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SAZETAK

Nesteroidni protuupalni lijekovi (NSAID) imaju dugu klinicku primjenu u lije¢enju mnogih
upalnih stanja kao S§to su razli¢iti oblici artritisa. NSAID-i inhibiraju sintezu prostaglandina
inhibiraju¢i enzime ciklooksigenazu-1 (COX-1) i ciklooksigenazu-2 (COX-2). COX-1 je
konstitutivno prisutan enzim odgovoran za regulaciju normalnih fizioloskih procesa, dok je COX-2
enzim fakultativno prisutan u stanjima upale, uklju¢en u patoloskim procesima u organizmu.

Medutim, ovi lijekovi pokazuju razliCite gastrointestinalne i kardiovaskularne nuspojave.

Makrolidi su velika skupina razli¢itih spojeva §to se ti¢e njihove kemije i djelovanja, a dolaze
kao prirodni bakterijski metaboliti ili kao polusintetski derivati prirodnih spojeva. Pokazalo se da se
neki makrolidi, posebno azitromicin, nakupljaju u upalnim stanicama. Danas postoje dokazi da
pojedini makrolidi, koji se ve¢ niz godina primjenuju u klini¢koj praksi kao antibiotici, pokazuju i

protuupalno djelovanje.

Cilj ovog istrazivanja bio je pripraviti nove konjugate azitromicina i azitromicinu sli¢nih
makrolida s NSAID-ima koji pokazuju protuupalni u¢inak kako bi se unaprijedilo lije¢enje razli¢itih
upalnih bolesti. Konjugati su pripravljeni koriste¢i dvostruku aktivaciju u postupku priprave esterske
ili amidne veze. Koristeni su neselektivni NSAID-i (klasi¢ni) poput indometacina, ibuprofena i
flurbiprofena te selektivni COX-2 NSAID-i poput celekoksiba i valdekoksiba. Takoder su kao
makrolide podjedinice koriSteni azitromicin, 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A, eritromicin A,
klaritromicin i telitromicin. NSAID-i su vezani na polozajima 9a, 9 (oksima), 11, 3’-N, 4” 1 4“-O-
makrociklickog prstena. Prva tri mjesta vezanja nalaze se na aglikonskom prstenu, a sljedeca tri na
Secerima, desozaminu, odnosno kladinozi. Takoder su pripravljeni i konjugati s dekladinozilnim

makrolidima kao i aglikonski konjugati. Sintetizirano je vise od 90 konjugata NSAID-a i makrolida.

Bioloska aktivnost pripravljenih spojeva proucena je na temelju in vitro ispitivanja inhibicije
enzima COX-1 i COX-2 te inhibicije produkcije TNF-a (Cimbenik nekroze tumora o). Pojedini
konjugati pokazuju selektivnu inhibiciju COX-2 enzima uz dodatnu inhibiciju produkcije TNF-a.
Vecina sintetiziranih konjugata znacajno je inhibirala produkciju TNF-o. Znacajna inhibicija enzima
COX-2 zabiljezena je u konjugata u kojima je NSAID vezan preko 9a-dusSika na makrolidnu
podjedinicu koja ima oba Secera ili na odgovaraju¢i aglikonski analog, te kod konjugata s
telitromicinom gdje je NSAID vezan na polozaju 11. Konjugati u kojima je NSAID-na podjedinica

vezana na poloZaju 9a pokazuju najbolji bioloski uc¢inak.

Kljuéne rijeci: NSAID/ makrolid/konjugati/protuupalno djelovanje/COX enzim/TNF-a



SUMMARY

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) have a long clinical use for the treatment of
various inflammatory diseases like different forms of arthritis. NSAIDs inhibit prostaglandin synthesis
by inhibition of enzymes cyclooxygenase-1 (COX-1) and cyclooxygenase-2 (COX-2). COX-1 was
described as “constutive” controlling normal homeostasis, and COX-2 as “inflammatory”, involved in
pathological prosses in organism. However, these drugs are not devoided of serious side effects

affecting gastrointestinal and cardiovascular system.

Macrolides form a large group of divergent compounds regarding their chemistry and
function, wich occur as natural bacterial metabolites, or as semisyntetic derivatives of natural
compounds. Some macrolides, especially azithromycin, have been shown to accumulate within
inflammatory cells. Today, there is a clear evidence that some macrolides, used for many years in

clinical practice as antibiotics, also show anti-inflammatory activity.

The aim of this study was to prepare new conjugates of azithromycin and azithromycin-like
macrolide scaffolds with NSAIDs that possess anti-inflammatory activity in order to improve the
treatment of different inflammatory diseases. Conjugates have been prepared using double activation
in the esters or amide coupling procedures. Non-selective NSAIDs (classical) like indomethacine,
ibuprofen, flurbiprofen and selective COX-2 NSAIDs like celecoxib and valdecoxib are used. For
macrolide subunits, azithromycin, 9-deoxo-9a-aza-9a-homoerythromycin A, erythromycin A,
clarithromycin and telithromycin are used. NSAIDs were linked at the positions 9a, 9 (oxime), 11, 3°-
N, 4“- and 4”-O- of macrocyclic scaffold. The first three coupling sites are at the aglycon part of the
molecule, the later three on the sugar moieties desosamin and cladinose, respectively. Also,
conjugates of decladinosyl macrolides have been prepared, as well as macrolide aglycon conjugates.

More than 90 conjugates of NSAID and macrolide have been synthesized.

Biological activity of the prepared compounds was studied on the basis of in vitro tests of
COX-1 and COX-2 inhibition and inhibition of TNF-a (tumor necrosis factor a) production. Some
conjugates show selectivity towards COX-2 enzyme and they additionally inbibit TNF-a production.
Most of the synthesized conjugates significantly inhibited TNF-a production. Significant inhibition of
COX-2 was observed for conjugates with NSAID linked through 9a-nitrogen of macrolide subunit
having both sugars or for corresponding aglycon analogues, as well as with telithromycin conjugate
where NSAID is linked through position 11. Conjugates having NSAID subunit linked at 9a position
showed the highest biological activity.

Keywords: NSAID/macrolide/conjugates/anti-inflammatory activity/COX enzyme/TNF-ao
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1. UVOD

Nesteroidni protuupalni lijekovi (NSAID) su jedni od najceS¢e koriStenih lijekova u
suvremenoj terapiji koji imaju izrazito protuupalno djelovanje. Oni dodatno djeluju i na smanjenje
osjeta boli te snizavaju povisenu tjelesnu temperaturu. Nazivaju se i antireumaticima zbog svoje Ceste
primjene u lijeCenju reumatskih bolesti. Imaju svojstvo blokiranja sinteze lipidnih medijatora upale

(eikozanoida) inhibicijom enzima ciklooksigenaze (COX) i enzima lipooksigenaze (LOX)."

Makrolidi su takoder specificne molekule zbog njihove sposobnosti nakupljanja u stanicama,
naroCito u neutrofilnim granulocitima, monocitima i makrofagima, koji ih procesom kemotaksije
usmjeravaju na mjesto upale. Zahvaljujuc¢i tome postizu se mnogo vece koncentracije makrolida u
podrugju upale nego u zdravom tkivu, ¢ime se ostvaruje njihovo ciljano djelovanje.' Takoder, danas
postoje jasni dokazi da pojedini makrolidi, koji se ve¢ niz godina primjenuju u klinickoj praksi kao
antibiotici, pokazuju i protuupalno djelovanje. Tako se na primjer eritromicin A uspjes$no primjenjuje
u lijeCenju difuznog panbronhiolitisa (DPB), bolesti karakterizirane kroni¢nom upalom bronha i

infiltracijom upalnih stanica, pogotovo neutrofila.*’

Vodeni idejom da se iskoristi takvo jedinstveno farmakokineticko ponasanje makrolida, kao i
protuupalno djelovanje nesteroidnih protuupalnih lijekova i nekih makrolida sintetizirani su novi
konjugati nesteroidnih protuupalnih lijekova i makrolida. Navedene podjedinice su modificirane
razli¢itim sintetskim postupcima te su medusobno povezane u konacne konjugate. Ti spojevi pokazuju
razliciti bioloski profil djelovanja in vitro kao S$to je inhibicija enzima COX-1, COX-2 i ¢imbenika

nekroze tumora o (TNF-a, engl. tumor necrosis factor a).°



2. OPCIDIO

2.1. NESTEROIDNI PROTUUPALNI LIJEKOVI

2.1.1. Povijest nesteroidnih protuupalnih lijekova

Nesteroidni protuupalni lijekovi (skra¢eno nazvani NSAID, NSAIL, NSAIR ili NAID) se
koriste u razli¢itim oblicima od anti¢kih vremena (ekstrakt vrbine kore bogat salicilatima).’
Acetilsalicilna kiselina (1) je proizvedena 1898. godine, indometacin (2) 1960. godine, a 1971. godine
je otkricem enzima ciklooksigenaze (COX) postepeno zapocelo rasvjetljavanje nacina kako NSAID
djeluju. Ciklooksigenaza sudjeluje u regulaciji mnogobrojnih fizioloskih funkcija kao $to su prijenos
informacija u srediSnjem ziv€anom sustavu, agregacija trombocita, zaStita sluznice u
gastrointestinalnom traktu, relaksacija i kontrakcija maternice, zaraStanje kosti, regulacija tjelesne

temperature i boli, a sve one mogu biti promijenjene prilikom uzimanja NSAID lijekova.

Tablica 1. Tijek otkri¢a acetilsalicilne kiseline

400 godina prije nove ere - Hipokrat propisuje koru i lis¢e od vrbe za ublazavanje boli i groznice

1853. godine - francuski kemicar Charles Gergardt eksperimentira sa salicilnom kiselinom i

sintetizira acetilsalicilnu kiselinu

e 1897. godine -  Felix Hoffmann proucava Gerhardt-ove eksperimente i ponovo otkriva
acetilsalicilnu kiselinu

e 1899. godine - Bayer distribuira lije¢nicima acetilsalicilnu kiselinu u obliku praska (Aspirin®)
da ga propisuju svojim pacijentima

e 1900. godine - Bayer proizvodi Aspirin® u obliku vodotopljivih tableta - prvi lijek koji ¢e se
prodati u ovom farmaceutskom obliku

e 1915. godine - Aspirin® postaje dostupan bez recepta. Proizveden u obliku tableta.

e 1948. godine - kalifornijski lije¢nik Lawrence Craven je svojim pacijentima preporucio

uzimanje acetilsalicilne kiseline svakodnevno kako bi im se smanjila opasnost od sr¢anog udara

e 1971. godine - John Vane dokazuje da acetilsalicilna kiselina djeluje na inhibiranje sinteze

prostaglandina

Lijekovi koji sadrze derivate salicilne kiseline primjenjuju se u medicini od davnih vremena
(Tablica 1).
Hipokrat, otac moderne medicine, koji je zivio negdje izmedu 460 i 377 godine prije Krista,

ostavio je povijesne zapise o tretmanima za smanjivanje boli, ukljucujuci koristenje praska izradenog



od lis¢a 1 kore vrbe koji pomaze u lijecenju glavobolje i bolova te za snizavanje tjelesne temperature.
Tek su 1829. godine znanstvenici otkrili da je aktivni sastojak iz biljke vrbe salicin.

Francuski kemicar, Charles Frederic Gerhardt, je prvi 1853. godine pripravio acetilsalicilnu
kiselinu (nazvanu Aspirin® 1899. god.).* Prilikom njegovog rada na sintezi i svojstvima raznih
anhidrida kiselina, pomijeSao je acetil-klorid s natrijevom soli salicilne kiseline (natrijev salicilat).
Gerhardt je pripremljeni spoj nazvao anhidrid salicilne i octene kiseline ("wasserfreie Salicylsdiure-
Essigsdure").

Sest godina kasnije, 1859. godine, von Gilm je priredio analiti¢ki &istu acetilsalicilnu kiselinu
(koju je nazvao acetilirana salicilna kiselina / "acetylierte Salicylsdure") reakcijom salicilne kiseline i
acetil-klorida.’

Schroder, Prinzhorn 1 Kraut su 1869. godine ponovili obje sinteze, Gerhardt-ovu i von Gilm-
ovu te zaklju¢ili da obje reakcije daju isti spoj — acetilsalicilnu kiselinu.'® Oni su prvi odredili ispravnu
strukturu acetilsalicilne kiseline.

Znanstvenici tvrtke Bayer 1897. godine pocinju istrazivati acetilsalicilnu kiselinu kao
poboljsanu zamjenu standardnih lijekova salicilata.'"'? Acetilsalicilna kiselina je patentirana 27.

n._n

veljaée 1900. godine.” Dijelatnici Bayer-a su smislili ime Aspirin® (Slika 1) koje potjete od "a" u

acetil-kloridu, "spir" od Spiraea ulmaria (biljka iz koje je izolirana salicilna kiselina) i nastavka "in"."*

Slika 1. Prva boca Aspirina® (1899. godine)

Acetilsalicilna kiselina je najprije prodavana u obliku praska, a 1915. godine je prvi put
formulirana u obliku tableta. Popularnost acetilsalicilne kiseline opada nakon izlaska na trziste
paracetamola (acetaminofena) (3) 1956. godine i ibuprofena 1969. godine (Slika 2)."” No, nakon §to su
klinicke studije u 1960-tima i 1980-tima potvrdile djelotvornost acetilsalicilne kiseline protiv

zgrusavanja krvi, prodaja acetilsalicilne kiseline u dvadesetprvom stolje¢u ne opada.
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Slika 2. Acetilsalicilna kiselina (1), indometacin (2), paracetamol (3) i ibuprofen (4)

Farmakolog John Vane dobio je Nobelovu nagradu za medicinu 1982. godine zajedno sa Sune
K. Bergstrom i Bengt . Samuelsson za rjesavanje jednog od najveceg misterija medicinske znanosti:
kako acetilsalicilna kiselina djeluje.'®°

Vane je razvio sustav koji mu je dozvolio da istovremeno mjeri, gotovo trenutacno, razinu
niza hormona u krvi. Koriste¢i ga utvrdio je da acetilsalicilna kiselina inhibira djelovanja
prostaglandina - spojeva koji uzrokuju upalu, bol i poviSenje tjelesne temperature. Takoder je otkrio da
cak male doze acetilsalicilne kiseline u trombocitima zaustavljaju proizvodnju tromboksana, koji
uzrokuje agregaciju trombocita i tako zatvaraju oSteCenja krvnih zila. Zbog toga je acetilsalicilna
kiselina uc¢inkovita u sprecavanju nastanka krvnih ugrusaka, ¢estog uzroka sr¢anih bolesti. Njegov rad

je doveo do razvoja inhibitora COX-2 enzima za smanjenje boli i upale, i inhibitora angiotensin-

konvertirajuceg enzima (ACE inhibitora) za snizavanje krvnog tlaka.

2.1.2. Svojstva i struktura nesteroidnih protuupalnih lijekova

Nesteroidni protuupalni lijekovi su lijekovi s analgetskim, antipiretskim (smanjuju tjelesnu
temperaturu i smanjuju bol bez utjecaja na svijest) i u ve¢im dozama s protuupalnim djelovanjem
(smanjuju upalu). Izraz nesteroidni se koristi da bi se razlikovali od steroida koji (pored Sirokog
spektra ostalih djelovanja) imaju protuupalni u€inak (inhibirajuci sintezu eikozanoida). Kao analgetici,
NSAID-i spadaju u neopijate.

e Protuupalno djelovanje: smanjenje vazodilatatornih prostaglandina smanjuje vazodilataciju 1
indirektno smanjuje edem. Akumulacija upalnih stanica nije smanjena.”'

o  Analgetski ucinak: smanjeno stvaranje prostaglandina znac¢i manju senzitizaciju nociceptivnih
ziv€anih zavrSetaka od strane medijatora upale kao §to su bradikinin i 5-hidroksitriptamin.
Otklanjanje boli kod glavobolje vjerojatno je rezultat smanjenja vazodilatacije izazvane
prostaglandinima. *'

o Antipireticki ucinak: djelomi¢no je rezultat smanjenja sinteze prostaglandina koji su odgovorni
za povecanje vrijednosti na koju je podeSena temperatura tijela u termoregulacijskom centru u

hipotalamusu i time porast tjelesne temperature.*'



Upravo su nesteroidni protuupalni lijekovi naj¢esce upotrebljavana skupina lijekova u terapiji
razli¢itih vrsta reumatskih bolesti”® To su simptomatski lijekovi koji inhibirajué¢i biosintezu
prostaglandina, vaznih posrednika upalnih procesa, uspjesno ublazavaju, odnosno uklanjaju tipicne
simptome upale (oteklina, crvenilo i bol).**

Nesteroidni antireumatici su skupina lijekova koji imaju jednaka farmakodinamska svojstva -
jednako se ponaSaju u organizmu, iako pripadaju razliCitim kemijskim skupinama. Veéinom su
derivati slabih kiselina.

Vecina NSAID lijekova registriranih u Hrvatskoj su neselektivni inhibitori ciklooksigenaze,

§to zna¢i da djeluju na enzime COX-1 i na COX-2.” Neselektivni, klasiéni NSAID-i uspjesno

otklanjaju simptome upale kod razli¢itih vrsta reumatskih bolesti, ali istovremeno izazivaju iritaciju
sluznice probavnog trakta (posebno ZeluCane sluznice) i uzrokuju tegobe kao Sto su dispepsija,
zgaravica, nadutost i bol u epigastriju, mucnina i povrac¢anje. U tezim sluc¢ajevima dolazi do erozije
zeluGane sluznice s krvarenjem, te se razvija ulkus.*'**

U skladu s najnovijim teoretskim saznanjima, posljednjih je godina na farmaceutskom trzistu
dostupna nova generacija NSAID lijekova. To su tzv. selektivni inhibitori COX-2 enzima. Njihova je
prednost pred klasicnim NSAID lijekovima u tome $to uz jednaki antireumatski uinak izazivaju

znatno manje zelucanih tegoba. Medutim, ti lijekovi povecavaju rizik nastanka kardiovaskularnih

bolesti (npr. infarkt miokarda).*

Dvije su osnovne skupine NSAID-a:

1. klasicni, neselektivni NSAID-i (Slike 2 i 3), koji se s obzirom na kemijsku strukturu mogu

podijeliti na:
a) derivate salicilne kiseline: acetilsalicilna kiselina (1), diflunisal (5)
b) derivate pirazolona: metamizol (6)
¢) derivate arilalanoatne kiseline: diklofenak (7), etodolak (8), indometacin (2), sulindak (9),
tolmetin (10)
d) derivate 2-aril-propionske kiseline / profeni: ibuprofen (4), ketoprofen (11), naproksen (12),
fenbufen (13), fenoprofen (14), flurbiprofen (15), indoprofen (16), ketorolak (17)
e) N-aril-antranilne kiseline (fenamske kiseline): mefenamska kiselina (18), flufenamska
kiselina (19), meklofenamska kiselina (29), tolfenamska kiselina (21)
f) pirazolidinske derivate: fenilbutazon (22), fenazon (23)

e) oksikami: piroksikam (24), tenoksikam (25)

2. selektivni NSAID-i, inhibitori COX-2 su (Slika 4):
a) meloksikam (26)
b) koksibi: celekoksib (27), etorikoksib (28), lumirakoksib (29), parekoksib (30), rofekoksib
(31) i valdekoksib (32)
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Slika 3. Klasi¢ni NSAID-i: diflunisal (5), metamizol (6), diklofenak natrij (7), etodolak (8), sulindak
(9), tolmetin (10), ketoprofen (11), naproksen (12), fenbufen (13), fenoprofen (14), flurbiprofen (15),
indoprofen (16), ketorolak (17), mefenamska kiselina (18), flufenamska kiselina (19), meklofenamska
kiselina (20), tolfenamska kiselina (21), fenilbutazon (22), fenazon (23), piroksikam (24), tenoksikam
(25)
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Slika 4. Selektivni COX-2 inhibitori: meloksikam (26), celekoksib (27), etorikoksib (28),

lumirakoksib (29), parekoksib (30), rofekoksib (31) i valdekoksib (32)




2.1.2.1. Kiralnost nesteroidnih protuupalnih lijekova

Vecina NSAID-a su kiralne molekule (uz pojedine iznimke / npr. diklofenak). Medutim,
ve¢ina ih se proizvodi/sintetizira kao racemicne smjese. U pravilu, samo je jedan enantiomer
farmakoloski aktivan. Za neke lijekove (u pravilu profene), u organizmu postoje enzimi izomeraze koji
prevode neaktivne enantiomere u aktivne forme, iako aktivnost tih enzima jako varira od pojedinca do
pojedinca. Taj je fenomen najvjerojatnije odgovoran za slabu korelaciju izmedu djelotvornosti
NSAID-a i koncentracije u plazmi uofenu u starijim studijama kada se nije provodila specificna
analiza aktivnog enantiomera.

Ibuprofen i ketoprofen su sada dostupni u jednoj, aktivnoj enantiomernoj formi (S-ibuprofen i
S-ketoprofen), Sto omogucuje brzi nastup djelovanja i bolji profil nuspojava. Naproksen je uvijek bio

na trzi$tu kao jedan aktivni enantiomer, S-naproksen (Slika 5).**

S-ibuprofen (4a)

S-ketoprofen (11a)

o
\o ﬁ m S-naproksen (12a)

Slika 5. Kiralne strukture NSAID-a: S-ibuprofen (4a), S-ketoprofen (11a), S-naproksen (12a)




2.1.2.2. Farmakokinetika nesteroidnih protuupalnih lijekova

Vecina NSAID-a su slabe kiseline, s pK, vrijednosti od 3-5. Apsorbiraju se gotovo u
potpunosti iz gastrointestinalnog (GI) trakta, metaboliziraju se u jetri i uglavnom izlucuju kroz
bubrege. Dobro se vezu za proteine plazme (obi¢no >95 %), naj¢eS¢e na albumin, tako da je njihov
volumen distribucije priblizno jednak volumenu plazme. Vecina NSAID-a se metabolizira u jetri
oksidacijom i konjugacijom u neaktivne metabolite koji se obi¢no izlucuju urinom, iako se neki
lijekovi djelomicno izlucuju preko zuci. Metabolizam im moze biti nenormalan u odredenim stanjima
bolesti, a nakupljanje se moze primijetiti i kod normalnog doziranja lijekova. Ibuprofen i diklofenak
imaju kratka vremena polueliminacije (2-3 sata), dok neki NSAID-i (obi¢no oksikami) imaju vrlo

dugo vrijeme polueliminacije (20-60 sati).***’

2.1.3. Prostaglandini i enzim ciklooksigenaza

2.1.3.1. Prostaglandini

Povijest naziva

Jo§ 1931. godine Kurzok i Lieb su otkrili da sjemena tekucina Covjeka posjeduje snazne
kontraktilne i vazodilatirajué¢e ucinke na glatku muskulaturu uterusa. Prostaglandine je prvi otkrio i
izolirao iz ljudske sjemene tekuéine 1935. godine UIf von Euler iz Svedske,’® te potom neovisno od
njega M.W. Goldblatt.** Identificirani su kao lipofilne kisele tvari, a misle¢i da potjetu iz Zlijezda
prostate, nazvani su prostaglandinima. Takoder je utvrdeno da su prisutni i sintetiziraju se u gotovo
svakoj stanici u tijelu.*’

Prostaglandini djeluju kao kemijski glasnici, na mjestu gdje se sintetiziraju. Oni su medijatori i
imaju razlicita fizioloska djelovanja.

Kao §to je ranije navedeno, 1971. godine otkriveno je da acetilsalicilna kiselina i sli¢ni lijekovi

mogu inhibirati sintezu prostaglandina (Sune K. Bergstrom, Bengt 1. Samuelsson i John R. Vane).

Biokemija prostaglandina /bisinteza

Prostaglandini zajedno s tromboksanima i prostaciklinima tvore prostanoidnu klasu derivata
masnih kiselina (prostanoidna klasa je podklasa eikozanoida). Dakle, prostaglandini su nezasic¢ene
karboksilne kiseline, koji se sastoje od 20 ugljikovih atoma, a takoder sadrze i peteroclani prsten
(derivati ciklopentano-masnih kiselina s 20 C atoma). Postoje razlicite strukture s jednom, dvije ili tri
dvostruke veze. Na petero¢lanom prstenu takoder moze biti prisutna dvostruka veza, karbonilna ili

alkoholna skupina.
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Prostaglandini nastaju iz fosfolipida vezanih na stanicne membrane. Pod utjecajem enzima
fosfolipaze A2 iz fosfolipida se oslobada arahidonska kiselina. 1z arahidonske kiseline, pod utjecajem
enzima ciklooksigenaze (COX) nastaju prekursori prostaglandina, nestabilni ciklicki endoperoksidi iz
kojih konacno, posredovanjem specificnih enzima prostaglandin sintaza, nastaju pojedini
prostaglandini. Dodatno iz arahidonske kiseline djelovanjem enzima lipooksigenaza (LOX) nastaju
leukotrieni. Odnosno, arahidonska kiselina osim kroz cikooksigenazni put prolazi i kroz
lipooksigenazni put. U ciklooksigenaznom putu osim prostaglandina nastaju i tromboksan i
prostaciklin. Lipooksigenazni put je aktivan u leukocitima i makrofazima gdje nastaju leukotrieni
(Slika 6 i 7).*"* NSAID-i inhibiraju ciklooksigenazu i tako sprijetavaju endogenu produkciju

prostaglandina.

Funkcija prostaglandina

Prostaglandini su u normalnim okolnostima prisutni u brojnim biljnim i zivotinjskim vrstama,
te u ljudskom organizmu. Njihove su fizioloske funkcije raznovrsne, a pojedinih vrsta prostaglandina
Cesto i opreCne. Tako su neki prostaglandini bronhokonstriktori, a neki bronhodilatatori. Medu
prostaglandinima nadalje postoje vazokonstriktori, vazodilatatori, inhibitori i aktivatori agregacije
trombocita. Neki smanjuju lucenje ZeluCane kiseline i poticu produkciju zastitne sluzi na sluznici
probavnog trakta.

Trenutno je poznato 9 receptora prostaglandina na razli¢itim tipovima stanica.*® Receptori
nazvani DP1-2, EP1-4, FP, IP i TP, vezu odgovarajuci prostaglandin (npr. DP1-2 receptor se veze za
PGD2). Ti raznovrsni receptori znace da prostaglandini djeluju na razlicite stanice te da imaju Siroku
raznolikost djelovanja:

e uzrokuju konstrikciju ili dilataciju glatkih misi¢a krvnih zila
e uzrokuju agregaciju i deagregaciju trombocita

e senzibiliziraju spinalne neurone za bol

e smanjuju intraokularni tlak

e reguliraju upalne procese

e reguliraju kretanje kalcija

e kontroliraju regulaciju hormona

e kontroliraju stani¢ni rast

U Tablici 2 prikazana je usporedba prostaglanina (prostaglandin I, (PGI,), prostaglandin E, (PGE,) i

prostaglandin F,, (PGF,,)) — receptori na koje se vezu te funkcija prostaglandina.
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Tablica 2. Usporedba tipova prostaglandina

Tip prostaglandina Receptor

Funkcija

PGI,
IP

vazodilatacija

bronhodilatacija

inhibicija agregacije trombocita

PGE, EP,

bronhokonstrikcija

kontrakcija glatkih miSi¢a GI trakta

EP,

bronhodilatacija

vazodilatacija

relaksacija glatkih miSi¢a GI trakta

EP;

inhibicija lipolize

| luéenje zelucane kiseline

1 luCenje zelucane mukoze
kontrakcija maternice (u trudnoéi)
kontrakcija glatkih miSi¢a GI trakta

1 autonomne neurotransmitere

nespecificni

hiperalgezija

1 tjelesnu temperaturu

PGF,, FP

bronhokonstrikcija

kontrakcija maternice

Inhibicija prostaglandina i klinicka primjena

Antagonisti prostaglandina' su:

- kortikosteroidi (inhibiraju produkciju fosfolipaze A;)
- klasi¢ni NSAID-i (inhibiraju ciklooksigenazu)
- selektivni COX-2 inhibitori ili koksibi

U Tablici 3 prikazani su ucinci prostaglandina i inhibitora prostaglandina.

Tablica 3. Ucinci prostaglandina i inhibitora prostaglandina

Ucinak prostaglandina

Efekt inhibitora prostaglandina

Klini¢ki u¢inak

povecano stvaranje vezivnog
tkiva, proliferacija

smanjeno izlu€ivanje ZeluCane
kiseline, zastitno djelovanje

smanjeno stvaranje vezivnog
tkiva

povecano izlucivanje zelucane
kiseline

antireumatski uéinak

mukozne lezije, Cir

smanjen motilitet (pokretljivost)
crijeva

povecano izlucivanje Na u
bubrezima

povecana pokretljivost crijeva

; PRV T
smanjeno izlu¢ivanje Na
bubrezima

dijareja

edemi

povecana agregacija trombocita

smanjena agregacija trombocita

profilaksa mozdanog udara

smanjen tonus bronhijalne
muskulature

poveéani tonus bronhijalne
muskulature

napadaj astme

11




2.1.3.2. Enzim ciklooksigenaza

Cikooksigenaza je enzim odgovoran za tvorbu vaznih bioloskih medijatora prostanoida, kao
$to su prostaglandini, prostaciklin i tromboksan. Danas su poznate tri izoforme COX enzima: COX-1,
COX-2 i COX-3.7%

COX-1 je konstitutivno prisutan enzim (house-keeping) s vaznom ulogom u regulaciji mnogih
normalnih fizioloskih procesa.’*’ Jedna od uloga je odrzavanje normalnog stanja Zeluca, gdje
prostaglandini imaju zastitnu ulogu spre¢avajuéi eroziju mukoze Zeluca.*”’ Kada neselektivni
COX-1/COX-2 inhibitori (poput acetilsalicilne kiseline, ibuprofena i naproksena) smanje razinu
prostaglandina u Zelucu, gubi se zastitni utjecaj prostaglandina §to moze rezultirati ulkusom Zeluca ili
duodenuma i potencijalnim krvarenjem.

COX-2 je enzim koji je fakultativho prisutan u stanjima upale (induciran je citokinima,

56-57

mitogenima i endotoksinima u upalnim stanicama) i upravo inhibicijom COX-2 enzima nastaju

zeljeni u¢inci NSAID-a.%%

Za trecu formu enzima COX-3, smatra se da se nalazi u mozgu i da je mozda povezana s
centralnim djelovanjem na sniZzavanje tjelesne temperature kod upotrebe paracetamola.

Strukture COX-1 i COX-2 enzima prikazane su na Slici 8, a funkcije COX-1, COX-2 i COX-3

enzima prikazane su u Tablici 4.

COX-1 COX-2
Slika 8. Strukture COX-1 1 COX-2 enzima

Tablica 4. Vrste COX enzima i njihova funkcija

Vrste enzima Odgovoran za Lokacija
COX-1 bazalnu razinu prostaglandina u krvnim zilama, Zelucu i
bubrezima
COX-2 sintezu prostaglandina posrednika upale/ u krvnim zilama, Zelucu i
proizvodi prostaglandine raznim stimulacijama | bubrezima
COX-3 u fazi otkrivanja to¢ne uloge u mozgu
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Daniel L. Simmons je 1991. godine otkrio enzim COX-2 ¢ime se razvila nada da ¢e se otkriti
djelotvorni NSAID-i bez gastrointestinalnih nuspojava, koje su karakteristicne za ovu vrstu lijekova.
Mislilo se da ¢e se selektivnom inhibicijom COX-2 enzima dobiti protuupalno djelovanje bez
ometanja gastroprotektivnih prostaglandina. Relativno selektivni COX-2 inhibiraju¢i oksikam,
meloksikam, je bio prvi korak u razvoju pravih selektivnih COX-2 inhibitora. Medutim, koksibi
(celekoksib, rofekoksib, valdekoksib, parekoksib i etorikoksib), najnovija klasa NSAID-a, koji se
smatraju pravim selektivnim COX-2 inhibitorima, ispoljavaju kardiovaskularne nuspojave.

Simmons je takoder suotkriva¢ COX-3 izoenzima u 2002. godini. On je analizirao vezu

izmedu novog izoenzima i paracetamola (acetaminofena).®**

2.1.4. Mehanizam djelovanja nesteroidnih protuupalnih lijekova

Vec¢ina NSAID-a djeluju kao neselektivni inhibitori ciklooksigenaze-1 (COX-1) i
ciklooksigenaze-2 (COX-2). Kao §to je ranije navedeno ciklooksigenaze kataliziraju nastajanje
prostaglandina i tromboksana iz arahidonske kiseline (koja nastaje iz stani¢nog fosfolipidnog dvosloja
djelovanjem fosfolipaze A;). Prostaglanini djeluju izmedu ostalog kao prijenosne molekule u procesu
upale #4563

Acetilsalicilna kiselina je jedini NSAID koji ireverzibilno inhibira COX-1, dok se ostali
NSAID-i reverzibilno vezu za COX enzime (selektivno ili neselektivno).

Acetilsalicilna kiselina, kao i ostali NSAID-i, inhibira enzime ciklooksigenaze, COX-1 i
COX-2, koji su ukljuceni u zatvaranje prstena i dodavanje kisika arahidonskoj kiselini pri njezinoj
pretvorbi u prostaglandine. Acetilna skupina na acetilsalicilnoj kiselini se hidrolizira i potom se veze
na alkoholnu skupinu serina. Time se blokira kanal u enzimu i arahidonska kiselina ne moze doprijeti
do aktivnog mjesta enzima. Inhibirajuci ili blokirajuéi enzim, sinteza prostaglandina je blokirana $to
ima za posljedicu smanjenje upale, bolova i povisene tjelesne temperature. Molekularna osnova
inhibicije COX enzima acetilsalicilnom kiselinom prikazana je na Slici 9.

Acetilsalicilna kiselina takoder inhibira sintezu prostaglandina koji su uklju¢eni u nezeljeno

zgrusavanje krvi pri koronarnim bolestima.
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Slika 9. Molekularna osnova inhibicije COX enzima acetilsalicilnom kiselinom

2.1.5. Upotreba nesteroidnih protuupalnih lijekova u upalnim bolestima

NSAID-i se obi¢no primjenjuju za lijecenje akutne i kroni¢ne bolesti gdje su prisutni bol i

upala. Istrazivanja se nastavljaju prema prevenciji kolorektalnih tumora te lijeCenju ostalih stanja

poput tumora i kardiovaskularnih bolesti.

NSAID-i su opcenito indicirani za simptomatsko lijecenje pri sljede¢im stanjima:

reumatoidni artritis

osteoartritis

protuupalne artropatije (npr. ankilozantni spondilitis, psorijazni artritis)
akutni giht

dismenoreja (menstrualna bol)

bolesti kostiju (metastaze)

glavobolje i migrene

postoperativni bolovi

blaga do umjerena bol za vrijeme upale i ozlijede tkiva

vrucica

kad ductus arteriosus nije zatvoren kod preranorodene djece (u 24 sata nakon poroda)

Acetilsalicilna kiselina inhibira agregaciju trombocita, §to je korisno u lijeCenju arterijske

tromboze i u prevenciji kardiovaskularnih bolesti.
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2.1.5.1 Reumatoidni artritis

Reumatoidna oboljenja su jedna od najces¢ih kroni¢nih inflamatornih stanja u razvijenim
zemljama svijeta, a reumatoidni artritis je naj¢es$¢i uzrok invalidnosti. Promjene na zglobovima, koje
vjerovatno predstavljaju autoimunu reakciju, sastoje se od upale, proliferacije sinovije i erozije
hrskavice i kosti. Reumatske bolesti se pojavljuju u sve ve¢em broju. Te bolesti najteze pogadaju ljude
u zreloj Zivotnoj dobi, ali nisu rijetke i kod djece.®®® Vremenom prouzrokuju sve veca oftecenja
organa za kretanje. Uzrok i mehanizam nastanka reumatskih bolesti uglavnom nije poznat, a ne postoji
niti jedinstvena klasifikacija reumatskih bolesti.*””°
Najvaznije reumatske bolesti su:

e upalne reumatske bolesti - reumatska groznica, reumatoidni artritis, sistemske bolesti
vezivnog tkiva (lupus, sistemska skleroza, vaskulitisi), metabolicke artropatije (giht,
osteoporoza), infekcijski artritis

e degenerativne reumatske bolesti kraljeznice i perifernih zglobova

e izvanzglobni (mekotkivni) reumatizam

o rijetke reumatske bolesti

e reumatski sindromi u drugim bolestima (u bolestima plu¢a, krvi, endokrinog,

gastrointestinalnog i kardiovaskularnog sustava)

Artritis predstavlja upalu jednog ili viSe zglobova, a karakteriziran je bolom, oteklinama,
ukocenoscu, 1 deformacijama sa ili bez smanjene pokretljivosti zglobova. Artritis uglavnom pogada
pokretne zglobove koljena, ruéne zglobove, zglobove palCeva, sko¢ni zglob i rame. Kod artritisa

razlikujemo dva najcesca oblika — osteoartritis i reumatoidni artritis.

Reumatoidni artritis je upalna bolest vezivnog tkiva koja uzrokuje bol, otekline, uko¢enost i
gubitak funkcije zglobova te zahvaca ponekad i1 druge izvanzglobne strukture. To je zapravo
autoimuno oboljenje u kojemu obrambeni imunoloski sustav pojedinca vlastite membrane u
zglobovima ne prepoznaje kao svoje, nego kao strana tijela. Pojavljuje se upala hrskavica i tkiva oko
zglobova, koji se ostecuju i propadaju (Slika 10). Cesto postoje ostecenja i same povrsine kosti. Tijelo
nadomjesta normalno tkivo s tkivom ozZiljka, ¢ime normalni prostor unutar zglobova postaje tijesan i
ogranicen te se kosti medusobno previse priblizavaju. Bez odgovarajuce terapije oSte¢enje zgloba se

nastavlja, a moze do¢i i do ireverzibilnog oste¢enja.”’
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Ukoliko se bolest ne lijeci, zglobna hrskavica se s viemenom oStecuje, te se zglobni prostor
suZava sve dok kost ne dode u dodir s kosti,
Unistenje hrskavice i kosti
Popustanje ligamenata
Zglob zahvacen srednje

teskim do teskim
reumatoidnim artritisom

Slika 10. Zdravi zglob i zglob zahvacen srednje teskim do teSkim reumatoidnim artritisom

Lijecenje reumatskih bolesti

Steroidni antireumatski lijekovi

Lijekovi koji se koriste u terapiji reumatskih bolesti, zbog svog antiinflamatornog i
imunosupresivnog djelovanja su kortikosteroidi (steroidni antireumatski lijekovi).”*” U tu skupinu
spadaju prirodni hormoni (npr. hidrokortizon) i njihovi strukturni analozi (npr. prednizon, prednizolon,
metilprednizolon, deksametazon, betametazon, fluokortolon, triamcinolon). Kortikosteroidi imaju vrlo
Siroko indikacijsko podrucje, te su reumatske bolesti samo jedno od brojnih bolesnih stanja gdje se ti
lijekovi mogu primijeniti (npr. supstitucijsko lijeCenje, alergijske kozne bolesti, alergijski rinitis,
alergija na lijekove, urtikarija, bronhijalna astma, imunosupresija nakon presadivanja organa,
ulcerozni kolitis, neki oblici leukemije).

U terapiji reumatoidnog artritisa, kortikosteroidi u relativno kratkom vremenu suprimiraju
upalu, te usporavaju i spre¢avaju dodatno oste¢enje zglobova i ostalih zahvaéenih tkiva. Medutim, kad
se upotrebljavaju u kontinuitetu nekoliko mjeseci do nekoliko godina, u¢inak im postepeno slabi, te

istovremeno izazivaju brojne i teSke nuspojave kao §to su: ovalno lice i vrat, hiperpigmentacija,
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dlakavost, zadrzavanje Na" iona i vode u organizmu, edemi (otekline), povisenje krvnog tlaka, pojava
ili napredovanje Secerne bolesti, osteoporoza s pove¢anim rizikom loma kostiju, katarakta (zamucenje
oc¢nih le¢a), glaukom (poviSenje intraokularnog tlaka), stanjenje i isusivanje koze, aktivacija peptickog

80-81

ulkusa i dr. Zbog svega navedenog kortikosteroidi nisu prikladni za dugotrajno lijecenje

reumatskih bolesti, te se naj¢esc¢e koriste samo pri akutnim pogorSanjima istih.

Ostali antireumatici — auranofin , sulfasalazin

Unutar ove skupine nalaze se lijekovi koji modificiraju, usporavaju ili u potpunosti
zaustavljaju progresiju reumatoidnog artritisa te propadanje zglobova. To nisu simptomatski lijekovi.
Oni nemaju sposobnost ublazavanja akutnih simptoma reumatoidnog artritisa (bol, otekline), pa se iz
tog razloga kombiniraju s lijekovima koji to mogu — nesteroidnim antireumaticima, kortikosteroidima
ili istovremeno s nesteroidnim antireumaticima i kortikosteroidima. Njihov puni uc¢inak se zapaza tek

nakon vi$emjese¢nog kontinuiranog i redovitog uzimanja.**™*

Imunosupresivi

Reumatoidni artritis je kroni¢na progresivna bolest autoimunog karaktera, pa se u terapiji ove
bolesti osim do sada nabrojanih skupina lijekova, upotrebljavaju i imunosupresivi (lijekovi koji
suprimiraju pretjerani imunoloski odgovor organizma). Kao ni prethodna skupina lijekova, niti
imunosupresivi nisu simptomatski lijekovi. Njihov se puni ucinak takoder ocituje tek nakon dulje
uporabe. Od do sada spomenutih skupina lijekova rjede se koriste u terapiji reumatoidnog artritisa
prije svega zbog teskih nuspojava (pad imuniteta, organizam postaje skloniji infekcijama, oStecenja
bubrega i jetre). Njihovo primarno indikacijsko podrucje je prevencija odbacivanja transplantata. Neki
od tih lijekova se, u drugadijim dozama i nainima primjene, upotrebljavaju kao citostatici.
Najznacajniji imunosupresivi raspolozivi kod nas koji se koriste u terapiji reumatoidnog artritisa su:

metotreksat, azatioprin i ciklosporin.**®°

Nesteroidni protuupalni lijekovi

NSAID su najceS¢e primenjivani u suvremenoj reumatoloSkoj praksi. Njihovim se
djelovanjem smanjuju bol i otok, ali se ne moze znacajno uticati na tijek bolesti. U primjeni je veliki
broj lijekova iz ove skupine, sa slicnom efikasnos¢u, ali s razli¢itim nezeljenim efektima. Pri dugoj
upotrebi NSAID-a, posebno kod osoba starijih od 65 godina, postoji rizik od gastrointestinalnih
osteéenja.*™*” Zbog toga se ti lijekovi obi¢no uzimaju poslije obroka.

U posljednje se vrijeme sve viSe paznje poklanja novoj klasi NSAID-a, podjednako efikasnih
kao i prethodni, ali znatno sigurnijih i s manje gastrointestinalnih nupojava. To su takozvani selektivni
COX-2 inhibitori.** Jedan od dosta koristenih, pretezno selektivnih (semiselektivnih) NSAID-a je i
nimesulid, lijek sa znatno manjom ucestaloS¢u gastrointestinalnih komplikacija, a s ocuvanim

protuupalnim i analgetskim djelovanjem.
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2.1.6. Nuspojave nesteroidnih protuupalnih lijekova

Kao S§to je ve¢ reCeno, najvaznije nuspojave neselektivnih NSAID-a vezane su za
gastrointestinalni i bubrezni sustav. Nuspojave ovise o primijenjenoj dozi. Za selektivne NSAID-¢
karakteristi¢ne su kardiovaskularne nuspojave. Cak 40 % bolesnika koji uzimaju NSAID-e imaju

nuspojave u gastrointestinalnom traktu, a u 20 % bolesnika javljaju se kardiovaskularne nuspojave.

Gastrointestinalne nuspojave

NSAID-i imaju dvostruki utjecaj na gastrointestinalni trakt: lijekovi kiselog karaktera izravno
iritiraju mukozu Zeluca, a inhibicijom enzima COX-1 smanjuju razinu zastitnih prostaglandina. U oko
50 % pacijenata, koji kroni¢no uzimaju NSAID-e, endoskopskim su pregledom dokazane erozije
ZeluGane stijenke, a u 15-30 % pacijenata ulkus Zeluca.'*2%2% %9

Medu najtezim nuspojavama spadaju krvarenja i perforacije gornjeg dijela gastrointestinalnog
trakta (oko 300 slucajeva na 100.000 bolesnika koji uzimaju NSAID-e), te akutno ostecenje jetre i
akutno zatajenje bubrega (puno rjedi od krvarenja).

Rizici za razvoj gastrointestinalnih nuspojava su mnogobrojni: postojeca ili ranija
komplicirana i nekomplicirana ulkusna bolest, istodobna primjena viSe od jednog NSAID-a, primjena
velikih doza NSAID-a, istodobna primjena antikoagulantnih lijekova (npr. varfarina), dob starija od 70
godina, istodobna primjena glukokortikoida ili antitrombocitnih lijekova (npr. tienopiridina).”*"'"'

Kako bi se sprijecile ili umanjile te nuspojave treba promijeniti vrijeme uzimanja i oblik
lijeka, kombinirati terapiju NSAID s inhibitorima protonske pumpe (npr. omeprazol) ili
misoprostolom.

Pojedini NSAID-i dolaze na trziStu kao oblozene formulacije ili za rektalnu primjenu.

Medutim, takve formulacije nisu pokazale smanjeni rizik od nastajanja gastrointestinalnih ulceracija.

Bubrezne nuspojave

NSAID-i su takoder povezani s relativno visokim postotkom bubreznih nuspojava.
Mehanizam bubreznih nuspojava je povezan s promjenom bubrezne hemodinamike (protoku krvi).
Prostaglandini  uobicajeno uzrokuju vazodilataciju aferentnih arteriola u glomerulu. To pomaze
odrzavanju normalne glomerularne perfuzije i brzine glomerularne filtracije (GFR), indikatoru
renalne funkcije. Blokiranjem tih u¢inaka povezanih s prostaglandinima, NSAID-i mogu uzrokovati
bubrezne disfunkcije (zadrzavanje soli i tekuéine te hipertenziju).'”'® U rjedim slu¢ajevima mogu
uzrokovati intersticijski nefritis, nefroticki sindrom, akutno zatajenje bubrega i akutnu tubularnu

nekrozu.
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Kardiovaskularne nuspojave

Noviji specificni COX-2 inhibitori (koksibi) imaju podjednak Zeljeni uCinak uz manje
gastrointestinalne nuspojave. Obzirom na relativno kratko iskustvo s primjenom koksiba u usporedbi s
klasiénim NSAID-ima, primjenu koksiba potrebno je vrlo pazljivo pratiti. To je pokazao i nedavni
sluc¢aj s koksibima (lumirakoksib, rofekoksib i valdekoksib), koji su povuceni iz upotrebe zbog
udestalosti kardiovaskularnih incidenata pri duljoj i redovitoj primjeni.'**'%

COX-2 inhibitori i visoke doze klasi¢nih protuupalnih lijekova za 80 % povecavaju rizik
nastajanja infarkta miokarda u usporedbi s placebom.’**"'"?

Svi NSAID-i, osim acetilsalicilne kiseline, povezani su s dvostukim rizikom simptomatskog
zatajenja srca u pacijenata bez povijesti sr¢anih oboljenja. U pacijenata s takvom povijesti, upotreba
NSAID-a (osim niske doze acetilsalicilne kiseline) je povezana s vise od 10 puta povecanim rizikom
src¢anih zatajenja.

Jedan od prijedloga primjene NSAID-a uz postojeci kardiovaskularni rizik (prisutan infarkt,
angina pektoris, cerebrovaskularna bolest, premostenje krvnih zila) je uz NSAID uzimati

acetilsalicilnu kiselinu i inhibitor protonske pumpe, Sto je prikladan model i uz postojeci

gastrointestinalni rizik.

Fototoksicnost

Kod mnogih NSAID-a je uo¢ena nuspojava fotoosjetljivost. Protuupalni lijekovi mogu sami
prouzrokovati upalu u kombinaciji s izlaganjem svjetlu. Dokazano je da 2-aril-propionske kiseline
mogu uzrokovati fotoosjetljive reakcije, ali i ostali NSAID-i ukljucujuéi piroksikam, diklofenak i
benzidamin.'*®

Kod benoksaprofena (33) (Slika 11/ povucen zbog hepatotoksi¢nosti) uocena je najveca
fotoaktivnost od svih NSAID-a. Fotoosjetljivost je povezana s dekarboksilacijom karboksilne

skupine.
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Slika 11. Struktura benoksaprofena (33)
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2.1.7. Neselektivni nesteroidni protuupalni lijekovi

Acetilsalicilna kiselina (1)
Acetilsalicilna kiselina je derivat salicilne kiseline koja je blagi neopijatni analgetik koristan u

smanjenju glavobolje i miSi¢nih bolova. Kao i ostali NSAID-i inhibira sintezu prostaglandina.

Indometacin (2)

Indometacin je otkriven 1963. godine,'” a najprije je odobren u SAD-u 1965. godine.

Indometacin ima jako izraZeno antiinflamatorno i antireumatsko djelovanje pa se uglavnom
koristi kod reumatskih bolesti, a ne za smanjenje bolova i snizavanje poviSene temperature. Izaziva
brojne nuspojave — ulceracije i krvarenja u Zelucu, glavobolje, oSteCenje bubrega, jetre, pogorsanje
krvne slike, a moZe izazvati 1 zadrzavanje vode i soli u bubregu Sto podize krvni tlak. Moze izazvati
halucinacije ili pogorsati depresiju.'"

Upotrebljava se pri upalnim reumatskim bolestima, a takoder se klini¢ki koristi za
produljivanje prijevremenog poroda, i za zatvaranje ductus arteriosus.'"'

Indometacin je potentni lijek s puno ozbiljnih nuspojava i ne treba se koristiti za manje bolove

ili povisene tjelesne temperature. Za blagu do umjerenu bol uobicajena oralna doza indometacina (50-

75 mg) je djelotvorna kao 600 mg aspirina.

Paracetamol (3)

Paracetamol (acetaminofen) se ponekad svrstava medu NSAID-e, medutim, on nije NSAID i
nema znacajna protuupalna svojstva. S obzirom da njegov mehanizam djelovanja nije jasan, sumnja se
da je neposjedovanje protuupalnog djelovanja posljedica inhibicije ciklooksigenaze u sredi$njem

ivéanom sustavu. Pretpostavlja se da paracetamol inhibira COX-3.%

Ibuprofen (4)

Ibuprofen je derivat propionske kiseline i bio je prvi lijek iz te skupine. Po djelovanju vrlo je
sli¢an acetilsalicilnoj kiselini. Ibuprofen je indiciran za ublazavanje blage do umjerene boli, a koristi
se i za lijeGenje reumatskih bolesti.'"

Najcesce nuspojave ibuprofena su ulceracije i krvarenje zeluca, zatim glavobolja, vrtoglavica,
nesanica, razdrazljivost, umor, povracanje, ukocenost vrata i pomucenje svijesti. Kod ugotrajne
upotrebe moguce je ostecenje jetre ili bubrega.

Ibuprofen je razvijen od strane istraZivackog tima Boots Group tijekom 1960-tih godina.'"!

Otkrio ga je Stewart Adams, a patentirao ga je zajedno sa suradnicima Johnom Nicholson i Colinom
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Burrows 1961. godine. Lijek je odobren za lijeCenje reumatoidnog artritisa u Velikoj Britaniji 1969.

godine, a u SAD-u 1974. godine.

Ibuprofen lizin (34)
U Europi, Australiji i Novom Zelandu odobrena je sol ibuprofena s lizinom (Slika 12) za
lijeCenje istih stanja kao i ibuprofen. Ta sol je dobro topljiva u vodi ¢ime je omogucena intravenska

primjena. Ibuprofen lizin pokazuje puno brze djelovanje od ibuprofena.'

NH,
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Slika 12. Struktura ibuprofen lizina (34)

Ibuprofen lizin se koristi za zatvaranje ductus arteriosus u prerano rodene djece male
porodajne mase (500 do 1500 grama), koja nemaju vise od 32 tjedna gestacijske starosti, kada su

uobi¢ajena medicinska sredstva nedjelotvorna.''

Diklofenak (7)

Diklofenak se u manjim dozama koristi uglavnom za uklanjanje bolova (povrede, zubobolja,
glavobolja, menstrualni bolovi i sl.) i za ublazavanje upale kod vanzglobnog reumatizma, a takoder
moze posluziti i za sniZzavanje poviSene tjelesne temperature. U veCim dozama Kkoristi se za
ublazavanje simptoma reumatoidnog artritisa, osteoartroze, ankilozantnog spondilitisa, akutnog
napada gihta i dr. Osim toga u veéim je dozama pogodan za ublazavanje posttraumatskih bolova.'*'"*

Diklofenak je jedan od najpopularnijih nesteroidnih antireumatika i njegova potros$nja je
izuzetno velika. Kao i svi neselektivni NSAID-i moze uzrokovati krvarenje i ulceracije u Zelucu. Ne
smije se uzimati dulje od 2 mjeseca zbog opasnosti od osteéenja jetre i bubrega.'"

Ketoprofen (11)
Ketoprofen je po svojim svojstvima sli¢an ibuprofenu. Ima dobro protuupalno i analgetsko

djelovanje, pogotovo kod reumatskih bolesti. Takoder, moze se koristiti kod raznih bolnih stanja

(postoperativna bol, menstruacija, bol kod koStanih metastaza, bol poslije povreda i dr.).

Naproksen (12)
Naproksen je najja¢i NSAID propionske strukture. Djelovanje mu je analgetsko tako da je
naproksen lijek prvog izbora kod brojnih vrlo bolnih stanja (bol u misi¢ima, kostima i zglobovima; bol

poslije operacija i vadenja zuba; bol nakon povreda, uganuca i istegnuca; pri zubobolji i glavobolji).
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Pri ginekoloskim bolestima smiruje bol i menstruacijske gréeve. Osim toga, koristi se i za lijeCenje
brojnih reumatskih bolesti."'®
Naproksen razrijeduje krv te ga osobe koje koriste antikoagulanse trebaju izbjegavati.

Naproksen, poput ostalih NSAID-a, posjeduje gastrointestinalne nuspojave.

Piroksikam (24)

Piroksikam spada u skupinu oksikama. Posjeduje vrlo izrazeno protuupalno djelovanje kao i
indometacin, dok je po analgo-antipiretskom djelovanju sli¢an acetilsalicilnoj kiselini. Zato se koristi
za brojne reumatske bolesti: reumatoidni artritis, spondiloartritisi (ankilozantni spondilitis, psorijati¢ni
artritis, osteoartroza, pseudogiht, burzitis, kapsulitis, tendinitis, tendosinovitis, sinovitis i dr.) i vrlo je
efikasan u ljecenju istih.

Nuspojave kod piroksikama blaZe su nego kod indometacina, a i sigurniji je za dugotrajno

lijeenje od indometacina.

2.1.8. Selektivni nesteroidni protuupalni lijekovi

Koksibi su NSAID-i nove generacije i nove kemijske strukture. To su rofekoksib, celekoksib,
valdekoksib, lumirakoksib i parekoksib. Za razliku od prethodnih, neselektivnih NSAID-a koksibi su
selektivni inhibitori COX-2 enzima, koji je odgovoran za produkciju medijatora upale, bolova i
povisene tjelesne temperature, a ne djeluju na produkciju zastitnih prostaglandina u Zelucu. Stoga,
inhibitori COX-2 enzima imaju manje gastrointestinalnih nuspojava od ostalih NSAID-a. Koriste se za
ublazavanje bolova kod reumatoidnog artritisa i osteoartritisa.''’"'*

Suprotno ostalim NSAID-ima, selektivni COX-2 inhibitori ne smanjuju zgrusavanje krvi,
tako da se smatraju sigurnijim za pacijente koji koriste antikoagulanse (poput varfarina) te se mogu
koristiti prije ili poslije operacije bez povecanja rizika od krvarenja.

Medutim, podaci iz novijih istrazivanja ukazuju na potencijalno poveéani rizik od
kardiovaskularnih nuspojava (kao $to su sr¢ani udar) za ovu klasu spojeva. Preporucljivo je da lijecnik
odredi individualni faktor rizika za svakog pacijenta. Koksibi nisu preporucljivi za osobe losijeg stanja

srca i kardiovaskularnog sustava.'**'%
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Celekoksib (27)

Celekoksib je razvila trvtka G. D. Searle & Company, a kopromovirale su ga tvrtke Monsanto
(osnovna tvrtka Searle) i Pfizer pod zastiéenim imenom Celebrex®. Monsanto nakon spajanja s
tvrtkom Pharmacia (podruznica tvrtke Pfizer) daje Pfizeru vlasni§tvo nad Celebrexom.

Celekoksib (zastiena imena Celebrex”, Celebra™ i Onsenal®) je NSAID koji se koristi za
lijeCenje osteoartritisa, reumatoidnog artritisa, akutne boli, bolne menstruacije i menstrualne simptome
te za smanjenje brojnih polipa (kolon i rektum).'*® Primarno je indiciran u pacijenata kojima je
potrebna stalna i1 dugotrajna terapija smanjenja boli. Vjerojatno je da upotreba celekoksiba nema
prednost za kratkotrajne i akutne boli pred klasicnim NSAID-ima (smanjenje boli celekoksibom je
sliéno paracetamolu).'”’

Celekoksib je selektivni COX-2 inhibitor, otprilike 10-20 puta selektivniji za COX-2 nego
COX-1."**

Kao i ostali NSAID-i, celekoksib je od FDA (Food and Drug Administration, Americka
agencija za lijekove) dobio "black box warning" zbog kardiovaskularnog i gastrointestinalnog rizika, a
takoder American Heart Association preporuca da se celekoksib uzima isklju¢ivo kao zadnji izbor kod
pacijenata koji imaju sréanih problema ili rizik da ih razviju (preporuka uzeti paracetamol ili
naproksen), 104 12130

Preliminarni rezultati studije Celecoxib Long-term Arthritis Safety Study (CLASS) izdani
2000. godine (rezultati za prvih Sest mjeseci) potvrdili su da selektivni COX-2 inhibitori imaju manje
gastrointestinalnih nuspojava od klasicnih NSAID-a (celekoksib nasuprot ibuprofenu ili diklofenaku).
Ali ti rezultati nisu potvrdeni nakon 12 mjeseci (cijela studija). Medutim, u toj studiji davao se
celekoksib u dozi od 800 mg dnevno, a uobiéajene doze su 400 ili 200 mg dnevno. "'

Takoder razli¢ite klinicke studije pokazuju kontradiktorne podatke o kardiovaskularnim
nuspojavama celekoksiba. Tako npr. Adenoma Prevention with Celecoxib (APC) studija pokazala je
povecani kardiovaskularni rizik kod celekoksiba u odnosu na placebo, dok sli¢na studija Prevention of
Colorectal Sporadic Adenomatous Polyps (PreSAP) nije dokazala povecani rizik. S druge pak strane,
Alzheimer's Disease Anti-inflammatory Prevention Trial (ADAPT) studija, koja je prekinuta nakon
preliminarnih podataka, pokazala je da je neselektivini NSAID naproksen, ali ne celekoksib, povezan s
poveéanjem kardiovaskularnog rizika. FDA je za sve NSAID-e zakljucila da postoji ‘class effect’ za

poveéanje kardiovaskularnog rizika."**"**

Rofekoksib (31)
Rofekoksib (zasti¢ena imena Vioxx”™, Ceoxx” i Ceeoxx”™) je NSAID proizvoda¢a Merck & Co.
Koristio se za lijeCenje osteoartritisa, u stanjima akutne boli i dismenoreje te svih ostalih stanja koje

uzrokuju akutnu ili kroni¢nu bol.'*> Rofekoksib je odobren kao siguran i djelotvoran lijek od strane
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FDA 20. svibnja 1999. godine. Sirom svijeta rofekoksib se propisivao za vise od 80 milijuna ljudi u
isto vrijeme te je do samog povla¢enja bio jedan od najsire koristenih lijekova na trzistu."*®

Merck je dobrovoljno povukao rofekoksib s trzista 30. rujna 2004. godine'® nakon saznanja iz
Adenomatous Polyp PRevention On Vioxx (APPROVe) studije,"*” provedene od stane tvrtke Merck
zbog zabrinutosti od povecanog rizika od kardiovaskularnih nuspojava povezanim s dugotrajnom

upotrebom i visokim dozama rofekoksiba.'**

FDA je takoder potvrdio poveéani rizik od
kardiovaskularnih nuspojava te je procjenio da je Vioxx u u pet godina koliko je bio na trzistu
uzrokovao 88 000 do 139 000 sr¢anih udara, od kojih su 30-40 % vjerojatno bili fatalni.

Zanimljivo je da je u vrijeme povlacenja s trziSta, rofekoksib bio jedini koksib s klini¢kim
dokazima o njegovim superiornim profilom gastrointestinalnih nuspojava nad klasi¢nim NSAID-ima.
To je u vecoj mjeri bazirano na Vioxx GI Outcomes Research (VIGOR) studiji, koja je usporedivala

djelotvornost i profil nuspojava rofekoksiba i naproksena.'*"'*'

Etorikoksib (28)

Etorikoksib (zasticena imena Arcoxia®, Algix® i Tauxib®) je selektivni COX-2 inhibitor
(otprilike je 106 puta selektivniji za COX-2 nego za COX-1) proizvodaca Merck. Trenutno je odobren
u vise od 60 zemalja Sirom svijeta, ali nije u SAD-u (FDA trazila dodatne podatke o sigurnosti i
djelotvornosti etorikoksiba prije odobravanja — non-approvable letter, 27.04.2007. godine).'* U RH je
za etorikoksib ukinuto RjeSenje odlukom proizvodaca (iz marketinskih razloga). Terapijske indikacije
etorikoksiba su reumatioidni artitis, psorijaticki artritis, osteoartritis, ankilozantni spondilitis, kroni¢na

bol u ledima, akutna bol i giht.'*'**

Lumirakoksib (29)

Lumirakoksib (zastiéeno ime Prexige®) je selektivni COX-2 inhibitor proizvodaga Novartis.
Nakon §to je prvotno odobren u nekim zemljama, lumirakoksib je povucen s trziSta najviSe zbog
hepatotoksi¢nosti.'*’

Lumirakoksib ima nekoliko razlikovnih obiljezja. Po strukturi je razli¢it od ostalih COX-2
inhibitora. Lumirakoksib je analog diklofenaka (klor je zamijenjen fluorom, feniloctena kiselina ima
drugu metilnu skupinu u meta polozaju) po ¢emu spada u skupinu NSAID-a arilalkanskih kiselina.

Veze se na razlic¢ito mjesto na COX-2 receptoru u odnosu na ostale COX-2 inhibitore. Od svih koksiba

on je jedini kiselina i pokazuje najve¢u COX-2 selektivnost od svih NSAID-a.'*

Parekoksib (30)
Parekoksib je prolijek valdekoksiba koji je topljiv u vodi. On je injekcijski preparat koji se
koristi perioperativno kada pacijenti ne mogu uzimati lijekove oralno. Odobren je u Europi za

kratkotraju kontrolu perioperativne boli na isti nacin kao i ketorolak u SAD-u. Medutim, nasuprot
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ketorolaku parekoksib nema utjecaja na funkciju trombocita te ne potice krvarenje za vrijeme ili nakon
operacije."*"'**

U 2005. godini FDA je poslala pismo neodobravanja za parekoksib. Samo je jedna studija
zabiljezila povecanje incidencije sr¢anih udara nakon operacije srca u usporedbi s placebom kad je
parekoksib u visokim dozama koristen nakon operacije. U Europi parekoksib nije odobren za upotrebu

nakon sr¢anih operacija.

Valdekoksib (32)

Valdekoksib je NSAID koji se koristi za lijeCenje osteoartritisa, reumatoidnog artritisa te kod
bolnih menstruacija i menstrualnih simptoma.'*® Valdekoksib je proizveden i stavljen na trziste pod
zasticenim imenom Bextra® od strane proizvodada D.G. Searle & Company. Odobren je u SAD-u u
studenom 2001. godine i bio je dostupan do 2005. godine, kada je povucen s trziSta zbog povecanog
rizika od kardiovaskularnih nuspojava.

Pfizer je prva saznanja o kardiovaskularnom riziku valdekoksiba uocio u listopadu 2004.
godine, a potom je American Heart Association objavio da je za pacijente, koji koriste valdekoksib
nakon operacije srca, mogucnost od sr¢anog infarkta 2,19 puta ve¢a od onih koji uzimaju placebo. U
usporedbi s rofekoksibom, a prema velikoj studiji objavljenoj 2006. godine, valdekoksib ima manje

renalnih nuspojava i aritmija srca.'*
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2.2. MAKROLIDI

2.2.1. Upotreba i povijest makrolida

Makrolidi predstavljaju dobro poznatu skupinu oralnih antibiotika. Njihova Siroka aktivnost
pokriva najvaznije bakterijske vrste odgovorne za infekcije gornjih i donjih respiratornih puteva.
Opcenito su djelotvorni na aerobne Gram-pozitivne bakterije (Staphyloccocus aureus, Streptoccocus
prneumoniae i Streptoccocus pyogenes), anaerobne bakterije, neke Gram-negativne bakterije (Neisseria
gonorreheae, Bordetella pertusis 1 Haemophilus influenzae), te na Mycoplasmu i Chlamydiu. Prema
eukariotima makrolidi pokazuju malu ili nikakvu aktivnost. Makrolidni antibiotici se upotrebljavaju u
terapiji raznih bakterijskih infekcija veé vise od 50 godina.™® Upotrebljavaju se u humanoj i
veterinarskoj praksi (16-¢lani makrolidi), a zbog niske toksi¢nosti i visokog stupnja sigurnosti koriste
se i u lijeGenju djece. Prvi makrolidni antibiotik na trZistu bio je eritromicin A."' Nestabilnost
eritromicina A u kiseloj sredini Zeluca, losa oralna bioraspolozivost, gastrointestinalne nuspojave i jos
neka svojstva ograni¢avaju njegovu uporabu. Stoga je sintetiziran cijeli niz derivata medu kojima su se
narocito istaknuli klaritromicin i azitromicin. Ta dva antibiotika karakterizirana su Sirokim spektrom
antibakterijske aktivnosti, poboljSanim farmakokinetskim svojstvima, te neznatnim nuspojavama u
odnosu na eritromicin A. Medutim, na ta dva antibiotika sve se viSe razvija rezistencija. Pojavom
bakterija rezistentnih na makrolide nastavljaju se istraZivanja u smjeru razvoja novih makrolidnih

antibiotika djelotvornih na rezistentne sojeve.'*

Godine 1950. Brockmann i Henkel su izolirali prvi makrolid iz soja Streptomyces i nazvali ga
pikromicin.'” Prototip makrolidne klase antibiotika je eritromicin. Eritromicin je najviSe istraZivani
spoj iz skupine 14-¢lanih makrolida. Poznati su eritromicin A, B, C, D i F, a strukturno kompleksni
sekundarni metaboliti izolirani su 1952. godine iz soja Saccharopolyspora erythraeaus.”' Patentirano
je dobivanje eritromicina A iz soja Arthrobacter sp. i on predstavlja jedini opisani makrolidni
antibiotik koji se ne dobiva iz mikroorganizma vrste Actinomycetes. Od tog vremena do danas
izolirano je stotinjak makrolidnih antibiotika iz aktinomiceta te im je odredena struktura. Na trzistu se

trenutno nalazi najviSe derivata eritromicina A.

Nova skupina makrolida dobivena je uvodenjem dusikovog atoma u aglikonski prsten, ¢ime su
dobiveni petnaesteroclani makrolidi, nazvani azalidi. Azalidi su dobiveni reakcijom Beckmannove
pregradnje 9(E)-eritromicin oksima, pri ¢emu nastane imino eter umjesto ocekivanog laktama.
Daljnjom redukcijom dobivenog iminoetera, nastaju petnaesteroclani makrolidi, azalidi. To su
polusintetski derivati postoje¢ih makrolida. Prvi 15-¢lani makrolid i prvi predstavnik azalida,

antibiotik azitromicin, otkriven je 1980. godine u PLIVI, a nastao je iz ideje da se kombiniraju

26



svojstva eritromicina i sulfonamida sintezom O-sulfonil-derivata eritromicin oksima."**'>> Azitromicin
se odlikuje Sirokim spektrom antibakterijske aktivnosti koji pokriva sve bakterije bitne u infekcijama
respiratornog trakta ukljuuju¢i i Gram-negativne bakterije Haemophilus influenzae i Moraxella
catarrhalis, prema kojima su do tada poznati makrolidi pokazivali slabu aktivnost. Velika prednost
azitromicina pred drugim antibioticima je njegova izvrsna farmakokinetika. Taj antibiotik
karakterizira dobra oralna bioraspolozivost, dugo vrijeme poluzivota u odnosu na ve¢ postojece
antibiotike, te nakupljanje u tkivima u visokoj koncentraciji. Od cijelog niza spojeva sintetiziranih u
fazi polusintetskih derivata druge generacije, azitromicin (Sumamed®, Zithromax®) je uz klaritromicin

(Biaxin®) dozivio najvec¢i klini¢ki i komercijalni uspjeh.

Zbog potrebe pronalazenja antibiotika koji imaju bolje djelovanje na rezistentne sojeve
istrazivane su razli¢ite klase makrolida. PoboljSana svojstva pokazali su ketolidi. Ketolidi su 14-¢lani
makrolidi koji na polozaju C-3 imaju karbonilnu skupinu. Dobivaju se eliminacijom Secera L-
kladinoze s polozaja C-3 eritromicinskog skeleta i dalje oksidacijom nastale hidroksilne skupine u
karbonilnu. Iako su ve¢ 1977. godine izolirani ketolidi pikromicin i njegov analog narbomicin, tek su
1995. godine priredeni prvi polusintetski ketolidi i objavljena su njihova antibakterijska svojstva. Prvi

takav ketolid, iz skupine makrolida tre¢e generacije, pojavio se na trzi$tu kao telitromicin (Ketek™)."*®

2.2.2. Strukture i podjela makrolida

Makrolidi sadrze makrociklicki lakton sa 12, 14, 15 ili 16 ugljikovih atoma, a na aglikonskom
prstenu glikozidno je vezan jedan ili viSe amino- i/ili neutralnih Secera (najées¢e kladinoza i
desozamin koji ima bazi¢nu diamino-skupinu). Iz tog razloga je Woodward predlozio termin
"makrolid" kojim se opisuje ova klasa spojeva. Glavni predstavnici 14-Clanih makrolida su
eritromicin, klaritromicin i oleandomicin, 15-¢lani makrolid je azitromicin, dok kod 16-¢lanih
razlikujemo tilozinsku i leukomicin-spiramicinsku podvrstu. Klinicku uporabu nije dozivio niti jedan

12-¢lani makrolid."’

Uobicajeni makrolidi (Slika 13) su: eritromicin A (35), klaritromicin (36), azitromicin (37),

diritromicin (38), roksitromicin (39) i telitromicin (40).
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Slika 13. Uobi¢ajeni makrolidi: eritromicin A (35), klaritromicin (36), azitromicin (37),

diritromicin (38), roksitromicin (39) i telitromicin (40)

Predstavnici ostalih makrolida (Slika 14) su: karbomicin A (41), josamicin (42), kitazamicin (43),
midekamicin (midekamicin acetat) (44), oleandomicin (45), spiramicin (46), troleandomicin (47) i

tilozin (48).
Ketolidi - nova skupina makrolida (strukturno srodni makrolidima). Upotrebljavaju se kod infekcija
respiratornog trakta uzrokovane bakterijama rezistentnima na makrolide. Neki od njih su (Slika 14):

telitromicin (40 i cetromicin (49).

Makrolidi koji ne djeluju antibiotski su lijekovi poput takrolimusa (50) i sirolimusa (51) (Slika 15),

koji se koriste kao imunosupresivi. Oni imaju sli¢no djelovanje kao i ciklosporin.

Primjer toksi¢nog makrolida je mikolakton (52) (Slika 15).
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47 48 49

Slika 14. Ostali makrolidi: karbomicin A (41), josamicin (42), kitazamicin (43), midekamicin (44),

oleandomicin (45), spiramicin (46), troleandomicin (47), tilozin (48) i cetromicin (49)

Slika 15. Makrolidi koji ne djeluju antibiotski: takrolimus (50), sirolimus (51) i mikolakton (52)
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2.2.3. Mehanizam djelovanja makrolida

Antimikrobno djelovanje

Makrolidi su lipofilne molekule koje ulaze u bakterijsku stanicu gdje sprecavaju sintezu
proteina na ribosomima. Vezu se na peptidiltransferazno podru¢je 50S ribosomske podjedinice i
inhibiraju elongaciju proteina. Vecina makrolida ne inhibira direktno stvaranje peptidne veze, vec
blokiraju ekstenziju pocetnog peptida na ribosomu koji je odgovoran za inicijaciju sinteze peptida.
Inibicija vodi do destabilizacije i otpusStanja nepotpunih peptida u obliku peptidil-tRNA (tRNA,
transportna ribonukleinska kiselina).'>*'®

Ribosom katalizira polimerizaciju aminokiselinskog slijeda kojeg diktira nukleotidni slijed
sadrzan u mRNA (glasnicka ribonukleinska kiselina). Sastoji se od ribonukleoproteinskih dijelova, a
ima sedimentacijski koeficijent 70S. Svaki bakterijski ribosom sastoji se od vece, 50S, podjedinice i
manje 30S. Sinteza proteina zapocinje vezanjem 30S podjedinice na mRNA i inicijator aminoacil-
tRNA. Kompleksu se pridruzuje 50S podjedinica pri ¢emu nastaje kompletni inicijacijski kompleks
koji na katalitic(kom centru 50S podjedinice ima dva vezna mjesta (akceptorsko-A, ili aminoacilno, i
donorsko-P, ili peptidilno) za aminoacil-tRNA derivate. Ova prva faza u sintezi proteina poznata je
pod nazivom inicijacija. U drugoj fazi sinteze proteina, elongaciji, aminokiseline se vezu peptidnom
vezom pri ¢emu nastaje peptidni lanac. Taj proces ponavlja se toliko puta koliko ima raspolozivih
aminokiselina kodiranih slijedom nukleotidnih tripleta u mRNA, a ciklus zavrSava otpustanjem
proteinskog lanca, terminacijom, te 70S ribosom ponovno disocira u podjedinice da bi inicirao novi
ciklus.'**1

Mehanizam djelovanja makrolidnih antibiotika promatra se u dva dijela, prepoznavanje
veznog mjesta na ribosomu i utjecaj na elongaciju polipeptida.

Afinitet pojedinog antibiotika za vezno mjesto definiran je kinetiCkom konstantom formiranja

kompleksa antibiotik-ribosom. Veza izmedu antibiotika i ribosoma nekovalentnog je karaktera i

neobicno jaka, §to najvjerojatnije pridonosi dugom djelovanju.

Unos u stanice

Sposobnost prodiranja makrolida u stanice omogucuje mu nakupljanje u neutrofilnim
granulocitima, monocitima i makrofagima, koji ga procesom kemotaksije usmjeravaju na mjesto
upale. Zahvaljuju¢i tome postizu se mnogo vece koncentracije makrolida u podruc¢ju upale nego u
zdravom tkivu, ¢ime se ostvaruje njegovo ciljno djelovanje.''¢!-¢7

Za azitromicin, eritromicin, klaritromicin, telitromicin i cetromicin usporedena je kinetika
unosa i oslobadanja u ljudskim periferalnim krvnim polimorfonuklearnim neutrofilima (PMN) i u tri
razliite stani¢ne linije (dvije fagocitne i jedna epitelna stani¢na linija). Azitromicin se nakuplja u svim

stanicama bez naznaka zasi¢enja nakon 3 sata inkubacije, puno bolje se nakuplja u fagocitnim
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stanicama nego u nefagocitnim, te se polagano oslobada iz stanica. Kod eritromicina i klaritromicina
vidljiv je slab unos u stanice, dolazi do zasi¢enja unosa u stanice te se brzo oslobadaju iz stanica. Unos
telitromicina 1 cetromicina (ketolidi) postize zasienje u promonocitnoj stani¢noj liniji i u

makrofagima te je njihovo oslobadanje iz stanica vrlo brzo.'®®

Protuupalno djelovanje

Danas postoje jasni dokazi da neki makrolidi koji se ve¢ niz godina primjenjuju u klinickoj
praksi djeluju i protuupalno djelujuci na imunoloski sustav. Prvi podaci dosli su iz klinicke primjene,
kao Sto je uspjeSna primjena eritromicina A u lijeCenju difuznog panbronhiolitisa, bolesti
karakterizirane kroni¢nom upalom bronha i infiltracijom upalnih stanica, pogotovo neutrofila.

Za makrolidne antibiotike eritromicin A, klaritromicin i roksitromicin dokazano je da su
djelotvorni pri dugotrajnoj primjeni kod idiopatske, u Aziji raspostranjenje bolesti pluca difuznog
panbronhiolitisa (DPB). Uspjesni rezultati makrolida u DPB poticu iz kontroliranja simptoma kroz
imunomodulaciju (prilagodavaju¢i imunoloski odgovor), uz dodatnu prednost upotrebe niske doze. S
terapijom makrolida u DBP postignuto je veliko smanjenje upale u bronhijima kroz supresiju ne samo
proliferacije neutrofilnih granulocita ve¢ i aktivnosti limfocita i obstruktivne sekrecije u diSnim
putevima. Medutim, smatra se da antimikrobno djelovanje makrolida nije uklju¢eno u njihovim
korisnim djelovanjima u DPB jer je njihov protuupalni u¢inak o¢uvan i kod upotrebe niskih doza ili u

terapiji bakterijskih infekcija s Pseudomonas aeruginosa rezistentnom na makrolide.*>'®"!

2.2.4. Nuspojave makrolida

Gastrointestinalni poremecaji su uobicajene i veoma neugodne, ali ne i opasne nuspojave
makrolida. Za eritromicin A, zabiljezene su reakcije preosjetljivosti, kao §to su kozni osip i1 groznica,
prolazni poremecaji sluha, i rijetko, nakon tretmana duljeg od dva tjedna, kolestatska zutica. Moguca
je pojava oportunisti¢kih infekcija gastrointestinalnog trakta ili vagine.'*'”

Eritromicin moze izazvti abdominalne gréeve i dijareju i kada se primjenjuje u terapijskim
dozama, jer posjeduje visoki afinitet za motilinske receptore (poznati prokinetik).

NeZeljena djelovanja telitromicin su zamucenje vida (1-2%), QTc prolongacija, inhibicija

CYP3A4 te moguéa hepatotoksi¢nost, zbog ¢ega je njegova primjena ograni¢ena.'”*
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2.2.5. Najpoznatiji makrolidi

Eritromicin A (35)

Slika 16. Eritromicin A

Eritromicin se dobiva kao smjesa triju tvari (eritromicin A, B i C) iz Streptomyces erythreus.

Izoliran je 1950. godine,' a eritomicin A je u klini¢koj praksi od 1952. godine.""

Donedavno je bio
najvazniji antibiotik iz ove skupine. Sastoji se od 14-Clanog laktonskog prstena s deset centara
asimetrije i dva Secera (L-kladinoza i b-desozamin).

Eritromicin A (Slika 16) je slaba baza (pK, 8,7), razgraduje se u kiselim uvjetima, apsorpcija
mu je nepotpuna te je teSko predvidjeti razinu u serumu i krvi. Za oralnu primjenu stabilizira se
prevodenjem u soli i estere ¢ime se povecava bioraspoloZivost i apsorpcija, a smanjena su nezeljena
djelovanja. Primjeri soli bazi¢nih Secera su laktobionat (dobro topljiv u vodi), glukoheptonat i estolat
(stabilan i netopljiv u vodi, brza resorpcija nakon oralne primjene / smatra se da je hepatotoksic¢an). Od

estera poznati su stearati, propionati i etilsukcinati. Stearati su netopljivi su u vodi, daju se p.o. u

obliku tableta i suspenzija. Eritromicin se oslobada iz prolijeka u dvanaesniku.

Djelovanje, upotreba i metabolizam eritromicina

Ovisno o primijenjenoj dozi eritromicin moze djelovati baktericidno ili bakteriostatski.
Djelotvorniji je kod bazi¢nog pH jer je tada u neioniziranom obliku te lakSe prodire kroz bakterijsku
membranu. Eritromicin se uzima 4 puta dnevno. Posebno se primijenjuje kod pacijenata alergi¢nih na
penicilin. Poznata je njegova gastrointestinalna toksicnost, a rezistencija je moguéa nakon dulje
primjene.'™'"

Eritromicin je antibiotik iz skupine makrolida namijenjen za profilaksu i lijeCenje infekcija

izazvanih Gram-pozitivnim i1 Gram-negativnim bakterijama. Nakon oralne primjene eritromicin

etilsukcinat se dobro resorbira iz tankog crijeva i u krvi se hidrolizira, i oslobada se eritomicin baza
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kao djelotvorni oblik lijeka. Maksimalnu koncentraciju u krvi postize nakon 30 do 90 minuta. Izlucuje
se putem jetre i Zuci, a samo 5 % putem mokrace.
Vecina eritromicina se metabolizira demetilacijom u jetri, a glavni je put eliminacije putem

zuci, dok se samo malim dijelom eliminira urinom. Vrijeme polueliminacije eritromicina je 1,5 sat.

Povijest eritromicina

Nakon $to je Abelardo Aguilar, filipinski znanstvenik, poslao uzorke zemlje svom poslodavcu
Eli Lily-ju 1949. godine, istrazivacki tim Eli Lilly-ija, voden J.M. McGuire-om, uspio je izolirati
eritromicin iz metaboli¢kih produkata iz Streptomyces erythreus nadenih u uzorcima.'”’

Eli Lilly je podnio patentnu prijavu za navedeni spoj (patent odobren 1953. godine). Lijek je
stavljen na trziste 1952. godine pod nazivom Ilosone® (prema filipinskoj regiji Iloilo gdje je izvorno
sakupljen). Eritromicin se nekada zvao i Ilotycin®.""

Robert B. Woodward, dobitnik Nobelove nagrade i profesor kemije na Sveucilistu Harvard, je
zajedno s cClanovima svojeg istrazivackog tima 1981. godine otkrio prvu stereokontroliranu

asimetri¢nu kemijsku sintezu eritromicina A (objavljena nakon njegove smrti).'”®

Azitromcin (37)

Slika 17. Azitromicin (37)

Azitromicin (Slika 17) se dobiva polusintetski iz eritromicina A. SadrZi azalidni prsten, 15-
¢lani prsten u kojem je dusik ukljucen u laktonski prsten na polozaju 9a te nosi metilnu skupinu na

polozaju 9a(N). Za razliku od eritromicina A ima dvije bazi¢ne tercijarne amino-skupine. Azitromicin
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posjeduje bolje djelovanje na Gram-negativne bakterije, bolje prodire u tkiva i zadrzava se u

stanicama te je stabilan u kiselom i dobro se apsorbira.'

Otkrice azitromicina

Od 1970. godine, PLIVIN istrazivacki tim na celu s dr. Slobodanom Poki¢em radio je na
podru¢ju makrolidnih antibiotika. Godine 1981. su Slobodan Poki¢, Gabrijela Kobrehel, Zrinka
TamburaSev i Gorjana Radobolja-Lazarevski sintetizirali novi antibiotik pod nazivom azitromicin,
prvi ¢lan nove skupine makrolidnih antibiotika, azalida. Novostvoreni spoj, azitromicin dihidrat,
dobiven je iz eritromicina A pokazao je superiorna svojstva u odnosu na polazni spoj. Zbog iznimnih
terapijskih svojstava azitromicin je napravio revoluciju u lijeCenju antibioticima, te na taj nacin postao
jedan od najuspjesnijih lijekova diljem svijeta. Od samih pocetnih ispitivanja azitromicin se pokazao
kao iznimno ucinkovit antibiotik s proSirenom i pove¢anom antimikrobnom aktivnos¢u (posebice u
djelovanju protiv Gram-negativnih patogena), te prolongiranom i viSom tkivhom koncentracijom, kao
i niskom uéestalo$éu gastrointestinalnih nuspojava u usporedbi s ostalim antibioticima.'>

Dugogodisnje istrazivanje dovelo je PLIVU do razvoja iznimno vrijednog lijeka s ogromnim
terapijskim i marketinskim potencijalom. PLIVA je 1981. godine prijavila patent za azitromicin u
bivSoj Jugoslaviji, te mnogim drugim zemljama. Azitromicin je 1988. godine registriran pod
zasticenim imenom Sumamed®. Za strateskog partnera PLIVA je odabrala ameri¢ku farmaceutsku
kompaniju Pfizer, s kojim je 1986. godine potpisala ugovor prema kojem je Pfizer dobio ekskluzivna

prava za prodaju azitromicina u Zapadnoj Europi i SAD-u, a PLIVA u Centralnoj i Isto¢noj Europi.'”

Sinteza azitromicina

Shema 1. Put sinteze azitromicina (37) iz eritromicina A (35): a) H,NOH-HCI, Na,CO;, b) tionil-
klorid, NaHCO;, ¢) Hy/Pt, d) HCHO/HCOOH
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Na Shemi 1 prikazan je sintetski put azitromicina (37) iz eritromicina A (35). U prvom koraku
sinteze provodi se oksimiranje eritromicina u prisustvu NH,OH-HCI i Na,CO; pri ¢emu nastaje
eritromicin A oksim (53). Daljnjim postupkom Beckmannove pregradnje s tionil-kloridom iz spoja 53
nastaje eritromicin A imino eter 54 koji se podvrgava redukciji u prisustvu vodika i platine kao
katalizatora pri ¢emu nastaje 9-deokso-9-dihidro-9a-aza-9a-homoeritromicin A (55). I konacno, u
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zadnjem koraku metiliranja spoja 55 uz HCHO/HCOOH nastaje azitromicin (37).

Djelovanje i upotreba azitromicina

Azitromicin djeluje tako da interferira sa sintezom bakterijskih proteina.'”*'* Iako se navedeni
mehanizam smatra bakteriostatskim, koncentracije nekoliko puta ve¢e od minimalnih inhibitornih
koncentracija doprinose baktericidnom djelovanju.

Djelovanje azitromicina je slicno djelovanju eritromicina A uz S§iri spektar djelovanja
(prednost pred ostalim makrolidima). Osobito je djelotvoran prema uzro¢nicima infekcija gornjih
disnih puteva te pri infekcijama mekih tkiva, infekcijama spolno prenosivih bolesti. Bolje djeluje na

bakterije koje se zadrzavaju u stanici (hemofilus, mikoplazme, legionele, stafilokoki).

Farmakokinetika azitromicina

Azitromicin se brzo apsorbira i distribuira po tkivima te postize visoku i dugotrajnu
koncentraciju u tkivu, koja rezultira dugotrajnom antimikrobnom aktivnos¢u. Kako je azitromicin
slaba baza, on lako prolazi kroz stani¢nu membranu te ostaje unutar stanice, osobito u lizosomima.
Visoke koncentracije azitromicina se mogu naé¢i u inficiranim tkivima buduéi da ga fagociti,
polimorfonuklearni leukociti i makrofagi, prenose do mjesta infekcije i tamo u prisutnosti bakterija,
oslobadaju. Koncentracija azitromicina u tkivima moze biti vise od 50 puta veca nego u plazmi.
Visoke koncentracije su zamije¢ene u tonzilima, plu¢ima, bubrezima, prostati i urogenitalnom traktu, a
niske koncentracije u misi¢ima i mukozi probavnog trakta.'> '*°
Ciljano djelovanje azitromicina obuhvaca sljedece korake:

e fagociti preuzimaju azitromicin iz krvnog optoka i tkiva
e fagociti se potom gibaju prema zarazenom tkivu

e fagociti izluCuju azitromicin kao reakciju na bakterije.

Zahvaljuju¢i tome $to azitromicin u upalno promijenjenim tkivima postize visoke i postojane
terapijske koncentracije tijekom pet do sedam dana nakon prestanka uzimanja lijeka (Slika 18),
primjena azitromicina je jednostavna i kratka.

Azitromicin slabo difundira u sredi$nji Zivcani sustav ukoliko mozdane stanice nisu upalno
promijenjene. Biotransformacija malih koli¢ina azitromicina zbiva se u jetri procesom demetilacije. 1z

organizma se izlucuje putem zuci i to najvecim dijelom u nepromijenjenom obliku, a manje koli¢ine u
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obliku metabolita. Oko 6 % primijenjene oralne doze izluCuje se nepromijenjeno urinom. Za razliku
od vecine makrolida, u jetri se ne veze na citokrom P-450, §to ima za posljedicu mali broj intereakcija

s drugim lijekovima. Zavréno vrijeme polueliminacije azitromicina iz plazme iznosi 2 do 4 dana.'®

10
z oo b
= | = koncentracija u thivima
E MiKgy H.irflsenzae 0,74 mgfl
2
&
E MiKgy M. eatarrhalis 0,16 g/l
5 o0l - MiKgy 5 progenes §12 mgl
g
MiK.gq 5. patumeniae 0.05 mg
001 MIKN M, preumaniae 0,0027mg
I 1 3 4 5 ] 7 8 9 10
dani doziranja
dani terapije

Slika 18. Koncentracija azitromicina u tkivima

Klaritromicin (36)

Slika 19. Klaritromicin (36)

Klaritromicin (Slika 19) je polusintetski antibiotik iz skupine makrolida. Sprecava sintezu

bjelanéevina u bakterijskoj stanici.'”*"'® Djeluje primarno bakteriostatski, a sekundarno baktericidno.

Djelovanje i upotreba klaritromicina

Na Kklaritromicin su osjetljivi unutarstani¢ni mikroorganizmi, Gram-pozitivni mikroorganizmi,

Gram-negativni mikroorganizmi, neki anaerobi i sve mikobakterije osim M. tuberculosis.'*"'**

36



Farmakokinetika klaritromicina

Klaritromicin se dobro apsorbira. Hrana usporava apsorpciju, no ne utjece bitno na biolosku
raspolozivost klaritromicina. Priblizno 20 % lijeka odmah se metabolizira u 14-hidroksi-klaritromicin
koji snazno djeluje na bakteriju Haemophilus influenzae. Djelotvornost metabolita je gotovo dvostruko
veca od djelotvornosti klaritromicina. Vrijeme polueliminacije klaritromicina je 5 sati, a 14-hidroksi-
klaritromicina oko 7 sati. Od 20 do 30 % klaritromicina izlu¢i se mokraCom u nepromijenjenom
obliku, a preostala koli¢ina u obliku metabolita. Klaritromicin i njegovi metaboliti izluuju se
mokraénim putem i putem Zzuéi.'®

Klaritromicin dobro prelazi u tjelesne tekucine i tkiva gdje postize do deset puta vece

koncentracije nego u serumu. Najvece koncentracije klaritromicina su nadene u tkivima jetre i pluca.

Otkrice klaritromicina

Klaritromicin su otkrili znanstvenici u japanskoj tvrtki Taisho Pharmaceuticals 1970-tih
godina. Otkriven je s ciljem razvoja derivata eritromicina A koji bi bio stabilniji u kiselim uvjetima
probavnog trakta i uzrokovao manje nuspojava (mucnina i bolovi u trbuhu). Tvrtka Taisho je podnijela
zahtjev za patentnu prijavu 1981. godine'™ i nakon toga je klaritomicin pod zasticenim imenom
Clarith® pusten na trZiste (u listopadu 1991. godine). Tvrtka Taisho je s ameri¢kom tvrtkom Abbott
Laboratories 1985. godine potpisala partnerstvo za medunarodna prava te je Abbott takoder u
listopadu 1991. godine dobio odobrenje od FDA za lijek Biaxin®. Prvi generici se pojavljuju 2004.
godine u Europi, a 2005. godine u SAD-u.

Sinteza klaritromicina

lako je struktura klaritromicina (6-O-metil-eritromicin A) vrlo sli¢na strukturi eritromicina A,
njegova sinteza je dosta komplicirana. S obzirom da eritromicin A ima 5 hidroksilnih skupina, tesko je
selektivno alkilirati samo C-6 hidroksilnu skupinu. Prvu regioselektivnu sintezu objavili su Watanabe i
suradnici preko 2'-O-3'-N-bis (benziloksikarbonil)-N-demetileritromicina (Shema 2a).'®* Postupak je
ukljuc¢ivao kromatografsko odjeljivanje Zeljenog produkta iz smjese metiliranih produkata. Glavni
nedostatak ovog postupka je regioselektivna metilacija koja se prvenstveno zbiva na sekundarnom 11-
OH polozaju umjesto na zeljenom tercijarnom 6-OH polozaju. Watanabe i suradnici su rijesili taj
problem metiliraju¢i 2'-0O-3'-N-bis (benziloksikarbonil)-N-demetileritromicin A 9-oksim-derivat
(Shema 2b).'""”  Dalje, da bi se izbjeglo koridtenje iritirajuéeg i toksi¢nog benzil-klorformijata,
klaritromicin je sintetiziran i metilacijom kvaternog amonijevog derivata eritromicina A (Shema
2¢)."* Posebnost ovog postupka je taj §to se sve zastitne skupine uvode u jedom koraku djelujuéi na
eritromicin A 9-oksim s benzil-bromidom i natrijevim hidridom, a uklanjanje zasStitnih skupina
provodi se metodom transfer hidrogeniranja. Tim reakcijskim slijedom postignuta je maksimalna
selektivnost. No, tom metodom je uklanjanje tri benzilne skupine u jednom koraku ¢esto nedosljedno i

teSko se postize. Najimpresivniji postupak je opet od Wanatabe i suradnika, koji su priredili
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klaritromicin iz eritromicin A 9-oksima bez procis¢avanja meduprodukata (Shema 2d),”" ali je

postupak proveden s manjim prinosom nego raniji postupci.

smjesa b) c) d)
metiliranih
produkata

+ nezeljeni produkti

Shema 2a. Sinteza klaritromicina: a) Mel/NaH, DMSO, THF (1:1), b) odjeljivanje kromatografijom na

stupcu, ¢) hidrogeniranje, d) reduktivna metilacija
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Shema 2b. Sinteza klaritromicina s poboljSanim prinosom: a) NH,OH-HCl, NaOAc/MeOH,
oksidacija, b) MeCl/NaOH, DMF, zastita oksima, ¢) MeOH/KOH, DMSO:THF (1:1), metilacija, d)
H,/Pd-C, uklanjanje zastitnih skupina, ¢) HCHO/HCOOH, N-metilacija, f) NaHSO; uklanjanje zastite

na oksimu
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Shema 2c. Sinteza klaritromicina s najboljom selektivnos¢u: a) BnBr, NaH, DMSO-THF, b) Mel,
NaH, DMSO:THF (1:1), ¢) 10 % Pd-C, HCOONH,4, DMF, d) 10 % Pd-C, HCOONH,4, HCOOH,
MeOH, e¢) NaHCO;, EtOH
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Shema 2d. Sinteza klaritromicina iz eritromicin A-9-oksima: a) 2-klorbenzil-bromid, KOH, DMF, b)
Me;SiCl, 1-(trimetilsilil)imidazol, EtOAc, ¢) Mel, KOH, DMSO-THF, d) H,, Pd-C, HCOONH,
HCOOH, MeOH, e¢) NaHCO;, MeOH, H,0O
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Telitromicin (40)

Slika 20. Telitromicin (40)

Ketolidi su nova skupina makrolidnih antibiotika, posebno ucinkovitih protiv uzrocnika
respiratornih infekcija (gornjeg i donjeg dijela diSnog sustava), uklju¢uju¢i i one koji su stekli
rezistenciju na makrolide. Oni su polusintetski derivati eritromicina A. Telitromicin (Ketek™) prvi je
antibiotik iz te skupine koji je u §irokoj klini¢koj primjeni.">® "**"*! Sinteza telitromicina prikazana je
na Shemi 3.

Telitromicin ima sve znacajke dobrog antibiotika, osobito za empirijsko lijeCenje akutnih
respiratornih infekcija. Spektar antimikrobne aktivnosti telitromicina obuhvaca sve vaznije bakterijske
uzrocnike respiratornih infekcija, ukljucujuéi penicilin rezistentne sojeve te amoksicilin otporne
sojeve, odnosno intracelularne uzro¢nike atipicnih pneumonija. Odlikuje se i povoljnom
farmakokinetikom i sigurnos¢u primjene u jednoj dnevnoj peroralnoj dozi za sve indikacije. U brojnim
randomiziranim, multicentricnim, komparativnim klinickim istrazivanjima telitromicin je pokazao
jednaku ili bolju ucinkovitost, bakteriolosku eradikaciju i bolju podnosljivost u usporedbi s
kompariranim antibioticima.'**'*?

Medutim, Europska agencija za lijekove (EMA, European Medicines Agency) je ograniéila
primjenu telitromicina. Prijave ozbiljnih ostecenja jetre potaknule su opseznu reevaluaciju sigurnosti i
efikasnosti primjene telitromicina (telitromicin za vise od 80% povecava rizik od hepatotoksi¢nosti).
Osim ogranic¢enja primjene, proSirene su kontraindikacije i dodatno upozorenje, u skladu sa novim

saznanjima.'”*

Distribucija

U in vitro istrazivanjima dokazano je da se 60-70 % telitromicina veze na proteine.
Telitromicin se dobro distribuira u cijelom tijelu, a volumen distribucije iznosi 2,9+1,01 1/kg. Brza
distribucija i visoke koncentracije telitromicina u tkivima i tjelesnim tekucinama rezultiraju znatno
ve¢im koncentracijama u ciljnim tkivima (na mjestu upale) nego u plazmi. Tako je maksimalna
koncentracija u sluznici bronha 12,1 puta veéa, u epitelnom sekretu 16,8 puta, u slini 1,6 puta, u

iskasljaju 4,8 puta, u tonzilarnom tkivu 7,8 puta, u sekretu srednjeg uha 2,4 puta, u sekretu sinusa 4,0
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puta, a u alveolarnim makrofagima i polinuklearnim leukocitima i 500 puta vec¢a od koncentracije u

plaZI‘ni 194-197

Shema 3. Sinteza telitromicina iz klaritromicina: a) etil-acetat, benzilaldehid, 4-dimetilaminopiridin,
trietilamin, b) DMF, DBU, 1,1-karbonildiimidazol, ¢) DMF, DBU, d) aceton, HCI, e) N-
klorsukcinimid, MDC, dimetil-sulfid, TEA i f) metanol, refluks.

2.2.6. Protuupalni uéinci makrolida

Veé je 20 godina poznato kako neki makrolidi imaju imunomodulatorne ucinke, koji su
korisni u lijeCenju kroni¢nih pluénih upalnih sindroma, poput difuznog panbronhiolitisa (DPB),
cisti¢ne fibroze (CF), astme i bronhiektazija.*”'®"'"" Pojedini makrolidi su dosljedno povezani s
kra¢im boravkom u bolnici i mortalitetom, kada su upotrijebljeni ili zasebno, ili u kombinaciji s beta-
laktamskim antibioticima.

lako se ne zna to¢an mehanizam djelovanja, Cini se da protuupalno djelovanje pojedinih
makrolidnih antibiotika ima veéi utjecaj kod lijeCenja pacijenata s DPB ili CF nego njihovo
antimikrobno djelovanje.

Protuupalni ucinci makrolidnih antibiotika (eritromicin A, roksitromicin, klaritromicin i

. e .. . fit liadada. 198
azitromicin) i ucinci na bakterijsku virulentnost obuhvacaju sljedece:
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e reguliraju ekspresiju TNF-a, interleukina-1 (IL-1), interleukina-4 (IL-4), interleukina-8
(IL-8)

e povecavaju stvaranje B-defenzin-1 i B-defenzin-2

e smanjuju oslobadanje superoksida i elastaze iz stimuliranih polimorfonuklearnih
leukocita (PMN)

e smanjuju stimulaciju oslobadanja interleukina-1 B (IL-1 B), interleukina-6 (IL-6),
stimuliraju¢eg faktora kolonija granulocita i makrofaga (GM-CSF) i TNF-a

e smanjuju ekspresiju i aktivnost matriks metaloproteinaze-9

e inhibiraju interleukin-5 (IL-5) inducirano povecéanje kod prezivljavanja eozinofila

e povecavaju apoptozu neutrofila, limfocita, histiocita i eozinofila

e smanjuju kemotaksiju neutrofila

e smanjuju prezivljavanje neutrofila

e smanjuju sekreciju mukoze

e smanjuju eliminaciju metilprednizolona

e smanjuju adherenciju / prijanjanje P. aeruginosa na membranu

e smanjuju stvaranje alginata / stvaranje biofilma

Utjecaji na mukozu disnih puteva

Stvaranje mukoze i njezino oslobadanje mukocilijarnim transportom su primarni nacin obrane
disnih puteva. Kronicna upala moze uzrokovati hiperplaziju stanica i submukoznih Zlijezda te
hipertrofiju uzrokovanu hipersekrecijom mukoze. Razne studije i klini¢ka ispitivanja pokazuju da
eritromicin A inhibira izlu¢ivanje glikokonjugata mukoze,'" a klaritromicin smanjuje volumen
izluenog sputuma u pacijenata s kroni¢nim bronhitisom, bronhioekstazama i DPB, povecava gustoc¢u
i elasti¢nost sputuma bez promjene u dinamickoj viskoznosti.** Klaritromicin i eritromicin mogu
inhibirati izlu¢ivanje mukoze djeluju¢i na MUCSAC mucin mRNA ekspresiju, a azitromicin inhibira

MUCS5AC aktiviranu s 30-C,,-HSL u NCI-H292 epitelnoj staniénoj liniji.”' >

Upalne stanice (neutrofilne stanice — infiltracija i funkcija)

Pokazalo se da pojedini ispitani makrolidni antibiotici utjeCu na nekoliko funkcija neutrofilnih

stanica. In vivo i ex vivo studije pokazuju da pojedini makrolidi inhibiraju nastajanje oksidansa,”****

206,207

poti¢u degranulaciju neutrofilnih stanica in vivo i ex vivo, smanjuju fagocitozu neutrofilnih

stanica ex vivo,”” te dodatno povecavaju migraciju neutrofilnih stanica,2%2%
Dugotrajna terapija ispitanim makrolidima u pacijenata s DPB dovodi do snizavanja broja

neutrofilnih stanica u bronhoalveolarnoj tekuéini.'**"' Mehanizmi koji objagnjavaju utjecaj makrolida
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na funkciju neutrofilnih stanica su nejasni. Pretpostavlja se da je inhibicija aktivacije protein kinaze A

odgovorna za inhibiciju stvaranja oksidansa.*'?

Takoder neki pretpostavljaju da makrolidi u klinickoj
praksi utjeCu na fosfolipaza p-fosfatidat fosfohidrolazni transdukcijski put, koji je esencijalan za

degranulaciju neutrofilnih stanica.*"®

Citokini i kemokini

Prema literaturi ispitani su utjecaji poznatih makrolida na produkciju citokina’kemokina s
razli¢itim stani¢nim tipovima i razli¢itim poticajima, ukljucujuci proupalne citokine (interleukin-1, IL-
1), bakterije (Streptococcus pneumoniae i P. aeruginosa) ili bakterijske produkte (lipopolisaharid,
LPS). Pojedini makrolidi suprimiraju stvaranje IL-6 i IL-8 s IL-1-stimulacijom bronhijalnih epitelnih
stanica.”'**"* Eritromicin A ovisno o dozi inhibira stvaranje TNF-a, IL-6, IL-8 i interleukin-10 (IL-
10).272'% Sli¢ni rezultati su uoceni u studijama s LPS, u kojima ispitani makrolidni antibiotici
smanjuju produkciju citokina iz bronhijalnih epitelnih stanica ili mononuklearnih stanica.*"’

U neklini¢kim i klinickim studijama uoceno je da pojedini makrolidi znacajno inhibiraju
produkciju TNF-a i interleukina (bez utjecaja na broj bakterija).>'®**!

Mehanizam inhibicije stvaranja citokina moZze lezati u interferenciji inhibicije proteina, ili
moze biti rezultat modulacije genske ekspresije. Klaritromicin inhibira aktivaciju c¢imbenika
transkripcije jezgrinog ¢imbenika kapa B (NFkB), dok eritromicin A inhibira transkripcijsku aktivnost
NFKB 22224

Makrolidi i biofilmovi

Bakterije koje tvore biofilmove, poput P. aeruginosa, ne podlijezu fagocitozi i djelovanju
antimikrobnih sredstava. Oporavljena P. aeruginosa iz pluc¢a pacijenta s DPB ili CF je ¢esto uvuéena
u mukoidno-alginatni biofilm. Biofilm veze stanice te organske i anorganske materijale jedne s
drugima. Njihova ¢vrsto vezana struktura smanjuje antimikrobnu aktivnost, poboljSava adheziju
bakterija na plucni epitel i sprije¢ava dehidraciju bakterija. Glavna komponenta biofilma je alginat.

Kroz inhibiciju stvaranja alginata poznati makrolidni antibiotici smanjuju viskoznost medija
koji sadrzi P. aeruginosa.*” Stvaranje alginata je inhibirano s eritromicinom A, klaritromicnom ili
azitromicinom preko inhibicije enzima u sustavu alginata koji aktiviraju stvaranje alginata unutar P.
aeruginosa. Vazno je da je stvaranje alginata inhibirano s koncentracijama makrolida manjim od

minimalne inhibitorne koncentracije (MIK).?*
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2.2.7 Klini¢ka primjena makrolida u neinfektivnim bolestima

Cisticna fibroza

U istrazivanjima vezanim za primjenu poznatih makrolidnih antibiotika u lijeCenju pacijenata
s CF identificirano je vise od 1000 genetskih mutacija kod proteina transmembranskog regulatora
cistiéne fibroze (CFTR, cystic fibrosis conductance regulator), no jo$ nije obja$njen pulmonarni
fenotip bolesti. Razina upale direktno korelira s napretkom i ishodom bolesti, a disfunkcija CFTR
moze biti predispozicija za bakterijsku adherenciju koja rezultira upalnim odgovorom. Protuupalni
ucinak pojedinih makrolida u pacijenata s CF moze ukljucivati razli¢ite mehanizme kao S§to su,
modulacija upalnih procesa, antibakterijski u¢inak preko inhibicije adhezije Pseudomonas aeruginosa
na bronhalni zid te regulacija transporta klorida preko CFTR.

U razdoblju od 1997. do 2003. godine provedeno je 10 studija s pacijentima s CF. Studije su
ukljucile 339 pacijenata koji su lijeeni makrolidima (8 studija s azitromicinom te po jedna s
eritromicinom A i klaritromicinom). U tim su studijama FEV (forsirani ekspiratorni volumen) i FVC
(forsirani vitalni kapacitet pluca) pacijenata porasli s 4,8 % na 11 %, no ipak ukupna se prisutnost i
gustoca P. aeruginosa nisu promijenile $to upucuje na to da je protuupalni ucinak zasluzan za klinicko
poboljsanje pacijenata.””’

U drugim istrazivanjima takoder je dokazano da je dugotrajna primjena niske doze
azitromicina u odraslih pacijenata sa cisticnom fibrozom (kroni¢na endobronhijalna infekcija s
Pseudomonas aeruginosa) sigurna i smanjuje pogorsanje funkcije pluéa, povecava tjelesnu tezinu te

.. P . 228-231
smanjuje postotak mukoidnih P. aeruginosa u uzorku sputuma.”**=

Difuzni panbronhiolitis

Difuzni panbronhiolitis krakterizira kroni¢na sinobronhijalna infekcija s difuznim bilateralnim
mikronodularnim pluénim lezijama u upalnim stanicama. Genetska predispozicija za tu bolest
svojstvena je za azijate. U pacijenata s DPB povecan je broj neutrofila, visoke su koncentracije IL-8 u
BAL fluidu te je povecan broj limfocita i smanjen odnos CD4/CD8 (pomagacki T limfociti /
citotoksic¢ni T limfociti).

Kudoh i suradnici su prvi u 1980-tim godina zamijetili da terapija eritromicinom A poboljsava
ishod DPB.*'® Vazno je da su povoljni utjecaji bili neovisni o prisutnosti infekcije s P. aeruginosa ili
kroni¢ne respiratorne mane. Uz eritromicin A, povoljni utjecaji u DPB su potvrdeni i za klaritromicin,

roksitromicin i azitromicin.?*>3
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Navedeni makrolidi inhibiraju produkciju ili sekreciju protuupalnih citokina putem inhibicije
transkripcijskih faktora (NFxB) i aktivacijskog proteina 1 (AP-1), c¢ime je smanjeno nakupljanje
neutrofila u diSnim putevima. Osim smanjenja broja neutrofila sa smanjenjem aktivnosti kemotaksije
neutrofila dokazano je i smanjenje koncentracije IL-8, leukotrien By (LTB,), limfocita i HBD-2
(humani pB-defenzin 2).

Ranije spomenuti Kudoh i Keicho tvrde da je neovisno o bakterijskom klirensu klini¢ko
poboljsanje opaZeno u pacijenata koji su koristili eritromicin A.*'° Takoder potvrduju da se u
slu¢ajevima bakterijske rezistencije na poznate makrolide lijeCenje pokazalo djelotvornim. Dodatno
navode i ¢injenicu da preporuc¢eno doziranje makrolidnog antibiotika proizvodi razinu u tkivu koja je
niza od minimalne inhibitorne koncentracije za vecéinu patogenih bakterija koje koloniziraju diSne
puteve. Predlozeni mehanizam djelovanja ukljucuje inhibiciju suvisne mukoze i sekreciju vode iz
epitela diSnog puta, inhibiciju akumulacije neutrofila u Sirim diSnim putevima, inhibiciju akumulacije

limfocita i makrofaga u uzim disSnim putevima te modulaciju bakterijske virulentnosti.

Astma

Postoji nekoliko razli¢itih fenotipova astme, ali kod svih su glavni procesi opstrukcija di$nih
puteva, hiperosjetljivost bronhija i upala. KoriStenje makrolidnih antibiotika (troleandromicin,
klaritromicin i roksitromicin) pokazuje klini¢ko poboljianje u bolesnika s astmom.”>*’ Mehanizmi
imunomodulatornog djelovanja poznatih makrolida koristenih u terapiji astme ukljucuju pobolj$anje u
primarnim obrambenim mehanizmima, inhibiciju interakcije izmedu bakterije i1 epitelnih stanica,

modulaciju signalnog puta i oslobadanja kemokina te izravni utjecaj neutrofila.

Kronicna opstruktivna bolest pluca (KOPB)

KOPB je bolest karakterizirana progresivnom opstrukcijom disnih putova koja nije potpuno
reverzibilna, a uzrokovana je neprimjerenim upalnim odgovorom na dugotrajnu izloZenost Stetnim
tvarima.”® Ta se izloZenost poglavito odnosi na pusenje duhana koje je glavni ¢imbenik rizika od
nastanka KOPB-a, a dugotrajna izloZenost diSnog sustava produktima izgaranja duhana inicijalni je
pokreta¢ kompliciranih patofizioloskih mehanizama nastanka ove bolesti.

Mnoge su studije potvrdile vaznost upale u diSnim putevima i pluénom parenhimu u KOPB-u.
Upalni odgovor pridonosi povecanju oksidativnog stresa za vrijeme akutnih egzercebacija (AE-KOPB,
akutne egzacerbacije kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti). Opisana je neutrofilna i eosinofilna upala s

mnostvom upalnih medijatora ukljucujuéi interleukin-8 (IL-8), leukotrien B4 (LTB,), TNF-a i drugih.
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Kako KOPB napreduje, plu¢a se infiltriraju aktiviranim makrofagima i limfocitima. Makrofagi su
kljuéne stanice imunog sustava koje izlu¢uju citokine i kemokine.”***

lako neki isticu da se makrolidni antibiotici opcenito ne smatraju optimalnim odabirom u
teskim AE-KOPB-u, ipak se posebno navodi da pojedini makrolidi imaju dodatno korisno protuupalno
i mukoliticko djelovanje.**!

Upotrebom poznatih makrolidnih antibiotika (azitromicin, klaritromicin, eritromicin A) u
KOPB-u uoceni su klini¢ki znakovi poboljsanja bolesti (manje egzacerbacija i hospitalizacija te

zna&ajno poboljanje upalnih markera u sputumu).*****
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3. VLASTITA ISTRAZIVANJA

3.1. UVOD U VLASTITA ISTRAZIVANJA

Lijekovi koji spadaju u temeljnu terapiju reumatoidnih bolesti su nesteroidni protuupalni
lijekovi, soli zlata, hidroksiklorokin, kortikosteroidi, imunosupresivi, sulfasalazin, citostatici te noviji
lijekovi koji djeluju direktno na upalne stanice u zglobnom prostoru. Brojni nezeljeni ucinci tih
lijekova ograni¢avaju njihovu dugotrajnu primjenu, $to je nuzno kod lije¢enja kroni¢nih bolesti.®*®!
Upravo zbog toga se intenzivno radi na otkrivanju novih lijekova. U danasnje se doba najceS¢e koriste
nesteroidni protuupalni lijekovi. No, klasi¢ni nesteroidni protuupalni lijekovi zbog svoje neselektivne
inhicije COX-1 i COX-2 imaju znaCajne nuspojave vezane uz gastrointestinalni trakt (inhibicijom
konstitutivno prisutnog COX-1 enzima smanjuje se njegova zastitna uloga prvenstveno u Zelucu, ali i
u bubrezima).***” Zbog toga su u novije vrijeme u terapiju uvedeni selektivni inhibitori COX-2, tzv.
koksibi koji u puno manjoj mjeri izazivaju gastrointestinalne nuspojave (ne utjecu na inhibiciju
konstitutivno prisutnog COX-1 enzima u Zelucu).*® No, upravo zbog svoje selektivne inhibicije COX-
2 enzima, koksibi su pokazali nuspojave vezane za kardiovaskularni sustav te su zbog toga neki
povuceni s trziSta (rofekoksib, lumirakoksib...). Neki koksibi poput celekoksiba ostali su na trzistu
zahvaljujuci svojoj umjerenoj selektivnosti inhibicije COX-2 enzima.

S obzirom na navedena saznanja o neselektivnim i selektivnim inhibitorima COX enzima cilj
ovog istrazivanja bio je sintetizirati spojeve koji ¢e pokazivati selektivnost na COX enzime, ali ne tako

izrazenu selektivnost kao kod rofekoksiba i valdekoksiba. %1%

S druge strane makrolidi imaju izrazitu sposobnost nakupljanja u stanicama, narolito u
neutrofilnim granulocitima, monocitima i makrofagima, koji ih procesom kemotaksije usmjeruju na
mjesto upale. Zahvaljuju¢i tome postizu se mnogo veée koncentracije makrolida u podruc¢ju upale
nego u zdravom tkivu, ¢ime se ostvaruje njihovo ciljno djelovanje.' Danas postoje dokazi da neki
makrolidi djeluju i protuupalno djelujuéi na imunoloski sustav. Tako se eritromicina A uspje$no
koristi u lijeCenju difuznog panbronhiolitisa, bolesti karakterizirane kroni¢nom upalom bronha i

infiltracijom upalnih stanica, pogotovo neutrofila.*”

Vodeni idejom da iskoristimo takvo jedinstveno farmakokineticko ponasanje makrolida, kao i
protuupalno djelovanje pojedinih makrolidnih antibiotika i nesteroidnih protuupalnih lijekova
sintetizirani su brojni konjugati nesteroidnih protuupalnih lijekova i makrolida kao §to je prikazano na

Slici 21.°

47



M - L - N

makrolid poveznica NSAID

Z =-NCHs, -NH, -NOH; W = -CH,-

e
N
I :]: /);
o
R4-(CHy)y-Rs ! o
HO
O
oH
F
F

Z-W =-C(0), -C=NOH, -CH,NH, Ry = NH-, -CHy-, -NHC(0)-, -C(O)-,
R, — -H, -CH, NH(CH,),C(0)-, -NHC(O)CH,-

’ Rs = -O-, -NH-, -NHC(O)CH,NH-, -NHC(O)-
R,=-H, R, =-H, n=1-6

Slika 21. Osnovni kostur konjugata makrolida i nesteroidnih protuupalnih lijekova

Navedene podjedinice medusobno su povezane amidnom ili esterskom vezom.

Od nesteroidnih protuupalnih spojeva koristeni su komercijalno dostupni NSAID-i (Slika 22a i
22b). Neki od NSAID-a su direktno vezani za derivate makrolida, dok su na drugima napravljene
modifikacije u svrhu uvodenja vezujuce skupine pogodne za povezivanje s makrolidima.

Od makrolidnih se podjedinica najcesSée koristio azitromicin, ali su takoder koriSteni i ostali
makrolidi kao §to su eritromicin A, klaritromicin i telitromicin (Slika 23). Na navedenim makrolidima
na polozajima 3, 9a, 9 (oksim), 11, 3'-N desozamina, te 4" i 4"-O kladinoze pripravljene su razlicite
modifikacije u svrhu uvodenja razlicitih funkcionalnih skupina bitnih za povezivanje s nesteroidnim

protuupalnim lijekovima u konacne konjugate.

bili spojevi bez antibakterijskog djelovanja. Zbog toga je posebna paznja posvecena derivatizaciji

makrolida u svrhu dobivanja konjugata bez antibakterijskog djelovanja.

Protuupalno djelovanje pripravljenih spojeva ispitano je in vitro promatranjem inhibicije

produkcije TNF-a te inhibicije enzima COX-1 i COX-2.
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Slika 22a. Neselektivni COX-1/COX-2 inhibitori upotrebljeni za sintezu konjugata
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Slika 22b. Selektivni COX-2 inhibitori upotrebljeni za sintezu konjugata
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35, R=H
36, R=CHs 37 40

Slika 23. Makrolidi: eritromicin A (35), klaritromicin (36), azitromicin (37) i telitromicin (40),

upotrebljeni za sintezu konjugata

3.2. PRIPRAVA SPOJEVA

Priprava spojeva ukljuc¢enih u ovu doktorsku disertaciju moze se podijeliti u 2 dijela:
1. priprava konjugata neselektivnih COX-1/COX-2 inhibitora i makrolida te
2. priprava konjugata selektivnih COX-2 inhibitora i makrolida

Dodatno se priprava konjugata neselektivnih COX-1/COX-2 inhibitora i makrolida moze
podijeliti u dva dijela:
1.1. priprava konjugata neselektivnih COX-1/COX-2 inhibitora i derivata azitromicina te

1.2. priprava konjugata neselektivnih COX-1/COX-2 inhibitora i derivata 14-¢lanih makrolida

Takoder se priprava konjugata selektivnih COX-2 inhibitora i makrolida moze opet podijeliti u
dva dijela:
2.1. priprava konjugata selektivnih COX-2 inhibitora i derivata azitromicina te

2.2. priprava konjugata selektivnih COX-2 inhibitora i derivata 14-¢lanih makrolida
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3.2.1. Priprava konjugata neselektivhih COX-1/COX-2 inhibitora i derivata

azitromicina u poloZajima 9a, 11, 3’-N desozamina i 4°° kladinoze

3.2.1.1. Priprava konjugata NSAID-a i 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A vezanih

esterskom vezom (u poloZaju 9a makrolida)

S ciljem priprave konjugata nesteroidnih protuupalnih lijekova, koji su po svojoj strukturi
ve¢inom kiseline, i derivata makrolida (prvenstveno azitromicina) kao prva ideja nametnulo se
povezivanje navedenih podjedinica esterskom vezom. Tako su pripravljeni konjugati makrolida i
sljedecih nesteroidnih protuupalnih kiselina: indometacin (2), flurbiprofen (15) i S-(+)-ibuprofen (4).
No, prije povezivanja tih dviju podjedinica makrolidnu je podjedinicu bilo potrebno modificirati u spoj
pogodan za povezivanje s NSAID-om (kiselinom) esterskom vezom. Tako se na derivat makrolida, 9-
deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (55) djelovalo metilakrilatom da bi se dobio 9a-(2-

metilkarboksilat-etil)-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (81).2*

U sljedecem je koraku esterska
skupina spoja 81 reducirana u hidroksilnu skupinu u prisustvu LiAlH,4 u tetrahidrofuranu (THF) te je
dobiven spoj 9a-(3-hidroksipropil)-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (82).>**** Dobiveni
derivat 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A s hidroksilnom skupinom 82 je u prisustvu 1,1-
karbonildiimidazola (CDI) i dimetilformamida (DMF) povezan s ranije navedenim kiselinama (2, 4 i

15) u konjugate 83a-c (Shema 4 i Tablica 5).*°

Shema 4. Priprava konjugata NSAID-a i 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A esterskom vezom:
a) CH,=CHCOOCH3;, b) LiAlH4/THF, ¢) CDI / DMF. Na analogan nacin dobiveni su konjugati 83b i
83c¢ s S-(+)-ibuprofenom (4a) i flurbiprofenom (15)
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3.2.1.2. Priprava konjugata NSAID-a i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A

amidnom vezom (u poloZaju 9a makrolida)

S obzirom da je esterska veza nestabilnija od amidne veze, kao puno bolji izbor pokazalo se

povezivanje nesteroidnih protuupalnih lijekova i makrolida amidnom vezom.****!

Shema 5. Priprava konjugata NSAID-a i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A vezanih u
polozaju 9a amidnom vezom: a) CH,=CHCN, b) H,, PtO,, ¢) EDC-HCI, HOBT, TEA (trietilamin),
CH,Cl,, d) razrijedena otopina HCI, ¢) 6 M HCI/CHCI;. Na analogan nacin dobiveni su konjugati 86b-
0, 90b-h i1 94b-h s razli¢itim NSAID-ima

Medu prvim konjugatima radeni su oni na polozaju 9a (Slika 23) derivata 9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicin A (55). U tu svrhu takoder je bilo potrebno prethodno modificirati derivat 9-deokso-
9a-aza-9a-homoeritromicin A (55) na polozaju 9a, odnosno vezati poveznicu s prihvatljivom
slobodnom funkcionalnom skupinom. Kao $to je prikazano na Shemi 5, pocetak sinteze je bio
pripraviti  9a-(2-cijanoetil)-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (84) iz 9-deokso-9a-aza-9a-
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homoeritromicina A (55) Michaelovom adicijom u prisustvu akrilonitrila.”” Navedena reakcija je

provedena skoro kvantitativno, dok je sljedeca reakcija hidrogeniranja, pri ¢emu se cijano-skupina
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reducira u amino-skupinu, provedena u puno manjem iskoristenju, oko 30 % (detaljno objasnjeno u
dijelu Rasprava). KatalitiCko hidrogeniranje spoja 84 provedena je uz katalizator PtO, u EtOH pri
tlaku vodika od 40-50 bara, pri Cemu je nastao 9a-(3-aminopropil)-9-deokso-9a-aza-9a-

homoeritromicin A (85).2*

Kataliticko hidrogeniranje je takoder provedeno i u ledenoj octenoj kiselini
pri tlaku od 5,5 bara uz PtO, kao katalizator s puno boljim iskoriStenjem (i do 80 %).

Spoj 85 je povezan s indometacinom (2) u konjugat 86a standardnom postupkom nastajanja
amidne veze s 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilkarbodiimid hidrokloridom  (EDC-HCl) i 1-
hidroksibenzotriazolom (HOBT) kao aktivatorima karboksilne kiseline.” Osim s indometacinom
takoder su pripravljeni i konjugati s brojnim NSAID-ima kao §to su flufenamska kiselina, fluniksin,
tolmetin, ibuprofen, acetilsalicilna kiselina i tako dalje (svi sintetizirani konjugati prikazani su u

Tablici 5).

3.2.1.3. Priprava konjugata NSAID-a i dekladinozil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A te
konjugata NSAID-a i aglikona 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (u poloZaju 9a

makrolida)

S ciljem sintetiziranja konjugata sa smanjenom antibakterijskom aktivnoscu ili konjugata bez
antibakterijske aktivnosti pristupilo se sintezi konjugata s makrolidima bez jednog ili bez oba Secerna
ostatka. Hidroliza samo jednog Secera, kladinoze, provedena je u razrijedenoj otopini HC1,>**** dok
je hidroliza oba S$ecera, kladinoze i1 desozamina, provedena uz refluks sa 6 M HCI/CHCI;
otopinom™*?*>»® na derivatu 85 da bi se dobili dekladinozilni spoj 89 (3-O-dekladinozil-9-deokso-
9a-aza-9a-(3-aminopropil)-9a-homoeritromicin ~ A) i aglikon 93  (3-O-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-(3-aminopropil)-9a-homoeritromicin A) kao §to je prikazano na
Shemi 5. Takoder je moguca hidroliza kladinoze na derivatima 55 i 84 te na konjugatu 86a da bi se
dobili dekladinozilni produkti 87 i 88, te dekladinozilni konjugat 90a. Hidroliza oba Secera je takoder
moguca i na derivatima 55 i 84 da bi se dobili aglikonski produkti 91 i 92. Najpovoljnije je provesti
hidrolizu bilo kladinoze ili oba Se¢era na spoju 55, djelomice na spoju 84, jer reakcija katalitickog
hidrogeniranja ide uz najmanje iskoristenje (oko 30 % u EtOH pri 40-50 bara). Takoder je CiS¢enje
smjese nakon provedene reakcije hidrolize kromatografijom na stupcu puno jednostavnije i brze ako
se hidrogeniranje provodi na spojevima 55 i 84 nego na spoju 85 (amino-derivat) jer se dobiveni
amini 89 i 93 zbog svoje polarnosti dulje zadrZavaju na koloni te je pro¢iS¢avanje smjese dugotrajnije
iteze.

Makrolidi 89 i 93 povezani su amidnom vezom s indometacinom (2) uz EDC-HCI1 i HOBT u
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konacne konjugate 90a i 94a.”” Konjugat 90a dodatno je pripravljen i direktno iz konjugata 86a kao

§to je ranije navedeno. Pripravljeni su i dekladinozilni i aglikonski konjugati s flufenamskom
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kiselinom, fluniksinom, tolmetinom, ibuprofenom, acetilsalicilnom kiselinom i drugim NSAID-ima

(svi sintetizirani konjugati prikazani su u Tablici 5).

3.2.1.4. Produljenje poveznice na makrolidu u polozaju 9a makrolida

Najcesée koriStena poveznica izmedu makrolidne i nesteroidne podjedinice vezane na
polozaju 9a makrolida (Slika 23) bila je s 3 metilenske jedinice. Da bi se ispitao utjecaj duljine
poveznice pripravljeni su konjugati u kojima je poveznica izmedu makrolida i1 nesteroidnih
protuupalnih lijekova produljena na 4 i 6 metilenskih jedinica. Sintetizirani su i konjugati s peptidnom
vezom unutar poveznice.

Konjugati s poveznicom s 4 metilenske jedinice pripravljeni su na sljede¢i nacin: na 3-O-
dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (91) djelovalo se s 4-brom-
butilftalimidom (95) u prisustvu N,N-diizopropiletilamina u acetonitrilu pri temperaturi od 80 °C, pri
¢emu je dobiven spoj 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9a-(butilftalimid)-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicin A (96).”” Ftalimidna zatitna skupina na spoju 96 hidrolizirana je u prisustvu
hidrazina u metanolu te je dobiven 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9a-(4-aminobutil)- 9-deokso-
9a-aza-9a-homoeritromicin A (97).”® Nakon uspje$no pripravljenog derivata 97 sa slobodnom 4-
alkilamino-skupinom na polozaju 9a, navedeni je derivat povezan s indometacinom (2), fluniksinom
(73) i flufenamskom kiselinom (74) u konjugate 98a-c standardim postupkom nastajanja amidne veze

uz EDC-HCI i HOBT kao aktivatorima karboksilne kiseline (Shema 6 i Tablica 5).*

91 95 96 97 98a

Shema 6. Produljenje poveznice na polozaju 9a makrolida (I): a) N,N-diizopropilamin, MeCN, 80 °C,
b) H,NNH,-H,O, MeOH, c¢) EDC-HCI, HOBT, TEA, CH,Cl,. Na analogan nacin dobiveni su
konjugati 98b i 98¢ s fluniksinom (73) i flufenamskom kiselinom (74)
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Na drugi su nacin pripravljeni konjugati s poveznicom sa Sest metilenskih jedinica (Shema 7).
Na 3-0-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (91) djelovalo se sa
6-brom-heksanonitrilom (99) u prisustvu N,N-diizopropiletilamina u acetonitrilu pri temperaturi od 80
°C pri Cemu je dobiven spoj 3-0-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-(5-

cijanopentil)-9a-homoeritromicin A (100).”’

Kataliticko hidrogeniranje spoja 100 provedeno je uz
katalizator PtO, u EtOH pri tlaku vodika od 40-50 bara pri ¢emu je nastao 3-O-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-(6-aminoheksil)-9a-homoeritromicin A (101).>* Derivat 101 sa
slobodnom 6-alkilamino-skupinom na polozaju 9a potom je povezan s indometacinom (2),
fluniksinom (73) i1 flufenamskom kiselinom (74) u konjugate 102a-c¢ standardnim postupkom
nastajanja amidne veze s EDC-HCI1 i HOBT kao aktivatorima karboksilne kiseline (Shema 7 i Tablica

5)‘253

N
3L
HoN HN

91 99 100 101 102a

Shema 7. Produljenje poveznice na polozaju 9a makrolida (II): a) N,N-diizopropiletilamin, MeCN, 80
°C, b) Hy, PtO,, EtOH, 40-50 bara, ¢) EDC-HCI, HOBT, TEA, CH,Cl,. Na analogan nacin dobiveni su
konjugati 102b i 102¢ s fluniksinom (73) i flufenamskom kiselinom (74)

Trec¢i je nacin priprave dulje poveznice izmedu makrolida i nesteroidnih protuupalnih lijekova
putem peptidne veze (Shema 8). 9-Deokso-9a-aza-9a-(3-aminopropil)-9a-homoeritromicin A (85)
povezan je amidnom vezom u prisustvu aktivatora karboksilne kiseline (EDC-HCI i HOBT ) s N-
Fmoc-glicinom (N-a-fluorenilmetiloksikarbonilglicin) (103) u derivat 104.%* Za reakciju je koristen
komercijano dostupan glicin kojemu je amino-skupina zasticena Fmoc-skupinom da bi se spijecilo
nastajanje nepozeljnih amida. Fmoc-skupina na spoju 104 uklonjena je u prisustvu piperidina u
EtOAc™ te je tako dobiven spoj 105 sa slobodnom amino-skupinom, koji je povezan s
indometacinom (2) i flufenamskom kiselinom (74) u konjugate 106a-b standardnim postupkom

nastajanja amidne veze s EDC-HCI i HOBT (Tablica 5).**
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Shema 8. Produljenje poveznice na polozaju 9a makrolida (III): a) EDC-HCI, HOBT, TEA, CH,Cl, b)
piperidin, EtOAc. Na analogan nacin dobiven je konjugat 106b s flufenamskom kiselinom (74)

3.2.1.5. Priprava konjugata NSAID-a i 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A vezanih u

poloZaju 9a s modifikacijama u 3’-N poloZaju desozamina

S ciljem priprave spojeva sa smanjenom antibakterijskom aktivnoséu, pripravljeni su derivati
izmedu NSAID-a (indometacina, flufenamske kiseline ili fluniksina) i makrolida kojem je na
polozaju 3’-N desozamina (Slika 23) metilna skupina supstituirana etilnom ili acetilnom skupinom.
Sinteza je zapoceta iz 9-deokso-9a-aza-9a-(2-cijanoetil)-9a-homoeritromicina A (84) koji je
demetiliran na polozaju 3’-N desozamina s I, i NaOAc u MeOH uz osvjetljavanje halogenom lampom
od 500 W u 3’-N-demetil-9-deokso-9a-aza-9a-(2-cijanoetil)-9a-homoeritromicin A (107).6>2
Nukleofilnim napadom s acetanhidridom ili etil-jodidom na spoj 107 nastaju spojevi 3’-N-demetil-3°-
N-etil-9-deokso-9a-aza-9a-(2-cijanoetil)-9a-homoeritromicin A (108) i 3’-N-demetil-3’-N-acetil-9-

272601263264 potom  su - cijanoetilni

deokso-9a-aza-9a-(2-cijanoetil)-9a-homoeritromicin A (109).
derivati 108 i1 109 kataliticki hidrogenirani s PtO, kao katalizatorom pod tlakom od 50 atmosfera u
EtOH ili u ledenoj octenoj kiselini pri tlaku od 5,5 bara u amino-derivate 110 i 111.>* Konjugati 112 i
113a-¢ pripravljeni su u reakciji nastajanja amidne veze s NSAID-ima indometacinom (2),
fluniksinom (73) i flufenamskom kiselinom (74) i derivatima makrolida 110 i 111 u prisustvu
EDC-HCI i HOBT (Shema 9 i Tablica 5).>*

Spoj 107 je nadalje podvrgnut katalitickom hidrogeniranju s PtO, kao katalizatorom pod
tlakom od 50 atmosfera u EtOH pri ¢emu je nastao amino-derivat 3’-N-demetil-9-deokso-9a-aza-9a-
(3-aminopropil)-9a- homoeritromicin A (114).*%
karboksilne kiseline (EDC-HCI i HOBT) povezan s indometacinom (2) i flufenamskom kiselinom (74)

u konjugate 115a-b (Shema 9 i Tablica 5).*

Amino-derivat 114 je potom u prisustvu aktivatora
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Shema 9. Priprava konjugata NSAID-a i 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A vezanih u polozaju
9a s modifikacijama u 3°-N polozaju desozamina (I): a) I,, NaOAc-3H,0, 500 W, bl) Etl, (i-Pr),NEt,
MeOH, b2) Ac,0, MeOH, ¢) H,, PtO,, EtOH, pri tlaku vodika od 40-50 bara ili ledena octena kiselina,
5,5 bara d) EDC-HCIL, HOBT, TEA, CH,ClI,. Na analogan nacin dobiveni su konjugati 113b-c i 115b s

fluniksinom (73) i flufenamskom kiselinom (74)

Priprava konjugata indometacina i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A s
modifikacijom na poloZzaju 3'-N desozamina (3'-N-acetilni derivat, spoj 113a) moguca je i iz konjugata
86a kao Sto je prikazano na Shemi 10. Na konjugatu 86a provedena je demetilacija na 3'-N polozaju
desozamina s I, i NaOAc u metanolu uz osvjetljavanje halogenom lampom od 500 W, a potom je na
dobivenom produktu 115a nukleofilnim napadom s acetanhidridom dobiven konaéni spoj 113a.”®'
Slican nacin priprave konjugata 112 (3°-N-demetil-3’-N-etilni derivat) iz spoja 86a nukleofilnim
napadom s EtI nakon 3'-N-demetilacije nije bio mogu¢ zbog degradacije indometacina u reakcijskim

uvjetima potrebnim za nukleofilnu supstituciju $to je dodatno objasnjeno u dijelu 4.1 u Raspravi.
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113a

Shema 10. Priprava konjugata NSAID-a i 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A vezanih u polozaju

9a s modifikacijama u 3’-N poloZaju desozamina (II): a) I, NaOAc-3H,0, 500 W, b) Ac,0, MeOH

3.2.1.6. Priprava konjugata NSAID-a i azitromicina te konjugata NSAID-a i dekladinozil-

azitromicina vezanih u poloZaju 3’-N desozamina

3’-N-demetil-3'-N-(3-aminopropil)-derivat azitromicina 118 je pripremljen iz azitromicina
(37) kao Sto je opisano na Shemi 11. Prvi korak je demetilacija polaznog azitromicina (37) na polozaju
3’-N desozamina u reakciji s I, i NaOAc u metanolu uz osvjetljavanje halogenom lampom od 500 Wu
3’-N-demetil-azitromicin (116).7*?% 3’-N-demetil-3'-N-cijanoetil-azitromicin (117) pripravljen je iz
spoja 116 s akrilonitrilom Michaelovom adicijom®"' te je potom spoj 117 kataliti¢ki hidrogeniran pod
tlakom od 50 atmosfera s PtO, kao katalizatorom u EtOH u 3’-N-demetil-3'-N-(3-aminopropil)-
azitromicin (118).>* Konjugati 119a-c pripravljeni su u reakciji nastajanja amidne veze izmedu
indometacina (2), fluniksina (73) i flufenamske kiseline (74) i amino-derivata 118 u prisustvu
EDC-HCl i HOBT (Tablica 5).**

Konjugati 119a-c¢ su pomocu razrijedene kloridne kiseline prevedeni u dekladinozilne

konjugate 120a-c, kao §to je prikazano na Shemi 11.***% (Tablica 5).
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Shema 11. Priprava konjugata NSAID-a i azitromicina te dekladinozil-azitromicina vezanih u polozaju
3’-N desozamina: a) I, NaOAc-3H,0, 500 W, b) CH,=CHCN, refluks, c) H,, PtO,, EtOH, 40-50 bara
ili ledena octena kiselina, 5,5 bara, d) EDC-HCI, HOBT, TEA, CH,Cl,, ¢) HCI/H,O. Na analogan

nacin dobiveni su konjugati 119b-¢ i 120b-c¢ s fluniksinom (73) i flufenamskom kiselinom (74)

3.2.1.7. Priprava konjugata NSAID-a i azitromicina vezanih u poloZaju 4” kladinoze

Kao $to je prikazano na Shemi 12 prvi korak u sintezi konjugata NSAID-a i azitromicina na
polozaju 4" kladinoze (Slika 23) je zastita najreaktivnije hidroksilne skupine na polozaju 2'
azitromicina (37) acetiliranjem s acetanhidridom u EtOH uz K,COj; kao bazu pri ¢emu nataje 2'-O-
acetil-azitromicin (121).2**** U sljede¢em je koraku hidroksilna skupina na polozaju 4" kladinoze na
spoju 121 oksidirana u karbonilnu skupinu upotrebom piridintrifluoroacetata i EDC-HCI u prisustvu
CH;SOCH; te je tako pripravljen 2'-O-acetil-4"-dehidro-4"-okso-azitromicin (122).** Provodenjem
reakcije s trimetilsulfoksonijevim jodidom i NaH na spoju 122, pripravljen je spoj 2'-O-acetil-4"-
epoksi-azitromicin (123) (na poloZaju 4" nasataje epoksid).”®® Nakon uklanjanja acetilne zastite na
poloZzaju 2' na spoju 123 u MeOH>** te nakon otvaranja epoksidne skupine na polozaju 4" kladinoze s
etilendiaminom, 1,4-diaminobutanom, odnosno 1,5-diaminopentanom, pripravljeni su 4"-amino-
derivati azitromicina 124-126.® Uklanjanje acetilne zastite na polozaju 2' kladinoze i otvaranje
epoksida na polozaju 4" kladinoze moguce je izvesti u jednom koraku s obzirom da se reakcija
otvaranja epoksida s diaminima zbiva u metanolu u kojem ujedno dolazi i do uklanjanja acetilne

zastitne skupine. Konjugati NSAID-a i azitromicina na polozaju 4" kladinoze 127-129 pripravljeni su
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iz indometacina (2) i 4"-amino-derivata azitromicina 124-126 standardnim postupkom nastajanja

amidne veze s EDC-HCI i HOBT (Shema 12 i Tablica 5).**

//“' o
7 OH “n

| o
124, n=2 127,n=2
125, n=4 128,n=4 c
126,n=5 129,n=5

Shema 12. Priprava konjugata NSAID-a i azitromicina vezanih u polozaju 4” kladinoze: a) Ac,O,
EtOAc, b) DMSO, piridintrifluoroacetat, EDC-HCI, c¢) trimetilsulfoksonijev jodid, NaH, d)
NH,(CH,),NH,, KI, MeOH, n=2, 4 ili 5, ) EDC-HCI, HOBT, TEA, CH,Cl,

3.2.1.8. Priprava konjugata NSAID-a i azitromicina vezanih preko hidroksilne skupine u

poloZaju 11 azitromicina

U svrhu pripravljanja konjugata izmedu NSAID-a i azitromicina vezanih preko polozaja 11
azitromicina (Slika 23), azitromicin (37) je u prvom koraku modificiran u 11,12—ciklic¢ki karbonat 130
koritenjem etilen-karbonata i K,CO3.*%**" Reakcijom spoja 130 s etilendiaminom, 1,4-
diaminobutanom, odnosno 1,5-diaminopentanom uz piridin-klorid nastaju amino-derivati azitromicina
131-133 na polozaju 11 (11-karbamati azitromicina) uz razli¢ite duljine lanca (Shema 13). Dobiveni

268269 te ih nije moguée &istiti kromatografijom na stupcu,

amino-derivati 131-133 su prili¢no nestabilni
pa se s njima ilo dalje u rekcije bez prethodnog ¢iS¢enja. Konjugati izmedu NSAID-a i azitromicina
134-136 pripravljeni su iz indometacina (2) i amino-derivata azitromicina 131-133 standardnim

postupkom nastajanja amidne veze s EDC-HCI i HOBT (Tablica 5).***
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Shema 13. Priprava konjugata NSAID-a i azitromicina vezanih preko hidroksilne skupine u polozaju
11 azitromicina: a) etilen-karbonat, K,CO;, b) NH,(CH,),NH,, piridin'HCI, n = 2, 4 ili 5, ¢)
EDC-HCI, HOBT, TEA, CH,Cl,

3.2.1.9. Priprava konjugata NSAID-a i aglikona 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A

vezanih u poloZaju 11 makrolida

Na primjeru pripravljenih konjugata fluniksina i flufenamske kiseline s aglikonom makrolida
preko polozaja 9a (spojevi 94b-c) vidjelo se da navedeni konjugati pokazuju znac¢ajnu selektivnu
inhibiciju COX-2 enzima te inhibiciju produkcije TNF-a. Upravo iz tog razloga potrebno je bilo
pripraviti konjugate tih kiselina s aglikonima makrolida na ostalim poloZajima, te tako i na polozaju 11
makrolida.

S obzirom na spoznaju o nestabilnosti derivata azitromicina 131-133 (karbamati na polozaju 11
makrolida) za sintezu konac¢nih konjugata 142a-b (konjugati NSAID-a i aglikonskog makrolida
vezanih preko polozaja 11 makrolida) izabran je alternativni put sinteze kao na Shemi 14. Stoga je
najprije sintetiziran 11,12-ciklicki karbonat 138 iz 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-
aza-9a-homoeritromicina A (91) u prisutnosti K,COj i etilen-karbonata.”> >’ Spoj 138 je takoder
moguce pripremiti na drugi nacin tako Sto se najprije iz 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (55)
pripravi 11,12-ciklicki karbonat 137 na kojem se potom hidroliziraju oba Se¢era u prisustvu 6 M HCl i
CHCI,.2*#>2¢ § druge strane trebalo je pripremiti poveznicu sa slobodnom amino-skupinom na

fluniksinu (73) i flufenamskoj kiselini (74). Za taj je korak posluzio 6-N-Fmoc-1,6-diaminoheksan
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(139) kojem je jedna amino-skupina zasticena Fmoc skupinom. Fluniksin (73) i flufenamska kiselina
(74) vezani su s navedenim aminom 139 amidnom vezom uz EDC-HCI, HOBT i trietilamin u inertnoj
atmosferi, pri ¢emu su dobiveni odgovarajuéi spojevi 140a-b.>>* U sljede¢em koraku uklonjena je

2 i dobiveni su derivati

Fmoc zastita amino-skupine na spojevima 140a-b u piperidinu/EtOAc
navedenih kiselina 141a-b (s poveznicama sa slobodnim amino-skupinama). Reakcijom amina 141a-b

s 11,12-ciklickim karbonatom 138 uz piridin-klorid dobiveni su konjugati 142a-b (Tablica 5).

H
N
HO
Y YOH Y
W I, “ry
‘\\ O L 7
o

e
142a, X =N, R = CHs
142b,X=C,R=H

(o] N NHFmoc N NH2
x~ NH 6 x~ NH d “NH
R:© 139 R@ ' R:©
FsC c F3C FsC
73, X=N,R=CHj 140a, X =N, R = CHs 141a, X =N, R = CHy
74,X=C,R=H 140b,X=C,R=H 141b,X=C,R=H

Shema 14. Priprava konjugata NSAID-a i aglikona 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A vezanih
preko hidroksilne skupine u polozaju 11: a) etilen-karbonat, K,CO;, b) 6 M HCI/CHCI;, ¢) EDC-HCI,
HOBT, TEA, CH,Cl,, d) piridin, EtOAc, e) piridin-HCI, DBU, piridin
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3.2.2. Priprava konjugata COX-1/COX-2 inhibitora i derivata 14-¢lanih makrolida

Od 14-¢lanih makrolida za konjugaciju s neselektivnim NSAID-ima kori$teni su eritromicin A

oksim 1 klaritromicin.

3.2.2.1. Priprava konjugata NSAID-a i eritromicin A oksima te NSAID-a i klaritromicina

vezanih u poloZaju 3’-N desozamina

3'-N-demetil-3'-N-(3-aminopropil)-derivati 14-Clanih makrolida 145 i 149 pripravljeni su iz
klaritromicina (36) i eritromicin A oksima (53) (spoj 53 nastaje iz eritromicina A prevodenjem 9-
karbonilne skupine u oksim / opisano pri sintezi azitromicina u Shemi 1). Prvi sintetski korak za
dobivanje takvih derivata je demetilacija polaznih makrolida na polozaju 3'-N desozamina pomocu
joda ozra¢ivanjem halogenom lampom.*****® Navedenim postupkom dobiveni su 3'-N-demetilni
derivati klaritromicina 143 (Shema 15) te eritromicin A oksima 147 (Shema 16). Nadalje su spojevi
143 i 147 Michaelovom adicijom s akrilonitrilom™” prevedeni u odgovarajuée cijanoetilne adukte 144
i 148. Primije¢eno je da, za razliku od adicije na klaritromicinskom derivatu 143 koja se zbiva
uobicajenim tokom te uz dobro iskoriStenje, reakcijom Michaelove adicije na eritromicin A
oksimskom derivatu 147 nastajanje Zeljenog produkta 148 nije selektivno (pretpostavka o
sudjelovanju oksimske jedinice u reakciji Michaelove adicije / detaljnije opisano u dijelu 4.1
Rasprava).

Cijanoetilni adukt 144 podvrgnut je potom katalitickom hidrogeniranju pri tlaku od 50
atmosfera te uz PtO, kao katalizator.”* Pri tome je postignuto bolje iskoristenje za dobivanje amina
145 ako se umjesto etanola upotrijebi metanol (bolja topljivost spoja 144). Sljede¢om reakcijom
stvaranja amidne veze s indometacinom (2), fluniksinom (73) i flufenamskom kiselinom (74) uz
upotrebu EDC-HCI i HOBT, dobiveni su konjugati 146a-c (Shema 15 i Tablica 5).>

Odgovarajuci 3'-N-demetil-3'-N-(3-aminopropil)-derivat eritromicin A oksima 149 dobiven je
katalitickim hidrogeniranjem spoja 148**

fluniksin (73) u konjugate 150a-b (Shema 16 i Tablica 5).>

te je potom vezan amidnom vezom na indometacin (2) i
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146a

Cl

Shema 15. Priprava konjugata NSAID-a i klaritromicina vezanih u polozaju 3’-N desozamina: a) I,,
NaOAc-3H,0, 500 W, b) CH,CHCN, refluks, c) H,, PtO,, MeOH, 50 atm, d) EDC-HCI, HOBT, TEA,

CH,Cl,. Na analogan nacin dobiveni su konjugati 146b i 146¢ s fluniksinom (73) i flufenamskom

kiselinom (74)

53

149

148

150a

Cl

_0

Shema 16. Priprava konjugata NSAID-a i eritromicin A oksima vezanih u polozaju 3’-N desozamina:
a) I,, NaOAc-3H,0, 500 W, b) CH,CHCN, refluks, ¢) H,, PtO,, EtOH, 50 atm d) EDC-HCI, HOBT,
TEA, CH,Cl,. Na analogan nacin dobiven je konjugat 150b s fluniksinom (73)




3.2.2.2. Priprava konjugata NSAID-a i eritromicin A oksima vezanih preko 9(E)-O-

aminoalkilnog lanca

Pretpostavka postavljena o sudjelovanju oksimske jedinice u Michaelovoj adiciji potvrdena je
kada je reakcijom eritromicin A oksima 53 (koji sadrzi oba metila na dusiku u polozaju 3'-N
desozamina) s akrilonitrilom dobiven spoj 151 s 9(E)-O-(2-cijanoetilnim) lancem (Shema 17).** Ova
reakcija odvijala se sporo i s malim iskoriStenjem koje bi se vjerojatno moglo poboljsati dodatkom
baze. Dobiveni cijanid 151 hidrogeniranjem je preveden u amin 154,>* koji je s fluniksinom (73)
vezan u amid 157 standardnim postupkom nastajanja amidne veze.”

Na Shemi 17 takoder je prikazan sintetski slijed za dobivanje jo§ dva spoja s 9(E)-O-
aminoalkilnim lancem. Cijanidi potrebni za pripravu takvih derivata dobiveni su reakcijom eritromicin
A oksima (53) i 6-bromheksannitrila (za spoj 152), odnosno 5-bromvaleronitrila (za spoj 153) u
prisutnosti tetrabutilamonijevog jodida, natrijevog jodida i kalijevog hidroksida. Dobiveni cijanidi 152
i 153 hidrogeniranjem su prevedeni u amine 155 i 156,* a potom je amino-derivat 155 vezan s

indometacinom (2) u konjugat 158 standardnim postupkom nastajanja amidne veze.”

53 151, n=2 154,n=3 157, n = 3, RCOOH = fluniksin
152,n=5 155,n=6 158, n = 6, RCOOH = indometacin
153, n=4 156.n=5

Shema 17. Priprava konjugata NSAID-a 1 eritromicin A oksima vezanih preko 9(E)-O-aminoalkilnog
lanca: a) CH,=CHCN, b) Br(CH,),CN, BuyN'T, Nal, KOH, THF, n =4 1i 5, ¢) H,, PtO,, EtOH, 50 atm,
d) EDC-HCI, HOBT, TEA, CH,Cl,

3.2.2.3. Priprava konjugata NSAID-a i klaritromicina vezanih u poloZaju 4”-O-kladinoze

S obzirom da su konjugati azitromicina i flufenamske kiseline pokazali izrazita svojstva
selektivne inhibicije COX-2 enzima te inhibicije produkcije TNF-q, a s ciljem da se istrazi povezanost
protuupalnih svojstava s tipom makrolidnih podjedinica, sintetiziran je konjugat derivata flufenamske
kiseline i derivata klaritromicina 163 (Shema 18).

Prvenstveno je trebalo pripraviti lanac sa slobodnom amino-skupinom na flufenamskoj kiselini
(74), za §to je posluzio 1,5-diaminopentan kojemu je jedna amino-skupina zasti¢ena Boc (N-a-terc-
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butiloksikarbonil)-skupinom (spoj 159). Flufenamska kiselina (74) vezana je s navedenim aminom
159 amidnom vezom uz HOBT i EDC-HCI u inertnoj atmosferi, pri ¢emu je dobiven odgovarajuci
spoj 160.” U sljede¢em koraku skinuta je Boc zastita amino-skupine na spoju 160 u smjesi THF i
CH,Cl; u volumnom omjeru 1:1 i dobiven je derivat flufenamske kiseline sa slobodnom amino-
skupinom 161.”° Tako dobiveni derivat flufenamske kiseline 161 (amin) povezan je s 4"-O-akriloil-
266

klaritromicinom 162 Michaelovom adicijom u konjugat 163 (kako je prikazano na Shemi 18).

Reakcija je provedena u metanolu pri 55 °C kroz 18 sati (uz iskoristenje od oko 80 %).

HoN NHBoc
S 0
Tt =0 b
o OH a o NH NHBoc N(F\'/)/NHZ

o N
o N
HO,
b\ -
s O
‘/"’O/,, o
ore HE
’ TP NN
/‘O H
162 163

Shema 18. Priprava konjugata NSAID-a i klaritromicina vezanih u polozaju 4”-O-kladinoze: a)

EDC-HCI, HOBT, TEA, CH,Cl,, b) TFA:CH,Cl,= 1:1, ¢) MeOH, 55 °C, 18 sati

66



3.2.3. Priprava konjugata selektivnih COX-2 inhibitora i derivata azitromicina u

poloZajima 9a, 11, 3°-N desozamina i 4’ kladinoze

3.2.3.2. Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata azitromicina

3.2.3.2.1. Priprava derivata celekoksiba

U nastojanju da se izbjegnu gastrointestinalni poremecaji uslijed neselektivnosti klasi¢nih
NSAID lijekova u terapiji se sve vise uvode selektivni COX-2 inhibitori,' iako s velikim opezom jer
je poznato da selektivni COX-2 inhibitori smanjuju gastrointestinalne nuspojave, ali posjeduju
kardiovaskularne nuspojave (posebno oni s velikom selektivno$¢u). Danas su najpoznatiji selektivni
COX-2 inhibitori koksibi, medu kojima je i celekoksib (27). U tu je svrhu bilo potrebno povezati
celekoksib s makrolidom da bi se vidjelo da li ¢e zadrzati svoju selektivnost ili je mozda povecati, a
takoder da li ¢e postici bolje nakupljanje u upalnim stanicama.

Najprije je bilo potrebno prirediti derivat celekoksiba koji sadrzi slobodnu karboksilnu
skupinu 164. 1z celekoksiba (27) uz prisustvo 4-dimetilaminopiridina (DMAP), TEA, di-terc-butil-
dikarbonata, metil-bromacetata i K,CO; pripravljen je spoj 164°”* iz kojeg je potom dobiven spoj 165
uklanjanjem Boc zatite s TFA u CH,CL.”” Hidrolizom metilnog estera 165 s LiOH** konacno je
dobiven derivat celekoksiba sa slobodnom karboksilnom kiselinom 166 s kojim se iSlo dalje u
povezivanje s makrolidima (Shema 19).

Za pripremu nekih konjugata celekoksiba i makrolida bilo je potrebno prethodno pripremiti
poveznicu na celekoksibu sa slobodnom amino-skupinom. Reakcijom diamina (159, 167 i 168), koji
imaju jednu amino-skupinu zasticenu Fmoc-, odnosno Boc-skupinom, s derivatom celekoksiba 166 uz
EDC-HCI, HOBT i TEA dobiveni su spojevi 169-171.>* Uklanjanjem Fmoc zastite s piperidinom u
EtOAc™ na spoju 170, a Boc zastite s TFA u CH,CL,*™ na spojevima 169 i 171 dobiveni su derivati
celekoksiba sa slobodnom amino-skupinom 172-174 s kojima se takoder islo u daljnje povezivanje s
makrolidima (Shema 19).

Derivat celekoksiba sa slobodnom amino-skupinom 177 pripravljen je na jo$s jedan nacin
direktno iz celekoksiba (27), kao §to je prikazano na Shemi 20. Celekoksib (27) je povezan s N-Boc-7-
amino-heptanskom kiselinom 175 u derivat 176,” iz kojeg je uklanjanjem Boc zastitne skupine u

TFA/ CH,Cl, dobiven derivat celekoksiba sa slobodnom amino-skupinom 177.%7
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165

FsC

n=2,R=B
168, n =4, R = Fmoc 169,n=2, R =Boc 172,n=2
159,n=5,R =Boc 170, n=4, R = Fmoc 173,n=4
171,n=5 R=Boc 174,n=5

Shema 19. Priprava derivata celekoksiba (I): a) DMAP, TEA, di-terc-butil-dikarbonat, metil-
bromacetat i K,CO;, b) TFA, CH,Cl,, ¢) LiOH, d) EDC-HCIl, HOBT, TEA, CH,Cl,, e) piperidin,

o)
Q Q NH
B o H 6

176 177
Shema 20. Priprava derivata celekoksiba (II): a) EDC-HCIl, HOBT, TEA, CH,Cl,, b) TFA, CH,Cl,

3.2.3.2.2. Priprava Kkonjugata derivata celekoksiba i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-

homoeritromicina A

Nakon pripremanja derivata celekoksiba sa slobodnom karboksilnom skupinom 166 i sa
slobodnom amino-skupinom 172-174 i 177 navedeni su derivati povezani s pojedinim derivatima
azitromicina u konjugate u polozajima 6, 9a (bez i s modifikacijama na 3'-N polozaju desozamina), 11,
3'-N desozamina i 4" kladinoze (Sheme 21-25). Navedeni konjugati su sintetizirani s ciljem ispitivanja

da li polozaj na makrolidu preko kojeg je vezan derivat celekoksiba utjeCe na djelovanje konjugata.
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178, R'= CHg
179, R' = COCHjg

181

Shema 21. Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata azitromicina (I): a) EDC-HCI, HOBT,
TEA, CH,Cl,

Kao §to je prikazano na Shemi 21 iz derivata celekoksiba 166 i odgovaraju¢ih derivata
azitromicina sa slobodnom amino-skupinom (85, 89, 93, 111, 118, 124 i 132) uz EDC-HCI, HOBT i
TEA pripravljeni su konjugati 178-184.>° Dobivanje derivata azitromicina sa slobodnom amino-

skupinom 85, 89, 93, 111, 118, 124 i 132 prikazano je ranije (Sheme 5, 9, 11, 121 13).

Za pripravu konacnog konjugata 188, upotrebljeni su derivat celekoksiba sa slobodnom
amino-skupinom 177 i derivat azitromicina 187 (Shema 22). S ciljem dobivanja derivata azitromicina
187 kladinoza je na polozZaju 3 makrolida hidrolizirana na azitromicinu (37) reakcijom u otopini
razrijedene kloridne kiseline.”*’” Tako pripravljen 3-O-dekladinozil-azitromicin (185) je acetiliran s
anhidridom ocetne kiseline u prisutnosti natrijevog hidrogenkarbonata kao baze, pri ¢emu se
selektivno zasticuje najreaktivnija 2'-hidroksilna skupina te na taj nacin nastaje 3-O-dekladinozil-2'-O-
acetil-azitromicin (186).>> Sljede¢om reakcijom esterifikacije s 3-klorpropionil-kloridom u prisutnosti
trictilamina kao baze dobiven je produkt 187 koji ima vezanu akriloilnu skupinu na polozaju 6

makrolida (umjesto oGekivanog na polozaju 3 makrolida).””> Radi daljnje identifikacije nastalog
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produkta, acetatna zastitna skupina s 2'-hidroksilne skupine u prisutnosti metanola je uklonjena ve¢ na
spoju 187, iako se navedena zaStitna skupina moze skinuti u sljede¢em koraku povezivanja s
derivatom celekoksiba 177 Michaelovom adicijom u metanolu pri ¢emu nastaje konjugat 188.%%
Povezivanje akriloilnog lanca na polozaju 6 makrolida potvrdeno je jedno- i dvo- dimenzionalnim 'H
NMR (nuklearna magnetska rezonancija) i °C NMR  spektrima (detaljno obrazlozeno u dijelu 4.1

Rasprava).

185 186 o)

187 188

Shema 22. Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata azitromicina (I1I): a) HCI/H,0, b) Ac,0,
NaHCOj3;, CH,Cl,, ¢) 3-klorpropionil-klorid, Et;N, toluen, d) MeOH, ¢) MeOH

138 189

Shema 23. Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-

deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A na polozaju 11 makrolida (III): a) piridin-HCI, DBU, piridin

Takoder je pripremljen konjugat derivata celekoksiba i 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-
9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A na polozaju 11 makrolida (189). Za pripremu navedenog
konjugata bilo je potrebno prethodno pripraviti derivat celekoksiba sa slobodnom amino-skupinom
(spoj 172, Shema 19). Otvaranjem ciklickog karbonata na 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-

deokso-9a-aza-9a-homoeritromicinu A 138 (dobivanje ranije prikazano na Shemi 14) s aminom 172
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uz piridin-klorid i DBU (1,8-diazabiciklo(5.4.0)undekan-7-en) u piridinu dobiven je konjugat 189
(Shema 23).%%7

Direktnim vezanjem celekoksiba (27) i derivata makrolida 190, koji ima slobodnu
karboksilnu skupinu na poveznici u polozaju 9a makrolida, dobiven je konjugat 192 (prikazan na
Shemi 24), koji se nije mogao izolirati (uocena razgradnja kona¢nog konjugata u 9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicin A (55)). Spoj 190 dobiven je iz spoja 81 hidrolizom estera u prisustvu LiOH.** Na

254,255

spoju 81 je takoder provedena i hidroliza kladinoze (s razrijedenom HCI) uz hidrolizu estera (s

LiOH)** pri ¢emu je dobiven derivat 191 (derivat sa slobodnom karboksilnom kiselinom). Spoj 191 je
potom direktno povezan s celekoksibom (27) u konjugat 193 koji se takoder nije mogao izolirati

(razgradnja na 3-O-dekladinolil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (87)).>

190, R = kladinoza 192, R = kladinoza
191, R=H 193, R=H

Shema 24. Pokusaj priprave konjugata celekoksiba i derivata azitromicina (IV): a) LiOH, b) razr. HCI,
¢) EDC-HCI, HOBT, TEA, CH,Cl,

Isti derivat makrolida 190 povezan je s derivatom celekoksiba 177, koji ima slobodnu amino-
skupinu na dugoj poveznici. Reakcija je provedena u prisustvu aktivatora karboksilne kiseline
EDC-HCI1 i HOBT uz prisustvo baze TEA te je dobiven konjugat 194 koji je, za razliku od prethodnih,

uspjesno izoliran (Shema 25).%
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Shema 25. Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata azitromicina (V): a) EDC-HCI, HOBT,
TEA, CH,Cl,

3.2.3.3. Priprava konjugata derivata valdekoksiba i derivata azitromicina

3.2.3.3.1. Priprava derivata valdekoksiba

Osim celekoksiba (27) i valdekoksib (32) je poznati selektivni COX-2 inhibitor, koji je
takoder vezan na makrolide. U tu svrhu najprije je bilo potrebno prirediti derivat valdekoksiba koji
sadrzi slobodnu karboksilnu skupinu 197 analogno kao i iz celekoksiba (Sto je prikazano ranije na
Shemi 19). U skladu s prikazanim na Shemi 26, iz valdekoksiba (32) uz prisustvo DMAP, TEA, di-
terc-butil-dikarbonata, metil-bromacetata i K,CO; nastaje spoj 195" iz kojeg se uklanjanjem Boc
zagtite s TFA u CH,Cl, dobiva spoj 196.””° Konaéno hidrolizom metilnog estera na derivatu 196 s

LiOH dobiven je derivat valdekoksiba koji sadri slobodnu karboksilnu skupinu 197.2*

Shema 26. Priprava derivata valdekoksiba: a) DMAP, TEA, di-ferc-butil-dikarbonat, metil-bromacetat
i K,COs, b) TFA, CH,Cl,, ¢) LiOH
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3.2.3.3.2.

Priprava Kkonjugata derivata valdekoksiba i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-

homoeritromicina A

Priredeni derivat valdekoksiba 197 povezan je s 9a-aminopropilnim derivatima makrolida 85 i

93 uz TEA, HOBT i EDC-HCI u konjugate 198 i 199 kao §to je prikazano na Shemi 27.%> Hidrolizom

kladinoze na spoju 198 u 0,1 M HCI dobiven je i konjugat 20

247
0.

198

O
2
N= —
O

o
93

197

200

Shema 27. Priprava konjugata derivata valdekoksiba i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina

A:a) EDC-HCI, HOBT, TEA, CH,Cl,, b) HCI/H,O

3.24.

3.24.1.

Priprava konjugata selektivnih COX-2 inhibitora i derivata 14-lanih makrolida

Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata 14-¢lanih makrolida (eritromicin A

oksim i klaritromicin)

Dobivanje derivata klaritromicina sa slobodnom amino-skupinom na polozaju 3'-N

desozamina opisan je ranije na Shemi 15 (spoj 145). Standardnim amidnim povezivanjem navedenog

derivata klaritromicina 145 s derivatom celekoksiba sa slobodnom karboksilnom skupinom 166 u

prisustvu EDC-HCI i HOBT dobiven je konjugat 201 (Shema 28).***
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Derivat celekoksiba 166 je takoder vezan amidnom vezom i s 9(E)-O-(6-aminoheksil)-
eritromicin A oksim-derivatom 155 u konjugat 202 (Shema 28). Sintetski put dobivanja derivata 155

opisan je ranije na Shemi 17.

201 202

Shema 28. Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata 14-Clanih makrolida (eritromicin A

oksim i klaritromicin): a) EDC-HCI, HOBT, TEA, CH,Cl,

S ciljem povezivanja derivata celekoksiba sa Sto viSe razli¢itih makrolida povezan je i derivat
celekoksiba 166 s 9(S)-eritromicilaminom (203)."*> Navedeni polazni spojevi povezani su amidnom
vezom u prisustvu EDC-HCI, HOBT i TEA u konjugat 204 (Shema 29).>>* Iskoristenje reakcije je bilo
nesto nize nego uobicajna iskoriStenja za reakcije nastajanja amidne veze s makrolidima, a takoder je
nastalo nekoliko nusprodukata koji se nisu mogli izolirati u zadovoljavaju¢oj koli¢ini i Cisto¢i radi

njihove daljnje identifikacije.

203 204 |
Shema 29. Priprava konjugata i derivata celekoksiba i 9(S)-eritromicilamina A: a) EDC-HCI, HOBT,
TEA, CH,Cl,
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3.2.4.2. Priprava konjugata derivata celekoksiba i ketolida

S obzirom da ketolidni makrolidi (telitromicin) pokazuju izrazito svojstvo nakupljanja u
upalnim stanicama, bilo je potrebno usporediti aktivnost i selektivnost konjugata ketolida i NSAID-a s
konjugatima azitromicina i NSAID-a. U tu je svrhu pripremljen konjugat celekoksiba i ketolida 209
(Shema 30).

Dobivanje derivata celekoksiba sa slobodnom amino-skupinom 174, potrebnog za sintezu
konac¢nog konjugata 209, prikazano je ranije na Shemi 19.

Takoder je za sintezu konjugata izmedu celekoksiba i ketolida, u prvom koraku na
klaritromicinu (36) hidrolizom u razrijedenoj kloridnoj kiselini uklonjena kladinoza pri ¢emu je
dobiven 3-O-dekladinozil-klaritromicin (205).***>> Potom je na spoju 205 zasticena najreaktivnija
hidroksilna skupina na polozaju 2' uz acetanhidrid te je tako dobiven 3-O-dekladinozil-2'-O-acetil-

klaritromicin (206),%*

na kojem je hidroksilna skupina na polozaju 3 oksidirana u karbonilnu skupinu
uz piridintrifluoroacetat i EDC-HCI. 1z tako nastalog 3-dehidro-3-okso-2'-O-acetil-derivata 207 u
reakciji s NaH te 1,1'-karbonilimidazolom u suhim uvjetima pripremljen je 12-acilimidazol-makrolida
208. Zagrijavanjem reakcijske smjese spoja 208 s derivatom celekoksiba 174 u MeOH dobiven je

konjugat 209 (Shema 30).

208 209

Shema 30. Priprava konjugata derivata celekoksiba i ketolida: a) HCI/H,O, b) Ac,O/K,CO;, aceton, c)
EDC-HCI, DMSO, piridintrifluoroacetat, CH,Cl,, d) NaH, DMF, 1,1'-karbonildiimidazol, ¢) MeOH
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3.3. EKSPERIMENTALNI DIO

Tijek kemijskih reakcija pracen je pomocu tankoslojne kromatografije (TLC) — aluminijske
folije Kieselgel 60 F,s4 - na kojima su mrlje detektirane pomocu UV lampe (254 nm, 365 nm) te
sprejanjem plocica s 5 %-tnom otopinom H,SO, u etanolu (za detekciju hidroksilnih skupina) ili
otopinom ninhidrina u etanolu (za detekciju primarnih amina) uz zagrijavanje na 140 °C.

Ciséenje pojedinih spojeva vrieno je kromatografijom na stupcu silikagela uz razli¢ite sustave
kao eluense, ekstrakcijom i u rijetkim slucajevima prekristalizacijom.

Identifikacija dobivenih spojeva provedena je sljede¢im metodama :

- tekuéinskom kromatografijom visokog ucinka vezanom na spektrometar masa (HPLC-MS;
ESI metoda). Za HPLC-MS analizu koriSten je HPLC instrument Waters 2690 s UV detektorom
Waters 996 Photodiode Array Detector (210-450 nm) i MS detektorom Micromass, Quattro microTM
(cone voltage = 30 V) uz eksternu kalibraciju. Koristena je kolona Xterra RP18, 3,5 pm, 3,0x50 mm
uz otapalo A = MeCN i otapalo B = 0.05 % mravlja kiselina/H,O te protok 0,5 mL/min. Koristeni
gradijent je od 15-98 % A. Prikazane su monoizotopne mase.

- spektroskopijom nuklearne magnetske rezonancije (NMR; jednodimenzionalni i
dvodimenzionalni spektri). NMR-spektri snimljeni su na BRUKER AVANCE DPX 300 (‘H-NMR
spektri snimljeni su pri 300 MHz, odnosno "*C spektri pri 75 MHz) ili na BRUKER AVANCE DRX
500 ("H-NMR spektri snimljeni su pri 500 MHz, odnosno "*C spektri pri 125 MHz) u deuteriranom
CDCl; ili DMSO-u pri 24 °C. Kemijski pomaci u ppm (J) izrazeni su prema tetrametilsilanu (TMS)
kao unutrasnjem standardu, a konstante sprege (J) u Hz.

- infracrvena spektroskopija (IR). IR spektri (KBr pastila) snimljeni na MAGNA FT-IR 760,
NICOLET.

Literaturno poznati intermedijeri: 81, 82, 84, 85, 87, 91, 121, 122, 130, 164 i 203 '8!-183, 248,232,236

Priprava 9a-(2-metilkarboksilat-etil)-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (81)
9-Deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (55) (4 g; 5,44 mmol) otopljen je u metilakrilatu (50 mL; 0,56
mol). Reakcijska je smjesa mijeSana na 80 °C uz refluks dva dana, nakon toga je uparena do suha, a
dobiveni sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH 90:9:1,5
kao eluens. Dobiveno je 3,6 g (72 %) Cistog produkta 81.

Cisto¢a, HPLC/MS: 90 %

HPLC/MS: MS(ES-) m/z: [M] 821,77 (teor. 821,53)

IR (KBr) cm™: 3485, 2973, 2939, 2879, 2833, 2788, 1737, 1637, 1461, 1378, 1327, 1282, 1246, 1168,
1110, 1053, 1012, 957, 900, 864, 835, 804, 774, 730, 703, 640
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Priprava 9a-(3-hidroksipropil)-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (82)

U tikvicu propuhanu argonom dodan je LiAlH,4 (69,3 mg; 1,827 mmol) te je nastavljeno propuhivanje
argonom. U menzuri je pod argonom odmjeren THF (20 mL). THF (10 mL) je pod argonom dodan u
tikvicu s LiAlH,. U drugoj je tikvici otopljen spoj 81 (500 mg; 0,609 mmol) u THF-u (5 mL) pod
argonom, te je sve prebaceno u trogrlu tikvicu s LiAlH,4 otopljenim u THF-u pod argonom. Tikvica u
kojoj je bio spoj 81 isprana je s preostalim THF-om (5 mL) te je prebacena u reakcijsku smjesu (pod
argonom). Reakcijska je smjesa cijelo vrijeme mijeSana pri temperaturi od 0-5 °C kroz 1 sat. Potom je
u reakcijsku smjesu dodano malo vode da bi se unistio LiAlH,; (dok nije pobijelio). Smjesa je
profiltrirana preko Biichnerovog lijevka, te je filtrat uparen do suha (dobivena bijela pjena). Dobiveno
je 421,5 mg sirovog produkta 82 koji je spojen s drugom Sarzom i prociscen.

Cisto¢a, HPLC/MS: 64 %

HPLC/MS: MS(ES-) m/z: [M] 793,62 (teor. 793,53)

Priprava konjugata indometacina i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 83a

Op¢i postupak A

U trogrloj tikvici od 25 mL u struji argona dodan je indometacin (2) (200 mg; 0,56 mmol) otopljen u
suhom DMF-u (3 mL). U uredaju za hladenje na —10 °C dodana je otopina 1,1-karbodiidazola (186,9
mg; 1,152 mmol) u suhom DMF-u (3 mL). Reakcijska je smjesa mijeSana na —5 °C preko no¢i, nakon
Cega je dodana otopina spoja 82 (443,82 mg; 0,56 mmol) u suhom DMF-u. Reakcijska je smjesa
mijeSana 24 sata na sobnoj temperaturi, potom 10 sati na 100 °C i 24 sata na sobnoj temperaturi.
Otapalo je upareno do suha te je sirovi produkt procis¢en kromatografijom na stupcu uz
CH,Cl,:MeOH:NH,OH 90:8:1 i 15:1:0,1 kao eluens. Dobiveno je 15 mg Cistog spoja 83a.

Cisto¢a, HPLC/MS: 90 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH] 1131,46 (teor. 1131,60)

IR (KBr) cm™: 3449, 2972, 2936, 1731, 1686, 1622, 1564, 1546, 1512, 1478, 1460, 1374, 1323, 1263,
1225, 1168, 1089, 1057, 1013, 958, 925, 834, 804, 756, 732

C NMR (300 MHz, CDCls) J: 177,43; 169,51; 167,83; 155,32; 139,41; 136,41; 134,35; 130,97;
130,54; 130,27; 128,47; 115,42; 113,17; 111,86; 103,32; 101,42; 96,37; 84,15; 78,83; 77,42; 77,15;
73,29; 72,55; 71,89; 69,05; 65,53; 64,81; 60,32; 55,32; 48,52; 45,31; 40,47; 39,36; 38,52; 35,74;
31,65; 28,64; 28,33; 26,14; 25,17; 23,83;: 21,65; 20,55; 20,12; 19,87; 17,53; 15,72; 14,32; 12,74;
10,38; 8,52; 7,48

Priprava konjugata S-(+)-ibuprofena i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 83b
Prema opcéem postupku A iz S-(+)-ibuprofena (4a) (200 mg; 0,9703 mmol) i spoja 82 (769 mg; 0,9703
mmol) dobiveno je 277 mg Cistog spoja 83b.

Cisto¢a, HPLC/UV: 97,73 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 981,85 (teor. 981,65)
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IR (KBr) cm™: 3483, 2971, 2937, 2873, 2787, 1733, 1655, 1638, 1561, 1511, 1459, 1421, 1379, 1332,
1248, 1167, 1109, 1055, 1013, 1000, 958, 900, 836, 803, 756, 728, 640

Priprava konjugata flurbiprofena i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 83c

Prema opéem postupku A iz flurbiprofena (15) (200 mg; 0,819 mmol) i spoja 82 (650 mg; 0,819
mmol) dobiveno je 234 mg Cistog spoja 83b.

Cisto¢a, HPLC/UV: 94,85 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1018,80 (teor. 1018,61)

IR (KBr) cm™: 3452, 2973, 2937, 2879, 2829, 2777, 1734, 1688, 1659, 1625, 1582, 1565, 1546, 1512,
1461, 1420, 1379, 1329, 1267, 1171, 1109, 1054, 1013, 999, 959, 899, 834, 801, 767, 726, 699, 640

Priprava 9a-(2-cijanoetil)-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (84)

Opéi postupak B

9-Deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (55) (100 g; 136 mmol) je otopljen u akrilonitrilu (300 mL)
uz zagrijavanje. Reakcijska je smjesa mijesana na 80 °C uz refluks preko no¢i. Akrilonitril je uparen
do suha. Dobiveno je 109 g (96 %) Cistog produkta 84.

Cisto¢a, HPLC/MS: 95 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 788,52 (teor. 788,52)

IR (KBr) cm™: 3486, 2973, 2938, 2881, 2833, 2789, 2249, 1722, 1656, 1639, 1562, 1544, 1510, 1460,
1379, 1280, 1168, 1111, 1076, 1054, 1013, 958, 899, 861, 835, 805, 729, 639

'H-NMR (500 MHz, CDCls) J: 4,96 (1H, d); 4,67 (1H, d); 4,47 (1H, d); 4,15 (1H, q); 4,05 (1H, m);
3,93 (1H, s); 3,65 (1H, d); 3,61(1H, d); 3,54 (2H, m); 3,31 (3H, s); 3,04 (1H, t); 2,81 (5H, m); 2,65
(2H, m); 2,51 (3H, m); 2,41 (6H, s); 2,19 (2H, m); 1,92 (5H, m); 1,54 (5H, m); 1,32 (6H, d); 1,23
(10H, t); 1,13 (3H, d); 1,07 (6H, d); 0,97 (3H, d); 0,90 (3H, t)

PC-NMR (300 MHz, CDCl;) J: 178,10; 119,10; 103,11; 96,15; 79,40; 78,18; 77,84; 74,96; 74.86;
74,51; 72,79; 70,80; 68,80; 65,96; 65,46; 49,43; 45,30; 40,74; 35,03; 28,99; 22,23; 21,55; 21,42;
21,25; 18,32; 17,35; 16,46; 15,58; 11,29; 9,74; 8,75

Priprava 9a-(3-aminopropil)-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (85)

Opéi postupak C1

Spoj 84 (64,4 g; 81,7 mmol) je otopljen u apsolutnom EtOH (300 mL), te je dodan katalizator PtO,
(6,5 g). Reakcijska je smjesa podvrgnuta hidrogeniranju pod tlakom od 55 bara u reaktoru kroz Cetiri
dana. Reakcijska je smjesa profiltrirana i uparena do suha, te je sirovi produkt prociscen
kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH 6:1:0,1 kao eluens. Dobiveno je 16,305 g
Cistog spoja 85 (94,29 %, Cistoca) 140,669 g spoja 85 u smjesi.

Cisto¢a, HPLC/MS: 94,29 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 792,46 (teor. 792,55)
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IR (KBr) em™: 3451, 2973, 2938, 2878, 2833, 2789, 1729, 1637, 1461, 1378, 1282, 1168, 1110, 1054,
1000, 958, 900, 865, 835, 806, 756, 727, 669, 640

'H-NMR (500 MHz, CDCL;) 6: 5,07 (1H, d); 4,91 (1H, d); 4,46 (1H, d); 4,15 (1H, d); 4,09 (2H, m);
3,63 (1H, s); 3,60 (2H, d); 3,51 (2, m); 3,47 (4H, s); 3,34 (3H, s); 3,25 (3H, m); 3,03 (1H, d); 2,96 (1H,
m); 2,85 (1H, t); 2,78 (2H, m); 2,67 (1H, q); 2,46 (1H, m); 2,38 (2H, d); 2,30 (6H, s); 2,02 (2H, s);
1,91 (1H, m); 1,80 (1H, m); 1,66 (2H,d); 1,59 (2H, q); 1,49 (2H, m); 1,32 (6H, d); 1,20 (10H, m); 1,09
(9H, m); 1,00 (3H, d); 0,86 (3H, 1)

3C-NMR (300 MHz, CDCl;) &: 177,49; 102,95; 95,67; 83,93; 79,28; 78,01; 77,79; 74,72; 74,66;
74,55; 72,84; 70,96; 68,91; 65,77; 65,53; 64,63; 50,72; 49,47; 48,43; 45,13; 40,93; 40,38; 39,78;
35,01; 29,14; 28,90; 28,68; 23,25; 21,58; 21,42; 21,15; 18,32; 16,57; 15,37; 11,00; 9,54; 7,13; 0,00

Opéi postupak C2

Spoj 84 (5 g; 6,3 mmol) je otopljen u ledenoj octenoj kiselini (80 mL), te je dodan katalizator PtO, (1
g). Reakcijska je smjesa muckana na Paarovom aparatu pod tlakom H, od 5,5 bara preko noci. Smjesa
je profiltrirana, uparena do suha te je dodana voda (pH 4,5) i ekstrahirana je s CH,Cl, (3x30 mL).
Nakon odjeljivanja slojeva, vodeni je sloj postupno zaluzivan do pH 6, 8, 10, 12 i 14, te je svaki put
ekstrahiran s CH,Cl, (3x30 mL). Ekstrakti pri zadnje dvije pH jedinice su spojeni, posuseni iznad
bezvodnog Na,SO,, profiltrirani i upareni do suha. Dobiveno je 2,9 g (58 %) spoja 85.

Cisto¢a, HPLC/MS: 89 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 792,3 (teor. 792,55)

Priprava konjugata indometacina i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 86a

Opéi postupak D

U suspenziju indometacina (2) (208 mg; 0,58 mmol) i diklormetana (10 mL), uz propuhivanje
argonom, dodan je trietilamin (0,76 mL; 5,4528 mmol ) pri ¢emu se suspenzija razbistri. Zatim su
dodani redom: 1-hidroksibenzotriazol (160 mg; 1,18 mmol ), spoj 85 (460 mg; 0,58 mmol) i
EDC-HCI (470 mg; 2,4 mmol). Reakcijska je smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi preko noci.
Otapalo je upareno na rotavaporu, te je sirovi produkt pro¢is¢en kromatografijom na stupcu uz
CH,Cl,:MeOH:NH4OH 6:1:0,1 kao eluens. Dobiveno je 423 mg (64,4 %) Cistog produkta 86a.
Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 98,54 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1131,6 (teor. 1131,62)

IR (KBr) em™ : 3424, 3087, 2972, 2937, 2878, 2832, 2787, 1720, 1681, 1569, 1535, 1478, 1459,
1400, 1373, 1324, 1289, 1260, 1226, 1178, 1167, 1109, 1090, 1053, 1013, 957, 926, 902, 834, 804,
755, 734, 690, 639

'H NMR (500 MHz, CDCl;) &: 7,69 (1H, d); 7,47 (1H, d); 6,97 (1H, s); 6,92 (1H, d); 6,66 (1H.q); 4,96
(1H, d); 4,60 (1H, s); 4,44 (1H,d); 4,05 (2H, m); 3,82 (3H, s); 3,61 (4H, m); 3,52 (1H, m); 3,31 (3H,
s); 3,26 (2H, m); 3,19 (2H, m); 3,03 (2H,t); 2,82 (2H, t); 2,54 (1H, s); 2,37 (6H, s); 2,36 (1H, s); 2,33
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(1H, s); 2,20 (1H, d); 1,98 (2H, m); 1,88 (1H, m); 1,74 (2H, s); 1,59 (1H, q); 1,48 (1H, m); 1,30
(6H,d); 1,25 (3H,s); 1,21 (7H, m); 1,06 (6H,d); 1,03 (3H, s); 0,94 (3H, d); 0,89 (3H, 1)

3C NMR (300 MHz, CDCLy) &: 177,13; 169,71; 167,84; 155,64; 138,65; 135,67; 133,32; 130,65;
130,41; 130,14; 128,55; 114,39; 112,69; 111,42; 102,34; 100,66; 95,21; 83,07; 78,87; 77,30; 77,14;
73,98; 72,23; 70,25; 68,15; 65,33; 65,10; 64,40;55,21; 48,84; 44,25; 39,82; 39,69; 37,12; 34,39; 31,
62; 28,64; 28,32; 26,13; 22,21; 20,94; 20,73; 20,60; 17,76; 15,78; 14,77; 12,86; 10,49; 8,88; 7,26

Priprava konjugata flufenamske Kiseline i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 86b
Prema opc¢em postupku D iz flufenamske kiseline (74) (2 g; 7,112 mmol) i spoja 85 (5,633 g; 7,112
mmol) dobiveno je 5,542 g (74 %) spoja 86b.

R/(CH,Cl,:CH;0H:NH4OH 90:8:1) = 0,29

Cistoéa HPLC/MS-UV: 96,51% (UV), 78,43 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1055,57 (teor. 1055,61)

Priprava konjugata S-(+)-ibuprofena i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 86c¢
Prema opcéem postupku D iz S-(+)-ibuprofena (4a) (60 mg; 0,29 mmol) i spoja 85 (230 mg; 0,29
mmol) dobiveno je 239 mg (84 %) spoja 86c¢.

Cisto¢a HPLC/MS-UV: 94,2 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 981,0 (teor. 980,67)

IR (KBr) cm™': 3433, 2971, 2936, 2872, 1720, 1686, 1655, 1561, 1545, 1511, 1460, 1378, 1264, 1167,
1109, 1054, 1013, 1000, 958, 902, 835, 642

Priprava konjugata flurbiprofena i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 86d
Prema op¢em postupku D iz flurbiprofena (15) (141 mg; 0,58 mmol) i spoja 85 (460 mg; 0,58 mmol)
dobiveno je 483,1 mg (82 %) spoja 86d.

Cistoéa HPLC/MS-UV: 94 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1018,61 (teor. 1018,63)

Priprava konjugata ketoprofena i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 86e

Prema opéem postupku D iz ketoprofena (11) (74 mg; 0,29 mmol) i spoja 85 (230 mg; 0,29 mmol)
dobiveno je 114 mg (37 %) spoja 86e.

Cisto¢a HPLC/MS-UV: 95,8 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1065,9 (teor. 1065,61)

IR (KBr) cm™: 3450, 3062, 2972, 2937, 2876, 2834, 2788, 1722, 1658, 1598, 1580, 1544, 1458, 1378,
1319, 1284, 1168, 1109, 1081, 1053, 1013, 1000, 957, 902, 834, 755, 723, 705, 643
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Priprava konjugata acetilsalicilne kiseline i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A
8of

Prema opc¢em postupku D iz acetilsalicilne kiseline (1) (52 mg; 0,29 mmol) i spoja 85 (230 mg; 0,29
mmol) dobiveno je 127 mg (46 %) spoja 86f.

Cistoéa HPLC/MS-UV: 92,7 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 955,0 (teor. 954,58)

Priprava konjugata fenbufena i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 86g
Prema opc¢em postupku D iz fenbufena (13) (74 mg; 0,29 mmol) i spoja 85 (230 mg; 0,29 mmol)
dobiveno je 215,3 mg (72 %) spoja 86g.

Cisto¢a HPLC/MS-UV: 95,5 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1028,5 (teor. 1028,63)

Priprava konjugata indoprofena i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 86h
Prema opc¢em postupku D iz indoprofena (16) (81,5 mg; 0,29 mmol) i spoja 85 (230 mg; 0,29 mmol)
dobiveno je 93,7 mg Cistog spoja 86h i 84 mg spoja 86h u smjesi.

Cisto¢a HPLC/MS-UV: 92,3 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1055,6 (teor. 1055,65)

Priprava konjugata fenoprofena i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 86i

Prema opc¢em postupku D iz fenoprofena (14) (151,6 mg; 0,29 mmol) i spoja 85 (230 mg; 0,29 mmol)
dobiveno je 148,2 mg Cistog spoja 86i 1 51 mg spoja 86i u smjesi.

Cistoéa HPLC/MS-UV: 97 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1016,8 (teor. 1016,63)

Priprava konjugata S-(+)-ketoprofena i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 86j
Prema opc¢em postupku D iz S(+)-ketoprofena (11a) (73 mg; 0,29 mmol) i spoja 85 (230 mg; 0,29
mmol) dobiveno je 243 mg (81,5 %) spoja 86j.

Cisto¢a HPLC/MS-UV: 93,5 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1028,29 (teor. 1028,63)

Priprava konjugata diflunisala i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 86k
Prema opc¢em postupku D iz diflunisala (5) (72,5 mg; 0,29 mmol) i spoja 85 (230 mg; 0,29 mmol)
dobiveno je 121 mg Cistog spoja 86k i 41 mg spoja 86k u smjesi.

Cisto¢a HPLC/MS-UV: 90,6 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1024,37 (teor. 1024,58)
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Priprava konjugata tolfenamske Kkiseline i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 861
Prema opc¢em postupku D iz tolfenamske kiseline (21) (75,9 mg; 0,29 mmol) i spoja 85 (230 mg; 0,29
mmol) dobiveno je 246 mg (82 %) spoja 86l.

Cistoéa HPLC/MS-UV: 97 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1035,30 (teor. 1035,60)

Priprava konjugata zomepiraka i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 86m
Prema opc¢em postupku D iz zomepiraka (80) (90,1 mg; 0,29 mmol) i spoja 85 (230 mg; 0,29 mmol)
dobiveno je 240 mg (78 %) spoja 86m.

Cisto¢a HPLC/MS-UV: 92,7 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1065,9 (teor. 1065,61)

Priprava konjugata diklofenak natrija i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 86n
Prema opc¢em postupku D iz diklofenak natrija (7) (92 mg; 0,29 mmol) i spoja 85 (230 mg; 0,29
mmol) dobiveno je 140 mg (45 %) spoja 86n.

Cisto¢a HPLC/MS-UV: 92,9 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1069,1 (teor. 1069,56)

IR (KBr) cm™: 3426, 3073, 2972, 2937, 2876, 2829, 2788, 1722, 1658, 1578, 1562, 1546, 1511, 1454,
1378, 1301, 1281, 1167, 1110, 1053, 1013, 999, 958, 898, 836, 750, 668

Priprava konjugata naproksena i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 860

Prema opc¢em postupku D iz naproksena (12) (67 mg; 0,29 mmol) i spoja 85 (230 mg; 0,29 mmol)
dobiveno je 162 mg (56 %) spoja 860.

Cistoéa HPLC/MS-UV: 91,2 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1004,9 (teor. 1004,63)

IR (KBr) cm™: 3433, 2972, 2937, 2876, 2829, 2788, 1719, 1655, 1607, 1560, 1542, 1508, 1459, 1377,
1265, 1230, 1167, 1109, 1053, 1013, 1000, 958, 928, 895, 853, 809, 755, 640

Priprava 3-O-dekladinozil-9-deokso-9a-aza-9a-(3-aminopropil)-9a-homoeritromicin A (89)

Opéi postupak E

Spoj 85 (3,166 g; 4,4 mmol) je otopljen u razrijedenoj HCI (22,5 mL vode + 2,25 mL konc. HCI).
Reakcijska je smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi, te je ekstrahirana s CH,Cl,. Vodeni je sloj
zaluzen s 20 %-tnom NaOH do pH 9,5 te je ekstrahiran 3 puta s CH,Cl,. Organski slojevi su spojeni,
posuseni iznad bezvodnog Na,SO, te upareni. Sirovi je produkt procis¢en kromatografijom na stupcu
uz CH,Cl,:CH;OH:NH4OH 6:1:0,1 kao eluens. Dobiveno je 1,838 g (59 %) Cistog spoja 89.

Cisto¢a, HPLC/MS: 89 %.
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HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH] 634,38  (teor. 634, 46)

IR (KBr) em™': 3478, 3445, 3358, 3294, 2985, 2941, 2870, 2803, 2722, 1722, 1655, 1608, 1463, 1381,
1348, 1307, 1262, 1175, 1112, 1078, 1049, 1036, 1021, 1003, 976, 933, 896, 870, 831, 798, 758, 670,
633

Priprava konjugata indometacina i 3-O-dekladinozil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A
90a

Prema opc¢em postupku D iz indometacina (2) (71,42 mg; 0,2 mmol) i spoja 89 (126,7 mg; 0,2 mmol)
dobiveno je 138 mg (96 %) spoja 90a.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 90 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 973,5 (teor. 973,52)

BC NMR (300 MHz, CDCl;) 6: 178,10; 170,12; 169,31; 155,39; 138,56; 135,27; 134,09; 130,71;
130,42; 130,17; 129,14; 113,78; 112,57; 111,42; 103,34; 100,48; 92,14; 83,06; 78,23; 77,31; 73,98;
72,17; 70,08; 64,19; 60,32; 58,22; 55,36; 52,17; 48,84; 44,82; 43,42; 39,91; 38,14; 33,72; 32,55;
28,34; 26,14, 22,96; 22,63; 21,43; 18,39; 16,48; 16,09; 14,23; 10,42; 8,84; 7,63

Priprava konjugata fluniksina i 3-O-dekladinozil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 90b
Prema opc¢em postupku D iz fluniksin meglumina (73) (142 mg; 0,29 mmol) i spoja 89 (184 mg; 0,29
mmol) dobiveno je 168 mg (94 %) spoja 90b.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 95,7 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 912,43 (teor. 912,52)

Priprava  konjugata  flufenamske Kkiseline i  3-O-dekladinozil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A 90c

Prema opc¢em postupku E iz spoja 86b (211 mg; 0,2 mmol) dobiveno je 128 mg (71 %) spoja 90c.
Cistoéa, HPLC/MS-UV: 96,3 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 897,69 (teor. 897,51)

Priprava konjugata ibuprofena i 3-O-dekladinozil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 90d
Prema opéem postupku D iz ibuprofena (4) (59,82 mg; 0,29 mmol) i spoja 89 (184 mg; 0,29 mmol)
dobiveno je 230 mg (96 %) spoja 90b.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 95 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 822,53 (teor. 822,58)

IR (KBr) cm™: 3450, 2971, 2873, 1710, 1656, 1544, 1511, 1459, 1380, 1350, 1262, 1173, 1111, 1073,
1050, 978, 957, 934, 898, 803, 755, 634
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Priprava konjugata flurbiprofena i 3-O-dekladinozil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A
90e

Prema opc¢em postupku E iz spoja 86e (254 mg; 0,25 mmol) dobiveno je 100 mg (46,5 %) spoja 90e.
Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 94 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 860,69 (teor. 860,10)

Priprava konjugata ketoprofena i 3-O-dekladinozil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 90f
Prema opc¢em postupku E iz spoja 86e (150 mg; 0,15 mmol) dobiveno je 42 mg (32 %) spoja 90f.
Cistoéa, HPLC/MS-UV: 96,3 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 870,1 (teor. 870,54)

IR (KBr) cm™: 3439, 3067, 2972, 2936, 2876, 1721, 1657, 1598, 1580, 1544, 1458, 1378, 1349, 1319,
1283, 1173, 1136, 1111, 1074, 1050, 1000, 956, 904, 863, 723, 705, 643

Priprava konjugata diflunisala i 3-O-dekladinozil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 90g
Prema opéem postupku E iz spoja 86k (256 mg; 0,25 mmol) dobiveno je 112 mg (52 %) spoja 90g.
Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 93,4 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 866,61 (teor. 866,49)

Priprava  konjugata  tolfenamske  Kkiseline i  3-O-dekladinozil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A 90h

Prema opc¢em postupku D iz tolfenamske kiseline (21) (75,89 mg; 0,29 mmol) i spoja 89 (184 mg;
0,29 mmol) dobiveno je 194 mg (76 %) spoja 90h.

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 95,5 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 877,53 (teor. 877,50)

Priprava 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (91)

Opéi postupak F

9-Deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (55) ( 4,7 g; 6,4 mmol) je otopljen u 6 M HCl (40 mL) i u
CHCI; (20 mL). Reakcijska je smjesa mijeSana na 80 °C uz refluks preko no¢i. Sloj CHCI; je
odijeljen, a vodeni je sloj jo§ ispran s CHCI; (30 mL). Vodeni je sloj zatim zaluZzen na pH 10 i
ekstrahiran s CH,Cl, (2x30 mL). Organski su slojevi spojeni, posuseni iznad bezvodnog Na,SOy,
profiltrirani i upareni do suha. Dobiveni sirovi produkt prociséen je kromatografijom na stupcu uz
CH,Cl,;:MeOH:NH,OH 90:9:1,5 kao eluens. Dobiveno je 1,23 g (43 %) Cistog produkta 91.

Cisto¢a, HPLC/MS: 89 %.

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 420,09 (teor. 420,29)
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Priprava 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-(3-aminopropil)-9a-
homoeritromicin A (93)

Prema opcem postupku F iz spoja 85 (3,16 g; 4 mmol), uz cis¢enje kromatografijom na stupcu uz
CH,Cl,:CH;0H:NH4OH 6:1:0,1 kao eluens, dobiveno je 667 mg Cistog spoja 93 i 87 mg spoja 93 u
smjesi.

Cisto¢a, HPLC/MS: 92 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH] 477,38 (teor. 477,35)

IR (KBr) cm™: 3429, 3389, 3311, 2976, 2938, 2876, 2830, 2725, 1720, 1637, 1608, 1560, 1459, 1402,
1378, 1356, 1310, 1263, 1174, 1086, 1054, 1038, 1010, 972, 956, 914, 848, 806, 775, 749, 707, 675

Priprava konjugata indometacina i 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A 94a

Prema opcéem postupku D iz indometacina (2) (1,96 g; 5,5 mmol) i spoja 93 (2,62 g; 5,5 mmol), uz
dvostruko c¢is¢enje kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:CH;OH:NH4,OH 90:9:1,5 kao eluens,
dobiveno je 2,6 g (58 %) Cistog produkta 94a.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 91 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 816,52 (teor. 816,41)

C NMR (300 MHz, CDCly) é: 177,92; 170,62; 168,95; 156,17; 137,56; 135,42; 133,88; 130,58;
130,17; 129,44; 128,11; 112,74; 112,43; 110,43; 110,93; 105,39; 90,47; 84,23; 82,15; 76,14; 75,83;
70,42; 58,22; 55,39; 51,39; 50,19; 45,17; 44,18; 39,73; 35,21; 30,29; 28,47; 24,63; 23,22; 21,55;
20,60; 15,78; 14,18; 10,32; 8,64; 7,42

Priprava konjugata fluniksina i 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A 94b

Prema opéem postupku D iz fluniksin meglumina (73) (368 mg; 0,75 mmol) i spoja 93 (357 mg; 0,75
mmol) dobiveno je 247 mg (44 %) Cistog produkta 94b.

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 98,93 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 7553  (teor. 755,41)

IR (KBr) cm™: 3418, 2973, 2931, 2878, 1712, 1634, 1610, 1593, 1520, 1483, 1463, 1377, 1320, 1278,
1256, 1169, 1123, 1088, 1053, 1024, 958, 928, 899, 849, 795, 772, 720

Priprava konjugata flufenamske kiseline i 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-
9a-homoeritromicina A 94¢

Prema opéem postupku D iz flufenamske kiseline (74) (410 mg; 1,46 mmol) i spoja 93 (690 mg; 1,45
mmol) dobiveno je 613 mg (53 %) Cistog produkta 94c.

Cisto¢a, HPLC/UV-MS: 94 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 740,93 (teor. 740,40)
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Priprava konjugata diflunisala i 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A 94d

Prema opc¢em postupku D iz diflunisala (5) (72,6 mg; 0,29 mmol) ) i spoja 93 (138 mg; 0,29 mmol)
dobiveno je 93,2 mg (45 %) spoja 94d.

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 91,6 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 709,23 (teor. 709,38)

Priprava konjugata tolfenamske kiseline i 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-
9a-homoeritromicina A 94e

Prema opéem postupku D iz tolfenamske kiseline (21) (76 mg; 0,29 mmol) i spoja 93 (138 mg; 0,29
mmol) dobiveno je 84,5 mg (40,5 %) spoja 94e.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 93,4 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 720,31 (teor. 720,39)

Priprava konjugata mefenamske Kkiseline i 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-
9a-homoeritromicina A 94f

Prema opc¢em postupku D iz mefenamske kiseline (18) (70 mg; 0,29 mmol) ) i spoja 93 (138 mg; 0,29
mmol) dobiveno je 94,6 mg (46,6 %) spoja 94f.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 93 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 700,69 (teor. 700,45)

Priprava konjugata meklofenamske kiseline i 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-
aza-9a-homoeritromicina A 94¢g

Prema opc¢em postupku D iz meklofenamske kiseline (20) (86 mg; 0,29 mmol) i spoja 93 (138 mg;
0,29 mmol) dobiveno je 65,8 mg (30 %) spoja 94g.

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 92,8 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 754,33 (teor. 754,35)

Priprava konjugata etodolaka i 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A 94h

Prema opc¢em postupku D iz etodolaka (8) (84 mg; 0,29 mmol) i spoja 93 (138 mg; 0,29 mmol)
dobiveno je 72,4 mg (33 %) spoja 94h.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 95 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 748,40 (teor. 748,50)
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Priprava 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9a-(butilftalimid)-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicin A (96)

Spoj 91 (2 g; 4,767 mmol) otopljen je u acetonitrilu (120 mL) i N,N-diizopropiletilaminu (8,11 mL;
47,67 mmol). Otopini je dodan N-(4-brombutil)-ftalimid (13,45 g; 47,67 mmol). Reakcijska smjesa
mijeSana je 38 h na 80 °C. Otapalo je pod snizenim tlakom upareno do rijetkog crvenosmedeg ulja
koje je potom otopljeno u EtOAc (100 mL) te isprano sa zasi¢enom otopinom NaHCO; (100 mL) i s
vodom (100 mL). Organski sloj suSen je na bezvodnom Na,SO, te uparen pod sniZzenim pritiskom.
Dobiveni sirovi produkt (13,27 g) <¢is¢en je kromatografijom na stupcu uz eluens
CH,Cl,:MeOH:NH,OH 90:8:1. Dobiveno je 625 mg spoja 96.

Cisto¢a, HPLC/UV-MS: 96 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 621,66 (teor. 621,77)

IR(KBr) cm™: 3483, 3061, 2973, 2937, 2876, 1773, 1713, 1612, 1467, 1439, 1398, 1372, 1356, 1267,
1174, 1137, 1089, 1053, 999, 958, 933, 902, 863, 809, 721, 623

Priprava 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9a-(4-aminobutil)- 9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicin A (97)

U otopinu spoja 96 (625 mg; 1,007 mmol) u MeOH (50 mL) dodan je hidrazin hidrat (107,65 pL;
2,215 mmol). Reakcijska smjesa mijeSana je na temperaturi od 65 °C 3 sata. MeOH je uparen pod
snizenim tlakom do bijelih kristala koji su potom otopljeni u vodi (70 mL) i ekstrahirani s EtOAc
(2x70 mL). TLC (eluens CH,Cl,:MeOH:NH,OH 6:1:0,1) je pokazao da je dio produkta presao u
vodeni sloj koji je potom zaluzen dodatkom 1 M NaOH na pH 13 i ispran s EtOAc(70 mL). Pri tome
je sav produkt presao u organski sloj. Spojeni organski slojevi osuseni su nad bezvodnim Na,SO, i
upareni pod snizenim tlakom do bijelih kristala. Dobiveni sirovi produkt (422 mg) spojen je sa Sarzom
od 121 mg i ¢is¢en kromatografijom na stupcu uz eluens CH,Cl,:MeOH:NH,OH 6:1:0,1. Dobiveno je
313 mg spoja 97.

Cisto¢a, HPLC/UV-MS: 91,6 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 491,52 (teor. 491,67)

IR(KBr) cm™: 3415, 2974, 2937, 2876, 1720, 1599, 1459, 1376, 1352, 1308, 1268, 1176, 1139, 1090,
1055, 1038, 958, 900, 850, 810, 737, 705, 671

Priprava konjugata indometacina i 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A 98a

Prema opéem postupku D iz indometacina (2) (72,9 mg; 0,204 mmol) i spoja 97 (100 mg; 0,204
mmol) dobiveno je 141 mg Cistog produkta 98a.

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 98 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 830,7 (teor. 831,45)
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IR(KBr) cm™: 3417, 3087, 2972, 2935, 2876, 1709, 1681, 1658, 1596, 1529, 1478, 1457, 1400, 1372,
1357, 1322, 1289, 1261, 1226, 1179, 1150, 1090, 1054, 1037, 1015, 958, 926, 912, 833, 805, 755,
736, 702,664

C NMR (300 MHz, DMSO) ¢: 178,07; 170,56; 169,18; 156,26; 136,43; 135,06; 133,62; 130,42;
130,01; 129,42; 128,32; 111,84; 111,23; 110,21; 105,43; 90,37; 83,16; 82,31; 75,82; 75,31; 69,41;
58,63; 55,41; 51,39; 50,38; 50,03; 45,23; 44,72; 40,12; 36,25; 30,42; 29,17; 28,52; 23,62; 22,14;
21,93; 20,32; 15,53; 14,07; 11,42; 9,31; 8,43

Priprava konjugata fluniksina i 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A 98b

Prema opcéem postupku D iz fluniksin meglumina (73) (90,2 mg; 0,183 mmol) i spoja 97 (51,6 mg;
0,183 mmol) dobiveno je 110 mg Cistog produkta 98b.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 96 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 769,6 (teor. 769,43)

IR(KBr) cm™: 3424, 3082, 2974, 2938, 2876, 1711, 1640, 1593, 1523, 1483, 1462, 1376, 1320, 1280,
1256, 1169, 1123, 1088, 1053, 1024, 957, 927, 901, 848, 795, 757, 720, 666, 614

Priprava konjugata flufenamske kiseline i 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-
9a-homoeritromicin A 98¢

Prema opéem postupku D iz flufenamske kiseline (74) (90 mg; 0,183 mmol) i spoja 97 (51,6 mg;
0,183 mmol) dobiveno je 81 mg Cistog produkta 98c.

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 93 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 754,5 (teor. 754,42)

IR(KBr) cm™: 3398, 3081, 2973, 2937, 2876, 1719, 1638, 1596, 1523, 1459, 1376, 1336, 1282, 1236,
1165, 1126, 1094, 1070, 1053, 997, 957, 928, 895, 857, 794, 748, 699, 663

Priprava 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-(5-cijanopentil)-9a-
homoeritromicin A (100)

Spoj 91 (500 mg; 1,1918 mmol) otopljen je u acetonitrilu (25 mL) i N,N-diizopropiletilaminu (2,026
mL; 11,918 mmol). Dodan je 6-bromheksanonitril 99 (1,58003 mL; 11,918 mmol) te je reakcijska
smjesa mijesana na 80 °C tijekom no¢i (21 sat). Reakcijska je smjesa uparena do suha, otopljena u
CH,Cl, te je isprana zasi¢enom otopinom NaHCO; i vodom. Organski je sloj posusen iznad
bezvodnog Na,SO4 i uparen do suha. Sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na stupcu uz
CH,Cl,:MeOH:NH4OH 90:9:1,5 kao eluens. Dobiveno je 133 mg Cistog produkta 100.

Cisto¢a, HPLC/MS: 89,6 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 515,53 (teor. 515,36)
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IR (KBr) cm’™: 3444, 2973, 2937, 2875, 2247 (C = N), 1712, 1637, 1459, 1375, 1352, 1307, 1265,
1179, 1139, 1090, 1052, 1004, 958, 901, 860, 810, 773, 750, 705, 670

Priprava 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-(6-aminoheksil)-9a-
homoeritromicin A (101)

Spoj 100 (721 mg; 1,401 mmol) otopljen je u 40 mL apsolutnom EtOH i hidrogeniran u reaktoru 3
dana uz PtO, (80 mg) kao katalizator pri tlaku od 50 atmosfera. Reakcijska smjesa je profiltrirana
preko naboranog filter papira, a otapalo je upareno pod sniZzenim tlakom. Ostatak je ¢isCen
kromatografijom na stupcu uz eluens CH,Cl,:MeOH:NH,OH 6:1:0,1. Dobiveno je 162 mg spoja 101.
Cisto¢a, HPLC/MS: 94 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 519,57 (teor. 519,73)

IR(KBr) em™: 3367, 3301, 2975, 2935, 2868, 2714, 1724, 1597, 1459, 1400, 1375, 1352, 1306, 1270,
1178, 1140, 1089, 1055, 1037, 999, 974, 958, 893, 850, 812, 755, 706, 667

Priprava Kkonjugata indometacina i 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A 102a

Prema op¢em postupku D iz indometacina (2) (48,3 mg; 0,135 mmol) i spoja 101 (70 mg; 0,135
mmol) dobiveno je 98 mg Cistog produkta 102a.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 96 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 858,7 (teor. 858,46)

IR(KBr) cm™: 3422, 3087, 2935, 2875, 1681, 1655, 1595, 1535, 1478, 1458, 1400, 1371, 1357, 1322,
1261, 1225, 1179, 1150, 1090, 1055, 1036, 1014, 957, 926, 833, 806, 755, 736, 692, 669

C NMR (300 MHz, DMSO) J: 177,84; 171,55; 168,42; 155,62; 137,39; 136,42; 133,54; 130,18;
129,93; 129,07; 128,42; 111,55; 111,01; 110,32; 105,48; 92,33; 84,61; 81,48; 76,69; 75,84; 70,71;
59,33; 55,29; 52,17; 50,94; 50,38; 46,33; 45,18; 41,72; 37,52; 32,14; 30,17; 29,83; 29,15; 27,37;
24,33; 22,17; 20,89; 20,04; 16,47; 14,32; 10,33; 8,51; 7,98

Priprava konjugata fluniksina i 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A 102b

Prema opéem postupku D iz fluniksin meglumina (73) (71,1 mg; 0,145 mmol) i spoja 101 (75 mg;
0,145 mmol) dobiveno je 86 mg Cistog produkta 102b.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 98 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 797,6 (teor. 797,46)

IR(KBr) cm™: 3433, 2973, 2936, 2875, 1710, 1638, 1593, 1518, 1483, 1460, 1376, 1320, 1280, 1256,
1168, 1124, 1088, 1054, 1024, 974, 957, 928, 795, 771, 721, 669, 615
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Priprava konjugata flufenamske kiseline i 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-
9a-homoeritromicina A 102c

Prema opéem postupku D iz flufenamske kiseline (74) (48,8 mg; 0,145 mmol) i spoja 101 (75 mg;
0,145 mmol) dobiveno je 93 mg Cistog produkta 102c.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 98 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 782,8 (teor. 782,45)

IR(KBr) cm™: 3376, 3076, 2973, 2936, 2870, 1712, 1638, 1596, 1523, 1455, 1426, 1375, 1336, 1282,
1235, 1166, 1127, 1094, 1070, 1054, 997, 973, 957, 929, 895, 853, 793, 748, 699, 663

Priprava konjugata N-Fmoc-glicina i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 104
Prema opéem postupku D iz N-Fmoc-glicina (103) i spoja 85 dobiveno je 1,474 g spoja 104 (koriSten
za pripravu spoja 105, postupak I).

Cisto¢a, HPC-MS: 63 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1071,49 (teor. 1071,64)

Prema opc¢em postupku D iz Fmoc-glicina (103) (624,3 mg; 2,1 mol) i spoja 85 (742,4 mg; 2,1 mmol),
te nakon ekstrakcije vodom (vodeni sloj sadrzi konacni spoj), zaluZivanja vodenog sloja do pH 12 s 1
N NaOH i ekstrakcije s CH,Cl,, dobiveno je 729 mg sirovog produkta 104 (koriSten za pripravu spoja
105, postupak II).

Priprava spoja 104 je ponovljena s istim koli¢inama polaznih spojeva, te je nakon ekstrakcije s vodom
pri pH 5 dobiveno 422 mg (75%) spoja 104 (koristen za pripravu spoja 105, postupak III).
Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 98,9 %

Priprava konjugata glicina i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 105
Postupak 1

U otopini smjese spoja 104 (1,474 g, 1,378 mmol) u suhom THF-u (10 mL) dodani su
oktantiol (2,39 mL; 1,378 mmol) i DBU (6,2 uL; 0,03 eq). Nakon mijeSanja reakcijske smjese od 24
sata dodana je dodatna koli¢ina DBU (6,2 uL) te je nastavljeno mijesSanje reakcijske smjese sljedeca 3

sata. Reakcijom su nastali nepozeljni produkti (doslo je hidrolize kladinoze na makrolidu).

Postupak 11
Spoj 104 je otopljen u 50% piperidina u CH,Cl, (20 mL) te je reakcijska smjesa mijeSana 4
sata. Nakon uparavanja otapala dobivene su velike koli¢ine piperidin-klorida u obliku bijelih kristala

koji se nisu mogli ukloniti niti filtracijom niti ekstrakcijom.
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Postupak 111

Spoj 104 (422 mg; 0,394 mmol) je otopljen u 20 % piperidinu u EtOAc (10 mL) i reakcijska je smjesa
mijeSana 5 minuta. Nakon uparavanja dobiveno je 300 mg (72 %) spoja 105.

Cisto¢a, HPLC/MS: 80 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 849,58 (teor. 849,57)

Priprava konjugata indometacina, glicina i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A
106a

Prema opcéem postupku D iz indometacina (2) (80 mg; 0,226 mmol) i spoja 105 (192 mg; 0,226 mmol)
dobiveno je 150 mg (53 %) Cistog spoja 106a.

Cisto¢a, HPLC/MS: 95 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1188,55 (teor. 1188,64)

IR (KBr) cm™: 3424, 3087, 2972, 2936,2877, 2833, 2787, 1724, 1682, 1594, 1545, 1529, 1478, 1458,
1374, 1324, 1286, 1261, 1228, 1168, 1110, 1089, 1053, 1013, 958, 827, 899, 834, 804, 755, 735, 691,
640

Priprava konjugata flufenamske Kkiseline, glicina i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A 106b

Prema opéem postupku D iz flufenamske kiseline (74) i spoja 105 dobiveno je 55 mg Ccistog spoja
106b.

Cistoéa, HPLC/MS: 94,7 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1112,57 (teor.1112,63)

IR (KBr) cm™: 3367, 3082, 2973, 2938, 2877, 2833, 2789, 1719, 1648, 1638, 1596, 1583, 1523, 1459,
1426, 1378, 1335, 1282, 1166, 1124, 1053, 998, 958, 929, 896, 864, 835, 974, 749, 699, 663, 640

Priprava 3’-N-demetil-9-deokso-9a-aza-9a-(2-cijanoetil)-9a-homoeritromicina A (107)

Opéi postupak G

Spoj 84 (4 g; 5 mmol) je otopljen u MeOH (30 mL), te su dodani NaOAc-3H,0 (3,4 g; 25 mmol) i [,
(1,58 g; 6,25 mmol). Reakcijska je smjesa mijeSana uz osvjetljavanje halogenom lampom od 500 W
uz refluks kroz 3 sata. Nakon jednog sata prema TLC-u uoceno je da je polazni spoj potpuno presao u
novi polarniji spoj. Suvisak I, je uniSten s 1 M Na,S,0;, a MeOH je uparen. Sirovom produktu je
dodana H,O (30 mL), te je izvrSena ekstrakcija s CH,Cl, (2x30 mL). CH,Cl, slojevi su spojeni,
posuseni iznad bezvodnog Na,SO, i upareni do suha. Dobiveni sirovi produkt prociscen je
kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH 90:8:1 kao eluens. Dobiveno je 2 g (54 %)
Cistog produkta 107.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 83 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 774,4 (teor. 774,50)
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IR (KBr) cm™: 3483, 3973, 2937, 2248, 1728, 1655, 1638, 1618, 1561, 1542, 1508, 1459, 1379, 1284,
1247, 1169, 1126, 1074, 1054, 1000, 958, 901, 862, 805, 729

'H NMR (CDCls, 300 MHz) 6: 4,90 (d,1H); 4,78 (d,1H); 4,43 (d,1H); 4,11 (m,3H); 3,67 (s,1H); 3,63
(m,2H); 3,53 (d,H); 3,29 (s,3H); 3,03 (d,1H); 2,85 (m,2H); 2,76 (t,2H); 2,58 (m,2H); 2,48 (m,2H);
2,44 (s,3H); 2,34 (d,1H); 2,15 (m,1H); 1,92 (m,4H); 1,52 (m4H); 1,31 (s,3H); 1,30 (s,1H); 1,24
(m,9H); 1,11 (t,6H); 1,03 (d,3H); 0,99 (d,3H); 0,92 (t,3H)

3C NMR (CDCLs, 300 MHz) 6: 177,67; 119,06; 103,63; 97,01; 79,41; 77,97; 77,75; 75.28; 75,22;
74,80; 74,07; 72,74; 68,93; 66,05; 60,23; 49,42; 36,84; 34,98; 33,07; 29,02; 22,25; 21,74; 21,52;
21,09; 18,14; 17,58; 16,69; 15,97; 11,37; 10,15; 8,64

Priprava 3’-N-demetil-3’-N-etil-9-deokso0-9a-aza-9a-(2-cijanoetil)-9a-homoeritromicin A (108)
Opéi postupak H

Spoj 107 (400 mg; 0,52 mmol) je otopljen u MeOH (10 mL). Zatim su dodani (i-Pr),NEt (884 pL; 5,2
mmol) i Etl (261 pL; 3,26 mmol). Reakcijska je smjesa mijesana na 50 °C tijekom 25 sati. MeOH je
uparen, a dobiveni sirovi produkt procis¢en je kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH
90:9:1,5 kao eluens. Dobiveno je 236 mg (57%) Cistog produkta 108.

Cisto¢a, HPLC/MS: 92 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 802,29 (teor. 802,54)

IR (KBr) cm™: 3449, 2973, 1937, 2879, 2248, 1735, 1655, 1638, 1561, 1542, 1509, 1459, 1421, 1378,
1247, 1168, 1111, 1054, 1013, 957, 902, 805, 729

'H NMR (CDCls, 500 MHz) 6 : 4,98 (s,1H); 4,65 (d,1H); 4,48 (s,1H); 4,15 (d,1H); 4,06 (m,1H); 3,96
(d,1H); 3,63 (q,2H); 3,55 (s,1H); 3,32 (s,3H); 3,05 (t,1H); 2,82 (m,3H); 2,65 (m,2H); 2,53 (m,3H);
2,35 (d,3H); 2,19 (d,2H); 1,90 (m,4H); 1,54 (m,3H); 1,31 (s,6H); 1,24 (s,9H); 1,13 (d,3H); 1,08
(s,6H); 0,98 (d,3H); 0,90 (t,3H)

C NMR(DMSO, 125 MHz) ¢: 178,13; 119,09; 103,00; 96,03; 79,42; 78,25; 77,89; 75,04; 74,87,
74,50; 72,82; 70,49; 68,88; 65,95; 49,43; 40,70; 35,07; 29,03; 22,21; 21,56; 21,40; 21,24; 18,35;
17,36; 16,45; 15,50; 11,27; 9,71; 8,75

Spoj 107 (621 mg; 0,803 mmol) je otopljen u MeOH (25 mL). Zatim su dodani (i-Pr),NEt (1,22 mL;
7,18 mmol) i1 EtI (1,53 mL; 19,11 mmol). Reakcijska je smjesa mijeSana na 50 °C 20 sati, te je potom
dodan EtOAc (100 mL) i ispran je zasi¢enom otopinom NaHCOj; (3x50 mL) i s vodom (3x50 mL).
Spojeni organski ekstrakti posuseni su iznad Na,SOy te je otapalo upareno do suha. Dobiveno je 421
mg (61 %) Cistog produkta 108.

Cisto¢a, HPLC/MS: 93,7 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 802,4 (teor. 802,54)

92



Priprava 3’-N-demetil-3’-N-acetil-9-deokso-9a-aza-9a-(2-cijanoetil)-9a-homoeritromicin A (109)
Opéi postupak I

Spoj 107 (300 mg; 0,39 mmol) je otopljen u MeOH (10 mL) i reakcijska je smjesa ohladena na 2 °C.
Nakon toga je dodan acetanhidrid (74 pL; 0,78 mmol), te je reakcijska smjesa mijeSana 3 sata na istoj
temperaturi. MeOH je uparen, a sirovi je produkt prociSéen kromatografijom na stupcu uz
CH,Cl,:MeOH:NH4OH 90:9:1,5 kao eluens. Dobiveno je 285 mg (90 %) ¢istog produkta 109.

Cisto¢a, HPLC/MS: 87 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 816,25 (teor. 816,51)

IR (KBr) cm™: 3464, 2974, 2937, 2248, 1730, 1630, 1561, 1542, 1459, 1379, 1250, 1168, 1124, 1059,
1013, 996, 958, 901, 801, 734, 647

C NMR(CDCls, 300 MHz) d: 177,87; 171,80; 119,06; 104,26; 96,64; 79,82; 78,14; 77,74; 75,24;
74,94; 74,60; 72,84; 71,38; 69,96; 68,73; 66,11; 60,73; 58,50; 53,66; 51,57; 49,58; 49,37; 45,70;
42,12; 41,74; 40,74; 36,40; 35,63; 35,11; 34,91; 30,30; 29,08; 27,05; 26,66; 22,46; 22,43; 22,21;
21,56; 20,95; 18,14; 16,48; 14,24; 11,27; 9,94;8,61; 6,82

Spoj 107 (500 mg; 0,6464 mmol) je otopljen u MeOH (25 mL) i reakcijska je smjesa ohladena na 2
°C. Nakon toga je dodan acetanhidrid (169 pL; 1,78 mmol), te je reakcijska smjesa mijeSana 3 sata na
istoj temperaturi, nakon ¢ega je MeOH uparen. Dobiveno je 618 (87 %) mg spoja 109.

Cisto¢a, HPLC/MS: 74,6 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 816,5 (teor. 816,51)

Priprava  3’-N-demetil-3’-N-etil-9-deokso-9a-aza-9a-(3-aminopropil)-9a-homoeritromicin A
(110)

Prema opéem postupku C1 iz spoja 108 (420 mg; 0,525 mmol), nakon ¢is¢enja kromatografijom na
stupcu uz CHCl;:MeOH:NH,OH 6:1:0.1 kao eluens, dobiveno je 60 mg (7 %) spoja 110.

Cistoéa, HPLC/UV-MS: 50 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 806,5 (teor. 806,57)

Prema opéem postupku C2 iz spoja 108 (376 mg; 0,47 mmol) dobiveno je 210 mg cistog spoja 110 i
75 mg spoja 110 u smjesi.

Cisto¢a, HPLC/UV-MS: 95,7 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 806,54 (teor. 806,57)

IR (KBr) cm™ : 3450, 2972, 2936, 2876, 1727, 1639, 1562, 1544, 1510, 1461, 1378, 1169, 1110, 1054,
1013, 957, 901, 807, 729

'H NMR (CDCls, 300 MHz) 6: 5,08 (d,1H); 4,93 (q,1H); 4,48 (d,1H); 4,15 (d,1H); 4,10 (m,2H); 3,62
(s,1H); 3,59 (d,2H); 3,51 (m,2H); 3,33 (s,3H); 2,99 (m,2H); 2,82 (m,3H); 2,63(m,2H); 2,52 (m,1H);
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2,39 (m,2H); 2,28 (m,2H); 2,24 (s,3H); 2,02 (m,2H); 1,92 (m,1H); 1,61 (m,3H); 1,47 (m, 2H);1,32
(m,6H); 1,25 (s,3H); 1,21 (t,6H); 1,08 (m,9H); 1,00 (d,3H); 0,86 (t,3H)

BC NMR (CDCl;, 300 MHz) ¢: 177,61; 102,90, 95,55; 83,73; 79,21; 78,02; 77,75; 74,75, 74,55,
72,84; 70,54; 69,04; 65,79; 64,83; 49,47; 48,37; 47,55; 45,09; 41,06; 39,73; 36,34; 34,99; 29,67;
29,10; 28,44, 23,30; 21,59; 21,43; 21,14; 18,34; 16,63; 15,31; 13,89; 11,00; 9,41; 7,15

Priprava 3’-N-demetil-3’-N-acetil-9-deokso-9a-aza-9a-(3-aminopropil)-9a-homoeritromicin A
(111)

Prema opéem postupku C1 iz spoja 109 (618 mg; 0,927 mmol), nakon ¢is¢enja kromatografijom na
stupcu uz CHCl;:MeOH:NH,OH 6:1:0.1 kao eluens, dobiveno je 138 mg (17 %) spoja 111.

Cisto¢a, HPLC/UV-MS: 94 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 821 (teor. 820,55)

IR (NaCl) cm™: 3417, 2971, 2934, 1727, 1615, 1455, 1379, 1268, 1168, 1122, 1060, 1012, 1000, 958,
901, 874, 735

Prema opéem postupku C2 iz spoja 109 (200 mg; 0,3 mmol) dobiveno je 200 mg (81 %) spoja 111.
Cisto¢a po LC/UV-MS: 90 %

HPLC-MS: MS(ES) m/z: [MH]" 820,30 (teor. 820,55)

IR (KBr) cm™: 3448, 2973, 2936, 1727, 1686, 1637, 1630, 1561, 1508, 1459, 1379, 1248, 1169, 1122,
1060, 1000, 958, 900, 793, 733

'H NMR (DMSO, 300 MHz) J: 5,02 (d,1H); 4,93 (d,1H); 4,68 (m,1H); 4,53 (d,1H); 4,48 (d,1H); 4,10
(m,2H); 4,05 (s,1H);3,68 (m,3H); 3,60 (m,3H); 3,46 (m,1H); 3,36 (m,3H); 3,35 (s,3H); 3,31 (s,1H);
3,17 (m,2H); 3,04 (m,2H); 2,92 (s,3H); 2,84 (s,2H); 2,79 (m,2H); 2,69 (d,2H);2,36 (m,2H); 2,22
(m,3H); 2,12 (s,3H); 1,95 (m,4H); 1,62 (m,4H); 1,48 (m,3H); 1,34 (m,6H); 1,26 (s,3H); 1,25 (s,3H);
1,21 (d,3H); 1,14 (d,3H); 1,08 (s,3H); 1,04 (t,3H); 0,99 (d,2H); 0,87 (m,3H)

PC NMR(DMSO, 300 MHz) J: 171,45; 103,31; 95,62; 79,34; 77,28; 74,25; 74,10; 70,99; 68,05;
65,60; 57,98; 53,15; 48,87; 44,84; 38,81; 35,90; 35,17; 34,54; 29,74; 28,54; 21,83; 21,32; 21,01;
20,64; 20,48; 17,76; 16,30; 15,00; 10,43; 9,28

Priprava konjugata indometacina i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 112

Prema op¢em postupku D iz indometacina (2) (22 mg; 0,062 mmol) i spoja 110 (50 mg; 0,062 mmol)
dobiveno je 46 mg (58 %) Cistog produkta 112.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 90 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1145,52 (teor. 1145,63)

IR (KBr) cm™: 3429, 3088, 2971, 2936, 1728, 1681, 1594, 1537, 1478, 1456, 1402, 1373, 1324, 1291,
1260, 1227, 1179, 1109, 1089, 1054, 1014, 957, 926, 902, 834, 805, 755, 736, 691
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'H NMR (CDCl, 300 MHz) 6: 7,69 (d,2H); 7,48 (d,2H); 6,92 (s,1H); 6,90 (s,1H); 6,67 (q,1H); 4,97
(d,1H); 4,44 (d,1H); 4,05 (m,2H); 3,82 (s,3H); 3,62 (s,3H); 3,69 (m,1H); 3,50 (m,2H); 3,32 (s,3H);
3,22 (m3H); 3,02 (t2H); 2,84 (t,2H); 2,62 (m,6H); 2,36 (s,3H); 2,25 (s,3H); 2,15 (d,2H); 1,90
(m,3H); 1,59 (m,5H); 1,46 (m,2H)

3C NMR (CDCl;, 300 MHz) §: 177,97; 170,12; 168,43; 156,28; 139,30; 136,30; 133,90; 131,26;
131,01; 130,70; 129,17; 115,03; 113,22; 112,11; 103,00; 101,13; 95,66; 83,43; 79,43; 78,02; 77,84;
74,61; 74,46; 72,83; 70,53; 68,92; 95,79; 95,05; 64,92; 55,78; 49,45; 47,62;44,75; 40,31; 37,88; 36,35;
35,01; 32,25; 29,72; 29,06; 26,94; 22,85; 21,57; 21,39; 21,19; 18,40; 16,30; 15,34; 13,76; 13,42;
11,15; 9,40; 7,86

Priprava konjugata indometacina i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 113a
Prema opcéem postupku I iz spoja 115a (100 mg, 0,0896 mmol), nakon CiS¢enja kromatografijom na
stupcu uz CHCl;:MeOH:NH,OH 6:1:0.1 kao eluens, dobiveno je 39 mg (34 %) spoja 113a.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 90 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1160,4 (teor. 1159,61)

IR (KBr) cm™: 3424, 3087, 2972, 2936, 2879, 2834, 1730, 1678, 1649, 1631, 1541, 1478, 1458, 1401,
1373, 1357, 1324, 1289, 1260, 1226, 1168, 1150, 1123, 1089, 1060, 1014, 998,957, 926, 902, 834,
803, 755, 690, 665, 642

C NMR (300 MHz, CDCly) d: 178,32; 169,42; 168,39; 167,18; 155,73; 139,38; 134,75; 133,68;
130,42; 130,20; 130,07; 129,45; 115,37; 112,69; 110,44; 103,52; 100,29; 94,22; 82,07; 78,30; 77,87,
76,42; 75,29; 73,42; 70,39; 68,42; 65,31; 65,08; 63,49; 50,27; 48,62; 46,53; 39,23; 37,62; 34,93;
31,64; 28,42; 27,97, 27,32; 26,92; 22,42; 20,17; 20,05; 19,34; 18,17; 15,82; 14,52; 13,72; 10,42; 9,08;
7,92

Priprava konjugata fluniksina i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 113b

Prema opéem postupku D iz fluniksin meglumina (73) (60 g, sadrzi 36,14 mg of fluniksina; 0,12
mmol) i spoja 111 (100 mg; 0,12 mmol) dobiveno je 60 mg (42 %) spoja 113b.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 92 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1098,9 (teor. 1098,61)

IR (KBr) cm™: 3444, 3085, 2973, 2937, 2880, 1728, 1633, 1594, 1524, 1483, 1462, 1380, 1320, 1256,
1168, 1122, 1058, 1022, 958, 930, 900, 867, 794, 772, 720, 665, 614

Priprava konjugata flufenamske Kiseline i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A
113c

Prema opéem postupku I iz spoja 115¢ (100 mg, 0,096 mmol), nakon ciS¢enja kromatografijom na
stupcu uz CHCl;:CH;OH:NH,OH 90:8:1 kao eluens, dobiveno je 87 mg (83,75 %) spoja 113c.

R (CH,Cl,:CH;0H:NH,4OH 90:8:1) = 0,50
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Cistoéa, HPLC/MS-UV: 99,95 % (UV), 94,90 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1083,56 (teor. 1083,60)

IR (KBr) em™: 3448, 3069, 2973, 2937, 2879, 1720,1638,1597, 1524, 1453, 1426, 1379, 1336, 1283,
1247, 1167, 1125, 1059, 1012, 998, 957, 931, 897, 793, 749, 669, 663, 641

Priprava 3’-N-demetil-9-deokso-9a-aza-9a-(3-aminopropil)-9a-homoeritromicina A (114)

Prema opc¢em postupku C2 iz spoja 107 (900 mg; 1,16 mmol) dobiveno je 541 mg (63 %) spoja 114.
Cistoéa po LC/MS-UV: 94 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 778,5 (teor. 778,54)

IR (KBr) cm™: 3428, 2973, 2933, 1725, 1630, 1568, 1461, 1406, 1379, 1267, 1168, 1123, 1080, 1059,
1012, 959, 902, 651

Priprava konjugata indometacina i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 115a
Prema opéem postupku G iz spoja 86a (200 mg; 0,177), nakon CiS¢enja kromatografijom na stupcu uz
CHCl;:MeOH:NH,4OH 6:1:0.1 kao eluens, dobiveno je 31 mg (16 %) spoja 115a.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 92 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1117,58 (teor. 1117,60)

C NMR (300 MHz, CDCly) d: 177,42; 168,32; 167,48; 155,62; 137,56; 134,72; 133,22; 130,93;
130,42; 130,07; 127,89; 115,93; 112,97; 110,32; 101,42; 98,52; 94,21; 82,37; 77,87; 77,22; 76,74;
74,22; 71,32; 69,47; 68,15; 64,35; 64,10; 63,89; 49,32; 48,97; 44,29; 37,41; 34,52; 33,39; 30,60;
27,42; 27,15; 25,42; 23,77; 22,14; 20,79; 20,18; 20,01; 18,42; 16,38; 12,57; 13,18; 12,33; 10,84; 8,52;
6,97

Priprava konjugata flufenamske Kiseline i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A
115b

Prema opc¢em postupku G iz spoja 86b (1 g, 0,948 mmol) dobiveno je 188 mg (19 %) spoja 115b.
R;(CHCl5:CH30H:NH4OH 90:8:1) = 0,38

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 99,02 % (UV), 96,83 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH] 1041,57 (teor. 1041,59)

IR (KBr) cm™: 3423, 2973, 2937, 1725, 1641, 1597, 1524, 1460, 1425, 1379, 1337, 1283, 1238, 1167,
1126, 1069, 1053, 998, 958, 930, 897, 862, 795, 751, 699, 663

Priprava 3’-N-demetil-azitromicina (116)

Prema opc¢em postupku G iz azitromicina (37) (10 g; 13,4 mmol), te nakon ¢iS¢enja kromatografijom
na stupcu uz CHCl;:MeOH:NH,OH 6:1:0.1 kao eluens, dobiveno je 7,17 g (34 %) spoja 116.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 89 %

HPLC-MS: MS(ES) m/z: [MH]" 735,3 (teor. 735,49)
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IR (KBr) cm™: 3448, 2972, 2936, 2637, 1720, 1655, 1638, 1561, 1459, 1421, 1380, 1346, 1325, 1257,
1168, 1123, 1080, 1053, 1015, 999, 958, 900, 866, 842, 796, 726, 641

Priprava 3’-N-demetil-3'-N-cijanoetil-azitromicina (117)

Prema opc¢em postupku B iz spoja 116 (1,06 g; 1,44 mmol) dobiveno je 1,13 g (99 %) spoja 117.
Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 88 %

HPLC-MS: MS(ES) m/z: [MH]" 788,3 (teor. 788,52)

IR (KBr) cm™: 3483, 2971, 2937, 2877, 2248, 1729, 1655, 1638, 1560, 1542, 1509, 1460, 1378, 1257,
1169, 1105, 1056, 1013, 1000, 958, 901, 796, 727, 642

Priprava 3’-N-demetil-3'-N-(3-aminopropil)-azitromicin (118)

Prema opéem postupku C2 iz spoja 117 (1 g; 1,27 mmol) dobiveno je 724 mg cistog spoja 118 1 100
mg spoja 118 u smjesi.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 91 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 792,3 (teor. 792,55)

IR (KBr) cm™: 3448, 2971, 2937, 2876, 2244, 1729, 1655, 1638, 1561, 1459, 1379, 1257, 1178, 1108,
1055, 1013, 999, 958, 900, 842, 796, 727, 701, 671, 646

Priprava konjugata indometacina i derivata azitromicina 119a

Prema opéem postupku D iz indometacina (2) (50 mg; 0,14 mmol) i spoja 118 (115 mg; 0,14 mmol),
nakon CiS¢enja  kromatografijom na stupcu uz CHpCl,:CH;OH:NH,OH 90:9:1,5 i
CH,Cl,:CH;0H:NH4OH 90:8:1 kao eluense, dobiveno je 50 mg (29,4 %) spoja 119a.

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 93 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1131,69 (teor. 1131,62)

Priprava konjugata fluniksina i derivata azitromicina 119b

Prema opéem postupku D iz fluniksin meglumina (73) (186 mg; 0,379 mmol) i spoja 118 (300 mg;
0,379 mmol) dobiveno je 333 mg (82,24 %) spoja 119b.

R/ (CH,Cl,:CH;0H:NH,OH 90:8:1) = 0,72

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 99,1 % (UV), 98,8 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1071, 0 (teor. 1070,62)

IR (KBr) cm™: 3449, 2972, 2937, 2878, 1729, 1648, 1611, 1594, 1524, 1483, 1462, 1378, 1320, 1280,
1257, 1168, 1123, 1055, 1026, 958, 901, 863, 842, 794, 771, 720, 700, 667, 640, 614

Priprava konjugata flufenamske Kiseline i derivata azitromicina 119¢
Prema opc¢em postupku D iz flufenamske kiseline (74) (106 mg; 0,379 mmol) i spoja 118 (300 mg;
0,379 mmol) dobiveno je 371 mg (92,79 %) spoja 119c.
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R (CH,Cl,:CH3;0H:NH4OH 90:8:1) = 0,67

Cistoéa, HPLC/M-UV: 97,35 % (UV), 91,97 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1055,50 (teor. 1055,61)

IR (KBr) cm™: 3426, 2970, 2937, 1723, 1641, 1596, 1524, 1463, 1425, 1379, 1336, 1282, 1262, 1167,
1126, 1055, 1014, 999, 958, 899, 797, 752, 699, 663

C NMR (300 MHz, CDCl3) d: 177,02, 168,18, 143,04, 142,28, 131,55, 130,35, 130,05, 130,04,
128,80, 125,86, 122,25, 121,38, 119,74, 116,87, 116,58, 113,81, 102,20, 94,41, 82,79, 77,28, 76,26,
74,85, 73,53, 72,68, 72,46, 70,35, 68,63, 66,97, 64,66, 64,17, 61,37, 50,99, 48,60, 44,61, 41,76, 41,76,
37,07, 36,28, 35,68, 34,52, 30,78, 27,32, 27,21, 26,00, 22,02, 21,37, 20,90, 20,86, 18,37, 17,62, 14,69,
10,88, 9,01, 6,69

Priprava konjugata indometacina i derivata 3-O-dekladinozil-azitromicina 120a

Prema opéem postupku E iz spoja 119a (50 mg; 0,0442 mol) dobiveno je 43 mg spoja 120a.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 96 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 973,4 (teor. 973,52)

IR (KBr) cm™: 3426, 2967, 2933, 2875, 2248, 1807, 1776, 1706, 1675, 1653, 1561, 1545, 1524, 1478,
1462, 1400, 1375, 1324, 1261, 1228, 1168, 1111, 1069, 1037, 957, 929, 907, 835, 800, 754

Priprava konjugata fluniksina i derivata 3-O-dekladinozil-azitromicina 120b

Prema opcéem postupku E iz spoja 119b (120 mg; 0,112 mmol), nakon ¢is¢enja kromatografijom na
stupcu uz CHCl;:CH;0H:NH4OH 6:1:0,1 kao eluens, dobiveno je 96 mg (93,55 %) Cistog spoja 120b.
R;(CHCl5:CH30H:NH4OH 6:1:0,1) = 0,66

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 99,0 % , 99,3 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 912,9 (teor. 912,52)

IR (KBr) cm™: 3429, 2973, 2937, 2876, 1712, 1644, 1611, 1593, 1520, 1483, 1463, 1379, 1320, 1277,
1257, 1170, 1116, 1077, 1043, 956, 862, 846, 795, 757, 720, 703, 666, 638

Priprava konjugata flufenamske kiseline i derivata 3-O-dekladinozil-azitromicina 120c

Prema opéem postupku E iz spoja 119¢ (120 mg; 0,114 mmol), nakon ¢is¢enja kromatografijom na
stupcu uz CHCl;:CH30H:NH,OH 90:8:1 kao eluens, dobiveno je 33 mg Cistog spoja 120c i 47 mg
spoja 120¢ u smjesi.

Ry (CH,Cl,:CH;0H:NH,4OH 90:8:1) = 0,49

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 100 % (UV) i 98,83 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 897,52 (teor. 897,51)

IR (KBr) cm™: 3426, 3071, 2973, 2937, 2879, 1718, 1640,1595, 1524, 1463, 1425, 1379, 1337, 1281,
1237, 1169, 1126, 1071, 1045, 998, 956, 931, 898, 862, 794, 749, 699, 663, 639
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C NMR (300 MHz, CDCl;) d: 176,84, 168,87, 131,52, 130,05, 129,21, 127,39, 125,29, 122,21,
121,68, 118,85, 118,48, 117,61, 115,41, 115,26, 78,99, 74,81, 73,66, 72,60, 70,41, 70,09, 69,16,
64,82, 62,24, 50,79, 43,81, 41,51, 37,27, 36,55, 36,00, 29,05, 26,43, 25,94, 25,23, 20,64, 20,51, 20,34,
15,51, 15,37, 10,28, 7,36, 7,08

Priprava 2'-O-acetil-azitromicina (121)

Op¢éi postupak J

Azitromicin (37) (11,3 g; 15,1 mmol) je otopljen u CH,Cl, (75 mL), te su dodani K,CO; (2,8 g; 20,3
mmol) i acetanhidrid (2 mL; 21,16 mmol). Reakcijska je smjesa mijeSana preko noci na sobnoj
temperaturi. Sutradan je dodana jednaka koli¢ina vode, te je smjesa ekstrahirana s CH,Cl,. Organski je
sloj posusen iznad bezvodnog Na,SO; i uparen je do suha. Dobiveno je 12,7 g (99 %) Cistog produkta
121.

Cisto¢a, HPLC/MS: 95 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 791,36 (teor. 791,52)

Priprava 2'-O-acetil-4''-dehidro-4'"-okso-azitromicina (122)

Spoj 121 (15 g; 19 mmol) je otopljen u suhom CH,Cl, (80 mL) u tikvicu propuhanu argonom. Zatim
je dodan DMSO (15 mL) i EDC-HCI (12,6 g; 65,7 mmol). Nakon 10 minuta mijeSanja smjesa se
razbistrila, nakon ¢ega je polako iz lijevka za dokapavanje dodana otopina piridintrifluoroacetata (12,7
g; 65,8 mmol) u CH,Cl, (20 mL). Reakcijska je smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi 3 sata. Nakon
toga je dodana voda (100 mL) i pH je podesen na 2, te je odijeljen organski sloj. Vodenom je sloju
podesen pH na 7-8 i izvrSena je ekstrakcija s CH,Cl, (2x50 mL). Organski su slojevi spojeni, posusSeni
iznad bezvodnog Na,SO, i upareni do suha. Dobiveno je 15,9 g (55 %) produkta 122 u smjesi s kojim
se i§lo dalje u reakcije bez prethodnog ¢iséenja.

Cisto¢a, HPLC/MS: 52 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 789,40 (teor. 789,50)

IR (KBr) cm™: 3464, 2975, 2939, 2877, 2834, 2646, 1736, 1637, 1460, 1378, 1319, 1275, 1258, 1175,
1114, 1075, 1052, 1024, 958, 899, 861, 835, 797, 758, 700, 640

C-NMR (300 MHz, CDCly) d: 211,74; 186,11; 178,23; 103,59; 96,312; 84,69; 78,60; 77,80; 77,23;
74,85; 74,37; 73,55; 72,35; 70,86; 70,19; 69,21; 65,38; 62,21; 51,30; 44,62; 42,26; 40,42; 39,95;
36,84; 36,67; 29,30; 26,85; 26,59; 21,86; 21,32; 21,05; 21,005 16,27; 16,19; 15,31; 11,20; 9,28; 7,61

Priprava 2'-O-acetil-4''-epoksi-azitromicina (123)

NaH (182 mg; 7,58 mmol) je otopljen u DMF-u (11 mL), te je dodan TMSI (trimetilsulfoksonijjodid)
(0,85 g; 3,86 mmol). Smjesa se otopila nakon 15 minuta mijeSanja na sobnoj temperaturi. 1z lijevka za
dokapavanje polako je dodavana otopina spoja 122 (2,1896 g; 2,78 mmol) u suhom DMSO-u (9,5

mL). Reakcijska je smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi preko no¢i. Smjesa je prelivena u smjesi
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voda/EtOAc (50mL/50 mL), organski je sloj odijeljen i ispran vodom. Organski je sloj posusen iznad
bezvodnog Na,SOy, i uparen do suha. Dobiveno je 1,5767 g (54 %) produkta 123 u smjesi s kojim se
i8lo dalje u reakcije bez prethodnog ¢iscenja.

Cisto¢a, HPLC/MS: 77 %

HPLC-MS: MS(ES) m/z: [MH]" 803,61 (teor. 803,52)

IR (KBr) cm™: 3444, 3062, 2974, 2939, 2879, 2832, 2791, 2639, 1731, 1649, 1463, 1422, 1379, 1331,
1277, 1258, 1175, 1114, 1075, 1050, 1012, 972, 958, 930, 890, 862, 839, 796, 757, 685, 667, 642
PC-NMR (300 MHz, CDCl;) J: 178,44; 102,60; 95,61; 83,80; 83,50; 78,51; 78,41; 77,49; 174,35;
74,32; 73,84; 73,65; 73,60; 73,53; 70,98; 70,23; 68,26; 65,56; 63,69; 63,59; 62,34; 61,88; 49,90;
49,61; 46,39; 45,47, 45,15; 44,96, 42,26; 41,51; 41,12; 40,41; 37,43; 36,48; 35,13; 29,23; 28,91;
27,22;26,73;21,90; 21,49; 21,41; 21,20, 18,42; 17,84; 16,20; 15,04; 14,55; 13,99; 11,24; 9,30; 7,53

Priprava 4'"-(N-(2-aminoetil)-aminometil))-9-deokso-9a-aza-9a-metil-9a-homoeritromicin A
(124)

Op¢i postupak K

Nakon otapanja spoja 123 (5 g, smjesa) u MeOH (40 mL) u reakcijsku su smjesu dodani etilendiamin
(2,6 mL; 39,5 mmol) i KI (6,5 g; 39,5 mmol). Reakcijska je smjesa mijeSana preko noc¢i na temperaturi
od 50 °C. MeOH je uparen, a ostatak je otopljen u smjesi CH,Cl,/voda (40 mL/40 mL). Organski je
sloj posusen iznad bezvodnog Na,SO, i uparen. Dobiveno je 4,86 g produkta 124 u smjesi, koja je
¢iS¢ena kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH 6:1:0.1 kao eluens. Konacno je
dobiveno 991 mg Cistog produkta 124 i 437 mg spoja 124 u smjesi.

Cisto¢a, HPLC/MS: 89 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 821,58 (teor. 821,58)

IR (KBr) cm™: 3458, 2973, 2939, 2878, 2831, 2647, 1730, 1618, 1462, 1381, 1278, 1258, 1178, 1111,
1052, 1013, 994, 959, 941, 895, 862, 837, 797, 758, 726, 701, 671, 641

C NMR (300 MHz, CDCl;) d: 178,81; 103,07; 95,07; 94,73; 83,60; 79,45; 77,47; 77,40; 77,20;
76,50; 76,38; 74,24; 74,05; 73,64; 73,55; 73,16; 72,43; 71,57; 70,88; 70,26; 68,72; 68,38; 67,35;
66,63; 65,80; 62,60; 52,24; 49,73; 49,55; 49,13; 45,40; 42,51; 42,34; 41,00; 40,37; 36,26; 36,10;
31,44; 28,79; 27,78; 26,73; 22,03; 21,75; 21,48; 21,28; 19,02; 17,31; 16,39; 15,25; 15,21; 14,86;
14,79; 14,60; 11,24; 9,08; 7,30

Priprava 4''-(N-(4-aminobutil)-aminometil))-9-deokso-9a-aza-9a-metil-9a-homoeritromicin A
(125)

Prema opcéem postupku K iz spoja 123 (320 mg; 0,4 mmol) i 1,4-diaminobutana (0,5 mL; 5 mmol)
dobiveno je 95 mg (14 %) spoja 1285.

Cisto¢a, HPLC/MS: 50,84 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 849,6 (teor. 849,61)

100



Priprava 4'-(N-(5-aminopentil)-aminometil))-9-deokso-9a-aza-9a-metil-9a-homoeritromicin A
(126)

Prema opéem postupku K iz spoja 123 (320 mg; 0,4 mmol) i 1,5-diaminopentana (0,585 mL; 5 mmol)
dobiveno je 101 mg (16 %) spoja 126.

Cisto¢a, HPLC/MS: 54 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 863,65 (teor. 863,62)

Priprava konjugata indometacina i derivata azitromicina 127

Prema opéem postupku D iz spoja indometacina (2) (71,4 mg; 0,2 mmol) i spoja 124 (164 mg; 0,2
mmol) dobiveno je 104 mg (39,7 %) spoja 127.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 88,6 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1160,42 (teor. 1160,64)

BC NMR (300 MHz, CDCl;) 6: 178,81; 170,73; 169,14; 155,92; 138,42; 134,42; 132,93; 131,23;
131,08; 130,81; 128,59; 112,49; 112,10; 109,39; 104,32; 100,32; 93,17; 92,41; 89,32; 82,91; 78,42;
77,63; 74,98; 71,59; 70,39; 65,38; 64,29; 63,42; 61,48; 57,29; 54,31; 52,17; 50,42; 48,31; 47,74;
46,38; 43,82; 42,21; 38,52; 37,38; 35,57; 32,55; 31,72; 29,41; 26,17, 23,52; 22,73; 20,42; 20,18;
17,42; 16,48; 11,46; 10,38; 8,64; 7,72

Priprava konjugata indometacina i derivata azitromicina 128

Prema opéem postupku D iz spoja indometacina (2) (40 mg; 0,11 mmol) i spoja 125 (95 mg; 0,11
mmol) dobiveno je 52 mg (36,2 %) Cistog produkta 128.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 91 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1188,73 (teor. 1188,67)

IR (KBr) cm™: 3423, 3350, 3086, 2971, 2937, 2877, 2831, 1730, 1685, 1596, 1527, 1478, 1459,
1400, 1372, 1358, 1324, 1259, 1225, 1177, 1109, 1092, 1051, 1014, 994, 958, 926, 911, 896, 834,
797,755, 737, 690, 663, 639

Priprava konjugata indometacina i derivata azitromicina 129

Prema opéem postupku D iz indometacina (2) (40 mg; 0,11 mmol) i spoja 126 (95 mg; 0,11 mmol)
dobiveno je 75 mg (51 %) Cistog produkta 129.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 90 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1202,78 (teor. 1202,69)

IR (KBr) cm™: 3423, 3087, 2971, 2936, 2877, 2831, 1730, 1685, 1596, 1524, 1478, 1459, 1372, 1358,
1324, 1258, 1225, 1177, 1109, 1092, 1051, 1038, 1014, 994, 959, 926, 896, 835, 797, 755, 736, 691,
640
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Priprava 11,12—ciklickog karbonata azitromicina (130)

Op¢éi postupak L

Azitromicin (37) (20,45 g; 27,3 mmol), etilen-karbonat (14,1 g; 160 mmol) i K,CO; (4,6 g; 33,3
mmol) otopljeni su u etilacetatu (150 mL). Reakcijska je smjesa mijesana na 75 °C uz refluks tri dana.
Nakon $to je reakcijska smjesa ohladena isprana je vodom, organski je sloj posusen iznad bezvodnog
Na,SO, i uparen je do suha. Nakon toga je sirovi produkt procis¢en kromatografijom na stupcu uz
CH,Cl;:MeOH:NH4OH 90:9:1,5 kao eluens. Dobiveno je 20,7 g (82 %) spoja 130.

Cisto¢a, HPLC/MS: 84 %

HPLC-MS: MS(ES) m/z: [MH]" 775,28 (teor. 775,49)

Priprava 9-deokso-9a-aza-11-(2-amino-etilkarbamoiloksi)-9a-metil-9a-homoeritromicin A (131)
Op¢i postupak M

Spoj 130 (330 mg; 0,426 mmol) je otopljen u etilendiaminu (3,5 mL; 52,4 mmol) i te je dodan
piridin-HCI (50 mg; 0,43 mmol). Reakcijska je smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi 24 sata (do 3
dana). Nakon toga je u reakcijsku smjesu dodan CH,Cl, (40 mL), te je potom reakcijska smjsa isprana
vodom (30 mL) i zasi¢enom otopinom NaCl (30 mL). Organski je sloj posusen iznad bezvodnog
Na,SO;4 i1 uparen do suha. Nakon ¢iS¢enja kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH
6:1:0,1 kao eluens dobiveno je 147 mg spoja 131 u smjesi (korisSten za sljedeéi korak bez ¢iS¢enja).
Cisto¢a, HPLC/MS: 34 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 835,57 (teor. 835,56)

Priprava  9-deokso-9a-aza-11-(4-amino-butilkarbamoiloksi)-9a-metil-9a-homoeritromicin A
(132)

Prema opéem postupku M iz spoja 130 (9 g; 11,6 mmol) i 1,4-diaminobutana (36 mL) dobiveno je
8,3 g spoja 132 u smjesi (koriSten za sljedeci korak bez ¢is¢enja).

Cisto¢a, HPLC/MS: 62 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 863,46 (teor. 863,59)

Priprava 9-deokso-9a-aza-11-(5-amino-pentilkarbamoiloksi)-9a-metil-9a- homoeritromicin A
(133)

Prema opéem postupku M iz spoja 130 (330 mg; 0,426 mmol) i 1,5-diaminopentana (2,5 mL; 21,4
mmol) dobiveno je 286 mg spoja 133 u smjesi (koristen za sljedeci korak bez cis¢enja).

Cistoca, HPLC/MS: 77 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 877,66 (teor. 877,60)

IR (KBr) cm™: 3449, 3371, 3305, 2971, 2936, 2870, 1813, 1727, 1460, 1379, 1257, 1167, 1110, 1081,
1051, 1014, 959, 899, 867, 835, 805, 772, 733, 707, 671, 640
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Priprava konjugata indometacina i derivata azitromicina 134

Prema op¢em postupku D iz indometacina (2) (62,85 mg; 0,176 mmol) i spoja 131 (147 mg; 0,176
mmol) dobiveno je 54 mg (25 %) Cistog spoja 134.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 96 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1174,52 (teor. 1174,62)

IR (KBr) cm™: 3424, 3063, 2972, 2937, 2877, 2831, 2128, 1722, 1703, 1675, 1659, 1545, 1526, 1477,
1460, 1375, 1325, 1259, 1231, 1166, 1123, 1088, 1054, 1014, 959, 926, 898, 834, 803, 754, 699, 637
C NMR (300 MHz, CDCls) J: 178,32; 171,18; 169,43; 155,93; 136,42; 135,81; 133,60; 131,17;
130,39; 129,64; 128,56; 113,74; 111,79; 110,64; 104,92; 100,21; 90,39; 89,32; 85,96; 85,42; 83,17,
76,13; 75,43; 74,38; 72,29; 68,17; 67,33; 59,33; 56,17; 54,23; 52,41; 50,42; 49,62; 46,33; 44,18;
38,47; 38,40; 37,42; 35,29; 31,45; 30,67; 29,42; 25,38; 23,22; 22,17; 20,47; 20,18; 19,85; 16,18;
14,54; 13,37; 10,42; 8,83; 7,26

Priprava konjugata indometacina i derivata azitromicina 135

Prema opcem postupku D iz indometacina (2) (41,5 mg; 0,116 mmol) i spoja 132 (100 mg; 0,116
mmol) dobiveno je 38 mg (26 %) Cistog produkta 135.

Cistoca, HPLC/MS-UV: 96 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1202,67 (teor. 1202,65)

Priprava konjugata indometacina i derivata azitromicina 136

Prema op¢em postupku D iz indometacina (2) (57 mg; 0,16 mmol) i spoja 133 (130 mg; 0,16 mmol)
dobiveno je 117 mg (57 %) Cistog produkta 136.

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 95 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1216,6 (teor. 1216,67)

IR (KBr) cm™: 3424, 3063, 2972, 2937, 2877, 2831, 2128, 1722, 1703, 1675, 1659, 1545, 1526, 1477,
1460, 1375, 1325, 1259, 1231, 1166, 1123, 1088, 1054, 1014, 959, 926, 898, 834, 803, 754, 699, 637

Priprava 11,12-ciklickog karbonata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A (137)

Prema opcéem postupku L iz spoja 55 (20 g; 27,3 mmol), nakon CiS¢enja kromatografijom na stupcu uz
CH,Cl,:MeOH:NH,OH 6:1:0,1 kao eluens dobiveno je 19,85 mg Cistog spoja 137 i 765 mg spoja 137
u smjesi.

Cisto¢a, HPLC/MS: 92,7 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 761,50 (teor. 761,47)
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Priprava 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-metil-9a- homoeritromicina A
11,12-cikli¢ki karbonat (138)
Prema opc¢em postupku F iz spoja 137 (10,118 g; 13,3 mmol) dobiveno je 1,28 g spoja 138 te 2,9 g
spoja 91.
Spoj 138: Cistoéa, HPLC/MS: 54 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 446,31 (teor. 446,27)
Spoj 91: Cisto¢a, HPLC/MS: 49 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 420,34 (teor. 420,29)

Prema opéem postupku L iz spoja 91 (5 g; 12,04 mmol), nakon CiS¢enja kromatografijom na stupcu uz
CH,Cl,:MeOH:NH4OH 90:9:1.5 kao eluens, dobiveno je 1,7 g spoja 138.

Cisto¢a, HPLC/MS: 30 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 446,31 (teor. 446,27)

Priprava konjugata fluniksina i 6-N-Fmoc-1,6-diaminoheksana 140a

Prema postupku D iz fluniksin meglumina (73) (565 mg; 1,15 mmol) i N-Fmoc-1,6-diaminoheksan
139 (390 mg; 1,15 mmol) dobiveno je 548 mg spoja 140a.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 27 %

HPLC-MS: MS(ES) m/z: [MH]" 617,66 (teor. 617,27)

Priprava konjugata flufenamske Kiseline i 6-N-Fmoc-1,6-diaminoheksana 140b

Prema postupku D iz flufenamske kiseline (74) (245 mg; 0,87 mmol) i N-Fmoc-1,6-diaminoheksan
139 (300 mg; 0,9 mmol). Dobiveno je 430 mg spoja 140b (po TLC-u, ne otapa se te se nije mogao
snimiti na HPLC-MS).

Priprava konjugata fluniksina i 1,6-diaminoheksana 141a

Opéi postupak N

U otopini spoja 140a (548 mg; smjesa) i etilacetata (5 mL) dodan je piperidin (2 mL; 0,02 mmol).
Reakcijska smjesa je mijesana 1,5 sati na sobnoj temperaturi. Piperidin i etilacetat su upareni na
rotavaporu. Dobiveno je 732 mg sirovog produkta 141a, koji je koriSten za sljedeci korak bez ¢is¢enja.
Cistoéa, HPLC/MS-UV: 66 % (UV), 37 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 395,45 (teor. 395,20)

Priprava konjugata flufenamske Kiseline i 1,6-diaminoheksana 141b
Prema opc¢em postupku N iz spoja 140b (400 mg; smjesa) dobiveno je 570 mg sirovog produkta 141b,
koji je koristen za sljedeci korak bez Cis¢enja.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 68 %
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HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 380,22 (teor. 380,19)

Priprava konjugata derivata fluniksina i derivata 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-homoeritromicina A 142a

Opéi postupak O

Spoj 141a (732 mg; 1,86 mmol) i spoj 138 (217 mg; 0,5 mmol) otopljeni su u piridinu (7 mL). Zatim
je dodan piridin-HCl (60 mg; 0,5 mmol) i par kapi 1,8-diazabicyclo [5.4.0]-undec-7-ena (DBU).
Reakcijska je smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi 5 dana. Dodan je CH,Cl, u reakcijsku smjesu,
koja je zatim isprana vodom i zasi¢enom otopinom NaCl. Organski sloj je posuSen iznad bezvodnog
Na,SO; 1 uparen do suha. Sirovi produkt proCis¢en je dva puta kromatografijom na stupcu uz
CHCl;3:MeOH:NH4OH 90:9:1.5 kao eluens. Dobiveno je 70 mg ¢istog spoja 142a.

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 98 % (UV), 88 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 840,43, (teor. 840,47)

IR (KBr) em™: 3369, 2971, 2935, 2878, 1645, 1593, 1462, 1380, 1320, 1254, 1186,1168, 1122, 1088,
1023, 975, 927, 795, 772, 720, 665, 614

BC NMR (300 MHz, DMSO) ¢: 175,29; 155,64; 153,29; 152,32; 140,09; 136,29; 130,42; 129,52;
128,62; 125,52; 125,17; 123,62; 120,42; 120,32; 120,17; 88,32; 85,17; 78,42; 75,41; 70,87; 70,09;
52,46; 48,35; 44,24, 44,21, 40,13; 39,87; 27,39; 27,17; 20,43; 18,52; 14,23; 10,39; 8,69; 7,32, 6,68

Priprava Kkonjugata derivata flufenamske Kkiseline i derivata 3-O-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 142b

Prema opéem postupku O iz spoja 141b (380 mg; 0,5 mmol) i spoja 138 (222 mg; 0,5 mmol), nakon
¢iS¢enja sirovog produkta kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH 6:1:0.1 i
CH,Cl,:MeOH:NH,OH 90:9:1,5 kao eluense, dobiveno je 18 mg cCistog spoja 142b i 15 mg spoja
142b u smjesi.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 96 % (UV), 89 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 825,40 (teor. 825,45)

IR (KBr) cm™: 3369, 2970, 2935, 2878, 1632, 1595, 1524, 1452, 1426, 1377, 1336, 1283, 1248,1165,
1124, 1097, 1070, 975, 928, 793, 750, 699, 663

Priprava 3'-N-demetil-klaritromicina (143)

Prema opc¢em postupku G iz klaritromicina (36) (10,0 g, 13,370 mmol) dobiveno je 10,678 g sirovog
produkta 143.

R (CH,Cl,:CH3;0H:NH4OH, 90:8:1) = 0,27

Cisto¢a, HPLC/MS: 90,74 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 734,61 (teor. 734,46)
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IR (KBr) cm™: 3483, 2974, 2939, 2883, 2834, 1736, 1691, 1460, 1406, 1380, 1348, 1287, 1268, 1246,
1170, 1127, 1084, 1070, 1054, 1010, 983, 959, 936, 902, 892, 842, 804, 77, 733, 698, 630

Priprava 3'-N-demetil-3'-N-(2-cijanoetil)-klaritromicina (144)

Prema opéem postupku B iz spoja 143 (10,675 g; 14,545 mmol), nakon ¢is¢enja kromatografijom na
stupcu uz CH,Cl,:CH3;0H:NH,OH 90:8:1 kao eluens, dobiveno je 8,393 g (73,32 %) Cistog spoja 144.
Takoder je izolirano i 2,239 g polaznog spoja 143.

R (CH,Cl,:CH;0H:NH,OH 90:8:1) = 0,76

Cisto¢a, HPLC/MS: 86,44 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 787,5 (teor. 787,49)

IR (KBr) cm’: 3477, 2974, 2940, 2883, 2249 (C=N), 1732, 1692, 1463, 1406, 1379, 1348, 1286,
1268, 1246, 1170, 1110, 1055, 1034, 1010, 959, 935, 903, 891, 865, 842, 802, 754, 730, 698, 638

Priprava 3'-N-demetil-3'-N-(3-aminopropil)-klaritromicin (145)

Postupak I

NaBH, (38 mg, 1,018 mmol) je otopljen u 32 % NaOH (24 mL) te je dodan u otopinu spoja 144 (800
mg, 1,016 mmol) i Raney-Ni (10,6 mL ~6.37 g) u MeOH (80 mL). Reakcijska je smjesa mijeSana na
sobnoj temperaturi 45 minuta, pri cemu je prema TLC (CH,Cl,:CH;0OH:NH4OH 6:1:0.1) vidljivo da je
sva koli¢ina polaznog spoja 144 izreagirala. Katalizator je profiltriran preko diatomejske zemlje (celit)
preko Biichner-ovog lijevka. Potom je otapalo upareno pod snizenim tlakom te je izvrSena ekstrakcija
s CH,Cl, (3x20 mL). Organski su ekstrakti isprani vodom, posuseni iznad K,COj; i upareni do suha.
Ostatak je otopljen u EtOH (12 mL) i zasi¢enoj otopini NaCl (12 mL) te je dodan trietanolamin (8
mL). Reakcijska je smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi 2 sata, a potom je ekstrahirana s EtOAc
(3x30 mL). Organski su slojevi dva puta isprani sa zasi¢enom otopinom NaCl, posuseni iznad K,CO:s,
upareni do suha i procis¢eni kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:CH;0H:NH,OH 6:1:0,1 kao
eluens. Prema HPLC-MS analizi vidljivo je da je nastao produkt Zeljene molekulske mase

(MH=791,7) u smjesi, ali se nije mogao izolirati produkt zadovoljavajuée &istoce.

Postupak II

Prema opéem postupku C1 iz spoja 144 (1,807 g, 2,296 mmol), te nakon ¢iS¢enja kromatografijom na
stupcu uz CH,Cl,:CH;0H:NH,OH 6:1:0,1 kao eluens, dobiveno je samo 79 mg Cistog spoja 145.
Takoder je dobiveno i 1,318 g polaznog spoja 144.

Cisto¢a, HPLC/MS: 81,16 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 792,00 (teor. 791,52)
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Postupak 111

Postupak III je isti kao i postupak II uz iznimku otapala koje je koriSteno za otapanje spoja 144
(MeOH umjesto EtOH). Iz spoja 144 (1,318 g; 1,674 mmol) dobiveno je 568 mg Cistog spoja 145 i
447 mg spoja 145 u smjesi.

R (CH,Cl,:CH;0H:NH,4OH 6:1:0,1) = 0,25

Cisto¢a, HPLC/MS: 96,44 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 791,87 (teor. 791,52)

IR (KBr) cm™: 3598, 3424, 3150, 2971, 2940, 2883, 2836, 2734, 2601, 2067, 1732, 1687, 1629, 1629,
1460, 1406, 1379, 1348, 1290, 1268, 1246, 1171, 1128, 1113, 1056, 991, 957, 909, 865, 832, 802,
750, 698, 641, 619

Priprava konjugata indometacina i derivata klaritromicina 146a

Prema opéem postupku D iz indometacina (2) (90 mg; 0,253 mmol) i spoja 145 (200 mg; 0,253
mmol), nakon c¢iS¢enja kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:CH;0OH:NH,OH 90:9:1,5 kao eluens,
dobiveno je 256 mg (89,81 %) Cistog spoja 146a.

Ry (CH,Cl,:CH;0H:NH4OH, 90:8:1) = 0,76

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 98,52 % (UV), 91,61 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1130,86 (teor. 1130,59)

IR (KBr) cm™: 3450, 2972, 2938, 2883, 2833, 1733, 1686, 1596, 1524, 1478, 1459, 1401, 1373, 1355,
1325, 1288, 1263, 1226, 1169, 1110, 1087, 1054, 1012, 926, 903, 834, 803, 755, 735, 697, 640

“C NMR (300 MHz, CDCly): 220,82, 175,69, 168,43, 156,16, 139,44, 136,34, 133,75, 131,44,
131,31, 131,07, 130,56, 129,18, 115,16, 113,05, 111,98, 101,20, 96,13, 78,53, 78,25, 77,75, 76,73,
74,25, 72,91, 69,11, 66,08, 55,91, 50,60, 49,45, 45,14, 45,02, 39,27, 38,96, 37,31, 34,97, 32,29, 21,47,
21,18, 21,05, 19,78, 18,68, 18,00, 16,04, 15,97, 13,44, 12,31, 10,60, 9,45

Priprava konjugata fluniksina i derivata klaritromicina 146b

Prema opéem postupku D iz fluniksin meglumina (73) (124 mg; 0,253 mmol) i spoja 145 (200 mg;
0,253 mmol), nakon c¢iS¢enja kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:CH;0H:NH,OH 90:8:1 kao
eluens, dobiveno je 102 mg Cistog spoja 146b.

R (CH,Cl,:CH;0H:NH,OH 90:8:1) = 0,69

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 96,87 % (UV), 92,56 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1069,82 (teor. 1069,59)

IR (KBr) cm™: 3448, 2973, 2939, 2882, 2833, 1735, 1686, 1648, 1611, 1594, 1523, 1483, 1461, 1405,
1379, 1321, 1283, 1256, 1169, 1124, 1113, 1083, 1054, 1031, 1011, 935, 902, 841, 795, 772, 720,
665, 637, 615

BC NMR (300 MHz, CDCl3) §: 220,69, 175,53, 155,66, 151,01, 140,02, 136,43, 129,77, 129,54,
128,18, 125,73, 125,63, 123,59, 120,42, 120,38, 120,33, 96,08, 81,84, 78,58, 78,20, 77,64, 76,81,
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74,26, 72,94, 72,94, 69,14, 66,11, 50,61, 49,33, 45,12, 44,97, 39,24, 38,72, 37,35, 34,92, 21,46, 21,20,
21,07, 19,72, 18,61, 18,03, 16,07, 15,96, 14,02, 12,33, 10,60, 9,61

Priprava konjugata flufenamske Kiseline i derivata klaritromicina 146¢

Prema opcéem postupku D iz flufenamske kiseline (74) (27 mg; 0,096 mmol) i spoja 145 (76 mg; 0,096
mmol), nakon c¢iS¢enja kromatografijom na stupcu uz  CH,Cl:CH;O0H:NH,OH 90:9:1,5 i
CH,Cl,:CH;0H:NH4OH 90:9:0,5 kao eluense, dobiveno je 67 mg (65,98 %) ¢istog spoja 146¢.

R/ (CH,Cl,:CH30H:NH,OH, 90:8:1) = 0,76

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 89,8 % (UV), 86,7 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1054.9 (teor. 1054,57)

IR (KBr) cm™: 3458, 2973, 2939, 2884, 2833, 1735, 1691, 1643, 1596, 1524, 1462, 1425, 1379, 1336,
1284, 1245, 1168, 1127, 1069, 1054, 1010, 932, 892, 795, 749, 699, 663, 636

Priprava 3'-N-demetil-eritromicin A oksima (147)

Prema opéem postupku G iz eritromicin A oksima (53) (4,914 g; 6,561 mmol), uz trajanje reakcije od
30 minuta, dobiveno je 4,601 g (95,40 %) sirovog produkta 147.

R (CH,Cl,:CH;0H:NH4OH 90:8:1) = 0,17

Cisto¢a, HPLC/MS: 92,95 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 735,62 (teor. 735,46)

IR (KBr) cm™: 3444, 2974, 2939, 2881, 1737, 1638, 1462, 1404, 1379, 1347, 1285, 1247, 1168, 1125,
1087, 1055, 1011, 955, 895, 865, 843, 804, 758, 731, 699

Priprava 3'-N-demetil-3'-N-(2-cijanoetil)-eritromicin A oksima (148)

Prema opéem postupku B iz spoja 147 (4,402 g; 5,990 mmol), nakon CiS¢enja kromatografijom na
stupcu uz CH,Cl,:CH;0H:NH4OH 90:8:1 i EtOAc:Et;N 96:4 kao eluens, dobiveno je 1,425 g (29,79
%) Cistog spoja 148. Dodatno je dobiveno 1,208 g manje Cistog produkta, koji prema HPLC-MS
analizi sadrzi dva cijanoetilna lanca (MH": 841,70, teor. 841,51).

R/(CH,Cl,:CH;0H:NH4OH 90:8:1) = 0,40

Cisto¢a, HPLC/MS: 94,06 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 788,62 (teor. 788,48)

IR (KBr) cm™': 3498, 2974, 2939, 2880, 2736, 2249 (CN) 1736, 1637, 1465, 1406, 1380, 1346, 1285,
1262, 1169, 1111, 1055, 1012, 953, 931, 909, 864, 802, 758, 729, 698

Priprava 3'-N-demetil-3'-N-(3-aminopropil)-eritromicin A oksima (149)
Prema opéem postupku C1 iz spoja 148 (1,350 g; 1,713 mmol) dobiveno je 312 mg (23 %) spoja 149
1 887 mg polaznog spoja 149.
R;(CH,Cl,:CH;0H:NH,4OH 6:1:0.1) = 0,15
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Cistoéa, HPLC/MS: 94,66 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 792,68 (teor. 792,52)

IR (KBr) cm™: 3448, 2973, 2939, 2879, 1736, 1637, 1462, 1380, 1346, 1285, 1263, 1169, 1111, 1087,
1054, 1012, 955, 894, 864, 804, 755, 698, 665

Priprava konugata indometacina i derivata eritromicin A oksima 150a

Prema opéem postupku D iz indometacina (2) (54 mg; 0,151 mmol) i spoja 149 (120 mg; 0,151
mmol), nakon ¢is¢enja kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:CH;0H:NH,OH 90:8:1 kao eluens,
dobiveno je 29 mg Cistog spoja 150a i 94 mg spoja 150a u smjesi.

R (CH,Cl,:CH;0H:NH4OH 90:9:1.5) = 0,51

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 89,92 % (UV), 81,96 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1131,81 (teor. 1131,58)

IR (KBr) cm™: 3428, 3072, 2973, 2937, 2879, 2834, 1736, 1678, 1524, 1478, 1460, 1401, 1372, 1324,
1288, 1226, 1168, 1111, 1088, 1054, 1013, 954, 926, 909, 833, 803, 755, 730, 697, 611

Priprava konugata fluniksina i derivata eritromicin A oksima 150b

Prema opéem postupku D iz fluniksin meglumina (73) (74 mg; 0,152 mmol) i spoja 149 (120 mg;
0,152 mmol), nakon dvostrukog ¢iS¢enja kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:CH;0H:NH,OH
90:8:1 kao eluens, dobiveno je 27 mg Cistog spoja 150b i 58 mg manje Cistog spoja 150b

Ry (CH,Cl,:CH30H:NH4OH 90:8:1) = 0 0,36

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 90,48 % (UV), 87,87 %(MS) (za smjesu : 85,14 % (UV), 85,79 % (MS)).
HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1070,81 (teor. 1070,58)

IR (KBr) cm™: 3433, 2974, 2939, 2879, 1736, 1594, 1524, 1483, 1461, 1401, 1379, 1320, 1281, 1256,
1168, 1122, 1085, 1055, 1013, 954, 930, 902, 864, 841, 795, 771, 720, 664

Priprava 9(E)-O-(2-cijanoetil)-eritromicin A oksima (151)

Prema op¢em postupku B iz spoja 53 (3,300 g, 4,008 mmol), nakon ¢iS¢enja kromatografijom na
stupcu uz EtOAc:Et;N 96:4 kao eluens, dobiveno je 909 mg (28,28 %) spoja 151. Takoder je izolirano
1,668 g polaznog spoja 53.

R; (CH,Cl,-CH;0H-NH,4OH, 90:8:1) = 0,27

Cisto¢a, HPLC/MS: 86,80 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 802,71 (teor. 802,5)

IR (KBr) cm™: 3464, 2975, 2939, 2881, 2833, 2788, 2254 (CN), 1732, 1637, 1460, 1407, 1379, 1351,
1246, 1169, 1110, 1093, 1053, 1012, 956, 894, 864, 835, 802, 754, 730, 639

BC NMR (300 MHz, DMSO) 6: 175,5; 173.64; 102,68; 96,31; 83,64,;79,95; 77,86; 77,10; 75,38;
74,38; 72,76; 70,90; 70,25; 68,49; 67,83; 65,76; 65,62; 49,45; 44,76; 40,4; 39,04; 37,59; 35,04; ~30;
27,08; 26,87; 21,47; 21,23; 21,17; 18,75; 18,58; 18,44; 16,26; 16,02; 14,52; 10,68; 9,31
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Priprava 9(E)-O-(5-cijanopentil)-eritromicin A oksima (152)

Opéi postupak P

Kalijev hidroksid (225 mg; 4,010 mmol) je dodan u smjesi spoja 53 (3 g; 4,005 mmol),
tetrabutilamonijevog jodida (74 mg; 0,200 mmol), natrijevog jodida (90 mg; 0,600 mmol) i 6-
bromheksanitrila (0,796 mL, 6,008 mmol) u THF (39 mL). Reakcijska je smjesa mijeSana na sobnoj
temperaturi 16 sati, a potom je otapalo upareno do suha. Sirovom je ostatku dodan CH,Cl, (30 mL) i
zasi¢ena otopina NaHCOj; (30 mL) te su faze odijeljene. Vodena faza je oprana dva puta s CH,Cl,,
Organske faze su isprane s vodom i zasicenom otopinom NaCl, posuSene iznad bezvodnog Na,SOy, i
uparene do suha. Sirovi je ostatak procis¢en kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:CH;OH:NH,OH
90:9:1,5 kao eluens. Dobiveno je 1,265 g Cistog spoja 152 1 416 mg spoja 152 u smjesi.

R (CH,Cl,:CH;0H:NH4OH 90:9:1,5) = 0,58

Cisto¢a, HPLC/MS: 85,19 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]™ 844,72 (teor. 844,55); [(M+2H)*"] 423,05 (teor. 422,78)

IR (KBr) cm™: 3467, 2974, 2939, 2877, 2832, 2787, 2247 (CN), 1736, 1460, 1380, 1345, 1283, 1168,
1111, 1086, 1053, 1012, 956, 893, 864, 835, 804, 729, 698, 636

Priprava 9(E)-O-(4-cijanobutil)-eritromicin A oksima (153)

Prema opéem postupku P iz spoja 53 (2,755 g; 3,679 mmol) i 5-bromvaleronitrila (0,644 mL; 5,518
mmol) dobiveno je 1,270 g Cistog spoja 153 1 189 mg spoja 153 u smjesi.

Ry (CH,Cl,:CH30H:NH4OH, 90:9:1,5) = 0,54

Cisto¢a, HPLC/MS: 85,86 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 830,66 (teor. 830,53); [(M+2H)*"] 416,15 (teor. 415,77)

IR (KBr) cm™: 3450, 2973, 2940, 2878, 2831, 2789, 2247 (CN), 1736, 1630, 1460, 1379, 1346, 1282,
1170, 1112, 1083, 1053, 1013, 1000, 957, 930, 894, 864, 834, 806, 771, 735, 698, 638

Priprava 9(E)-O-(3-aminopropil)-eritromicin A oksima (154)

Prema opéem postupku C1 iz spoja 151 (862 mg, 1,075 mmol) dobiveno je 272 mg Cistog spoja 154 i
146 mg spoja 154 u smjesi.

R/ (CH,Cl,:CH;0H:NH,4OH 6:1:0,1) = 0,34

Cisto¢a, HPLC/MS:79,48 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 806,83 (teor. 806,53); [(M+2H)*"] 404,08 (teor. 403,77)

IR (KBr) cm™: 3485, 2975, 2939, 2879, 2833, 2787, 1731, 1605, 1456, 1380, 1347, 1282, 1182, 1168,
1110, 1083, 1054, 1000, 957, 900, 863, 835, 801, 730, 697, 639

Priprava 9(E)-O-(6-aminoheksil)-eritromicin A oksima (155)
Prema opc¢em postupku C1 iz spoja 152 (1,207 g; 1,430 mmol) dobiveno je 463 mg Cistog spoja 155 i
199 mg spoja 155 u smjesi.
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R;(CH,Cl,:CH;0H:NH,OH, 6:1:0,1) = 0,36

Cistoéa, HPLC/MS: 95,54 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 848,77 (teor. 848,58); [(M+2H)>"] 425,14 (teor. 424,79)

IR (KBr) cm™: 3439, 2972, 2938, 2876, 2787, 1737, 1673, 1631, 1463, 1380, 1345, 1281, 1169, 1112,
1082, 1053, 1013, 1000, 957, 929, 893, 865, 833, 805, 772, 698, 638

Priprava 9(E)-O-(5-aminopentil)-eritromicin A oksima (156)

Prema opéem postupku C1 iz spoja 153 (1,291 g; 1,555 mmol), uz koriStenje smjese otapala
EtOH:MeOH (35 mL), dobiveno je 598 mg ¢istog spoja 156 1 182 mg spoja 156 u smjesi.

R (CH,Cl,:CH;0H:NH,OH 6:1:0,1) = 0,39

Cisto¢a, HPLC/MS: 91,54 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 834,73 (teor. 834,56); [(M+2H)*"] 417,84 (teor. 417,78)

IR (KBr) cm™: 3444, 2973, 2938, 2876, 2788, 1735, 1620, 1460, 1403, 1379, 1346, 1283, 1169, 1112,
1085, 1054, 1012, 954, 926, 893, 865, 835, 804, 769, 733, 698, 637

BC NMR (300 MHz, CDCl;): 176,03, 170,62, 103,06, 96,28, 83,60, 80,00, 77,89, 77,31, 75,48, 74,95,
74,23, 74,12, 73,08, 72,73, 72,69, 71,02, 70,60, 68,78, 65,64, 65,52, 49,51, 44,87, 40,34, 40,28, 39,00,
37,26, 34,94, 32,82, 29,80, 28,88, 28,78, 26,78, 26,40, 22,64, 21,46, 21,06, 18,97, 18,54, 16,17, 14,88,
10,58, 9,15

Priprava konugata fluniksina i derivata eritromicin A oksima 157

Prema opéem postupku D iz fluniksin meglumina (73) (79 mg; 0,161 mmol) i spoja 154 (130 mg;
0,162 mmol), nakon ¢iS¢enja kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:CH;0H:NH,OH 90:8:1 kao
eluens, dobiveno je 22 mg Cistog spoja 157 i 54 mg spoja 157 u smjesi.

Rs (CH,Cl,:CH30H:NH4OH 90:9:1,5) = 0,41

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 97,25 % (UV), 85,16 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1084,69 (teor. 1084,6) ; [(M+2H)*] 542,99 (teor. 542.8)

IR (KBr) cm™: 3454, 2974, 2937, 2881, 2787, 1735, 1643, 1593, 1524, 1462, 1379, 1321, 1280, 1259,
1168, 1121, 1081, 1055, 1021, 955, 899, 867, 834, 795, 773, 721, 666, 614

Priprava konugata indometacina i derivata eritromicin A oksima 158

Prema opéem postupku D iz indometacina (2) (55mg; 0,153 mmol) i spoja 155 (130 mg; 0,153 mmol),
nakon ¢is¢enja kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:CH;0H:NH,OH 90:8:1 kao eluens, dobiveno je
168 mg (92,37 %) Cistog spoja 158.

R; (CH,Cl,:CH30H:NH,OH, 90:9:1,5) = 0,49

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 92,68 % (UV), 83,34 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1187,90 (teor. 1187,64); [(M+2H)*"] 594,77 (teor. 594,32)
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IR (KBr) cm™: 3426, 3085, 2972, 2937, 2876, 2832, 2786, 1736, 1681, 1594, 1531, 1478, 1456, 1401,
1372, 1325, 1287, 1261, 1226, 1168, 1110, 1088, 1053, 1013, 955, 924, 903, 834, 804, 755, 697, 665,
638

C NMR (300 MHz, CDCls) d: 175,12, 171,28, 169,79, 168,35, 156,27, 139,55, 136,26, 133,65,
131,22, 130,91, 130,40, 129,22, 115,09, 113,07, 112,23, 102,55, 100,97, 96,27, 83,51, 79,96, 77,85,
75,28, 74,22, 73,80, 72,83, 70,62, 68,40, 65,74, 65,63, 55,75, 49,45, 44,68, 40,45, 39,56, 38,77, 37,72,
35,10, 32,86, 32,24, 29,47, 28,76, 27,02, 26,53, 26,37, 25,52, 21,49, 21,26, 21,10, 18,70, 18,59, 16,26,
16,19, 14,48, 13,29, 10,67, 9,38

Priprava konjugata flufenamske kiseline i N-Boc-1,5-diaminopentana 160

Prema opéem postupku D iz fluniksin meglumina (74) (382 mg; 1,36 mmol) i N-Boc-1,5-
diaminopentana 159 (283,8 uL; 1,36 mmol) dobiveno je 363 mg (60 %) spoja 160.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 89,9 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 451,12 (teor. 451,21)

Priprava konjugata flufenamske Kiseline i 1,5-diaminopentana 161

Opéi postupak R

Spoj 160 (350 mg; 0,78 mmol) otopljen je u TFA (2 mL) i CH,Cl, (2 mL). Reakcijska je smjesa
mijeSana na sobnoj temperaturi 2 sata. TFA je uparena, te je u reakcijsku smjesu dodan CH,Cl, koji je
potom uparen. Dobiveno je 230 mg (84 %) spoja 161.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 92,3 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 351,46 (teor. 351,16)

Priprava konjugata flufenamske Kiseline, 1,5-diaminopentana i derivata klaritromicina 163

U otopini spoja 162 (219 mg; 0,279 mmol) u MeOH (15 mL), dodan je spoj 161 (200 mg; 0,548
mmol) te je reakcijska smjesa mijeSana na 55 °C preko noci. Otapalo je upareno, a sirovi je produkt
procis¢en kromatografijom na stupcu uz CHCl;:MeOH:NH,OH 6:1:0,1 kao eluens. Dobiveno je 125
mg Cistog spoja 163.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 95,82 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1137,65 (teor. 1137,63)

IR (KBr): 3448, 2976, 2938, 2833, 2791, 1736, 1686, 1638, 1596, 1583, 1524, 1499, 1459, 1426,
1379, 1336, 1282, 1235, 1168, 1126, 1070, 1050, 1033, 1012, 985, 959, 931, 904, 891, 835, 794, 754,
698, 664, 634
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Priprava metil-N-(terc-butoksikarbonil)-N-((4-(5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)-pirazol-1-
iDfenil)sulfonil)glicinata (164)

Opéi postupak S

Otopina celekoksiba (27) (7 g; 18,35 mmol), 4-(dimetilamino)piridina (DMAP) (1,12 g; 9,17 mmol),
di-terc-butil-dikarbonata (3,76 mL; 15,75 mmol) i TEA (13,16 mL; 55 mmol) u THF-u (50 mL)
mijeSana je na sobnoj temperaturi 1 sat. Tada je dodan metil-bromacetat (4,24 mL; 45,85 mmol) i
K,CO; (5,07 g; 36,68 mmol), te je reakcijska smjesa mije$ana na sobnoj temperaturi narednih 22 sata.
Nakon toga je reakcijska smjesa prelivena u zasi¢enu otopinu NaHCO; (50 mL) i ekstrahirana je s
EtOAc (2x50 mL). Organski su slojevi spojeni, isprani zasi¢enom otopinom NaCl (50 mL), posuseni
iznad bezvodnog Na,SO,, profiltrirani i upareni do suha. Dobiveni sirovi produkt procis¢en je
kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH 90:9:1,5 kao eluens. Dobiveno je 9,83 g (97
%) cistog produkta 164.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 97 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 554,05 (teor. 554,15)

IR (KBr) cm™: 3449, 3136, 3108, 2983, 1919, 1759, 1738, 1618, 1598, 1501, 1473, 1450, 1411, 1372,
1314, 1273, 1239, 1165, 1146, 1095, 1016, 995, 976, 939, 846, 808, 763, 744, 718, 653

'H NMR (DMSO, 300 MHz) J: 8,07 (d,2H); 7,62 (d,2H); 7,22 (s,1H); 7,21 (s,4H); 4,60 (s,2H); 3,71
(s,3H); 2,31 (s,3H); 1,25 (s,9H)

C NMR (DMSO, 300 MHz) 6 : 168,77; 149,58; 145,40; 142,58; 139,06; 138,80; 129,32; 129,05;
128,76; 125,93; 125,19; 106,30; 84,87; 52,25; 46,79; 27,14; 20,69

Priprava metil-N-((4-(5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)-pirazol-1-il)fenil)sulfonil)glicinata (165)
Prema opéem postupku R

Prema postupku R iz spoja 164 (2,57 g; 4,64 mmol) dobiveno je 2,26 g (98 %) Cistog produkta 165.
Cistoéa, HPLC/MS-UV: 96 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 454,27 (teor. 454,10)

IR (KBr) cm™: 3281, 2954, 2925, 1747, 1595, 1555, 1499, 1476, 1438, 1411, 1376, 1354, 1324, 1279,
1238, 1216, 1162, 1133, 1100, 1016, 978, 949, 874, 849, 803, 762, 744, 722, 700, 633

'H NMR (DMSO, 300 MHz) ¢: 7,86 (d,2H); 7,56 (d,2H); 7,22 (s,5H); 3,79 (d,2H); 3,54 (s,3H); 2,51
(s,2H); 2,33 (s,3H)

C NMR(DMSO, 300 MHz) d: 169,47; 145,43; 141,74; 140,84; 139,23; 129,56; 128,88; 127,82;
126,24; 125,39; 106,28; 51,92; 43,81; 20,94

Priprava N-((4-(5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)-pirazol-1-il)fenil)sulfonil)glicina (166)
Op¢i postupak T
Spoj 165 (2,26 g; 4,98 mmol) otopljen je u THF-u (5 mL), te je dodana otopina LiOH-H,O (418 mg;

9,97 mmol) u destiliranoj vodi (5 mL). Reakcijska je smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi pola sata.
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THF je uparen do suha, a preostala vodena otopina je zakiseljena s 0,1 M HCI do pH 2 pri ¢emu je
doslo do talozenja produkta. Talog je odsisan i posusen. Dobiveno je 1,79 g (82 %) Cistog produkta
166.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 98 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 440,25 (teor. 440,08)

IR (KBr) cm™: 3396, 1606, 1574, 1501, 1472, 1415, 1373, 1326, 1274, 1238, 1169, 1156, 1129, 1098,
1022, 974, 930, 847, 813, 758, 628

'H NMR (DMSO, 300 MHz) é: 7,86 (d,2H); 7,56 (d,2H); 7,22 (s,5H); 3,79 (d,2H); 3,54 (s,3H); 2,51
(s,2H); 2,33 (s,3H)

BC NMR(DMSO, 300 MHz) J: 169,47; 145,43; 141,74; 140,84; 139,23; 129,56; 128,88; 127,82;
126,24; 125,39; 106,28; 51,92; 43,81; 20,94

Priprava konjugata derivata celekoksiba i N-Boc-etilendiamina 169

Prema postupku D iz spoja 166 (500 mg; 1,14 mmol) i N-Boc-etilendiamin 167 (0,18 mL; 1,14 mmol),
nakon ¢iS¢enja kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH 6:1:0.1 kao eluens, dobiveno je
390 mg (58 %) Cistog produkta 169.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 85 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 582,33 (teor. 582,19)

IR (KBr) cm': 3378, 2979, 2933, 1686, 1598, 1528, 1499, 1473, 1450, 1409, 1369, 1341, 1273, 1238,
1163, 1135, 1097, 1006, 976, 843, 827, 808, 761, 744, 719, 694, 627

'H NMR (DMSO, 300 MHz) d: 7,85 (d,2H); 7,54 (d,2H); 7,20 (m,5H); 3,45 (s,2H); 3,01 (t, 2H); 2,93
(t,2H); 2,31 (s, 3H); 1,35 (s, 9H)

C NMR (DMSO, 300 MHz) 6: 167,30; 155,49; 145,19; 142,39; 141,89; 141,54; 140,20; 138,98;
129,37; 128,64; 127,78; 127,61; 125,99; 125,17; 106,04; 77,60;45,09; 40,25; 38,58; 28,11; 20,74

Priprava konjugata derivata celekoksiba i N-Fmoc-1,4-diaminobutana 170

Prema postupku D iz spoja 166 (300 mg; 0,68 mmol) i N-Fmoc-1,4-diaminobutana 168 (260 mg; 0,68
mmol), nakon ¢iS¢enja kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH 90:9:1,5 kao eluens,
dobiveno je 138 mg (28 %) Cistog produkta 170.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 93 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 732,49 (teor. 732,24)

Priprava konjugata derivata celekoksiba i N-Boc-1,5-diaminopentana 171

Prema opéem postupku D iz spoja 166 (300 mg; 0,68 mmol) i N-Boc-1,5-diaminopentana 159 (141,9
ul; 0,68 mmol) dobiveno je 470 mg (96,4 %) spoja 171.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 86,89 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 424, 61 (teor. 624,24)
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IR (KBr) cm™: 3400, 2964, 2931, 2865, 1702, 1687, 1675, 1659, 1598, 1560, 1545, 1530, 1512, 1498,
1472, 1448, 1409, 1369, 1341, 1266, 1237, 1163, 1133, 1096 ,1039, 1019, 974, 843, 806, 761, 744,
720, 695

Priprava konjugata derivata celekoksiba i 1,2-diaminoetana 172

Prema opéem postupku R iz spoja 169 (300 mg; 0,52 mmol) dobiven je sirovi produkt kojem je
dodana voda (15 mL), te je otopina zaluZzena s 1M NaOH do pH 14 i ekstrahirana je s EtOAc (2x20
mL). Slojevi EtOAc su spojeni, posuseni iznad bezvodnog Na,SO,, profiltrirani i upareni do suha.
Dobiveno je 250 mg Cistog spoja 172.

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 84 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 482,19 (teor. 482,14)

'H NMR (DMSO, 300 MHz) d: 7,85 (d,2H); 7,54 (d,2H); 7,20 (m,5H); 3,46 (s,2H); 3,01 (m, 2H); 2,51
(m,2H); 2,32 (s, 3H)

BC NMR (DMSO, 300 MHz) 6: 167,34; 145,18; 142,37; 141,87; 141,47; 140,34; 138,98; 129,35;
128,62; 127,75; 125,98; 125,14; 106,00; 45,21; 41,64; 40,78; 20,72; 0,01

Priprava konjugata derivata celekoksiba i 1,4-diaminobutana 173

Prema opc¢em postupku N iz spoja 170 (135 mg, 0,18 mmol) dobiveno je 201 mg spoja 173.
Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 42 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 510 (teor. 510,17)

Priprava konjugata derivata celekoksiba i 1,5-diaminopentana 174

Prema opéem postupku R iz spoja 171 (460 mg; 0,74 mmol) dobiven je sirovi produkt kojem je
dodana voda (15 mL), te je otopina zaluzena s 1 M NH;OH do pH 8 i ekstrahirana je s CH,Cl,.
Organski slojevi su spojeni, posuseni iznad bezvodnog Na,SO,, profiltrirani i upareni do suha.
Dobiveno je 354 mg spoja 174.

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 90,7 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 524,6 (teor. 524,19)

IR (KBr) cm™: 3366, 3296, 3074, 2933, 2864, 1655, 1597, 1545, 1498, 1742, 1449, 1408, 1375, 1335,
1273, 1237, 1201, 1162, 1133, 1097, 1076, 1018, 976, 842, 826, 807, 760, 742, 719, 692, 627

Priprava konjugata celekoksiba i N-Boc-7-amino-heptanske kiseline 176

Prema opéem postupku D iz N-Boc-7-amino-heptanske kiseline 175 (490 mg; 2 mmol) i celekoksiba
(27) (762 mg; 2 mmol) dobiveno je 940 mg (77 %) Cistog spoja 176.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 95,5 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 609,56 (teor. 609,23)

'H NMR (DMSO0, 300 MHz) d: 7,93 (d,2H); 7,55 (d,2H); 7,20 (s,4H); 6,72 (t,1H); 2,85 (m,2H); 2,50
(s,2H); 2,32 (s,3H); 2,16 (t5,2H); 1,35 (s,9H)
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"C NMR (DMSO, 300 MHz) o6: 185,61; 172,77, 155,68; 145,45; 142,15; 140,45; 139,25;
129,54;128,86; 128,78; 126,01; 125,39; 106,31; 77,39; 35,96; 29,39; 28,37; 28,11; 26,03; 24,31; 20,94

Priprava konjugata celekoksiba i 7-amino-heptanske kiseline 177

Prema opéem postupku R iz spoja 176 (890 mg; 1,46 mmol) dobiveno je 730 mg (98 %) Cistog spoja
177.

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 98 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 508,94 (teor. 509,18)

'H NMR (DMSO, 300 MHz) d: 7,77 (d,2H); 7,33 (d,2H); 7,19 (s,4H); 7,15 (s,1H); 2,75 (t,2H); 2,50
(s,2H); 2,30 (s,3H); 1,93 (t,2H); 1,47 (m,2H); 1,39 (m,2H); 1,23 (m,2H)

BC NMR (DMSO, 300 MHz) 0: 185,66; 177,76; 146,53; 145,19; 141,66; 139,76; 139,05; 129,48;
128,78; 127,94; 125,60; 124,97; 105,80; 28,27; 26,89; 25,62; 25,39; 20,92

Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 178
Prema opcéem postupku D iz spoja 166 (384 mg; 0,87 mmol) i spoja 85 (690 mg; 0,87 mmol) dobiveno
je 368 mg Cistog spoja 178 i 98 mg spoja 178 u smjesi.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 97 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1213,84 (teor. 1213,62)

IR (KBr) cm': 3442, 2973, 2937, 2878, 2834, 2789, 1720, 1672, 1499, 1473, 1408, 1376, 1343, 1273,
1238, 1164, 1137, 1096, 1053, 1013, 1000, 976, 903, 841, 806, 760

'H NMR (CDCl;, 500 MHz) ¢: 7,88 (d,2H); 7,44 (d,2H); 7,17 (d,2H); 7,09 (d,2H); 6,72 (s,1H); 4,98
(d,1H); 4,73 (d,1H); 4,44 (d,1H); 4,07 (m,2H); 3,66 (m,5H); 3,52 (m,2H); 3,47 (s,1H); 3,32 (s,3H);
3,20 (m,4H); 3,03 (t,2H); 2,87 (m,4H); 2,49 (m,2H); 2,37 (s,3H); 2,33 (s, 6H); 2,21 (d,1H); 2,08
(s,1H); 1,98 (s,1H); 1,88 (m,1H); 1,72 (m,3H); 1,60 (q,1H); 1,48 (m,1H); 1,37 (s,2H); 1,32 (d,4H);
1,25 (s,3H); 1,19 (m,6H); 1,07 (m,6H); 0,99 (d,2H); 0,87 (t,3H)

C NMR (CDCl;, 300 MHz) J: 177,35; 167,61; 144,67; 143,62; 143,11; 141,88; 139,20; 138,59;
129,21; 128,11; 127,74; 125,07; 124,87; 105,65; 102,33; 95,53; 82,54; 79,07; 77,24; 74,34; 74,06;
72,17; 70,19; 68,25; 65,46; 65,11; 63,16; 52,87; 50,13; 48,90; 45,08; 44,34; 39,98; 39,77; 36,97,
34,32; 28,29; 28,17; 26,67; 26,21; 22,39; 20,81; 20,83; 17,82; 16,01; 14,88; 10,44; 8,86; 7,04

Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 179
Prema postupku D iz spoja 166 (29,5 mg; 0,067 mmol) i spoja 111 (55 mg; 0,067 mmol) dobiveno je
34 mg (41 %) Cistog spoja 179.

Cisto¢a, HPLC/MSUV: 90 % (UV), 77 % (MS).

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1241,8 (teor. 1241,62)

C NMR (300 MHz, CDCly) d: 177,15; 167,92; 165,83; 145,28; 144.29; 143,72; 142,93; 140,37,
139,59; 129,46; 128,69; 127,85; 125,08; 124,78; 105,95; 100,62; 94,53; 82,45; 80,46; 78,39; 74,78;
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74,18; 71,93; 70,54; 68,52; 65,07; 64,93; 63,25; 50,13; 49,46; 45,34; 44,35; 44,08; 43,74; 39,82;
39,15; 38,24; 35,72; 29,74; 28,39; 28,17; 27,67; 26,42; 21,38; 20,84; 20,25; 17,01; 16,44; 15,18;
14,82; 1053; 8,76; 7,08

Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata 3-O-dekladinozil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A 180

Prema postupku D iz spoja 166 (127 mg; 0,29 mmol) i spoja 89 (186 mg; 0,29 mmol) dobiveno je 41
mg (14 %) Cistog spoja 180.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 98 % (MS), 97 % (UV).

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1055,72 (teor. 1055,53)

IR (KBr) cm™: 3371, 2958, 2931, 2876, 1713, 1666, 1598, 1549, 1499, 1471, 1454, 1407, 1374, 1343,
1304, 1270, 1237, 1163, 1135, 1097, 1053, 976, 844, 807, 761, 743

'H NMR (CDCl;, 500 MHz) 0: 7,90 (d,2H); 7,45 (d,2H); 7,17 (d,2H); 7,09 (d,2H); 6,72 (s,1H); 4,90
(s,1H); 4,53 (s,1H); 4,31 (s,1H); 3,72 (s,1H); 3,65 (m,4H); 3,29 (t,2H); 3,27 (s,2H); 2,96 (m,4H); 2,66
(m,3H); 2,38 (s,9H); 2,07 (m,2H); 1,88 (m,1H); 1,77 (d,2H); 1,60 (m,2H); 1,43 (s,3H); 1,25 (m,9H);
1,11 (s,3H); 1,05 (d,3H); 1,00 (s,3H); 0,85 (s,3H)

BC NMR (CDCls, 300 MHz) d: 172,35; 167,61; 145,29; 143,92; 143,51; 142,53; 139,82; 139,12;
129,81; 128,70; 128,31; 125,64; 125,51; 106,25; 74,64; 70,29; 69,97; 65,60; 45,78; 44,57; 40,28;
37,13; 28,49; 21,36; 21,18; 21,14; 16,61; 15,76; 10,62; 7,98

Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-
deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 181

Prema postupku D iz spoja 166 (384 mg; 0,87 mmol) i spoja 93 (414 mg; 0,87 mmol) dobiveno je 306
mg (39 %) Cistog spoja 181.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 99 % (UV), 92 % (MS).

HPLC/MS: MS(ES-) m/z: [MH]" 898,29 (teor. 898,42)

IR (KBr) cm™: 3425, 2974, 2937, 2878, 1709, 1665, 1599, 1547, 1498, 1473, 1408, 1376, 1345, 1272,
1238, 1164, 1137, 1112, 1098, 1074, 1051, 976, 898, 842, 807, 761, 744, 720, 627

'H NMR (DMSO, 500 MHz) §: 7,85 (d,2H); 7,53 (d,2H); 7,20 (m,5H); 5,05 (d,1H); 4,53 (d,1H); 4,43
(s,1H); 4,22 (s,1H); 3,91 (s,1H); 3,49 (d,1H); 3,45 (s,2H); 3,38 (m,1H); 3,32 (s,3H); 3,28 (d,1H); 2,93
(m,2H); 2,72 (s,1H); 2,50 (s,3H); 2,32 (s, 3H); 2,04 (s,1H); 1,91 (d,1H); 1,78 (m,2H); 1,63 (s,1H);
1,47 (m,1H); 1,36 (m,1H); 1,10 (s,3H); 1,08 (d,3H); 1,01 (s,3H); 0,95 (d,3H); 0,83 (t,3H); 0,75 (t,3H)
BC NMR (DMSO, 500 MHz) J: 174,85; 166,83; 145,17; 142,31; 142,01; 141,51; 140,31; 138,96;
129,35; 128,62; 127,75; 125,94; 125,16, 105,99; 81,96; 78,58; 75,59; 74,23; 73,86; 45,02; 43,26;
39,95; 38,95; 37,19; 34,55; 29,43; 27,95; 25,96; 21,64; 21,36; 20,73; 17,86; 15,39; 10,61; 7,70; 7,44
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Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata azitromicina 182

Prema postupku D iz spoja 166 (176 mg; 0,4 mmol) i spoja 132 (350 mg; 0,4 mmol) dobiveno je 150
mg Cistog spoja 182 i 58 mg spoja 182 u smjesi.

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 95 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1284,84 (teor. 1284,65)

IR (KBr) cm™: 3426, 2973, 2939, 2878, 1720, 1686, 1598, 1500, 1473, 1408, 1376, 1343, 1272, 1238,
1164, 1137, 1096, 1051, 1014, 976, 897, 841, 806, 761, 743, 723

'H NMR (CDCl;, 500 MHz) 6: 7,88 (d,2H); 7,45 (d,2H); 7,17 (d,2H); 7,09 (d,2H); 6,73 (s,1H); 4,99
(d,1H); 4,91 (d,1H); 4,50 (s,1H); 4,41 (d,1H); 4,09 (m,1H); 3,58 (m,3H); 3,31 (s,3H); 3,17 (m,3H);
3,02 (t,1H); 2,68 (m,2H); 2,38 (s, 6H); 2,26 (m,2H); 1,95 (s,2H); 1,80 (s,1H); 1,55 (m,6H); 1,31
(d,6H); 1,22 (m,12H); 1,08 (d,3H); 1,02 (s,3H); 0,85 (t,3H)

C NMR (CDCls, 300 MHz) d: 176,98; 167,79; 145,28; 144,27; 143,75; 142,57; 139,82; 138.,83;
129,81; 128,70; 128,32; 125,66; 125,48; 106,29; 103,71; 96,09; 78,55; 77,78; 75,09; 72,80; 70,55;
69,10; 67,80; 66,02; 65,58; 53,44; 49,54; 48,04; 46,67; 45,78; 45,62; 45,41; 42,34; 40,41; 39,14;
36,36; 36,26; 34,87; 31,89; 26,92; 25,86, 22,18; 17,87; 14,64; 11,32; 10,36; 9,77

Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata azitromicina 183

Prema postupku D iz spoja 166 (111 mg; 0,25 mmol) i spoja 118 (200 mg; 0,25 mmol) dobiveno je 42
mg Cistog spoja 183 1 93 mg spoja 183 manje Cistoce.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 93 % (MS), 97 % (UV)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1213,8 (teor. 1213,62)

C NMR (300 MHz, CDCly) d: 178,12; 167,83; 146,82; 145,92; 144,56; 143,81; 141,73; 140,63;
130,67; 129,93; 128,58; 125,84; 125,17; 106,49; 101,27; 94,33; 81,45; 80,92; 78,95; 74,83; 74,26;
72,05; 70,69; 69,25; 65,73; 64,89; 63,52; 50,15; 49,46; 48,15; 45,31; 44,48; 43,13; 40,83; 39,15;
38,29; 35,64; 29,74; 27,39, 27,15; 26,14; 25,49, 20,39; 20,17; 19,48; 18,53; 16,41; 14,72; 10,53; 9,45;
7,84

Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata azitromicina 184

Prema postupku D iz spoja 166 (176 mg; 0,4 mmol) i spoja 124 (328 mg; 0,4 mmol) dobiveno je 176
mg (35 %) Cistog spoja 184.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 95 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1242,85 (teor. 1242,65)

IR (KBr) cm™: 3414, 2972, 2937, 2875, 1724, 1661, 1599, 1546, 1498 1464, 1378, 1345, 1273, 1238,
1165, 1133, 1109, 1052, 997, 974, 895, 840, 806, 761, 628

'H NMR (CDCl;, 500 MHz) ¢: 7,88 (d,2H); 7,46 (d,2H); 7,17 (d,2H); 7,10 (d,2H); 6,73 (s,1H); 5,07
(d,1H); 4,72 (d,1H); 4,41 (d,1H); 4,24 (s,1H); 3,62 (s,2H); 3,55 (m,4H); 3,40 (m,6H); 3,29 (s,3H);
2,96 (s,2H); 2,88 (s,2H); 2,74 (m,2H); 2,54 (m,2H); 2,40 (s,3H); 2,34 (s, 6H); 2,31 (s,2H); 1,95
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(m,4H); 1,82 (m,4H); 1,34 (s,3H); 1,23 (m,15H); 1,16 (s,3H); 1,10 (m,6H); 1,02 (d,3H); 0,91 (d,3H);
0,85 (t,3H)

3C NMR (CDCLs, 300 MHz) &: 178,25; 168,42; 144,69; 143,70; 143,19; 142,17; 142,05; 139,23;
138,12; 129,23; 128,11; 127,74; 125,06; 124,96; 106,71; 102,82; 94,71;84,46; 79,65; 77,28; 75,72;
73,73; 73,51; 73,21; 70,90; 70,30; 69,43; 68,23; 67,75; 65,82; 65,16; 64,74; 62,00; 49,03; 48,80;
47,62; 45,20; 44,80; 41,76; 41,46; 39,71; 38,06; 35,94; 35,71; 30,90; 28,74; 28.69; 26,98; 26,10;
21,38; 20,94; 20,77; 20,56; 18,35; 17,02; 15,86; 14,35; 14,06; 10,56; 8,76; 6,78

Priprava 3-O-dekladinozil-9-deokso-9a-aza-9a-metil-9a-homoeritromicina A (185)

Prema opéem postupku E iz azitromicina 37 (300 mg; 0,4 mmol), nakon ¢iS¢enja kromatografijom na
stupcu uz CH,Cl,:CH;0H:NH,OH 90:9:1,5 i CH,Cl,:CH;0H:NH,OH 90:8:1 kao eluense, dobiveno
je 177 mg spoja 18S5.

Cisto¢a, HPLC/MS: 92 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 591,15 (teor. 591,41)

Priprava 3-O-dekladinozil-2'-O-acetil-9-deokso-9a-aza-9a-metil-9a-homoeritromicina A (186)
Prema opc¢em postupku J iz spoja 185 (500 mg; 0,847 mmol) dobiveno je 527 mg spoja 186.
Cisto¢a, HPLC/MS: 96 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 633,29 (teor. 633,42)

Priprava  3-O-dekladinozil-6-O-propenoil-9-deokso-9a-aza-9a-metil-9a-homoeritromicina A
(187)

Spoj 186 (1 g; 1,580 mmol) je otopljen u suhom toluenu te je u reakcijsku smjesu dodan trietilamin
(0,151 mL; 1,578 mmol) i 3-klorpropionil-klorid (0,29 mL; 0,3 mmol). Nakon 15 minuta mijeSanja
dodane su dodatne koli¢ine trietilamina (0,151 mL; 1,578 mmol) i 3-klorpropionil-klorida (29 uL; 0,3
mmol) te je nastavljeno mijesanje reakcijske smjese naredna 3 sata na sobnoj temperaturi. Prema TLC
(CH,Cl,:CH30H:NH,4OH, 90:9:1.5) vidljivo da je nastao novi produkt, ali polazni spoj 186 nije u
potpunosti izreagirao, te je reakcijska smjesa podijeljena u dva dijela (po 31 mL) te je nastavljena na

dva nacina:

Dio A:

U reakcijsku je smjesu dodana zasi¢ena otopina NaHCO;, slojevi su odijeljeni, organski sloj je ispran s
vodom, posusen iznad Na,SO, i uparen do suha. Potom je sirovi produkt otopljen u MeOH (20 mL) te
je reakcijska smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi 20 sati. MeOH je uparen, a sirovi je ostatak
procis¢en kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:CH;0H:NH,OH 90:9:1,5 kao eluens. Dobiveno je
280 mg spoja 187.

Rs (CH,Cl,:CH30H:NH4OH 6:1:0,1) = 0,28

119



Cistoéa, HPLC/MS: 92,77 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 645,65 (teor. 645,42); [(M+2H)*"] 323,48 (teor. 323,21)

IR (KBr) cm™: 3478, 2974, 2939, 2878, 2850, 2790, 1716, 1637, 1618, 1459, 1403, 1380, 1351, 1300,
1277, 1200, 1173, 1111, 1073, 1049, 986, 956, 936, 910, 862, 835, 810, 756, 701, 665, 638

BC NMR (300 MHz, CDCls) J: 176,05, 165,88, 130,64, 130,27, 102,69, 87,08,~80, 78,74, 77,30,
75,44, 74,73, 71,01, 68,64, 65,23, 61,40, 44,65, 40,99, 38,17, 37,36, 31,17, 27,52, 21,93, 21,75, 21,67,
18,40, 16,75, 11,07, 9,19, 7,98

Dio B:

U reakcijsku su smjesu dodane dodatne koicine Et;N (0,661 mL) i 3-klorpropionil-klorida (0,151
mL), reakcijska je smjesa mijeSana preko no¢i te je provedeno ¢is¢enje kako je objasnjeno u dijelu A.
Polazni spoj 186 je u potpunosti izreagirao, ali je osim 151 mg spoja 187 (MH" = 645,23, &istoda,
HPLC/MS 95,50 %) dobiveno i 250 g drugog produkta (Cistoca, HPLC/MS 87,99 %), koji prema
HPLC/MS odgovara spoju s dva akriloilna lanca (MH" = 699,26).

Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata 3-O-dekladinozil-azitromicina 188

Prema opéem postupku K iz spoja 187 (100 mg; 0,155 mmol) i spoja 177 (158 mg; 0,310 mmol), te
nakon ¢iS¢enja kromatografijom na stupcu uz CHCl;:CH;0H:NH,OH 6:1:0,1 kao eluens, dobiveno je
40 mg (22,28 %) spoja 188.

R (CH,Cl,:CH;0H:NH,4OH 6:1:0,1) = 0,14

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 89,66 % (UV), 82,97 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1153,42 (teor. 1153,60); [(M+2H)*"] 577,52 (teor. 577,30)

IR (KBr) cm™: 3442, 2974, 2936, 2868, 1736, 1597, 1498, 1471, 1406, 1375, 1271, 1237, 1164, 1136,
1096, 1078, 1041, 976, 841, 806, 758, 719, 633

Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-
deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 189

Prema opc¢em postupku O iz spoja 138 (220 mg, 0,5 mmol) i spoja 172 (360 mg; smjesa), te nakon
¢iS¢enja sirovog produkta kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH 90:9:1.5 kao eluens,
dobiveno je 24 mg Cistog spoja 189 i 27 mg spoja 189 u smjesi.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 94 % (UV), 77 % (MS).

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 927,64 (teor. 927,41)

IR (KBr) cm™: 3416, 2973, 2934, 2880, 1660, 1599, 1546, 1498, 1471, 1376, 1339, 1272, 1238, 1163,
1134, 1097, 974, 843, 808, 761, 740, 703, 615

C NMR (300 MHz, DMSO) ¢: 177,42; 168,97; 151,42; 145,82; 144,72; 143,64; 142,71; 139,83;
138,39; 129,73; 128,64; 128,51; 126,43; 125,84; 105,75; 81,32; 80,16; 78,55; 73,64; 72,81; 71,94;
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54,35; 46,78; 45,07, 44,62; 42,41; 40,34; 39,57; 31,83; 25,96; 22,73; 20,43; 17,88; 14,43; 10,73; 9,32;
7,44; 7,53

Priprava 9-deokso-9a-aza-9a-(3-karboksipropil)-9a-homoeritromicin A (190)

Prema opc¢em postupku T iz spoja 81 (1,7 g; 2 mmol) dobiveno je 1,6 g (98 %) Cistog spoja 190.
Cisto¢a, HPLC/MS: 95 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 807,67 (teor. 807,51)

IR (KBr) cm™: 3444, 2974, 2938, 2878, 2835, 1721, 1574, 1461, 1405, 1379, 1352, 1319, 1267, 1167,
1112, 1054, 1012, 956, 897, 865, 835, 805, 776, 729, 672

Priprava 3-O-dekladinozil-9-deokso0-9a-aza-9a-(3-karboksipropil)-9a-homoeritromicin A (191)
Spoj 81 (1 g; 1.22 mmol) je otopljen u THF-u (7 mL) te je dodana otopina LiOH-H,O (100 mg; 2,4
mmol) u destiliranoj vodi (7 mL). Reakcijska je smjesa mijeSana na sobnoj temperaturi 10 minuta. U
reakcijsku je smjesu potom dodana 0.1 M HCI (8 mL) i voda (10 mL), te je nastavljeno mijeSanje
reakcijske smjese na sobnoj temperaturi jo$ 2 sata. THF je uparen, a ostatak je zaluzen s NaOH na pH
12. Smjesa je ekstrahirana s CH,Cl, (2 x 20 mL) uz dodatak NaCl. Organski su slojevi spojeni,
posuseni iznad bezvodnog Na,SO,, profiltrirani i upareni do suha. Dobiveno je 730 mg sirovog
produkta koji je procis¢en kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH 6:1:0,1 kao eluens.
Dobiveno je 680 mg (88 %) Cistog produkta 191.

Cisto¢a, HPLC/MS: 98 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 649.56 (teor. 649.42)

IR (KBr) cm™: 3433, 2975, 2937, 2879, 1723, 1582, 1463, 1382, 1352, 1324, 1267, 1171, 1111, 1075,
1052, 1006, 958, 898, 865, 835, 754, 671

C NMR (DMSO, 300 MHz) J: 175,16; 173,83; 102,92; 76,31; 75,93; 75,67; 74,39; 73,53; 70,09;
68,14; 64,49; 43,61; 40,22; 40,18; 38,52; 36,21; 32,85; 30,33; 28,46; 26,26; 21,44; 21,29; 20,98;
17,82; 15,86; 10,59; 8,20

Priprava konjugata celekoksiba i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 192

Prema opéem postupku D iz spoja 190 (234 mg; 0,29 mmol) i celekoksiba (27) (110 mg; 0,29 mmol)
dobiven je sirovi produkt koji je prociS¢en kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH
6:1:0,1 kao eluens. Dobiveno je 81 mg produkta 192 u kojem je prisutno oko 60 % 9-deokso-9a-aza-
9a-homoeritromicin A (55). 9-Deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (55) se niti ponovnim ¢is¢enjem
kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH 90:9:1,5 kao eluens nije mogao ukloniti.
Nakon toga je pokuSano ciS¢enjem kromatografijom na stupcu (kolona punjena sephadeksom) uz
CHCI; kao eluens, ali se niti na taj naCin nije uspio ukloniti prisutan 9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicin A (55).

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 40 %
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HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1170,68 (teor. 1170,58)
735,69 (teor. 735,49 = spoj 55)

Priprava konjugata celekoksiba i derivata 3-O-dekladinozil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A 193
Prema opéem postupku D iz spoja 191 (188 mg; 0,29 mmol) i celekoksiba (27) (110 mg; 0,29 mmol)
dobiven je sirovi produkt koji je pro¢iséen kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH
6:1:0,1 kao eluens. Dobiveno je 44 mg produkta 193 u kojem je prisutno oko 70 % spoja 87. Spoj 87
se niti ponovnim ¢is¢enjem kromatografijom na stupcu uz CH,Cl:MeOH:NH,OH 90:9:1,5 kao
eluens nije mogao ukloniti.
Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 30 %
HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1012,58 (teor.: 1012,49)

735,69 (teor. 735,49 =spoj 87)

Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A 194
Prema op¢em postupku D iz spoja 190 (242 mg; 0,3 mmol) i spoja 177 (153 mg; 0,3 mmol), nakon
¢iS¢enja kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH 6:1:0,1 i CH,Cl,:MeOH:NH,OH
90:9:1,5 kao eluense, dobiveno je 57 mg (15 %) Cistog spoja 194.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 94 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1297,38 (teor. 1297,68)

IR (KBr) cm™: 3433, 2972, 2935, 1726, 1655, 1648, 1597, 1561, 1499, 1472, 1376, 1271, 1237, 1164,
1136, 1086, 1055, 1012, 977, 897, 841, 805, 758, 615

C NMR (300 MHz, CDCls) J: 184,83; 178,23; 177,24; 176,42; 146,35; 145,57; 141,73; 139,67,
139,13; 129,64; 128,78; 127,34; 126,93; 124,47; 105,69; 103,21; 96,51; 80,42; 79,81; 78,29; 75,33;
74,94; 74,36; 73,09; 71,27; 69,32; 64,95; 64,37; 49,73; 45,84; 41,72; 35,54; 29,85; 29,32; 27,43;
25,16; 24,46; 23,22; 22,18; 21,55; 21,04; 20,64; 18,27; 17,45; 16,73; 15,48; 10,53; 9,84; 8,49

Priprava metil-N-(terc-butoksikarbonil)-N-((4-(5-metil-3-fenilizoksazol-4-
iDfenil)sulfonil)glicinata (195)

Prema opéem postupku S iz valdekoksiba (32) (800 mg; 2,54 mmol), DMAP (155 mg; 1,27 mmol), di-
terc-butil-dikarbonata (1,82 mL; 7,63 mmol) i TEA (0,42 mL; 3,04 mmol), metil-bromacetata (0,59
mL; 6,35 mmol) i K,CO; (720 mg; 5,08 mmol) dobiveno je 990 mg (80 %) Cistog spoja 195.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 96 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 487,32 (teor.: 487,15)

IR (KBr) cm™: 3449, 3096, 3072, 3004, 2985, 2933, 1759, 1746, 1624, 1593, 1561, 1499, 1466, 1448,
1424, 1397, 1353, 1319, 1288, 1223, 1176, 1143, 1087, 1029, 1015, 979, 962, 937, 907, 850, 808,
778,763,743, 701, 658, 646
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'"H NMR (DMSO, 300 MHz) &: 8,04 (d,2H); 7,43 (m,7H); 4,60 (s,2H); 3,71 (s,3H); 2,48 (s,3H); 1,23
(s,9H)

3C NMR (DMSO, 300 MHz) &: 169,07; 168,06; 160,49; 149,93; 138,53; 135,60; 130,23; 129,98;
128,37; 128,31; 114,16; 84,90; 52,46; 46,82; 27,38; 11,51

Priprava metil-N-((4-(5-metil-3-fenilizoksazol-4-il)fenil)sulfonil)glicinata (196)

Prema opéem postupku R iz spoja 195 (930 mg; 1,9 mmol), nakon ¢iS¢enja kromatografijom na stupcu
uz CH,Cl,:MeOH:NH4OH 90:9:1.5 kao eluens, dobiveno je 712 mg (97 %) Cistog spoja 196.

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 96 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 387,35 (teor. 387,09)

IR (KBr) cm™: 3449, 3300, 3068, 2959, 2920, 2854, 1931, 1759, 1736, 1658, 1626, 1596, 1566, 1546,
1495, 1464, 1439, 1414, 1394, 1368, 1340, 1302, 1281, 1243, 1215, 1167, 1136, 1093, 1028, 1014,
977,960, 914, 834, 779, 744, 725, 698, 654

'H NMR (DMSO, 300 MHz) d: 7,80 (d,2H); 7,41 (m,7H); 3,77 (s,2H); 3,51 (s,3H); 2,47 (s,3H).

BC NMR (DMSO, 300 MHz) & : 185,49; 169,50; 167,83; 160,74; 140,01; 134,05; 130,29; 129,93;
128,98; 128,44; 128,31; 127,03; 114,30; 51,88; 43,87; 11,50

Priprava N-((4-(5-metil-3-fenilizoksazol-4-il)fenil)sulfonil)glicina (197)

Prema opéem postupku T iz spoja 196 (650 mg; 1,68 mmol) dobiveno je 600 mg (96 %) Cistog spoja
197.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 99 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 373,30 (teor. 373,08)

IR (KBr) cm™: 3324, 2972, 2922, 2701, 2636, 2585, 2518, 1930, 1745, 1626, 1596, 1578, 1497, 1468,
1446, 1422, 1397, 1377, 1336, 1308, 1280, 1242, 1204, 1184, 1167, 1114, 1093, 1028, 1014, 1001,
968, 922, 877, 834, 783, 758, 746, 730, 714, 670

'H NMR (DMSO, 300 MHz) ¢: 7,81 (d,2H); 7,41 (m,7H); 3,60 (s,2H); 2,49 (s,3H)

C NMR (DMSO, 300 MHz) 6: 170,37; 167,80; 160,73; 140,12; 133,95; 130,24; 129,92; 128,99;
128,43; 128,30; 127,03; 114,30; 43,97; 11,52

Priprava konjugata derivata valdekoksiba i derivata 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A
198

Prema opéem postupku D iz spoja 197 (112 mg; 0,3 mmol) i spoja 85 (230 mg; 0,3 mmol), nakon
¢iS¢enja kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH4OH 90:9:1,5 kao eluens, dobiveno je 266
mg (77 %) Cistog spoja 198.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 96 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1147,19 (teor. 1146,62)
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IR (KBr) em™: 3423, 2972, 2937, 2878, 2833, 2789, 1720, 1671, 1619, 1597, 1545, 1459, 1421, 1377,
1336, 1282, 1244, 1165, 1109, 1094, 1075, 1053, 1013, 1000, 962, 902, 839, 806, 775, 757, 745, 728,
698, 655

'"H NMR (CDCls, 500 MHz) &: 7,89 (d,2H); 7,39 (m,4H); 7,30 (d,2H); 7,26 (s,1H); 5,00 (d,1H); 4,45
(d,1H); 4,15 (m,2H); 3,73 (s,3H); 3,66 (d,2H); 3,57 (m,3H); 3,32 (s,3H); 3,25 (s,3H); 3,02 (t,2H); 2,86
(s,2H); 2,49 (s,3H); 2,36 (s,6H); 2,21 (d,2H);1,90 (m,6H); 1,54 (m,3H);1,39 (s,3H); 1,34 (d,3H); 1,25
(s,3H); 1,22 (t,6H); 1,08 (m,3H); 1,01 (d,3H); 0,87 (t,3H)

3C NMR (CDCl;, 500 MHz) J: 167,32; 161,11; 138,80; 135,20; 130,27; 129,72; 128,76; 128,47;
127,65; 114,55; 102,95; 96,21; 79,51; 77,79; 74,99; 74,69; 72,77; 70,72; 68,83; 66,14; 65,73; 49,49;
45,79; 43,46; 40,39; 34,91; 22,87; 21,48; 21,36; 21,19; 18,36; 16,71; 15,45; 11,79; 11,02

Priprava konjugata derivata valdekoksiba i derivata 3-O-dekladinozil-5-O-dedesozaminil-9-
deokso-9a-aza-9a-homoeritromicina A spoja 199

Prema op¢em postupku D iz spoja 197 (75 mg; 0,2 mmol) i spoja 93 (95 mg; 0,2 mmol), nakon
¢iS¢enja kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH 90:9:1,5 kao eluens, dobiveno je 85
mg (51 %) Cistog spoja 199.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 93 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 832,30 (teor. 832,41)

IR (KBr) cm™: 3423, 2973, 2935, 2877, 1719, 1655, 1550, 1459, 1420, 1396, 1376, 1341, 1280, 1243,
1163, 1094, 1053, 1014, 962, 903, 842, 775, 745, 728, 698, 656

'H NMR (CDCl;, 500 MHz) é: 7,90 (d,2H); 7,39 (m,4H); 7,30 (d,2H); 7,27 (s,1H); 3,85 (s,2H); 3,69
(s,3H); 3,57 (s,2H); 3,24 (m,3H); 3,14 (s,2H); 2,93 (m,3H); 2,64 (m,2H); 2,48 (s,3H); 2,04 (m,2H);
1,88 (m,2H); 1,57 (m,3H); 1,39 (m,2H); 1,31 (s,3H); 1,23 (m,3H); 1,21 (s,2H); 1,13 (s,3H);1,01
(d,3H); 0,97 (d,3H); 0,82 (t,3H)

C NMR(CDCls, 500 MHz) ¢: 185,84; 176,73; 169,00; 167,38; 161,08; 138,40; 135,37; 130,33;
129,74; 128,76, 128,46; 128,41; 127,62; 114,45; 83,23; 79,85; 74,72; 74,43; 50,89; 45,75; 43,87,
37,36; 34,82; 29,63, 27,84; 27,13; 25,42; 21,67; 21,42; 16,65; 15,30; 11,80; 10,58; 7,61; 7,24

Priprava Kkonjugata derivata valdekoksiba i derivata 3-O-dekladinozil-9-deokso-9a-aza-9a-
homoeritromicina A 200

Spoj 198 (113 mg: 0,1 mmol) otopljen je u destiliranoj vodi (5 mL) i konc. HCI (1 mL). Reakcijska je
smjesa mijesana na sobnoj temperaturi 2 sata. Dodan je CH,Cl, (10 mL) te je nakon muckanja
odijeljen sloj CH,Cl,. Vodeni je sloj zaluzen do pH 7-8 i ekstrahiran je s CH,Cl, (2x10 mL). Vodeni je
sloj zaluzen s NaOH do pH 9 i do pH 10 i oba je puta ekstrahiran s CH,Cl, (2x10 mL). Organski su
slojevi pri pH 7-8, 9 1 10 spojeni, posuseni iznad bezvodnog Na,SO, i upareni do suha. Dobiveno je 80
mg (81 %) Cistog produkta 200.

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 93 %
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HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 988,84 (teor. 988,52)

IR (KBr) cm™: 3448, 2971, 2938, 2878, 1708, 1597, 1545, 1459, 1420, 1378, 1342, 1262, 1165, 1109,
1096, 1074, 1050, 979, 958, 932, 902, 862, 839, 802, 776, 745, 728, 698, 654

'"H NMR (CDCls, 500 MHz) 6: 7,87 (d,2H); 7,39 (m,4H); 7,32 (d,2H); 7,27 (s,1H); 4,85 (d,1H); 4,40
(d,1H); 4,18 (m,1H); 3,69 (m,2H); 3,66 (s,2H); 3,61 (m,2H); 3,20 (m,3H); 2,83 (s,2H); 2,62 (m,2H);
2,53 (m2H); 2,47 (s,3H); 2,26 (s,6H); 1,87 (m,3H); 1,62 (m,2H); 1,53 (m,3H); 1,35 (s,3H); 1,25
(m,9H); 1,15 (s,3H); 1,09 (s,2H); 1,03 (d,3H); 0,94 (d,3H); 0,86 (t,3H)

3C NMR (CDCl;, 500 MHz) §: 167,34; 161,12; 138,60; 135,44; 130,36; 129,76; 128,78; 128,48;
127,58; 114,48; 106,40; 74,61; 74,33; 70,19; 65,53; 45,93; 44,71; 40,24; 37,47; 28,10; 21,17; 21,14;
18,31; 16,49; 15,91; 11,80; 10,76; 7,87; 1,02

Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata klaritromicina 201

Prema opéem postupku D iz spoja 166 (70 mg; 0,159 mmol) i spoja 145 (126 mg; 0,159 mmol), nakon
¢iS¢enja kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:MeOH:NH,OH 90:8:1 ko eluens, dobiveno je 92 mg
Cistog spoja 201 i 62 mg manje spoja 201.

R; (CH,Cl,:CH30H:NH4OH 90:9:1,5) = 0,49

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 96,61 % (UV) i 87,90 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1212,80 (teor. 1212,59)

IR (KBr) cm™: 3444, 2973, 2939, 2881, 2834, 1732, 1681, 1598, 1538, 1499, 1471, 1409, 1377, 1345,
1271, 1238, 1166, 1132, 1110, 1054, 1010, 976, 935, 903, 892, 843, 806, 759, 723, 697, 666, 616

C NMR (300 MHz, CDCls) §: 220,76, 175,60, 145,32, 144,27, 143,96, 139,89, 138,95, 129,83,
128,69, 128,31, 125,62, 125,47, 106,34, 96,13, 81,68, 78,63, 78,21, 77,61, 74,24, 72,96, 69,16, 66,32,
50,56, 49,39, 45,76, 45,12, 45,03, 39,20, 38,81, 35,01, 24,70, 21,45, 21,34, 21,12, 21,08, 19,78, 18,65,
17,96, 16,09, 15,93, 12,31, 10,60, 9,71

Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata eritromicin A oksima 202

Prema opcéem postupku D iz spoja 166 (78 mg; 0,177 mmol) i spoja 155 (150 mg, 0,178 mmol), nakon
¢is¢enja kromatografijom na stupcu uz CH,Cl,:CH;0H:NH,OH 90:9:1,5 kao eluens, dobiveno je 100
mg Cistog spoja 202 i 35 mg spoja 202 u smjesi.

R (CH,Cl,:CH30H:NH4OH 90:9:1,5) = 0,41

Cistoéa, HPLC/MS-UV: 96,77 % (UV), 92,07 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1269,76 (teor. 1269,65); [(M+2H)*"] 635,77 (teor. 635,32)

IR (KBr) cm™: 3429, 2973, 2937, 2877, 2788, 1735, 1672, 1598, 1544, 1499, 1471, 1408, 1376, 1344,
1273, 1238, 1165, 1136, 1095, 1053, 1013, 976, 956, 894, 841, 806, 761, 727, 698

BC NMR (300 MHz, CDCl3) §: 175,91, 170,99, 167,55, 145,25, 142,69, 139,85, 138,71, 129,82,
128,71, 128,30, 125,70, 125,47, 106,35, 102,39, 96,20, 83,48, 79,71, 77,80,75,39, 74,16, 73,36, 72,87,
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70,96, 70,76, 68,29, 65,81, 65,67, 49,46, 45,63, 44,79, 40,49, 39,33, 38,89, 37,65, 35,02, 32,89, 28,87,
28,41, 27,02, 26,37, 25,76, 25,12, 21,45, 21,35, 21,23, 21,07, 18,71, 18,49, 16,28, 14,54, 10,72, 9,38

Priprava konjugata derivata celekoksiba i 9(S)-eritromicilamina 204

Prema opéem postupku D iz spoja 166 (120 mg; 0,272 mmol) i spoja 203 (200 mg; 0,272 mmol),
nakon  CiS¢enja  kromatografijom na  stupcu uz CH,ClL:CH;OH:NH,OH 90:8:1 i
CH,Cl,:CH;0H:NH4OH 90:9:1,5 kao eluense, dobiveno je 109 mg (34,59 %) spoja 204.

Rs (CH,Cl,:CH30H:NH4OH 90:9:1,5) = 0,43

Cisto¢a, HPLC/MS-UV: 99,21 % (UV), 94,10 % (MS)

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1156,59 (teor. 1156,56)

IR (KBr) cm™: 3477, 2975, 2938, 2881, 2834, 2788, 1735, 1676, 1618, 1599, 1529, 1500, 1472, 1457,
1408, 1376, 1342, 1273, 1238, 1164, 1136, 1110, 1095, 1054, 1015, 976, 957, 901, 841, 806, 761,
744,722, 693

Priprava 3-O-dekladinozil-klaritromicin (205)

Klaritromicin 36 (3,0 g; mmol) je otopljen u 10 %-tnoj otopini HCI te je reakcijska smjesa mijeSana
na sobnoj temperaturi 4 sata. Dodana je zasi¢ena otopina NaCl i pH je prilgoden (podesSen) na 8 s
NH4OH. Nakon ekstrakcije s EtOAc, organski su slojevi posuSeni iznad K,COs;i upareni do suha.
Dobiveno je 2,077 g spoja 205, koji je koristen za sljedeci korak sinteze bez prethodnog ¢iscenja.

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]™ 590,29 (teor. 590,38)

Priprava 3-O-dekladinozil-2'-O-acetil-klaritromicin (206)
Prema opc¢em postupku H iz spoja 205 (2,077 g) dobiveno je 2,288 g spoja 206.
HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 632,50 (teor. 632,39)

Priprava 3-dehidro-3-okso-2'-O-acetil-klaritromicina (207)

Spoj 206 (2,2 g; 3, 486 mmol) je otopljen u suhom CH,Cl, (25 mL) u tikvicu propuhanu argonom.
Zatim je dodan DMSO (2,465 mL) i EDC-HCI (4,2 g; 2,397mmol). Potom je polako dodana otopina
piridintrifluoroacetata (2,052 g; 10,458 mmol) u CH,Cl, (3 mL). Reakcijska je smjesa mijeSana na
sobnoj temperaturi 4 sata. Nakon toga je dodana voda (290 mL). Nakon 10 minuta mijeSanja otopina
je izlivena u CH,Cl, (100 mL), slojevi su odijeljeni, organski je sloj ispran vodom, posusSen iznad
K,CO;j i uparen do suha. Sirovi je produkt (zuta pjena) potom proc¢is¢en kromatografijom na stupcu uz
diizopropileter:trietilamin 90:10 kao eluens. Dobiveno je 605 mg spoja 207 te 450 mg spoja kojem je
skinuta acetilna zastita na polozaju 2'.

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 630,41 (teor. 630,38)

Cisto¢a, HPLC/MS: 85,3 %

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH] 588,28 (teor. 588,37) - spoj bez acetilne zastite
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Cisto¢a, HPLC/MS: 75,3 %

Priprava 2'-O-acetil-10,11-anhidro-12-(imidazol-1-karboniloksi)-3-O-dekladinozil-3-okso-
klaritromicin (208)

Prema opc¢em postupku R iz spoja 207 (464 mg) dobiveno je 354 mg spoja 208.

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 706,22 (teor. 706,38)

Priprava konjugata derivata celekoksiba i derivata ketolida 209

U MeOH (5 mL) otopljen je spoj 208 (116 mg; 0,164 mmol) te je u otopinu dodan spoj 174 (172 mg;
0,328 mmol). Reakcijska je smjesa mijeSana na 55 °C 3 dana, otapalo je upareno. Sirovi je produkt
potom procis¢en kromatografijom n stupcu uz CH,Cl,:CH;0H:NH,OH 90:8:1 kao eluens. Dobiveno
je 19 mg spoja 209.

HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1119,65 (teor. 1119,52)
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Tablica 5. Sintetizirani konjugati NSAID-a i makrolida

Konjugat

Spoj

Struktura

NSAID

Makrolid

83a

indometacin (2)

9-deokso-9a-aza-9a-(3-
hidroksipropil)-9a-

homoeritromicin A (82)

83b

S-(+)-ibuprofen (4a)

9-deokso-9a-aza-9a-(3-
hidroksipropil)-9a-

homoeritromicin A (82)

83c

flurbiprofen (15)

9-deokso-9a-aza-9a-(3-
hidroksipropil)-9a-

homoeritromicin A (82)

86a

I

indometacin (2)

9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (85)

86b

- z
S o~
o &7
o;:>—

X o
—0 )

o

I

flufenamska kiselina

(74)

9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (85)

86¢

Z

HO,,

2 o
—3 )

o

I

S-(+)ibuprofen (4a)

9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (85)
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86d

flurbiprofen (15)

9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (85)

86e

ketoprofen (11)

9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (85)

86f

acetilsalicilna kiselina

Q)

9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (85)

86g

fenbufen (13)

9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (85)

86h

indoprofen (16)

9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (85)

86i

fenoprofen (14)

9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (85)
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86

S-(+)-ketoprofen (11a)

9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (85)

86k diflunisal (5) 9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (85)

861 tolfenamska kiselina 9-deokso-9a-aza-9a-(3-
(21) aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (85)

S6m zomepirak (80) 9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (85)

86n diklofenak (7) 9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (85)

860 naproksen (12) 9-deokso-9a-aza-9a-(3-

aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (85)
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90a indometacin (2) 3-0-dekladinozil-9-
deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (89)

90b fluniksin (73) 3-0-dekladinozil-9-
deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (89)

flufenamska kiselina 3-0-dekladinozil-9-
(74) deokso-9a-aza-9a-(3-

90c¢

aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (89)

90d ibuprofen (4) 3-0-dekladinozil-9-
deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (89)

90e flurbiprofen (15) 3- O-dekladinozil-9-
deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (89)

90f ketoprofen (11) 3-0-dekladinozil-9-
deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (89)

90¢g diflunisal (5) 3-0-dekladinozil-9-
deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (89)

tolfenamska kiselina 3-0-dekladinozil-9-

(21) deokso-9a-aza-9a-(3-

90h

aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (89)
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94a

indometacin (2)

3-0-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (93)

94b

fluniksin (73)

3-0-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (93)

94c

flufenamska kiselina

(74)

3-0-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (93)

94d

diflunisal (5)

3-0-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (93)

94e

tolfenamska kiselina

21

3-0-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (93)

94f

mefenamska kiselina

(18)

3-0-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (93)

94¢g

meklofenamska kiselina

(20)

3-0-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (93)
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94h

etodolak (8)

3-0-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (93)

98a

indometacin (2)

3-0-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-(4-aminobutil)-
9a-homoeritromicin A

CH)

98b

fluniksin (73)

3-0-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-(4-aminobutil)-
9a-homoeritromicin A

o7

98¢

flufenamska kiselina

(74)

3-0-dekladinozil-5-0O-
dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-(4-aminobutil)-
9a-homoeritromicin A

CH)

102a

indometacin (2)

3-0-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-(6-
aminoheksil)-9a-

homoeritromicin A (101)

102b

fluniksin (73)

3-0-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-(6-
aminoheksil)-9a-

homoeritromicin A (101)

102¢

flufenamska kiselina

(74)

3-0-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-(6-
aminoheksil)-9a-

homoeritromicin A (101)
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106a

indometacin (2)

9-deokso-9a-aza-9a-[3-(2-
amino-acetilamino)-
propil]-9a-

homoeritromicin A (105)

106b

flufenamska kiselina

(74)

9-deokso-9a-aza-9a-[3-(2-
amino-acetilamino)-
propil]-9a-

homoeritromicin A (105)

112

indometacin (2)

3'-N-demetil-3'-N-etil- 9-
deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (110)

113a

indometacin (2)

3'-N-demetil-3'-N-acetil —
9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (111)

113b

fluniksin (73)

3'-N-demetil-3'-N-acetil —
9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (111)

113c¢

flufenamska kiselina

(74)

3'-N-demetil-3'-N-acetil —
9-deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (111)
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115a

indometacin (2)

3'-N-demetil — 9-deokso-
9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (114)

115b

flufenamska kiselina

(74)

3'-N-demetil — 9-deokso-
9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (114)

119a

indometacin (2)

3'-N-demetil-3'-N-(3-
aminopropil)-9-deokso-
9a-aza-9a-metil-9a-

homoeritromicin A (118)

119b

fluniksin (73)

3'-N-demetil-3'-N-(3-
aminopropil)-9-deokso-
9a-aza-9a-metil-9a-

homoeritromicin A (118)

119¢

flufenamska kiselina

(74)

3'-N-demetil-3'-N-(3-
aminopropil)-9-deokso-
9a-aza-9a-metil-9a-

homoeritromicin A (118)

120a

indometacin (2)

3-0-dekladinozil-3'-N-
demetil-3'-N-(3-
aminopropil)-9-deokso-
9a-aza-9a-metil-9a-

homoeritromicin A

120b

fluniksin (73)

3-0-dekladinozil-3'-N-
demetil-3'-N-(3-
aminopropil)-9-deokso-
9a-aza-9a-metil-9a-

homoeritromicin A
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120c¢

flufenamska kiselina

(74)

3-0-dekladinozil-3'-N-
demetil-3'-N-(3-
aminopropil)-9-deokso-
9a-aza-9a-metil-9a-

homoeritromicin A

127

indometacin (2)

4"-(N-(2-aminoetil)-
aminometil))-9-deokso-
9a-aza-9a-metil-9a-

homoeritromicin A (124)

128

indometacin (2)

4"-(N-(4-aminobutil)-
aminometil))-9-deokso-
9a-aza-9a-metil-9a-

homoeritromicin A (125)

129

indometacin (2)

4"-(N-(5-aminopentil)-
aminometil))-9-deokso-
9a-aza-9a-metil-9a-

homoeritromicin A (126)

134

indometacin (2)

9-deokso-9a-aza-11-(2-
amino-etilkarbamoiloksi)-
9a-metil-9a-

homoeritromicin A (131)

135

indometacin (2)

9-deokso-9a-aza-11-(4-
amino-
butilkarbamoiloksi)-9a-
metil-9a- homoeritromicin

A (132)

136

indometacin (2)

9-deokso-9a-aza-11-(5-
amino-
pentilkarbamoiloksi)-9a-

metil-9a- homoeritromicin

A (133)
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142a derivat fluniksina 3-0-dekladinozil-5-O-
(141a) dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-metil-9a-
homoeritromicin A 11,12
cikli¢ki karbonat (138)
142b derivat flufenamske 3-0O-dekladinozil-5-O-
kiseline (141b) dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-
homoeritromicin A 11,12
ciklicki karbonat (138)
146a indometacin (2) 3'-N-demetil-3'-N-(3-
aminopropil)-
klaritromicin (145)
146b fluniksin (73) 3'-N-demetil-3'-N-(3-
aminopropil)-
klaritromicin (145)
146¢ flufenamska kiselina 3'-N-demetil-3'-N-(3-
(74) aminopropil)-
klaritromicin (145)
150a indometacin (2) 3'-N-demetil-3'-N-(3-

aminopropil)-eritromicin

A oksim (149)
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150b fluniksin (73) 3'-N-demetil-3'-N-(3-
aminopropil)-eritromicin
A oksim (149)
157 fluniksin (73) 9(E)-O-(3-aminopropil)-
eritromicin A oksim (154)
158 indometacin (2) 9(E)-O-(6-aminoheksil)-
eritromicin A oksim (155)
163 derivat flufenamske 4"-O-propenoil-
kiseline (161) klaritromicin (162)
178 /ij\N/\/\ N-((4-(5-(4-metilfenil)- | 9-deokso-9a-aza-9a-(3-
K 3-(trifluorometil)- aminopropil)-9a-
pirazol-1- homoeritromicin A (85)
iD)fenil)sulfonil)glicin
(166)
179 Y /nﬂN N-((4-(5-(4-metilfenil)- | 3'-N-demetil-3'-N-acetil-
) 3-(trifluorometil)- 9-deokso-9a-aza-9a-(3-
pirazol-1- aminopropil)-9a-
iD)fenil)sulfonil)glicin homoeritromicin A (111)
(166)
?
180 oo N-((4-(5-(4-metilfenil)- | 3-O-dekladinozil-9-

3-(trifluorometil)-
pirazol-1-
iD)fenil)sulfonil)glicin
(166)

deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-

homoeritromicin A (89)
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181 N-((4-(5-(4-metilfenil)- | 3-O-dekladinozil-5-O-
3-(trifluorometil)- dedesozaminil-9-deokso-
pirazol-1- 9a-aza-9a-(3-aminopropil)
iD)fenil)sulfonil)glicin 9a-homoeritromicin A
(166) 93)

182 N-((4-(5-(4-metilfenil)- | 9-deokso-9a-aza-11-(4-
3-(trifluorometil)- amino-
pirazol-1- butilkarbamoiloksi)-9a-
il)fenil)sulfonil)glicin metil-9a- homoeritromicin
(166) A (132)

183 N-((4-(5-(4-metilfenil)- | 3'-N-demetil-3'-N-(3-
3-(trifluorometil)- aminopropil)- 9-deokso-
pirazol-1- 9a-aza-9a-metil-9a-
iD)fenil)sulfonil)glicin homoeritromicin A (118)
(166)

184 N-((4-(5-(4-metilfenil)- | 4"-(N-(2-aminoetil)-
3-(trifluorometil)- aminometil))-9-deokso-
pirazol-1- 9a-aza-9a-metil-9a-
iD)fenil)sulfonil)glicin homoeritromicin A (124)
(166)

188 derivat celekoksiba 177 | 3-O-dekladinozil-6-O-
propenoil-9-deokso-9a-
aza-9a-metil-9a-
homoeritromicin A (187)

189 derivat celekoksiba 172 | 3-O-dekladinozil-5-O-
dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-
homoeritromicin A 11,12
cikli¢ki karbonat (138)

194 derivat celekoksiba 177 | 9-deokso-9a-aza-9a-(3-

karboksipropil)-9a-

homoeritromicin A (190)
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198 derivat valdekoksiba 9-deokso-9a-aza-9a-(3-

197 aminopropil)-9a-
homoeritromicin A (85)

199 derivat valdekoksiba 3-0-dekladinozil-5-O-

197 dedesozaminil-9-deokso-
9a-aza-9a-(3-aminopropil)
9a-homoeritromicin A
93)

200 derivat valdekoksiba 3-0-dekladinozil-9-

197 deokso-9a-aza-9a-(3-
aminopropil)-9a-
homoeritromicin A (89)

201 N-((4-(5-(4-metilfenil)- | 3'-N-demetil-3'-N-(3-
3-(trifluorometil)- aminopropil)-
pirazol-1- klaritromicin (145)
iD)fenil)sulfonil)glicin
(166)

202 N-((4-(5-(4-metilfenil)- | 9(E)-O-(6-aminoheksil)
3-(trifluorometil)- eritromicin A oksim (155)
pirazol-1-
il)fenil)sulfonil)glicin
(166)

204 N-((4-(5-(4-metilfenil)- | 9(S)-eritromicilamin (203)
3-(trifluorometil)-
pirazol-1-
iD)fenil)sulfonil)glicin
(166)

209 derivat celekoksiba 175 | 2'-O-acetil-10,11-anhidro-

12-(imidazol-1-
karboniloksi)-3-0O-
dekladinozil-3-okso-
klaritromicin (208)
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3.4. Bioloska ispitivanja i rezultati

Svi pripravljeni spojevi podvrgnuti su in vitro ispitivanjima. Ispitana je njihova djelotvornost

na inhibiciju produkcije TNF-a te inhibiciju COX-1 i COX-2 enzima.

Takoder je veéini sintetiziranih spojeva odredena minimalna inhibicijska koncentracija (MIK,

engl. minimal inhibitory concentration) na vise sojeva mikroorganizama.

Djelovanje veéine sintetiziranih konjugata izmedu NSAID-a i makrolida na inhibiciju

produkcije TNF-a te inhibiciju COX-1 i COX-2 enzima prikazani su u Tablici 6.

Tablica 6. Inhibicija COX-1 i COX-2 te inhibicija produkcije TNF-a.

Spoj 8a |[8b ([(86c |[86d ([86e |[86f |[86n |[90a | 90b

90c

90e

Inhibicija
produkcije ++ +++ + ++ - - + T+ +
TNF-a

++

Inhibicija
COX-1

Inhibicija
COX-2

++ — — — — — — — —

Spoj 9f ([(90g [(90h (94a [94b |94c |94d |94e | 94f

94g

94h

Inhibicija
produkcije - + ++ + - ++ + ++ ++
TNF-a

Inhibicija
COX-1

Inhibicija
COX-2

Spoj 96 106a | 106b | 112 113a | 113b | 113c¢ | 115a | 115¢

119a

119b

Inhibicija
produkcije - + + - - ++ + - ++
TNF-a

et

Inhibicija
COX-1

ND | - - - - - - - -

Inhibicija
COX-2

ND | - - - - - - - -
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Nastavak Tablice 6. Inhibicija COX-1 i COX-2 te inhibicija produkcije TNF-a.

Spoj 119¢

120a

120b

120¢

127

128

129

134 135

136 142a

Inhibicija
produkcije ++
TNF-a

++

++

++

ek

Inhibicija
COX-1

Inhibicija
COX-2

Spoj 142b

142a

146b

146¢

150a

150b

157

178 180

181 209

Inhibicija
produkcije -
TNF-a

o+

++

++

++

++

e

e -

- e

Inhibicija
COX-1

Inhibicija
COX-2

e -

|

+ : inhibicija ve¢a od 60 % u koncentraciji od 10 uM

++ : inhibicija veéa od 60 % u koncentraciji od 10i 3 uM

+++ : inhibicija veca od 60 % u koncentraciji od 10,311 uM

ND : nije testirano

Za pojedine polazne spojeve (nesteroidne protuupalne kiseline) kao i za pripravljene konjugate

ispitana je samo TNF-a djelotvornost §to je prikazano u Tablici 7.

Tablica 7. Inhibicija produkcije TNF-q.

Spoj 2 20 27 32 47 73 | 83a | 83b | 83c | 86a | 86d | 90d
Inhibicija

- - — - - — |+ |+ + |+ | - +
produkcije TNF-a
Spoj 106a | 106b | 112 | 113a | 113c | 119¢ | 129a | 142a | 142b | 146a | 146¢
Inhibicija

- + - - - ++ |+t - - - -
produkcije TNF-a
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Nastavak Tablice 7. Inhibicija produkcije TNF-a

Spoj 150a | 150c | 157 | 158 [ 163 | 165 | 166 | 178 | 179 | 180 | 181 | 182 | 183
Inhibicija

- + el I e T B e I e e I e I
produkcije TNF-a
Spoj 184 | 189 [ 195 (196 | 197 | 198 | 199 | 200 | 201 | 202 | 204
Inhibicija

+++ | - + + - ++ | - + | =+ | +
produkcije TNF-a

+ : inhibicija veéa od 60 % u koncentraciji od 10 uM

++ : inhibicija veca od 60 % u koncentraciji od 10i 3 uM

+++ : inhibicija veca od 60 % u koncentraciji od 10, 31 1 uM

1Cso vrijednosti (koncentracija koja uzrokuje 50 % inhibicije) na COX-2 nekih derivata

celekoksiba i valdekoksiba, kao i1 njihovih konjugata s makrolidima prikazani su u Tablici 8.

Tablica 8. ICs, vrijednosti inhibicije COX-2 nekih derivata celekoksiba i valdekoksiba

Spoj 27

31

32

164

165

166

195

196

197

198

199

200

209

ICso (uM) | 0,02

0,01

0,007

>10

7

8

>10

5

>10

>10

>10

>10

0,02

Na Slici 24 usporedena je djelotvornost spoja 86a na COX-1 i COX-2 izoenzime u odnosu na

polazni nesteroidni protuupalni lijek, indometacin te nesteroidni protuupalni lijek, ibuprofen.

Takoder je za spoj 86a i za njegove polazne podjedinice (indometacin i azitromicin) ispitana

TNF-a inhibicija u LPS stimuliranim RAW 264,7 stanicama (Slika 25).
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COX-1 inbibicija

100 _
80
S @10 pM
= 60 H
=l E1lpuM
g 40 00,1 pM
= 00,01 uM
20 H
indometacin 86a ibuprofen
COX-2 inhibicija
100
<
80 @10 pM
S m1pM
= 60 A
S 00,1 puM
f__i 40 00,01 pM
20
indometacin 86a ibuprofen

Slika 24. Inhibicija COX-1 i COX-2 izoenzima konjugata 86a i poredbenih supstancija indometacina i

ibuprofena

inhibicija (%)

100
80
60|
40
20

Inhibicija produkcije TNF-a

86a

lﬁm

indometacin azitromicin

@ 30 uM
E10 uM
O3 uM
01 puM
E0,3uM
00,1 pM
m 0,03 uM

Slika 25. Inhibicija produkcije TNF-a u LPS stimuliranim RAW 264,7 stanicama konjugata 86a i

poredbenih supstancija indometacina i azitromicina
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MIK vrijednosti za pripremljene supstance odredene su na panelu osjetljivih 1 rezistentnih
Gram-pozitivnih sojeva bakterija (Staphyloccocus aureus, Streptoccocus pneumoniae i Streptoccocus
pyogenes). Testirana su 1 Cetiri soja Gram-negativnih bakterija (Escherichia coli, E. fecalis,
Haemophilus influenzae 1 Moraxella catarhalis), dok je S. cervisiae test za toksiCnost na stanice
eukariota. U svim testovima koriSteni su azitromicin, tilozin i amfotericin B kao poredbeni spojevi.

Vrijednosti su odredene mikrodilucijskim testom u Mueller-Hinton mediju. Test supstancije i
standardi otopljeni su u DMF-u pri koncentraciji od 5 mg/mL. Otopina supstancija je priredena u
Mueller-Hinton mediju, kona¢ne koncentracije od 64 do 0,125 pug/mL. Nakon 24 sata inkubacije pri
37 °C, opticka gustoca je odredena mjerenjem apsorbancije na 600 nm.

MIK je definiran kao koncentracija pri kojoj nastupa 90 % inhibicije rasta. Sva testiranja
radena su na TECAN Genesis 150 uredaju.

U Tablici 9 prikazani su rezultati mikrobioloSkog testiranja na veliki broj sintetiziranih

konjugata.
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Tablica 9. MIK ispitivanja sintetiziranih spojeva
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Osvrt na bioloski u¢inak pripravljenih spojeva bit ¢e iznesen u poglavlju 4.2 Rasprava.
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4. RASPRAVA

4.1. Kemijska istrazivanja

S ciljem da se iskoristi jedinstveno farmakokineticko ponasanje makrolida (nakupljanje u upalnim
stanicama), kao i protuupalno djelovanje nesteroidnih protuupalnih lijekova i nekih makrolida

sintetizirani su brojni konjugati nesteroidnih protuupalnih lijekova i makrolida.

Kao prva ideja povezivanja makrolida i NSAID-a nametnulo se povezivanje esterskom vezom
preko polozaja 9a makrolida. Tako su pripravljeni konjugati 83a-c (Shema 4). Medutim, s obzirom da
su reakcije provedene s vrlo slabim iskoriStenjima te da je bilo potrebno koristiti vrlo osjetljive
reakcijske uvjete (reduciranje esterske u hidroksilnu skupinu u suhim uvjetima, u suprotnom dolazi do
hidrolize estera) odustalo se od priprave takvih konjugata. Osim toga, sintetizirani konjugati su se
pokazali dobrim inhibitorima produkcije TNF-a, ali nisu pokazali djelotvornost na inhibiciju COX
enzima.

Zbog toga je za povezivanje makrolida i NSAID-a koriStena amidna veza (stabilnija od esterske)
preko polozaja 9a makrolida (Shema 5). Jedina reakcija sa slabim iskoriStenjem bila je reakcija
redukcije cijano-derivata u amino-derivat makrolida. Za nju se daljnjom optimizacijom (viSe
isprobanih reakcijskih uvjeta/opisano u daljnjem dijelu Rasprave) znacajno poboljsalo iskoriStenje
reakcije. Vecina sintetiziranih amidnih konjugata su se pokazali dobrim inhibitorima produkcije TNF-
o, a konjugat 86a se pokazao i kao selektivni inhibitor COX-2 enzima.

Radi ispitivanja utjecaja polozaja preko kojeg su NSAID-i vezani na makrolid, pripravljeni su i
konjugati kod kojih su NSAID-i vezani na makrolide preko polozaja 11, 3'-N desozamina i 4"
kladinoze (Shema 11-14). Sve reakcije na polozaju 3'-N desozamina provedene su bez znacajnih
poteskoca (slicno kao i na polozaju 9a makrolida). Na azitromicinu dolazi do selektivne demetilacije
tercijarne amino-skupine na polozaju 3' desozamina, dok na poloZaju 9a azitromicina ne dolazi do
demetilacije u provedenim reakcijskim uvjetima. Reakcije s makrolidima na polozajima 11 i 4"
kladinoze provodile su se uz slabija iskoriStenja, s obzirom da makrolidi sadrze vise hidroksilnih
skupina te je bilo teze selektivno provoditi reakcije na zeljenim polozajima.

Konjugati NSAID-a i makrolida vezani na polozajima 9a, 11 i 4" kladinoze pripravljeni su i s
razli¢itim duljinama poveznice medu njima (Shema 5-8, 12, 13). Uoceno je da su reakcije isle s ve¢im
iskoriStenjem Sto je poveznica (metilenski lanac) bila dulja, vjerojatno zbog manjih sterickih smetnji
medu vezanim podjedinicama (NSAID i makrolidi).

S obzirom da je cilj bio dobiti konjugate bez antibakterijskog djelovanja pripravljeni su
dekladinozilni konjugati (preko polozaja 9a na aglikonskom prstenu i 3'-N desozamina) te aglikonski

konjugati (preko polozaja 9a i 11 ) kao §to je prikazano na Shemi 5. Takoder su s istom namjerom
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pripravljeni i konjugati NSAID-a i 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A preko polozaja 9a uz
modifikacije na polozaju 3'-N desozamina (Shema 9 i 10). Opcenito su sve reakcije koje su se
provodile na aglikonskim derivatima makrolida provedene s manjim iskoriStenjem u odnosu na
reakcije na makrolidima sa Secerima (npr. reakcija hidrogeniranja cijano-derivata, reakcija nastajanja
amidne veze izmedu makrolida i NSAID-a, ...) vjerojatno zbog slabije topljivosti aglikonskih derivata
makrolida. Vecina tako sintetiziranih konjugata pokazala su slabiju antibakterijsku aktivnost (hidroliza
Secera i supstitucija metilne skupine na 3'-N desozaminu nekom ve¢om skupinom doprinosi smanjenju
antibakterijske aktivnosti), dobru inhibiciju produkcije TNF-a, a konjugati 94b-c su se pokazali i kao

selektivni inhibitori COX-2 enzima.

Pripravljeni su analogni konjugati NSAID-a i 14-Clanih makrolida (klaritromicin i eritromicin A
oksim) preko polozaja 9(E)-O i 3'-N desozamina (Shema 15-17). Pri sintezi derivata na polozaju 3'-N
desozamina uoceno je da reakcijom Michaelove adicije akrilonitrilom selektivno nastaje jedan produkt
na klaritromicinu. No, na ertitromicin A oksimu dolazi do adicije akrilonitrila na polozaju 3'-N
desozamina te na oksimskoj podjedinici (potvrdeno pripravljanjem konjugata na polozaju 9(E)-O

eritromicin A oksima, Shema 17).

Direktno povezivanje celekoksiba (selektivni NSAID) s derivatom makrolida sa slobodnom
karboksilnom skupinom (Shema 24) dobio se Zeljeni konjugat. Medutim, pri ¢i§¢enju tako nastalog
konjugata kromatografijom na stupcu dolazi do razgradnje konjugata (retro Michaelova reakcija). No,
povezivanjem derivata makrolida (sa slobodnom karboksilnom ili amino-skupinom) s derivatom
celekoksiba koji na duljoj poveznici takoder sadrzi slobodnu karboksilnu ili amino-skupinu dolazi do
nastajanja stabilnijih konjugata (Shema 25), koji se ne raspadaju pri ¢is¢enju.

Nadalje, pripravljeni su derivati celekoksiba i valdekoksiba sa slobodnim karboksilnim ili amino-
skupinama (Shema 19, 20 i 26), a potom su vezani na 14- i 15- ¢lane makrolide preko istih polozaja
kao 1 neselektivni NSAID-i (9a, 9(E)-O, 11, 3'-N desozamina te 4" i 4"-O kladinoze). Pripravljeni su i
analogni dekladinozilni i1 aglikonski konjugati te su provedene i modifikacije na polozaju 3'-N

desozamina.
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Mehanizam Michaelove adicije — adicija akrilonitrila ili metakrilata na poloZaju 9a makrolidnog

prstena

Za pripravu derivata makrolida sa slobodnom hidroksilnom ili amino-skupinom na polozaju
9a makrolidnog prstena (spojevi 82 1 85) prvi korak je adicija metilakrilata ili akrilonitrila na 9-
deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (55) pri ¢emu nastaju 9-deokso-9a-aza-9a-(2-metilkarboksilat-
etil)-9a-homoeritromicin A (81) i 9-deokso-9a-aza-9a-(2-cijanoetil)-9a-homoeritromicin A (84)
(Shema 4 i 5). Priprava spojeva 81 i 84 provedena je Michaclovom adicijom ¢iji je mehanizam
prikazan na Slici 26.*% Dvostruka veza u konjugaciji s karbonilnom skupinom (u slu¢aju
metilakrilata), odnosno s cijano-skupinom (u slucaju akrilonitrila) podlozna je nukleofilnom napadu u
reakciji 1,4-adicije. Nukleofil (9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A (I)) se adira na dvostruku vezu
1 nastaju meduprodukti Ila-b (enolat u sluc¢aju metilakrilata) iz kojih se dobivaju Zeljeni produkti

IIa-b (u sluaju metilakrilata to je spoj 81, a u slu¢aju akrilonitrila spoj 84)."
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Slika 26. Mehanizam Michaelove adicije

Kod pojedinih slucajeva uocena je i retro Michaelova reakcija, a kao primjer moze se izdvojiti
sinteza konjugata 192 i 193 (sintetski putevi prikazani na Shemi 24). U tim slu¢ajevim direktnim
povezivanjem derivata makrolida 190 i 191 (sa slobodnom karboksilnom skupinom) s celekoksibom
27 uoceno je da nastaju Zeljeni konjugati 192 1 193. Medutim, kod pokusaja ¢iS¢enja spojeva 192 1 193
kromatografijom na stupcu dolazi do njihove razgradnje na polazne makrolide, spojeve 9-deokso-9a-
aza-9a-homoeritromicin A (55), odnosno 3-O-dekladinozil-9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A
(87), tj. dolazi do retro-Michaelove reakcije. U slucaju kad je spoj 190 vezan na derivat celekoksiba
177, koji ima slobodnu amino-skupinu na dugoj poveznici, nastaje konjugat 194, koji je puno

stabilniji i kod kojeg ne dolazi do retro-Michaelova reakcije (Shema 25).
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Redukcija cijano-skupine u amino-skupinu (za pripravu spoja 85 iz spoja 84)

Jedan od kriti¢nijih koraka u sintezi derivata makrolida sa slobodnom amino-skupinom na
razli¢itim polozajima pokazao se korak redukcije cijano-derivata u amino-derivate. Detaljnije je
ispitana redukcija cijano-derivata 84 u amino-derivat 85 S§to je prikazano na Shemi 5. Ispitano je
nekoliko razli¢itih naCina redukcije spoja 84. Prvotno je ispitana redukcija pomo¢u NaBH, uz
aktivatore CoCl, 1 I, pri razli¢itim reakcijskim uvjetima. Kao §to je prikazano u Tablici 10, redukcija
pomocu sustava NaBH,/CoCl, daje bolja iskoristenja uz zagrijavanje reakcijske smjese. Jednak utjecaj
ima i dvostruka koli¢ina reducensa, dok upotreba vodenih otapala umjesto metanola nije davala

rezultate.

Tablica 10. Redukcija spoja 84 pomoc¢u NaBH, uz aktivatore CoCl, i I, pri razli¢itim reakcijskim

uvjetima
Reagens Otapalo Posebni uvjeti Prinos (%)
NaBH./1, THF bezvodni uvjeti 4,07
NaBH,/CoCl, metanol B _
NaBH,4/CoCl, metanol zagrijavanje (50 °C) 7,09
NaBH./CoCl, metanol dvostruka kol. NaBH, 11,94
NaBH,/CoCl, THF:H,0 (2:1, v/v) B _

Tablica 11. Redukcija spoja 84 katalitickim hidrogeniranjem uz razlicite katalizatore i reakcijske

uvjete

Katalizator Otapalo Reakcijski uvjeti Prinos (%)
PtO, etanol 5-10°Pa/48 h 44,03
PtO, izopropanol 5-10°Pa/48 h 36,22
Pt/C izopropanol 5-10°Pa/24h 8,81
Pt/C kisela vod. otopina 4-10°Pa/24h 39

Raney Ni izopropanol 4-10°Pa/24h B
PtO, ledena octena kiselina 5,510°Pa/24 h do 80

S obzirom da u nijednom od navedenih reakcijskih uvjeta nije dobiven zadovoljavajuci prinos spoja
85, pokusana je i redukcija spoja 84 katalitickim hidrogeniranjem uz razlicite katalizatore i reakcijske
uvjete kao §to je prikazano u Tablici 11.*** Najbolje iskoristenje je dobiveno kad je redukcija

provedena u etanolu (44%). KatalitiCko hidrogeniranje spoja 84 je potom provedeno i u ledenoj
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octenoj kiselini pri tlaku od 5,5 bara uz PtO, kao katalizator s puno boljim iskoristenjem (i do 80 %).
Spoj 85 je iz smjese u ledenoj octenoj kiselini uspjesno izoliran ekstrakcijom (bez CciS¢enja

kromatografijom na stupcu, koja je neophodna nakon reakcije u EtOH).

Mehanizam nastajanja amidne veze

S obzirom da je esterska veza labilnija u odnosu na amidnu za povezivanje makrolida i
NSAID-a izabrana je amidna veza. Prvi konjugat s amidnom poveznicom bio je konjugat 86a (Shema
5), potom je i vecina ostalih konjugata makrolida i NSAID-a pripravljena koriStenjem amidne veze. Za
stvaranje amidne veze koriSten je EDC-HCI, uz HOBT i TEA, a reakcija je provodena u CH,Cl, (uz
propuhivanje argonom). Mehanizam nastajanja amidne veze s EDC-HCI prikazan je na Slici 27. N-
supstituirani karbodiimid (EDC-HCI) reagira s karboksilnom kiselinom (najc¢es¢e NSAID ili derivat
NSAID-a) dajuéi reaktivni esterski intermedijer (O-acilizourea) koji u prisustvu primarnog amina

(najéesée derivat makrolida) kao nukleofila stvara amidnu vezu uz nastanak uree kao nusprodukta.*’’
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Slika 27. Mehanizam nastajanja amidne veze

Sam postupak priprave amida je sljedeci: 1 eq kiseline (NSAID ili njegov derivat sa
slobodnom karboksilnom skupinom) se otapa u CH,Cl, (susenom na 4A molekularnim sitima) u
inertnoj atmosferi (struji argona). Potom se dodaje 8 eq TEA pri ¢emu se suspenzija razbistri (u veéini
slucajeva). Nakon toga dodaju se redom 2 eq HOBT, 1 eq amina (derivat makrolida sa slobodnom

amino-skupinom) i 4 eq EDC-HCI, te se reakcijska smjesa mijesa na sobnoj temperaturi u inertnoj
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atmosferi dusika 24 sata (u rijetkim sluc¢ajevima i krace). Nakon uparavanja otapala sirovi se produkt
prociscava kromatografijom na stupcu uz odgovarajuce eluense. Prinosi tih reakcija su bili najcesce od
30-70 %. Opcenito je kod nastajanja aglikonskih konjugata iskoristenje reakcije bilo nize (ispod 50

%) u odnosu na konjugate sa Secerima.

Stabilnost azitromicina (37) i konjugata 86a pri razli¢itim pH vrijednostima

Za azitromicin (37) i konjugat 86a ispitana je stabilnost pri razli¢itim pH vrijednostima (1, 3 i
5). Sadrzaji ispitivanih spojeva 37 i 86a te njihovih razgradnih spojeva 185 i 90a (Slika 28) odredeni
su nakon 0, 15, 60 1 150 minuta te 24 sata HPLC/MS metodom.
Spoj 37 : HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 749,84 (teor. 749,51)
Spoj 185 : HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 591,78 (teor. 591,41)
Spoj 86a : HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 1131,88 (teor. 1131,62)
Spoj 90a : HPLC/MS: MS(ES) m/z: [MH]" 973,80 (teor. 973,52).

Rezultati navedenih ispitivanja prikazani su u Tablici 12 i na Slici 29.

86a ? 90a

Slika 28. Strukture azitromicina (37) i konjugata 86a, te njihovih razgradnih spojeva 185 i 90a

Azitromicin (37) i konjugat 86a pokazali su se izrazito stabilnima pri pH 3 i pH 5, dok pri pH
1 dolazi do hidrolize kladinoze kod oba spoja. Kod konjugata 86a dolazi do hidrolize kladinoze brze

nego kod azitromicina.
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Tablica 12. Stabilnost azitromicina (37) i konjugata 86a pripH 1,315

Vrijeme Sadrzaj (%)
(h) 37/185° 86a /902"
pH 1 pH 3 pHS pH1 pH3 pHS
0 94/6 100/0 100/0 91/9 100/0 100/0
0,25 751725 100/0 100/0 67/33 100/0 100/0
1 50/50 100/0 100/0 30/70 100/0 100/0
2,5 36/ 64 100/0 99,4/0,6 3/97 99,4/0,6 100/0
24 0/100 100/0 97/3 0/100 97/3 100/0

* Spoj 185 — razgradni produkt azitromicina (37)
® Spoj 90a — razgradni produkt konjugata 86a

100 —37,pH 1
3 80 ——86a,pH |
=
= 37,pH 3
‘T 60
B 86a, pH 3
=
3 0 —37,pH S

20 ——86a,pH 5

Vrijeme (h)

Slika 29. Stabilnost azitromicina 37 i konjugata 86a pri pH 1, 31 5.

Mehanizam acetiliranja 2'- hidroksilne skupine na makrolidu

S obzirom da makrolidi imaju vise slobodnih hidroksilnih skupina (najc¢esée 5), selektivno
provodenje reakcija na odredenom polozaju je izrazito tesko. Od svih hidroksilnih skupina na
makrolidu najreaktivnija je hidroksilna skupina na polozaju 2' desozamina zbog blizine diamino-
skupine na polozaju 3'-N desozamina (mogucnost nastajanja vodikovih veza). Tu hidroksilnu skupinu

najcesce treba zastititi da bi se mogle provesti reakcije na nekim drugim polozajima.
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Acetilna zastita na polozaju 2' desozamina provodi se s acetanhidridom uz K,CO; ili NaHCO;
kao bazu pri ¢emu nastaje 2'-O-acetil-makrolid. Mehanizam acetiliranja hidroksilne skupine na
polozaju 2' desozamina prikazan je na Slici 30. Acetilna zastita na ovom poloZzaju je izuzetno povoljna
jer ju je lako uvesti, stabilna je pri sljede¢im reakcijama na ostalim polozajima makrolida te ju je lako
ukloniti metanolizom.”’ Nakon zatite 2' hidroksilne skupine na desozaminu, sljede¢a po reaktivnosti
je hidroksilna skupina na poloZaju 4" kladinoze (prema literaturnim podacima)®” te se za sve reakcije
koje se zele selektivno provoditi na polozaju 4" kladinoze upotrebljavaju 2'-O-acetilni derivati
makrolida. Nakon provedenih Zeljenih reakcija na polozaju 4" kladinoze uklanjanje 2'-O-acetilne
zastite u MeOH provodi se vrlo jednostavno, a da pritom ne utje¢e na prethodno provedene reakcijske

korake.

Slika 30. Mehanizam acetiliranja hidroksilne skupine na polozaju 2' desozamina.

Mehanizam nastajanja 11,12-ciklickog karbonata i nestabilnost karbamida

Za dobivanje konjugata 134-136, sinteza pocinje pripravom 11,12-ciklickog karbonata
azitromicina 130 iz azitromicina (37) (kao na Shemi 13). Dodatno, u nekim slucajevima nastajanje
11,12-ciklickog karbonata moze sluziti i kao zastitna skupina 11 i 12 hidroksilne skupine da bi se
daljnje reakcije selektivno provodile na nekim drugim polozajima. Reakcija nastajanja 11,12-ciklickog
karbonata se provodi uz etilen-karbonat i K,CO; kao bazu, a mehanizam reakcije je prikazan na Slici
31. Iskoristenje reakcije je oko 50 %, a azitromicin i produkt 130 se mogu postupkom kiselo bazne

ekstrakcije uspjesno odijeliti.
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Slika 31. Mehanizam nastajanja 11,12-ciklickog karbonata na azitromicinu

Daljni put sinteze je otvaranje 11,12-ciklickog karbonata azitromicina 130 s etilendiaminom,
1,4-diaminobutanom, odnosno 1,5-diaminopropanom uz piridin-klorid, pri ¢emu nastaju derivati
azitromicina koji na polozaju 11 imaju poveznicu sa slobodnom amino-skupinom 131-133 razlicite
duljine lanca. Derivati 131-133 su karbamidi, koji su nestabilni te se ne mogu Cistiti kromatografijom
na stupcu (kontinuirano raspadanje spojeva). Pri reakcijama nastajanja derivata 131-133 najbolje
iskoriStenje dobiveno je u reakciji s 1,5-diaminopentanom, pri ¢emu je izoliran najcis¢i produkt 133
(Cistoc¢a sirovog produkta 77 %). Zbog uocene nestabilnosti, ti su derivati bez ¢iS¢enja upotrebljeni za
reakciju povezivanja s indometacinom (2). Nastali konjugati 134-136 nisu se raspadali pri provodenju

kromatografiji na stupcu.

Priprava akriloilnog lanca na poloZaju 6 umjesto na polozZaju 3 azitromicina

S ciljem priprave konjugata celekoksiba i azitromicina preko polozaja 3 azitromicina prvi
reakcijski slijedovi su i8li oCekivanim putem i s oCekivanim iskorisStenjem (kao $to je prikazano na
Shemi 22). Iznenadujuéi rezultat je bio korak u reakciji esterifikacije na spoju 186 s 3-klorpropionil-
kloridom u prisutnosti trietilamina kao baze. Umjesto ocekivanog povezivanja akriloilnog lanca na
poloZzaju 3, u reakciji je ve¢inom nastao produkt 187 koji ima vezanu akriloilnu skupinu na polozaju 6
makrolida. Radi daljnje identifikacije nastalog produkta, na spoju 187 skinuta je acetatna zaStitna
skupina s 2'-hidroksilne skupine u prisutnosti metanola. Povezivanje akriloilnog lanca na polozaju 6

makrolida potvrdeno je jedno- i dvo- dimenzionalnim 'H i >C NMR spektrima. Prema *C NMR
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spektrima vidljivo je pomicanje signala kvaternog C-6 atoma od 72,54 ppm za spoj 186 na 87,08 ppm
za spoj 187. HMBC NMR spektar pokazuje korelaciju signala kroz dvije veze sa H-5 atomom signala
(4,48 ppm za spoj 187, 3,44 ppm za spoj 186) kao i sa signalom 6-CHj; protona (1,55 ppm za spoj 187,
1,05 ppm za spoj 186).

Nadalje, ispitivana je brzina reakcije te utjecaj koli¢ine 3-klorpropionil-klorida i trietilamina
na iskori$tenje reakcije nastajanje produkta 187. Kada je koristen jedan ekvivalent 3-klorpropionil-
klorida i tri ekvivalenta trietilamina uz trajanje reakcije od tri sata nastaje samo produkt 187, ali pritom
ne izreagira cjelokupna koli¢ina spoja 186. Produljenjem reakcije na dodatna tri sata uz upotrebu
dodatnog ekvivalenta 3-klorpropionil-klorida i tri ekvivalenta trietilamina, dobiven je Zeljeni produkt
187, ali zajedno sa spojem kojemu su esterificirane dvije hidroksilne skupine (odredeno prema HPLC-

MS, nije izoliran spoj dovoljne ¢istoce za daljnu analizu).

Priprava akriloilnog lanca na eritromicin A oksimu (na dva mjesta)

Kao sto je prikazano na Shemi 16 odgovarajuéi 3'-N-demetil-3'-N-(2-cijanoetil) eritromicin A
oksim (148) pripravljen je i iz 3’-N-demetil- eritromicin A oksima (147). Medutim, u toj reakciji
Michaelove adicije uz produkt 148 nastaje jos jedan produkt koji prema HPLC-MS analizi sadrzi dva
cijanoetilna lanca. Produkt nije izoliran u zadovoljavajucoj Cisto¢i za daljnju analizu, ali je
pretpostavljeno da u adiciji sudjeluje i oksimska jedinica. Kasnije je pri pripravi konjugata 157 1 158
dokazano da na oksimskoj jedinici eritromicin A oksima nastaju cijanoetilni derivati (spojevi 151-153

kao Sto je prikazano na Shemi 17).

Razgradnja indometacina:

a) pri etilaciji na polozaju 3'-N desozamina

Prva ideja za sintezu konjugata 112 (s etilnom skupinom na polozaju 3'-N desozamina) i 113a
(s acetatnom skupinom na polozaju 3'-N desozamina) bila je priprava iz konjugata 86a (kao na Shemi
10). Prema tom sintetskom putu uspje$no je pripravljen konjugat 113a (nukleofilnim napadom
acetanhidridom na spoj 115a). Medutim, kod pokusaja priprave spoja 112 na analogan nacin
nukleofilnim napadom s etil-jodidom na spoju 115a nije dobiven Zeljeni produkt. HPLC-MS analiza
nastale smjese pokazala je molekulski ion s masom manjom za 138. Vjerojatno je doslo do razgradnje
indometacina (pucanja amidne veze). No, s obzirom da su postojala dva potencijalna produkta 210 i

211 (prikazani na Shemi 31), pomoéu MS-MS analize je dokazano da nastali produkt odgovara
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strukturi 210. Dobiveni signal 1007,5 odgovara molekulskom ionu, signal 849,6 odgovara
molekulskom ionu bez kladinoze, a signal 678,4 odgovara molekulskom ionu bez kladinoze i

desozamina na koji je vezan etil, §to u potpunosti potvrduje strukturu spoja 210.
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Shema 31. Potencijalni produkti u reakciji s etil-jodidom: a) Etl, (i-Pr),NEt, MeOH

S obzirom da se navedeni sintetski put nije pokazao prikladnim za sintezu spoja 112, izabran
je alternativni put sinteze (Shema 9). Prema tom postupku etilna skupina na polozaju 3’-N desozamina
uvedena je na 9-dihidro-9-deokso-9a-aza-9a-(2-cijanoetil)-9a-homoeritromicinu A (84), odnosno prije
vezanja indometacina na makrolid. Kako se ovaj alternativni put pokazao puno boljim i jednostavnijim

koristio se i za dobivanje spojeva 113a i 179 (preko cijanoetilnog derivata 109).

b) pri uklanjanju zaStitne skupine (Fmoc) i aminolizi indometacina

Cl cl Cl
- + HzN\/\/NTO Q I O .
O\%OH o Q‘C( H ’ Q_C(

] HN\/\/NTO Q ] HN._~_NH,
[¢]
2 212 = Fmoc-NH(CHy)3NH, 214,n=3 216,n=3
213 = Fmoc-NH(CH,)4NH, 215,n=4 217,n=4

Shema 32. PokuSaj priprave derivata indometacina sa slobodnom amino-skupinom: a) EDC-HCI,

HOBT, TEA, b) piperidin, CH,Cl,

S ciljem priprave derivata indometacina s poveznicom sa slobodnom amino-skupinom 216 i
217 najprije su iz indometacina (2) i diamina s Fmoc zastitom 212 i 213 pripravljeni derivati 214 i 215
(Shema 32). Pri pokusaju uklanjanja Fmoc zastite na derivatu 214 s piperidinom u CH,Cl, uoceno je

da nastaje piperidin-klorid kojeg je tesko ukloniti. Takoder je uo¢eno da su nastala dva produkta koji
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su prema ninhidrinskom testu amini. U HPLC-MS spektru prisutni su signali s molekulskim masama
414,5, 276,7 i 264,3. Pretpostavljene strukture su prikazane na Shemi 33 Signal 414,5 odgovara
molekulskom ionu spoja 216. Uklanjanje Fmoc zastitne skupine sa spoja 214 takoder dovodi do
pucanja 4-klorbenzoilne skupine pri cemu nastaje spoj 218 molekulske mase 276,7. Piperidin formira
konjugat s dibenzofulvenom (DBF), spoj 219. DBF se oslobada tijekom uklanjanja Fmoc zastite sa
spoja 214. Konjugat 219 daje signal s molekulskom masom 264,3.
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Shema 33. Razliciti produkti uoceni tijekom uklanjanja Fmoc zastite s derivata indometacina: a)

piperidin
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Shema 34. Aminoliza indometacina: a) etanolamin, N-metil-pirolidon

Zbog ispitivanja utjecaja slobodne karboksilne skupine na aktivnost konjugata indometacina i
makrolida, pokuSana je sinteza spoja u kojem bi indometacin bio povezan na makrolid preko
poveznice na 4-klorbenzoilnoj skupini indometacina (konjugat bi imao slobodnu karboksilnu
skupinu). U tu svrhu pokuSana je sinteza derivata indometacina 220 reakcijom aminolize 4-
klorbenzoilne skupine indometacina (2) u prisustvu etanolamina i N-metil-pirolidona (Shema 34).
Medutim, u toj reakciji dolazi do transaminacije 4-klorbenzoilne skupine, odnosno nastaju spojevi 221

1222, dok zeljeni spoj 220 uopce ne nastaje.

162



Uklanjanje Fmoc zastite

Fmoc zastitna skupina se pokazala vrlo dobrim izborom za zastitu amino-skupine spoja 103
(N-Fmoc-glicin/komercijalno dostupan) da bi se sprije¢ilo nastajanje nepozeljnih amida u reakcijskoj
smjesi. Kasnije se, nakon provodenja Zeljenih reakcija, navedena zastitna skupina vrlo lagano i brzo
uklonila. Cesto se ista zastitna skupina koristila za zastitu jedne amino-skupine kod diamina (uz Boc
zaStitnu skupinu), koji su takoder komercijalno dostupni.

Prema dostupnoj literaturi poznato je nekoliko nacina uklanjanja Fmoc zastitne skupine:

— 5 20-55 % piperidinom u DMF-u ili N-metil-pirolidonu (NMP),***

— s piperidinom u CH,Cl, (nije preporuéljiv jer nastaju talozi soli amina),”’®

— 52 %-tnim 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundekan-7-enom (DBU) u DMF-u.*"”

Na primjeru spoja 104 (Shema 8) ispitano je nekoliko nacina uklanjanja Fmoc zastitne skupine:

1. U reakcijsku smjesu spoja 104 (1,474 g; 1,378 mmol) u suhom THF (10 mL) dodani su
oktantiol (2,39 mL; 1,378 mmol) i DBU (6,2 pL; 0,03 eq). Nakon mijesanja reakcijske smjese
24 sata dodana je dodatna koli¢ina DBU (6,2 pL) i nastavljeno je mijeSanje naredna 3 dana.
Reakcijom su nastali neocekivani produkti, odnosno doslo je do uklanjanja kladinoze na
makrolidu.

2. Spoj 104 je otopljen u 50 %-tnom piperidinu u CH,Cl, (20 mL) i reakcijska je smjesa
mijeSana 4 sata. Nakon uparavanja reakcijske smjese dobivene su velike koli¢ine kristala
piperidin-klorida koji se nisu mogli ukloniti niti filtracijom niti ekstrakcijom.

3. Spoj 104 je otopljen u 20 %-tnom piperidinu u EtOAc (10 mL) i reakcijska je smjesa mijeSana
5 minuta. Nakon uparavanja reakcijske smjese dobiveno je 300 mg spoja 105 (80 % cistoce).

Iz navedenog primjera vidljivo je da uklanjanje Fmoc zastitne skupine kod spoja 104 najpovoljnije

kada se provodi u 20 %-tnom piperidinu u EtOAc.
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4.2. BioloSki profil pripravljenih konjugata nesteroidnih protuupalnih lijekova i

makrolida

Kao sto je ranije navedeno bioloska aktivnost pripravljenih spojeva proucena je u sljede¢im in
vitro ispitivanjima: inhibicija produkcije TNF-a te inhibicija COX-1 i COX-2 izoenzima. Takoder je
vecini sintetiziranih spojeva odredena minimalna inhibicijska koncentracija (MIK) na viSe sojeva
mikroorganizama.

Iz prilozenih Tablica 6 i 7 vidljivo je da polazni NSAID-i ne pokazuju inhibiciju produkcije TNF-
a, dok velika vecina sintetiziranih konjugata pokazuje znacajnu inhibiciju.

Konjugat 86a je pokazao dobru selektivnost na COX-2 te je taj spoj najvise ispitivan. 1z Slike 24
vidljivo da je spoj 86a, za razliku od indometacina (2) i ibuprofena (4), selektivni COX-2 inhibitor.
Takoder za razliku od svojih polaznih molekula (indometacina i azitromicina) spoj 86a pokazuje TNF-
o inhibiciju u LPS stimuliranim RAW 264,7 stanicama (Slika 25).

Od daljnih sintetiziranih konjugata na poloZaju 9a makrolida konjugati 94b i 94¢ (aglikonski
derivati makrolida i flufenamske kiseline i fluniksina) pokazali su se selektivnim inhibitorima COX-2
te in vitro inhibitorima produkcije TNF-a.

Odredivanjem /Cs, vrijednosti na COX-2 nekih derivata celekoksiba i valdekoksiba (prikazani
u Tablici 8) vidljivo je da derivatizacija celekoksiba i valdekoksiba smanjuje njihovo djelovanje na
COX-2 kao i njihovo povezivanje s makrolidima. Jedini su izuzetak konjugati 178 (konjugat
celekoksiba i azitromicina na polozaju 9a) i 209 (konjugat celekoksiba i telitromicina) koji su pokazali
znacajnu potentnost i selektivnost na enzim COX-2.

Iz prilozenih rezultata ispitivanja minimalne inhibicijske koncentracije na vise sojeva
mikroorganizama (Tablica 9) utvrdeno je da se hidrolizom Seéera pripravljenim konjugatima smanjuje
odnosno potpuno uklanja antibakterijska aktivnost, a kod nekih i supstitucijom metilne skupine na

polozaju 3'-N desozamina nekom ve¢om skupinom.
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5. ZAKLJUCAK

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

S ciljem da se iskoristi jedinstveno farmakokineticko ponasanje makrolida (nakupljanje u
upalnim stanicama), kao i protuupalno djelovanje nesteroidnih protuupalnih lijekova i nekih
makrolida sintetizirano je oko 90 konjugata koji sadrze obje podjedinice povezane esterskom,

amidnom ili amino vezom preko odgovarajuce poveznice.

Da bi se mogli povezati s makrolidima pripravljeni su derivati celekoksiba i valdekoksiba
(selektivni COX-2 inhibitori) s karboksilnom skupinom, dok su koriSteni neselektivni NSAID-

i po svojoj strukturi kiseline te nije bilo potrebno njihovo derivatiziranje.

U sintetiziranim konjugatima osim makrolidnog kostura (14- i 15- ¢lani makrolidi) variran je

polozaj vezanja za poveznicu, kao i duljina poveznice.

Da bi se makrolidi mogli povezati s NSAID-ima pripravljeni su derivati azitromicina (15-Clani
makrolid) s poveznicom koja ima slobodnu hidroksilnu (na polozaju 9a) ili amino-skupinu (na
polozajima 9a, 11, 3'-N i 4"). Takoder su pripravljeni derivati eritromicin A oksima,
klaritromicina i telitromicina (14-Clani makrolidi) s poveznicom koja ima slobodnu amino-
skupinu (za klaritromicin na polozajima 3'-N desozamina i 4"-O-kladinoze; za eritromicin A

oksim na 9(E)-O i 3'-N desozamina te za telitromicin na polozaju 11).

Najbolji prinosi u reakciji redukcije makrolida s 2-cijanoetilnim lancem (spoj 84) u 3-
aminopropilni derivat (spoj 85) postignuti su katalitiCkom hidrogenacijom uz

katalizator PtO; u ledenoj octenoj kiselini.

Reakcijom dekladinozil-azitromicina (185) s 3-klorpropionil-kloridom u prisutnosti
TEA doslo je neocekivano do esterifikacije hidroksilne skupine na polozaju 6

makrolida.

Prilikom nukleofilnog napada s etil-jodidom na 3’-N-demetilni konjugat azitromicina i
indometacina (spoj 115a) nije dobiven zeljeni produkt, ve¢ je doslo do pucanja

amidne veze u indometacinskoj podjedinici.

Najbolji uvjeti za uklanjanje Fmoc zastitne skupine kod azitromicinskog derivata 104

postignuti su u 20%-tnom piperidinu u EtOAc.
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9) Svi pripravljeni konjugati testirani su in vitro (inhibicija COX-1 i COX-2 enzima, inhibicija

TNF-a te antibakterijsko djelovanje).

10) Analiza strukture i bioloske aktivnosti pripravljenih konjugata pokazala je da:

a)

b)

d)

konjugati neselektivnih COX-1/COX-2 inhibitora i makrolida 86a (konjugat 9-deokso-
9a-aza-9a-homoeritromicin A i indometacina na poloZaju 9a makrolida), 94b i 94c
(aglikonski derivati 9-deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A 1 fluniksina, odnosno
flufenamske kiseline na polozaju 9a makrolida) pokazuju selektivnu inhibiciju COX-2

enzima, a takoder i dobru inhibiciju produkcije TNF-a,

konjugati selektivnih COX-2 inhibitora (celekoksib i valdekoksib) i makrolida pokazuju
smanjenje inhibicije COX-2 enzima, uz izuzetak konjugata 178 (konjugat celekoksiba i 9-
deokso-9a-aza-9a-homoeritromicin A na polozaju 9a makrolida) i konjugata 209
(konjugat celekoksiba i telitromicina), koji su se pokazali kao potentni i selektivni

inhibitori COX-2 enzima,

polazni NSAID-i ne pokazuju inhibiciju produkcije TNF-0, dok vecina testiranih
konjugata NSAID-a i makrolida pokazuju znacajnu inhibiciju produkcije TNF-a,

iz prilozenih rezultata ispitivanja minimalne inhibitorne koncentracije na viSe sojeva
mikroorganizama utvrdeno je da se sintetiziranim konjugatima smanjuje antibakterijska
aktivnost hidrolizom Secera te supstitucijom metilne skupine na polozaju 3'-N desozamina

nekom ve¢om skupinom.
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7. PRILOG

7.1 Popis kratica i simbola

NSAID, NSAIL, NSAIR ili NAID - Nesteroidni protuupalni lijekovi
COX — enzim ciklooksigenaza

COX-1- enzim ciklooksigenaza-1

COX-2 — enzim ciklooksigenaza-2

COX-3 — enzim ciklooksigenaza-3

LOX — enzim lipooksigenaza

TNF-a — ¢imbenik nekroze tumora o (engl. tumor necrosis factor a)
ACE - angiotensin-konvertiraju¢i enzim

PGI, — prostaglandin I,

PGE, — prostaglandin E,

PGF,, — prostaglandin F»,

GI trakt — gastrointestinalni trakt

GFR - brzine glomerularne filtracije

CLASS —"Celecoxib Long-term Arthritis Safety Study"

APC - "Adenoma Prevention with Celecoxib"

PreSAP — "Prevention of Colorectal Sporadic Adenomatous Polyps"
ADAPT — "Alzheimer's Disease Anti-inflammatory Prevention Trial"
APPROVe — "Adenomatous Polyp PRevention On Vioxx" studija
VIGOR - "Vioxx GI Outcomes Research" studija

tRNA — transportna ribonukleinska kiselina

mRNA — glasnicka ribonukleinska kiselina

PMN - polimorfonuklearni neutrofili

DPB — difuzni panbronhiolitis

CF — cisti¢na fibroza

IL-1 — interleukin-1

IL-1 B — interleukin-1

IL-4 — interleukin-4

IL-5 — interleukin-5

IL-6 — interleukin-6

IL-8 — interleukin-8

GM-CSF - stimulirajuéi faktor kolonija granulocita i makrofaga

MUCS5AC — mucin 5AC
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LPS — lipopolisaharid

NFkB — ¢imbenik transkripcije jezgrinog ¢imbenika kapa B

CFTR — transmembranski regulator provodljivosti cisti¢ne fibroze (za ione klora)
FEV — forsirani ekspiratorni volumen

FVC — forsirani vitalni kapacitet pluca

CRP — C-reaktivni protein

CD4/CDS8 — pomagacki T limfociti / citotoksi¢ni T limfociti
AP-1- aktivacijski protein 1

LTB, — leukotrien B,

HBD-2 — humani B-defenzin 2

KOPB — kroni¢na opstruktivna bolest plu¢a

AE-KOPB - akutne egzacerbacije kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti
THF — tetrahidrofuran

CDI - 1,1'-karbonildiimidazol

DMF - dimetilformamid

EDC-HCI - 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilkarbodiimid hidroklorid
HOBT - 1-hidroksibenzotriazol

TEA — trietilamin

Fmoc — N-a-fluorenilmetiloksikarbonil

Boc — N-a-terc-butiloksikarbonil

DMAP — 4-dimetilaminopiridin

NMR — nuklearna magnetska rezonancija

DMSO — dimetilsulfoksid

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

TLC — tankoslojna kromatografija

HPLC-MS - tekuc¢inska kromatografija visokog ucinka vezana na spektrometar masa
TMS — tetrametilsilan

IR — infracrvena spektroskopija

MIK — minimalna inhibicijska koncentracija

ICsp — koncentracija koja uzrokuje 50 % inhibicije

DBF — dibenzofulven

NMP — N-metilpirolidon
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SAZETAK

Nesteroidni protuupalni lijekovi (NSAID) imaju dugu klinicku primjenu u lijeCenju mnogih upalnih
stanja kao S§to su razliGiti oblici artritisa. NSAID-i inhibiraju sintezu prostaglandina inhibiraju¢i enzime
ciklooksigenazu-1 (COX-1) i ciklooksigenazu-2 (COX-2). COX-1 je konstitutivno prisutan enzim odgovoran za
regulaciju normalnih fizioloSkih procesa, dok je COX-2 enzim fakultativno prisutan u stanjima upale, uklju¢en
u patoloskim procesima u organizmu. Medutim, ovi lijekovi pokazuju razliCite gastrointestinalne i
kardiovaskularne nuspojave.

Makrolidi su velika skupina razli¢itih spojeva $to se ti¢e njihove kemije i djelovanja, a dolaze kao
prirodni bakterijski metaboliti ili kao polusintetski derivati prirodnih spojeva. Pokazalo se da se neki makrolidi,
posebno azitromicin, nakupljaju u upalnim stanicama. Danas postoje dokazi da pojedini makrolidi, koji se ve¢
niz godina primjenuju u klinickoj praksi kao antibiotici, pokazuju i protuupalno djelovanje.

Cilj ovog istrazivanja bio je pripraviti nove konjugate azitromicina i azitromicinu sli¢nih makrolida s
NSAID-ima koji pokazuju protuupalni ucinak kako bi se unaprijedilo lijeCenje razliCitih upalnih bolesti.
Konjugati su pripravljeni koriste¢i dvostruku aktivaciju u postupku priprave esterske ili amidne veze. Koristeni
su neselektivni NSAID-i (klasi¢ni) poput indometacina, ibuprofena i flurbiprofena te selektivni COX-2 NSAID-
i poput celekoksiba i valdekoksiba. Takoder su kao makrolide podjedinice koriSteni azitromicin, 9-deokso-9a-
aza-9a-homoeritromicin A, eritromicin A, klaritromicin i telitromicin. NSAID-i su vezani na poloZajima 9a, 9
(oksima), 11, 3’-N, 4” i 4“-O- makrocikli¢kog prstena. Prva tri mjesta vezanja nalaze se na aglikonskom
prstenu, a sljedeca tri na Secerima, desozaminu, odnosno kladinozi. Takoder su pripravljeni i konjugati s
dekladinozilnim makrolidima kao i aglikonski konjugati. Sintetizirano je viSe od 90 konjugata NSAID-a i
makrolida.

Bioloska aktivnost pripravljenih spojeva proucena je na temelju in vitro ispitivanja inhibicije enzima
COX-1 i COX-2 te inhibicije produkcije TNF-a (¢imbenik nekroze tumora a). Pojedini konjugati pokazuju
selektivnu inhibiciju COX-2 enzima uz dodatnu inhibiciju produkcije TNF-a. Vecina sintetiziranih konjugata
znaéajno je inhibirala produkciju TNF-o. Znadajna inhibicija enzima COX-2 zabiljeZena je u konjugata u
kojima je NSAID vezan preko 9a-duSika na makrolidnu podjedinicu koja ima oba Secera ili na odgovarajuéi
aglikonski analog, te kod konjugata s telitromicinom gdje je NSAID vezan na poloZaju 11. Konjugati u kojima
je NSAID-na podjedinica vezana na polozaju 9a pokazuju najbolji bioloski u¢inak.
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SYNTHESIS AND ACTIVITY OF ANTI-INFLAMMATORY CONJUGATES OF
MACROLIDE AND NONSTEROIDAL ANTI-INFLAMMTORY DRUG

Selvira Zulfikari
SUMMARY

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) have a long clinical use for the treatment of various
inflammatory diseases like different forms of arthritis. NSAIDs inhibit prostaglandin synthesis by inhibition of
enzymes cyclooxygenase-1 (COX-1) and cyclooxygenase-2 (COX-2). COX-1 was described as “constutive”
controlling normal homeostasis, and COX-2 as “inflammatory”, involved in pathological prosses in organism.
However, these drugs are not devoided of serious side effects affecting gastrointestinal and cardiovascular
system.

Macrolides form a large group of divergent compounds regarding their chemistry and function, wich
occur as natural bacterial metabolites, or as semisyntetic derivatives of natural compounds. Some macrolides,
especially azithromycin, have been shown to accumulate within inflammatory cells. Today, there is a clear
evidence that some macrolides, used for many years in clinical practice as antibiotics, also show anti-
inflammatory activity.

The aim of this study was to prepare new conjugates of azithromycin and azithromycin-like macrolide
scaffolds with NSAIDs that possess anti-inflammatory activity in order to improve the treatment of different
inflammatory diseases. Conjugates have been prepared using double activation in the esters or amide coupling
procedures. Non-selective NSAIDs (classical) like indomethacine, ibuprofen, flurbiprofen and selective COX-2
NSAIDs like celecoxib and valdecoxib are used. For macrolide subunits, azithromycin, 9-deoxo-9a-aza-9a-
homoerythromycin A, erythromycin A, clarithromycin and telithromycin are used. NSAIDs were linked at the
positions 9a, 9 (oxime), 11, 3’-N, 4“- and 4”-O- of macrocyclic scaffold. The first three coupling sites are at the
aglycon part of the molecule, the later three on the sugar moieties desosamin and cladinose, respectively. Also,
conjugates of decladinosyl macrolides have been prepared, as well as macrolide aglycon conjugates. More than
90 conjugates of NSAID and macrolide have been synthesized.

Biological activity of the prepared compounds was studied on the basis of in vitro tests of COX-1 and
COX-2 inhibition and inhibition of TNF-a (tumor necrosis factor o) production. Some conjugates show
selectivity towards COX-2 enzyme and they additionally inbibit TNF-a production. Most of the synthesized
conjugates significantly inhibited TNF-o production. Significant inhibition of COX-2 was observed for
conjugates with NSAID linked through 9a-nitrogen of macrolide subunit having both sugars or for
corresponding aglycon analogues, as well as with telithromycin conjugate where NSAID is linked through
position 11. Conjugates having NSAID subunit linked at 9a position showed the highest biological activity.
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