1 H, H-6).

3C NMR (150 MHz, DMSO-dg) 6 / ppm: 13.18 (CH3), 20.50 (CH3-Ar), 110.65 (C-5), 126.60
(2 CH-Ar), 128.53 (C-2), 129.93 (2 CH-Ar), 137.84 (C-6), 138.60 (Ar-C-CHj3), 139.11 (C-N),
144.88 (C-3), 169.43 (C=0).

ESI-MS: m/z 216,1 [M+H]".
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3.2.1.3. Priprava 3-hidroksi-2-metil-1-(p-metoksilfenil)piridin-4-ona (3)
Iz polaznog maltola i p-anisidina prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.1. dobiven je
smedi kristalni produkt 3 (245 mg, 13 %) (Slika 10).

0

OH
N CH;
OCH;

Slika 10. Strukturna formula spoja 3

t.t. 245,5 — 247,7 °C; lit.* 249 °C.

R¢= 0,41 (etil-acetat : metanol = 5:1).

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 1,95 (s, 3 H, CHs), 3,83 (s, 3 H, OCHs3), 6,19 (d, 1
H, J = 7,3 Hz, H-5), 7,07 (d, 2 H, J = 8,8 Hz, 2 H-Ar), 7,36 (d, 2 H, J = 8,8 Hz, 2 H-Ar), 7,49
(d, 1 H, J =7,3 Hz, H-6).

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg) 6 / ppm: 13,18 (CHs), 55,38 (OCHs), 110,50 (C-5), 114,48 (2
CH, Ar), 128,00 2 CH, Ar), 128,79 (C-2), 134,41 (C-N), 138,03 (C-6), 144,79 (C-3), 159,18
(C-OCH3), 169,38 (C=0).

ESI-MS: m/z 232,1 [M+H]".

3.2.1.4. Priprava 3-hidroksi-2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-ona (4)
Iz polaznog maltola i p-nitroanilina prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.1. uz dodatno
ispiranje produkta eterom dobiven je smedi kristalni produkt 4 (409,3 mg, 21 %) (Slika 11).
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OH

NO,

Slika 11. Strukturna formula spoja 4

t.t. 217,9 - 218,7 °C.

R¢= 0,37 (etil-acetat : metanol = 5:1).

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

3C NMR (150 MHz, DMSO-ds) & / ppm: 13,31 (CHs), 111,16 (C-5), 122,42, 123,43,
130,91,133,94 (4 CH, Ar), 128,43 (C-2), 137,81 (C-6), 142,08 (C-N), 144,96 (C-3),148,16
(C-NOy), 169,88 (C=0).

ESI-MS: m/z 247,2 [M+H]".

3.2. Priprava estera bromoctene kiseline (5 i 6)

3.2.1. Priprava (adamantan-1-il)-bromacetata (5)

Bromoctena kiselina (640 mg, 4,65 mmol) otopi se u suhom toluenu (V = 6,39 mL), doda se
adamantan-1-ol (1,2 g, 7,9 mmol) i koncentrirana sumporna kiselina (V = 5 pL). Reakcijska
smjesa se zagrijava uz refluks 24 h uz Dean-Starkov nastavak za uklanjanje vode. Otapalo se
upari na rotacijskom uparivacu, a zaostala smjesa se otopi u etil-acetatu (V = 20 mL) i
ekstrahira 3 puta s vodom (V = 20 mL). Organski ekstrakt se osusi na bezvodnom natrijevom
sulfatu. Sredstvo za susSenje se odfiltrira i otapalo upari. Produkt se proc€isti kromatografijom

na stupcu silikagela uz kloroform : acetonitril = 3 : 1 kao pokretnu fazu. Reakcijska smjesa se
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analizira tankoslojnom kromatografijom uz UV detekciju, detekciju jodom te prskanje
sumpornom kiselinom uz naknadno zagrijavanje. Dobiven je zuti uljasti produkt (802 mg, 64
%) (Slika 12).

O

Br\)L
0]

Slika 12. Strukturna formula spoja 5

R = 0,74 (kloroform : acetonitril = 3 : 1).

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 6 / ppm: 1,62 (br s, 6H, H-y), 2,05 (br s, 6H, H-a.), 2,14 (br s,
3H, H-b), 4,06 (s, 2H, CH,Br).

3C NMR (150 MHz, DMSO-ds) J / ppm: 28,56 (CH,Br), 30,11 (CH-B), 35,38 (CHy-y),
40,48 (CHa-a).

3.2.1. Priprava cikloheksil-bromacetata (6)

Bromoctena kiselina (2 g, 14,39 mmol) otopi se u suhom toluenu (V = 20 mL), doda se
cikloheksanol (2,64 mL, 24,50 mmol) i koncentrirana sumporna kiselina (V = 10 pL).
Reakcijska smjesa se refluksira 24 h uz Dean-Starkov nastavak za uklanjanje vode. Toluen se
upari na rotacijskom uparivacu. Zaostala smjesa se otopi u etil-acetatu (V = 20 mL) i
ekstrahira 3 puta s vodom (V = 20 mL). Organski ekstrakt se osusi na bezvodnom natrijevom
sulfatu, sredstvo za suSenje se odfiltrira, a otapalo upari. Produkt se procisti kromatografijom
na stupcu silikagela uz cisti kloroform kao pokretnu fazu. Reakcijska smjesa se analizira
tankoslojnom kromatografijom uz UV detekciju, detekciju jodom te prskanje sumpornom
kiselinom uz naknadno zagrijavanje. Izoliran je produkt 6 u obliku Zute uljaste tekucine (2,98
g, 93 %) (Slika 13).
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Slika 13. Strukturna formula spoja 6

R¢ = 0,59 (kloroform).

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & / ppm: 1,22-1,49 (m, 8H, CH,-cikloheksil), 1,66-1,79 (m,
2H, CH,-cikloheksil), 4,16 (s, 2H, CH,Br), 4,70-4,74 (m, 1H, CH).

B3C NMR (150 MHz, DMSO-dg) 6 / ppm: 22,91 (C-B), 24,68 (C-y), 27,50 (CH.Br), 30,70 (C-
a), 73,70 (C-0), 166,54 (C=0).

3.3. Priprava adamantilnih piridinonskih etera 7-10 Williamsonovom sintezom etera

3.3.1. Opceniti postupak priprave etera 7-10

Spojevi 1-4 otope se u suhom acetonu u $to se doda (adamantan-1-il)-bromacetat (5) i
bezvodni kalijev karbonat. Reakcijska smjesa se refluksira 24 h. Nakon zavrSetka reakcije
aceton se upari, a zaostala smjesa se otopi u diklormetanu (V = 20 mL) i ekstrahira s 5 %
natrijevim hidroksidom (V = 20 mL). Organski se ekstrakt osusi na bezvodnom natrijevom
sulfatu, sredstvo za susenje se odfiltrira i otapalo upari. Produkt 7 procisti se kromatografijom
na stupcu silikagela uz etil-acetat : metanol = 5 : 2 kao pokretnu fazu, a produkti 8, 9 i 10 uz

etil-acetat : metanol =5 : 1 kao pokretnu fazu.

3.3.1.1. Priprava (adamantan-1-il)-2-(1-fenil-2-metilpiridin-4-on-3-iloksi)-acetata (7)
Spoju 1 (200 mg, 1 mmol) otopljenom u suhom acetonu (V = 6 mL) dodaju se spoj 5 (271,7
mg, 1 mmol) i bezvodni kalijev karbonat (137,4 mg, 1 mmol). Daljnji postupak obrade i

proc¢is¢avanja reakcijske smjese opisan je u poglavlju 3.3.1. Dobiven je svijetlo smedi

kristalni produkt 7 (136,4 mg, 35 %) (Slika 14).
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Slika 14. Strukturna formula spoja 7

t.t. 108,5 - 109,7 °C

R¢= 0,65 (etil-acetat : metanol =5 : 2)

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & / ppm: 1,61 (br s, 6H, H-y), 2,05 (br s, 6H, H-a), 2,07 (s,
3H, CHs), 2,12 (br s, 3H, HB-Ad), 4,79 (s, 2H, CH,0), 6,21 (d, 1H, J=7,50 Hz, H-5), 7,43-
7,47 (m, 2H, H-Ar), 7,54-7,61 (m, 3H, H-Ar), 7,60 (d, 1H, J=7,52 Hz, H-6).

B3C NMR (150 MHz, CDCls) § / ppm: 14,25 (CHs), 30,09 (CB, Ad), 36,01 (Cy, Ad), 40,77
(Ca, Ad), 66,82 (CH,0), 80,60 (C, Ad), 115,78 (C-5), 126,91, 129,18, 129,70 (5 CH, Ph),
139,32 (C-6), 139,69 (C-2), 141,39 (C-N), 144,36 (C-3), 168,28(C=0, ester), 171,50 (C=0).
ESI-MS: m/z 394,3 [M+H]".

3.3.1.2. Priprava (adamantan-1-il)-2-[2-metil-(p-metilfenil)piridin-4-on-3-iloksi]-acetata
(@)

Spoju 2 (200 mg, 0,93 mmol) otopljenom u suhom acetonu (V = 6 mL) dodaju se spoj 5 (254
mg, 0,93 mmol) i bezvodni kalijev karbonat (128,5 mg, 0,93 mmol). Daljnji postupak obrade i
procis¢avanja reakcijske smjese opisan je u poglavlju 3.3.1. Dobiven je svijetlo smedi

kristalni produkt 9 (170,6 mg, 45 %) (Slika 15).
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Slika 15. Strukturna formula spoja 8

t.t. 152,2 - 153,8 °C.

R¢= 0,53 (etil-acetat : metanol =5 : 1).

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & / ppm: 1,61 (br s, 6H, H-y), 2,04 (br s, 6H, H-c), 2,06 (s,
3H, CH3), 2,12 (br s, 3H, HB-Ad), 2,39 (s, CH3-Ph), 4,78 (s, 2H, CH,0), 6,22 (d, 1H, J=7,48
Hz, H-5), 7,30-7,38 (m, 4H, H-Ar), 7,58 (d, 1H, J=7,49 Hz, H-6).

B3C NMR (150 MHz, CDCl3) 6 / ppm: 14,27 (CH3), 20,55 (CH3-Ph), 30,09 (CB, Ad), 35,43
(Cy, Ad), 40,78 (Ca, Ad), 66,89 (CH,0), 80,63 (C, Ad), 115,64 (C-5), 126,59, 130,10 (4 CH,
Ph), 138,88 (1 CH, Ph), 138,96, (C-2), 139,50 (C-6), 140,15 (C-N), 144,26 (C-3),
168,26(C=0, ester), 171,22 (C=0).

ESI-MS: m/z 408,2 [M+H]".

3.3.1.3. Priprava (adamantan-1-il)-2-[2-metil-1-(p-metoksilfenil)piridin-4-on-3-iloksi]-
acetata (9)

Spoju 3 (200 mg, 0,87 mmol) otopljenom u suhom acetonu (V = 6 mL) dodaju se spoj 5
(237,6 mg, 0,87 mmol) i bezvodni kalijev karbonat (120,1 mg, 0,87 mmol). Daljnji postupak

obrade i proc¢is¢avanja reakcijske smjese opisan je u poglavlju 3.3.1. Dobiven je svijetlocrveni
kristalni produkt 9 (202,4 mg, 55 %) (Slika 16).
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Slika 16. Strukturna formula spoja 9

t.t. 153,8 - 154,4 °C.

R¢=0,51 (etil-acetat : metanol =5: 1)

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 / ppm: 1,61 (br s, 6H, H-y), 2,04 (br s, 6H, H-a), 2,06 (s,
3H, CHa), 2,12 (br s, 3H, HB-Ad), 3,82 (s, 3H, OCHs), 4,78 (s, 2H, CH0), 6,18 (d, 1H,
J=7,49 Hz, H-5), 7,06-7,11 (m, 2H, H-Ar), 7,34-7,39 (m, 2H, H-Ar), 7,55 (d, 1H, J=7,50 Hz,
H-6).

3C NMR (150 MHz, CDCls) 6 / ppm: 14,19 (CHs), 30,08 (CB, Ad), 35,43 (Cy, Ad), 40,77
(Co, Ad), 55,44 (OCHs), 66,82 (CH,0), 80,57 (C, Ad), 114,62 (2 CH, Ph), 115,66 (C-5),
128,08 (2 CH, Ph), 134,29, (C-N), 139,63 (C-6), 140,14 (C-2), 144,26 (C-3), 159,30 (C-
OCHs), 168,26(C=0, ester), 171,22 (C=0).

ESI-MS: m/z 424,3 [M+H]".

3.3.1.4. Priprava (adamantan-1-il)-2-[2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on-3-iloksi]-
acetata (10)

Spoju 4 (46,6 mg, 0,19 mmol) otopljenom u suhom acetonu (V = 4 mL) dodaju se spoj 5
(52,2 mg, 0,19 mmol) i bezvodni kalijev karbonat (26,4 mg, 0,19 mmol). Daljnji postupak

obrade i prociS¢avanja reakcijske smjese opisan je u poglavlju 3.3.1. Dobiven je zuti kristalni
produkt 10 (40 mg, 48 %) (Slika 17).
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Slika 17. Strukturna formula spoja 10

t.t. 218,3-219,7 °C.

R¢= 0,68 (etil-acetat : metanol =5 : 1).

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 6 / ppm: 1,61 (br s, 6H, H-y), 2,05 (br s, 6H, H-a), 2,12 (br s,
6H, CHs, HB-Ad), 4,79 (s, 2H, CH,0), 6,26 (d, 1H, J=7,53 Hz, H-5), 7,68 (d, 1H, J=7,55 Hz,
H-6), 7,80 (d, 2H, J=8,79 Hz, H-Ar), 8,40 (d, 2H, J=8,79 Hz, H-Ar).

3C NMR (150 MHz, CDCls) 6 / ppm: 14,40 (CHs), 30,12 (CB, Ad), 35,46 (Cy, Ad), 40,79
(Ca, Ad), 66,89 (CH,0), 80,72 (C, Ad), 116,15 (C-5), 124,97 (2 CH, Ph), 128,75 (2 CH, Ph),
139,02 (C-6), 139,25 (C-2), 144,55(C-3), 146,26 (C-N), 147,33 (C-NO,), 168,26 (C=O,
ester), 171,22 (C=0).

ESI-MS: m/z 439,1 [M+H]".

3.4. Priprava cikloheksilnih piridinonskih etera 11-14 Williamsonovom sintezom etera

3.4.1. Op¢eniti postupak priprave etera 11-14

Spojevi 1-4 otope se u suhom acetonu u $to se doda cikloheksil-bromacetat (6) i bezvodni
kalijev karbonat. Reakcijska smjesa se refluksira 24 h. Nakon zavrSetka reakcije aceton se
upari, a zaostala smjesa se otopi u diklormetanu (V = 20 mL) i ekstrahira s 5 % natrijevim

hidroksidom (V = 20 mL). Organski se ekstrakt osusi na bezvodnom natrijevom sulfatu,
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sredstvo za suSenje se odfiltrira i otapalo upari. Produkti 11-14 prociste se kromatografijom

na stupcu silikagela uz etil-acetat : metanol =5 : 1 kao pokretnu fazu.

3.4.1.1. Priprava cikloheksil-2-(1-fenil-2-metilpiridin-4-on-3-iloksi)-acetata (11)
Spoju 1 (200 mg, 1 mmol) otopljenom u suhom acetonu (V = 6 mL) dodaju se spoj 6 (221,5
mg, 1 mmol) i bezvodni kalijev karbonat (138,5 mg, 1 mmol). Daljnji postupak obrade i

procis¢avanja reakcijske smjese opisan je u poglavlju 3.4.1. Dobiven je zuti uljasti produkt 11
(131 mg, 38 %) (Slika 18).

Slika 18. Strukturna formula spoja 11

R¢= 0,62 (etil-acetat : metanol =5 : 1).

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) J / ppm: 1,15-1,52 (m, 6H, H-B, H-y), 1,62-1,80 (m, 4H, H-
), 2,07 (s, 3H, CH3), 4,68-4,89 (m, 1H, CH), 4,89 (s, 2H, CH,), 6,21 (d, 1H, J=7,50 Hz, H-
5), 7,43-7,46 (m, 2H, H-Ar), 7,54-7,60 (m, 3H, H-Ar), 7,61 (d, 1H, J=7,51 Hz, H-6).

B3C NMR (150 MHz, CDCl3) 5 / ppm: 14,25 (CHs), 23,04 (CB), 24,68 (Cy), 30,95 (Ca),
66,60 (CH,0), 72,42 (C-O), 115,80 (C-5), 126,90, 129,20, 129,71 (5 CH, Ph), 139,36 (C-6),
139,80 (C-2), 141,38 (C-N), 144,29 (C-3), 168,86 (C=0, ester), 171,48 (C=0).

ESI-MS: m/z 342,2 [M+H]*.
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3.4.1.2. Priprava cikloheksil-2-[2-metil-(p-metilfenil)piridin-4-on-3-iloksi]-acetata (12)
Spoju 2 (200 mg, 0,93 mmol) otopljenom u suhom acetonu (V = 6 mL) dodaju se spoj 6
(206,3 mg, 0,93 mmol) i bezvodni kalijev karbonat (128,9 mg, 0,93 mmol). Daljnji postupak
obrade i proc¢is¢avanja reakcijske smjese opisan je u poglavlju 3.4.1. Dobiven je kristalni
produkt 12 u obliku smede ljepljive smjese (180,6 mg, 55 %) (Slika 19).
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Slika 19. Strukturna formula spoja 12

t.t. 90,8 - 91,7 °C

R¢= 0,54 (etil-acetat : metanol =5: 1)

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) d / ppm: 1,15-1,51 (m, 6H, H-B, H-y), 1,62-1,79 (m, 4H, H-
), 2,06 (s, 3H, CHs), 2,39 (s, CHs-Ph), 4,68-4,75 (m, 1H, CH), 4,88 (s, 2H, CH,), 6,19 (d,
1H, J=7,50 Hz, H-5), 7,30-7,38 (m, 4H, H-Ar), 7,56 (d, 1H, J=7,51 Hz, H-6).

3C NMR (150 MHz, CDCls) 6 / ppm: 14,21 (CHs), 20,54 (CHs-Ph), 23,04 (CB), 24,68 (Cy),
30,95 (Ca), 66,58 (CH,0), 72,41 (C-0), 115,77 (C-5), 126,61, 130,09 (4 CH, Ph), 138,84 (1
CH, Ph), 138,97, (C-2), 139,44 (C-6), 139,95 (C-N), 144,27 (C-3), 168,87 (C=0, ester),
171,44 (C=0).

ESI-MS: m/z 356,2 [M+H]".
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3.4.1.3. Priprava cikloheksil-2-[2-metil-1-(p-metoksilfenil)piridin-4-on-3-iloksi]-acetata
(13)

Spoju 3 (200 mg, 0,87 mmol) otopljenom u suhom acetonu (V = 6 mL) dodaju se spoj 6
(191,9 mg, 0,87 mmol) i bezvodni kalijev karbonat (120 mg, 0,87 mmol). Daljnji postupak

obrade i prociS¢avanja reakcijske smjese opisan je u poglavlju 3.4.1. Dobiven je svijetlo
smedi kristalni produkt 13 (143,6 mg, 45 %) (Slika 20).
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Slika 20. Strukturna formula spoja 13

tt 114,9 - 116,2 °C.

R¢=0,51 (etil-acetat : metanol =5: 1)

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 6 / ppm: 1,17-1,49 (m, 6H, H-B, H-y), 1,63-1,79 (m, 4H, H-
a), 2,06 (s, 3H, CH3), 3,83 (s, 3H, OCHs), 4,70-4,74 (m, 1H, CH), 4,89 (s, 2H, CH,), 6,18 (d,
1H, J=7,44 Hz, H-5), 7,06-7,11 (m, 2H, H-Ar), 7,34-7,39 (m, 2H, H-Ar), 7,56 (d, 1H, J=7,50
Hz, H-6).

3C NMR (150 MHz, CDCls) 6 / ppm: 14,24 (CHs), 23,08 (CB), 24,71 (Cy), 30,98 (Ca),
55,48 (OCHs), 66,58 (CH,0), 72,43 (C-0), 114,66 (2 CH, Ph), 115,71 (C-5), 128,12 (2 CH,
Ph), 134,31 (C-N), 139,74 (C-6), 140,31 (C-2), 144,22 (C-3), 159,33 (C-OCHs), 168,91
(C=0, ester), 171,46 (C=0).

ESI-MS: m/z 372,1 [M+H]".
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3.4.1.4. Priprava cikloheksil-2-[2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on-3-iloksi]-acetata (14)

Spoju 4 (104,5 mg, 0,42 mmol) otopljenom u suhom acetonu (V = 6 mL) dodaju se
cikloheksil-bromacetat (93,8 mg, 0,42 mmol) i bezvodni kalijev karbonat (88,7 mg, 0,64
mmol). Daljnji postupak obrade i pro¢is¢avanja reakcijske smjese opisan je u poglavlju 3.4.1.

Dobiven je zuti kristalni produkt 14 (142,6 mg, 87 %) (Slika 21).
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Slika 21. Strukturna formula spoja 14

t.t. 139,8 - 141,3 °C.

R¢= 0,58 (etil-acetat : metanol =5 : 1).

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 6 / ppm: 1,15-1,52 (m, 6H, H-B, H-y), 1,61-1,81 (m, 4H, H-
), 2,17 (s, 3H, CH3), 4,69-4,76 (m, 1H, CH), 4,89 (s, 2H, CH,), 6,26 (d, 1H, J=7,58 Hz, H-
5), 7,68 (d, 1H, J=7,57 Hz, H-6), 7,77-7,82 (m, 2H, H-Ar), 8,38-8,43 (m, 2H, H-Ar).

3C NMR (150 MHz, CDCls) 6 / ppm: 14,30 (CHs), 23,04 (CB), 24,67 (Cy), 30,94 (Ca),
66,69 (CH,0), 72,47 (CO), 116,13 (C-5), 124,93, 128,69 (4 CH, Ph), 138,96 (C-6), 139,27
(C-2), 144,48 (C-3), 146,20 (C-N), 147,33 (C-NO,), 168,78 (C=0, ester), 171,71 (C=0).
ESI-MS: m/z 387,2 [M+H]".

34



3.5. Priprava etera 15 i 16 redukcijom etera 10 i 14

3.5.1. Op¢eniti postupak priprave etera 151 16

Spojevima 10 i 14 dodani su diklormetan, metanol i Pd/C. Hidrogeniranje je provedeno pod
tlakom od 29 psi u trajanju od 1,5 h. Nakon zavrSetka reakcije, reakcijska smjesa je
analizirana tankoslojnom kromatografijom gdje je koriSten sustav otapala etil-acetat : metanol
=5: 1 kao pokretna faza uz UV detekciju i prskanje ninhidrinom uz naknadno zagrijavanje.

Reakcijska smjesa se profiltrira, a otapalo upari.

3.5.1.1. Priprava (adamantan-1-il)-2-[1-(p-aminofenil)-2-metil-1-piridin-4-on-3-iloksi]-
acetata (15)

Spoju 10 (30 mg, 68,4 umol) dodani su diklormetan (2 mL), metanol (2 mL) i Pd/C (10 %,
7,5 mg). Daljnji postupak obrade i prociS¢avanja reakcijske smjese opisan je u poglavlju

3.5.1. Izoliran je zuti uljasti produkt 15 (15,5 mg, 56 %) (Slika 22).
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Slika 22. Strukturna formula spoja 15

R¢= 0,42 (etil-acetat : metanol =5: 1).

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & / ppm: 1,61 (br s, 6H, H-y), 2,04 (br s, 6H, H-c), 2,05 (s,
3H, CHs), 2,12 (br s, 3H, HB-Ad), 4,79 (s, 2H, CH,0), 6,14 (d, 1H, J=7,46 Hz, H-5), 6,61-
6,64 (m, 2H, H-Ar), 6,98-7,02 (m, 2H, H-Ar), 7,49 (d, 1H, J=7,48 Hz, H-6).
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3C NMR (150 MHz, CDCls) 6 / ppm: 14,17 (CH3), 30,09 (CB, Ad), 35,44 (Cy, Ad), 40,78
(Ca, Ad), 66,77 (CH20), 80,56 (C, Ad), 113,61 (2 CH, Ph), 115,52 (C-5), 127,16 (2 CH, Ph),
129,80 (C-2), 139,92 (C-6), 140,61 (C-N), 144,17(C-3), 149,33 (C-NH,), 168,35 (C=0,
ester), 171,29 (C=0).

ESI-MS: m/z 409,2 [M+H]".

3.5.1.2. Priprava cikloheksil-2-[1-(p-aminofenil)-2-metil-1-piridin-4-on-3-iloksi]-acetata
(16)

Spoju 14 (70 mg, 181,2 umol) dodani su diklormetan (3 mL), metanol (3 mL) i Pd/C (10 %,
17,5 mg). Daljnji postupak obrade i prociS¢avanja reakcijske smjese opisan je u poglavlju

3.5.1. Izoliran je Zuto zlatni kristalni produkt 16 (61,6 mg, 85 %) (Slika 23).

@) 0]

NH,

Slika 23. Strukturna formula spoja 16

t.t. 160,3 - 161,6 °C.

R¢= 0,45 (etil-acetat : metanol =5 : 1).

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & / ppm: 1,15-1,50 (m, 6H, H-B, H-y), 1,62-1,79 (m, 4H, H-
), 2,07 (s, 3H, CH3), 4,69-4,74 (m, 1H, CH), 4,88 (s, 2H, CH,), 6,17 (d, 1H, J=7,45 Hz, H-
5), 6,61-6,65 (M, 2H, H-Ar), 6,98-7,02 (m, 2H, H-Ar), 7,52 (d, 1H, J=7,46 Hz, H-6).
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3C NMR (150 MHz, CDCls) 6 / ppm: 14,18 (CHs), 23,05 (CB), 24,69 (Cy), 30,95 (Ca),
66,58 (CH0), 72,40 (CO), 113,63 (2 CH, Ph), 115,44 (C-5), 127,14 (2 CH, Ph), 129,78 (C-
N), 140,05 (C-6), 141,00 (C-2), 144,07 (C-3), 149,35 (C-NH,), 168,89 (C=0, ester), 171,04
(C=0).

ESI-MS: m/z 357,2 [M+H]".
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. UVOD

Za pripravu N-aril supstituiranih 3-hidroksi-2-metilpiridin-4-ona (spojevi 1-4) u ovome je
radu koriStena izravna metoda priprave uz dodatak kiselog katalizatora. Naime, poznato je da
je priprava N-supstituiranih derivata 3-hidroksipiridin-4-ona (3,4-HP) pra¢ena niskim
prinosima i relativno zahtjevnom izolacijom produkta iz reakcijske smjese.* U prethodnim
istrazivanjima provedenima na Zavodu za organsku kemiju pokazalo se da se dodatkom
kiselog katalizatora moZe utjecati na porast prinosa.’® U tu svrhu u sintezama je koristena
kataliti¢ka koli¢ina para-toluensulfonske kiseline (p-TsOH). Kao polazni spojevi za pripravu
N-aril supstituiranih derivata 3-hidroksi-2-metilpiridin-4-ona koristeni su 3-hidroksi-2-
metilpiran-4-on (maltol) i aromatski amini — anilin i para supstituirani derivati anilina (p-

metil-, p-metoksi- i p-nitroanilin) (Shema 12).

Osnovni piridinoni 1-4 strukturno su modificirani te su pripravljeni njihovih lipofilni
adamantilni (7-10, 15) i cikloheksilni (11-14, 16) derivati (Shema 16). Kao donor adamantilne
podjedinice koristen je (adamantan-1-il)-bromacetat (5), a cikloheksilne podjedinice
cikloheksil-bromacetat (6). Spojevi 5 i 6 pripremljeni su Fischerovom esterifikacijom
bromoctene kiseline i alkohola adamantan-1-ola i cikloheksanola uz sumpornu kiselinu kao
katalizator. Sinteza adamantilnih i cikloheksilnih piridinonskih etera 7-14 provedena je
Williamsonovim postupkom uz bezvodni kalijev karbonat kao bazu pri ¢emu je provedena
strukturna modifikacija polozaja 3 osnovnog 3,4-HP prstena. Dodatno, dva su piridinonska
etera, spojevi 10 i 14, s nitro-skupinom u para polozaju arilnog dijela reducirani u

odgovarajuc¢e amino-derivate, spojeve 15 i 16.
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Shema 12. Shematski prikaz priprave svih spojeva u sklopu ovog diplomskog rada

Adamantilni i cikloheksilni lipofilni derivati odabranih 3,4-HP, spojevi 7-16,

pripravljeni su s ciljem ispitivanja njihovog bioloskog ucinka, ponajprije in vitro antitumorske
aktivnosti.

4.2. Priprava para supstituiranih N-aril-3-hidroksi-2-metilpiridin-4-ona (1-4)
Spojevi 1-4 pripravljeni su u jednom sintetskom koraku koriStenjem izravne metode (Shema
17). Reakcija se provodila zagrijavanjem vodene otopine reaktanata i kiselog katalizatora u

hermeticki zatvorenoj staklenoj cijevi (autoklav) na 150 °C tijekom 2 dana. Kao polazni
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spojevi koristeni su maltol i anilin odnosno para-supstituirani derivati anilina (p-toluidin, p-
anisidin, p-nitroanilin) u ekvimolarnim koli¢inama uz dodatak p-toluensulfonske kiseline (p-

TsOH) kao katalizatora u deset puta manjem molarnom omjeru.

Od dvije literaturno poznate metode priprave 3,4-HP, Harrisova metoda®’ i izravna
metoda, u ovome radu koriStena je jednostavnija izravna metoda.”® Ova se metoda moze
provesti na dva nacCina: zagrijavanjem vodene otopine reaktanata u uvjetima refluksa u

1, 12

trajanju od 3-7 dana™ ™ ili zagrijavanjem vodene reakcijske smjese u hermeticki zatvorenoj

staklenoj cijevi na 150 °C (autoklav) u trajanju od 2 dana.™ **

Reakcija u oba slucaja rezultira
relativno niskim prinosima produkta.? U ovome je radu koristena nesto modificirana izravna
metoda uz zagrijavanje u autoklavu. Reakcija se zagrijavala 2 dana, a kao katalizator
koriStena je p-toluensulfonska kiselina. Koristenjem kiselog katalizatora reakcija se ubrzava i
povecéava joj se prinos zbog smanjene vjerojatnosti da ¢e nezasti¢ena 3-hidroksilna skupina
maltola u kiselim uvjetima biti podloZzna Michaelovom tipu adicije s meduproduktima koji su
nastali tijekom aminacijskog koraka. U takvim uvjetima duSikov atom anilina dovoljno je
nukleofilan za napad na C-2 ili C-6 polozaj maltola jer aril-amini, za razliku od alkil-amina,
nisu u potpunosti protonirani te u ravnotezi postoji mala koli¢ina neprotoniranog anilina

(Shema 6). Mehanizam ove reakcije pripada Michaelovoj adiciji u kojoj je Michaelov donor

anilin, a Michaelov akceptor a,B-nezasiceni sustav maltola (Shema 4).

KoriStenjem izravne metode najprije je iz maltola 1 anilina uz dodatak kiselog
katalizatora (p-TsOH) dobiven kristalni produkt 1-fenil-3-hidroksi-2-metilpiridin-4-on (1) u
32 % prinosu. Nakon optimiziranja reakcijskih uvjeta, analognim postupkom pripravljena su
jos tri derivata N-aril-3,4-HP, spojevi 2-4 (Shema 13).
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Shema 13. Priprava spojeva 1-4

Spoj 2 (3-hidroksi-2-metil-1-(p-metilfenil)piridin-4-on) pripravljen je zagrijavanjem
maltola i p-toluidina u 21 % prinosu. Spoj 3 (3-hidroksi-2-metil-1-(p-metoksilfenil)piridin-4-
on) pripravljen je iz maltola i p-anisidina u prinosu od 52 %. Za pripravu spoja 4 (3-hidroksi-
2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-ona) kao polazni spojevi koristeni su maltol i p-nitroanilin te
je dobiven produkt 4 u niskom prinosu od 13 %. Svi su derivati 3,4-HP izolirani u ¢vrstom

agregacijskom stanju.

4.3. Priprava adamantilnih i cikloheksilnih estera bromoctene kiseline (5-6)

Spoj 5 ((adamantan-1-il)-bromacetat) pripravljen je Fischerovom esterifikacijom iz
bromoctene kiseline i adamantan-1-ola u omjeru 1 : 1,7 uz sumpornu kiselinu kao katalizator
(Shema 14). Kao otapalo koristio se suhi toluen. Posto je Fischerova esterifikacija ravnotezna
(reverzibilna) reakcija s relativno niskom konstantom ravnoteze, da bi se ravnoteza
pomaknula u desno (na stranu produkata) ili se dodaje jedan reaktant u suvisku ili se uklanja

jedan od produkata, ester ili voda, iz reakcijske smjese. U nasem slucaju koristen je drugi
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pristup. Reakcijska smjesa se zagrijavala uz refluks 24 h uz Dean-Starkov nastavak za
uklanjanje vode koja ima nize vreliSte od nastalog estera. Sumporna kiselina sluzi kao
katalizator jer protonira kisik karboksilne skupine bromoctene kiseline ¢ime se povecava
elektrofilnost karbonilnog ugljika i time ubrzava reakcija (Shema 15). Produkt reakcije
(adamantan-1-il)-bromacetat (5) izoliran je nakon kromatografskog proci§¢avanja u prinosu
od 64 %.
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Shema 14. Priprava spoja 5
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Shema 15. Rezonantni oblici protonirane bromoctene kiseline

Mehanizam Fischerove esterifikacije je kiselinom Kkatalizirana nukleofilna acilna
supstitucija (Shema 16).2° Ugljikov atom karbonilne skupine karboksilne kiseline nije
dovoljno elektrofilan te mu se elektrofilnost povec¢ava upotrebom kiselog katalizatora koji
protonira kisik karbonilne skupine (Shema 16).”® Nukleofilni napad alkohola, pracen
gubitkom protona, daje hidrat estera, nakon ¢ega dolazi do gubitka molekule vode. Gubitak
protona s druge hidroksilne skupine dovodi do nastanka estera. Osim iz karboksilnih kiselina,
esteri se uobiCajeno pripravljaju iz reaktivnijih derivata karboksilnih kiselina, kiselinskih

halogenida ili anhidrida.?®
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1. korak: kiselo-bazna adicija alkohola na karbonilnu skupinu

o
.. +/H +0
O: :0 ..
pL )K _ R oH
R OH R ) éH P
.. HV R'
.o (
R'/Q\H 0
R'/"\H
H
o7
R+§H + ROH,
ZQR'

2. korak: kiselinom katalizirano dehidratiranje

H H ’/\ROH

o7 Qa/ e
/ﬂ " />/H .
R OH =—= R 9\ sl | + H20
" R OR'
: OR' : OR' e
10
-+
+ ROH,

R OR

Shema 16. Mehanizam Fischerove esterifikacije

Analognim postupkom Fischerove esterifikacije iz bromoctene kiseline i suviska
cikloheksanola pripravljen je cikloheksil-bromacetat 6 uz kiseli katalizator (konc. H,SOy) i
Dean-Starkov nastavak za uklanjanje vode (Shema 17). Nakon obradivanja reakcijske smjese

i kromatografskog procis¢avanja cikloheksil-bromacetat 6 dobiven je u prinosu od 93 %.
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OH

9 0
konc. H,SOy4
+ Br —_— Br + H,0
OH 24 h, 110 °C o

6

Shema 17. Priprava spoja 6

4.4. Priprava lipofilnih adamantilnih eterskih derivata piridinona (7-10)

Za pripravu etera u ovom je radu koriStena Williamsonova metoda sinteze etera kao
najucinkovitija reakcija za sintezu asimetri¢nih etera. Ova se reakcija odvija mehanizmom
nukleofilne supstitucije (Sn2). Iz literature je poznato da tipicni supstrati za Williamsonovu
sintezu etera moraju biti 1° ili eventualno 2° halogenalkani, alkil-sulfati ili alkil-sulfonati. Kao
primarni halogenalkan u ovom radu najprije je koristen (adamantan-1-il)-bromacetat (5), a
zatim i cikloheksil-bromacetat (6). U ovoj nukleofilnoj supstitucijskoj reakciji (Sn2) nukleofil
napada halogenalkan sa strane suprotne onoj na kojoj se nalazi izlazna skupina. Proces se
odvija u jednom koraku pa je pozeljno da supstrat bude $to manje steri¢ki ometen. Ukoliko je
supstrat tercijaran, prednost pred supstitucijom ima eliminacija. Takoder, supstrat mora imati
dobru izlaznu skupinu kako bi se izbjegla E2 reakcija, a to je u ovom slu¢aju bromid.

Polarna protonska otapala solvatacijom smanjuju reaktivnost nukleofila na nacin da
stvaraju vodikove veze s nukleofilom, pa je zbog toga koriSten suhi aceton kao polarno
aprotonsko otapalo koje potpomazZe stvaranje vrlo reaktivnih nukleofila. Osim toga, aceton
ima dosta nisko vreliste (56 °C), pa je izvrsan za ovu vrstu reakcije jer temperatura reakcije ne
smije biti visoka kako ne bi doSlo do eliminacije koja ima prednost nad supstitucijom pri
vi§im temperaturama. Isto tako veéi nukleofilni atomi su manje solvatizirani, te stoga
reaktivniji u polarnim protonskim otapalima. Za pripremu dobrog nukleofila, alkoksida, ovdje
je kao baza koristen bezvodni kalijev karbonat.

Spoj 7 ((adamantan-1-il)-2-(1-fenil-2-metilpiridin-4-on-3-iloksi)-acetat pripravljen je
Williamsonovom sintezom iz 3-hidroksi-1-fenil-2-metilpiridin-4-ona (1) i (adamantan-1-il)-
bromacetata (5) u molarnom omjeru 1 : 1 u suhom acetonu (Shema 18). Kao baza koristen je
bezvodni kalijev karbonat u ekvimolarnom omjeru. Reakcijska smjesa se zagrijavala 24 h uz
refluks acetona. Nakon obradivanja reakcijske smjese produkt je proc¢iS¢en kromatografijom

na stupcu silikagela te je dobiven spoj 7 uz prinos od 35 %.
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K,COs3,
N CH, . suhi aceton N CHs + HBr
24 h, 56 °C
R R
1-4 5 7-10
oznaka spoja R

1,7 H

2,8 CH;

3,9 OCHj;4

4,10 NO,

Shema 18. Priprava spojeva 7-10

Nakon optimiranja reakcijskih uvijeta za pripravu spoja 7, analognim postupkom
Williamsonove sinteze pripravljeni su adamantilni eteri 8-10 (Shema 22). Spoj 8
((adamantan-1-il)-2-[2-metil-(p-metilfenil)piridin-4-on-3-iloksi]-acetat) pripravljen je
reakcijom 3-hidroksi-2-metil-1-(p-metilfenil)piridin-4-ona (2) i (adamantan-1-il)-bromacetata
(5). Nakon obradivanja reakcijske smjese produkt je procis¢en kromatografijom na stupcu
silikagela te je dobiven spoj 8 uz prinos od 48 %. Spoj 9 ((adamantan-1-il)-2-[2- metil-1-(p-
metoksilfenil)piridin-4-on-3-iloksi]-acetat) pripravljen je reakcijom 3-hidroksi-2-metil-1-(p-
metoksilfenil)piridin-4-ona (3) i (adamantan-1-il)-bromacetata (5) uz prinos od 45 %.
Reakcijom 3-hidroksi-2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-ona (4) i (adamantan-1-il)-bromacetata
(5) dobiven je spoj 10 ((adamantan-1-il)-2-[2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on-3-iloksi]-
acetat) uz prinos od 55 %.

4.5. Priprava lipofilnih cikloheksilnih eterskih derivata piridinona (11-14)
Nakon priprave adamantilnih piridinonskih derivata 7-10, isti postupak Williamsonove

sinteze etera primijenjen je i za pripravu cikloheksilnih etera 11-14. Spojevi 11-14
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pripravljeni su iz derivata 3,4-HP (1-4) i cikloheksil-bromacetata (6) u omjeru 1 : 1 u suhom
acetonu (Shema 19). Kao baza koristen je bezvodni kalijev karbonat u ekvimolarnom omjeru.
Reakcijske smjese su u svim slucajevima zagrijavane uz refluks acetona 24 h. Nakon

obradivanja reakcijskih smjesa produkti su pro¢is¢eni kromatografijom na stupcu silikagela.

OH O\)J\
o

‘ ‘ o K,COs, ‘ ‘

suhi aceton
N CHy; + —_— N CH3 + HBr
Br. 24 h, 56 °C
(0)

R R
14 6 11-14
oznaka spoja R
1,11 H
2,12 CH,
3,13 OCH;
4,14 NO,

Shema 19. Priprava spojeva 11-14

Reakcijom spoja 1 i cikloheksil-bromacetata (6) pripremljen je cikloheksil-2-(1-fenil-
2-metilpiridin-4-on-3-iloksi)-acetat (11) u prinosu od 38 %. Spoj 12 (cikloheksil-2-[2-metil-
(p-metilfenil)piridin-4-on-3-iloksi]-acetat) pripravljen je reakcijom spoja 2 i cikloheksil-
bromacetata (6). Nakon obradivanja reakcijske smjese i kromatografije na stupcu silikagela
spoj 12 je dobiven u prinosu od 87 %. Reakcijom spoja 3 i cikloheksil-bromacetata (6)
pripravljen je cikloheksil-2-[2-metil-1-(p-metoksilfenil)piridin-4-on-3-iloksi]-acetat (13) uz
prinos od 73 %. Konacno, reakcijom spoja 4 i cikloheksil-bromacetata (6) pripravijen je
cikloheksil-2-[2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on-3-iloksi]-acetat (14) uz prinos od 79 %.
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4.6. Priprava lipofilnih adamantilnih i cikloheksilnih eterskih derivata 15 i 16
redukcijom spojeva 10 i 14

Spojevi 15 i 16 pripravljeni su redukcijom p-nitro-derivata 10 i 14 vodikom uz Pd/C kao
katalizator u smjesi otapala metanol-diklormetan (Shema 20). Katalitickim hidrogeniranjem
dolazi do redukcije nitro-skupine spojeva 10 i 14 u amino-skupinu §to je najprije potvrdeno
tankoslojnom kromatografijom uz detekciju ninhidrinom. Pri tome dolazi do pojave ruZi¢aste
mrlje $to je dokaz nastanka primarne amino-skupine. Hidrogeniranje je provedeno pod tlakom
od 29 psi u trajanju od 1,5 h. Nakon obradivanja reakcijskih smjesa izolirani su produkti
(adamantan-1-il)-2-[1-(p-aminofenil)-2-metil-1-piridin-4-on-3-iloksi]-acetat (15) u prinosu od
56 % i cikloheksil-2-[1-(p-aminofenil)-2-metil-1-piridin-4-on-3-iloksi]-acetat (16) u prinosu
od 95 %.

0 0 O O
O\)J\ O\)J\
- ]
N CH, H,, Pd/C N CH,
—_—
N02 NH2
10, 14 15, 16
oznaka spoja R'
10, 15 adamantan-1-il
14,16 cikloheksil

Shema 20. Priprava spojeva 15 i 16
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e U jednom reakcijskom koraku, iz polaznog maltola i aromatskih amina (anilina, p-
toluidina, p-anisidina i p-nitroanilina) uz dodatak kiselog katalizatora u zatvorenoj
staklenoj cijevi pripravljeni su spojevi:

3-hidroksi-1-fenil-2-metilpiridin-4-on (1),
3-hidroksi-2-metil-1-(p-metilfenil)piridin-4-on (2),
3-hidroksi-2-metil-1-(p-metoksilfenil)piridin-4-on (3) i
3-hidroksi-2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on (4).

e Fischerovom esterifikacijom bromoctene kiseline i alkohola adamantan-1-ola i
cikloheksanola uz sumpornu kiselinu kao katalizator pripravljeni su esteri:
(adamantan-1-il)-bromacetat (5) i

cikloheksil-bromacetat (6).

e Williamsonovom sintezom iz piridinonskih derivata 1-4 i (adamantan-1-il)-
bromacetata (5) pripravljeni su adamantilni piridinonski eteri:
(adamantan-1-il)-2-(1-fenil-2-metilpiridin-4-on-3-iloksi)-acetat (7),
(adamantan-1-il)-2-[2-metil-(p-metilfenil)piridin-4-on-3-iloksi]-acetat (8),
(adamantan-1-il)-2-[2- metil-1-(p-metoksilfenil)piridin-4-on-3-iloksi]-acetat (9) i
(adamantan-1-il)-2-[2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on-3-iloksi]-acetat (10).

e Williamsonovom sintezom iz piridinonskih derivata 1-4 i cikloheksil-bromacetata (6)
pripravljeni su cikloheksilni piridinonski eteri:
cikloheksil-2-(1-fenil-2-metilpiridin-4-on-3-iloksi)-acetat (11),
cikloheksil-2-[2-metil-(p-metilfenil)piridin-4-on-3-iloksi]-acetat (12),
cikloheksil-2-[2- metil-1-(p-metoksilfenil)piridin-4-on-3-iloksi]-acetat (13) i
cikloheksil-2-[2-metil-1-(p-nitrofenil)piridin-4-on-3-iloksi]-acetat (14).

e Redukcijom adamantilnog (10) i cikloheksilnog (14) nitro-derivata uz H, / Pd-C
pripravljeni su spojevi:

(adamantan-1-il)-2-[1-(p-aminofenil)-2-metil-1-piridin-4-on-3-iloksi]-acetat (15) i

48



cikloheksil-2-[1-(p-aminofenil)-2-metil-1-piridin-4-on-3-iloksi]-acetat (16).

e Strukture svih pripravljenih derivata odredene su spektroskopijom NMR (*H, C) i
spektrometrijom masa (ESI-MS).

e Pripravljeni adamantilni i cikloheksilni derivati para supstituiranin N-aril-3-hidroksi-

2-metilpiridin-4-ona posluzit ¢e za ispitivanje njihove bioloSke aktivnosti, s

naglaskom na njihovo antitumorsko djelovanje.
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7.1. POPIS OZNAKA KRATICA | SIMBOLA

1,2-HP 1-hidroksipiridin-2-oni

3,2-HP 3-hidroksipiridin-2-oni

3,4-HP 3-hidroksipiridin-4-oni

AChE enzim acetilkolin-esteraza

AD Alzheimerova bolest (engl. Alzheimer disease)

AIDS sindrom ste¢enog nedostatka imuniteta (franc. Syndrome d'ImmunoDéficience
Acquise)

Bn benzil

BnCl benzil-klorid

Da Dalton, atomska jedinica mase

DCM diklormetan

DFO desferioksamin

DFP deferipron

DMSO-dg deuterirani dimetilsulfoksid

DNA deoksiribonukleinska kiselina

E2 oznaka za bimolekusku reakciju eliminacije
ESI-MS spektrometrija masa uz ionizaciju elektrorasprSenjem
FA Friedreichova ataksija

FL3 kompleks zeljeza i 3 liganda

HA opcenita formula kiselina

HCI klorovodi¢na kiselina

HP hidroksipiridinoni

log P koeficjent raspodjele

MHz megaherc

MS spektrometrija masa

Vil


https://hr.wikipedia.org/wiki/Francuski_jezik

m/z omjer mase i naboja

NaX natrijev halogenid

NMR spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije
p para

PD Parkinsonova bolest (engl. Parkinson disease)
Pd/C paladij na ugljiku

ppm dijelova na milion (eng. parts per million)

psi jedinica za tlak (eng. pound per square inch)
p-TsOH p-toluensulfonska kiselina

R radikal

R¢ faktor zaostajanja (eng. retention factor)

RNA ribonukleinska kiselina

RNH, op¢enita strukturna formula primarnog amina
ROR opcenita strukturna formula etera

ROS reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)
RR ribonukleotid-reduktaza

Sn2 oznaka za bimolekulsku nukleofilnu supstituciju
TMS tetrametilsilan

t.t. temperatura taljenja

uv ultraljubicasto zracenje (eng. ultraviolet)

o/ ppm kemijski pomak u ppm

VI


https://hr.wikipedia.org/wiki/Engleski
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