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POVZETEK

Zaradi razvoja bakterijske odpornosti je ves Cas potrebno razvijati nove protibakterijske
ucinkovine, zato smo se v magistrski nalogi usmerili v razvoj sintezne poti derivatov
monobaktamov, ki bi oponasali znan B-laktamski antibiotik ceftobiprol. Taksni antibiotiki
zavirajo penicilin vezoCe proteine in tako preprecujejo nastanek peptidoglikana, ki je

bistven za celi¢no steno bakterij in prezivetje bakterij.

V okviru magistrske naloge smo uporabili razli¢ne sintezne metode, kot so Mitsunobujeva
reakcija, sklopitvena reakcija, katalitsko hidrogeniranje in Ullmanova kataliza etra. Izhajali
smo iz opti¢no Cistih aminokislin v Zelji, da bi dobili ¢iste produkte, ki bi imeli podobno
strukturo in delovanje kot ceftobiprol. Produkte, ki smo jih izolirali s pomocjo kolonske
kromatografije smo analizirali z NMR in masno spektroskopijo ter tako dolocili uspesnost
sintezne poti. Uporabili smo tudi razli¢ne reagente v istem sinteznem koraku in primerjali

dobljene rezultate.

V okviru sintezne poti nam je uspelo sintetizirati spojino, ki je strukturno podobna
ceftobiprolu. Tak$no spojino smo optimizirali z 2-pikolilkloridom in dobili Zelene

rezultate, saj smo sintetizirali spojino, ki bi lahko oponasala delovanje ceftobiprola.

Kljuéne besede: ceftobiprol, B-laktami, penicilin vezoci proteini

vi



ABSTRACT

Development of new antibiotics is very important due to the spread of bacterial resistance.
We developed a synthetic route for monobactam derivates, which mimic a well known -
lactam antibiotic ceftobiprole. This kind of antibiotics inhibit penicillin binding proteins
and prevent the formation of peptidoglycane, which is essential for bacterial cell wall and

survival of bacteria.

In our work we used several synthetic methods, such as Mitsunobu reaction, coupling
reaction, catalytic hydrogenation and Ullman ether synthesis. Our synthesis route started
from optically pure amino acids, with the goal to obtain pure products, which would have
similar structure and activity of ceftobiprole. Products were isolated by column
chromatography and analysed with NMR and mass spectroscopy. We also compared the
results where we used different reagents in the same synthetic route.

In our experiment we managed to synthesise structurally similar compound to ceftobiprole.
Optimization with 2-picolylchloride led to synthesis of a compound which could mimic

ceftobiproles activity.

Keywords: ceftobiprole, B-lactams, penicillin binding proteins
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Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

1 UVvOD

1.1 Protibakterijske u¢inkovine

Med najpomembnejsa odkritja 20. stoletja na podro¢ju zdravstva uvrs€amo prav odkritje
protibakterijskih ucinkovin. Leta 1928 je dr. Alexander Fleming iz glive Penicillium
chrysogenum 1izoliral prvo antibioticno spojino — penicilin. Danes poznamo Stevilne
spojine s protibakterijskim delovanjem, v nalogi pa se bomo osredotocili predvsem na -
laktamske antibiotike. Na trgu je registriranih na stotine -laktamskih antibiotikov, ki jih na
grobo lahko razvrstimo v S§tiri podskupine: penicilini, cefalosporini, monobaktami in
karbapenemi. Tovrstni antibiotiki, kot je Ze iz imena razvidno vsebujejo B-laktamski obroc,
ki oponasa D-Ala-D-Ala fragment peptidnega stebla v peptidoglikanu. Na ta nacin zavirajo
sintezo peptidoglikanskega ogrodja bakterijske celicne stene, saj inaktivirajo encim
transpeptidazo, ki je kljuéen za koncno tvorbo peptidoglikana. Najbolj pomemben
mehanizem bakterijske rezistence predstavlja prisotnost encima beta laktamaze, ki
hidrolizira B-laktamski obroc¢. Kljub temu da poznamo ze mnogo predstavnikov te skupine
antibiotikov, pa so Se vedno moznosti odkritja novih. Eden taksnih je ceftobiprol, ki
inhibira tako B-laktamaze, kot tudi PBP2a, in je tako primeren za zdravljenje tudi na
meticilin odpornih sevov Staphylococcus aureus (i.e. MRSA). Ceftobiprol so Ze odobrili za
klini¢no uporabo v Svici in Kanadi, ¢aka pa se $e na kon¢no odobritev iz strani Ameriske

agencije za hrano in zdravila (FDA) (1, 2).

Poleg farmakoloskega vpliva pa so B-laktami pomembni tudi iz sintetskega vidika, saj
imajo lahko tudi vlogo gradnika pri sintezi mnogih cikli¢nih in heterocikli¢nih tar¢nih
spojin. Kot primer lahko izpostavimo 3-amino-B-laktame, ki se s pomocjo modifikacij
stranskih verig oz. obroca, lahko pretvorijo v veliko razli¢nih B-laktamskih produktov.
Glavni pristop za sintezo [-laktamskega obroca vkljucuje reakcije cikloadicije oz.
ciklizacije. Pri ciklizaciji ponavadi pride do nastanka N;-C,, N;-C4 in C3-C4 vezi. Za
nastanek N;-C, vezi so potrebni substrati, kot so f-amino estri z zas¢iteno amino skupino

(3,4,5).

1.2 Bakterijska odpornost

O bakterijski odpornosti govorimo takrat, ko u¢inkovina izgubi sposobnost zaviranja rasti

bakterijskih celic. Na ta nacin bakterije postanejo odporne na zdravilo in se razmnoZujejo
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kljub prisotnosti antibiotikov, zato je potrebno zviSati koncentracijo zdravilne u¢inkovine
nad minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK), da dosezemo enako ucinkovitost zdravila,

kot ga je zdravilo imelo pred razvojem rezistence bakterije (6, 7).

1.2.1 Mehanizem bakterijske odpornosti

Bakterijska odpornost se lahko pojavi kot naravni proces selekcije, kjer pride do mutacije
genov. Naravno pridobljena odpornost pa ni edini mehanizem (Tabela 1), saj so bakterije
tudi same sposobne prenasati genetski material tako, da med seboj izmenjujejo plazmide.
Dokazano je tudi bilo, da obstaja korelacija med bakterijsko odpornostjo in zauZzitjem
zdravila, kar pomeni, da se odpornost lahko razvije zaradi pomanjkljivega jemanja
predpisanega zdravila. Bakterije dalj Casa ostanejo nedotaknjene s strani antibiotika in na

ta nacin postanejo mocnejse ter posledi¢no bolj odporne.

Bakterije lahko skozi leta postanejo odporne tudi na ve¢ razli¢nih razredov antibiotikov.
Pri stafilokokih so zasledili istoCasno rezistenco, ki je bila posledica kromosomske
mutacije, neefektivnega transporta aminoglikozidov v bakterijsko celico ter modifikacije v
bakterijskih encimih. Rezistenca na dolo¢en antibiotik pa lahko vodi v razSirjeno
rezistenco tudi na strukturno podobne spojine iz iste skupine antibiotikov. Kot primer
lahko navedemo odpornost na tetraciklin, ki lahko vodi tudi v odpornost bakterije na

oksitetraciklin, klorotetraciklin, doksiciklin in minociklin (6, 8).

Tabela 1: Prikaz mehanizmov bakterijske odpornosti na znane antibiotike (6)

Vrsta antibiotikov Primer antibiotikov Vrsta odpornosti

. ; Penicilini, cefalosporini, ) .
p-laktami P Hidroliza, efluks, sprememba tarce

karbapenemi, monobaktami

Aminoglikozidi Streptomicin, Gentamicin Fosforilacija, efluks, sprememba tarce
Glikopeptidi Vankomicin Sprememba v biosintezi peptidoglikana
Tetraciklini Minociklin, Tigeciklin Monooksigenacija, sprememba tarce, efluks

. . o . o Hidroliza, fosforilacija, glikozilacija, sprememba
Makrolidi Eritromicin, Azitromicin
tarCe
Kinoloni Ciprofloksacin Acetilacija, sprememba tarc¢e, efluks
Sulfonamidi Sulfometoksazol Efluks, sprememba tarce
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1.2.2 Posledice bakterijske odpornosti

Bakterijska odpornost Ze zdaj povzroca mnogo tezav po svetu, saj dnevno prihaja do
prestevilnih smrti in Zzivljenja ogrozajoCih infekcij. Letno je samo v ZDA zaradi
bolnis$ni¢no povzrocenih infekcij bilo zabelezenih ve¢ kot 63.000 smrtnih primerov. V
Evropi je Stevilka manjsa, a Se vedno priblizno 25.000 bolnikov umre zaradi infekcij z
bakterijami, ki so odporne tudi na ve¢ u¢inkovin hkrati. Svetovna zdravstvena organizacija
(WHO) opozarja, da bodo v prihodnosti tudi manjse poSkodbe in infekcije lahko vodile v

smrt pacienta, ¢e ne bo ustreznih ukrepov proti bakterijski odpornosti (6, 7, 9).

1.3 Biosinteza peptidoglikana

Ena od najpomembnejSih komponent celi€ne stene pri skoraj vseh evbakterijah je
peptidoglikan oz. murein. Peptidoglikan je kompleksen heteropolimer, sestavljen iz dolgih
glikanskih verig, ki so precno premrezene s kratkoveriznimi peptidi. Celi¢ni steni daje
trdnost in obliko ter S$Citi celico pred visokim citoplazemskim osmotskim tlakom.
Glikanske verige so sestavljene iz N-acetilglukozamina (GlcNAc) in ostankov N-
acetilmuraminske kisline (MurNAc), povezanih z 1 - 4 B vezjo. Na vsako D-laktilno
skupino ostanka MurNAc je vezan peptidni fragment, ki je najpogosteje sestavljen iz L-
Ala-y-D-Glu-mezo-L-lys-D-Ala-D-Ala. PremreZenje glikanskih verig ponavadi potece med
karboksilno skupino D-alanina na mestu 4 in aminsko skupino diaminokisline na mestu 3

(2, 10).

Biosinteza peptidoglikana (Slika 1) je zelo kompleksna, saj je v proces vklju€enih okoli 20
reakcij, ki potekajo v citoplazmi ter v notranji in zunanji strani citoplazemske membrane.

Proces lahko razdelimo na S§tiri tipe reakeij:

1. nastanek UDP-GlcNAc iz fruktoze-6-fosfata,

2. nastanek UDP-MurNAc iz UDP-GlcNAc,

3. sklopitev peptidnega fragmenta, ki vodi do nastanka UDP-Mur/NAc-pentapeptida in
4. sinteza D-glutaminske kisline in D-alanil-D-alanin dipeptida.

V sintezni poti sodelujejo Stevilni encim, ki so tarce delovanja Ze obstojecih antibioti¢nih

ucinkovin kot tudi u¢inkovin v razvoju (2, 10).
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Slika 1: Prikaz citoplazemskih stopenj biosinteze peptidoglikana (2).

1.3.1 Biosinteza UDP-GIcNACc

Za nastanek UDP-GIcNAc iz fruktoze-6-fosfata so potrebni encimi glukozamin-6-fosfat
sintaza (GImS), fosfoglukozamin mutaza (GImM), glukozamin-1-fosfat acetiltransferaza in

N-acetilglukozamin-1-fosfat uridiltransferaza.

GImS je amidotransferaza, ki katalizira pretvorbo D-fruktoze-6-fosfata v D-glukozamin-6-
fosfat tako, da uporablja L-glutamin kot vir duSika. GImS monomer je sestavljen iz dveh
strukturno in funkcijsko lo¢enih domen. N-terminalni del domene spodbuja hidrolizo
glutamina v glutamat in amonijak medtem, ko C-terminalni del veZe akceptor dusika in

uporabi amonijak za pretvorbo fruktoze-6-fosfata v glukozamin-6-fosfat.
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Drugi encim pri biosintezi UDP-GlcNAc je GImM, ki sluzi kot katalizator za reverzibilno
pretvorbo izomerov glukozamina-6-fosfata in glukozamina-1-fosfata. Reakcija poteka po
principu »ping-pong« mehanizma, kjer GlcN-1,6-difosfat v katalitskem procesu nastane

kot intermediat, ki ima vlogo tako produkta kot tudi substrata.

V zadnjem koraku bifunkcionalen encim GImU katalizira acetiltransferazo in

uridiltransferazo med pretvorbo GlcN-1-fosfata v UDP-GIcNAc (2, 11).

1.3.2 Biosinteza UDP-MurNAc

Naslednji pomemben korak k tvorbi peptidoglikana je nastanek UDP-MurNAc iz UDP-
GlcNAc, ki ga omogocata encima MurA in MurB. Prvo stopnjo pretvorbe katalizira MurA
tako, da prenese enolpiruvatni del iz fosfoenolpiruvata (PEP) na 3-hidroksilno skupino
UDP-GlcNAc-a. Pri tem nastane produkt UDP-GlcNAc-enolpiruvat, ki se reducira s
pomocjo encima MurB in privede do nastanka laktilnega etra UDP-MurNAc (2, 11).

1.3.3 Biosinteza UDP-MurNAc peptidov

Tvorbo peptidnega stebla peptidoglikana omogocajo Stirje encimi (MurC, D, E in F), ki se
imenujejo Mur ligaze. Njihova vloga je dodatek L-alanina (MurC), D-glutaminske kisline
(MurD), L-lizina ali mDAP (MurE) in dipeptida D-Ala-D-Ala (MurF) na laktoilno skupino
UDP-MurNAc (2, 11).

1.3.4 Mur ligaze

Narejenih je bilo veliko razli¢nih raziskav o mehanizmu delovanja Mur ligaz (biokemijski
eksperimenti, pregled sekvence aminokislin, dolocitev strukture z rentgenskimi zarki,...),

ki pa so pokazali, da imajo Mur ligaze tri podobne lastnosti:

1. Vse delujejo po enakem mehanizmu tako, da najprej uporabijo ATP za aktivacijo
karboksilne skupine UDP prekurzorjev in povzro¢ijo, da nastaneta acil fosfat, kot
intermediat in ADP. V nadaljevanju amino skupina povzro¢i nukleofilni napad na acil
fosfat, kar privede do nastanka tetraedri¢nega intermediata z visoko energijo, ki se s¢asoma

pretvori v amid oz. peptid.

2. Poleg Sestih nespremenljivih ostankov vsebujejo tudi mesto kamor se veze ATP.
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3. Sestavljene so iz treh domen, ki imajo enako 3D strukturo, kot prikazuje slika 2. N-
terminalna domena sodeluje pri vezavi UDP prekurzorja, na centralno domeno se veze
ATP, na C-terminalno domeno pa aminokisline ali dipeptidi. Centralna in C-terminalna
domena sta enaki v vseh Mur ligazah, medtem ko je N-terminalna domena v MurC in
MurD druga¢na kot pri MurE in MurF, saj se razlikujejo po dolzini substratov UDP
prekurzorjev (2, 12).

(a)

(c) (d)

Slika 2: Prikaz 3D struktur Mur ligaz. a) Prosta, odprta oblika liganda MurC, b)
Zaprta oblika MurD Escherichie coli, ¢) Zaprta oblika MurC E. coli, d) Zaprta oblika

MurF kompleksa v Streptococcus pneumoniae (2).

1.4 Penicilin vezoci proteini

Penicilin vezoci proteini (PBP) oz. transpeptidaze so bakterijski encimi, ki so prisotni pri
biosintezi celicne stene. Njihova funkcija je kataliza reakcij transpeptidacije, kjer pride do
premreZenja peptidnih verig (Slika 3). Skoraj vse bakterije vsebujejo vsaj eno vrsto PBP-
jev, njihova koli¢ina pa vpliva tudi na celi¢ni cikel in morfologijo bakterije. PBP-je
uvr§¢amo v obsezno skupino proteinov, ki jih lahko razdelimo na PBP-je z visoko in nizko
molsko maso. Visoko molekularni PBP-ji so prisotni pri koncnih fazah sinteze

peptidoglikana medtem, ko nizkomolekularni sodelujejo pri vzdrzevanju peptidoglikana.
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Visokomolekularni PBP-ji so za celico bolj pomembni, saj brez le-teh ne bi prezivela, zato

so taksni PBP-ji prvotna tarca -laktamskih antibiotikov (13, 14, 15).

Premrezenje L-Ala
[3-Calu | - Al
1At e 1y - [

DGl L-Ala

" \
m-aP [-Aly ¥ .*.'.I—-ﬁ AP 1-Ala -3l
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Slika 3: Prikaz reakcij transpeptidaz, ki jih katalizirajo penicilin vezo¢i proteini (13).

PBP-ji so multidomenski encimi, ki jih glede na njihovo domeno in funkcijo razvr§¢amo v
3 skupine (A, B in C). V skupini A je transpeptidazna domena povezana z N-terminalnim
delom transglikozilazne domene. N-terminalni modul skupine B je sestavljen iz manjSih
domen in ne izraZa katalitske aktivnosti, ampak sluZi kot »steblo«, ki omogo¢i interakcijo
med C-terminalnim delom transpeptidazne domene in peptidoglikanom. Nekateri PBP-ji iz
skupine B lahko vsebujejo tudi dodatne domene, kot je C-terminalna PASTA domena (PBP
in serin / treonin kinazna domena). TakSne domene sodelujejo pri vezavi B-laktamov,
bakterijski morfogenezi in povec€ujejo stabilnost proteinov. PBP-ji skupine C imajo samo
eno domeno in izrazajo DD-karboksipeptidazno oz. endopeptidazno aktivnost. Njihova
funkcija je regulacija stopnje premrezenja peptidoglikana, niso pa bistveni za preZivetje

bakterije (13, 16).

1.4.1 B-laktamski zaviralci PBP-jev

Najbolj komercialno dostopni zaviralci PBP-jev so penicilini, cefalosporini, monobaktami

in karbapenemi (Slika 4). Sestavlja jih Stirilenski B-laktamski obro¢, ki izkoriSca
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strukturno podobnost D-Ala-D-Ala fragmenta naravnega substrata, da privablja PBP-je (13,

15).
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Slika 4: Prikaz struktur nekaterih inhibitorjev transpeptidaz (13).

1.4.1.1 Cefalosporini

V zadnjem desetletju je priSlo do razvoja nove generacije cefalosporinov, od katerih sta
najbolj pomembna ceftobiprol in ceftarolin. Obe spojini izkazujeta aktivnost proti MRSA.
Ceftarolin ima Sirokospektralno aktivnost proti Gram pozitivnim patogenom z izjemo P.
aureginosa in enterobakterij, medtem ko Ceftobiprol v Sirokospektralnem obmocju deluje
na Gram negativne bakterije (Citrobacter spp., Escherichia coli, Enterobacter spp.,
Pseudomonas aureginosa,...) in nekatere klinicno pomembne Gram pozitivne bakterije,
kot so MRSA, PRSP in Enterococcus faecalis. Ceftobiprol kaze potencialno baktericidno
aktivnost tako, da se veZze na PBP in zavira transpeptidacijo ter nastanek celi¢ne stene, saj

pride do lize celice. Veze se lahko na veliko razlicnih PBP-jev, ki se nahajajo tako v Gram
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negativnih kot tudi v Gram pozitivnih bakterijah. Po vezavi na PBP (PBP2a in PBP2x)
hitro oblikuje zaviralni encim-acil kompleks, ki aktivno deluje na (-laktam odporne
stafilokoke in streptokoke. Stabilnost encim-acil kompleksa v kombinaciji z dolgo stransko

verigo, ki vstopi globoko v vezavni zep PBP-ja, izbolj$a inhibicijo encima (13, 17).

Hitro so se pojavile aminokislinske mutacije v MRSA, kar je povzrocilo bakterijsko
odpornost proti ceftarolinu. Mutacija v GluysgLis, ki se nahaja na alostericnem mestu v
domeni, ki ne veze penicilina, povzro¢i dvig MIK (MIK > 2 mg/L medtem ko imajo
MRSA, ki so dovzetne na ceftarolin MIK < 1 mg/L). Iz razli¢nih $tudij so ugotovili, da
pride do zviSanja MIK zaradi mutacij v penicilin vezo¢i domeni, medtem ko imajo

mutacije v domeni, ki ne veze penicilina, le majhen vpliv na porast MIK (13).

1.4.1.2 Karbapenemi

Karbapenemi so po navadi =zadnja izbira f-laktamskih antibiotikov. Njihovo
Sirokospektralno delovanje jim omogoca sposobnost vezave na B2-PBP-je in B3-PBP-je,
prav tako pa lahko zavirajo LD-transpeptidaze, ki katalizirajo premrezenje peptidoglikana
na mestu 3,3. TakSno premrezenje peptidoglikana prevladuje v Mycobacterium
tuberculosis, tako da so za njih karbapenemi v kombinaciji z klavulansko kislino
baktericidni. Zaradi bakterijske odpornosti pa prihodnost karbapenemov ni obetajoca, saj

prihaja do razsirjene tvorbe B-laktamaz, ki vsebujejo karbapenemaze (13).

1.4.1.3 Monobaktami

Ceprav je bilo razvitih ze mnogo monobaktamov, pa je aztreonam (slika 4) edini
monobaktam, ki je odobren s strani FDA. Aztreonam ima visok protibakterijski u¢inek na
Gram negativne bakterije (B3-PBP) ne pa tudi na Gram pozitivne. Razvoj novih
monobaktamov zajema vkljucitev sideroforne skupine, ki izkoriS§¢a privzem Zeleza. Na ta
nacin lahko pride do difuzije skozi zunanjo membrano Gram negativnih bakterij, prav tako
pa se izogne odpornosti, ki jo povzrocijo izto¢ni sistemi in mutacije slabe permeabilnosti.
TakSen monobaktam je monosulfaktam BAL30072 (slika 4), ki ima sideroforno skupino
povezano z metoksiiminskim delom 2-amino-4-tiazolil metoksiiminske skupine. Aktiven je
proti P. aeureginosa, Acinetobacter baumannii in Klebsiella pneumoniae in ima visoko

afiniteto za PBP3, PBP1a in PBP1b.
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Med novejSe monobaktame spadajo tudi monokarbami, ki so monociklicni B-laktami z
karbonilaminosulfonil akitvno skupino. TakSen primer je MC-1, ki je konjugiran
sideroforni monokarbam z visoko aktivnostjo proti P. aureginosa. Raziskali so tudi SAR
konjugiranih siderofornih monokarbamov, ki temeljijo na triazolonu in ugotovili, da bi

potencialno lahko bili zaviralci PBP3 z dobrimi farmakokineti¢nimi lastnostmi (13).

10
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2 NAMEN DELA

Cilj naSe naloge je razviti sintezno pot za pripravo 4-hidroksifenil-glicinskih derivatov

monocikli¢nih B-laktamov, ki bodo oponasali znan B-laktamski antibiotik ceftobiprol.

Izhajali bomo iz opti¢no Cistih aminokislin, ki jih bomo s posameznimi sinteznimi koraki
privedli v dipeptid. V nadaljevanju bomo izvedli najpomembnejSo reakcijo v nasi
magistrski nalogi t.j. Mitsunobujevo reakcijo, s katero bomo sintetizirali pB-laktamski
obroc, ki je kljuCen za delovanje tovrstnih antibiotikov. Kon¢ne spojine bomo optimizirali
tako, da bomo v prvem primeru uporabili 2-pikolilklorid v drugem pa 2-bromometilpiridin

in dobljene produkte primerjali med seboj.
Vsak sintezni korak bomo zakljucili z ¢iS€enjem produkta s kolonsko kromatografijo, da bi

dobili ¢im vi§ji izkoristek glavnega produkta. Za dolocitev uspeSnosti sinteze si bomo

pomagali z razli¢nimi analiznimi tehnikami, kot so TLC, NMR in masna spektroskopija.

11
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali

Pri delu v laboratoriju smo uporabili reagente in topila razlicnih proizvajalcev (Sigma,
Fluka, Merck, Apollo Scientific) brez posebne predpriprave. Orositveni reagent ninhidrin

smo pripravili tako, da smo ninhidrin raztopili v ocetni kislini in etanolu.

3.2 Metode

3.2.1 Kromatografske metode

Pri TLC smo uporabili plos¢e TLC Silica gel 60 F,s4 proizvajalca Merck z 0,20 mm
debelim nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu velikosti 20 x 20 cm z dodanim
fluorescenénim indikatorjem. Za detekcijo spojin smo uporabili UV svetlobo (A = 254 nm

in A = 366 nm) in orositveni reagent ninhidrin.

Cis¢enje produktov smo opravili s kolonsko kromatografijo, kjer smo kot stacionarno fazo
uporabili silikagel 60 z velikostjo por 0,04 — 0,063 mm (Merck) in razli¢cne mobilne faze,

ki so navedene pri opisih sintez in ¢iS¢enja produktov.

3.2.2 Spektroskopske metode

Jedrska magnetna resonanca (NMR): NMR spektri so bili posneti na Bruker Avance Il
400 MHz spektrometru. VVzorce smo raztopili v devteriranih topilih (CDCl3, DMSO-dg in

MeOD), kot interni standard pa smo uporabili TMS. Kemijske premike (6) smo podali v
ppm glede na interni standard. Spektri so bili obdelani s programoma NMRnotebook 2.70
(NMRTEC S.A.S)).

Masna spektroskopija: Masni spektri so bili posneti na masnem spektrometru VG-

Analytical AutoSpec Q proizvajalca Micromass z ESI tehniko.

3.2.3 Dolocanje temperatur talis¢

Temperature taliS¢a spojin smo dolocili s Kofflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico

Leica.

12
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3.2.4 Ekstrakcije

Za ekstrakcije reakcijskih zmesi smo uporabili precis¢eno vodo, nasi¢ene vodne raztopine

NaCl, NaHCOj3 in 10 % vodno raztopino citronske Kisline ter EtOAC.

3.2.5 Poimenovanje in risanje spojin

Za poimenovanje in risanje struktur smo uporabili racunalniSki program ChemDraw

Professional 16.0 proizvajalca PerkinElmer.

13
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4 EKSPIRIMENTALNO DELO IN REZULTATI ANALIZ

4.1 Sinteza metil (R)-2-amino-2-(4-hidroksifenil)acetata (2a)

OH OH
MeOH
SOCl,

H,N~ “COOH H,N~ “COOCH;
la 2a
Slika 5: Sinteza metil (R)-2-amino-2-(4-hidroksifenil)acetata

Raztopini D-4-hidroksifenil glicina (40,0 g, 240,0 mmol) v 200 mL MeOH smo ob hlajenju
postopoma dodajali SOCI; (34,8 mL, 480,0 mmol). Reakcijsko zmes smo mesali 10 ur pri
sobni temperaturi. MeOH smo uparili pod znizanim tlakom in ostanek vecCkrat sprali z
etrom (3 x 200 mL) in uparili topilo (18).

Izgled bel prasek

M 181,07 g/mol

Ttal 166 — 168 °C

TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1 + NHs) = 0,29
Izkoristek reakcije 99 %

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 3,67 (s, 3H), 5,05 (s, 1H), 6,83 (d, J = 8,4 Hz, 2H),
7,27 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 9,05 (bs, 3H), 9.99 (s, 1H) ppm.

14
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4.2 Sinteza metil (R)-2-((terc-butoksikarbonil)amino)-2-(4-
hidroksifenil)acetata (3a)

OH OH

BOC,0, NaHCO;,
voda, dioksan

HoN COOCH; BocHN/\COOCH3

2a 3a
Slika 6: Sinteza metil (R)-2-((terc-butoksikarbonil)amino)-2-(4-hidroksifenil)acetata

Spojini 2a (43,46 g, 240,0 mmol) smo dodali vodno raztopino NaHCOj3; (30,24 g, 360,0
mmol, 150 mL) in Boc anhidrid (62,85 g, 288,0 mmol), raztopljen v dioksanu (100 mL).
Reakcijsko zmes smo mesali 1 uro pri 0°C in 6 ur pri sobni temperaturi. Zmesi Smo nato
pocasi dodajali koncentrirano HCI do pH 2. Zmes smo ekstrahirali z EtOAc (3 x 100 mL).
ZdruZene organske faze smo sprali z 200 mL prec¢iséene vode in 200 mL nasi¢ene vodne

raztopine NaCl, posusili z Na;SO; in topilo odstranili pod znizanim tlakom (19).

Izgled bel prasek

M 281,31 g/mol

Thal 138 - 140 °C

TLC Rf (DKM/MeOH =9/1) = 0,61
Izkoristek reakcije 97 %

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 1,42 (s, 9H), 3,69 (s, 3H), 5,19 (s, 1H), 5,49 (s, 1H), 6,79
(d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,24 (d, J = 8,54 Hz, 2H) ppm.

15
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4.3 Sinteza metil (R)-2-(4-(benziloksi)fenil)-2-((terc-butoksikarbonil)

amino) acetata (4a)

OH
K,COg3 benzil bromid
DMF
BocHN/\COOCH3 BocHN/\COOCHs
3a da

Slika 7: Sinteza metil (R)-2-(4-(benziloksi)fenil)-2-((terc-butoksikarbonil) amino)
acetata

Spojino 3a (67,51 g, 240,0 mmol) smo raztopili v 300 mL DMF in dodali K,COs (70,0 g,
504,0 mmol) ter benzil bromid ( 42,0 mL, 360,0 mmol). Reakcijsko zmes smo mesali v
inertni atmosferi argona 17 ur pri 50 °C. DMF smo odparili, ostanku dodali vodo (500 mL)
in ekstrahirali z EtOAc (3 x 600 mL). ZdruZene organske faze smo sprali z precis¢eno
vodo (3 x 600 mL) in 600 mL nasi¢ene vodne raztopine NaCl, posusili z Na;SOy in topilo

odstranili pod znizanim tlakom (20).

Izgled rumeno olje

M 371,41 g/mol

TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,64
Izkoristek reakcije 98 %

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 1,43 (s, 9H), 3,71 (s, 3H), 5,05 (s, 2H), 5,25 (d, J = 7,1
Hz, 1H), 6,95 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,27 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,33-7,43 (m, 6H) ppm.
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Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

4.4 Sinteza (R)-1-(4-(benziloksi)fenil)-2-metoksi-2-oksoetan-1-

amonijevega klorida (5a)

o 0
CF;COOH
—_—
DKM, HCI &
: _ /\
BocHN/\COOCH3 CI"'H3N COOCHjZ
4a S5a

Slika 8: Sinteza (R)-1-(4-(benziloksi)fenil)-2-metoksi-2-oksoetan-1-amonijevega
klorida

Spojino 4a (89,14 g, 240,0 mmol) smo raztopili v 200 mL DKM in dodali CF3COOH ( 277
mL, 3,60 mol). Reakcijsko zmes smo mesali 1 uro pri 0 °C in topilo odstranili pod
znizanim tlakom. Ostanku smo dodali 20 mL koncentrirane HCI ter nastalo oborino

odnucali. Produkt smo posusili v susilniku (21).

Izgled bel prasek

M 307,77 g/mol

Thal 120 — 122°C

TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,07
Izkoristek reakcije 93 %

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 3,38 (s, 3H), 3,70 (s, 3H), 5,14 (s, 2H), 5,20 (s, 1H),
7,08 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7.27-7,45 (m, 7H) ppm.
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Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

4.5 Sinteza (R)-2-(dibenzilamino)-3-hidroksipropanojske kisline (2b)

o 1. AcCl o)
2. Na,CO;, Nal
\
HO oW \OH N cl 3. KOH, HCI - N(Bzl),
HO
NH»
L-serine

OH

dibenzyl-L-serine
1b 2b
Slika 9: Sinteza (R)-2-(dibenzilamino)-3-hidroksipropanojske Kisline

Raztopini L-serina (1b) (10,0 g, 0,09 mmol) v 65 mL MeOH smo ob hlajenju pocasi
dodajali acetil klorid (10,0 mL, 140,0 mmol). Reakcijsko zmes smo mesali 24 ur pod
refluksom. Reakcijsko zmes smo ohladili na 0 °C ter dodali natrijev bikarbonat (30,0 g,
357,11 mmol), natrijev jodid (3,74 g, 24,95 mmol) in benzil klorid (23,59 mL, 205,0
mmol). Zmes smo mesali 12 ur pod refluksom in jo prefiltrirali skozi Celite filter, ter jo
sprali z MeOH. Filtrat smo pocasi dodajali vodni raztopini KOH (22,4 g, 399,24 mmol).
Reakcijsko zmes smo mesali 20 ur pri 0 °C. Zmesi smo dodali 50 mL vode in jo nakisali z
30 % raztopino HCI do pH 3. Oborino smo prefiltrirali skozi nuco in jo susili pri 50 °C 24
ur (21).

Izgled bel prasek

M 285,34 g/mol

Thal 299 — 300 °C

TLC Rf (DKM/MeOH =9/1) =0
Izkoristek reakcije 2%

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 3,28 (t, J = 6,2 Hz, 1H), 3,63-3,68 (m, 3H), 3,78-3,85
(m, 3H), 4,73 (bs, 1H), 7,21-7,25 (m, 2H), 7,29-7,33 (m, 4H), 7,36—7,38 (m, 4H), 12,49
(bs, 1H) ppm.
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Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

4.6 Sinteza metil (R)-2-(4-(benziloksi)fenil)-2-((S)-2-(dibenzilamino)-3-

hidroksipropanamido) acetata (1c)

HO
H
N COOMe
O (Bzl),N \E/
0
HO HATU, HOBT Te
j\ + : DKM, DMF
(Bz),N" “COOH “CI'HzN” “COOCH; OBz
HO +
H
N.__COOMe
(Bz1),N
o)
1.1c
OH
2b 5a

Slika 10: Sinteza metil (R)-2-(4-(benziloksi)fenil)-2-((S)-2-(dibenzilamino)-3-

hidroksipropanamido) acetata

Mesanici spojin 2b (10,0 g, 35,0 mmol) in 5a (12,96 g, 42,0 mmol) smo dodali 300 mL
DKM in 30 mL DFM ob meSanju pri 0°C. Zmesi smo dodali NMM (7,70 mL, 70,0 mmol),
HOBt (5,20 g, 38,5 mmol) in HATU (14,63 g, 38,5 mmol). Reakcijsko zmes smo mesali
10 ur pri sobni temperaturi. Zmes smo sprali s prec¢is¢eno vodo (2 x 200 mL), z 10 %
vodno raztopino citronske Kisline (2 x 200 mL) in 200 mL nasi¢ene vodne raztopine NaCl,
organsko fazo posusili z Na,SO, in topilo odstranili pod zniZzanim tlakom. Produkt (1c)
smo ocistili s kolonsko kromatografijo (MF= EtOAc/Hex = 2/1). Kot stranski produkt smo

izolirali Se spojino 1.1.c.
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Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

Izgled oranzno olje

M 538,64 g/mol

TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,31
Izkoristek reakcije 55 %

1c:*H NMR (400 MHz, CDCls) § 3,25-3,31 (m, 1H), 3,34 (dd, J.= 7,5 Hz, J, = 3,7 Hz,
0,5H), 3,40 (dd, J;= 7,5 Hz, J, = 4,0 Hz, 0,5H), 3,53 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 3,57 (d, J = 4,1
Hz, 1H), 3,73 (s, 1,5H), 3,75 (s, 1,5H), 3,84 (d, J = 13,6 Hz, 1H), 3,93—4,03 (m, 2H),
4,04-4,08 (m, 0,5H), 4,14-4,17 (m, 0,5H), 5,02 (s, 1H), 5,05 (s, 1H), 5,42 (d, J = 2,2 Hz,
0,5H), 5,44 (d, J = 2,2 Hz, 0,5H), 6,89 (dd, J; = 13,2 Hz, J, = 8,7 Hz, 2H), 7,13 (d, J = 8,7
Hz, 1H), 7,20 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,27-7,42 (m, 15H), 8,37 (d, J = 7,4 Hz, 0,5H), 8,46 (d,
J=7,1Hz, 0,5H) ppm.
BC-NMR (100 MHz, MeOD) & 52,88; 54,82; 55:66; 57,83; 62,09; 70,10; 11527,
127,53; 127,59; 128,15; 128,30; 128,42; 128,56; 128,79; 128,90, 136,73; 138,52; 158,99;
171,21; 173,62 ppm.
ESI-MS: izra¢unano za Ca3HaN2Os [M+(H)]" 538,25; izmerjena vrednost [M+(Na)]"
561,07; [M-(H)] 537,16.

1.1¢: 'H NMR (400 MHz, CDCls) 5 3,35-3,43 (m, 1H), 3,57 (dd, Ji = 13,6 Hz, J, = 5,8
Hz, 2H), 3,74 (s, 1,5H), 3,76 (s, 1,5H), 3,86 (d, J = 13,7 Hz, 1H), 3,97-4,04 (m, 2H),
4,07-4,19 (m, 1H), 5,08 (s, 1H), 5,41 (dd, J1 = 7,3 Hz, J, = 4,4 Hz, 1H), 6,78 (dd, J; =
11,8 Hz, J, = 8,5 Hz, 2H), 7,06 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,14 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,30~7,46
(m, 10H), 8,37 (d, J = 7,3 Hz, 0,5H), 8,47 (d, J = 7,1 Hz, 0,5H) ppm.

ESI-MS: izra¢unano za CasHogN20s [M+(H)]" 448,20; izmerjena vrednost [M+(Na)]"
471,04; [M-(H)] 447,13.
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Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

4.7 Sinteza metil (R)-2-(4-benziloksi)fenil-2-((S)-3-(dibenzilamino)-2-

oksoazetidin-1-il)acetata (2c)

HO ! (Bzl),N,,
N_. _COOMe N_ _COOMe
<le>2Nj\m ?
I PPHa, DIAD S
THF
OBzl OBzl
1c 2C

Slika 11: Sinteza metil (R)-2-(4-benziloksi)fenil-2-((S)-3-(dibenzilamino)-2-

oksoazetidin-1-il)acetata

Raztopini PPhs (9,12 g, 34,77 mmol) v 10 mL THF smo dodali DIAD (7,0 mL, 34,77
mmol) v argonovi atmosferi. Reakcijsko zmes smo mesali pri 0 °C in pocasi dodajali
spojino 1c (12,49 g, 23,18 mmol). Reakcijsko zmes smo mesali 10 ur pri sobni temperaturi
in odparili topilo pod znizanim tlakom. Produkt (2c) smo odistili s kolonsko
kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/2).
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Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

Izgled rumen gel

M 520,63 g/mol

TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,26
Izkoristek reakcije 32 %

'H NMR (400 MHz, MeOD) & 2,92 (t, J = 5,4 Hz, 0,6H), 3,02 (dd, J; = 5,9 Hz, J, = 2,4
Hz, 0,4H), 3,46 (t, J =5,2 Hz, 0,4H), 3,51 (d, J = 13,5 Hz, 2H), 3,55 (dd, J; = 5,7 Hz, J, =
2,3 Hz, 0,6H), 3,63-3,69 (m, 2H), 3,71-3,72 (m, 3H), 3,77-3,80 (m, 2H), 4,19 (dd, J; =
5,1 Hz, J, = 2,4 Hz, 0,6H), 4,31 (dd, J; = 5,0 Hz, J; = 2,4 Hz, 0,4H), 5,53 (s 0,6H), 5,54
(s, 0,4H), 6,99-7,02 (m, 2H), 7,17-7,43 (m, 17H) ppm .

BC-NMR (100 MHz, MeOD) & 43,85; 44,19; 53,17; 55,49; 55,66; 58,38; 58,53; 61,57;
69,15; 69,23; 71,05; 116,51; 116,53; 126,56; 127,03; 128,42; 128,44; 128,62; 129,01;
129,44; 129,59; 130,15; 130,18; 130,79; 138,43; 139,44; 139,65; 160,63; 171,13; 171,49

ppm.
ESI-MS: izra¢unano za Ca3HzoN,0,4 [M+(Na)]* (m/z) 543,23, izmerjeno 542,70.
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Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

4.8 Sinteza metil (R)-2-((S)-3-amino-2-oksoazetidin-1-il)-2-(4-
hidroksifenil)acetata (3c)

(Bzl),N,, HaN,,
;\N COOMe ;\N COOMe
O H,, Pd/C o
EtOAc, EtOH -
OBzl OH
2C 3c

Slika 12: Sinteza metil (R)-2-((S)-3-amino-2-oksoazetidin-1-il)-2-(4-
hidroksifenil)acetata

Raztopini spojine 2¢ (3,85 g, 7,40 mmol) v 100 mL EtOAc in 50 mL EtOH smo dodali Pd
na ogljiku (0,533 g, 5,01 mmol) v argonovi atmosferi. Zmes smo prepihali z vodikom in
meSali 10 ur pri sobni temperaturi pri nadtlaku vodika. Paladij smo odfiltrirali s

presesavanjem ter odstranili topilo pod znizanim tlakom. Produkt (3c) smo ocistili s

kolonsko kromatografijo (MF = (DKM/MeOH = 9/1).

Izgled rumen gel

M 250,25 g/mol

TLC Rf (DKM/MeOH=9/1) = 0,29
Izkoristek reakcije 78 %

'H NMR (400 MHz, MeOD) & 2,85-2,88 (m, 0,5H), 3,37-3,39 (m, 1H), 3,75 (s, 3H),
3,82 (t, J = 5,3 Hz, 0,5H), 4,06 (dd, J; = 4,9 Hz, J, = 2,5 Hz, 0,5H), 4,18 (dd, J; = 5,3 Hz,
J, = 2,4 Hz, 0,5H), 5,48 (s, 1H), 6,81-6,84 (m, 2H), 7,13-7,17 (m, 2H) ppm.

BC-NMR (100 MHz, MeOD) & 50,33; 53,11; 58,50; 59,60; 116,84; 125,23; 130,64;
130;84; 159,33; 171,73; 172,02 ppm.

ESI-HRMS: izradunano za C1,H14N204 [M+(H)]* (m/z) 251,1032, izmerjeno 251,1038.
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Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

4.9 Sinteza metil (R)-2-((R)-3-((Z)-2-(2-aminotiazol-4-il)-2-
(metoksiimino)acetamido)-2-oksoazetidin-1-il)-2-(4-
hidroksifenil)acetata (5c)

H,N,,
o o Y
N._,COOMe . NG
N H
(0] OH | N
+ HOBT, EDC &S ”,
N NMM, DKM —N 0 ;\N COOMe
\ b
OH HaN
OH
3c 4c 5¢C

Slika 13: Sinteza metil (R)-2-((R)-3-((Z)-2-(2-aminotiazol-4-il)-2-(metoksiimino)
acetamido)-2-oksoazetidin-1-il)-2-(4-hidroksifenil)acetata

Raztopini spojine 3c (1,112 g, 4,40 mmol) v 50 mL DKM in 20 mL DMF smo dodali
spojino 4c (0,97 g, 4,84 mmol) in NMM (0,97 mL, 8,80 mmol). Ko se je zmes raztopila
smo dodali $¢ HOBT (0,65 g, 4,84 mmol) in EDC (0,93 g, 4,84 mmol). Reakcijsko zmes
smo mesSali 10 ur pri sobni temperaturi. Topilo smo odstranili pod zniZanim tlakom. Zmesi
smo dodali 100 mL EtOAc in ekstrahirali s pre¢is¢eno vodo (2 x 100 mL), 10 % vodno
raztopino citronske kisline (2 x 100 mL), 200 mL nasi¢ene vodne raztopine NaHCO3 in
100 mL nasi¢ene vodne raztopine NaCl. Organsko fazo smo posusili z Na;SO, in topilo
odstranili pod znizanim tlakom. Produkt (5¢) smo ocistili s kolonsko kromatografijo (MF =
DKM/MeOH = 9/1).
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Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

Izgled rumen prasek

M 433,44 g/mol

Tha 118 — 120 °C

TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,33
Izkoristek reakcije 26 %

'H NMR (400 MHz, MeOD) & 3,24 (dd, J; = 5,5 Hz, J, = 2,6 Hz, 1H), 3,55 (t, J = 5,6
Hz, 1H), 3,70 (dd, J; = 5,60 Hz, J, = 2,5 Hz, 1H), 3,76 (s, 3H), 3,97 (s, 3H), 5,04-5,07 (m,
1H), 5,53 (s, 1H), 6,83 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,86 (s, 1H), 7,18 (d, J = 8,6 Hz, 2H) ppm.
B3C-NMR (100 MHz, MeOD) & 47,64; 48,05; 53,12; 53,15; 56,11; 56,22; 58,81; 58,85;
63,12; 111,85; 116,87; 124,84; 125,15; 130,61; 130,81; 143,46; 149,57; 149,71; 159,33,
159,37; 156,32; 168,01; 117,31; 171,48; 171,58 ppm.

ESI-MS: izra¢unano za CigH19Ns0sS [M+(H)]" 433,11; izmerjena vrednost [M+(Na)]*
455,87; [M+(H)]" 431,82.
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Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

4.10 Sinteza metil (R)-2-((R)-3-((Z)-2-(2-aminotiazol-4-il)-2-
(metoksiimino)acetamido)-2-oksoazetidin-1-il)-2-(4-(piridin-3-

ilmetoksi)fenil)acetata (6c)
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Slika 14: Sinteza metil (R)-2-((R)-3-((Z)-2-(2-aminotiazol-4-il)-2-(metoksiimino)

acetamido)-2-oksoazetidin-1-il)-2-(4-(piridin-3-ilmetoksi)fenil)acetata

Raztopini spojine 5¢ (0,500 g, 1,15 mmol) v 5 mL DMF smo dodali K,CO3 (0,190 g, 2,76
mmol) in 3-piridinil klorid (0,227 g, 1,38 mmol). Reakcijsko zmes smo mesali 10 ur pri
60°C. Topilo smo odstranili pod znizanim tlakom in produkt (6c) ocistili s kolonsko
kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 9/1).

Izgled: oranzen gel

M 538,58 g/mol

TLC Rf (DKM/MeOH =9/1) = 0,32
Izkoristek reakcije 21 %

ESI-MS: izradunano za Ca24H24NsOS [M+(H)]* 524,15; izmerjena vrednost [M+(Na)]”
547,44
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Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

4.11 Poizkus sinteze metil (R)-2-((R)-3-((Z)-2-(2-aminotiazol-4-il)-2-
(metoksiimino)acetamido)-2-oksoazetidin-1-il)-2-(4-(piridin-3-

ilmetoksi)fenil)ocetne kisline (7¢)
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Slika 15: Poizkus sinteze metil (R)-2-((R)-3-((Z)-2-(2-aminotiazol-4-il)-2-

>—

(metoksiimino)acetamido)-2-oksoazetidin-1-il)-2-(4-(piridin-3-ilmetoksi)fenil)ocetne

kisline

Spojini 6¢ (0,133 g, 0,25 mmol) smo dodali 1 M LiOH ( 12,35 mL, 1,23 mmol) in 12,35

mL MeOH. Reakcijsko zmes smo meSali 10 ur pri sobni temperaturi. Zmes smo nakisali z

1 M HCI do pH 5 in odstranili topilo pod znizanim tlakom. Zmes smo ocistili s kolonsko
kromatografijo (MF = EtOAc/MeOH/H,0 = 4/2/1), vendar nam identitete produkta ni

uspelo potrditi z NMR.

Izgled rumen gel
M 524,58 g/mol
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,19
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Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

4.12 Poizkus sinteze metil (R)-2-((S)-3-((Z)-2-(2-aminotiazol-4-il)-2-

(metoksiimino)acetamido)-2-oksoazetidin-1-il)-2-(4-(piridin-3-

iIlmetoksi)fenil)acetata (6c)
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Slika 16: Poizkus sinteze metil (R)-2-((S)-3-((Z2)-2-(2-aminotiazol-4-il)-2-
(metoksiimino)acetamido)-2-oksoazetidin-1-il)-2-(4-(piridin-3-ilmetoksi)fenil)acetata

Raztopini spojine 5¢ (0,151 g, 0,33 mmol) v 6 mL DMF smo dodali K,CO3 (0,090 g, 0,65

mmol) in 3-piridinil bromid (0,107 g, 0,42 mmol). Reakcijsko zmes smo mesali 10 ur pri

60°C. Topilo smo odstranili pod znizanim tlakom in zmes odistili s kolonsko

kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 9/1), ampak nam produkta ni uspelo izolirati.

28



Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

4.13 Poizkus sinteze metil (R)-2-(4-(benziloksi)fenil)-2-((S)-2-

(dibenzilamino)-3-hidroksipropanamido) acetata

HO HO

H
N COOMe H COOMe
(Bzl);N BnBr (Bzl),N

@) O

Y

K,CO3, DMF

OH OBzl

1.1c

Slika 17: Poizkus sinteze metil (R)-2-(4-(benziloksi)fenil)-2-((S)-2-(dibenzilamino)-3-
hidroksipropanamido) acetata

Raztopini spojine 1.1c (3,78 g, 8,43 mmol) v 20 mL DMF smo dodali K,CO3 (2,33 g,
16,86 mmol) in benzil bromid (1,50 mL, 12,60 mmol). Reakcijsko zmes smo mesali ¢ez
no¢ pri 60°C. Topilo smo odstranili pod znizanim tlakom in zmes ocistili s kolonsko

kromatografijo (MF= EtOAc/hex= 1/1). Produkta nismo uspeli izolirati.
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Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

4.14 Sinteza metil 2-(((benziloksi)D-karbonil)amino)-2-(4-(piridin-2-
iloksi)fenil)acetata (2d)

OH
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Slika 18: Sinteza metil 2-(((benziloksi)D-karbonil)amino)-2-(4-(piridin-2-
iloksi)fenil)acetata

Raztopini spojine 1d (3,0 g, 9,51 mmol) v 40 mL dioksana smo dodali K,CO;3 (2,63 g,
19,03 mmol), dimetilglicin (0,294 g, 2,85 mmol), Cul (0,18 g, 0,95 mmol) in 2-
bromopiridin (1,18 mL, 12,36 mmol). Reakcijsko zmes smo mesali 10 ur pri 110°C.
Topilo smo odstranili pod znizanim tlakom, ostanek raztopili v EtOAc in ekstrahirali s
precis¢eno vodo (2 x 200 mL) in 200 mL nasi¢ene vodne raztopine NaCl, organsko fazo

posusili z NaySQOy ter odstranili topilo pod znizanim tlakom.

Izgled rumen gel

M 392,42 g/mol

TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,63
Izkoristek reakcije 78 %

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 3,74 (s, 3H), 5,06-5,14 (m, 2H), 5,39 (d, J = 7,4 Hz, 1H),
5,85 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 6,93 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,01 (dd, J; = 7,3 Hz, J, = 5,0 Hz, 1H),
7,12 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,29-7,40 (m, 7H), 7,70 (ddd, J; = 8,4 Hz, J, = 7,2 Hz, J3 = 2,0
Hz, 1H), 8,19 (dd, J; = 4,9 Hz, J, = 2,1 Hz, 1H) ppm.
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Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

4.15 Sinteza metil 2-amino-2-(4-(piridin-2-iloksi)fenil)acetata
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Slika 19: Sinteza metil 2-amino-2-(4-(piridin-2-iloksi)fenil)acetata

Raztopini spojine 2d (2,9 g, 7,39 mmol) v 50 mL MeOH in 50 mL THF smo dodali Pd/C
(0,347 g, 3,26 mmol) v argonovi atmosferi. Zmes smo prepihali z vodikom in mesali 10 ur
pri sobni temperaturi pri nadtlaku vodika. Paladij smo odfiltrirali s presesavanjem in
odstranili topilo pod znizanim tlakom. Surov produkt smo uporabili v naslednji stopnji

A

brez ¢iS¢enja.

Izgled rumen gel

M 258,10 g/mol

TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,12
Izkoristek reakcije 72 %
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4.16 Sinteza metil 2-(2-(dibenzilamino)-3-hidroksipropanamido)-2-(4-

piridin-2-iloksi)fenil)acetata

N™Y ’
oS HO
. )\ EDC, HOBT
_—
(Bzl),N~ ~COOH NMM, DKM
H,N~ COOMe N COOMe
3d 2a 4d

Slika 20: Sinteza metil 2-(2-(dibenzilamino)-3-hidroksipropanamido)-2-(4-piridin-2-
iloksi)fenil)acetata

Raztopini spojine 3d (3,0 g, 9,51 mmol) v 30 mL DKM in 20 mL DMF smo dodali spojino
2a (1,34 g, 4,69 mmol) in NMM (2,09 mL, 19,03 mmol). Ko se je zmes raztopila smo
dodali HOBt (1,41 g, 10,47 mmol) in EDC (2,01 g, 10,47 mmol). Reakcijsko zmes smo
mesali 10 ur pri sobni temperaturi. Topilo smo odstranili pod zniZanim tlakom in produkt

ocistili s kolonsko kromatografijo.

Izgled rumen gel

M 525,61 g/mol

TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,26
Izkoristek reakcije 24 %

TH NMR (400 MHz, CDCl3) § 3,35 (dq, J; = 7,4 Hz, J, = 4,2 Hz, 0,5H), 3,42 (dg, J. = 7,5
Hz, J, = 4,4 Hz, 0,5H), 3,54 (d, J = 4,2 Hz, 1H), 3,58 (d, J = 4,0 Hz, 1H), 3,73 (s, 1,5H),
3,74 (s, 1,5H), 3,86 (d, J = 14,1 Hz, 1H), 3,97-4,02(m, 2H), 4,07 (dd, J; = 11,3 Hz, J, =
7,5 Hz, 0,5H), 4,15 07 (dd, J; = 11,3 Hz, J, = 7,5 Hz, 0,5H), 5,49 (dd, J; = 7,3 Hz, J, = 5,5
Hz, 1H), 7,20-7,41 (m, 18H, Ar-H), 8,45 (d, J = 7,9 Hz, 0,5H), 8,52 (d, J = 7,1 Hz, 0,5H)
ppm.

BC-NMR (100 MHz, CDCls) & 52,94; 54,82; 56,19; 56,36; 57,70; 57,81; 61,93; 62,12;
126,99; 127,14; 127,61; 128,58; 128,65; 128,72; 128,79; 128,93; 129,01; 129,13; 136,13;
136,64; 138,31, 138,48; 170,95; 170,99; 173,40; 173,60 ppm.
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4.17 Poizkus sinteze metil (R)-2-((S)-3-(dibenzilamino)-2-oksoazetidin-1-
i1)-2-(4-piridin-3-iloksi)fenil) acetata

N ‘e
2
PPH; DEAD \;\N COOMe

_———— O
THF
\/ COOMe
o}

4d 5d

Slika 21: Poizkus sinteze metil (R)-2-((S)-3-(dibenzilamino)-2-oksoazetidin-1-il)-2-(4-

piridin-3-iloksi)fenil) acetata

Mesanico spojine 4d (0,648 g, 1,23 mmol) in PPh; (0,48 g, 1,85 mmol) smo raztopili v 10
mL THF in dodali DEAD ( 0,045 mL, 0,28 mmol) v argonovi atmosferi. Reakcijsko zmes
smo meSali 10 ur pri 80°C. Topilo smo odstanili pod znizanim tlakom in zmes ocistili s

kolonsko kromatografijo. Po koloni smo izolirali le izhodno spojino.

Izgled rumen gel
M 493,61 g/mol
TLC Rf (EtOAc/hex= 1/1) = 0,50
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5 RAZPRAVA

Spojino 5a smo pripravili v Stirih korakih tako, da smo najprej D-4-hidroksifenil glicinu
(1a) uvedli ester na karboksilno kislino. Amino skupino smo zas¢itili z Boc anhidridom
zato, da ne zreagira z benzil bromidom, ki smo ga dodali v naslednjem koraku. Benzilno
skupino smo pripeli na OH skupino ob dodatku K,COj3 in v zadnji stopnji $e odstranili Boc
zaScCito s pomocjo trifluoroocetne kisline. Nastane spojina (5a) v obliki soli, verjetno pa je

tudi prislo do racemizacije, saj K,COj3 lahko odcepi proton na stereogenem centru.

Spojino 2b smo pripravili tako, da smo L-serinu (1b) na amino skupino pripeli dve benzilni

skupini.

V naslednjem koraku smo zdruzili spojini 5a in 2b tako, da smo v reakcijsko zmes dodali
bazo N-metilmorfolin ter sklopitvena reagenta HOBt in HATU. HOBt smo uporabili zato,
da bi zmanjSali vpliv racemizacije in izboljSali u¢inkovitost reakcije, HATU pa sluzZi kot
reagent, ki pretvori karboksilno kislino v aktivni ester. Reakcijo smo spremljali s TLC in

ugotovili smo, da nam je uspelo sintetizirati spojino 1c.

Spojino 2¢ smo pripravili s pomocjo Mitsunobu reakcije (Slika 22) tako, da smo spojini 1c
dodali mesanico PPhz in DIAD-a, ki pretvori OH skupino v ester in privede do nastanka f3-
laktamskega obroca. Pri tem se DIAD reducira, saj sluZi kot akceptor protonov, PPhs pa se
oksidira v PhzPO. Spojino smo o¢istili s kolonsko kromatografijo, vendar smo s pomocjo
TLC opazili prisotne tudi druge lise. Pri reakciji nastanejo Stevilni stranski produkti, kot so

hidrazidi DIAD-a in fosfinski oksidi iz PPh3, kar smo tudi potrdili z masno spektroskopijo.

O,

R
HN™
(Bz),N
OH

H
iPrO,C——N==N——CO,iPr + Pph; —— P iPrO,C—N——N——CO,iPr
o)

+PPhy ,:,/R
(Bz)oN
l OH
fe) (0]
_/R

N7 R N

+ O——PPh; -€—— (Bz),N + iPrO,CHNHNHCO,iPr
.

(Bz):N OPPh;

Slika 22: Mehanizem Mitsunobujeve reakcije (22)

34



Razvoj sintezne poti za pripravo 4-hidroksifenilglicinskih derivatov monobaktamov

V nadaljevanju smo izvedli katalitsko hidrogeniranje tako, da smo spojino 2c raztopljeno v
EtOH in EtOAc prepihali z argonom, da bi zagotovili inertno atmosfero, saj smo v
nadaljevanju v bucko uvajali vodik. Reakcijo smo tudi pospesili, saj smo v zmes dodali
paladij, ki deluje kot katalizator. Namen reakcije je bila odstranitev vseh prisotnih
benzilnih skupin tako, da dobimo prosto amino skupino na (-laktamskem obrocu in OH
skupino na benzenu. Po filtriranju paladija in ¢iS€enju s kolonsko kromatografijo, smo s
pomoc¢jo NMR in masne spektroskopije ugotovili, da smo dobili ¢isto spojino 3c, saj nam

je uspelo odstraniti tudi DIAD, ki je bil prisoten v prej$nji stopnji.

Spojino 3c smo zdruzili s spojino 4c s sklopitveno reakcijo, kar privede do nastanka
dipeptida (5c). Reakcija mora potekati v bazi¢nem okolju, zato smo uporabili bazo NMM.
Dodali smo tudi HOBY, da bi preprecili racemizacijo in izboljsali u¢inkovitost reakcije, ter
EDC, ki je potreben pri sintezi peptidov za nastanek peptidne vezi. Peptidna vez nastane
med amino skupino spojine 3c in karboksilno skupino spojine 4c, pri tem pa izstopi voda.

Spojino smo ocistili s kolonsko kromatografijo in dobili €isto spojino 5c.

V zadnji stopnji smo spojino 5c sintetizirali tako, da smo dodali K,COj3 in 2-pikolilklorid.
Reakcija potece na OH mestu, kamor se veze pikolilni fragment. Z masno spektroskopijo
in NMR smo potrdili, da smo dobili Zeljen produkt (spojina 6c¢). Poskusili smo tudi
odstraniti metilno skupino in pretvoriti ester v karboksilno kislino, da bi dobili spojino 7c,
vendar nam to ni uspelo, verjetno zaradi tega, ker lahko ta spojina v bazi¢nih pogojih

razpade, saj se B-laktamski obro¢ odpre.

Ker nam je ostalo $e dovolj spojine 5a in 2b, smo sintezni postopek ponovili s tem
namenom, da bi v tokratnem primeru spojino 5c v zadnji stopnji optimizirali z 2-
bromometilpiridinom namesto 2-pikolilkloridom ter primerjali dobljene rezultate. S
tankoplastno kromatografijo smo v primeru 2-bromometilpiridina opazili ve¢ lis, ki smo jih
s kolonsko kromatografijo izolirali. lzolirane produkte smo analizirali z masno
spektroskopijo in ugotovili, da nismo dobili Zelenega produkta (spojina 6¢) tako kot v
primeru pikolilklorida. Reakcija verjetno ni uspela, ker je priSlo do racemizacije zaradi
baze, poleg tega pa ima brom visoko reaktivnost in je verjetno potekla dimerizacija

osnovnega reagenta.

Spojino 1c smo zaradi zadostne koli¢ine izhodnih reagentov ponovno sintetizirali, vendar

pa je tokrat nastal stranski produkt (spojina 1.1c), ki ima prosto aromatsko OH skupino.
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Oba produkta smo uspesno locili s kolonsko kromatografijo (1c in 1.1.c). Ker smo Zeleli
¢im vedji izkoristek smo OH skupino poskusali pretvoriti v benzilno skupino tako, da smo

spojini 1.1c dodali benzil bromid in K,CO3, vendar nam ni uspelo sintetizirati zelenega

produkta.
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Slika 23: Skupna shema kemijskih reakcij
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V zelji da bi dobili Se kakSen podoben analog, smo poskusili izvesti Se Ullmanovo sintezo
etra katalizirano z Cu, kjer smo predhodno pripravljeni spojini 1d dodali 2-bromopiridin,
Cul in K,COg, ki zagotovi bazi¢ne pogoje, da reakcija lahko potece. Na ta nacin nam je na
OH mesto uspelo pripeti piridin (spojina 2d). Ceprav smo izhajali iz &iste D-aminokisline,
pa je zaradi visoke temperature in prisotnosti baze na stereogenem centru potekla popolna

racemizacija.

V naslednji stopnji smo izvedli katalitsko hidrogeniranje tako, da smo raztopino spojine 2d
prepihali z vodikom. Kot katalizator smo uporabili paladij. Reakcija je potekala v inertni
atmosferi, ki smo jo zagotovili z argonom. Reakcijo smo izvedli uspeSno, saj SmMo

karbamat pretvorili v prosto amino skupino (spojina 3d).

Spojino 3d smo zdruzili s spojino 2a in 4c ob prisotnosti NMM. Z namenom boljse
ucinkovitosti reakcije smo dodali S¢ HOBt in EDC. Reakcija je potekla uspesno, saj nam je

uspelo amino skupino pretvoriti v amid (spojina 4d).

V zadnji stopnji smo Zeleli z dodatkom meSanice PPhs in DEAD-a OH skupino pretvoriti v
ester, da bi prislo do nastanka B-laktamskega obroca, saj bi tako dobili spojino (5d), ki je
podobna spojini 6¢c. NMR analiza je pokazala, da do tvorbe B-laktamskega obroca ni prislo.

Reakcija verjetno ni potekla zaradi steri¢ne oviranosti, ker je spojina 4d zelo rigidna.
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6 SKLEPI

Nacrtovali smo sintezno pot za razvoj 4-hidroksifenil glicinskih derivatov monobaktamov,
ki bi oponasali B-laktamski antibiotik ceftobiprol. I1zhajali smo iz D-4-hidroksifenil glicina,
ki smo ga v posameznih korakih uspeli pretvoriti v ustrezno zaS¢iteno aminokislino (5a) in

L-serina, kateremu smo pripeli dve benzilni skupini (2b).

V okviru sklopitvene in Mitsunobu reakcije nam je uspelo sintetizirati spojino (2c¢), ki
vsebuje [B-laktamski obro¢. V nadaljevanju smo s sklopitveno reakcijo uspeli doseci
nastanek dipeptida (5¢) in na ta nacin Ze dobili strukturo, ki je ze podobna strukturi
ceftobiprola. V zadnji stopnji smo spojino 5¢ optimizirali na dva nacina. V prvem primeru
smo uporabili 2-pikolilklorid in dobili Zelene rezultate, saj nam je uspelo sintetizirati
spojino (6¢), ki bi lahko oponasala delovanje ceftobiprola. V drugem primeru smo

uporabili 2-bromometilpiridin, vendar nam ni uspelo izolirati Zelenega produkta.

Do podobnih analogov smo poskusali priti §¢ na druga¢en nacin tako, da smo uspesno
izvedli Ullmanovo sintezo etra in sklopitveno reakcijo, vendar nam v tokratnem primeru ni

uspelo sintetizirati f-laktamskega obroc¢a z Mitsunobu reakcijo.

Zaradi bakterijske odpornosti bo v prihodnosti Se kako pomemben razvoj novih sinteznih
poti za pripravo izboljSanih B-laktamskih antibiotikov, saj bi brez njih tudi manjsa infekcija

lahko postala smrtonosna.
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