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Naslov:

Monomeri poli(hidroksialkanoata) kao osnova za dobijanje bioloski aktivnih

jedinjenja

Rezime:

Sintetisali smo biblioteku od 18 derivata (R)-3-hidroksioktanske kiseline,
monomera bakterijskog polimera poli(hidroksialkanoata). Sva jedinjenja su
okarakterisana i testirana je njihova antimikrobna i antiproliferativna aktivnost. Kako
bismo ispitali znacaj konfiguracije na hiralnom centru polazne kiseline za njenu
bioloSku aktivnost, sintetisan je (S)-metil-3-hidroksioktanoat. U okviru teze je ispitana
moguénost konjugacije 3-hidroksialkanskih kiselina razli¢ite duzine lanca i hemijski
sintetisane 3-hlordekanske kiseline na antikancerski peptid kao i uticaj na promenu

bioloSke aktivnosti peptida.

Kljuéne redi: poli(hidroksialkanoati), (R)-3-hidroksioktanska Kiselina,
funkcionalizacija, asimetricna redukcija, antimikrobna aktivnost, moduliranje

medubakterijske komunikacije, antikancerski peptidi.
Naucna oblast: Hemijske nauke
UZa nau¢na oblast: Organska hemija, Biohemija

UDK broj: 547.1
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Title:

,.Poly(hydroxyalkanoate) monomers as source for biological active compounds
synthesis*

Abstract:

We have synthesized a library of 18 derivatives from (R)-3-hydroxyoctanoic
acid, monomer of bacterial polymer poly(hydroxyalkanoate). All compounds were
characterized and tested for their antimicrobial and anti-proliferative activity. In order to
examine the significance of the configuration of the chiral center of the starting acid in
the biological activity, (S)-methyl-3-hydroxyalkanoate was synthesized. Within the PhD
thesis the possibility of conjugation 3-hydroxy alkanoic acids of different chain length
and chemically synthesized 3-chloro octanoic acid with anticancer peptide was

investigated, and impact of conjugation in changing biological activity of the peptide.

Keywords: poly(hydroxyalkanoates), (R)-3-hydroxyoctanoic acid, funcionalization,

asymmetric reduction, antimicrobial activity, quorum sensing, anticancer peptides.

Scientific field: Chemistry

Scientific discipline: Organic chemistry, Biochemistry

UDK number: 547.1
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Uvod

1. Uvod

Koris¢enje obnovljivih izvora za dobijanje velikog broja i velike kolicine
razli¢itih proizvoda neophodnih za funkcionisanje danasnjeg modernog drustvu i na¢ina
Zivota sve viSe je zastupljeno u svetu. Ovaj trend podiZe svest 0 vaZznosti prevencije

zagadivanja Zivotne sredine, ali i postepeno smanjenje zaliha fosilnih resursa.

Tradicionalna hemijska industrija se zasniva na petrohemijskoj proizvodnji kao
glavnom izvoru resursa. Zbog koli¢ine otpada koji nastaje u industrijskim procesima,
kako za proizvodnju ambalaznih materijala, plastike, tako i za dobijanje finih
hemikalija, petrohemijska industrija se smatra nepovoljnom za Zivotnu sredinu.® Tokom
proizvodnje 1 tone finih hemikalija nastane izmedu 5 i1 20 tona otpadnog materijala koji

najcéesce zavrsava u zivotnoj sredini.

Ako se osvrnemo na proizvodnju plastike u Evropi, godiSnje se proizvede 57
miliona tona plastike, od toga, 66% plasti¢nog otpada u vecini evropskih zemalja ostaje
u zemljistu. Trenutno, bioplastika predstavlja priblizno jedan procenat od oko 300
miliona tona plastike koliko se godisnje proizvede na svetskom nivou. Sa porastom
potraznje i trziSte raste za 20 do 100% godisSnje. Prema najnovijim podacima, globalni
proizvodni kapacitet bioplastike je bio priblizno 1,7 miliona tona u 2014. godini i
predvida se da ée porasti na 7,8 miliona tona u 2019.% Bioplastika je definitivno medu
najperspektivnijim materijalima buducnosti, dobija se iz obnovljivih izvora, ima
jedinstvene osobine i predstavlja vredan izvor monomernih jedinica, koje se mogu
upotrebljavati u proizvodnji finih hemikalija. Ovo je samo jedan od pristupa kojim se

mnogi industrijski postupci mogu uéiniti ekoloski povoljnijim.?

Proizvodnja hemikalija visoke enantiomerne Cistoce ve¢ dugo se smatra vaznim
zadatkom za industriju koja ukljucuje proizvodnju suplemenata za ishranu, lekova,
kozmetickih sredstava, parfema i1 drugih finih hemikalija. Mnogi lekovi se danas

sintetiSu pomocu hiralnih sintona koji se dobijaju odvajanjem enantiomera iz racemskih
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Uvod

smesa, asimetrinom sintezom ili iz prirodnih izvora.* Menjanje konvencionalnih
postupaka hemijske sinteze, biotehnoloskim je jedna od glavnih tendencija moderne

hemijske industrije.

Fokusiraju¢i se na upotrebu obnovljivih izvora, kao Sto je bioplastika, za
dobijanje potencijalnih bioloski aktivnih jedinjenja u koraku smo sa teznjama svetske
industrije. Broj istrazivanja koja se zasnivaju na upotrebi monomernih jedinica iz
prirode za dobijanje novih materijala je u porastu. Glavno ograni¢enje ovih postupaka je
cena dobijanja monomera iz obnovljivih izvora. Cesto materijal dobijen na ovaj nacin
jo§ uvek nije konkurentan polimerima dobijenim petrohemijskim postupkom.’
Medutim, upotreba monomernih jedinica iz obnovljivih izvora za sintezu vrednijih

produkata, poput lekova, ima znacajno viSe potencijala i ekonomski je isplativa.

Tokom rada je koris¢en biotehnoloSkim putem dobijen polimer,
poli(hidroksialkanoat) (PHA) kao polazni materijal za izolaciju (R)-3-hidroksioktanske
kiseline. Biotehnolodki dobijen PHA predominantno se sastoji od (R)-3-
hidroksioktanske kiseline.® Takode, sintetisana je i (R,S)-3-hidroksioktanska kiselina
hemijskim putem. U nastavku istrazivanja oba polazna molekula su hemijski
funkcionalizovana u cilju sinteze biblioteke jedinjenja. Ovim jedinjenjima smo ispitali
bioloki potencijal. S obzirom da ne postoje detaljne studije o aktivnosti (R)-3-
hidroksioktanske kiseline, u okviru teze ispitana je njena antimikrobna i antifungalna
aktivnost, kao i citotoksi¢nost. Sintetisali smo biblioteku od 18 derivata oktanske
kiseline polazeé¢i od (R)-3-hidroksioktanske kiseline, sva jedinjenja su okarakterisana i
odredena je njihova antimikrobna i antiproliferativna aktivnost. Kako bismo ispitali
znacaj konfiguracije na hiralnom centru polazne kiseline na njenu biolosku aktivnost,

sintetisan je (S)-metil-3-hidroksioktanoat.

Hiralne 3-hidroksilne Kiseline predstavljaju veoma atraktivna jedinjenja zbog
svoje Siroke primene i velikog potencijala. Samo neke od ovih kiselina su komercijalno
dostupne i jo$ uvek nije ispitana mogucnost hemijske modifikacije ovih jedinjenja kao
ni njihova bioloska aktivnost. U okviru teze ispitana je mogucnost konjugacije 3-
hidroksialkanskih kiselina razli¢ite duzine lanca i hemijski sintetisane 3-hlordekanske
kiseline na antikancerski peptid, DP18L, kao i uticaj konjugacije na promenu bioloske

aktivnosti peptida.
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Cilj ove doktorske teze je bio da jednostavnim hemijskim transformacijama

polazne (R)-3-hidroksioktanske kiseline dobijemo biolo3ki aktivna jedinjenja. Osnovna
ideja je bila da od biomolekula koje mikroorganizmi proizvode u velikim koli¢inama,
uz minimalne transformacije dobijemo potencijalne lekove. Ovakav pristup se uklapa u

koncept Zelene hemije, $to ga ¢ini posebno znac¢ajnim i izuzetno popularnim u nau¢nim

krugovima.




Opsti deo

2. Opsti deo
2.1 Biopolimeri

Biomaterijali privlaée sve vise paznje poslednjih nekoliko decenija, zbog
ekoloskih i ekonomskih problema u svetu. Smanjenje zaliha fosilnih resursa, veca
potreba za energijom i globalno zagrevanje uzrokuju vecu potrebu za obnovljivim
polimernim proizvodima sa niskom emisijom ugljen-dioksida.” Poveéana zagadenost
zivotne sredine je jedan od osnovnih razloga da nau¢na zajednica otpo¢ne sa ozbiljnijim
razmatranjem biorazgradivih zamena za tradicionalne materijale na bazi nafte koji se ne
mogu bioloski razgraditi. Dramati¢no povecanje cene nafte pre ekonomske krize 2007.
godine uticalo je da se akcenat industrije sa biorazgradivosti prebaci i na biobaziranost®.

Biopolimeri se mogu dobiti uglavnom na dva nacina:

i) direktnom proizvodnjom biopolimera i

ii) proizvodnjom biomonomera i njihovom daljom polimerizacijom.

Direktna proizvodnja biopolimera moZe se posti¢i uz pomo¢ mikroorganizma
(poli(hidroksialkanoati), PHA), algi (alginati), kao i pomocu biljaka (pektin) ili pomocéu
kombinacije proizvodaca (prirodna guma, celuloza, hitosan).® Neophodnost proizvodnje
poznatih materijala iz obnovljivih sirovina dovela je do upotrebe biotehnoloski
dobijenog etanola za proizvodnju biopoli(etilena), kaprolaktama i mukonske kiseline za
proizvodnju poli(amida), kao i mlec¢ne kiseline i a-hidroksi kiseline za dobijanje
poli(laktata).® Poli(etilen) i poli(amid) dobijeni iz obnovljivih izvora imaju identi¢ne

osobine sa polimerima dobijenim iz petrohemijskih izvora.

KoriS¢enjem obnovljivih izvora moguce je proizvesti razliCite vrste polimera, a
svaki od ovih tipova ima svoje osobine i drugaciju osetljivost na biodegradaciju. Nisu
svi biopolimeri i biodegradabilni (Tabela 1). Tako bio(polietilen) iako je nastao iz
obnovljivog izvora nije biodegradabilan, kao ni prirodna guma.’ Sa druge strane imamo

i biodegradabilne polimere koji nisu biobazirani kao na primer poli(¢-kaprolakton).™

® Biobaziranost- termin definisan od strane Sekreterijata za poljoprivredu SAD-a, oznatava proizvode koji
su u potpunosti ili delimi¢no bioloskog porekla.
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Poli(laktati) su biodegaradabilni i biobazirani polimeri, ali dobijeni su sintetickim
putem. Njihova glavna primena je u proizvodnji vlakana, posebno hirudkih konaca i za

posebne vrste ambalaZa.

Tabela 1. Osobine odabranih biopolimera

Polimer Prirodni | Sinteti¢ki Biobaziran | Biodegradabilan
PHA X X X

Bio poli(etilen) X X

poli(laktati) X X X
poli(é-kaprolakton) X X

Prirodna guma X X

2.2 Biopoliestri

Biodegradabilni polimeri sve viSe zamenjuju opsSte koris¢ene petrohemijske polimere,

koji su jedan od glavnih zagadivaca Zivotne sredine.

Da bi bio biodegradabilan, polimer mora da poseduje vezu koja lako podleZe raskidanju
u bioloSkim uslovima odnosno u prisustvu enzima. Poliestri su klasa polimera koji
poseduju hidroliticki labilnu estarsku vezu, koja moze da hidrolizuje usled dejstva
enzima. Estarska veza moze da hidrolizuje i bez dejstva enzima, ali samo delimi¢no.
Poliestri koji podlezu abiotskoj hidrolizi takode se smatraju biodegradabilnim, posto se

degradacija desava u bioloskom okruzenju.™

Podela biodegradabilnih poliestara moze se izvrSiti prema njihovom nacinu dobijanja:
prirodni i hemijski sintetisani polimeri. Poli(hidroksialkanoati) pripadaju grupi
prirodnih polimera. Podgrupe hemijski sintetisanih biodegradabilnih polimera su oni
koji su dobijeni iz obnovljivih izvora, kao Sto su poli(laktati) i polimeri iz

petrohemijskog ~ izvora,  poli(&-kaprolaktoni) i poli(butilensukcinati).*?
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Danas se poli(laktati) proizvode pod komercijalnim nazivom Ingeo® u koli¢ini od 140

000 tona godisnje i koriste kao zamena za poli(etilen-tereftalat) (PET ).%°

2.3 Poli(hidroksialkanoati) (PHA)

Poli(hidroksialkanoati) (PHA) su grupa prirodnih poliestara. Obi¢no se dobijaju
iz bakterija kod kojih se akumuliraju, najéesée u vidu granula. Uloga im je da skladiste
ugljenik i energiju u citoplazmi (Slika 1.). Bakterije proizvode PHA granule tokom
stacionarne faze rasta, kada su izloZene uslovima nutritivnog stresa, sa vise dostupnog
ugljenika i ograni¢enim koli¢inama azota, kiseonika, sumpora, magnezijuma i/ili

fosfora.'®

Slika 1. a) Transmisiona elektronska mikrografija granula PHA akumuliranih
intracelularno u bakterijama; b) PHA materijal.

Bakterije za sintezu PHA koriste grupu enzima koja se sastoji od: polimeraze (PhaC),
depolimeraze (PhaZ) i acil-CoA sintetaze (ACS1),"* i drugih proteina znacajnih za
formiranja granula, kao $to su fazini (Slika 2)."> Supstrati za sintezu PHA tj. (R)-3-
hidroksiacil-CoA jedinice dobijaju se preko dva centralna biosinteticka puta, PB-
oksidacijom ili de novo sintezom masnih kiselina. Kojim putem ¢e se dobiti supstrat za

sintezu zavisi od toga da li bakterije hranimo masnim kiselinama pa one direktno idu
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putem B-oksidacije ili drugim izvorima ugljenika poput ugljenih-hidrata, glicerola i

sli¢no, koji se preko de novo puta prevode (R)-3-hidroksiacil-CoA jedinice.

Masne kiseline
[ACS1/ACS2]
v
B—oksidacija
A
v
H\ f.H AMP+PP [ACS‘]] CoA~SH +ATP \/
o S~CoA 0 OH
NN < ™ < NN
FAY| o S VA
R H o gy pa R Y R H [+)
&R
X W t
(\w/ </ Ny
y’l -~ f;;' \;,/1
) /f ot
CoA~SH @i !' !' PH A (u _a |
[PhaC] Wl granule || [PhaZ]
\ a H
/S
s S
' yod
9 PhaC PHA pollrr!eraza - ,;/.”\‘ Fosfolipidni monosloj
<] Phaz PHA depolimeraza 7__7‘_-:_-|\"'_'}\_>" e Proteini
O Acsi acyl-CoA sintetaza 1 L2

Slika 2. Shematski prikaz modela biosinteze i metabolizma poli(hidroksialkanoata)®®

PHA su biodegradabilni polimeri koji se uglavnom sastoje od hiralnih hidroksialkanskih
kiselina (Slika 3.)." !® Sastoje se iz razliitih ponavljaju¢ih jedinica, ukljucujuéi i one sa
nespecificnim funkcionalnim grupama koje obi¢no nastaju kada se bakterija koja

sintetiSe polimer gaji na specifi¢nim supstratima.

R, O R, O

fo Aokt

X

X=1234
n =100 - 30000

Rl, R, = alkil grupe C1-C16

Slika 3. Hemijska struktura PHA

PHA mogu da se dobiju iz obnovljivih izvora kao Sto su glukoza, glicerol i masne
kiseline® °, kao i iz potpuno otpadnog materijala kao sto su poli(etilen) (PE)*,
poli(stiren)? i poli(etilen-tereftalat) (PET).? Transformacijom osnovnih sirovina kao i
otpadnih produkata u PHA ili njihove derivate dobijamo vredan materijal, a sam

postupak je znaGajan sa stanovisa ekologije i biotehnologije Zivotne sredine.?
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2.3.1 Struktura i osobine'materijala

Lemoigne je prvi otkrio PHA polimerne granule u mikroorganizmima kada je
izolovao poli((R)-3-hidroksibutirat) iz Bacillus megaterium soja.”® Pola veka nakon
ovog otkrica, Wallen sa saradnicima je okarakterisao poliestre Sa monomernim
jedinicama, duZim od 4 ugljenikova atoma, iz mikroorganizama.?® Do danas je utvrdeno
da vise od 150 razli¢itih monomernih jedinica ulaze u sastav poli(hidroksialkanoata) sa
&itavim spektrom funkcionalnih grupa u boénom lancu.?” Neke od struktura date su na
Slici 4.

OH OH
COOH o COOH OH
AN COOH
i 9.9 CIH,C

23
OH OH OH
NC_~_J_cooH /\/\/\/\/k/COOH FH,C._~_~_J~_ COOH
2-4 2-5 2-6
OH
oH COOH oH
AN COOH BrH,C._~_J_ COOH
2-7 2-8  OH 2-9
oH
o OH o COOH
A/\)\/COOH |:3C/\/'\/COOH
2-10 211 2-12

Slika 4. Neke od nespecifi¢nih struktura monomernih jedinica PHA.*®

Strukturu biopolimera PHA pre svega odreduje vrsta mikroorganizma koja ga
proizvodi, kao i izvor ugljenika koji je dostupan tokom rasta mikroorganizma. PHA
se dele na tri grupe prema broju ugljenikovih atoma u bo¢nom lancu monomerne
jedinice polimera.’® Polihidroksialkanoati kratkog lanca (eng. scl-PHA) sastoje se od
monomernih jedinice koje u bo¢nom lancu imaju 3-5 ugljenikovih atoma, srednjeg
lanca (eng. mcl-PHA) sa 6-14 ugljenikovih atoma i preko 14 ugljenikovih atoma su
PHA dugog lanca (Slika 3). Od vrste mikroorganizma i uslova gajenja zavisi i
molekulska tezina PHA, koja je obi¢no u opsegu od 200 kDa do 300 MDa, dok
temperatura topljenja opada sa porastom duzine lanca u bo¢nom nizu monomerne

jedinice.” U zavinosti od vrste monomera PHA moZe biti homopolimer, sastavljen
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od samo jedne vrste monomera, ili heteropolimer izgraden od viSe tipova
monomernih jedinica. Poli(hidroksialkanoati) mogu da sadrZze i kombinaciju
monomernih jedinica ukljuc¢ujuéi kopolimere izgradene od blokova kratke duZzine i
srednje duZine lanaca.?® U prirodi su najzastupljeniji poli(hidroksialknoati) kratkog i
srednjeg lanca. Od duzine lanca bocnog niza zavise termo-mehanicke osobine

polimera.

PHA mogu da zamene petrohemijske polimere Kkoji su trenutno sveprisutni u
svakodnevnom Zivotu, s obzirom na to da poseduju sli¢ne osobine sa konvencionalnom
plastikom.™ Sto se ti¢e fizickih osobina mcl-PHA se tope izmedu 40 i 60 °C dok im je
temperatura ostakljivanja (Tq) izmedu -50 i -25 °C. Ovi polimeri su termoelastomeri,
imaju malu kristalini¢nost, nisku zateznu ¢vrstocu i visok stepen istegljivosti pri kidanju
(Tabela 2).% scl-PHA imaju velike razlike u osobinama u zavisnosti od vrste monomera
koji ulazi u strukturu. Potpuno su biodegradabilni sa idealnim ciklusom biosinteze i
biodegradacije. Proizvodi degradacije su voda i ugljen-diosksid pod aerobnim uslovima,

odnosno, metan i ugljen-dioksid pod anaerobnim uslovima.®

Nekoliko faktora odreduju da li je materijal biokompatibilan: oblik, povrSina,
poroznost, hemija materijala i tkivo gde se inkorporira.®® Svi PHA pokazuju visok
stepen biokompatibilnosti u ¢elijskoj kulturi i dobro su prihvaceni u in vivo
testovima.? In vivo testovi su pokazali da su PHA biokompatibilni sa osteoblastima i

epitelnim ¢elijama.®

Tabela 2. Mehanic¢ke i1 termalne osobine razli¢itih PHA

PHA Poli(3HB) Poli(4HB) Poli(3HB Poli(3HO
co 4HB) co 3HH)
Tacka topljenja (°C) 177 53 152 61
Temperatura 4 -48 -8 -35
ostakljivanja (°C)
Zatezna &vrstoéa (MPa) 40 104 26 9
Modul istezanja (GPa) 3,5 0,149 - 0,008
Istegljivost pri kidanju 6 1000 444 380
(%)
OH 0 9
L co.H
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2.3.2 Primena PHA polifmera

Karakteristike samog materijala, koje se menjaju sa monomernim sastavom,
omogucavaju Sirok spektar upotrebe PHA. Ovi bioloski estri su veoma interesantni zbog
svoje biokompatibilnosti, biodegradabilnosti i permeabilnosti. NajceS¢e se koriste kao
biodegradabilna plastika, materijali u medicini ili farmaceutskoj industriji. Takode,

upotrebljavaju se kao izvor hiralnih monomernih jedinica.** *°

PHA su se prvo upotrebljavali za izradu ambalaze kozmeti¢kih preparata, zatim
su nasli upotrebu u vodeé¢im svetskim industrijskim korporacijama (Wella AG, P&G,
Biomers itd.) u proizvodnji svakodnevnih proizvoda poput brijaca, posuda, pelena,
razgradivih torbi i sli¢no.” Nedavno je pokazano i da PHA nanovlakna mogu da se
koriste za preci§¢avanje voda od Gram-negativnih, Gram-pozitivnih bakterijskih sojeva

i od nekih gljiva.*

Najveca prekretnica za medicinsku upotrebu PHA bilo je odobravanje upotrebe
poli(hidroksibutirata) od strane FDA (eng. Food and Drug Administration) kao
biomaterijala za apsorpcioni  hiruski konac.*’ Imajuéi u vidu da su
poli(hidroksialkanoati) proizvodi ¢elijskog metabolizma, a da je monomerna jedinica 3-
hidroksibuterna kiselina (iz poli(hidroksibutirata)) normalno prisutna u krvi (u
koncentraciji izmedu 0,3 i 1,3 mmol/L) moguca je njihova upotreba u saniranju rana,
izgradnji implanta za tkivno inZenjerstvo i kao nosada lekova® ®* 3 Pored toga
poli(hidroksibutirati) imaju osobine slicne prirodnim kostima i mogu se Koristiti za

biodegradabilna fiksiraju¢a pomagala koja mogu da stimulidu formiranje kostiju.*®

Poli(hidroksibutirati) i kopolimer poli(hidroksibutirat co hidroksivalerat) su
najviSe istrazivani kao materijal za medicinsku upotrebu zbog velike dostupnosti i
komercijalne proizvodnje materijala.”® Bostonska kompanija ,, Tepha“ je specijalizovana
za proizvodnju perikardijalnih slojeva, kardioloskih stentova, sréanih zalizaka,
implanata i drugih proizvoda za medicinsku upotrebu dobijenih od PHA pod
komercijalnim nazivom PHA4400 (Slika 5).4
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Slika 5. Primena PHA a) hiruski konac b) sr¢ani zalistak

PHA kratke duzine lanca zbog svojih mehanickih osobina mogu naci primenu za
takozvanu tvrdu regeneraciju tkiva. Kostopoulus i Karring su Koristili kopolimer
poli(hidroksibutirat co hidroksivalerat) da popune rupe u kostima kao i za tretman
defekta vilice kod pacova.** Kako su scl-PHA krti i lomljivi ne mogu se koristiti za
meko tkivno inZenjerstvo, npr. za vaskularne aplikante, za regeneraciju kozZe i nerva ili
mnogo pogodniji mcl-PHA, koji su fleksibilni i manje kruti. Jedna od prvih in vivo
studija mcl-PHA radena je sa kopolimerom poli(3-hidroksioktanoat co 3-
hidroksiheksanoat) kroz subkutanu (podkoznu) implementaciju polimernih implanta,
mikrosfera, tuba i kuglica, kod miseva.** Odgovor tkiva je veoma blag ¢ak i nakon 40

dana od implementacije.

PHA su dobri kandidati za nosaCe lekova zbog svoje biokompatibilnosti,
biodegradabilnosti a posebno zato $to se degradiraju povrinskom erozijom.* Medutim
matriks nosaca lekova zasnovan na scl-PHA ima poroznu strukturu pa se lek otpusti pre
nego Sto uopsSte krene degradacija polimera. Mnogo su bolji kandidati za ovu primenu
mcl-PHA ali je broj istrazivanja ograni¢en zbog tezeg dobijanja ovog polimera na vecoj
skali.** Istrazivane su kombinacije poli(amidoamin) dendrimera i mcl-PHA za
transdermalno otpustanje lekova.*® Kopolimerizacijom monoakrilat-poli(etilenglikola)
sa poli(hidoksioktanoatom) pomo¢u UV zraka dobijen je matriks koji se moze primeniti
kao nosa¢ lekova. Ovaj materijal omogucava kontrolisano otpustanje lekova prilikom
saniranja oteklina.” U istraZivanju je kao model lek koris¢en ibuprofen i pokazano je da

ovaj sistem daje dobre rezultate u in vitro studiji.
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Novija istraZzivanja - su pokazala da takozvana druga generacija prirodno
funkcionalizivanih polimera (onih koje sintetiSu sami mikroorganizmi pod posebnim
uslovima) ima veliki potencijal. Kopolimer poli(-3-hidroksiacetiltioalkanoat co 3-
hidroksialkanoat) selektivno inhibira rast meticilin rezistentnog soja Staphilococcus

aureus (MRSA) u in vitro i in vivo uslovima.*®

Zbog elastomernih osobina mcl-PHA je dobra osnova za dizajn biodegradabilnih
adheziva koji mogu naci primenu za pokrivanje rana, nosace elektrokardiografskih

elektroda i drugo.”

Osobine i primena PHA sa nespecifi¢cnim grupama u bo¢nom nizu jos uvek nije
dovoljno istrazena zbog tezeg dobijanja ovih polimera. Ocekuje se da ce
komercijalizacijom proizvodnje mcl-PHA da se prosiri i primena ovog vrednog

materijala.

2.3.3 Funkcionalizacija PHA polimera

Neke bakterije mogu da proizvode poli(hidroksialkanoate) sa razliitim
funkcionalnim grupama u zavisnosti od podloge na kojoj su gajene i dostupnih izvora
ugljenika. Mnoga istrazivanja su okrenuta ka ispitivanju funkcionalizacije samog PHA
materijala, bilo biosintetickim putem ili hemijskim modifikacijama.*

PHA su uglavnom inertni zbog alkanskih boc¢nih lanaca. PoZeljno je da bo¢ni
lanac bude funkcionalizovan zbog proSirenja spektra upotrebe polimera. Prvi primer
dobijanja polimera kontrolisanom biosintezom je gajenje soja Pseudomonas putida
GPol na podlozi gde su jedini izvor ugljenika bili alkani koji sadrze od 6 do 12
ugljenikovih atoma i 1-alkeni iste duZine lanca.*® Dobijeni su polimeri sa dvostrukom
vezom u bo¢nom nizu. Utvrdeno je da monomerna jedinica moZe imati isti broj
ugljenikovih atoma kao izvor ugljenika ili da ima dva ugljenikova atoma manje.

Jedino su opticki cisti poli(hidroksialkanoati) sa R konfiguracijom 100%
biodegradabilni,®® hemijski je te$ko sintetisati potpuno biodegradabilan polimer.

Hemijska sinteza PHA se uglavnom zasniva na otvaranju prstena B-laktona (Shema 1).
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Brojni su pokusaji da se dobije opticki ¢ist PHA upotrebom razlicitih katalizatora,

medutim uprkos dobrom prinosu nastali polimer nije bio izotakti¢an.”" 52

O'Pr

)jgo 2N .
O

2-13

Shema 1. Sinteza PHA otvaranjem prstena f-laktona®

U novije vreme, Kramer i Coates su polimerizovali fluorovane beta laktone i
sintetisali PHA sa fluorom u bo¢nom nizu. > Oni su takode kopolimerizovali
fluorovane beta laktone sa B-butirolaktonima i dobili funkcionalizovane kopolimere.
PHA sa amino grupom ili karboksilnom grupom u bo¢nom nizu dobijeni su takode
hemijskim putem.**

Nov nacin uvodenja funkcionalnih grupa u boc¢ni lanac PHA nedavno su
predloZili Tajima i saradnici.”® Kontrolisanim gajenjem PHA uveli su vinil-grupu u
bocni niz a zatim su UV ozra¢ivanjem inicirali tiol-ene klik reakciju i na taj nacin uveli
su fragmente 3-merkaptopropionske kiseline i 2-aminoetantiola u strukturu. Vinil-grupa,
uvedena u strukturu kontrolisanim gajenjem, modifikovana je razli¢itim reagensima.
Hidroksilovani proizvodi dobijeni su uspesno oksidacijom pomo¢u KMnO4>® kao i
sekvencom  reakcija  hidroborovanje-oksidacija.””  Epoksidacija pomoéu  m-

hlorperbenzoeve kiseline pokazala kao stereohemijski nespecifi¢na.*®

2.4 Monomeri PHA: (R)-3-hidroksialkanske kiseline

PHA su opti¢ki aktivni polimeri koji se sastoje samo od (R)-enantiomera 3-
hidroksialkanoata. Pokazano je da razli¢ite (R)-3-hidroksialkanske kiseline (3-HA)

ulaze u sastav PHA polimera sa ¢itavim spektrom funkcionalnih grupa u bo¢nom lancu
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kao Sto su: nezasi¢ene veze, estrarska-, cijano-, amino- i nitrozo- grupa, halogeni
elementi i aromati¢na jezgra. Ove funkcionalne grupe povecavaju potencijalnu upotrebu
ovog materijala.>® Stoga su PHA znaajan izvor hiralnih jedinjenja sa velikim
potencijalom, jer predstavljaju izvor vrednih sintona za hemijsku i farmaceutsku

industriju.®

2.4.1 Dobijanje (R)-3-hidroksialkanskih kiselina (3-HA)

a) Hemijska sinteza

Monomerna jedinica PHA, (R)-3-hidroksialkanska kiselina, poseduje hiralni
centar i dve funkcionalne grupe, karboksilnu i alkoholnu i zato se cesto koristi za

sintezu razli¢itih jedinjenja poput antibiotika, vitamina, aromata i feromona.®

Zbog velikog znacaja i Siroke primene 3-HA su se naSle u fokusu mnogih
organskih hemicara koji su razvili razlicite sintetske puteve za njihovo dobijanje.*
Zajednicko za ove reakcije je da je ogranicena koli¢ina koja moze ovim putem da se
dobije, postupak je uglavnom slozen, ukljucuje hiralne metalne komplekse kao
katalizatore, kontaminaciju krajnjeg proizvoda katalizatorom i na kraju je cena Citavog
postupka izuzetno visoka.®® Proizvodi dobijeni na ovaj nadin veoma &esto imaju loiji

enantiomerni viak nego 3-hidroksialkanske kiseline dobijene biosintetickim putem.*

Monomeri PHA se hemijski sintetiSu enantioselektivnom redukcijom
odgovarajuce 3-keto alkanske kiseline. Noyori-jev katalizator RuCl,[(R)-BINAP] moze
da se koristi za ovu redukciju. Redukcija se odvija pod visokim pritiskom vodonika,100
atm, a proizvod se dobija u enantiomernom visku 98% ee (Shema 2, primer a).*? Kao
katalizator u enantioselektivnoj redukciji moze da se koristi i komercijalno dostupan B-

hlordiizopinokamfenilboran (DIP-CI) (Shema 2, primer b).%% %
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OH
RuCl
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R=iPr, iBu; 89-96% ee: 98- >99 %

O O (-)-(DIP-CI), TEA, OH O
b) M THF
R OH R OH
0~ _ 0
2-16 20°c-0%C 2-17

R= alifaticni, aromaticni, 84-92%, ee: 91- 99%

Shema 2. Enantioselektivna redukcija 3-keto kiselina i estara

Primenom Sharpless-ove asimetri¢ne dihidroksilacije dvostruke C=C veze a,f3-
nezasi¢enog dekanoata u prisustvu dihidrokinidin-ftalazina nastaje syn diol, koji se
preko cikli¢nog sulfita prevodi u sulfat 2-20. Regioselektivnim redukovanjem uklanja se

sulfat i nastaje (R)-3-hidroksidekanoat (Shema 3).°°

1) SOClj, pyr, 0 °c, 30 min

o
(DHQD),PHAL, MeSO,NH, o4 2) NalO,, RuCl, 1 mol % /sz
1:1 -BUOH/H,0,0°C, 36 h /k/OH 3:1 ACN/H,0, 30 min o~ Mo
COOEt ———————>
R/\/ 80%, ee: 90% R I 90% (dva koraka) )‘"//
COOEt R “COOEt
2-18 2-19 2-20
NaBH,, DMA, OH
0°Cdost, 1h /k/cooa 72% R= CgHyg
I R

20% ag. HCI st, 18 h
2-21

Shema 3. Regioselektivno reduktivno uklanjanje cikli¢nih sulfata.

Proizvod Sharpless-ove asimetri¢ne dihidroksilacije moze da se prevede u o-
hlor-B-hidroksi estar, regio- i stereoselektivnom Sy2 reakcijom. Hidroksilna grupa u
poloZaju 2 je viSe aktivirana prema supstituciji zbog prisustva karbonilne grupe u
susedstvu pri ¢emu nastaje halogen-hidrinski derivat 2-23. Hlor se uklanja redukcijom

pomocu tri-n-butilkalaj hidrida (Shema 4).

OH o 15
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OH MeC(OMe)s, TMSCI

cl
CyqH DCM, s.t. S _CyH,, BU3SNH, kat AIBN C.H
EtOZC/% s - EtOZC/Y wes 0 s EtOC e
H OH

66% CgHg, refluks 6 h OH

2-22 9.23 2-24
99%

Shema 4. Regioselektivna supstitucija 2,3-dihidroksi kiselina pracena redukcijom

Jo$ jedan nacin za sintezu 3-hidroksialkanskih kiselina obuhvata oksidaciju 1,3-
diola pomoc¢u natrijum-perjodata u prisustvu kataliticke koli¢ine rutenijum(l11)-hlorida.
Zeljena 3-hidroksialkanska kiselina moZe da se dobije direktno ili postupno preko 3-
hidroksialdehida. Na ovaj nacin, nakon uklanjanja zaStitne silil-etarske grupe,
sintetisana  je  (3S,4S)-3-hidroksi-4-metiloktanska  kiselina,  sastavni  deo

ciklodepsipeptida beauveriolida I (Shema 5).%’

OTBDMS O  OTBDMS
: NalO,, RuCl, kat. H
HO/\/\:/\/\ > HO T
: CCIJ/ACN/H20, (viviv=2/2/3) =
s.t. 2h,
2-25 8% 226

Shema 5. Regioselektivna oksidacija 1,3-diola

3-HA se mogu dobiti i pomocu visoko enantioselektivne konjugovane adicije
salicilaldehidnog oksima na dvostruku a,B-nezasi¢enog imida katalizovanog salen-Al
kompleksom. Kasnijom etanolizom tako dobijenog p-hidroksiimida u prisustvu

Er(OTf);  dobijeni su estri 2-30 u odli¢nim prinosima (Shema 6).
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\\\H
H N—
N\Ar
7
R= alkil, alkoksi-PG
(@) (@) X=0-Al(salen)
R/\)J\N Ph  1.5mol% A|(salen) OH OH O
H cikloheksan, st.48h = kat. Er( OTf)a =
2:27 SR, /\)J\ )J\Ph PPN
+ EtOH 4°C R
2. Hy, Pd(OH)2-C OFt
OH AcOH, EtOH, st 2-29 2-30
81-93% , ee: 97-98% 89-99%
ZN<om
2-28

Shema 6. Konjugovana adicija oksima na E-olefine

3-Hidroksialkanske kiseline se dobijaju i asimetriénom aldolnom reakcijom sa
supstituentom u a-poloZaju koji se kasnije uklanja. Intermedijerni proizvod dobijen in
situ iz kamforskog N-acetiloksazolidintiona reaguje sa aldehidom u stereoselektivnoj
aldolnoj adiciji. Uklanjanje broma moze da se izvr$i pomocu 4-(N,N-

dimetilamino)piridina (DMAP) ili selektivno Al-Hg amalgamom ¢ak i u prisustvu
dodatnog atoma broma (Shema 7). ™

° 1. TiCl,, DIEA 0’2

Y o g
)J\ wV,\ | R-CHO,-78°C /\)J\
— > | Tl — >
Xc  2.Br, DIEA 4 S/k 90-94% R™ Y %

Br
2-31 020
H,O0/DCM/DMAP
Al-Hg ( 2,5% Hg) oH o
0 °C, 5-10min /\/'\/COOH
Br O = >
R=H 2-34
c H,0/ DCM/ DMAP
OH Al-Hg (< 1%, Hg) OH
0°c, 20 min HOOC z
S 9%
233 R=Br \/\/\/Br 86%
2-35

Shema 7. Sinteza a) a-bromo-B-hidroksi karboksilata b) B-hidroksi kiselin
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Na Shemi 8 prikazana je efikasna sinteza 3-HA i njenih derivata ostvarena preko
samarijum-jodidom promovisane aldolne reakcije izmedu razli¢itih aldehida ili ketona

sa komercijalno dostupnom jod-siréetnom kiselinom.”

3,2 ekv, Sml,, THF

O O 0 R;R, O
35h,25°C 12
| —_—
Rl)J\RZ + \)J\OH 65-99% HOMOH
12 primera
2-36 237 P 2-38
R,= alifatican niz
R,= H, Me, Et

Shema 8. Aldolna reakcija katalizovana Sml,

Klasi¢na rekacija po Reformatsky-om podrazumeva cinkom promovisanu
sintezu  B-hidroksialkanoata iz a-halogenih estara i aldehida ili ketona.”
Enantioselektivna reakcija po Reformatsky-om izvodi se uz prisustvo hiralnih liganda.
Upotrebom hiralnog katalizatora [CIMn(salen)] (20 mol%) enantioselektivnost se

poveéava na 86% (Shema 9).”

@] \\Rl

+ o ) HO 0
,j —_—
Rl)j\Rz _>—
2-39 2-40 \

2-41
a) 2 ekv. Me,Zn, (CIMn(salen)) 20 mol%, R= alkil, aril
t-BuOMe, s.t., 45-95%, 40-86% ee
4-fenilpiridin-N-oksid 25 mol % 17 primera

Shema 9. Enantioselektivna reakcija po Reformatsky-om uz upotrebu hiralnog
katalizatora

Jo§ jedan nain za sintezu 3-HA je otvaranje prstena (S)-3-hidroksi-y-
butirolaktona 2-42 (Shema 10). Nukleofilnim otvaranjem laktonskog prstena pomocu
Weinreb-ovog amina i oksidacijom primarnog alkohola dobija se aldehid 2-44. U

narednom koraku u Wittig-ovoj reakciji sa heksiltrifenilfosfinijum-bromidom dobija se
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olefinski proizvod 2-45." Redukcijom i hidrolizom ovog proizvoda nastaje (R)-3-
hidroksidekanska kiselina 2-46."

o TEA
(MeO)MeNH-HC, o  OBn Pyr-SOs. o  oBn
o MesAl DCM, st 61 /U\/_\/ DMSO, st 2 hM o J\/_\
— = MeO ‘. _OH e -
87% \T 86% \T CHO
BnO
- 2-44
2-42 243 1. 10% Pd-C, NH,HCO,
heksiltrifenilfosfonium-bromid,

O  OBn etilen-glikol, 120 °C, kw, 5min
KHDMS, toluen, -78 °C /U\/_\/\(v)/ g 900 o  OH
> MeO = 0

~ - B
86% N 4 HOJ\/\/\//
| 2. 2N KOH, MeOH/H,0 (1:1) 4

245 130 °C, 90 psi, Hw, 20min
87%

Shema 10. B-Hidroksi karboksilna kiselina dobijena iz (S)-3-hidroksi-y-butirolaktona

preko Wittig-ove reakcije

Kada se (S)-3-Hidroksi-y-butirolakton 2-47 otvori u reakciji sa
jodtrimetilsilanom pri ¢emu nastaje jodhidrin 2-48, koji se pomocu Ag,0 prevodi u (S)-
3,4-epoksibutanoat 2-49. Otvaranje epoksidnog prstena je katalizovano bakar-jodidom,
Grignard-ovom  reakcijom sa  decilmagnezijum-bromidom  nastaje  (R)-3-
hidroksialkanoat sa ukupnim prinosom 57% (Shema 11).”

o)
Nal, TMSI, ACN OH Ader ACN o
EtOH = gZO,
O =
—— > Et0OC : | — COOEt
63% NN 94%
H
2-47 2-48 2-49
CUl, n-CIOHZlMgBr,
THF, -30°C ?H
— Et00C_ A _CioHa1
97%
2-50

Shema 11. Etil-estar B-hidroksitetradekanske kiseline dobijen iz (S)-3-hidroksi-y-

butirolaktona preko Grignard-ove reakcije

Hiralni epihlorhidrin 2-51 je takode dobar prekursor 3-HA. Hemo- i
regioselektivno otvaranje prstena katalizovano bakar-jodidom, praé¢eno je Grignard-
ovom reakcijom sa decilmagnezijum-bromidom sa sterno manje zastiCene strane.

Epoksidni prsten 2-52 se potom formira u baznim uslovima. Nastali epoksidni prsten se
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otvara natrijum-cijanidom i nastaje B-hidroksi nitril. Hidrolizom uz prisustvo H,0,
nastaje kiselina 2-53 (Shema 12)."

ol net . NaCN, MeOH, H,S0,
O// 1) Cul, n-Cqg 21I\ﬂgBr, 2 47-52°C 15h
2 toluen/THF, 3-15°C, 5 h < -
cl > H,0, ag, MeOH,
2) NaOH ag, MeOH / toluen C11Hzs
2-51 >3% 2-52

H

e}

refluks 7,5 h, ag HCI
74%
C10H21\/\/COOH

2-53

Shema 12. Hiralni epihlorhidrin kao prekursor B-hidroksialkanskih kiselina

b) Biokataliticko dobijanje

Kako bi se prevazisli nedostaci hemijske sinteze (Sekcija 2.4.1.a), razvijani su

postupci uvodenja hiralnog centra biokatalitickim putem.”” Najées¢e su koriséeni
rekombinantni sojevi Escherichia coli ili Saccharomyces cerevisae.

78,79
Glavna ograni¢enja ovih biokatalitickih reakcija je inhibicija enzima
proizvodom, promenljivi prinosi izolovanog proizvoda kao i promenljiva enantiomerna

Cistoca proizvoda. Takode, potrebno je sintetisati polazne B-keto estre Sto dodatno
podize ukupnu cenu postupka.

o O reduktaza OH O
RMOH R OH
2-54

2-55
Shema 13. Enzimska redukcija B-keto kiselina

Nekoliko (R)- i (S)-3-hidroksialkanskih kiselina dobijeno je enzimski

katalizovanom redukcijom odgovarajuéih 3-ketoalkanskih kiselina pomoc¢u pekarskog

kvasca.” (S)-3-Hidroksialkanske kiseline, koje imaju od 6 do 12 ugljenikovih atoma,

OH
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dobijene su iz odgovarajucih trans-o,-nezasicenih alkanskih kiselina u mikrobioloskoj

hidrataciji katalizovanoj ¢elijama Mucor sp. &

c) Depolimerizacija PHA

Enantiomerno cista (R)-3-hidroksialkanska kiselina moze da se dobije

8.8 ili hemijskim putem.?® Nakon hemijske

depolimerizacijom PHA, enzimatskim
degradacije kiselom hidrolizom dobija se (R)-metil-3-hidroksialkanoat koji se dalje
saponifikuje i daje odgovarajuéu (R)-3-hidroksialkansku kiselinu (Slika 6).2* Nedostatak
ovog postupka je koris¢enje velike kolic¢ine organskih rastvaraca i mala efikasnost

procesa s obzirom na broj koraka koji se primenjuje.

ckstrakcija R © R © CHCL,,H,80,,
acetonom MeOH
— (¢ X (o] —
X
n
PHA (R)-Metil-3-hidroksialkanoati
Fermentacija
LiOH,
MeOH,
THF
oH 0
R1MOH Preciscavanje
OH o
ACN/H,0O

ciste kiseline (R)-3-hidroksialkanske kiseline

Slika 6. Depolimerizacija PHA hemijskim putem

Do sada su mnoge ekstracelularne PHA depolimeraze identifikovane i
okarakterisane.®® Ove depolimeraze se uglavnom koriste za povrsinsku modifikaciju
PHA®, dok je tek nekoliko primera povezano sa proizvodnjom 3-hidroksialkanskih

kiselina. Termofilna depolimeraza iz Streptomyces sp. MG hidrolizuje

OH 21
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poli(hidroksibutirat)  do"* monomernih  jedinica na povisenoj temperaturi.®’
Ekstracelularne lipaze iz razlicitih bakterija su takode ispitivane kao potencijalni enzimi
za in vitro depolimerizaciju.®® Utvrdeno je da vecina lipaza moze da hidrolizuje
poliestre sa w-hidroksialkanskim kiselinama kao Sto su poli(6-hidroksiheksanoat) ili
poli(4-hidroksibutirat). Poliestri koji imaju razgranate boc¢ne lance u svojoj strukturi,
kao kod PHA, ne mogu ili se jako malo hidrolizuju dejstvom do sada ispitivanih

lipaza.®®

Noviji pristup za izolovanje 3-HA iz PHA je depolimerizacija in vivo. Proces se
zasniva na intracelularnoj depolimerazi za hidrolizu poli(hidroksialkanoata).®® Pristup je
uspesno primenjen na soju A. latus koji prizvodi poli(hidroksibutirate) i dobijen je (R)-
3-hidroksibutirat u prinosu od 96%.%° Kada je isti proces prosiren na PHA srednjeg
lanca, efikasnost je znacajno opala, proizvod je izolovan u prinosu 9,7% posle 4 dana
reakcije depolimerizacije.?® Upotreba ekstracelularne depolimeraze izolovane iz
Pseudomonas fluorescens GK13, soja koji proizvodi poli(hidroksialkanoate), dala je
znadajno bolje rezultate.® Optimizacijom uslova podeavanjem pH sredine, koja je
pokazala kao kljutna u ovoj transformaciji, izolovano je preko 90% (R)-3-
hidroksioktanoata. Podjednako uspesno je bilo i dobijanje monomera sa nezasi¢enjem u

N 2
bo¢nom lancu.®

2.4.2 Primena PHA monomera

Hiralne hidroksialkanske Kkiseline predstavljaju interesantna jedinjenja sa
visokim potencijalom primene u razli¢itim sferama (antibakterijska, antiviralno dejstvo,
sintoni za organsku sintezu, biogoriva).®®> PHA monomeri, posebno 3-hidroksibutirati
imaju terapeutsko dejstvo na Alchajmerovu i Parkinsonovu bolest, osteoporozu ¢ak i na

poboljsanje memorije.” %2

3-HA imaju strukturu slicnu masnim kiselinama koje su poznati antimikrobni
agensi.®® Uprkos velikom potencijalu, tek je nekoliko jedinjenja iz ove grupe
komercijalno dostupno i joS uvek nije ispitana moguc¢nost hemijske modifikacije kao i

njihova bioloSka aktivnost. Biotehnolodki dobijeni poli(hidroksialkanoati) mogu uz

OH & 22
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optimizaciju uslova proizvodnje biti razlic¢itog monomernog sastava $to ih ¢ini idealnim

polaznim materijalom za dalju funkcionalizaciju.

Hidroksi kiseline se mogu koristiti za proizvodnju novih poliestara. Kamachi sa
saradnicima je pomocu polimeraze iz bakterije koja sintetiSe PHA intracelularno, dobio
iz racemske smese monomera potpuno izotakti¢an polimer.*® Utvrdeno je da dimeri i
trimeri 3-hidroksibuterne kiseline mogu brzo da se razgrade do monomera u tkivima
pacova i ljudi i da imaju dobru penetraciju i difuziju kroz tkiva, pa su i dobar izvor

.. .. 95
energije za povredene pacijente.

Seebach sa saradnicima pokazao je da 3-hidroksialkanske kiseline mogu da se
koriste kao hiralni gradivni elementi u totalnoj sintezi makrolida kao Sto su pirenoforin,
koletodiol grahamicin Al i elaiofiliden® (Slika 7, Tabela 3). 3-Hidroksibutirati mogu da
se koriste i za sintezu dendrimera koji poseduju niz osobina poput biodegradabilnost,
monodisperznost i veliki broj povrSinskih funkcionalnih grupa $§to ih ¢ini dobrim

nosadima lekova u in vivo uslovima ispitivanja.®®

2-56 2-57

Slika 7. Strukture pirenoforina 2-56 i koletodiola 2-57

Najve¢i broj in vivo studija se fokusira samo na 3-hidroksibutirate i 4-
hidroksibutirate. Ove studije pruzaju znacajne informacije o fizioloSkoj funkciji ovih
jedinjenja. Ocekuje se da ¢e strukturno slicne hidroksi kiseline duZeg niza pokazati
slicne ili naprednije osobine. Takode, bi¢e omoguéena njihova primena kao hiralnih

lekova.*®
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Tabela 3. Potencijalna primena nekih 3-HA kao sintona u sintezi lekova

3-HA Potencijalni sinton za: Literatura
(R)-3-hidroksiundek-10-enoat Inhibitore biosinteze holesterola %
(R)-3-hidroksiundekanoat Depsipeptid %
(—)-Tetrahidrolipstatin %
Vestacki Lipid A 100
Stevastelin B i B3 %
Sulfobacin A tor
Globomicin 102
Pseudomicin 103
Topostin B567 i D654 104
(R)-3-hidroksinonanoat Globomicin analoge 105
(R)-3-hidroksioktanoat Simvastatin 106
Viskosin 107
(R)-3-hidroksihept-6-enoat Sfingofungin D 108

109
110
111

Sfingofungin F
(S)-citronelol
Ciklosporin A derivate

(R)-3-hidroksiheptanoat Anachelin 12
Pravastatin 13
(R)-3-hidroksiheksanoat Analoge laulimalida 1

Zhang sa saradnicima predlozio je da bi metil estri (R)-3-hidroksialkanoata mogli

da se koriste kao biogoriva.**

Oni su utvrdili da je toplota sagorevanja meSanih estara,
niza od toplote sagorevanja Cistog dizela ili benzina, ali ova koli¢ina je dovoljna da

bude upotrebljiva kao gorivo.

2.5 BioloSka aktivnost 3-hidroksialkanskih kiselina

Poznato je da su 3-hidroksialkanske Kiseline prisutne u gotovo svim ¢elijama, i da
su kompatibilne sa ljudskim tkivima.'” Sa druge strane zbog svoje strukture koju &ine
nepolaran ugljeni¢ni niz sa jedne strane i polarne funkcionalne grupe sa druge, 3-HA

imaju veliki bioloski potencijal o kome ¢e se dalje diskutovati.

OH & 24
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2.5.1 Antimikrobni potencijal

Antimikrobna rezistencija predstavlja sve veéu opasnost po zdravlje ljudi.
Razvija se kada mikroorganizmi (bakterije, gljive, virusi ili paraziti) ne reaguju vise na
lekove (antibiotike) na koje su prvobitno bili osetljivi. Zbog toga standardni tretmani
viSe nisu efikasni, infekcije je sve teze kontrolisati i veci je rizik od smrtnog ishoda kod
obolelih.™*® lako je sposobnost bakterije da postane rezistentna na antibiotike poznata
dugo, naSe znanje o razli¢itim mehanizmima nastajanja rezistencije raste poslednjih
godina. Ove informacije, ako se pravilno koriste, treba da pomognu u otkri¢u i razvoju
novih lekova koja mogu da prevazidu ili neutralisu postoje¢e mehanizme rezistencije.'*’
Alternativni nacin za pronalazenje novih antibiotskih lekova ranije je podrazumevao
hemijsku derivatizaciju ve¢ odobrenih antibiotika ~ sa ciljem poboljSanja svojstva i
prevazilazenja mehanizma rezistencije. Primeri ovog pristupa su uspeSne modifikacije

118 Medutim, brzo se nakon

makrolida, PB-laktama, tetraciklina, aminoglikozidima.
uvodenja leka u terapiju, ponovo razvija rezistencija, pa je derivatizacija postojecih

antibiotika prevaziden pristup.119

Masne kiseline su dobro poznata antimikrobna jedinjenja.'® Njihova aktivnost
je povezana sa njihovom lipofilnom strukturom. Pokazano je da aktivnost masnih
kiselina zavisi od duzine ugljeni¢nog lanca kao i od prisustva razli¢itih funkcionalnih
grupa na samom lancu.®® Kod nezasi¢enih masnih kiselina aktivnost zavisi od broja i
orijentacije dvostrukih veza. Dvostruka veza u prirodnim masnim kiselinama obi¢no
ima cis orijentaciju, i ima veéu antimikrobnu aktivnost u poredenju sa trans
izomerom.'?® Medu zasi¢enim masnim kiselinama najvecu aktivnost pokazuju one sa 10

i 12 ugljenikovih atoma u lancu.'?
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Tabela 4. Antimikrobna aktivnost izdvojenih masnih kiselina izrazena u pmol/mL

Masne kiseline C. albicans S. aureus
Dekanska kiselina 2,9 2,9
Dodekanska kiselina 2,5 2,5
Metil-dodekanoat 4,6 n.i.”
Tetradekanska kiselina 4,4 4,4
9-cis-tetradecenska kiselina | 0,5 0,4

“nema inhibicije pri ispitivanoj konc. jedinjenja.

Kako su monomeri PHA, 3-hidroksialkanske kiseline, sli¢ne strukture kao i
masne kiseline ocekuje se da njihova lipofilna priroda takode dode do izrazaja u smislu
antimikrobne aktivnosti. Pokazano je da (R)-3-hidroksi-n-fenilalkanska kiselina moze
da inhibira rast bakterijskog soja Listeria monocytogenes, koji je veoma rasprostranjen

nespecificni patogeni mikroorganizam.'?

(R)-3-hidroksibutirati su pokazali u manjoj
meri antimikrobnu, insekticidnu i antiviralnu aktivnost.*® Testirana je i antimikrobna
aktivnost 3-HA srednje duZine lanca. lIspitivanja su pokazala da (R)-3-hidroksi-8-
nonenska kiselina i (R)-3-hidroksi-10-undecenska kiselina pokazuju vecu aktivnost
prema sojevima Listeria spp. i Staphylococcus aureus nego njihove racemske smese ili

odgovarajuce ne-hidroksilovane masne kiseline.*

Antifungalna aktivnost masnih kiselina je takode poznata i raste sa duzinom
hidrofobnog lanca.**® Hidrofobnost duzih lanaca moZe umanjiti aktivnost zbog losije
rastvorljivosti u vodenoj sredini. Pokazano je da dodekanska kiselina ima najbolji odnos
hidrofobnosti i hidrofilnosti. Hidroksilne masne kiseline pokazuju Sirok spektar
antifungalne aktivnosti. Sjorgen sa saradnicima je utvrdio da hidroksilne masne kiseline
lako wulaze 1 lipidni dvosloj membrane kod gljiva 1 povecavaju membransku
permeabilnost i propustaju intracelularne elektrolite i proteine.* Ova grupa istraZivaca
je pokazala da 3-hidroksialkanske kiseline sa 10, 11, 12 i 14 ugljenikovih atoma kao i 2-
hidroksidekanske kiseline poseduju antifungalnu aktivnost prema razli¢itim sojevima
gljiva.

Antimikrobna aktivnost do sada ispitivanih 3-hidroksialkanskih kiselina i

masnih kiselina je znacajno manja u poredenju sa antimikrobnim agensima koji su
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trenutno u upotrebi. Njihove minimalne inhibitorne koncentracije su u opsegu od 10 do
100 pg/mL dok je ista vrednost za antimikotike na trZistu ispod 10 pg/mL.'?* Potrebna
su dalja istraZzivanja kako bi se antimikrobni potencijal 3-HA i masnih Kkiselina
iskoristio, jedan od pristupa je konjugacija ovih jedinjenja sa ve¢ poznatim

antimikrobnim agensima ili dalje transformacije i uvodenje novih farmakofora.

a) Moduliranje bakterijske meducelijske komunikacije

U poslednjoj deceniji antivirulentni lekovi koji ne ubijaju direktno bakterije veé
sprecavaju patogene mikroorganizme da ispolje svoje Stetne fenotipske karakteristike su
privukli sve veéu paznju.'?® Ovakav pristup moZe da smanji brzinu razvoja rezistencije
pa je sve veéi broj istrazivaca okrenut istrazivanjima vezanim za bakterijsku

meducelijsku komunikaciju, koja je zajednicka osobina mnogih patogena.*’

U meducelijskoj komunikaciji (eng. quorum sensing, QS) bakterije proizvode i
oslobadaju hemijske signalne molekule, autoinduktore, cija koncentracija raste sa
porastom gustine éelija .**® Detekcija minimalnog praga stimulatorne koncentracije
signalnog molekula dovodi do promene u ekspresiji gena i sinhronizacije rada ¢itave
zajednice. Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije koriste ovaj vid medusobne
komunikacije za regulaciju raznovrsnih fizioloSkih aktivnosti. Ovi procesi ukljucuju
simbiozu, virulentnost, konjugaciju, proizvodnju antibiotika, pokretljivost, sporulaciju, i
formiranje biofilma. Nedavna istrazivanja u ovoj oblasti ukazuju da se meducelijska
komunikacija putem signalnih molekula javlja unutar i izmedu bakterijskih vrsta.
Uopste, Gram-negativne bakterije koriste acilovan homoserin lakton kao autoinduktor,

dok Gram-pozitivne bakterije koriste oligopeptid da komuniciraju. **°

Da bi funkcionisao sistem bakterijske komunikacije, ¢elije moraju da imaju
sposobnost sinteze signalnih molekula, detekcije signala i sposobnost aktivacije i
deaktivacije ciljnih gena. NaruSavanjem bilo kog od ova tri procesa inhibira se
ekspresija gena Sto dovodi do smrti bakterije. Inhibicija se moZe ostvariti na tri nivoa:
represijom signala, degradacijom signala ili blokiranjem signalnog receptora.’®
Modulacija meducelijske komunikacija privlaci sve viSe paznje istrazivac¢a kao meta za

delovanje novih antimikrobnih agenasa.
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Poznato je nekoliko grupa molekula koje mogu da inhibiraju medubakterijsku
komunikaciju. Na Slici 8 su prikazane strukture nekih od naj¢e$¢ih modulatora
medubakterijske komunikacije. Najpoznatiji i najaktivniji inhibitori su bromovani

furanoni. Sintetise ih morska alga Delisea pulchrato (Slika 8, primer a)).**

Otkriveno je
da jedna grupa derivata furanona deluje na formiranje biofilmova tako §to onemogucéava
kompaktno pakovanje bakterija u matriks Sto dovodi do gladovanja i nakupljanja
produkata metabolizma Stetnih po bakteriju. Strukturni analozi N-acil homoserin laktona
mogu da inhibiraju medubakterijsku komunikaciju vezivanjem za receptor prirodnog

signalnog molekula (Slika 8, primer b)).

Br H
a) Br / Br Br / Br
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2-58 2-59
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Slika 8. Strukture nekih od inhibitora medubakterijske komunikacije

Utvrdeno je i da cis-2-dodecenska kiselina modulira komunikaciju izmedu B.
cenocepacia i P. aeruginosa sojeva. Egzogeno dodavanje ovog jedinjenja inhibira

formiranje biofilma kao i virulentnost P. aeruginosa, u in vitro i in vivo uslovima.**2

2.5.2 Lipofilna farmakofora

Poznata su istraZivanja vezana za konjugaciju lipofilnih molekula za lekove u
cilju prevazilazenja rezistencije i povecanja aktivnosti. Takode, masne Kkiseline
konjugovane sa lekom povecavaju njegovu aktivnost u poredenju sa nekonjugovanom

formom.1*
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Agensi Cija je meta bakterijska membrana su relativno novi u klini¢koj praksi.134
NaruSavanje stabilnosti bakterijske membrane ili proteina koji su funkcionalno povezani
sa membranom moZe biti strategija za tretman upornih infekcija. Napredak u razvoju
nove generacije antimikrobnih agenasa je zasnovan na prirodnim i polusintetskim
jedinjenjima kao Sto su ceragenini, lipopeptidi, lipoglikopeptidi i glikodepsipeptidi
(Slika 9)."* Na svim strukturama se izdvaja zajednicka strukturna jedinica, lipofilni
ugljeni¢ni niz. Njegova uloga je da poboljsa interakciju leka sa hidrofobnom c¢elijskom
membranom. Pored toga $to pomazu vezivanje leka za ¢elijsku membranu, smatra se da

lipofilni bo&ni niz produZava vreme poluraspadanja leka, pa tako poveéava aktivnost.'*®
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Slika 9. Hemijske strukture membranski aktivnih antibiotika koji sadrze lipofilnu
farmakoforu.

3-Hidroksialkanske kiseline poseduju lipofilni ugljeni¢ni niz u strukturi i mogu
se razmatrati kao dobri kandidati za membranski aktivne antibiotike, samostalno ili u

konjugaciji sa drugim strukturnim fragmentima.

2.5.3 Halogena farmakofora

Veliki broj lekova kao i potencijalnih lekova sadrzi halogene elemente u svojoj

strukturi.™*® Uprkos velikom broju istraZivanja u oblasti medicinske hemije, broj
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halogenih lekova koji su dospeli na trZiste u poslednjih dvadeset godina je manji od
ocekivanog. B Vige razloga objasnjava ovakav trend. Otkri¢e novih bioloski aktivnih
molekula zasnhiva se na poznatim aktivnostima prirodnih proizvoda. Kako su
halogenovani prirodni proizvodi iz biljaka, najveceg izvora potencijalnih lekova, retki,
Smanjen je i broj istrazivanja ka njima. Slede¢i razlog moze biti i pravac retrosintetickog
razmatranja sinteze novih proizvoda. Halogenovanje se uglavnom odigrava na
aromati¢nom prstenu, dok je uvodenje halogenih funkcionalnih grupa u alifati¢ne lance

manje zastupljeno zbog losije stereoselektivnosti ove transformacije.**

Analizom trenutnog stanja na trziStu lekova moze se zakljuciti da najvec¢i deo
halogenih lekova ¢ine fluoro derivati, zatim hloro i bromo dok samo jedan lek sadrzi jod
u sebi, tiroidni hormon tiroksin. Dobijanje fluor-, hlor- i brom supstituisanih jedinjenja

poznata je i na industrijskoj skali sa zadovoljavaju¢om cenom procesa.*®

Nekoliko razloga opravdava veliku zastupljenost lekova sa fluorom na trzistu.
Fluor je najelektronegativniji element u periodnom sistemu elemenata, ima mali
atomski radijus i malu polarizabilnost. ** Lo3 je akceptor halogene veze zbog velike
elektronegativnosti, ali je sa druge strane dobar akceptor vodonika u vodoni¢noj vezi. U
medicinskoj hemiji fluor se smatra ekvivalentom vodonika i metil-grupe, smatra se da
su oni bioizosterni odnosno da izazivaju slidan bioloski efekat.”* Jedan od prvih lekova
sa fluorom bio je 5-fluoruracil, antikancerski lek prvi put sintetisan 1957. godine. %
Medu najprodavanijim lekovima koji sadrze fluor svakako je antidepresiv fluoketin,
poznat na trzi$tu kao Prozak® 2-66 (Slika 10).** Faslodeks® 2-67 koristi se za leCenje
odredenih vrsta hormonski zavisnih kancera dojke, u svojoj strukturi ima alifati¢an niz i

pet atoma fluora.**!

E ] CF3
\N o~ i : HO
H
2-66

Slika 10. Antidepresiv Prozak® i antikancerski agens Faslodeks®

Jedinjenja koja sadrze hlor takode su dosta zastupljena medu halogenim

lekovima. Za razliku od fluora, hlor je umeren akceptor halogene veze iako je vece
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radijusa od fluora. Veza C-Cl je dovoljno stabilna pa moze da se uvede na razli¢itim
heterociklicnim molekulima. Prednost lekova koji sadrZze hlor je veéi afinitet ka
vezivanju za metu leka, kao i bolje prilagodavaju meti leka u poredenju sa

nehlorovanim jedinjenjima zbog elektrostatickih interakcija.**?

Istrazivanja su pokazala da prisustvo halogena kod bioloski aktivnih molekula
povecava njihovu lipofilnost, postepeno poboljSava orlanu resorbciju kao i penetraciju
leka u centralni nervni sistem.*** '* Pokazano je da prisustvo halogenih elemenata u

strukturi potencijalnog leka ne izaziva toksi¢nost.**

Zbog prisustva hidroksilne funkcionalne grupe u bo¢nom nizu koja se relativno
lako supstituiSe halogenim elementima, 3-HA su dobri prekursori za sintezu jedinjenja
sa halogenom farmakoforom. Na trziStu je malo bioloSki aktivnih jedinjenja koji u
alifati¢cnom nizu poseduju halogene elemente te bi potencijalno bilo znacajno sintetisati

i ispitati bioloski potencijal 3-HA sa halogenom farmakoforom.

2.5.4 Konjugacija PHA monomera i bioloski aktivnih peptida

lako su se terapeutski peptidi pojavili na trziStu pre 20 godina, najvecu paznju su
privukli tokom prethodnih par godina. Preko 60 vrsta peptidnih lekova moze se naci na
trzistu, neki od njih su Lupron™ zatim Lantus™ koji su medu najprodavanijim
lekovima u SAD. Pored toga za oko 140 potencijalnih lekova u toku su klinicka
ispitivanja, a vise od 500 je u predklinickim ispitivanjima. Predvida se da ¢e rast

peptidnih lekova na trZi$tu rasti eksponencijalno u narednim godinama.**

Poznato je da masne kiseline kada se kovalentno vezu za peptid povecaju njihovu
antimikrobnu i antikancersku aktivnost. **° Neki od prirodnih antimikrobnih peptida,
kao Sto su polimiksin i lipopetabol, su konjugovani sa masnim kiselinama. IstraZivanje
je pokazalo da kada se masna kiselina ukloni sa strukture dolazi do opadanja aktivnosti
leka Sto ukazuje da je njeno prisustvo usko povezano sa bioloSkom i farmakoloskom
aktivnos¢u. Mnoge studije su ve¢ pokazale da su amfipati¢na struktura i prag
hidrofobnosti peptidnog lanca od klju¢nog znacaja za biolosku funkciju antimikrobnih

peptida.’*’ Rezultati ranijih istraZivanja ukazuju da je duzina alifati¢nog lanca vazna za
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specificnost antimikrobne aktivnosti peptida. Povezanost antikancerske aktivnosti i

prisustva masnih kiselina konjugovanih sa peptidom je u nedovoljnoj meri ispitana.'*®

a) Katjonski antimikrobni peptid P18

P18 (KWKLFKKIPKFLHLAKKEF) je hibridni peptid nastao kombinacijom dva
antikancerska peptida, Cecropina A i Magainina 2 (Slika 11).%*° Cecropin A je katjonski

antimikrobni peptid sastavljen od 37 amino kiselina, izolovan je iz lutke moljca,

150

Hyalaphora cecropia.”™ Magainin 2 je katjonski antimikrobni peptid koji se sastoji od

23 amino kiseline i ima ukupno naelektrisanje +4 u fizioloskim uslovima.™®! Prvi put je

151

izolovan sa koze africke zabe Xenopus laevis.”™" P18 ima citotoksi¢nu aktivnost prema

humanim ¢elijama karcinoma i ne pokazuje znac¢ajnu hemolizu.

Slika 11. Trodimenzionalna struktura P18 peptida (izvor “Protein Data Bank
PDB:1D9J)

Analizom povezanosti strukture i bioloSke aktivnosti peptida P18 pokazano je da
je C- terminus o - heliksa veoma vazan za citoliticku aktivnost dok NH; - terminus o -

heliksa nije.**°

Ovo mesto koje se moZe posmatrati kao suvisni region je koriS¢eno za
dalje povezivanje peptida P18 sa drugim molekulima u cilju povecanja njegove

antikancerske aktivnosti.

Ranija istrazivanja su pokazala da monomerna jedinica poli(hidroksialkanoata),
3-hidroksidekanska kiselina vezana za D-peptid P18 (DP18) preko amidne veze utice
na promenu njegove antikancerske aktivnosti.’®® Sintetisani su konjugati DP18 sa

dekanskom kiselinom, (R)-3-hidroksidekanskom kiselinom i w-hidroksidekanskom
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kiselinom, i poredena je mjihova antikancerska aktivnost. Rezultati su pokazali da

DP18 konjugovan sa (R)-3-hidroksidekanskom kiselinom ima poboljSanu
antiproliferativnu aktivnost zbog efikasnijeg ulaska modifikovanog peptida u celiju
raka. Specificnost pomenutog konjugata je takode bolja u poredenju sa konjugatom sa
dekanskom kiselinom, $to ukazuje na znacaj prisustva hidroksilne grupe u boc¢nom

lancu.™? Pored toga prisustvo hiralne hidroksilne grupe omoguéava dalje hemijske i

bioloSke transformacije i otvara put za detaljnija ispitivanja potencijala ovih konjugata.
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3. Nasi radovi

U skladu sa osnovnim postulatima odrZivog razvoja i zelene hemije, osnova
istrazivanja predstavljenog u ovoj tezi je ispitivanje moguénosti da se biotehnoloski
dobijeni polimer, koji se sastoji od hiralnih monomernih jedinica, iskoristi kao
platforma za dobijanje bioloski aktivnih malih molekula. Sintetisana je biblioteka
jedinjenja (Slika 12), polaze¢i od (R)-3-hidroksioktanske kiseline (3-3), monomera

dobijenog iz bakterijskog poliestra poli(hidroksialkanoata), kao polaznog materijala

(Shema 14).
CsHy,O
o MeOH
T COOMe
O n HZSO4 C5H11

PHA polimer 3-1

Shema 14. Monomer dobijen iz PHA

Zbog zastupljenosti halogenih funkcionalnih grupa u velikom broju trenutno
upotrebljavanih lekova sintetisani su halogeni derivati polaznog monomera sa ciljem
dobijanja bioloski aktivnih jedinjenja. B-Hidroksilna grupa je supstituisana halogenim
elementima (CI, Br i F), za Sta je neophodno zastititi karboksilnu grupu prilikom
izvodenja reakcija. Opredelili smo se da sintetiSemo metil- i benzil-estre kiselina. Metil-
estri su dobijeni prilikom postupka depolimerizacije (Slika 6) PHA. Benzil-estri su
izabrani pre svega kao funkcionalna zastita koja se uklanja pod blagim reakcionim
uslovima, a i zbog prac¢enja promene aktivnosti kao posledice uvodenja aromati¢nog

jezgra u strukturu.

Uporedivanjem bioloske aktivnosti metil- i benzil-estara i odgovarajuéih kiselina
otvorena je mogucnost da se ispita direktan uticaj slobodne karboksilne grupe na

biolosku aktivnost dobijenih derivata.

Pokazano je da su masne kiseline sa nezasi¢enjem u bo¢nom nizu aktivnije od

.o, ., . . . 12 v . .. . . . .
odgovarajuc¢ih zasi¢enih kiselina. 0 Zbog znacaja koji bi mogao imati derivat sa
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dvostrukom vezom'u bo¢nom nizu, hemijskom sintezom smo do$li do ovih

struktura i uvrstili ih u biblioteku dobijenih jedinjenja.

Poslednju grupu sintetisanih derivata ¢ine B-keto estri, izuzetno vazni sintoni u

sintezi biologki aktivnih molekula.'®®

Prevodenjem B-hidroksilne funkcionalne grupe u
keto-grupu otvorena je mogucnost za Citav dijapazon hemijskih transformacija u kojima

nastali derivati mogu da ucestvuju.

OH OH OH
J\/COZMe )\/cozsn )\/COZH
C5H11 C5H11 C5H11
3-1 3-2 3-3
cl cl cl
)\/cone )\/cozsn )\/COZH
C5H11 C5H11 C5H11
3-4 3-5 -
Br Br Br
)\/cone )\/coan )\/COZH
5H11 CSHll CSHll
3-7 3-8 3-9
F F F
)\/cozlvle )\/COZBn )\/COZH
C5H11 C5H11 C5Hll
3-10 3-11 3-12
CO,Me CO,Bn CO,H
CoHry N7 CoHry A e
3 13 3 14 3-15
)K/COZME J\/COZBn )k/coz
13.16 1317 3-18

Slika 12. Biblioteka jedinjenja (3-1 do 3-18) sintetisanih polaze¢i od (R)-3-

hidroksioktanske kiseline (3-3) iz bakterijskog polimera poli(hidroksialkanoata)

Paralelno, tokom rada smo se fokusirali i na hemijsku sintezu polazne 3-
hidroksialkanske kiseline sa ciljem da uporedimo hemijsko dobijanje sa biotehnoloskim

dobijanjem.

Sve hemijske reakcije koriSé¢ene u istrazivanju zasnivale su se na literaturnim
procedurama uz optimizaciju reakcionih uslova prema polaznim jedinjenjima (Shema
15) 154-158
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CsHia

O,R

Shema 15. Funkcionalizacija metil- i benzil-3-hidroksioktanoata

Pored sintetisanja biblioteke derivata, drugi cilj je bio i da se hemijskim
postupkom sintetiSe (S)-3-hidroksioktanska kiselina, koja ima suprotnu konfiguraciju u
odnosu na (R)-3-hidroksioktansku Kkiselinu koja je osnova bakterijskog polimera
poli(hidroksialkanoata). Sinteza bakterijskog polimera zavisi od specifi¢nih enzima koji
ucestvuju u njegovom dobijanju (Sekcija 2.3), do sada nije izolovan ni jedan PHA koji
sadrzi monomernu jedinicu (S)-konfiguracije Na ovaj nacin je ispitian uticaj

konfiguracije na bioloSku aktivnost 3-hidroksioktanske kiseline.

Za sva sintetisana jedinjenja detaljno je ispitana bioloSka aktivnost, Sto bi
ukljucivalo antimikrobnu aktivnost (antibakterijsku, aktivnost na medubakterijsku

komunikaciju i antifungalnu aktivnost) i citotoksi¢nost.

Ranija istrazivanja su pokazala da monomerna jedinica poli(hidroksialkanoata),
(R)-3-hidroksidekanska kiselina, vezana za D-peptid P18 (DP18L) preko amidne veze

utie na promenu njegove antikancerske aktivnosti (Sekcija 2.5.4).%

Mi smo u naSim istraZivanjima konjugovali 3-hidroksialkanske kiseline iz PHA i
derivat 3-hlorodekanske kiseline na peptid DP18. Prac¢ena je promena antikancerske
aktivnosti peptida kada se za njega vezu kiseline razli¢ite duzine ugljeni¢nog lanca, kao
I 3-hlordekanska kiselina dobijena transformacijom (R)-3-hidroksidekanske kiseline iz
PHA.
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3.1 Sinteza derivata (R)-3-hidroksioktanske kiseline
3.1.1 Polihidroksialkanoati kao izvor jedinjenja za dalju funkcionalizaciju

Razne slobodne masne kiseline privlace sve vise paznje kao potencijalni
terapeutski antimikrobni lekovi zbog njihovog Sirokog spektra aktivnosti, nespecifi¢nog
natina delovanja i nedostatka razvoja klasi¢énih mehanizama rezistencije protiv
delovanja ovih jedinjenja. Njihova antibakterijska svojstva su poznata duze vreme.? **°
Hidroksilovane alkanske kiseline takode privlace dosta paznje istrazivaca zbog velikog
potencijala za primenu kako u farmaceutskoj, tako i u drugim granama industrije

(Sekcija 2.4.2).%°

Imaju¢i u vidu jednostavnost kontrole monomernog sastava tokom
biotehnoloskog dobijanja sdl-PHA odlucili smo da istrazivanje usmerimo na (R)-3-
hidroksioktansku kiselinu. Monomerni sastav polimera iskljucivo zavisi od bakterijskog
soja koji se koristi za proizvodnju, kao i od supstrata koji se koristi kao izvor ugljenika
za fermentaciju. Polazni materijal nam je bio bioloSki polimer koji se dominantno
sastoji od (R)-3-hidroksioktanske kiseline kao monomera (97%, wi/w).*®® Ovako
specifican PHA polimer, srednje duzine lanca dobijen je biotehnoloskim postupkom
pomoc¢u Pseudomonas putida GPo1 soja.” Bakterijski soj Pseudomonas putida GPol je
gajen u nespecificnim uslovima, to jest na podlozi u kome je jedini izvor ugljenika bio
natrijum-oktanoat i sa ograni¢enim koli¢inama azota. Suva celijska masa ekstrahovana

je acetonom i dobijen je polimer PHA &isto¢e 99%.%°

Depolimerizacija PHA prema postupku opisanom u literaturi ® # podrazumeva
rastvaranje polimera u hloroformu uz dodatak smese metanola i koncentrovane
sumporne kiseline. SmeSa se greje na temperaturi klju¢anja 48 h (Slika 7). Dobijaju se
monomerne jedinice u obliku metil-estara i to (R)-metil-3-hidroksioktanoat u prinosu
97%, i (R)-metil-3-hidroksidekanoata u prinosu 3%, Sto je utvrdeno gasno-masenom
hromatografijom. Zanemarljivo mali udeo monomera duzeg niza nije uklonjen vec¢ je

nastavljena derivatizacija. Derivat sa deset ugljenikovih atoma uklonjen je tokom

® Ovaj deo istraZivanja je uraden na Univerzitetskom koledzu u Dablinu (University College Dublin,
UCD) u laboratoriji prof. Kevin O’Connor-a.
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pre¢iS¢avanja reakcionih smesa vakuum hromatografijom na koloni silika-gela. Jo$
jedan postupak pre¢iS¢avanja monomerne kiseline primenjen je tokom izolovanja
bioloskih monomera. Kiselinsko-baznom ekstrakcijom uklonjene su eventualne
necistoce iz bioloskog materijala i tako dobijena kiselina je dalje koris¢ena u

reakcijama.

Funkcionalizacija (R)-3-hidroksioktanske kiseline (3-3) nije bila moguca bez
zastite slobodne karboksilne grupe, pa su reakcije izvodene sa metil- i benzil-estrima.
Metil-estar 3-1 dobijen depolimerizacijom polihidroksialkanoata. Estar je hidrolizovan
do 3-hidroksioktanske kiseline pomocu litijum-hidroksida u tetrahidrofuranu i metanolu
3-3 koja je dalje prevedena u benzil-estar 3-2 kao Sto je prikazano na Shemi 16.

Hidroliza metil-estra uradena je, pri ¢emu je dobijena kiselina u prinosu od 96%.

R O
MeOH LlOH BI‘IBI’ Na2CO3
COOMe COOBn
{\O “Th HS0, /k/ MeOH, THE CgH; /'\/COOH DMF, s.t.,, 18 hCsH1 /k/
96% 60%

PHA poli
polimer 3.1 3.3 3.2

Shema 16. Hidroliza i zaStita karboksilne grupe

3.1.2 Hemijska sinteza 3-hidroksialkanskih kiselina i estara

Postoji mnogo nacina da se hemijski sintetiSu 3-hidroksialkanske kiseline i estri.
Neki od njih su opisani u OpStem delu doktorske teze (Sekcija 2.4.1.a). Generalno,
hemijski sintetisane 3-hidroksialkanske kiseline ¢esto imaju lo8iji enantiomerni viSak
nego 3-hidroksialkanske kiseline dobijene biosinteti¢kim putem.* Da bismo direktno
uporedili hemijsko i biotehnoloSko dobijanje 3-hidroksioktanske kiseline, tokom rada
smo se fokusirali i na njenu hemijsku sintezu. Za sintezu opticki ciste (R)-3-
hidroksioktanske kiseline neophodno je koriséenje skupih ili tesko dostupnih hiralnih
katalizatora. Ovakav nacin dobijanja je znacajno skuplji od biotehnoloskog dobijanja pa
smo se mi opredelili da dodemo do proizvoda ekonomski Sto povoljnijom

nestereoselektivnom sintezom. Na taj nac¢in smo uporedili biotehnoloski i hemijski
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postupak dobijanja u pogledu reakcionih prinosa ne uzimajuci u obzir opticku ¢istocu 3-

hidroksioktanske kiseline.

U reakciji po Reformatsky-om, prema literaturno opisanoj proceduri, polazeci
od heksanala i metil-bromacetata dobili smo metil-3-hidroksioktanoat u prinosu od
80%, (Shema 17).*** Prema istom postupku polaze¢i od benzil-bromacetata i heksanala
sintetisan je benzil-3-hidroksioktanoat u nizem prinosu od 34%. Ova reakcija je
izuzetno osetljiva na prisustvo vlage, te je aparatura za izvodenje reakcije prethodno
deaerizovana. Takode, neophodno je prethodno aktiviranje cinka prema standardnoj
proceduri. Nedavno je publikovana primena ove reakcije, takode u cilju sintetisanja

estra monomera polihidroksialkanoata, pod sli¢nim eksperimentalnim uslovima.'®?

(@) (@) 7n OH O

S AN

/\/\)J\H \)J\O’ Benzen, refluks o8
3-19 3-20 3-1 80%
3-2 34%

R= Metil ili Benzil

Shema 17. Sinteza monomera u reakciji po Reformatsky-om

Sledeci pokusaj sinteze monomera U obliku racemata podrazumevao je drugaciji
sinteticki put (Shema 18). Sintetisan je etil-3-oksooktanoat 3-22 polaze¢i od etil-
diazoacetata i heksanala, pri emu je dobijen proizvod u prinosu 84%.'% U narednom
koraku redukovana je keto-grupa do hidroksilne pomocu natrijum-borhidrida u prinosu
50%, a zatim je kvantitativno etil-estar preveden u metil-estar. Dobijen je racemski

monomer u ukupnom prinosu 40%.

/\/\j\ + NZ\/TJ)\ ook /\/\)u ks
H NX~"No-\. S, DCM 0 st, MeOH
3-19 3-21 84% 3-22 50%

OH O HCI, MeOH OH O
/\/\)\/U\O/\ 65°C, 18 /\/\)\/U\o/
3-23 98% 3-1

Shema 18. Sinteza monomera polazeci od etil-diazoacetata
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Za sintezu B-keto kiselina i o,B-nezasi¢enih kiselina kao polazna jedinjenja
posluzili su malonska kiselina i njeni derivati. Metil-3-oksooktanoat (3-16) je dobijen u

reakciji Meldrum-ove kiseline i heksanoil-hlorida u prinosu 50% (Shema 19).

O @]

>< Dlrldln /\/\)J\/U\

DCM, 0°C o~
50%

3-24 3-16

Shema 19. Sinteza metil-3-oksooktanoata

Zbog znacaja koji bi mogao imati derivat sa dvostrukom vezom u bo¢nom nizu,
Knoevenagel-ovom sintezom smo dosli do kiseline 3-15 polaze¢i od heksanala i

malonske kiseline (Shema 20).

O O O 0]

piridin, 60 h
NH + HOMOH 5% HCI Caf /\/\/\)J\OH

25% HCI, CgHq
3-19 3-26 3-15

Shema 20. Sinteza 2-oktenske kiseline

Metil-3-hidroksioktanoat (3-1), dobijen u opisanim postupcima bio je u obliku
racemske smeSe. Kada uporedimo dobijene rezultate sa biotehnoloskim dobijanjem
proisti¢e prva prednost a to je da se biotehnoloSkim postupkom dobija enantiomerno cist
(R) 3-HA. Prema prvom postupku u reakciji po Reformatsky-om nastaje proizvod u
prinosu 80%, dok se u drugoj sintezi, preko diazoacetata, dobija 40% metil-3-
hidroksioktanoata. Depolimerizacijom polimera PHA dobija se (R)-metil-3-

hidroksioktanoata u prinosu 97%.
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3.1.3 Funkcionalizacija 3*HA

Istrazivanja su pokazala da je prisustvo halogene farmakofore kod bioloski
aktivnih molekula znacajno za njihova bioloSka svojstva (Sekcija 2.5.3). Vodeni

164

¢injenicom da je 20% bioloski aktivnih malih molekula halogenovano,™" odlucili smo

da sintetiSemo halogene derivate (R)-3-hidroksioktanske kiseline (Slika 12).

Supstitucija hidroksilne grupe polazne 3-HA halogenim elementima izvodene su
kako na biotehnoloski dobijenom R enantiomeru jedinjenja tako i na hemijski
sintetisanoj racemskoj smesSi. Ovakav pristup je omoguc¢io da se uporede prinosi
reakcija 1 utvrdi da li postoji neka razlika u izvodenju transformacija izmedu bioloskog
monomera i sintetisanog 3-HA. Pored toga otvorena je moguénost da se ispita kako

konfiguracije na hiralnom centru utic¢e na biolosku aktivnost.

Polazna jedinjenje u transformacijama opisanim u daljem tekstu bili su benzil- i

metil-estri biotehnoloski dobijene (R)-3-hidroksioktanske Kkiseline.

a) Hlorovanje

Slobodna hidroksilna grupa zamenjena je hlorom reakcijom nuklofilne
supstitucije pomocu tionil-hlorida i trietilamina u diizopropil-etru uz zagrevanje na 75
°C u toku 18 h. Dobijeni su hloro derivati: 3-4 u prinosu 46% i 3-5 u prinosu 56%.%
Reakcija je postavljena na -10 °C a potom postepeno zagrevana do refluktovanja.
Prilikom obrade reakcione smese, kao i tokom preciS¢avanja na koloni, dolazi do
nastajanja proizvoda eliminacije, $§to znaCajno umanjuje prinos reakcije.
Enantioselektivnost rekacije je losa, za metil-estar 3-4 je 17% dok je kod benzil-estra 3-
5 27% enantiomerni viSak (ee) (Tabela 5). Optimizacijom reakcionih uslova
koris¢enjem metil-3-hidroksioktanoata pokusano je da se poboljSa enantioselektivnost
supstitucije i da se poveca prinos reakcije. Reakcija je izvodena na nizim temperaturama
(4 °C i 25 °C) a produzavano je vreme reakcije (Shema 21). Ove promene su dovele do
znacajnog smanjenja prinosa reakcije, dok je enanatioselektivnost ostala niska. Kada je

reakcija supstitucije postavljena na -20 °C, a potom zagrevana tokom 18 h na 60 °C, do
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reakcije nije doSlo. Upotrebom hloroforma umesto diizopropil-etra, prinos reakcije je
snizen na 11% dok se enantioselektivnost nije povecala, a u acetonitrilu proizvod nije ni
nastajao. Znacajno bolji rezultat je dobijen kada je koris¢eno 100 ekvivalentana tionil-
hlorida u metilen-hloridu kao rastvaratu uz kataliticku koli¢inu dimetilformamida.*®
Reakcija je ostavljena preko noci na sobnoj temperaturi, medutim transformacija nije
bila potpuna. Tek uklanjanjem viska tionil-hlorida na snizenom pritisku transformacija
je bila potpuna (Shema 21). Izmerena ap Vvrednost bila je +2,96, uporedivanjem sa
optickom rotacijom polaznog metil-estra 3-1 ¢ija je vrednost -26, utrvrdeno je da je

nastao proizvod suprotne konfiguracije, ali nedovoljne opticke Cistoce. U supstituciji

preovladuje Sy2 mehanizam, ali dolazi do delimiéne racemizacije proizvoda.

OH O socl, cl o
/\/\/‘\)J\o/ Tusfovi /\/\)\/U\O/
3-1 34
Rastvara¢  SOCI, ekv  Trietilamin, ekv T,°C Vreme, h  Prinos, %
1 DIPE 2,35 0,15 -10do 75 18 46
2 DIPE 2,35 0,15 -10do 4 48 -
3 DIPE 2,35 0,15 -10 do s.t. 48 -
4 DIPE 2,35 0,15 -20 do 60 18 0
5 CHCI; 2,35 0,15 -10 do 60 6 11
6 CHiCN 2,35 0,15 -10 do 80 18 -
7 CH.Cl, 100" s.t. 18 99

*1 kat. koli¢ina DMF-a.

Shema 21. Sinteza hloro derivata

Prethodni poku$aji da se uvede hlor u strukturu PHA podrazumevali su
hranjenje bakterija 1-hloroktanom kako bi se dobio kopolimer sa malim udelom ovog
halogena.’®” Arkin sa saradnicima je opisao hlorovanje PHA koriste¢i nezasiceni
polimer kao polazni materijal kroz koji je produvavao gas hlora, nastao je polimer sa
ve¢im udelom hlora u poredenju sa prethodnim istrazivanjima.'® Glavni problem ove

modifikacije PHA je hidroliza polimera.
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b) Bromovanje

Bromo derivati (3-7 i 3-8) su sintetisani polazeci od metil-, odnosno benzil-estra
3-hidroksioktanske kiseline u reakciji sa ugljen-tetrabromidom i trifenilfosfinom u
metilen-hloridu (Shema 22). Izolovano je 32% jedinjenja 3-7 i 95% jedinjenja 3-8.
Dobijeni bromo derivati su bili loSe enantiomerne Cistoée, enantiomerni visak za 3-7 je
bio 16% ee, dok je kod jedinjenja 3-8 bio 1% ee (Tabela 5). lako se u literaturi ovaj tip
reakcije odigrava po Sy2 mehanizmu uz inverziju konfiguracije, u nasem slucaju doslo
je do racemizacije opticki &istog polaznog estra.®> ** Promenom reakcionih uslova
polaze¢i od metil-3-hidroksioktanoata pokusano je da se dobiju bolji reakcioni prinos i
ostvari viSa enantioselektivnost. Reakcija je ponovljena prema postupku opisanom u
literaturi gde se umesto metilen-hlorida kao rastvara¢ koristi benzen. Pod ovim
reakcionim uslovima proizvod nije nastao.’”® Pokusano je sa jo$ jednim postupkom iz
literature da se dobije bromo derivat, upotrebom fosfor-tribomida i kataliticke koli¢ine

piridina u dietil-etru kao rastvaracu.*”* Ni u ovoj reakeiji nije nastao o&ekivani proizvod.

OH O a) Br O
/\/\/‘\)J\O/ /\/\)\)J\O/
3-1 3-7
Reagensi Prinos, %
1 CBI’4PPh3' CH2C|2 32

2  CBr4PPhs benzen -
3 PBrg piridin, dietil-etar -

Shema 22. Sinteza bromo derivata

c) Fluorovanje

Fluoro derivati su sintetisani u reakciji sa dietilaminosulfur-trifluoridom (DAST)
na -70 °C u metilen-hloridu (Shema 23). Kada smo kao polazno jedinjenje Koristili
metil-estar (R)-3-hidroksioktanske kiseline dobijali smo neSto nizi prinos (~40%) u
poredenju sa benzil-estrom (60%). U reakciji nastaje znacajna koli¢ina olefinskog

sporednog proizvoda (~10%) koji se uklanja tako Sto se reakciona smeS$a tretira 0zonom
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u metilen-hloridu na -15 °C. Nastali vicinalni diol dalje reaguje sa perjodnom kiselinom
i dobijaju se karbonilna jedinjenja. Na ovaj nacin se olefin ¢ija je Rf vrednost sli¢na Rf
vrednosti fluoro derivata selektivno prevodi u dosta polarnija karbonilna jedinjenja koja
se lako odvajaju hromatografijom na koloni. Olefinski sporedni proizvod, koji nastaje u
reakcijama je izolovan i okarakterisan (3-13 i 3-14). Proizvodi 3-11 i 3-12 (Tabela 5)
imaju nesto vec¢i enantiomerni visak u poredenju sa drugim halogenim derivatima (65%
ee) Sto je posledica nize temperature na kojoj je reakcija izvodenjan u poredenju sa

drugim postupcima sinteze.

OH O DAST, DCM F O o)
/\/\)\/U\O’ R -70°C /\/\)\/U\o/ R N\MO” &
3-1 3-10 40% A 313
3-11 60% 3-10ili 3-11 0, DCM
0
R=metil ili benzil -15°C
o OH O
(@]
R
PPN HO R 5% WO/
OH o THF OH
O

Shema 23. Sinteza fluoro derivata

U literaturi su predloZena dva moguc¢a mehanizma fluorovanja aminosulfuranima, klasi
reagenasa kojima pripada DAST.*"? U prvom koraku dolazi do zamene fluorida vezanog
za sumpor kiseonikom iz hidroksilne grupe prac¢ene oslobadanjem vodonik-fluorida
(Shema 24).!" Nastali intermedijer se ne moZe izolovati, ali je njegovo nastajanje je
potrvdeno NMR-om.*”® U narednom koraku supstitucijom nastaje alkil-fluorid prema
Sn2 mehanizmu uz inverziju konfiguracije uz uc¢esce fluoridnog jona kao nukleofila, ili
prema Sni mehanizmu uz retenciju konfiguracije na hirlanom centru. lako teorijski
prorac¢uni idu u korist SN2 mehanizmu, eksperimentalni rezultati ne potvrduju u

potpunosti ovu tvrdnju.’
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NEt,
R + F-S—-F —— + HF

CeH o R

5117 E C5Hll)\/u\0’

R= metil ili benzil

NEt,

a) + F S 2
R
CsH; )\/U\O’ o,
F (@] O =
+
R g
"NEL C5H11)\/U\o/ Et,N"TF
b) .
o R Sy i
C5H1 )\/U\O/ L»

Shema 24. Mehanizam fluorovanja aminosulfuranima

Dobijanje metil-3-fluordekanoata je opisano kroz sintezu u tri koraka polazeci
od Meldrum-ove kiseline.® Mi smo fluoro derivat 3-12 dobili u jednom koraku

polaze¢i od monomera PHA.

d) Oksidacija

B-Keto-estri su jedan od najvaznijih intermedijera u organskoj sintezi, izmedu
ostalog mogu se koristiti za sintezu prirodnih enantiomerno ¢istih bioaktivnih
jedinjenja.t™ ™ Posebno znacajna za organsku sintezu je &injenica da ova jedinjenja
sastoje iz funkcionalne grupe, sa nukleofilnim i elektrofilnim karakterom. Njihov znacaj
se ogleda u lakom formiranju veza preko Cetiri atoma ugljenika koji ¢ine -keto estarsku
funkcionalnu grupu, dva razli¢ita elektrofilna karbonila i dva nukleofilna ugljenika koji

mogu selektivno da reaguju pod odgovarajuéim uslovima.'’

Oksidacijom polaznih 3-hidroksi metil- i benzil-estara 3-1 i 3-2 dobijeni su f3-
keto estri (jedinjenja 3-16 i 3-17) (Shema 25). Uobicajan postupak oksidacije u kome se
kao oksidaciono sredstvo koristi piridinijum-hlorhromat u metilen-hloridu nije bio
uspesan. Procedura u kojoj se reakciona sme$a mucka sa natrijum-dihromatom, za

razliku od ostalih gde se reakcija izvodi uz meSanje takode nije dala rezultate.!’””
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Oksidacijom piridinijum-dihromatom uz anhidrid siréetne kiseline nastalo je manje od
10% B-keto-estra. Oksidacijom alkoholne grupe pomocu Dess-Martin-ovog
perjodinana, hipervalentnog jedinjenja joda, nastao je proizvod u prinosu od 44%.
Najbolji rezultati su dobijeni oksidacijom Collins-ovim reagensom, izolovano je 80%
metil-3-oksooktanoata, dok je benzil-3-oksooktanoat dobijen gotovo kvantitativno.'*®

OH O Oksidacija O O
/\/\/k)l\ R /\/\)J\/U\ R
O o
3-1ili 3-2 R=metil ili benzil 3-16ili 3-17
. Prinos, %
Reagensi
3-16  3-17
1 PCC, DCM, - -
2 Na,Cr,07 - -
3 PDC, Ac,0 <10 -
4 Dess-Martin-ov reagens 44
5 Collins (CrO3 piridin, DCM) 80 97

Shema 25. Oksidacija hidroksilne grupe

Nedavno je publikovan postupak sinteze p-keto estara koji ukljucuje vise
reakcionih koraka, a kao polazno jedinjenje se koriste masne kiseline.™®® Autori su
dobili metil-3-oksooktanoat 3-16 u tri koraka u prinosu od 51 i 78%, u zavisnosti od
sekvence reakcija koju su primenili. Mi smo u naSem istraZivanju sintetisali metil-3-
oksooktanoat polaze¢i od Meldrum-ove kiseline i heksanoil-hlorida sa prinosom od
50%. (Sekcija 3.1.2) Oksidacijom bioloskog monomera PHA, mi smo dobili proizvod u
samo jednom koraku sa prinosom od 80% sto ukazuje da ovo moze biti dobar nacin za

sintezu ove vazne grupe jedinjenja.

e) Deprotekcija benzil-estra

Sve alkanske kiseline sintetisane tokom istrazivanja (3-3, 3-6, 3-9, 3-12, 3-15 i

3-18) dobijene su iz odgovarajucih benzil-estara u reakciji hidrogenolize katalizovane
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Pd/C, u atmosferi vodonika (50 psi) tokom 6-8 h (Shema 26). Teorijski ova
transformacija je vrlo jednostavhna pa smo pokuSali da je izvedemo pod blazim
reakcionim uslovima, na niZzim pritiscima vodonika (1 atm) ali do reakcije nije dolazilo.

Transformacija je bila nepotpuna prilikom skra¢enog vremena trajanja reakcije.

R O
O TVl /\/\)\)J\
/\© H2| MeOH OH
R=Cl, Br, F, O

Shema 26. Deprotekcija benzil-estara

f) Rezultati funkcionalizacije 3-HA

Sintetisali smo 17 derivata polaze¢i od monomera PHA u nekoliko koraka u
reakcijama sa razliCitim prinosima (32% - 100%). lako su dobijene strukture vrlo
jednostavne, deset derivata do sada nije bilo publikovano i ovi derivati su po prvi put
potpuno okarakterisani (3-4 - 3-12 i 3-14). Derivat 3-12 je poznat u literaturi, ali nije bio

potpuno okarakterisan.*’® 1"

Polaze¢i od racemskog metil-3-hidroksioktanoata sintetisani su svi derivati kao i
iz (R)-metil-3-hidroksioktanoata. U nekim reakcijama prinos je bio veéi za 5%-13% kod
funkcionalizacije hemijski dobijenih derivata u poredenju sa postupcima gde je koris¢en
biomonomer kao polazno jedinjenje (Tabela 5). Najverovatniji razlog ovome je
postojanje malog udela 3-hidroksidekanoata koji takode ucestvuje u transformacijama,
ali se tokom preciS¢avanja reakcionih smeSa hromatografijom na koloni uklanja. Signali
koji bi se mogli pripisati derivatima 3-hidroksidekanoata se ne uocavaju prilikom

karakterizacije sintetisanih jedinjenja.

Uopsteno, koris¢enjem hemijskih transformacija, pokazali smo da sdl-PHA
mogu da budu dobar polazni material za sintezu razli¢itih malih molekula, u dobrim
reakcionim prinosima. Vazno je istac¢i da je ovo obnovljiv izvor hemijskih jedinjenja i

da u potpunosti moZe da parira hemijski sintetisanim molekulima.

OH o 47

W coH

1)
CeHyy



Tabela 5. Poredenje rezultata sinteze derivata 3-HA (3-1 do 3-18).

Reakcija  Jedinjenje Reakcuzﬂ;) vreme Prinos (%0) ee (%)

3-1 3,0 99 >99
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EELE A
Xl 3-13 0,5 15 /
X1V 3-14 0,5 10 /
XV 3-15 8,0 100 /
XVI 3-16 20 80 /
XVII 3-17 20 97 /
XV 3-18 8,0 99 /

*Zelena polja oznacavaju derivate dobijene iz hemijski sintetisanih monomera
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3.1.4 Karakterizacija sintétisanih fluoro derivata

Fluoro derivati su sintetisani prema ranije opisanoj proceduri u dobrom prinosu.
Njihova struktura je odredena koris¢enjem 'H i *C NMR spektroskopije. U daljem
tekstu ¢e biti prikazana detaljna asignacija signala dobijenin NMR spektara derivata 3-
10.

Merenje konstante kuplovanja protona i fluora otezano je zbog prisustva
visestrukog proton-proton i proton-fluor kuplovanja koji su slinog opsega.'®
Kuplovanja izmedu vodonika i fluora su izuzetno jaka. Tipi¢na °J geminalna kostanta
kuplovanja je oko 48 Hz, dok je na primer uobi¢ajna konstanta sprezanja preko 4 veza
*J oko 4 Hz. *C i 'H spin aktivna jezgra mogu da interaguju sa *°F kroz nevezujuéi
mehanizam. Znacajno je ista¢i da oni nemaju slobodan elektronski par koji bi mogao da
se preklapa kroz prostor sa slobodnim elektronskim parom fluora. Elektronski parovi C-
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H veza imaju zna¢ajnu ulogu u nuklearnom prenosu spinova.

U protonskom NMR spektru metil-3-fluorooktanoata mogu se uociti tri oblasti:

alifaticni ugljenicni niz, halogena funkcionalna grupa i estarska funkcionalna grupa
(Slika 13).
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Slika 13. 'H NMR spektar metil-3-fluoroktanoata
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Izgled spektra fluoro derivata se dosta razlikuje u poredenju sa drugim
derivatima  3-hidroksioktanske  kiseline, zbog uticaja fluora. Fluor je
najelektronegativniji element u periodnom sistemu elemenata 1 najviSe privlaci
elektronske oblake, i zato se H atom sa C4 ugljenika nalazi na najvisem pomeranju u
protonskom NMR spektru.
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Slika 14. 'H NMR spektar metil-3-fluoroktanoata sa uveé¢anim signalima protona

Nuklearni spin fluora je 2, to znaci da se signali protona dele na n+1 delova.
Pikovi koji poticu od svakog spinskog stanja fluora se sastoje iz dve grupe signala koje

deli velika geminalna konstanta sprezanja.*®?

Signal protona sa C4 se deli na dva multipleta, konstanta sprezanja izmedu ovih signala
ima tipi¢ni vrednost za ovu vrstu kuplovanja i iznosi 2 = 48,1 Hz (Slika 14). Intezivan
singlet pracen takozvanim satelitima potice od C1 metil grupe iz estra. I ovde se
primecuje uticaj fluora zbog Cega se i javljaju sateliti. Multiplet na 2,63 ppm potic¢e od
dva H atoma sa C3 ugljenika. Na pomeranje ovog signala uti¢e karbonilna grupa u a
polozaju i fluor u B polozaju. Kod drugih halogenih derivata ovaj signal u protonskom
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NMR spektru se javlja kao jasan dublet sa konstantom sprezanja od 7 Hz usled
vicinalnog sprezanja sa susednim vodonikom na C4. U prikazanom spektru signal je
znacajno komplikovaniji zbog kuplovanja i sa vodonikom i sa fluorom na susednom C4

atomu.

Na najnizem hemijskom pomeranju nalaze se signali iz alifati¢nog niza koji su
spojeni u jedan multiplet usled slicne magnetne okoline jezgara. Triplet na 0,88 ppm
potice od terminalne metil grupe, oblik signala diriguje sprezanje sa susednom

metilenskom grupom.

Fluor 19 je veoma zastupljen u prirodi, spinski kvantni broj mu je ¥z pa je NMR
aktivni izotop fluora. Zbog toga on moze da se kupluje sa ugljenikom na slican nacin
kao $to se kupluju susedna vodonikova jezgra. Kuplovanje C i H se ne vidi u **C NMR
spektru jer standardna pulsna sekvenca izaziva C-H dekuplovanje i tako se spreava
razdvajanje signala zbog prisutnih vodonika. Pomenute pulsne sekvence ne uti¢u na
kuplovanje C i F jezgara, zato u *C NMR spektru dolazi do razdvajanja signala (Slika
15).
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Slika 15. *C NMR spektar metil-3-fluoroktanoata
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Na Slici 15 izdvojeni su dubleti koji se javljaju usled kuplovanja *C i *F
jezgara. Na najve¢em hemijskom pomeranju nalazi se karbonilni ugljenik C2, on se
kupluje preko 3 veze sa atomom fluora sa konstantom sprezanja %J = 5,9 Hz i daje
dublet u *C spektru. Ugljenik C4 koji je direktno vezan za fluor daje takode dublet u

spektru sa konstantom sprezanja J = 170,2 Hz koja odgovara tabli¢nim vrednostima.

Interesantno je primetiti da se uticaj fluora proteze kroz molekul. Tako se C1
atom spreze sa fluorom preko 5 veza i daje dublet na hemijskom pomeranju od 57,7
ppm sa konstantom sprezanja od °J = 6,2 Hz. U ovakvom sprezanju zna¢ajnu ulogu
imaju vezivni elektroni iz C-H veza preko kojih se deSava nuklearni prenos spinova s

obzirom na to da nema drugih slobonih elektronskih parova.

Ugljenik C3 takode daje dublet sa 2J = 24,2 Hz, isko$en oblik signala ukazuje da
je on u korelaciji sa prostorno bliskim C5 ugljenikom koji se takode deli na dublet, 2) =
20,5 Hz. Konstanta sprezanja C3 ugljenika sa *°F je nesto veéa od konstante sprezanja
C5 ugljenika, razlog tome je blizina karbonilne grupe i m-elektrona C3 atomu Koji

. . . 181
doprinose jacem sprezanju.

Prisustvo fluora se primecuje i u alifati¢cnom nizu, pa se C7 ugljenik kupluje sa
fluorom preko 4 veze i daje dublet. Kako je C6 atom blizi fluoru ocekivalo se da ¢e do
sprezanja pre do¢i sa njim medutim prostorna orijentacija C7 ugljenika je povoljna za

sprezanje kroz prostor *3C i °F pa se u spektru javlja dublet (*J = 4,0 Hz).

3.1.5 Sinteza (S)-metil-3-hidroksioktanoata

Prilikom sinteze monomerne jedinice sa promenjenom konfiguracijom na
hiralnom ugljenikovom atomu u odnosu na iskljuc¢ivo (R)-enantiomere poreklom iz
biotehnoloski dobijene PHA, razmatrana su tri pristupa: enzimska kataliza, Mitsunobu-

ova reakcija i asimetri¢na redukcija.

Jednostavan primer enzimske redukcije pomocu pekarskog kvasca pokusan je na

prethodno sintetisanom etil-3-oksooktanoatu, nastalo je 4% proizvoda R konfiguracije
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na hiralnom C atomu (Shema 27). Usled nedostatka drugih odgovaraju¢ih enzima za

ovu transformaciju nismo dalje pokuSavali da na ovaj na¢in dodemo do S-monomera.

pekarski
O 0 kvasac OH O 4%
/\/\)J\)J\o/\ /\/\)\)J\o/\ ’
3-22 3-1

Shema 27. Enzimska redukcija keto-grupe

U literaturi je poznata Cinjenica da Mitsunobu-ova reakcija dovodi do inverzije
konfiguracije na ugljeniku za koji je vezana hidroksilna grupa. Nastaje estar koji se

8 Vodeni tom

hidrolizom ponovo vraéa u alkohol ali suprotne konfiguracije.®
¢injenicom pokusali smo da ponavljanjem nekoliko procedura iz literature dobijemo
monomer sa suprotnom konfiguracijom. U prvom pokuSaju u rastvor polaznog (R)-
metil-3-hidroksioktanoata, benzoeve kiseline i trifenil-fosfina u anh. tetrahidrofuranu
dodat je rastvor dietilazo-dikarboksilata (DEAD) takode u tetrahidrofuranu (Shema
28).1% Reakcija je izvodena na sobnoj temperaturi ali nije dobijen Zeljeni proizvod.
Optimizacijom uslova pokusano je da se dobije ocekivani proizvod ali bez uspeha.
Snimanjem gasnog hromatograma sirove reakcione smese utvrdeno je da nakon reakcije

zaostaje neizreagovano polazno jedinjenje, zatim nastaje olefin kao proizvod eliminacije

1 o¢ekivani proizvod u tragovima.

(@]
o o OH O
TS PhC : PPhy @ /\/\/-\)J\ -
/\/\/k)J\O/ o~ TH 5 O
3-1 3-27 3-28

Shema 28. Mitsunobu-ova reakcija

Kako bismo lakSe pratili tok Mitsunobu-ove reakcije pokuSali smo da
sintetiSemo benzoat 3-27 u reakciji benzoil-hlorida i 3-hidroksioktanoata u piridinu. U

reakciji je doslo do eliminacije hidroksilne grupe a proizvod nije nastao ni u tragovima.

v — . . . s 185
U neSto izmenjenim reakcionim uslovima prate¢i proceduru iz literature

uradena je jo$ jedna probna reakcija, U kojoj je p-nitrobenzoeva kiselina je koris¢ena za
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esterifikaciju umesto benzoeve kiseline. Na gasnom hromatogramu sirove reakcione
smeSe nije bilo naznaka da je proizvod nastao. Ista reakcija je probana i na model
jedinjenju kako bismo bili sigurni da za izvodenje reakcije koristimo reagense dovoljne
Cisto¢e. U reakciji sa mentolom, kao model jedinjenjem, nastao je ocekivani

proizvod.*®

Nakon svih navedenih pokusSaja zakljuéili smo da Mitsunobu reakcija ne moze
da se primeni za inverziju konfiguracije na hiralnom centru metil-3-hidroksioktanoata.
Najverovatniji razlog tome je S§to hidroksilna grupa u B-poloZaju lako podleze

eliminaciji i nije dovoljno aktivirana da bi mogla da reaguje pod navedenim uslovima.

Asimetri¢na redukcija B-keto estra katalizovana rutenijumovim kompleksima se

pokazala kao dobra metoda za sintezu S-monomera (Shema 29).

Polazni metil-3-oksooktanoat 3-16 dobijen je adicijom heksanoil-hlorida na

Meldrum-ovu kiselinu prema postupku opisanom u literaturi sa prinosom od 50%.%°

o o Ru(S-BINAP)Cl2 /\/\/?i)?\
> - -
/\/\)J\/U\O/ H, EtOH 0
3-16 0% 3-28

Shema 29. Asimetri¢na redukcija B-keto estra

Uspesno izvedenoj redukciji su prethodnili neuspeli eksperimenti sa in situ
sintetisanim (1,5-ciklooktadien)rutenijum(ll)-dihloridom u anhidrovanim uslovima u
atmosferi argona.'®” Prema postupku opisanom u literaturi reakcija je postavljena u
degasiranom metanolu sa 2 mol% Kkatalizatora u atmosferi vodonika (1 atm), a do

reakcije nije doslo ni posle 4 dana meSanja na sobnoj temperaturi.

Polaze¢i od (1,5-ciklooktadien)rutenijum(ll)-dihlorida sintetisan je hiralni
katalizator ((S)-BINAP)rutenijum(ll)-diacetat'™ koji je in situ preveden u dihlorid i u
tom obliku upotrebljen u reakciji asimetri¢ne redukcije metil-3-oksooktanoata u etanolu
pod pritiskom od 100 atmosfera vodonika tokom tri dana. Dobijeno je 60 mg (60%)
Cistog metil-(S)-3-hidroksioktanoata, 99% ee.
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3.2 Ispitivanje bioloske aktivnosti

Testirana je antimikrobna i antiproliferativna aktivnost svih sintetisanih derivata
dobijenih iz (R)-3-hidroksioktanske kiseline (Slika 10). Planirano je da se testiraju i
derivati sintetisani iz polazne hemijski dobijene 3-hidroksioktanske kiseline i da se
uporede dobijeni rezultati. Medutim, prilikom derivatizacije bioloSke, opticki Ciste
kiseline, doSlo je do racemizacije (Sekcija 3.1.3) kod svih sintetisanih halogenih
derivata pa je ova ideja odbacena jer su dobijene strukture gotovo istog enantiomernog
sastava. Pored toga ispitali smo bioloSku aktivnost racemske 3-HA i utvrdili da nema

razlike u aktivnosti u poredenju sa opticki ¢istim R enantiomerom.

Ukupno, ispitana je bioloSka aktivnost 21 jedinjenja dobijenih tokom ovog rada:
18 jedinjenja dobijenih funkcionalizacijom 3-HA, hemijski sintetisane 3-

hidroksioktanske kiseline, (S)-3-hidroksioktanska kiselina i 3-hlordekanska kiselina.

3.2.1 Antibakterijska i antifungalna svojstva sintetisanih derivata

Pet bakterijskih sojeva (patogenih ili oportuno patogenih) ukljucujuéi
Escherichia coli, Salmonella tiphimurium, Staphilococcus aureus, Listeria
monocitogenes, Pseudomonas aeruginosa PAO1L i dva soja patogenih gljiva (Candida
albicans i Microsporum gipseum) su koriS¢enja za testiranje antimikrobne aktivnosti
sintetisanih jedinjenja. Zbog strukturne sli¢nosti, njihova antimikrobna aktivnost je

poredena sa antibakterijskim i antifungalnim osobinama oktanske kiseline (C8).

Sva jedinjenja su prvo testirana u disk-difuzionom eseju koji se pokazao kao
pogodan za brzo testiranje velikog broja jedinjenja. Merena je zona inhibicije rasta
mikroorganizama, a rezultati su prikazani u Tabeli A u Prilogu. Rezultati su pokazali da
su slobodne karboksilne kiseline bile aktivnije od odgovaraju¢ih metil- i benzil- estara
(estri uglavnom nisu izazivali zone inhibicije rasta), te su u daljim testiranjima
razmatrane samo kiseline. Takode, sva testirana jedinjenja su pokazala slabu ili

zanemarljivo nisku aktivnost na rast soja P. aeruginosa PAO1, pa je u daljim
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testiranjima ovaj soj koriS¢en kao model organizam za ispitivanje uticaja kiselina na

medubakterijsku komunikaciju, tj. QS.

Minimalna inhibitorna koncentracija (eng. MIC) u te¢noj kulturi po standardnoj
EUCAST metodi, odredena je za sve sintetisane kiseline 1 poredena je sa oktanskom
kiselinom kao poznatim antimikrobnim agensom.’®® Minimalne inhibitorne
koncentracije testiranih kiseline bile su izmedu 2,7 i 7,0 mM za bakterijske sojeve, dok
je veca aktivnost detektovana protiv gljivica sa MIC vrednosti ma izmedu 0,15 i 6,32

mM (Tabela 6).

Pokazano je da antibakterijska aktivnost sintetisanih jedinjenja nije ista za sve
testirane bakterijske sojeve i da zavisi od vrste soja. Svi halogeni derivati su bili dva
puta aktivniji u poredenju sa polaznom (R)-3-hidroksioktanskom kiselinom (3-3), ali su
pokazali istu ili nizu aktivnost u odnosu na oktansku kiselinu (C8). Hloro derivat 3-6 je
bio najaktivniji protiv S. aureus i L. monocitogenes (Tabela 6). Derivat 3-18 je
strukturno vrlo sli¢an polaznom monomeru, te je shodno tome pokazao skoro identi¢nu
antimikrobnu aktivnost (Slika 12, Tabela 6). Antibakterijska aktivnost sintetisanih
jedinjenja nije visoka u poredenju sa komercijalno dostupnim antibioticima, na primer

gentamicin poseduje MIC vrednost oko 4 puM.

Tabela 6. Antimikrobna aktivnost sintetisanih karboksilnih kiselina izrazena kao
minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) u mM

Derivat E. coli S.typhimurium®  S.aureus® L. monocytogenes®  C.albicans® M. gypseum®

NCTC9001 NCTC120023 NCTC6571 NCTC11994 ATCC10231 ATCC24102
3-3 6,24 6,24 6,24 6,24 1,55 1,56
3-6 n.a.? 5,60 2,79 2,79 0,22 1,12
3-9 4,48 4,48 4,48 4,48 0,18 0,90
3-12 6,16 6,16 6,16 n.a. 0,15 0,60
3-15 7,02 7,02 7,02 7,02 3,52 3,52
3-18 6,32 6,32 6,32 n.a. 6,32 3,16
C8 3,46 3,46 3,46 3,46 0,69 1,73

?n.a.- nema aktivnosti u datim uslovima; ® Gram negativna bakterija; “Gram pozitivna bakterija; 9 gljive.
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Uopsteno, ispitivana jedinjenja su pokazala vec¢i potencijal za inhibiciju rasta
gljivica nego bakterijskih sojeva (Tabela 6). Posebno, sve halogene kiseline (3-6, 3-9 i
3-12) su pokazale znacajniju antigljiviénu aktivnost protiv C. albicans i M. gipseum
(Tabela 6). MIC vrednosti za planktonskih rast gljivica odredivani su u standardnom
Saborough-dekstroznom medijumu. Jedinjenje 3-12 je inhibiralo rast gljiva u
koncentracijama deset puta nizim od polazne (R)-3-hidroksioktanske kiseline (3-3) i
priblizno pet puta nizim u odnosu na oktansku kiselinu (C8). Derivati 3-6 i 3-9 su

pokazali sedam puta i devet puta nize MIC vrednosti u odnosu na derivat 3-3.

Pored toga, derivati 3-6, 3-9, 3-12 i oktanska kiselina (C8), pri sub-MIC (75%
MIC vrednosti utvrdenoj za planktonskih rast) koncentracijama pokazali su kompletnu
inhibiciju rasta filamenata kod C. albicans na medijumu koji obi¢no pospesuje njihovo

formiranje (formiranje i filamentaciju hifa) na takozvanom Spider-medijumu (Slika 16).

2

a)

| .

Slika 16. Rast C. albicans na Spider medijumu u prisustvu derivata: a) DMSO
kontrola ; b) oktanska kiselina (C8); c) 3-3; d) 3-6; €) 3-9; f) 3-12; g) 3-15; i h) 3-18.
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(R)-3-Hidroksioktanska kiselina (3-3) je smanjila formiranje hifa u manjem
obimu u odnosu na oktansku kiselinu, dok su jedinjenja 3-15 i 3-18 imala pozitivan
efekat na formiranje hifa pri testiranim koncentracijama. Ovaj prelaz iz kvasca u formu
kada rastu filamenti, hife, vazan je za invaziju tkiva i formiranje biofilmova kod
Candida spp., tj. njihovu virulenciju i patogenost, pa su molekuli koji ometaju ovaj

proces veoma traZeni kao potencijalne agensi za tretman infekcija.'®®

Poredenjem rezultata dobijenih aktivnosti evidentno je da je slobodna
karboksilna grupa esencijalna za antimikrobnu aktivnost. Ovo je u saglasnosti sa
istrazivanjima Kabare i saradnika koji su pokazali da je slobodna karboksilna grupa
neophodna za aktivnost laurinske kiseline.'® Nije bilo razlike u aktivnosti izmedu

metil- i benzil- estara uprkos znacajnoj razlici u strukturi i voluminoznosti supstituenata.

Pretpostavlja se da je glavna meta aktivnosti slobodnih masnih kiselina ¢elijska
membrana.”® Neki od $tetnih efekata koje imaju masne kiseline na bakterijske éelije
mogu da se poveZu sa njihovim detergentskim osobinama i amfipaticnom strukturom.
One mogu da interaguju sa ¢elijskom membranom i da stvaraju prolazne ili stalne pore
u njenoj strukturi. Pri visSim koncentracijama detergenti poput masnih kiselina mogu da
rastvore ¢elijsku membranu i da dovedu do otpustanja Celijskog sadrzaja 1 smrti Celije.
Masne kiseline mogu da ometaju i transport elektrona i oksidativnu fosforilaciju. Pored
uticaja na produkciju energije kod ¢elija, slobodne masne kiseline mogu da inhibiraju
druge metabolicke enzimske aktivnosti, da spre¢e uzimanja nutritijenata i da budu
uklju¢eni u generisanje peroksidnih 1 autooksidativnih proizvoda degradacije koji

direktno liziraju bakterijske ¢elije.” *°

Masne kiseline mogu da ubiju bakterijsku ¢eliju
(baktericidno dejstvo) ili da inhibiraju njihov rast (bakteriostaticko dejstvo) Sto je
reverzibilan proces i znaci da bakterija nastavlja da zivi ali ne moze da vrsi deobu zbog
prisustva masnih kiselina.*® 1%

Masne kiseline direktno interaguju sa celijskom membranom gljiva, vrse
inserciju u lipidni dvosloj i fizi¢ki destabilizuju membranu.’® Ovo dovodi do poveéanja
propustljivosti membrane, konformacionih promena kod membranskih proteina,
otpustanja intracelularnih komponenti, remecenja citoplazme i na kraju do njenog

raspada.
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Nije uocena razlika'u aktivnosti kada je koris¢ena racemska smesa, R- ili S-
enantiomer 3-hidroksioktanske kiseline (rezultati nisu prikazani). Ovo je u blagom
neslaganju sa prethodnim studijama Ruth i saradnika koji su utvrdili da komercijalno
dostupna racemska 3-hidroksioktanska kiselina ima malo nizu aktivnost u poredenju sa
&istim R-enantiomerom prema razli¢itim sojevima Listeria monocitogenes.®* Sa druge
strane, u istom istrazivanju nije uocena aktivnost oktanske kiseline, $to je u neslaganju
sa naSim rezultatima kao i sa drugim publikacijama gde je antibakterijska aktivnost

masnih kiselina, ukljucujuéi oktansku kiselinu, znaéajna.lg?" 104

Prethodno su (R)-3-hidroksioktanska kiselina, (R)-3-hidroksi-8-nonenska
kiselina, i (R)-3-hidroksi-10-undecenska kiselina pokazale inhibitornu aktivnost na rast
sojeva Listeria i S. aureus sa MIC vrednostima od 1 do 5 mM dok (R)-3-
hidroksifenilalkanoati inhibiraju rast istih sojeva sa MIC vrednostima od 3 do 6 mM. &
1% Prema ranijim istraZivanjima, smesa 3-hidrokialkanskih kiselina pokazuje aktivnost
prema sojevima Escherichia coli, Listeria monocytogenes i Salmonella typhimurium sa
MIC vrednostima imedu 12,5 do 25 mg/ml, ** $to je mnogo visa vrednost MIC-a u
poredenju na one do kojih smo mi dosli u naSem istrazivanju za individualna 3-

supstituisana jedinjenja (Tabela 6).

Uvodenje trans dvostruke veze (3-15) dovelo je do smanjenja antifungalne
aktivnosti oko dva puta u poredenju sa 3-hidroksioktanskom kiselinom. Ovo je u skladu
sa prethodnim istrazivanjima koja su pokazala da je geometrija dvostruke veze veoma
vazna za aktivnost nezasi¢enih masnih kiselina. Uvodenje cis dvostruke veze povecava
aktivnost svih testiranih masnih kiselina (C14, C16 i C18) dok trans izomer nema

aktivnost, 18

3.2.2 Moduliranje bakterijske meduéelijske komunikacije (QS)

Modulacija meducelijske komunikacija privlaci sve viSe paznje istrazivaca kao
meta za delovanje novih antimikrobnih agenasa (Sekcija 2.5.1.a). Da bi neko jedinjenje
moglo da bude kandidat za modulatora medubakterijske komunikacije ne bi trebalo da

pokazuje znacajnije antibakterijsko dejstvo prema ispitivanom soju. S obzirom da sva
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testirana jedinjenja u naSem radu nisu pokazala visoku antibakterijsku aktivnost, a
najmanju ka soju P. aeruginosa PAOL, odlucili smo da testiramo njihov potencijal da
uti¢u na bakterijsku meducelijsku komunikaciju koja kontroliSe virulentnost u mnogim

patogenim bakterijskim sojevima.

Malo se zna o uticaju oktanske kiseline i slicnith masnih kiselina na
medubakterijsku kominikaciju soja P. aeruginosa PAOL, koji se vrlo ¢esto koristi kao
model organizam za ispitivanje QS sistema, jer kod ovog soja postoje tri nezavisna
komunikaciona sistema koja su dobro proucena. P.aeroginosa PAO1 poseduje dva N-

acil-L-homoserin lakton zavisna komunikaciona sistema i jedan hinolni.

Do sada je pokazano da cis-2-dodekanska kiselina moze da modulira
virulentnost soja P. aeruginosa PAOL1.*" Masne kiseline duzih lanaca kao $to su
linolna, oleinska i palmitinska, inhibiraju medubakterijsku kominikaciju kod Vibrio
harveyi BB170 soja pa mogu naci primenu u kontroli patogenih koji dolaze iz hrane i da

smanje mikrobna kvarenja hrane.'*®

Piocijanin je plavo-zeleni sekundarni metabolit bakterijskog soja Pseudomonas
aeruginosa koji ucestvuje u medubakterijskoj komunikaciji i jedan je od faktora koji
utie na virulentnost ovog soja.'*® *® Rezultati nadeq ispitivanja su pokazali da ak i u
malim koncentracijama, kao Sto je 0,06 mM (izmedu 5 i 10 ug/mL), jedinjenja 3-3 i 3-
15 znacajno inhibiraju proizvodnju piocijanina u soju P. aeruginosa PAO1, dok 3-9 i
C8 stimulisu proizvodnju piocijanina kod istog soja (Slika 17). Ovo je izuzetno
znacajno, jer ova jedinjenja nisu pokazala nikakav uticaj na rast P. aeruginosa PAO1
(Sekcija 2.5.1.a), te ukoliko smanjuju virulentnost, zna¢ajno se smanjuje mogucnost

njihovog selektivnog pritiska, tj. moguénost stvaranja rezistencije na ova jedinjenja.
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Slika 17. Proizvodnja piocijanina kod P. aeruginosa PAO1 soja kao odgovor na
prisustvo sintetisanih karboksilnih kiselina iz ovog rada. Zvezdice oznacavaju statisti¢ki

znacajne rezultate (p<0,05).

Derivati 3-3 i 3-15 su pokazali znacajnu inhibiciju proizvodnje piocijanina (Slika
17) pa bi mogla dalje da se ispita njihova sposobnost prekidanja meducelijske
komunikacije. Sa druge strane, napravljena je vazna veza izmedu proizvodnje
piocijanina kod P. aeruginosa soja i njegovog uticaja na morfologiju Candida sp. u
pomeSanim infekcijama. U visokim koncentracijama, piocijanin i njegovi metaboliti su
dobri fungicidi, dok u subinhibitornoj koncentraciji inhibiraju rast filamenata kod gljiva

prilikom formiranja biofilma.?* 22

Uzeci sve u obzir, jedinjenje 3-9 kao i oktanska
kiselina mogu biti dobri kandidati za razvoj leka kod pomeSanih Pseudomonas -

Candida infekcija (Tabela 4, Slika 16).

3.2.3 In-vitro antiproliferativna aktivnost

Citotoksi¢nost sintetisanih kiselina 3-3, 3-6, 3-9, 3-12, 3-15, 3-18 i C8 koje su
pokazale antimikrobnu aktivnost ispitana je odredivanjem antiproliferativne aktivnosti
na humanim fibroblastima (MRC5) u koncentracijama izmedu 0,5 - 9 mM (Slika 18).
Ovo je veoma bitno, jer ukazuje na indeks selektivnosti, i odreduje moguénost primene
bioaktivnih jedinjenja u medicini.
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Nije uocena antiproliferativna aktivnost prema humanim fibroblastima nakon 48
h tretmana svakog od jedinjenja u koncentraciji od 1,5 mM (Slika 18). Jedinjenja 3-3, 3-
6 i 3-9 ne pokazuju citotoksi¢nost ni pri koncentracijama 1,5 mM, 3 mM kao ni 9 mM
(rezultati nisu prikazani). Derivati 3-15 i 3-18 izazivaju oko 50% inhibicije celijske
proliferacije u koncentraciji od 1,5 mM dok jedinjenje 3-12 je pokazalo toksi¢nost veé

pri koncentraciji od 3 mM inhibirajuci proliferaciju 40% humanih fibroblasta.
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Slika 18. Antipoliferativna aktivnost derivata prema humanim fibroblastima
MRC5; ll3mM, l1,5mMi[10,3 mM;

Niska citotoksi¢nost polazne (R)-3-hidroksioktanske kiseline (3-3) je u skladu sa
prethodnim istrazivanjima gde je ICsp vrednost (R)-3-hidroksidekanske kiseline kao i
dekanske kiseline (C10) prema nekoliko c¢elijskih linija odredivana i iznosila je oko 3
mM (500 pg/mL).%

Vrednosti minimalne inhibitorne koncentracije za jedinjenja 3-6, 3-9 i 3-12 su
izmedu 0,15 i 0,22 mM za C. albicans ATCC10231 (Tabela 6) sto je za red veli¢ine
nize od koncentracije na kojoj jedinjenja 3-6 i 3-9 ne pokazuju citotoksi¢nost prema
humanim fibroblastima, dok je derivat 3-12 blago citotoksi¢an (Slika 18), Sto je
pozitivan rezultat za dalji razvoj ovih jedinjenja kao antifungalnih agenasa. U literaturi
nijje poznato da je ispitivana citotoksi¢nost cistth masnih kiselina.® U nasim

istrazivanjima je prvi put odredena antiproliferativna aktivnost oktanske kiseline.
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3.2.4 Konjugacija (R)-3-Hidroksialkanskih kiselina i DP18L peptida

Istrazivanja su pokazala da konjugacija masnih kiselina i peptida dovodi do

poveéanja njihove antimikrobne i antikancerske aktivnosti (Sekcija 2.5.4).:

Pokazano je da antiproliferativna aktivnost katjonskog D-peptida DP18L
znacajno povecana konjugacijom sa (R)-3-hidroksidekanskom kiselinom iz bakterijskog
polimera PHA, i da nastali konjugovani peptid ima jace dejstvo prema ¢elijama raka
nego prema fibroblastima i humanim c¢elijama endotela vena iz pupCane vrpce (eng.
HUVEC).203 Ova promena se deSava zbog lakSeg ulaska acilovanog peptida u ¢eliju

raka.

U naSem istrazivanju su koris¢ene celije kancera pankreasa (eng. MiaPaCa)
zbog ograni¢enog broja terapeutika koju su dostupni za ovo oboljenje kao i zbog dobre
aktivnosti koja je prethodnopostignuta konjugacijom (R)-3-hidroksidekanske kiseline i

peptida prema MiaPaCa ¢elijama.”®

Ispitivan je uticaj konjugacije (R)-3-
hidroksialkanskim kiselinama razli¢ite duzine lanca na antikancersku aktivnost

sintetisanog peptida DP18L. °

Sedam (R)-3-hidroksialkanskih kiselina dobijeno je depolimerizacijom
biotehnoloski dobijenog biopolimera PHA iz Pseudomonas putida KT2440 soja prema
literaturno opisanoj proceduri za fermentaciju, depolimerizaciju i1 precis¢avanje
kiselina.®™ % Sve kiseline su okarakterisane i utvrdena je njihova &istoéa (MS, NMR).
Dobijene su (R)-3-hidroksiheksanska kiselina (R6), (R)-3-hidroksiheptanska kiselina
(R7), (R)-3-hidroksioktanska kiselina (R8) u obliku zutog ulja, (R)-3-hidroksinonanska
kiselina (R9), (R)-3-hidroksidekanska kiselina (R10), (R)-3-hidroksiundekanska
kiselina (R11) i (R)-3-hidroksidodekanska kiselina (R12) u obliku bledo-Zutog praha.

Peptid 1 ispitivane kiseline su konjugovani preko amidne veze izgradene od

karboksilne grupe kiseline i N-terminalne amino grupe peptida prema literaturnom

204

postupku.”™ Merenjem molekulske mase pomo¢u MALDI-TOF-MS potvrdeno je da su

nastali ocekivani konjugati. (Tabela B u Prilogu)

¢ Sinteza peptide DP18L i konjugacija sa kiselinama je uradena na Univerzitetskom koledzu u Dablinu
(UCD), u laboratoriji prof. Kevin O’Connor-a.
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Ispitivan je efekat rastuceg broja C-atoma u bo¢nom lancu kiselina na aktivnost
konjugata prema MiaPaCa c¢elijama. Nekonjugovani peptid DP18L ima ICsy vrednost
12,7 uM prema MiaPaCa celijama. Antiproliferativna aktivnost konjugata je rasla sa
porastom duzine lanca konjugovanih kiselina od R6 do R10, i bila nesto niza za R11 i
R12. ICsp vrednosti prema MiaPaCa celijama su bile u opsegu od 2,0 — 6,7 uM.
Najbolju aktivnost je pokazao konjugat R10-DP18L, sa ICsp vrednos$cu 2 uM.

U naSem istrazivanju smo sintetisali 3-hlordekansku kiselinu 3-32 polazeéi od
(R)-3-hidroksidekanske kiseline 3-29 iz PHA prema ranije opisanoj proceduri za sintezu
3-hloroktanske kiseline (3-6) (Shema 30).'°® Sintetisana 3-hlordekanska kiselina je
takode konjugovana sa DP18L peptidom u cilju poboljsanja antiproliferativne aktivnosti

prema celijama raka (Shema 31).

OH O BnBr, Na,CO, OH O SOCl,, Et,N c o
3-29 74% i 18 h
3-30 5206 3-31
Cl O
H,, Pd/C
50 psi, MeOH C7"'15)\/U\OH
100% 3-32

Shema 30. Sinteza 3-hlordekanske kiseline

Sve transformacije polazne 3-29 su uradene prema reakcijama koje su prethodno
koris¢ene u funkcionalizaciji (R)-3-hidroksioktanske kiseline (3-3) (Shema 30).
Primeceno je da manje sporednih proizvoda nastaje i da su veci prinosi u reakcijama
(R)-3-hidroksidekanske kiseline. Tako je u reakciji hlorovanja oktanoata prinos 46%
dok prema istom postupku sa 3-29 nastaje 52% proizvoda koji takode racemizuje.
Pretpostavlja se da je veéim udelom ugljenika u strukturi smanjena i reaktivnost u
pogledu sporednih reakcija. Dva ugljenikova atoma vise u hidrofobnom lancu polazne

kiseline imaju veci uticaj na reaktivnost od ocekivanog.
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NH, NH,

3-33

Shema 31. DP18L peptid konjugovan sa 3-32 kiselinom

Kako je atom kiseonika nesto elektronegativniji od atoma hlora (3,44 prema
3,16 po Paulijevoj skali), ocekivali smo da ¢e manja polarnost C-Cl veze u poredeju sa
C-O vezom, potencijalno imati pozitivan efekat na antikancersku aktivnost peptida u
poredenju sa konjugatom 3-29 i peptida. Takode ocekivano je da ¢e boljoj aktivnosti da
doprinese i ve¢i afinitet hloro lekova ka vezivanju za metu leka, zbog gradenja

halogenih veza.'*

Sama 3-hlordekanska kiseline ima 1Csy vrednost 950 uM prema MiaPaCa
¢elijama Sto je 2,2 puta nize od aktivnosti 3-hidroskidekanske kiseline koja ima 1Cs
vrednost 2150 uM (Tabela C u Prilogu). Konjugacija 3-hlordekanske Kkiseline (3-32) na
DP18L peptid rezultovala je 1Csp vrednoséu od 3,5 UM prema MiaPaCa cCelijama $to je
1,8 puta visa vrednost nego konjugat peptida i R10.

Iz ovoga proizilazi da je razlika u polarnosti C-Cl i C-O veze previse mala da bi
uticala na ukupnu hidrofobnost konjugata. VVezivanju hloro derivata za peptid poboljsali
smo aktivnost samog peptida ali ne vise od monomera PHA, 3-hidroksidekanske

kiseline. Konjugacija drugih derivata 3-hidroksialkanskih kiselina iz bakterijskog
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NH; polimera PHA, dobijenih “sinteti¢ckim metodama pruza nove moguénosti za dalja

istrazivanja i generisanje novih biosintetickih jedinjenja.
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4. Eksperimentalni deo

U eksperimentalnom radu kori$¢eni su reagensi i rastvarai koji su prethodno

pre&idéeni standardnim tehnikama pregiséavanja.*®

Tok reakcija pracen je tankoslojnom hromatografijom (TLC), na ploc¢icama 0,25
mm E. Merck (60F-254) i 18-34, 60 A, ICN Silica TLC). Za vizualizaciju mrlja su
koris¢eni UV-svetlo, rastvor cerijum-amonijum-molibdata (CAM), rastvor p-

anisaldehida (PAA) kao i 50% rastvor sulfatne kiseline uz naknadno zagrevanje plocice.

Hromatografska preciS¢avanja su uradena primenom gravitacione hromatografije
(silika-gel 0,062-0,2 mm, ICN) i vakuum-hromatografije (silika-gel 10-18, 60 A, ICN
Biomedicals).

NMR spektri su snimljeni na aparatima Varian Gemini 200 (*H NMR na 200
MHz, *C NMR na 50 MHz) i Bruker Advance 111 500 (*H NMR na 500 MHz, *C na
125 MHz).

Hemijska pomeranja su izrazena u ppm (0), koriste¢i tetrametilsilan (TMS) kao
interni standard, dok su konstante sprezanja (J) izraZzene u hercima (Hz).

IR spektri su snimljeni na aparatu Nicolet 6700 F. Frekvencije su izraZene u cm™.

Maseni spektri visokog razlaganja (HRMS) su dobijeni na aparatu Agilent
technologies 6210 TOF LC/MS instrument (LC: series 1200).

Gasno-hromatografske analize radene su na instrumentu Agilient Technologies
7890A GC System; kolona J&W Scientific HP-5MSI, 30 m, 0,25 mm i. d., 0,25 pm film;

noseci gas vodonik, 1 mL/min, mereno na 210 °C.

Opti¢ke rotacije odredivane su na aparatu Rudolph Research Analytical
AUTOPOL IV Automatic Polarimeter.

Tacke topljenja ¢vrstih supstanci odredene su na aparatima Electrothermal i

Kofler hotstage i nisu korigovane.
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Za potrebe bioloskih testova koriS¢en je UV-VIS spektrofotometar ,,Ultrospec
3300pro*, proizvoda¢a Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA; kao i
spektrofotometar za Citanje apsorbanci plo¢a sa 96 bunara Tekan Infinite 200 Pro

multiplate reader (Tecan Group, Mé&nnedorf, Switzerland).

Vizualizacija je radena mikroskopom (CKX4, Olympus, Tokyo, Japan).

4.1 Sinteza derivata (R)-3-hidroksioktanske kiseline

4.1.1 Dobijanje poli(hidroksialkanoata)

Bakterijski polimer poli(hidroksialkanoat) dobijen je na Univerzitetskom

koledZu u Dablinu (UCD), Republika Irska, u laboratoriji profesora Kevin O"Connor-a.

Fermentaciona podloga sa ograni¢enom koli¢inom azota i minimalnim koli¢inama soli
je kori3¢ena za rast bakterija kako bi proizvodile PHA.?* Bakterijski soj Pseudomonas
putida GPol je gajen u nespecificnim uslovima, na medijumu u kome je jedini izvor
ugljenika bio natrijum-oktanoat i sa ograni¢enim koli¢inama azota (natrijum-oktanoat
20 mM, amonijum-hlorid 2,8 mM). Nakon 48 h kultura je centrifugirana na proto¢noj
centrifugi (Heracus Contifuge Statos, Thermo Fisher Scientific, Nemacka) na 4 °C i
25,040 x g u titanijumskom rotoru (HCT 22.300, Thermo Fisher Scientific, Nemacka).
Dobijene ¢elijske kuglice su prvo zamrznute na -20 °C u toku 2-3 h, zatim prebacene u
drugi zamrziva¢ na -80 °C preko no¢i, i liofilizirane u susnici (Labconco, USA). PHA
polimer je ekstrahovan iz suvih éelija acetonom na sobnoj temperaturi tokom 24 h.'*° U
balonu od 1 L, 50 g ¢elija je suspendovano u 500 mL acetona i ostavljeno da se meSa 24
h. Talog je odvojen filtriranjem a acetonski rastvor uparen, pri ¢emu zaostaje talog
polimera. Polimer je pretaloZen koriS¢enjem 20 zapremina etanola, ponovo rastvoren u
acetonu i izliven u staklene petri Solje kako bi se osusSio za dalje analize. Dobijen je

polimer PHA 99% &istoce. ™

Da bi dobili 3-hidroksialkanske kiseline razli¢ite duzine lanca potrebnih za
istrazivanje, Pseudomonas putida KT2440 soj je gajen na podlozi u kojoj su izvor

ugljenika bile masne kiseline, od heksanske do dodekanske, u fermentoru zapremine 5 L
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pod uslovima za akumulaciju PHA.%" Postupak dobijanja je identi¢an sa postupkom

koji smo ve¢ opisali.

4.1.2 Depolimerizacija PHA (3-1)

R, O R, O
n

n =100 - 30000
Ry= CsHyy
R,= C/Hys

U balonu od 100 mL napravi se rastvor poli(hidroksialkanoata) (2,6 g) u
hloroformu (40 mL) u koji se doda smeSa metanola i konc. H,SO,4 (40 mL, 15%, v/v).
Reakciona smeSa se zagreje na 100 °C i ostavi da se meSa na toj temperaturi tokom 46
h. Nakon toga se ohladi do sobne temperature i reakcija se prekida dodatkom zasi¢enog
rastvora NaCl-a (10 mL). U levku za odvajanje odvojimo organsku i vodenu fazu,
vodenu fazu ekstrahujemo hloroformom (3 x 20 mL). Spojene organske faze suSimo
iznad anh. MgSQ, i uparimo rastvara¢ pod sniZzenim pritiskom. Sirovi proizvod je
prec¢is¢en vakuum hromatografijom na koloni SiO, (petrol-etar/etil-acetat= 9/1).
Dobijeno je 2,7 g (95%) ¢istog metil-3-hidroksioktanoata. [a]p = -28 (¢ 1, CHCIs); ee
>99%: 'H NMR (200 MHz, CDCls): & 4,15 — 3,89 (m, 1H), 3,72 (s, 3H), 2,90 (d, J =
4,0 Hz, 1H), 2,58-2,34 (m, 2H), 1,71-1,30 (m, 8H), 0,89 (t, J = 6,3 Hz, 3H). *C NMR
(50 MHz, CDCls) § 173,5; 67,9; 51,7; 41,1; 36,4; 31,6; 25,1; 22.5; 13.9. IR (ATR):
3457; 2958; 2933; 2865; 1741; 1441; 1171.

4.1.3 Dobijanje 3-hidroksioktanske kiseline (3-3)

OH

U rastvor metil 3-hidroksioktanoata (90 mg, 0,516 mmol) u THF-u (2,7 mL) i
metanolu (1,8 mL), dodat je vodeni rastvor LiOH 2,5 M (0,9 mL). Reakciona smesa je

ostavljena da se meSa 24 h na sobnoj temperature. Nakon 24 h pH je podeSen na 2
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pomocu 1 M rastvora HCI. Nastali rastvor je ispran tri puta etil-acetatom (10 mL x 3),
spojeni organski slojevi su isprani zasi¢enim rastvorom NaCl i suSeni iznad anh.
MgSO,. Nakon uklanjanja rastvaraca pod snizenim pritiskom dobijen je proizvod u
obliku bezbojnog ulja (79 mg, 96%). [a]o= -20 (c 1, CHCls); ee 99%: *H NMR (200
MHz, CDCls) & 5,57 (bs, 2H), 4,04 (m, 1H), 2,73 — 2,27 (m, 2H), 1,75 - 1,11 (m, 8H),
0,89 (t, J = 6,3 Hz, 3H). *C NMR (200 MHz, CDCls) § 177.6; 68,1; 41,0; 36,4; 31,6;
25,1; 22,5; 13,9. IR (ATR): 3396; 2931, 2956; 2862; 1714; 1411; 1174.

4.1.4 Preciséavanje (R)-3-hidroksioktanske kiseline kiselinsko-baznom
ekstrakcijom

Sirova 3-hidroksioktanska kiselina (250 mg, 1,56 mmol, 1 ekv.) dobijena
depolimerizacijom poli(hidroksialkanoata) suspendovana je u 5 mL vode i dodato je
135 mg ( 1,5 ekv) kalijum-hidroksida. Nastala smeSa je ostavljena da se mesa na sobnoj
temperaturi tokom 2 h pri ¢emu se nagradi so kiseline koja je rastvorna u vodi. Zatim je
uradena ekstrakcija dietil-etrom (3 x 10 mL) kako bi se uklonile neéisto¢e. Vodena faza
je zakiseljena do pH 1 dodatkom razblazenog rastvora hlorovodoni¢ne kiseline, nakon
toga je smesa ekstrahovana metilen-hloridom (3 x 10 mL). Spojene organske faze su
osuSeni iznad anh. MgSQ, i rastvara¢ je uklonjen pod snizenim pritiskom. Dobijeno je
170 mg (68%) (R)-3-hidroksioktanske kiseline koja je koris¢ena kao polazni supstrat za

dalju funkcionalizaciju.

4.1.5 Sinteza metil-3-hidroksioktanoata (3-1)

OH

/\/\/'\/COOMG

U balonu od 50 mL napravljen je rastvor 3-hidroksioktanske kiseline (500 mg,
3,12 mmol) u metanolu (20 mL), dodata je sumporna kiselina (1 mL, 18,8 mmol) i
smesa je ostavljena da se meSa na sobnoj temperaturi. Nakon 3 h rastavra¢ je uparen

pod snizenim pritiskom, ostatak u balonu je rastvoren u metilen-hloridu i ispran

OH & 70



Eksperimentalni deo

zasi¢enim vodenim rastvorom NaHCOj3 zatim sa zasi¢enim rastvorom NaCl, i susen
iznad anhidrovanog MgSO,. Rastvara¢ je uklonjen pod sniZzenim pritiskom, sirovi
proizvod je prec¢is¢en vakuum hromatografijom na koloni (hloroform/etil-acetat=9/1 do
8/2). Dobijeno je 320 mg (60%) &istog proizvoda u obliku bezbojnog ulja.® (Spektar je
prikazan u Sekciji 4.1.1)

4.1.6 Sinteza benzil-3-hidroksioktanoata (3-2)

OH

/\/\/k/COOBn

U rastvor 3-hidroksioktanske kiseline (312 mg, 1,25 mmol) i Na,CO3(397,5 mg,
3,75 mmol) u dimetil-formamidu (2 mL), dodat je benzil-bromid u kapima (240 mg, 1,4
mmol). Nastala smesa je ostavljena da se meSa na sobnoj temperaturi 24 h a tok reakcije
je pracen tankoslojnom hromatografijom. Reakcija je prekinuta dodatkom vode, vodeni
sloj ekstrahovan tri puta dietil-etrom, a zatim su spojeni organski slojevi isprani
zasi¢enim vodenim rastvorom NaCl-a i osuseni iznad anh. MgSO,. Nakon uklanjanja
rastvarata pod snizenim pritiskom, sirovi proizvod je pre€is¢en vakuum
hromatografijom na koloni SiO, (hloroform/ etil acetat= 9/1), dobijeno je 188mg (60%)
7utog ulja. [a]o= -20 (c 1, CHCIl5); ee 75%; *H NMR (200 Hz, CDCls): § 7,36 (s, 5H),
5,15 (s, 2H), 4,12 — 3,92 (m, 1H), 2,87 (d, J = 4,1 Hz, 1H), 2,66 — 2,34 (m, 2H), 1,70 —
1,23 (m, 8H), 0,88 (t, J = 6,4 Hz, 3H)."*C NMR (50 Hz, CDCls): 172,9; 135,6; 128,6;
128,4; 128,3; 68,0; 66,4; 41,3; 36,4; 31,6; 25,1; 22,5; 13,9. IR (ATR): 3448; 2957;
2932; 2860; 1737; 1459; 1168.

4.1.7 Sinteza benzil-3-hidroksidekanoata (3-28)

M%/\@

¢ Spektralna karakterizacija nije navodenja za jedinjenja koja imaju identi¢ne strukture sa prethodno
opisanim jedinjenjima.
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Prinos 220 mg (74%), zuto ulje. *"H NMR (200 Hz, CDCls): & 7,35 (s, 5H), 5,15 (s,
2H), 4,12 - 3,92 (dq, J1= 11,6 Hz, J,= 4,0 Hz, 1H), 2,74 — 2,33 (m, 3H), 1,73 - 1,07 (m,
12H), 0,87 (t, J = 6,4 Hz, 3H). *C NMR (50 Hz, CDCls): § 172,9; 135,6; 128,6; 128,3;
128,2; 67,9; 66,4; 41,3; 36,4; 31,7; 29,4; 29,1; 25,4; 22,6; 14,0. IR (ATR): 3467; 2929;
1735; 1458; 1170. HRMS (ESI): izracunato za C17H2603 (2M-H) 411,20744, nadeno
411,20767.

4.1.8. Sinteza prekursora za hemijsku sintezu derivata 3-HA

Heksanoil — hlorid (3-24)

O

e~

U balonu od 50 mL dodata je heksanska kiselina (10 g, 89 mmol), kataliticka
koli¢ina DMF-a i tokom 30 min je ukapavano 8 mL (13,3 g, 111,8 mmol) tionil-hlorida
na 100 °C, uz meSanje. Reakciona smeSa je zagrevana da refluktuje tokom 5 h. U
ohladenu smesu je dodat benzen (5 mL) i smeSa je uparena pod sniZenim pritiskom,
ovaj postupak je ponovljen tri puta kako bismo uklonili visak tionil-hlorida. Proizvod je
prec¢is¢en destilacijom pod snizenim pritiskom (20 mmHg, 50 °C), dobijeno je 5,4 g
(50%) heksanoil-hlorida. *H NMR (200 MHz, CDCls): 2,88 (t, J=7,3 Hz, 2H), 1,77-
1,68 (m, 2H), 1,38-1,30 (m, 4H), 0,91 (t, J=7,1 Hz, 3H).

Meldrumna kislina (3-25)

O
o

I

U balonu od 100 mL odmeri se 13 g malonske kiseline i 15 mL anhidrida
sir¢etne kiseline. Dobijena suspenzija se ohladi u ledenom kupatilu i uz mesanje se doda

0,4 mL konc. H,SO,4. Dobijeni rastvor se zagreje do 15 °C a zatim doda 10 mL acetona
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iz kapalice. Reakciona smeSa se meSa joS 15 min na sobnoj temperaturi a zatim ostavi u
zamrzivacu 14 h. Kristali se isperu na Bihnerovom levku ledenom 0,5 M H,SO, a
potom hladnom vodom. Sirovi proizvod se prekristaliSe iz smeSe aceton/dietil-etar a
zatim se taloZi petrol-etrom. Dobijeno je 7,2 g (40%) proizvoda. *H NMR (200 MHz,
CDCl3) 6 3,61 (s, 2H), 1,77 (s, 6H).

Aktivacija cinka: U erlenmajer, opremljenom staklenim zapu$adem i magnetnom
meSalicom, odmereno je 25 g cinka u prahu i dodato je 50 mL 5% rastvora
hlorovodoni¢ne kiseline. Smesa je intenzivno meSana u toku 3 h na sobnoj temperaturi.
Po isteku tog perioda, kiselina je odekantovana, a zatim je metal ispiran destilovanom
vodom (tri puta po 50 mL), acetonom (dva puta po 30 mL) i na kraju dietil-etrom (dva
puta po 30 mL). Metal je zatim suSen pod sniZzenim pritiskom u toku 30 min. Aktivirani

cink je ¢uvan u eksikatoru, u atmosferi argona.

4.1.9 Sinteza metil-3-hidroksioktanoata (3-1)

OH

/\/\)\/COZMe

Suspenzija aktiviranog cinka u prahu (2,28 g, 35 mmol) u 10 mL anhidrovanog
benzena grejana je do refluktovanja tokom 10 min (80 °C) u atmosferi argona.
Ukapavanjem je polako dodata smeSa n-heksanala (4 mL, 33 mmol) i metil-
bromoacetata (5,54 mL, 35 mmol) u 60 mL benzena tokom 1 h. Reakcija je ostavljena
da se meSa joS 1 h nakon zavrSenog ukapavanja i pracena je tankoslojnom
hromatografijom. Nakon zavrsetka reakcije, smesa je ohladena na 0 °C i dodata je 1 M
HCI (2 mL) a zatim je uradena ekstrakcija dietil-etrom (3 x 40 mL). Spojene organske
faze su osuSene iznad anh. MgSO,i rastvara¢ je uparen pod snizenim pritiskom. Sirovi
proizvod je preciS¢en vakuum hromatografijom u gradijentu na stubu SiO; (petrol-
etar/etil-acetat= 9/1 do 8/2). Dobijen je proizvod (6,4 g) u prinosu od 80% u obliku
bezbojnog ulja. (Spektar je prikazan u Sekeiji 4.1.1)
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4.1.10 Sinteza benzil-3-hidroksioktanoata (3-2)

OH

/\/\)\/COZBn

Suspenzija aktiviranog cinka u prahu (107 mg, 1,65 mmol) u 0,7 mL
anhidrovanog benzena grejana je do refluktovanja tokom 10 min (80 °C) u atmosferi
argona. Ukapavanjem je polako dodata smeSa n-heksanala (180 pL, 1,5 mmol) i benzil-
bromoacetata (378 mg, 261 pL, 1,65 mmol) u 2,3 mL benzena tokom 1 h. Reakcija je
ostavljena da se meSa jo§S 1 h nakon zavrSenog ukapavanja i prac¢ena je tankoslojnom
hromatografijom. Nakon zavrSetka reakcije, smesa je ohladena na 0 °C i dodata je 1M
HCI (0,5 mL) a zatim je uradena ekstrakcija dietil-etrom (3 x 4 mL). Spojene organske
faze su osuSene iznad anh. MgSOyi rastvara¢ je uparen pod snizenim pritiskom. Sirovi
proizvod je pre€is¢en vakuum hromatografijom u gradijentu na stubu SiO; (petrol-
etar/etil-acetat= 9/1 do 8/2). Dobijen je proizvod (127 mg) sa prinosom od 34% u obliku
bezbojnog ulja. (Spektar je prikazan u Sekciji 4.1.1)

4.1.11 Sinteza etil-3-oksooktanoata'®® (3-22)

A~ A~

U rastvor etil-diazoacetata (11,4 mg, 0,1 mmol) u suvom metilen-hloridu (2 mL)
dodato je 10 mol% kalaj-hlorida (1,9 mg, 0,01 mmol) u atmosferi argona. Zatim je
ukapavanjem dodat rastvor heksanala (10 mg, 0,1 mmol) u metilen-hloridu ( 0,15 mL).
Reakcija je ostavljena da se meSa na sobnoj temperaturi u atmosferi argona tokom 2 h.
Reakcija je pracena tankoslojnom hromatografijom (petrol-etar/etil-acetat=9/1). Nakon
zavrsene reakcije smeSa je prebacena u levak za odvajanje, dodat je zasi¢eni rastvor
NaCl-a. Vodena faza je ekstrahovana metilen-hloridom (3 x 10 mL). Spojene organske
faze su suSene iznad anh. Na SOy, rastvara¢ je uparen pod sniZzenim pritiskom a sirovi

proizvod precis¢en vakuum hromatografijom na stubu SiO, u gradijentu (petrol-
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etar/etil-acetat=95/5 do 'petrol-etar/etil-acetat=8/2). Dobijeno je 15,6 mg (84%)
proizvoda u obliku bezbojnog ulja. *"H NMR (200 MHz, CDCls) 6 12,11 (s, 1H), 4,98
(s, 1H), 4,20 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 3,43 (s, 2H), 2,53 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 1,72 - 1,14 (m,
15H), 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H). *C NMR (50 MHz, CDCls) § 203,1; 167,3; 88.9; 61.3;
59,9; 49,3; 42,9; 34,9; 31,1; 25,8; 23,1; 22,34; 14,1; 13,8. "zbog keto-enolne tautomerije

javlja se vise signala u spektru.

4.1.12 Sinteza etil-3-hidroksioktanoata (3-23)

/\/\)\)\o/\

U rastvor NaBH, (12 mg, 0,32 mmol) u metanolu (2,5 mL), paZljivo je dodat
rastvor etil-3-oksooktanoata (50 mg, 0,268 mmol) u metanolu (0,5 mL). Reakciona
smeSa je meSana 2 h na sobnoj temperaturi. Reakcija je prekinuta dodatkom 5% rastvora
hlorovodoni¢ne kiseline. Proizvod je ekstrahovan dietil-etrom (3 x 5 mL), spojeni
organski slojevi su suSeni iznad anh. Na;SO, i rastvara¢ je uparen pod snizenim
pritiskom. Dobijeni proizvod je pre€iS¢en vakuum hromatografijom na stubu SiO; u
gradijentu (petrol-etar/etil-acetat=95/5 do petrol-etar/etil-acetat=9/1). Dobijeno je 25,2
mg (50%) proizvoda u obliku bezbojnog ulja. *H NMR (200 MHz, CDCl3) & 4,18 (q, J
= 7,1 Hz, 2H), 4,03 (dd, J 1= 10,2 Hz; J ,=6,2 Hz, 1H), 2,96 (d, J = 3,6 Hz, 2H), 2.45
(qd, J; = 16,4 Hz; J,=6,1 Hz, 2H), 1,73 — 1,08 (m, 8H), 0,89 (t, J = 6,2 Hz, 3H). *C
NMR (50 MHz, CDCls) § 173,2; 68,0; 60,6; 41,2; 36,4; 31,7; 25,1; 22,6; 14,2; 13,9.

4.1.13 Sinteza metil-3-hidroksioktanoata (3-1)

A~

Pripremljen je rastvor etil-3-hidroksioktanoata (25,2 mg, 0,134 mmol) u

metanolu (0,5 mL) u koji je dodata konc. hlorovodoni¢na kiselina (30 pL). Reakciona
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smesa je zagrejana da klju¢a na 65 °C i ostavljena da se meSa tokom 18 h. Nakon 5 h
reakcija je prekinuta dodatkom zasi¢enog rastvora NaHCOj3 proizvod je ekstrahovan
metilen-hloridom (3 x 10 mL), spojene organske faze su suSene iznad anh. Na,SQ; i
rastvaraC€ je uparen pod snizenim pritiskom. Dobijeni proizvod je pre€is¢en vakuum
hromatografijom na stubu SiO, (petrol-etar/etil-acetat=9/1). Dobijeno je 23mg (98%)
proizvoda. (Spektar je prikazan u Sekciji 4.1.1, strana 71)

4.1.14 Sinteza (2E)-okt-2-enske kiseline (3-15)

/\/\/\)J\OH

U balonu od 25 mL rastvorena je malonska kiselina (2,85 g, 0,028 mmol) u 5
mL suvog piridina, rastvor je ohladen na 0 °C (ledeno kupatilo) i dodat je heksanal (2,5
g, 3 mL, 0,025 mmol). Balon je opremljen sa kalcijum-hloridnom cevi i reakcija je
ostavljena da se meSa 60 h na sobnoj temperaturi. Zatim je reakcija zagrejana do 80 °C i
ostavljena da se meSa na toj temperaturi tokom 18 h kako bi uklonili ugljen-dioksid koji
se generiSe tokom reakcije. Reakciona smesa je ohladena do sobne temperature zatim je
dodato je 5 mL metilen-hlorida i smesa je isprana 25% hlorovodoni¢nom kiselinom.
Dodat je benzen (5 mL) i organska faza je isprana vodom a zatim suSena inad anh.
Na,SO,4. Rastvara¢ je uklonjen pod snizenim pritiskom, dobijeno je 2,2 g (63%)
proizvoda u obliku bezbojnog ulja. *H NMR (200 MHz, CDCls) & 11,77 — 8,85 (bs,
1H), 7,09 (dt, J;= 15,6 Hz; J,= 7,0 Hz, 1H), 5,82 (dt, J ;= 15,6 Hz; J,= 1,5 Hz, 1H),
2,23 (dq, J; = 7 Hz; J,= 1,5 Hz, 2H), 1,68 — 1,15 (m, 6H), 0,90 (t, J = 6,5 Hz, 3H).2*C
NMR (50 MHz, CDCl3) 6 172,4; 152,6; 120,6; 34,1; 32,2; 31,3; 27,5; 22,4; 13,9. IR
(ATR): 2931; 2959; 2860; 2674; 1699; 1421; 1285. ~ zboj cis-trans izomerije javlja se

veéi broj signala u *3C spektru.
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4.1.15 Generalna proceddra za sintezu 3-hloro derivata

U rastvor estra 3-hidroksioktanske kiseline (0,575 mmol, 1 ekv.) i trietilamina
(0,086 mmol, 0,15 ekv.) u diizopropil-etru (5 mL), dodata je jedna polovina rastvora
SOCl;, (0,1 mL, 2,35 ekv., 1,35 mmol) u 5 mL diizopropil-etra na -10 °C u kapima.
Reakciona smesa je meSana na -10 °C tokom 10 min a zatim je ostavljena da se ugreje
do sobne temperature. Druga polovina rastvora SOCI; u dietil-etru (2,5 mL) je dodata u
kapima, reakciona smesa je zatim ugrejana na 75 °C i ostavljena da se meSa do potpune
konverzije alkohola. Nakon hladenja do sobne temperature, reakcija je prekinuta
dodatkom zasi¢enog rastvora NaHCQOj3. Vodena faza je ekstrahovana metilen-hloridom
(3 x 10 mL), spojene organske faze su isprane zasi¢enim rastvorom NaCl-a i osuSene
iznad anh. MgSQO,4 Nakon uklanjanja rastvaraca pod snizenim pritiskom sirovi proizvod

je prec¢is¢en vakuum hromatografijom na koloni SiO, (petrol-etar/ etil-acetat= 95/5).

4.1.16 Metil-3-hloroktanoat (3-4)

A~ A

Prema generalnoj proceduri za dobijanje 3-hloro derivata polaze¢i od koli¢ina
navedenih u proceduri dobijeno je 51 mg (46%) proizvoda u obliku zutog ulja. [a]p = -
16 (c 1, CHCIs); ee 22%; ‘H NMR (200 MHz, CDCls) § 4,3 (quint, J= 7 Hz, 1H),
3,73 (s, 3H), 2,75 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 1,84 — 1,21 (m, 8H), 0,90 (t, J = 6,5 Hz, 3H).*C
NMR (50 Hz, CDCly): 6 171,1; 57,9; 51,9; 43.,5; 37,9; 31,1; 25,9; 22,4; 13,9. IR
(ATR): 2959; 2933; 2865; 1745; 1463; 1169. HRMS (ESI): izracunato za CgH;7,0,CI
(M+NH,)" 210,12553, nadeno 210,12571.
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4.1.17 Benzil-3-hloroktanoat (3-5)

Prema generalnoj proceduri za dobijanje 3-hloro derivata polaze¢i od koli¢ina
navedenih u proceduri dobijeno je 87 mg (56%) Zutog ulja. [a]p = -9 (c 1, CHCIy); ee
17%:; *H NMR (200 MHz, CDCl3): & 7,37 (s, 5H), 5,17 (s, 2H), 4,32 (quint, J =7 Hz,
1H), 2,86 — 2,73 (m, 2H), 1,85 — 1,10 (m, 8H), 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H). *C NMR (50
MHz, CDCI3) 6 170,1; 135,8; 128,6; 128.4; 128,3; 66,6; 57,9; 43,6; 37,9; 31,1; 25,9;
22,4; 13,9. IR (ATR): 3066; 3034; 2956; 2931; 2861; 1741; 1458; 1159. HRMS (ESI):
izradunato za C1sH20,Cl (M+NH,)" 286,15683, nadeno 286,15665.

4.1.18 Benzil-3-hlordekanoat (3-31)

Prema generalnoj proceduri za dobijanje 3-hloro derivata polazeci od koli¢ina
navedenih u proceduri dobijeno je 88 mg (52%), Zutog ulja. 'H NMR (200 Hz, CDCls):
87,36 (s, SH), 5,16 (s, 2H), 4,31 (dt, J;= 13,7 Hz; J,= 6,9 Hz, 1H), 2,94 — 2,69 (m, 2H),
1,74 (dd, J;= 14,6 Hz; J,= 6,9 Hz, 2H), 1,63 — 1,12 (m, 10H), 0,88 (t, J = 6,4 Hz, 3H).
3C NMR (50 Hz, CDCls): & 170,1; 135,6; 128,6; 128,3; 128,2; 66,6; 57,9; 43,6; 37,9;
31,7; 29,1; 26,2; 22,6; 14,0. IR (ATR): 2955, 2929, 2857, 1740, 1158. HRMS (ESI):
izra¢unato za C17H50,CI (M+NH,)" 314,18813, nadeno 314,18700.

4.1.19 Procedura 1l za sintezu metil-3-hloroktanoata

U rastvor metil-3-hidroksioktanoata (80 mg, 0,275 mmol) u metilen-hloridu,

dodato je 2 mL (27,5 mmol) SOCI, i jedna kap N,N-dimetilformamida. Smesa je
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ostavljena da se meSa na s.t. tokom 2 h. Reakcija je pra¢ena tankoslojnom
hromatografijom (petrol-etar/etil-acetat=9/1), nakon 2 h i dalje je bilo polaznog
alkohola. Nakon 1 h meSanja pod sniZzenim pritiskom na vakuum uparivacu doslo je do
potpune konverzije alkohola u hlorid. Sirovi proizvod je precis¢en vakuum
hromatografijom na koloni SiO; (petrol-etar/ etil-acetat= 95/5), dobijeno je 74 mg
(87%) proizvoda.

4.1.20 Generalna procedura za sintezu 3-bromo derivata

U rastvor 3-hidroksi estra (1 ekv.) i ugljen-tetrabromida (1,6 ekv.) u metilen-
hloridu na 0 °C dodat je trifenil-fosfin (1,13 ekv.). SmeSa je ostavljena da se mesa na
sobnoj temperaturi 4 h. Nakon uklanjanja rastvaraca pod snizenim pritiskom, proizvod
je precis¢en vakuum hromatografijom na koloni SiO, u gradijentu (petrol-etar/etil-
acetat=95/5 do 8/2).

4.1.21 Sinteza metil-3-bromoktanoata (3-7)

P

Prema generalnoj proceduri za dobijanje 3-bromo derivata polazec¢i od koli¢ina
navedenih u proceduri dobijeno je 15 mg (32%) proizvoda u obliku Zutog ulja. [a]p =
+5 (c 1, CHCIy); ee 16%; 'H NMR (200 MHz, CDCls) & 4,34 (quint, J =7 Hz, 1H),
3,72 (s, 3H), 2,90 (d, J = 7 Hz, 2H), 1,83-1,77 (m, 2H), 1,63 — 1,16 (m, 6H), 0,89 (t, J =
6,6 Hz, 3H). *C NMR (50 Hz, CDCls): & 170,9; 51,9; 50,0; 44,1; 38,6; 30,9; 27,1;
22,4; 13,9. IR (ATR): 2957; 2932; 2860; 1746; 1438; 1157. HRMS (ESI): izracunato
za CoH170,Br (M+NH,4)" 254,07502, nadeno 254,07547
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4.1.22 Sinteza benzil -3-bremoktanoata (3-8)

/\/\)\)J\o/\©

Prema generalnoj proceduri za dobijanje 3-bromo derivata polazeéi od koli¢ina
navedenih u proceduri dobijeno je 60 mg (95%) Zutog ulja. [a]p = 0 (c 1, CHCIy); ee
1%; *H NMR (200 MHz, CDCls) § 7,36 (s, 5H), 5,16 (s, 2H), 4,36 (quint, 7 Hz, 1H),
2,95 (d, J = 7 Hz, 2H), 1,83 (dt, J 1= 8,7 Hz; J,= 7,0 Hz, 2H), 1,72 — 1,08 (m, 6H), 0,89
(t, J = 6,6 Hz, 3H). *C NMR (50 Hz, CDCls): 170,2; 135,5; 128,6; 128,3; 66,7; 49,9;
44.3; 38,6; 30,9; 27,0; 22,4; 13,9. IR (ATR): 3729; 3065; 3034; 2956; 2930; 2861;
1740; 1457; 1151. HRMS (ESI): izratunato za CisH»10:Br (M+NH,)" 330,10632,
nadeno 330,10688.

4.1.23 Generalna procedura za sintezu 3-fluoro derivata 3-HA

U hladan rastvor (-70 °C) alkil estra 3-hidroksioktanske kiseline (0,24 mmol) u
anhidrovanom metilen-hloridu (2 mL) dodat je DAST (0,264 mmol) u atmosferi argona.
Nakon 20 min meSanja na -70 °C, reakcija je zagrejana do sobne temperature. Reakcija
je prekinuta dodatkom zasi¢enog rastvora NaHCOs i vode. Vodena faza je ekstrahovana
metilen-hloridom (3 x 5 mL), spojene organske faze su isprane zasi¢enim vodenim
rastvorom NaCl-a i osuSene iznad anh. MgSO,. Sirovi proizvod je pre¢is¢en vakuum
hromatografijom na koloni SiO, (petrol-etar/etil-acetat = 95/5) i dobijen je fluoro
derivat 1 znacCajna koli¢ina olefinskog sporednog proizvoda. Sporedni proizvod je
efikasno uklonjen ozonolizom u metilen-hloridu na -15 °C koja je pracena tretmanom
0,3 M perjodnom kiselinom u THF tokom 1 h na sobnoj temperaturi. Rastvarac je
uklonjen pod snizenim pritiskom 1 proizvod je ponovo preciséen vakuum

hromatografijom na koloni SiO, (petrol-etar/etil-acetat = 9/1).
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4.1.24 Sinteza metil-3-fluoroktanoata (3-10)

A~

Prema generalnoj proceduri za dobijanje 3-fluoro derivata polaze¢i od koli¢ina
navedenih u proceduri dobijeno je 17 mg, (40%) proizvoda u obliku bezbojnog ulja.
[a]o = -5 (¢ 1, CHCI3); ee 19%; '"H NMR (200 MHz, CDCl3) & (5,12 — 4,99 (m), 4,88 —
4,75 (m)) 1H, J = 48,1 Hz), 3,72 (s, 3H), 2,86 — 2,32 (m, 2H), 1,88 — 1,14 (m, 8H), 0,90
(t, J = 6,5 Hz, 3H). *C NMR (50 MHz, CDCl3) & 170,7 (d, J = 5,9 Hz); 90,4 (d, J =
158,1 Hz); 51,8 (d, J = 6,2 Hz); 40,2 (d, J = 24,2 Hz); 34,8 (d, J = 20,5 Hz ); 31,4; 24,4
(d, J=4,0 Hz); 22,4; 13,9. IR (ATR): 2956; 2865; 1744; 1439; 1172.

4.1.25 Sinteza benzil-3-fluoroktanoata (3-11)

Prema generalnoj proceduri za dobijanje 3-fluoro derivata polaze¢i od koli¢ina
navedenih u proceduri dobijeno je 40 mg (60%) proizvoda u obliku bezbojnog ulja. [a]p
= -3 (c 1, CHCI5); ee 65%; '"H NMR (200 MHz, CDCls) & 7,36 (s, 5H), 5,16 (s, 2H),
5,08 (ddd, J=12,5, 7,8, 4,7 Hz, 1H), 4.83 (dt, J = 12,4, 4,2 Hz, 2H), 2,95- 2,27 (m, 2H),
1,88 — 1,14 (m, 6H), 0,89 (t, J = 6,5 Hz, 3H). *C NMR (50 MHz, CDCls) § 170,2 (d, J
= 5,6 Hz); 135,7; 128,6; 128,3; 128,2; 90,4 (d, J = 169,7 Hz); 66,6; 40,4 (d, J = 24,1
Hz); 34,8 (d, J = 20,5 Hz); 31,4; 24,4 (d, J = 4,3 Hz); 22,4; 13,9. IR (ATR): 3066;
3033; 2955; 2933; 2864; 1741; 1458; 1169. HRMS (ESI): izracunato za CisH0.F
(M+NH,)* 270,18638, nadeno 270,18630.

Olefinski derivati su dobijeni kao sporedni proizvodi u sintezi 3-fluoro jedinjenja.
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4.1.26 Sinteza metil-(2E)“okt-2-enoata (3-13)

/\/\/\)J\o/

Prinos 5 mg (15%), bezbojno ulje. *"H NMR (200 MHz, CDCls) § 6,98 (dt, J = 15,6;
7,0 Hz, 1H), 5,82 (dt, J = 15,6; 1,5 Hz, 1H), 3,73 (s, 3H), 2,20 (dq, J;= 7 Hz; J,= 1,5
Hz, 2H), 1,46 — 1,26 (m, 6H), 0,90 (t, J = 6 Hz, 3H). *C NMR (50 MHz, CDCl3) 5
167,1; 149,8; 120,7; 51,2; 32,1; 31,2; 27,6; 22,3; 13,8. IR (ATR): 2930; 2956; 2860;
1727; 1437, 1271.

4.1.27 Sinteza benzil-(2E)-okt-2-enoata (3-14)

/\/\/\)\o
O

Prinos 6 mg (10%), bezbojno ulje. *"H NMR (200 MHz, CDCls) & 7,36 (s, 5H), 7,02
(dt, J; = 15,5 Hz; J,= 6,9 Hz, 1H), 5,86 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 5,14 (d, J = 11,8 Hz, 9H),
2,55 — 2,06 (m, 1H), 1,86 — 1,08 (m, 8H), 0,88 (t, J = 6,4 Hz, 3H).*C NMR (50 MHz,
CDCly) 6 166,6; 150,2; 136,2; 128,5; 128,2; 128,1; 120,8; 65,9; 32,2, 31,2; 27,6; 22.,4;
13,9. IR (ATR): 2929; 2956; 3034; 3064; 2860; 1723; 1457; 1167. HRMS (ESI):
izra¢unato za C1sH200, (M+NH,)" 250,18016, nadeno 250,18019.

4.1.28 Generalna procedura za sintezu 3 - okso derivata

Pripremljen je rastvor Collins-ovog reagensa meSanjem hrom(VI)-oksida (2
mmol, 6 ekv) i piridina (4 mmol, 12 ekv.) u metilen-hloridu tokom 30 min u atmosferi
argona. Zatim je dodat rastvor 3-hidroksi estra (0,34 mmol, 1 ekv.) u metilen-hloridu i

meSanje je nastavljeno jo§S 12 h na sobnoj temperaturi. Reakcija je pracena
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tankoslojnom hromatografijom (petrol-etar/etil-acetat= 9/1). Reakcija je prekinuta
dodatkom dietil-etra, i talog nastao od Collins-ovog reagensa je ispran tri puta dietil-
etrom. Spojeni dietil-etarski slojevi su procedeni kroz stup silika-gela, rastvara¢ je
uparen pod sniZzenim pritiskom 1 proizvod je pre€iS¢en vakuum hromatografijom na

koloni SiO; (petrol-etar/etil-acetat= 9/1).

4.1.29 Sinteza metil-3-oksooktanoata (3-16)

A~ A

Prema generalnoj proceduri za sintezu 3-okso derivata polaze¢i od datih koli¢ina
dobijeno je 20 mg (35%) proizvoda u obliku bezbojnog ulja. *H NMR (200 MHz,
CDCls) 6 3,74 (s, 3H), 3,45 (s, 2H), 2,53 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 1,68 — 0,95 (m, 6H), 0,89
(t, J = 6,6 Hz, 3H). *C NMR (200 MHz, CDCls) § 202,9; 167,7; 52.,3; 48.9; 43,0; 31,1;
23,1; 22,3; 13,8. enol: '"H NMR: & 12,03 (s, 1H) IR (ATR): 2956; 2932; 2864; 1748;
1717; 1440; 1240; 1320; 1159.

4.1.30 Sinteza benzil-3-oksooktanoata (3-17)
/\/\)J\)J\O/\Q

Prema generalnoj proceduri za sintezu 3-okso derivata polazec¢i od datih koli¢ina
dobijeno je 72 mg (80%) proizvoda u obliku bezbojnog ulja. *H NMR (200 MHz,
CDCls) 7,36 (s, 5H), 5,18 (s, 2H), 3,48 (s, 2H), 2,50 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 1,58 (dt, J 1=
14,4Hz; J,=7,3 Hz, 2H), 1,43 — 1,07 (m, 4H), 0,87 (t, J = 6,6 Hz, 3H).*C NMR (200
MHz, CDCl3) 6 202,7; 167,1; 135,3; 128,6; 128,4; 128,3; 67,0; 49,2; 42.9; 31,1; 23,0;
22,3; 13,8. enol: *H NMR: § 12,02 (s, 1H). IR (ATR): 2957; 2931; 2866; 1744; 1717;
1646; 1458.
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4.1.31 Generalna proceddra za deprotekciju benzil-estra

U Parr-ovu bocu rastvoren je benzil-estar u 20 mL metanola i dodata je
kataliti¢ka koli¢ina (~20 mg) 10% Pd/C. Reakciona smeSa je ostavljena da se meSa u
atmosferi vodonika (50 psi) tokom 8 h. Smesa je procedena kroz stub celita, rastvarac je
uklonjen pod sniZenim pritiskom i dobija se kvantitativno karboksilna kiselina. Ukoliko
je potrebno proizvod se preciséava vakuum hromatografijom na stubu SiO, (petrol-
etar/etil-acetat=7/3).

4.1.32 Sinteza 3-hloroktanske kiseline (3-6)

/\/\)\)J\OH

Prema generalnog proceduri za deprotekciju benzil estra dobijeno je 66 mg (100%),
bledo zuto ulje. [o]p = -4.5 (¢ 1, CHCI5); ee 27%; *H NMR (200 MHz, CDCl5) § 10,53
(bs, 1H), 4,35 — 4,08 (m, 1H), 2,81 (d, J = 6,9 Hz, 2H), 1,91 — 1,12 (m, 8H), 0,90 (t, J =
6,5 Hz, 3H). ¥Cc NMR (50 MHz, CDCl): 6 176,5; 57,3; 43.4; 37,9; 31,1; 25,9; 22 4,
13,9. IR (ATR): 2932; 2958; 2861; 1716; 1286; 1433. HRMS (ESI): izracunato za
CgH150,Cl (M+NH,4)" 196,10988, nadeno 196,11039.

4.1.33 Sinteza 3-hlordekanske kiseline (3-32)

/\/\/\)\/U\OH

Prema generalnog proceduri za deprotekciju benzil estra dobijeno je 70 mg (100%)
proizvoda u obliku bledo Zutog ulja. *H NMR (200 Hz, CDCls): & 7,51 (s, 1H), 4,45 —
4,05 (m,1H), 2,81 (d, J= 6,8 Hz, 2H), 1,91 — 1,09 (m, 12H), 0,88 (t, J = 5,6 Hz, 3H).
C NMR (50 Hz, CDCly): 8172.2; 57,3; 43.,4; 37,9; 31,7; 29,0; 29,1; 26,2; 22,6; 14,0.
IR (ATR): 2928, 2861, 1717, 1428, 1292, 944.
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4.1.34 Sinteza 3-bromoktanske kiseline (3-9)

/\/\)\)J\OH

Prema generalnog proceduri za deprotekciju benzil estra.

Prinos 71 mg (100%), zuto ulje. [a]po = O (¢ 1, CHCIy); ee 23%; ‘H NMR (200 MHz,
CDCls; 8 10,70 (bs, 1H), 4,54 — 4,14 (m, 1H), 2,96 (d, J = 6,9 Hz, 2H), 1,95 — 1,15 (m,
8H), 0,90 (t, J = 6,6 Hz, 3H). *C NMR (50 MHz, CDCls) & 176,6; 49,1; 44,1; 38.6;
30,9; 27,1; 22,4; 13.9. IR (ATR): 2930; 2958; 2860; 1715; 1430; 1282. HRMS (ESI):
izra¢unato za CgH150,Br (M+NH,4)* 240,05937, nadeno 240,05985.

4.1.35 Sinteza 3-fluoroktanske kiseline (3-12)

/\/\)\)J\OH

Prema generalnog proceduri za deprotekciju benzil estra.

Prinos 64 mg (100%), beli prah. [a]o = -3 (¢ 1, CHCI3); ee 66%; 'H NMR (500 MHz,
CDCls) § 9,05 (bs, 1H), 5,00- 4,85 (m, 1H), 2,82 — 2,39 (m, 2H), 1,81 — 1,18 (m, 8H),
0,90 (t, J = 6,9 Hz, 3H). *C NMR (125 MHz, CDCls) § 176,3 (d, J = 5,0 Hz); 90,2 (d,
J =169,5 Hz); 40,3 (d, J = 24,1 Hz); 34,8 (d, J = 20,4 Hz); 31,4; 24,5 (d, J = 4.3 Hz);
22,5; 13)9. IR (ATR): 2932; 2957; 2862; 1716; 1433; 1266. HRMS (ESI): izracunato
za CgH150,F (M+NH,)" 180,13943, nadeno 180,13985.

4.1.36 Sinteza (2E)-okt-2-enske kiseline (3-15)

/\/\/\)J\OH

Prema generalnog proceduri za deprotekciju benzil estra.

Prinos 61 mg (100%), bezbojno ulje. (Spektar je prikazan u Sekciji 4.1.2)
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4.1.37 Sinteza 3-oksooktanske Kiseline (3-18)

A~y

Prema generalnog proceduri za deprotekciju benzil estra.

Prinos 63 mg (99%), beli prah. 'H NMR (200 MHz, CDCls) & 6,97 (s, 1H), 4,03 (s,
1H), 2,72 = 2,23 (m, 2H), 1,78 — 1,11 (m, 8H), 0,89 (t, J = 6,3 Hz, 3H). *C NMR (50
MHz, CDCl3) 6 177,5; 68,2; 41,3; 36.,4; 31,6; 25,1; 22,5; 13,9. IR (ATR): 3536; 2955;
2926; 2857; 1771; 1681; 1440. “pojava keto-enolne tautomerije, pa NMR spektar
prikazuje enolni oblik jedinjenja.

4.1.38 Sinteza metil-3-oksooktanoata'®® (3-16)

A~

U balonu od 50 mL pripremljen je rastvor Meldrum-ove kiseline (1,15 g, 8
mmol, 1 ekv.) u 10 mL metilen-hlorida na 0 °C u atmosferi argona. U kapima je dodat
piridin (1,24 mL, 16 mmol, 2 ekv.) tokom 5 min. SmeSa je ostavljena joS 5 min da se
meSa a zatim je dodat heksanoil-hlorid (1,1 g, 8 mmol, 1 ekv.) i meSanje je nastavljeno
jo§ 2 h na 0 °C u atmosferi argona. Dodato je jos 8 mL metilen-hlorida i reakciona
smesa je izlivena u smesu leda i hlorovodoni¢ne kiseline (2 M), nastali rastvor je meSan
10 min, odvojene su organska i vodena faza. Organska faza je isprana 3 M rastvorom
hlorovodoni¢ne kiseline zatim zasi¢enim vodenim rastvorom NaCl-a i osuSena iznad
anh. Na,SO,. Sirovi proizvod je rastvoren u 10 mL metanola i zagrevan na 65 °C tokom
5 h. Rastvara¢ je uklonjen pod snizenim pritiskom a proizvod precis¢en vakuum
hromatografijom na stubu SiO, u gradijentu (petrol-etar/etil-acetat=9/1 do petrol-
etar/etil-acetat=8/2). Dobijena se smeSa proizvoda i heksanske Kkiseline koja je
uklonjena kiselinsko-banznom ekstrakcijom. Dobijeno je 700 mg (50%) proizvoda.

(Spektar je prikazan u Sekciji 4.1.3)
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4.1.39 Sinteza kompleksaRu[(S)-BINAP](OAC),

U balonu od 10 mL sa uvodnikom za argon (Slenkov balon) odmereno je 180
mg (0,64 mmol, 12 ekv.) kompleksa dihloro-(1,5-ciklooktadien)-rutenijum(lil) u
atmosferi argona. Dodato je 1,5 mL degasiranog suvog toluena, trietilamina (30 pL,
0,215 mmol, 4 ekv.) i S-BINAP-a (33 mg, 0,053 mmol, 1 ekv.). Sve komponentne su
pomeSane u inertnoj atmosferi u komori sa argonom. Reakciona smesa je ostavljena da
se meSa na 70 °C tokom 18 h u atmosferi argona. Rastvara¢ je uparen pod snizenim
pritiskom, ostatak u obliku braon praha je rastvoren u terc-butanolu (2,5 mL) zatim je
dodat natrijum-acetat (20 mg, 0,243 mmol, 4,6 ekv.) i smesa je ostavljna da refluktuje
12 h u atmosferi argona. RastvaraC je uparen pod snizenim pritiskom, dobijen je talog
koji je ispran dietil-etrom (3 x 3 mL). Sakupljen je dietil-etar koji je centrifugiran kako
bi se uklonili tragovi taloga. Dietil-etar je uparen i dobijen je Zuto-zeleni talog koji je
ispran etanolom (3 x 3 mL) na isti na¢in kao dietil-etrom. Nastali talog je rekristalisan

sa terc-butanolom, dobijeno je 7 mg (16%) proizvoda u obliku Zuto-braon taloga.

4.1.40 Sinteza (S)-metil-3-hidroksioktanoata (3-28)

N

U degasiran rastvor Ru[(S)-BINAP](OACc) (0,4 mg, 0,574 umol) u suvom etanolu (0,2
mL) dodat je rastvor hlorovodoni¢ne kiseline u etanolu (0,106 M, 11 pL, 1,15 pmol).
Rastvor je ostavljen da se meSa 2,5 h na sobnoj temperaturi u atmosferi argona. Dodat je
takode degasiran rastvor metil-3-oksooktanoata (100 mg, 0,574 mmol) u 2 mL etanola.
Reakciona smeSa je prebacena u autoklav, pod strujom argona. 1zmenjena je atmosfera

OH & 87



Eksperimentalni deo

vodonikom tri puta i reakcija je ostavljna 3 dana na sobnoj temperaturi uz meSanje pod
pritiskom od 100 atm vodonika. RastvaraC je uparen pod snizenim pritiskom, sirovi
proizvod je preciséen vakuum hromatografijom na stubu SiO, u gradijentu (petrol-
etar/etil-acetat=9/1 do petrol-etar/etil-acetat=8/2). Dobijeno je 60 mg proizvoda (60%).
[a]p = +21,3 (c 1, CHCI3), ee 99%. (Spektar je prikazan u Sekciji 4.1.1, strana 71,

hromatogram u Prilogu)

4.2 Ispitivanje bioloske aktivnosti

4.2.1 Antibakterijska i antifungalna svojstva sintetisanih derivata

4.2.1.1 Test sojevi

Ispitivane su antimikrobne osobine sintetisanih derivata prema bakterijskim
sojevima i sojevima gljiva iz Nacionalne kolekcije kultura (NCTC) i Americke
kolekcije kultura (ATCC) ukljucujué¢i Escherichia coli NCTC 9001, Salmonella
typhimirium NCTC 12023, Staphylococcus aureus NCTC 6571, Lysteria
monocytogenes NCTC 11994, Pseudomonas aeruginosa PAO1 NCTC 10332, Candida
albicans ATCC 10231 and Micrococcus gypseum ATCC24102.

4.2.1.2 Priprema hranljivih podloga

Luria-Bertani Medijum: U 950 mL dejonizovane vode dodati tripton (10 g), ekstrakt
kvasca (5 g) i natrijum-hlorid (10 g). MeSati dok se ne rastvori a potom podesiti pH 7 sa
5 N NaOH (~0,2 mL). Dodati dejonizovane vode do 1 L. Sterilisati u autoklavu 20 min
na 15 psi (1,05 kg/cm?) po ,.krugu te¢nosti®.
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Saburand medijum: U 950 mL dejonizovane vode dodati (40 g) glukoze, pepton (10 g) i
agar (15 g), podesiti pH 5,6 i dodati vode do 1 L. Sterilisati u autoklavu 20 min na 15
psi (1,05 kg/em®) po , krugu tednosti®,

Spider medijum: U 950 mL dejonizovane vode dodati hranljivu podlogu (10 g), manitol
(10 g), kalijum-fosfat (2 g) i agar 13,5 g i dodati vode do 1 L. Sterilisati u autoklavu 20
min na 15 psi (1,05 kg/cm®) po ,.krugu te¢nosti«.

Kings A medijum: U 250 mL dejonizovane vode dodati 4,5 mL glukoze (1,5%), 6 ¢
peptona, 3 g kalijum-sulfata, 0,492 g magnezijum-hlorida i dodati vode do 1 L.
Sterilisati u autoklavu 20 min na 15 psi (1,05 kg/cm?) po ,.krugu te¢nosti®.

4.2.1.3 Disk-difuzioni esej

Dehidrirani bakterijski test organizmi su ostavljeni u Luria-Bertani (LB)
medijumu bez agara preko noc¢i na 30 °C kako bi oZiveli. Gljive su ostavljene u
Saburand medijumu (SAB) pod istim uslovima. Kako bi odredili koncentracije
mikroorganizama u hranljivoj podlozi  snimljene su apsorbance na UV/VIS
spektrofotometru (razblazenje 1/10 (100 pL smeSe + 900 pL vode)). Merena je
apsorbanca na 600 nm i 540 nm. Koncentracije bakterija su ujednacene dodatkom
odgovarajuce koli¢ine medijuma tako da finalna opti¢ka gustina (OD vrednost) bude
0,2. Jedinjenja ¢iju smo aktivnost ispitivali se rastvore u DMSO-u. Napravljeni su
rastvori koncentracije 25 g/L i 2,5 g/L. Na hranljivu podlogu sa agarom, izlivenu u petri
Solji, se prvo nanese 300 pL rastvora mikroorganizama i razmaze Stapi¢em kako bi se
dobio tanak ujednacen sloj. Na prethodno obelezenim mestima se stave celulozni
diskovi koji su bili nosaci ispitivanih jedinjenja. Na prvom disku je naneSena negativna
proba tj.sam rastvara¢ DMSO, na drugom disku je naneSeno 20 pL rastvora jedinjenja
konc. 25 g/L a na treCem ista zapremina rastvora konc. 2,5 g/L.. Na ovaj na¢in smo
naneli 500 pg 1 50 pg jedinjenja. Nakon zavrSenog nanoSenja testiranih jedinjenja, Solje
su ostavljene preko noc¢i na 30°C. Merena je zona inhibicije rasta mikroorganizama oko
diska, izrazena u mm. Za bakterije su koris¢ene LB hranljive podloge dok je za sojeve

gljiva koris¢en SAB.
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4.2.1.4 Esej u tecnom medijumu

Prema literaturno poznatoj proceduri definisanoj od strane Nacionalnog komiteta
za klinicke laboratorijske standarde (MO07-A8) za bakterije i prema standardima
Evropskog komiteta za testiranje antimikrobne osetljivosti (EDef7.1.), odredene su

minimalne inhibitorne koncentracije (MIC).

Priprema test organizma se odvija na ve¢ opisan nacin u proceduri za disk-difuzioni
esej. Pripremljeni su rastvori razli¢itih koncentracija testiranih jedinjenja u DMSO-u.
Na mikrotitar plocu (sa 96 bunara), nanose se hranljiva podloga (LB za bakterije i SAB
za gljive), rastvor jedinjenja i test organizam tako da ukupna zapremina ne prelazi 200
pL. Kontrole su sadrzale samo medijum i medijum sa odgovaraju¢éom koli¢inom
rastvara¢a (DMSO) i kulturom (negativna proba). Ploce su ostavljene na 37 °C, merena
je apsorbanca na 600 nm, nulto vreme, zatim svakih sat vremena narednih 6h i nakon 24
h. Vrednosti su normalizovane oduzimanjem vrednosti apsorbance samog medijuma.
Dobijene vredosti apsorbanci su izaZzene kao procentualna vrednost negativne probe, za
koju je uzeto da je rast 100%. Sa kriva zavisnosti procentualnih vrednosti od
koncentracija jedinjenja u bunarima dobija minimalna inhibitorna koncentracija (MIC).
MIC je difinisan kao najniZa koncentracija bioaktivne supstance na kojoj test organizam

u kulturi ne pokazuje rast.

4.2.1.5 Efekat sintetisanih jedinjenja na razvoj filamenata kod Candida albicans soja

Ispitivane su morfoloSke promene kod C. albicans usled prisustva odnosno
odustva kiselina (3-3, 3-6, 3-9, 3-12, 3-15 i 3-18) gajene na Spider podlozi
pripremljenoj prema prethodno opisanom literaturnom postupku. Hranljiva podloga, na
kojoj je gajena Candida albicans, je pripremljena tako da sadrZi sub-minimalnu
inhibitornu koncetraciju (75% MIC, Sekcija 4.2.1.4) svakog derivata kao i kontrolne
oktanske kiseline. Podloge su inkubirane na 37°C tokom 36 h i pracena je morfologija
Candida albicans kolonija formirane na spider hranljivoj podlozi vizualizacijom

pomoc¢u mikroskopa.
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4.2.2 Moduliranje meducelijske komunikacije (QS)

4.2.2.1 Efekat sintetisanih jedinjenja na proizvodnju piocijanina kod Pseudomonas
aeruginosa PAOL1 soja

Ispitivan je efekat kiselina 3-3, 3-6, 3-9, 3-12, 3-15 i 3-18 na proizvodnju
piocijanina kod Pseudomonas aeruginose PAO1 prema proceduri koja je malo
izmenjena u odnosu na literaturno poznatu proceduru. P. aeruginosa PAOL je rasla na
Kings A hranljivoj podlozi (1,5% (v/v) glicerol, 20 g/L pepton, 1,64 g/L MgCl,, 10 g/L
K2S0,) na 37°C tokom 24 h. Kultura koja je porasla preko no¢i razblazena je 1000 puta
u 5 mL Kings A podloge i dodati su derivati rastvoreni u dimetilsulfoksidu u koli¢ini da
finalna koncentracija jedinjenja bude 0,06 mM. Kao kontrola je koriS¢ena ekvivalentna
koli¢ina dimetilsulfoksida. Tako tretirana kultura je ostavljena joS 24 h na 37 °C uz
meSanje. Uzet je alikvot (1 mL) kulture i centrifugiran je na 14000 rpm tokom 20 min
kako bi se stalozile celije, supernatant je dalje analiziran na prisustvo i koli¢inu
199, 200 SVI

piocijanina pomo¢u UV-VIS spektrofotometra na talasnoj duzini od 695 nm.

eksperimenti su radeni u triplikatu.

4.2.3 In-vitro antiproliferativna aktivnost

4.2.3.1 Antiproliferativna aktivnost (MTT esej)

Antiproliferativna aktivnost jedinjenja je ispitivana prema humanim plué¢nim
fibroblastima MRCS5 ¢elijama nabavljenim iz ATCC kolekcije kao i ¢elijama melanoma
A375 koriste¢i MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum  bromid)
redukujuci esej. MTT esej je raden nakon tretmana od 48 h sa jedinjenjima u triplikatu i
uporedivan je sa kontrolom. Celije tretirane DMSO-om su posmatrane kao 100% rast

celija.

MTT kolorimetrijski esej*® se zasniva na redukciji u vodi rastvorne Zute soli MTT u

nerastvorni ljubic¢ast formazan. MTT se metaboliSe mitohondrijalnim reduktazama
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jedino u zivim Celijama. Relativan broj vitalnih ¢elija je odreden spektrofotometrijski
praéenjem apsorbcije rastvora nastalih formazana u DMSO. Celije su gajene u RPMI
medijumu koji je kompletiran dodatkom antibiotika penicilin/streptomicin (1%, v/v) i
govedim serumom (10%, v/v). Celije su zasejane na plo¢i sa 96 bunara, gustina Celija je
bila 1 x 10* éelija po bunaru, u zapremini od 100 uL kompletiranog RPMI medijuma i
ostavljene su da se zalepe za dno suda preko no¢i u inkubatoru u atmosferi 5% CO2 na
37 °C. Ploce su ostavljene u inkubatoru na 48 h nakon ¢ega se pazljivo odlije medijum a
da se ne poremeti sloj ¢elija zalepljen za dno bunara. Dodato je po 50 pL svezeg
sterilnog rastvora MTT (0,5 mg/mL u RPMI-u) u svaki bunar. Plo¢e su zatim
inkubirane jo$ 1h. Medijum i rastvor MTT-a su zatim uklonjeni pazljivo sa ploce kako
ne bismo poremetili talog formazana na dnu bunara. Kristali su rastvoreni u po 50 pl
DMSO-a i merena je apsorbanca na 540 nm. Vrednosti apsorpcije tretiranih bunara su
bile izrazene kao procenat netretiranih kontrola u cilju dobijanja procentualnih
vrednosti. Procentualne vrednosti su prikazane u funkciji koncentracija i iz dobijene

krive su odredene ICso vrednosti.

4.2.3.2 Antiproliferativna aktivnost sintetisanih konjugata derivata PHA i DP18L

Celijske linije humanog kancera pankreasa (eng. MiaPaCa) i humanih pluénih
fibroblasta (MRC5) su ¢uvane u Dulbecco’s izmenjenoj Eagle’s podlozi (DMEM) u
koju je dodato 2% (v/v) penicillina/streptomicina (50 U mL™), 1% I-glutamina (2 mM),
i 10% inaktiviranog govedeg seruma (FBS). Celijske linije su rutinski testitane na
prisustvo mikoplazme pomoéu MycoAlert detekcioni kit (Lonza, UK). Celijska
viabilnost je testirana sa MTT kolorimetrijskim esejom koji je ve¢ u ranijem tekstu

opisan.?®
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4.2.4 Konjugacija (R)-3-hidroksialkanskih kiselina i DP18L peptida

4.2.4.1 Razdvajanje 3-HA razlicite duZine niza dobijenih depolimerizacijom PHA

Razdvajanje PHA razli¢ite duzine ugljeni¢nog niza uradeno je prema proceduri

koju su opisali Ruth i saradnici,®* u laboratoriji prof. Kevin O’Connor-a (UCD, Irska).

Staklena kolona (50 c¢m, preénika 1,5 cm) napunjena je sa 80 g silika reverzno
faznog gela (COSMOSIL-C18-OPN, Nacalai Tesque, Japan). Pod pritiskom azota (oko
80 kPa) kolona je isprana sa 5 zapremina acetonitrila (ACN), zatim je kondicionirana
dejonizovanom vodom koja sadrzi 1% ACN i koja je zakiSeljena do pH 2,2 sa HCI-om.
Nanet je rastvor monomera u eluentu kojim je kondicionirana kolona, a zatim eluiran u
gradijentu H,O/ACN=95/5 do H,O/ACN=50/50 i na kraju je kolona isprana Cistim
ACN-om. Detekcija sadrzaja sakupljenih frakcija je vrSena uzimanjem alikvota od
svake 1 snimanjem na gasno-masenom spektrofotometru. Frakcije sa Cistim
monomerima su spojene u balonu, uparen je ACN pod sniZzenim pritiskom a zaostala
voda je ekstrahovana tri puta sa metil-tercbutil etrom. Spojeni organski slojevi su
isprani zasi¢enim vodenim rastvorom NaCl-a i sueni iznad anh. MgSOy, rastvarac je

uparen pod snizenim pritiskom i dobijene su ¢iste 3-HA kiseline.

4.2.4.2 Sinteza peptida DP18L

Peptid DP18L je sintetisan na Univerzitetskom koledzu u Dablinu (University

college of Dublin, UCD), Republika Irska, u laboratoriji profesora Kevin O"Connor-a.

Peptid je sintetisan prema standardnoj proceduri za sintezu na ¢vrstoj podlozizog,

na 433A peptid sintetiCaru (Applied Biosystems, Warrington, UK). Za zastitu amino-
grupa je koris¢en N-(9-fluorenil)-metoksi-karbonil (Fmoc) zbog blagih reakcionih
uslova koji su potrebni za skidanje zastitne grupe. Skidanje peptida sa podloge i
uklanjanje zaStitne grupe uradeno je u jednom koraku meSanjem sa smeSom
trifluorosiréetne, vode, triizopropilsilana i 1,2-etanditiola, tokom 3 h na sobnoj

temperaturi. Filtriranjem su uklonjene kuglice smole. Peptid je pretalozen iz hladnog
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dietil-etra kao beli talog, osuSen je u suSnici tokom 1 h, potom rastvoren u destilovanoj

vodi i liofiliziran. Suv i sirov peptid je ¢uvan na -20 °C do koriS¢enja.

Dobijen je peptid sa preko 95% distoce, §to je procenjeno pomocu analitiCke
reverzno fazne tecne homatografije visoke performance. Karakterizacija je uradena
pomoc¢u masene spektrometrije Matrix Assisted LaserDesorption lonization-tandem
Time of Flight Mass Spectrometryon an AB SCIEX 4800 Plus MALDI-TOF/TOF MS

(AB Sciex, Mas-sachusetts, USA) na matriksu a-cijano-4-hidroksi-cimetnoj kiselini.

4.2.4.2 Konjugacija DP18L i 3-HA

Konjugacija peptid DP18L i kiselina je uradena na Univerzitetskom koledzu u

Dablinu (UCD), Republika Irska, u laboratoriji profesora Kevin O"Connor-a.

Peptid i ispitivane kiseline su konjugovani preko amidne veze izgradene od
karboksilne grupe kiseline i N-terminalne amino grupe peptida koji je vezan za smolu
prema literaturnom postupku.’®* Smola je ostavljena da nabubri tokom 2 h u 5 mL
DMF-a uz agitaciju na 200 rpm. Rastvara¢ je zatim zamenjen rastvorom kiseline (0,4
mmol), 4-(4,6-dimetoksi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metillmorfolinium hlorid (DMTMM; 0,08
g, 0,3 mmol) i N,N-diizopropiletilamin (DIEA; 75 pl, 0,6 mmol) u 5 mL DMF-a.
Reakcija je ostavljena da se meSa tokom 30 min na 200 rpm. Smola je isprana dva puta
sa po 5 mL DMF-a, a zatim i dva puta sa po 5 mL DCM-a. Upotrebom kvalitativnog

Kajzerovog testa®™®

za detekciju slobodnih masnih kiselina pokazano je da je do
konjugacije doslo. Merenjem molekulske mase pomo¢u MALDI-TOF-MS potvrdeno je

da su nastali ocekivani konjugati.

OH & 94
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5. Zakljucak

Osnova ovog istrazivanja bila je kori$¢enje biotehnoloski dobijenog polimera,
koji se sastoji od hiralnih monomernih 3-hidroksialkanskih kiselina, kao platforme za
dobijanje bioloski aktivnih malih molekula. Upotrebom obnovljivog izvora, kao Sto je
bioplastika, kao polaznog materijala za sintezu potencijalnih lekova ispratili smo teznje

svetske industrije.

Sintetisali smo biblioteku od 18 derivata polaze¢i od (R)-3-hidroksioktanske
kiseline. Dobijena jedinjenja su detaljno okarakterisana spektroskopskim metodama i
testirana je njihova antimikrobna i antiproliferativna (citotoksi¢na) aktivnost. Kako
bismo ispitali znacaj konfiguracije na hiralnom centru polazne kiseline za njenu

bioloSku aktivnost, sintetisan je (S)-metil-3-hidroksioktanoat.

U okviru teze je ispitana mogucnost konjugacije 3-hidroksialkanskih kiselina
razli¢ite duzine lanca i hemijski sintetisane 3-hlordekanske kiseline na antikancerski

peptid kao i uticaj na promenu bioloSke aktivnosti peptida.

Pokazali smo da PHA moZe biti pogodan izvor za dobijanje derivata 3-
hidroksioktanske kiseline. Prvo su dobijeni metil-estar, benzil-estar kao i slobodna 3-
hidroksioktanska kiselina. Polaze¢i od 3-hidroksioktanske kiseline i njenih estara
dobijeni su 3-halogen derivati oktanske Kkiseline, transformacijama u jednom koraku u
umerinim i dobrim prinosima (32-100%). Reakcije za dobijanje ovih jedinjenja su
pracene reakcijama eliminacije pri ¢emu je izolovana a,B-oktenska kiselina i njeni estri,
posebno prilikom dobijanja fluoro derivata. Prilikom dobijanja halogenih derivata
oktanske kiseline dolazi i do delimic¢ne ili potpune racemizacije na hiralnom centru.
lako dobijena jedinjenja nemaju kompleksnu strukturu, u ovom radu je prvi put opisana

sinteza deset novih derivata polazeci od 3-hidroksioktanske kiseline.

Oksidacijom polaznog monomera pomocu Collins-0vog reagensa dobijeni su -
keto-estri takode u jednom koraku u prinosu od 80% i 97%. Uporedivanjem
predlozenog nacina za njihovo dobijanja sa literaturno poznatim postupcima, nasa

sinteza se sastoji od manjeg broja koraka i ekonomski je isplativija.
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Slobodne karboksilne kiseline su pokazale generalno vecéu antimikrobnu aktivnost u
poredenju sa metil- i benzil-estrima. Njihova antibakterijska aktivnost je bila niska dok
je nesto znacajnije bilo antigljiviéno dejstvo. Medutim, neka od ovih jedinjenja uticu i
na meducelijsku signalizaciju kod bakterija i gljiva $to povecava njihovu potencijalnu
primenu. S obzirom da se na taj nac¢in smanjuje virulentnost, te primena moze biti i u
kombinovanoj terapiji sa poznatim antibioticima. Zbog generalnog odsustva toksi¢nosti

in vitro, sintetisana jedinjenja imaju znacajnog potencijala za dalja ispitivanja.

Sintetisali smo (S)-3-hidroksioktansku kiselinu i pokazali da se aktivnost ne
menja sa promenom konfiguracije na hiralnom centru. Kako se biotehnoloski dobijen
polimer sastoji isklju¢ivo od R enantiomera i do sada nisu otkriveni mirkoorganizmi
koji bi sintetisali polimer suprotne konfiguracije, nasa dalja istrazivanja bi¢e usmerena
na pokusaj hemijske polimerizacije S monomera u PHA polimer. Ovo bi potencijalno

bio potpuno nov materijal sa novim osobinama koje bi tek trabalo ispitati.

Konjugacijom 3-hidroksialkanskih kiselina razli¢ite duzine lanca sa DP18L
antikancerski peptidom doslo je promene njegove antikancerogene aktivnosti. Pokazali
smo da (R)-3-hidroksidekanska kiselina najznaCajnije  povecCava aktivnost
antikancerogenog peptida DP18L, dok konjugacija sintetisanog derivata 3-hlordekanske
Kiseline nije dala dalje poboljSanje aktivnosti, bez obzira na vecu citotoksi¢nost hloro u

odnosu na hidroksi derivat.

Ocekuje se da bi konjugacija drugih derivata dobijenih iz 3-hidroksialkanskih
kiselina iz bakterijskog polimera PHA, sa ve¢ poznatim antikancerogenim agensima

pruzila nove moguénosti za dalja istrazivanja.
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6. Conclusion

The aim of this study was to use a biotechnological obtained polymer, build
from a chiral monomer 3-hydroxy alkanoic acid, as a platform for the preparation of
biologically-active small molecules. By using renewable sources, such as bioplastics, as
starting material for the synthesis of potential drugs, we followed tendencies of world

industry.

We have synthesized a library of 18 derivatives from (R)-3-hydroxyoctanoic acid. The
obtained compounds were characterized in detail by spectroscopic methods and tested
for their antimicrobial and anti-proliferative (cytotoxic) activity. In order to examine the
significance of the chiral center configuration of the starting acid for biological activity,
(S)-methyl-3-hydroxyoctanoat was synthesized.

The possibility of conjugation 3-hydroxyalkanoic acids with different chain length and
chemically synthesized 3-chlorooctanoic acid with anticancer peptide as well the impact

on biological activity of the peptide was investigated within this thesis.

We have shown that PHA could be a suitable source for the preparation of derivatives
of 3-hydroxyoctanoic acid. First, we obtained methyl ester, benzyl ester, as well as 3-
hydroxyoctanoic acid. Starting from 3-hydroxyoctanoic acid, 3-halogen derivatives of
octanoic acid and its esters were obtained in one step transformations, in good and
moderate yields (32-100%). Reactions for the preparation of these compounds were
accompanied by an elimination reaction wherein o, B-octene acid and esters thereof

were isolated, particularly during preparation of floro derivatives.

In the preparation of halogenated octanoic acid derivatives, partial or complete
racemization of the chiral center was obtained. Although the resulting compounds have
a simple structure, this reasearch for the first time describes the synthesis of ten new

derivatives starting from 3-hydroxyoctanoic acid.

Oxidation of starting monomer with Collins reagent afforded B-keto esters, also in one
step transformation with 80% and 97% yields. Comparing the proposed way of
obtaining B-keto esters with the literature known procedures, our synthesis is composed
of a small number of steps and is economically profitable.
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Conclusion

Free carboxylic acid showed generally higher antimicrobial activity compared to the
methyl and benzyl esters. Their antibacterial activity was lower in comparation to
antifungal activity. Some of these compounds affect the intracellular signaling in
bacteria and fungi as well, which increases their potential application. Given the
reduced virulence, free carboxylic acids could be applied in a combination therapy with
known antibiotics. Due to the absence of general toxicity in vitro, synthesized

compounds have significant potential for further study.

We have synthesized (S)-3-hydroxyoctanoic acid and showed that the activity does not
change with a change in the configuration of the chiral center. As biotechnologically
obtained polymer consists of R enantiomer exclusively, and microorganisms that
synthesize polymer with opposite configuration have not been discovered, our further
research will be focused on trying to do chemical polymerization of S PHA monomers
in the polymer. This could potentially be an entirely new material with new properties

to examin.

The conjugation of 3-hydroxyalkanoic acids with different chain length on anticancer
peptide DP18L has changed its anticancer activity. We have shown that (R)-3-
hidroxydecanoic acid increases the activity of the anticancer peptide DP18L, while the
conjugation of the synthesized derivative 3-chlorodecanoic acid did not perform any
further improvement of the activity, regardless of the greater cytotoxicity chloro

compared to the hydroxy derivative.

It is expected that conjugation of other derivatives obtained from 3-hydroxyalkanoic
acids from bacterial PHA polymers, with the known anti-cancer agents, could provide

new opportunities for further research.
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Prilozi

Prilog A.

BioloSke aktivnosti

Tabela A. Antimikrobne osobine derivata 3-HA izrazene kao zone inhibicije u mm oko

diska na kome su naneta jedinjenja u dve koncentracije (50 pgi 500 ug/ disk)

. Pseudomonas ]
o . Salmonella | Staphylococcus Lysteria . Candida
Jedinjenje | E. coli o aeruginosa .
typhimurium aureus monocytogenes albicans
PAO1
konc. u
ugimL 50 | 500 | 50 500 50 500 50 500 50 500 | 50 | 500
3-1 0 |55 10 0 0 0 0 0 0 0 0 |0
3-2 0 |05 10 1 0 1 0 0.5 0 0.5 0 |0
3-3 0 |1 0 15 0.5 15 0 1 0.5 15 0 |25
3-4 0 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |0
3-5 0 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |0
3-6 1 |3 0.5 3 1 4 1 4 1 5 1 |7
3-7 0 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |0
3-8 0 |0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 |0
3-9 0 |1 0 0 0 0 0 15 0 0 0 |0
3-10 - - - - - - - - - - - -
3-11 0 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |0
3-12 - - - - - - - - - - - -
3-13 0 |0 0 0 0 2 0 15 0 0 0 |0
3-14 0 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |2
3-15 053 0 2 0 1 0 1 0 0 0.5 10
3-16 0 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 053
OH o 112
L co.n
CiHy 7 :
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@)
3-17 0 0.5 0 0.5 0 0.5 0 0 1 15
3-18 0 0.5 0 0 0.5 0.5 0 0 05115
3-23r 0 1 0 0.5 0 0 0 0 0 1
C8 0 15 0 0.5 0 1 0 0 0 7
C10 0 1 0.5 1 0 1 0 0 1 |4
C12 0 0 0 1 0 0 0 0 0 |0

Tabela B. Izracunate i nadene mase peptida i konjugata peptida i (R)-3-hidoksialkanskih

kiselina dobijenih tokom istrazivanja

Peptid Izra¢unata masa —

DP18L 5300 e
R6-DP18L 2416 2415
R7-DP18L 2431 =
R8-DP18L 2443 2442
R9-DP18L 2457 2457
R10-DP18L 2471 2471
R11-DP18L 2485 2485
R12-DP18L 2499 2499
3-32-DP18L 2489 2488
OH O

CSH:'IIl _LCOzH
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Tabela C. Antiproliferativna aktivnost 3-hidroksialkanskih kiselina razli¢itih duzina
lanca dobijenih iz PHA, prema humanim fibroblastima (MRCS5) i ¢elijama kancera
(MiaPaCa). Vrednosti su prikazane u mikromolarnim koncentracijama (uM) pri kojim
dolazi do 50% inhibicije rasta ¢elija (IC50).

Jedinjenje MRC5 MiaPaCa

R6 1750+15° 1600+10
R7 1550+10 1250+15
R8 2000£20 2000£20
R9 1750+10 1800+15
R10 210015 2150+15
R11 1750+10 1550+10
R12 2000+20 1950+20

3-32 1250+20 950+10
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Prilog B.
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