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1. UuvOoD

Zabrinjavajuce visoke stope bakterijske rezistencije, koje svakim danom imaju sve veci
porast, predstavljaju ozbiljan izazov za medicinu i javno zdravstvo. Ovakvi trendovi zahtijevaju
razvoj novih lijekova koji su u€inkovitiji, manje toksic¢ni i sadrze sigurne antimikrobne agense.
Nova klasa takvih antibiotika treba imati drugacije mehanizme djelovanja i strukturne
modifikacije ¢ime se postize veéi afinitet vezanja i Siri spektar djelovanja. Ciprofloksacin je
Siroko rasprostranjen antibiotik koji se zbog svojih dobrih farmakokinetickih karakteristika
koristi za lijeCenje razli€itih bakterijskih infekcija. Mnogi se znanstvenici bave sintezom
derivata ciprofloksacina kako bi taj lijek bio djelotvoran prema specificnim patogenima (1).

Ideja ovog rada je sinteza potencijalno bioloSki aktivhog spoja ferocena i ciprofloksacina
povezanih preko 1,2,3-triazolne poveznice koji u svojoj strukturi sadrzi Cak tri razliCite
komponente koje pokazuju bioloSku aktivnost, a to su ciprofloksacin, ferocen i triazol. Sinteza
Ce biti provedena klasi¢nim primjerom reakcije "klik-kemije", 1,3-dipolarnom cikloadicijom
ferocenskog azida i terminalnog N-alkina metilnog estera ciprofloksacina u prisutnosti
katalizatora. Struktura svih priredenih spojeva bit ¢e potvrdena IR i NMR spektroskopijom.

Sintetizirani konjugat moze imati razliite potencijalne primjene zbog unaprijedenog
terapeutskog ucinka. Naime, konjugacija ciprofloksacina s ferocenom moze poboljsati
antimikrobnu aktivnost ciprofloksacina protiv nekih bakterijskih sojeva. Ferocen moze sluZziti i
kao nosac pri Eemu se poboljSava distribucija ciprofloksacina u tijelu i pove¢ava koncentracija
ljeka na mjestu infekcije. Takoder se stvaranjem takvog kompleksa moze dobiti spoj boljih
farmakokineti¢kih svojstava kao $to je produzeno zadrzavanje u organizmu i bolja stabilnost
(2). 1,2,3-Triazol, koji je takoder klju€an dio ovog spoja, posjeduje vazna svojstva poput jakog
dipolnog momenta, veliku sklonost stvaranju vodikovih veza i dobru topljivost. To mu
omogucuje interakciju s razli¢itim proteinima i receptorima, zbog ¢ega i on ima odredenu ulogu

u novo sintetiziranom spoju (3).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Ferocen
Ferocen je otkriven 1951. godine za $to su zasluzni Kealy i Pauson. Oni su, naime, poku3ali
sintetizirati fulvalen reakcijom ciklopentadienilnog Grignardovog reagensa sa Zeljezovim (lII)
kloridom. Dobili su naranCaste kristale i utvrdeno je da se radi o bis (ciklopentadienil)
zeljezovim kristalima (FeC1oH10), a ne o ferocenu. Nedugo nakon toga su Miller, Tebboth i
Tremaine izveli potpuno drugadiju reakciju ciklopentadiena i dusika uz prisutnost Zeljeza pri
poviSenoj temperaturi pri ¢emu je dobiven isti spoj. Pravu strukturu ferocena uspjeli su odrediti

Wilkinson i Fischer i tim otkriéem je znaCajno ubrzan razvitak organometalne kemije (4).

N

Fe

-

Slika 1. Struktura ferocena (Wilkinson i Fischer, 1952.)

Ova molekula ima karakteristi¢nu ,sendvi¢“ strukturu i sastoji se od dva ciklopentadienilna
prstena koja su koordinirana na atom Zzeljeza (Fe?*) $to je prikazano na slici 1. Ima S$irok
spektar primjene pa se koristi u obliku elektrokemijskih senzora koji detektiraju prisutnost
razli€itih molekula ili iona u otopini, a moze se koristiti i kao katalizator u organskim reakcijama
te ¢ak i u medicini kao antivirusni, antimikrobni te antitumorski lijek. Ferocenski derivati koriste
se za sintezu nanocCestica, tekucih kristala i polimera (5).

Struktura je vrlo fascinantna i omogucuje ovom spoju tri vazne funkcije koje ga Cine
posebnim. Naime, stabilan je pri temperaturama do 400 °C, reaktivan je buduci da je aromatski
elektrofil i svojstvo oksidacije je blago i reverzibilno pri iznosu od +0,4 V u odnosu na
kalomelnu elektrodu. Ova ga svojstva, uz dobru topljivost u svim uobiajenim organskim
otapalima i stabilnost na zraku, €ine ikonom organometalne kemije. |z tog razloga postoji jako
velik broj publikacija o derivatima ferocena i materijalima koji sadrze ferocen (6).

Ferocen pokazuje bogatu kemiju derivata koja se vrlo Eesto usporeduje s benzenom. Tako
se primjerice on moze acilirati pod Friedel-Crafts-ovim uvjetima, a time se pokazuje njegova
sposobnost podvrgavanja aromatskim elektrofilnim supstitucijama. Prvi korak ove reakcije je
nastajanje elektrofila pri Eemu reagiraju Lewisova baza i Lewisova kiselina te nastaje acilij-

ion. Zatim slijedi aciliranje pri ¢emu se prsten dezaktivira za daljnje supstitucije. Kod smjese
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izomera koji nastaje prevladava para-supstitucija (4).

Ferocen je okarakteriziran kao vrlo stabilna, fleksibilna, netoksi¢na i bioloski aktivha
molekula $to je vrlo vazno za reakcije kemijske sinteze koje su se provodile u ovome radu.
Cesto se uvodi u veé klinicki odobrene lijekove &ime se mogu dobiti lijekovi drugadijeg
djelovanja. Prvi lijek na bazi ferocena odobren je 1971. godine pod nazivom feroceron, a
koristio se u lijecenju deficijencije Zeljeza. Vaznim se pokazao i ferokin, ferocenski derivat
klorokina, koji djeluje kao antimalarik, a u kombinaciji s kemoterapeuticima pokazuje i
antitumorsku aktivnost (7).

Spojevi koji u svojoj strukturi sadrze ferocen poceli su se istraZivati kao lijekovi za tumor
ve¢ 1978. godine. Tada se taj rad bazirao na pripremi novih spojeva koji sadrze antigen koji
se snazno veze na nukleinske kiseline. Medutim, tu nisu dobiveni povoljni rezultati. Prva
prekretnica bila je tek 1984. godine, kada je prilikom eksperimenta na miSevima dokazano da
ferocenijeve soli pokazuju antitumorsko djelovanje. Tri godine nakon se desilo znacajno
otkri¢e, kada je prikazano da spojevi ferocenija mogu utjecati na cijepanje DNA in vitro i to
stvaranjem hidroksilnih radikala. Ove su studije utrle put sintezi antimalarijskih i antitumorskih

komponenti koje sadrze ferocen (8).

2.2. Ciprofloksacin

Kemijska formula ciprofloksacina je C17H1sFN3O3, a njegov puni naziv glasi 1-ciklopropil-
6-fluoro-4-okso-7-(piperizin-1-il)-kinolin-3-karboksilna kiselina. Ova svijetlo Zuta krutina sadrzi
atom fluora na poziciji C-6, a piperazin na C-7 $to povecava spektar antimikrobnog djelovanja
ove molekule (slika 2). Dok piperazin poveéava aktivhost prema bakterijama roda

Pseuodomonas, ciklopropilna grupa opcenito povecava antibakterijsku aktivnost

A

Slika 2. Struktura ciprofloksacina (Shariati i sur., 2022.)

cikloprofloksacina (9).

Ciprofloksacin spada u grupu kinolona, a to je klasa antibakterijskih sintetickih lijekova koji
se primjenjuju za lije€enje raznih bakterijskih infekcija. On toCnije pripada skupini fluorokinona

koji imaju Siri spektar djelovanja zbog €ega su ucinkoviti i protiv onih bakterija koje su razvile
3



rezistenciju na starije kinolone. Djeluju na nacin da inhibiraju DNA girazu i topoizomerazu 1V,
a to su kljuéni enzimi odgovorni za replikaciju, transkripciju i popravak bakterijske DNA.
Onesposobljavanjem ovih enzima dolazi do smrti bakterijske stanice (10).

DNA giraza spada u skupinu topoizomeraza tipa Il, a sadrzi podjedinicu A i B. Kinoloni,
poput ciprofloksacina, sprjeCavaju da podjedinica A ponovno spoji dvostruki lanac DNA.
Rezultat tome je egzonukleazna razgradnja jednolantane DNA. Osim ovog djelovanja,
ciprofloksacin moze izazvati i smanjenu koli€inu galaktoze, arabinoze, glukozamina, RNA,
DNA, proteina i fosfolipida (9).

Ciprofloksacin je dostupan u razli¢itim oblicima za oralnu i intravenoznu primjenu, a
terapijska koncentracija se postize u veéini tkiva i tjelesnih tekuéina uz malo nuspojava. Dobro
se i brzo apsorbira te nakon oralne primjene vrlo brzo prodire do tkiva. Odobren je od strane
FDA za lije€enje infekcija probavnog i donjeg respiratornog ftrakta, kuge, antraksa,
salmoneloze, prostatitisa, infekcija kostiju, koze i zglobova te nekih spolno prenosivih bolesti
poput gonoreje. Svjetska zdravstvena organizacija (WHQO) ga je preporucila za lijeCenje
tuberkuloze, a moze imati ulogu i u lije€enju malarije (9).

Prekomjerna upotreba ovog antibiotika dovela je do bakterijske rezistencije. Pronadena
su €ak tri mehanizma rezistencije na ciprofloksacin, a to su mutacije koje ogranic¢avaju
nakupljanje lijeka, ciline mutacije lijeka (mutacije kod enzima DNA giraze i topoizomeraze V)
i postojanje plazmida koji stanicu stite od smrtonosnog ucinka ovog antibiotika (9).

Da bi se ovi mehanizmi prevladali, nuzno je pronaci lijekove s visokom efikasnoS¢u i
neznatnom toksi¢nosti koji su istovremeno i isplativi. Razvijeni su neki kompleksi kinolona s
metalima koji poboljSavaju njihovu bioloSku aktivhost na nacin da je povecana liposolubilnost,
odnosno topljivost odredene tvari u lipidima, a time dolazi do povecane intracelularne
akumulacije. Naj¢eS¢a modifikacija ciprofloksacina je na poloZaju C-7. Velika grupa atoma i
molekula dodana na taj polozaj modificira njegovu &vrstocéu i spektar djelovanja, a istovremeno
ne utjeCe na propusnost lijeka kroz bakterijsku membranu. Na taj nacin se mogu konstruirati

derivati koji sadrze polietilen-glikol, nitroimidazol, karboksamid i 1,2,3-triazol (10).

2.3. Klik-kemija

Klik-kemiju su definirali Kolb, Finn i Sharpless 2001. godine i koristi se kao nova metoda
u podrucju kemije. Klik reakcije imaju Sirok opseg djelovanja te se njima ostvaruju visoki
prinosi. Zahtijevaju lako dostupne reagense, otapala koja se mogu lako ukloniti i jednostavne
reakcijske uvjete koji nisu osjetljivi na vodu i kisik. Supstrati za ovakve reakcije moraju biti lako
dostupni, a produkti dobiveni klik-kemijom mogu se lako izolirati uz nekromatografske tehnike
odnosno pomocu filtracije ili kristalizacije. Nusprodukti koji nastaju nisu Stetni i jednostavno se

uklanjaju (11).



Klik-kemija je vrlo jednostavan i efikasan nacin povezivanja dviju molekula u blagim
reakcijskim uvjetima. Temelji se na formiranju ugljik-heteroatom veze. RijeC ,klik“ oznaCava
laku izvedbu ove reakcije, a €esto se usporeduje s jednostavno$éu povezivanja sigurnosnog
pojasa. Koristi se kao metoda za razvoj novih lijekova, a najvecu primjenu, u podrucju
biokemije i medicinske kemije, ima pri formiranju 1,2,3-triazolnih jedinica pomocu azida i alkina
(12).

Vazan tip reakcije koji pripada u ovu skupinu je Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija koja
se koristi za proizvodnju farmakoloSki aktivnih spojeva s jednim ili viSe peteroclanih
heterocikli¢kih prstena. Na taj se na€in mogu sintetizirati 1,2,3-triazoli koji su sastavni dio nekih

Cesto koriStenih antibakterijskih lijekova (10).

2.4. Triazoli

Triazoli su heterocikliCki organski aromatski spojevi koji sadrze peteroclani prsten u kojem
se nalaze tri atoma dusika te dva atoma ugljika. Njihova je molekulska formula C;H3Ns, a
razlikujemo dva izomerna oblika ovisno o polozaju dusikovog atoma unutar prstena: 1,2,3-
triazoli i 1,2,4-triazoli koji su prikazani na slici 3. Zahvaljujuci takvoj strukturi, triazoli su izrazito

stabilni u odnosu na druge organske spojeve (13).

/45 1':{* //5_1';“"

N N_4 N
37 &
A) B)

Slika 3. Strukture triazola: a) 1,2,3-triazol i b) 1,2,4-triazol (Shalini i sur., 2011.)

Izrazito vaznu ulogu u klik kemiji imaju 1,2,3-triazoli koji su mnogo viSe od obi¢ne
poveznice izmedu dviju molekula. Posjeduju razliita fizikalno-kemijska svojstva koja im daju
odredene prednosti. 1,2,3-triazolni prsten sadrzi veliki dipolni moment, dok njegova jezgra
moze stvarati -1 interakciju s aromatskim prstenima kao §to je primjerice fenilni prsten. Dva
atoma dusika, koji se nalaze u ovoj molekuli, mogu koordinirati s metalnim ionima ili formirati
vodikove veze s donorima vodikovih veza. Vazno je istaknuti i da su stabilni u fizioloSkim
uvjetima za razliku od benzenoida, amida i nekih drugih srodnih aromatskih prstena. Nisu
skloni degradaciji ¢ak ni u nekim ekstremnim uvjetima poput visoke temperature i jakim

oksidacijskim, redukcijskim i hidrolitickim uvjetima (14).



Supstituirani 1,2,3-triazoli mogu se sintetizirati na razliCite nacine. Najvazniji od njih je
Huisgenova cikloadicija u kojoj azidi i alkini podlijeZu 1,3-dipolarnoj cikloadiciji uz neki

katalizator poput bakra (slika 4) ili rutenija (slika 5) (13).

®
— N
N—=N
R o/ cuy R~y Xy
\% + R1_N >
H,O —
R
Slika 4. Azid-alkil cikloadicija katalizirana bakrom (prema Shalini i sur., 2011.)
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Slika 5. Azid-alkil cikloadicija katalizirana rutenijem (Shalini i sur., 2011.)

Reakcije 1,3-dipolarne cikloadicije azida s alkinima, katalizirane Cu (1) i Ru (Il) ionima,
koriste se za sintezu 1,4- i 1,5-disupstituiranih triazola. Kako bi se dobili 1,4,5-trisupstituirani
triazoli, potrebno je u reakciju uvesti haloalkine ili aril-halogenide. Njihova je funkcija zarobiti
meduprodukt bakrov triazolid Cime se postiZe reakcija kaskadnog spajanja. Medutim, moguce
je i koristiti ligand koji koordinira s prijelaznim metalom kako bi nastalo ¢im manje 1,4-
disupstituiranih nusproizvoda (15).

Velika vaznost 1,3-dipolarnih cikloadicija je istaknuta u proteklih nekoliko godina. Naime,
sve viSe paznje se posvecuje ekoloskoj odrzivosti u sintetskim protokolima. Iz tog se razloga
koriste nekonvencionalna otapala, novi Lewisovi katalizatori i ekoloSki prihvatljivi materijali.
Doprinos tome daju i ove reakcije jer omogucuju upotrebu novih tehnologija uklju¢enih u
modernu zelenu kemiju poput reakcija potpomognutih mikrovalovima ili ultrazvukom (16).

Spojevi koji sadrze 1,2,4-triazole u svojoj strukturi se koriste kao bioaktivni nosaci, a ¢ak
je i 9 takvih razli€itih spojeva odobreno od strane FDA za primjenu kao lijekovi. S druge strane,
1,2,3-triazoli su se poceli intenzivno istrazivati tek otkricem klik-kemije 2001. godine. Taj je

trenutak u povijesti izazvao veliki napredak u kemiji triazola pri Cemu je velik broj
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regioselektivnin derivata 1,2,3-triazola postao dostupan. Iz ovog je razloga 1,2,3-triazolni
prsten obogatio svoju strukturu raznim bioaktivnim spojevima pri ¢emu je postignuta njegova
aktivnost poput antitumorske, antivirusne, antidijabetiCke, antimikrobne, antikonvulzivne i
antimalarijske. Unato¢ tome, samo je nekoliko lijekova u medicinskoj primjeni kao Sto su

cefatrizin, rufinamid i tazobaktam (17).

2.5. Derivati ciprofloksacina i triazola

Kako bi se sintetizirao lijek s pojatanom bioloSkom aktivho$¢u, u mnogim su radovima
prikazani razli¢iti derivati koji sadrze ciprofloksacin povezan s triazolom. U jednom takvom
radu je sintetizirano ¢ak 21 razli€itih spojeva. Oni sadrze ciprofloksacin koji je povezan sa
1,2,3-triazolom na jednoj strani, dok je na drugoj strani ester s razli€itim alkilnim skupinama.
Takva je molekula nastala reakcijama propargilacije, esterifikacije i azid-alkin cikloadicijom
kataliziranom s Cu (l) ionom.

Svakome od ovih 21 spojeva je procijenjena antibakterijska aktivnost i minimalna
inhibicijska koncentracija prema Sirokom spektru bakterijskih sojeva. Za potrebe ove studije
su koriStena Cak tri razliCita soja gram pozitivnih bakterija i osam sojeva gram negativnih
bakterija. Podaci, koji su dobiveni izraCunom minimalne inhibicijske koncentracije ovih
konjuganata, dokazuju da priroda i sami poloZaj supstituenta, kao i izomerni u€inak na
fenilnom prstenu, imaju znatan utjecaj na antibakterijsku aktivnost ovih komponenti. Na slici 6

je prikazana struktura spoja koji je dobiven te je naznageno da je esterska skupina varijabilna.

F

) O
OR
/N§N K\ N N
N ‘
\/\\/ N \)
Slika 6. Struktura ciprofloksacin-triazol konjugata (Agarval i sur., 2022.)

Rezultati ove studije pokazuju da neki spojevi posjeduju manju, sli¢nu ili ¢ak istu
minimalnu inhibicijsku koncentraciju, prema odredenim bakterijskim sojevima, u odnosu na

ciprofloksacin. Najbolje rezultate daje spoj koji sadrzi metilni ester i para-acetilnu skupinu na
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triazolu. S druge strane, spojevi, koji su sadrzavali 3,5-dimetil benzenski prsten i etilne i
propilne estere, nisu pokazali nikakvu aktivnost ni prema jednome od testiranih bakterijskih
sojeva.

Ovim je istrazivanjem dokazano da funkcionalne skupine, poput trifluormetoksi, nitro i
acetilnih, koje privlaCe elektrone na poziciji 4 u benzenskom prstenu, imaju velik utjecaj na
antibakterijsku aktivnost. Nadalje, esterska skupina, koja se nalazi na suprotnoj strani fenilnog
prstena, takoder ima vaznu ulogu u aktivnosti.

Doslo je i do nekih zakljuCaka na temelju osjetljivosti odredenih bakterijskih sojeva.
Naime, Salmonella typhi je pokazala vecu osjetljivost na skoro sve sintetizirane komponente
u odnosu na ciprofloksacin. Ta osjetljivost nije bila ve¢a samo u slu€aju ako je konjugat
sadrzavao elektron donorsku grupu.

Dokazano je da nijedna sintetizirana komponenta nije toksi¢na. Odlu¢eno je da je
potrebno provesti daljnja istraZivanja i sintetizirati drugu generaciju lijekova. Ti bi se lijekovi
konstruirali na nacin da se uzmu u obzir svi zaklju€ci ove studije te koriste komponente s
najboljim rezultatima. Na taj na¢in moze doc¢i do otkri¢a novog lijeka koji ¢e biti djelotvoran

prema nekim rezistentnim bakterijama (10).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Otapala su suSena i prociS¢avana prema preporué¢enom postupku sudenja koristenjem
razli¢itih agensa ili destilacijom preko molekulskih sita veli¢ine 3 A, dok su kupovne kemikalije
te reagensi koridteni bez procid¢avanja. Za izvedbu ovog rada takoder su bili potrebni i
laboratorijski uredaji, a od njih su koridteni analiticka vaga, UV lampa, IR spektrometar Bruker

Alpha i NMR spektrometar Bruker Avance.

Tablica 1. Popis kemikalija koristenih prilikom izrade eksperimentalnog dijela rada

NAZIV FORMULA PROIZVODAC
Aluminijev klorid AICl; Sigma-Aldrich, SAD
Diklormetan CHCl Kemika, Hrvatska
Acetil-klorid CHsCOCI Sigma-Aldrich, SAD
Ferocen C1oHioFe Sigma-Aldrich, SAD
Natrijev hidrogenkarbonat NaHCO; Kemika, Hrvatska
Kalijev hidroksid KOH Kemika, Hrvatska
Natrijev klorid NaCl Kemika, Hrvatska
Metanol CH3OH Kemika, Hrvatska
Natrijev tetrahidroborat NaBH, Kemika, Hrvatska
Natrijev sulfat Na,SO. Kemika, Hrvatska
Etil-acetat C4Hs0, Kemika, Hrvatska
Octena kiselina CH;COOH Kemika, Hrvatska
Ciprofloksacin C17H1sFN3O3 Sigma-Aldrich, SAD
Dimetilformamid CsH/NO Kemika, Hrvatska
Propagil bromid CsHsBr Fluka, SAD
Sumporna kiselina H.SO,4 Kemika, Hrvatska
Natrijev askorbat CeH;NaOsg Thermo Fi;tl\e[; Scientific,
Bakrov (1) sulfat pentahidrat CuSO; x 5H,0 Kemika, Hrvatska




3.2.  Metode

Kako bi se pratio tijek reakcije, koristena je metoda tankoslojne kromatografije. Ova je
vrsta kromatografije provedena na plo¢ama 60F-254 koje su presvucene slojem silika gela
Merck u odgovarajucem sustavu otapala. I1zolirane komponente su detektirane pomoc¢u UV-
svjetlosti valne duljine 254 nm.

Kolonska kromatografija provedena je na silika gelu (Fluka; 0,063-0,2 mm), dok su
staklene kolone punjene pod utjecajem gravitacijske sile uz eulens diklormetan/metanol.
Preparativna tankoslojna kromatografija provedena je na staklenim plo€ama presvucenim
silika gelom (Merk, Kisagel 60 HF2ss), a za mobilnu fazu je koriSten sustav otapala
diklormetan/metanol. Temperature taliSta sintetiziranih spojeva odredene su na instrumentu
Kofler (Reichert, Wien) te nisu korigirane.

Spektri '"H NMR i *C NMR snimljeni su na spektrometru Bruker Avance 300 i 600 MHz.
Svi uzorci su otopljeni u CDCIl3; DMSO-d6 i mjereni pri 298 K u NMR cjevéici od 5 mm. Kemijski
pomaci (8) u '"H NMR i '*C NMR spektrima su izraZeni u ppm u odnosu prema tetrametilsilanu
(TMS; & 0,0 ppm), a konstante sprege (J) u hercima (Hz). Pojedinatne rezonancije su
asignirane na temelju njihovih kemijskin pomaka, intenziteta signala, multipliciteta signala i
konstanti sprega H-H.

Tumacenje spektroskopskih oznaka i kratica:

IR-spektri: v = rastezanje (stretching), & = deformacije (bending), j = jaka vrpca, sr =
srednja vrpca, § = Siroka vrpca.

H NMR-spektri: s = singlet, d = dublet, t = triplet, q = kvartet, m = multiplet.

Najvedi dio pokusa izveden je u atmosferi inertnog plina i u bezvodnoj sredini.
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3.3. Sheme priprave derivata ferocena i
prstenom
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3. Priprava derivata ferocena i ciprofloksacina povezanih triazolnom poveznicom
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3.4. Acetilferocen (1)

Aluminijev klorid (1 eq.; 26,4 mmol; 3,52 g) se suspendira u suhom diklormetanu (20
mL), te se dokapa acetil-klorid (2 mL) otopljen u istom otapalu (10 mL). Na taj nacin pripravljen
Perrierov kompleks prenese se u lijevak za dokapavanje te se polagano dokapava u otopinu
ferocena (1 eq.; 26,9 mmol; 5 g) otopljenog u diklormetanu (CH2Cl;) uz hladenje ledom tijekom
jednog sata. Reakcijska smjesa se nastavi mijeSati jo$ 2 sata nakon €ega se prebaci u ¢asu
s ledom i provede ekstrakcija diklormetanom. Organski se sloj dobro ispere 5 %-tnom
otopinom NaHCOs3, 5 %-tnom otopinom KOH i zasi¢enom otopinom NaCl-a do neutralnog te
se osusi bezvodnim natrijevim sulfatom i upari do suha. Ovim je postupkom iskoriStenje
reakcije iznosilo 73 %, a dobiveni su narancasti kristali spoja. TaliSte takvog dobivenog spoja

odgovara onome opisanom u literaturi kristala t; = 116-125 °C.

3.5. 1-Feroceniletanol (2)

U otopinu acetilferocena (1 eq.; 1,0965 mmol; 250 mg) u metanolu (10 mL) postupno se
dodaje NaBH: (4 eq.; 5,820 mmol; 220 mg) uz mijedanje pri sobnoj temperaturi. Reakcijska
smjesa se nakon 2 sata prenese u ¢asu s ledom te se provede ekstrakcija diklormetanom.
Organski sloj se ispere zasicenom otopinom natrijeva klorida (NaCl) nakon ¢ega se osusi
bezvodnim natrijevim sulfatom te upari do suha. Zatim se koristi kolonska kromatografija kako
bi procistili sirovi produkt na silika gelu pomocu eluensa diklormetan:etil-acetat = 10:1. Ovim
je postupkom iskoriStenje bilo 86 % te je dobiveno 216,50 mg Zutih kristala 1-feroceniletanola
(2).

IR (CH2CI) v: 3592 (8.; OH); 3096 (sl.; =CH); 2929; 2967 (sl.; CH).

'H NMR (DMSO-d6; 400 MHz; 298 K) &: 4,32 (2H; pt; CH-Fc); 4,23 (2H; pt; CH-Fc);
4,17 (5H; s; Fc nesupst. prsten); 4,10 (1H; s; CH); 1,81 (1H; s; OH); 1,21 (3H; d; %Jun = 1,3
Hz; CHs) ppm.

13C NMR (DMSO-d6; 100 MHz; 298 K) &: 94,4 (Fcq) 67,8 (Fc nesupst. prsten); 67,37
(C-Fc); 65,63 (C-Fc); 65,61 (CH); 23,22 (CHs) ppm.

3.6. 1-Azidoetilferocen (3)

Dobiveni spoj, 1-feroceniletanol (2) (1 eq.; 0,94 mmol; 216,50 mg), se pomijeSa s
natrijevim azidom (6 eq.; 5,68 mmol; 369,55 mgq) i otopi u octenoj kiselini (5 mL). Takva se
reakcijska smjesa zagrijava na 50 °C uz mijeSanje tijekom 3 sata. Zatim se reakcijska smjesa
ohladi na sobnoj temperaturi nakon ega se doda zasi¢ena vodena otopina natrijevog

hidrogenkarbonata te se dva puta provede ekstrakcija s diklormetanom. Organski sloj se do

13



neutralnog pH ispere s vodom i osusi pomocu bezvodnog natrijevog sulfata. Zatim se provede
uparavanje na rotacijskom vakuum uparivacu pri ¢emu zaostaje zuti tekuci spoj uljaste
konzistencije mase 189,6 mg, a iskoridtenje reakcije iznosi 80 %.

IR (CH2CI,) v: 3109 (sl.; =CH); 2927 (sl.; CH); 2101 (j.; N3) cm™.

IH NMR (DMSO-d6; 400 MHz; 298 K) &: 4,19 (1H; g; CH); 4,19 (9H; s; CH-Fc; Fc
nesupst. prsten); 1,56 (3H; d; CHs) ppm.

3.7. N-propargil-1-ciklopropil-6-fluoro-4-okso-7-piperazin-1-ilkinolin-3-
karboksilna kiselina (4)

Otopini ciprofloksacina (1 eq.; 0,91 mmol; 300 mg) u dimetilformamidu (12 mL) doda se
natrijev hidrogenkarbonat (1,2 eq.; 1,09 mmol; 91,22 mgq) i propagil bromid (1,2 eq.; 1,09
mmol; 129,2 mg). Reakcijska smjesa se mijeSa pomoc¢u magnetne mijesalice 48 h pri 100 °C.
Tijek reakcije se prati pomoc¢u tankoslojne kromatografije. Nakon $to je reakcija zavrSila,
otapalo se upari, a sirovi produkt se procisti kolonskom kromatografijom uz koriStenje CH2Cl-
: CH3OH, u omjeru 98 : 2, kao eluensa. Nakon prociS§¢avanja je dobivena svijetlo zuta krutina
4 u iskoristenju od 73 % (1,9 g).

'H NMR (DMSO-d6; 400 MHz; 298 K) &: 15,1 (1H; s; COOH); 8,63 (1H; s; H-2); 7,85
(1H; d; H-5; J = 7,83 Hz); 7,56 (1H; H-8; s); 3,82 (s; 1H; CH; H-9); 3,35 (d; 6H; CHy; piperizin,
J = 3,71 Hz); 3,21 (1H; s; propagil); 2,68 (s; 2H; CHz; piperizin; 2H; CHz; propagil); 1,53-1,1
(4H; CH2; H-10; H-11) ppm.

3C NMR (DMSO-d6; 400 MHz; 298 K) d: 173,2 (C=0); 166,5 (C=0); 154,6; 148,3;
144.,5; 138,0; 113,4; 110,4; 104,7; 73,6; 52,1; 51,5; 49,8; 46,8; 34,4, 8,1.

3.8.  Metil-N-propagil-1-ciklopropil-6-fluoro-4-okso-7-(4-prop-2-inil-piperazin-1-il)-
1,4-dihidrokinolin-3-karboksilat (5)

Prethodno dobiveni propagilirani ciprofloksacin (0,41 mmol; 150 mg) otopi se u metanolu
(5 mL) te se doda koncentrirana sumporna kiselina (1 mL). Ova se reakcijska smjesa
refluksirala 7 h, a tijek reakcije se prati TLC. Nakon zavrSetka reakcije, dodan je led kako bi
se reakcijska smjesa ohladila te dodatkom vodene otopine natrijevog bikarbonata
neutralizirala. Nakon neutralizacije provodi se ekstrakcija pomoc¢u diklormetana. Organski se
slojevi spoje, isperu s vodom, osuSe bezvodnim natrijevim sulfatom te upare do suha. Masa
dobivenog sirovog produkta je 155 mg koji je procis¢en kolonskom kromatografijom uz
koristenje eluensa CH2Cl; : CH3OH u medusobnom omjeru 96 : 4. Nakon prociS¢avanja

dobiveno je 125 mg produkta bijelo-smede boje uz iskoristenje koje iznosi 80,53 %, t =
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208-210 °C.

'H NMR (DMSO0-d6; 400 MHz; 298 K) &: 8,43 (1H; s; H-2); 7,75 (1H; d; H-5; J = 7,83
Hz); 7,44 (1H; H-8; s); 3,73 (s; 3H; OCHs3); 3,37 (s; 1H; CH; H-9); 3,35 (d; 6H; CHy; piperizin);
3,21 (1H; s; propagil); 2,61 (s; 2H; CHy; piperizin; 2H; CHy; propagil); 1,26 (2H; CH2; H-10);
1,09 (2H; CH2; H-11) ppm.

13C NMR (DMSO-d6; 100 MHz; 298 K) &: 171,2 (C=0); 165,20 (C=0): 148,2; 143,6;
138,3; 121,9; 111,9; 108,7; 106,8; 78,7; 75,9; 51,2 (OCHa); 49,4; 45,8; 34,7; 7,3 ppm.

3.9. 1-[4-(1-Feroceniletil-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil]-metil-1-ciklopropil-6-fluoro-4-
0kso-7-(4-prop-2-inil-piperazin-il)1,4-dihidro-kinolin-3-karboksilat (6)

Metilni ester propagil-N-ciprofloksacina 5 dobiven u prethodnom koraku (1 eq.; 0,24 mmol;
90 mg) suspendiran je u dimetilformamidu (4 mL) i vodi (1 mL). Nakon toga u otopinu se doda
natrijev askorbat (0,2 eq.; 0,05 mol; 9,62 mg) i bakrov (ll) sulfat pentahidrat (0,2 eq.; 0,05
mmol; 12,10 mg). Heterogena smjesa se intenzivno mijeSa 10 minuta na sobnoj temperaturi
te se doda 1-azidoetilferocen (3) (1,2 eq.; 0,29 mmol; 70,37 mg). Reakcijska smjesa se nastavi
mijesSati na sobnoj temperaturi kroz 24 h nakon €ega se prenese u lijevak za odjeljivanje te
provede ekstrakcija uporabom etil-acetata. Organski sloj se upari do suha na rotacijskom
vakuum uparivacu. Sirovi produkt prvo se proc¢is¢ava na kolonskoj kromatografiji uz eluens
CH.CI, : CH3O0H (9 : 2), nakon €ega se primijenila preparativna tankoslojna kromatografija uz
eluens CH2Cl> : CH3OH (10 : 1). Dobiveni su Zuti kristali mase 94 mg uz iskoriStenje od 62,56
%.

H NMR (CDCls; 400 MHz; 298 K) &: 8,52 (1H; s; H-2); 8,02 (1H; d; H-5; J = 7.83 Hz);
7,33 (1H; s; CH; triazolni prsten); 7,44 (1H; H-8; s); 5,74 (1H; m; CH); 4,32 (1H; s; CH-Fc);
4,23 (1H; s; CH-Fc); 4,19 (2H; s; CH-Fc); 4,17 (5H; s; Fc nesupst. prsten); 3,90 (s; 3H; OCHj3);
3,71 (2H; s; CHy); 3,40 (s; 1H; CH; H-9); 3,28 (d; 4H; CHy; piperizin); 2,73 (s; 4H; CHy;
piperizin); 1,91 (3H; d; CHs); 1,29 (2H; CH2; H-10); 1,12 (2H; CHy; H-11) ppm.
13C NMR (DMSO-d6; 100 MHz; 298 K) &: 172,2 (C=0); 165,20 (C=0); 148,3; 143,8;

143,2 (Cg-triazol); 138,1; 120,9 (CH-triazol); 113,9; 110,7; 104,8; 87,2 (Cq; Fc); 69,1 (C-Fc;
nesupstituirani), 68,9; 68,4; 66,1; 65,4 (C-Fc; supstituirani); 56,2 (CH); 52,2 (OCHz); 49,7
(CH2); 34,7; 21,4 (CHs); 8,12 ppm.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Uvod

Cilj ovog rada je sinteza potencijalno bioloski aktivnog kopulata 1-[4-(1-feroceniletil-
1H-1,2,3-triazol-1-il)metil]-metil-1-ciklopropil-6-fluoro-4-okso-7-(4-prop-2-inil-piperazin-il)1,4-
dihidrokinolin-3-karboksilat (6) pri Eemu su ferocen i metilni ester ciprofloksacina povezani s
1,2,3-triazolnim prstenom. Ovaj rad je podijeljen u dva dijela pri ¢emu se prvi dio odnosi na
sintezu intermedijera 1-azidoetilferocena koji je zatim podvrgnut reakciji 1,3-dipolarne
cikloadicije s terminalnim N-alkin ciprofloksacinom u prisutnosti bakrovog (IlI) sulfata
pentahidrata kao izvor Cu (I). N-propargil ciprofloksacin dobiven je alkiliranjem ciprofloksacina
s propargil bromidom uz prisutnost NaHCOs3 i dimetilformamida na temperaturi refluksa te je
preveden, u reakciji esterifikacije s metanolom, u odgovarajuci ester 5. U drugom dijelu su

strukture sintetiziranih spojeva potvrdene koristenjem IR i NMR spektroskopije.

4.2. Sintezai spektroskopska analiza prekursora

Ferocenski konjugat 6 pripravljen je viSestupanjskom sintezom pocevsi od ferocena i
acetil-klorida (CH3COCI) u prisutnosti aluminijeva klorida (AICI3) pri ¢emu je dobiven
acetilferocen (1) u 73 %-tnom iskoriStenju. Redukcijom pripravljenog ketona 1 u metanolu s
NaBH,4 nastaje 1-feroceniletanol (2) u iskoristenju od 86 % (shema 4).

(0]
= @
CH3COCIAIC, Fe _NaBH, _
@

CH,Cl, @ CHgOH
1

Shema 4. Priprava 1-feroceniletanola (2)

Prema ocekivanju, IR-spektar acetilferocena sadrzi signale pri 1642 cm™, koji
odgovaraju karbonilnoj skupini ketona, dok je u IR-spektru 1-feroceniletanola (2) vidljiva
apsorpcijska vrpca pri 3592 cm™ koja odgovara frekvenciji istezanja hidroksilne skupine. 'H-
NMR spektar alkohola 2 snimljen u CDCIs sadrzi kemijske pomake na 4,32; 4,23 i 4,17 ppm
koji se pripisuju ferocenskim protonima, dok se kemijski pomak na 1,81 ppm pripisuje protonu
hidroksilne skupine. Kemijski pomaci na 4,10 i 1,21 ppm potvrduju prisutnost metinske i
metilne skupine 1-feroceniletanola.

U nastavku je pripremljen ferocenski intermedijer, 1-azidoetilferocen (3), reakcijom 1-

feroceniletanola (2) i natrijeva azida u octenoj kiselini u iskoriStenju od 80 % (shema 5).
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Shema 5. Priprava 1-azidoetilferocena (3)

U IR spektru 1-azidoetilferocena (3) vidljiva je apsorpcijska vrpca karakteristiCna za
azido skupinu pri 2102 cm™. U 'H NMR spektru prisutni su kemijski pomaci
monosupstituiranog ferocena te na 4,19 ppm kemijski pomak metinske skupine i na 1,56 ppm
metilenske skupne.

U reakciji alkiliranja ciprofloksacina s propargil bromidom, uz prisutnost natrijevog
hidrogenkarbonata u dimetilformamidu, dobiven je N-propargil ciprofloksacin 4, spoj u
iskoristenju od 73 %. On je zatim preveden, u reakciji s metanolom, u metil-N-propagil-1-
ciklopropil-6-fluoro-4-okso-7-(4-prop-2-inil-piperazin-1-il)-1,4-dihidrokinolin-3-karboksilat  (5)

o 0
| HC=CCH,Br |
—_—
NaHCO4/DMF (\N N

HO A 48 h/100 OC=/N\) A

(shema 6).

CH3OH/H,S0,

0]

o N

Shema 6. Priprava metilnog estera N-propargil ciprofoksacina 5
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U 'H NMR spektru spoja 4, snimljenog u DMSO, vidljivi su karakteristi¢ni kemijski
signali za ciprofloksacin te dodatni signali koji ukazuju na supstituciju propargila na N-poziciji
CIP-a. Kemijski pomaci za protone aromatskog dijela ciprofloksacina zabiljezeni su pri 6 8,64
ppm za H-2, pri 7,82 ppm za H-5 i za H-8 pri 7,57 ppm. Metilenski protoni piperazinskog
prstena asignirani su pri 6 3,38 i 2,68 ppm kao dubleti, dok su kemijski pomaci protona
ciklopropilnog prstena zabiljeZeni pri 6 3,82 ppm za H-9, te u podrucju od & 1,18 i 1,18 ppm
za H-10 i H-11. U spektru su asignirani dodatni signali i to pri 8 3,21 ppm za CH proton
uvedenog propargila, dok je signal za metilnu skupinu zabiljezen pri & 2,68 ppm. Kemijski
pomak za proton hidroksilne skupine kiseline potvrden je signalom pri 15,1 ppm kao singlet.
U ®C NMR spektru, uz signale koji se pripisuju ugljikovim atomima ciprofloksacina, vidljivi su
i signali pri 6 78,9 145,9 ppm za CH i CH ugljikov atom uvedene propargilne skupine. Slijedom
toga se moze zakljuCiti da je na temelju analize spektara potvrdena struktura sintetiziranog
spoja N-propargil-1-ciklopropil-6-fluor-7-[4-(2-metilpentanoil)-piperazin-1-il]-4-okso-1,4-di-
hidrokinolin-3-karboksilne kiseline (4). U "H NMR spektru pripravljenog estera 5 izostaje signal
protona karboksilne skupine, dok je u spektru asigniran novi signal pri 3,73 ppm, kao singlet,
to potvrduje nastajanje metilnog estera spoja 4. Takoder i u *C NMR spektru signal pri 51,2,

koji se pripisuje ugljiku -OCH3; skupine, potvrduje strukturu sintetiziranog estera 5.
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4.3. Sinteza i spektralna analiza 1-[4-(1-feroceniletil-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil]-
metil-1-ciklopropil-6-fluoro-4-okso-7-(4-prop-2-inil-piperazin-il)1,4-dihidro-
kinolin-3-karboksilata (6)

4.3.1. Sinteza
Ciljani ferocenski konjugat 6 (shema 7) pripremljen je Cu (1) kataliziranom 1,3-dipolarnom

cikloadicijom.

0
CHs F COOCH;4
N3 K\ | CUSO4 X 5 HZO »
N N

)
E Na-askorbat/DMF : H,O
3 5 o
F\;[::Ijuj/coocm3
N N
= [
@/NJ

Fe CH
6

—Y

Shema 7. Priprava ferocenskog konjugata 6

Ovim sintetskim putem, toCnije 1,3-dipolarnom cikloadicijom 1-azidoetilferocena (3) i
N1-propargil estera ciprofloksacina 5, u strukturu je uveden 1,2,3-triazolni prsten. Provedena
reakcija je katalizirana Cu (1) ionima, stoga je kao produkt dobiven isklju€ivo 1,4-disupstituirani
regioizomer. Reakcija je provedena na sobnoj temperaturi, a kao izvor Cu (l) iona koristio se
bakrov (Il) sulfat pentahidrat uz Na-askorbat kao reducens. Dobiveni produkt su Zuti kristali

koji su nastali u iskoristenju od 62,56 %.
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4.3.2. Spektralna analiza

U "™H NMR spektru spoja 6 snimljenom u CDCI; (slika 7) asignirano je 5 signala, u
podruéju od & 4,09 do 4,33 ppm, kao jedan singlet i Cetiri singleta Sto potvrduje prisutnost
ferocenske podjedinice i to jednog monosupstituiranog i jednog nesupstituiranog
ciklopentadienilnog prstena. Kemijski pomak pri 6 7,27 ppm odgovara kemijskom pomaku
protona u triazolnom prstenu &ime se potvrduje da je 1,3-dipolarnom cikloadicijom 1-
azidoetilferocena (3) i N-propargil metilnog estera ciprofloksacina 5 u strukturu uveden 1,2,3-
triazolni prsten kao poveznica. Takoder su u spektru vidljivi signali koji odgovaraju protonima

ciprofloksacina te signal pri 5 3,91 ppm koji potvrduje prisutnost metoksi karbonilne skupine.
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Slika 7. "H NMR ferocenskog derivata i ciprofloksacina povezanih triazolnim prstenom 6

U ®C NMR spektru spoja 6 vidljivi su signali atoma ugljika ciprofloksacina, dok signal
pri. 8 152,55 ppm pripada ugliikovom atomu metilne skupine vezane na samom
ciprofloksacinu. Signali atoma ugljika ciklopentadienilnih prstena ferocena zabiljezeni su u
podrucju od & 69,05 do 66,07 ppm i to kao 5 signala Sto potvrduje supstituciju na jednom
prstenu ferocena (slika 8). Signali pri 8 143,25 i 120,46 ppm pripisani su ugljikovim atomima

triazolnog prstena.
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Slika 8. "*C NMR ferocenskog derivata i ciprofloksacina povezanih triazolnim prstenom 6

Temelijem spektralne analize moze se potvrditi da je reakcijom 1,3-dipolarne
cikloadicije ferocenskog azida i N-terminalnog alkina metilnog estera ciprofloksacina,
uporabom Cu (l) iona kao katalizatora, nastao spoj 1-[4-(1-feroceniletil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)metil]-metil-1-ciklopropil-6-fluoro-4-okso-7-(4-prop-2-inil-piperazin-il)1,4-dihidrokinolin-3-
karboksilat (6) u kojem je ferocenska podjedinica povezana s ciprofloksacinom 1,2,3-

triazolnom poveznicom.
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5. ZAKLJUCCI

1. ViSestupanjskom sintezom sintetizirani su kljuéni prekursor 1-azidoetilferocen (3) i metil-N-
propagil-1-ciklopropil-6-fluoro-4-okso-7-(4-prop-2-inil-piperazin-1-il)-1,4-dihidrokinolin-3-
karboksilat (5) u iskoristenju od 80 %.

2. Regioselektivnom 1,3-dipolarnom cikloadicijom ferocenskog azida i metilnog estera N-
propargil ciprofloksacina, uz katalizator bakar () ion i Na-askorbat kao reducens u
dimetilformamidu, pripravljen je iskljucivo 1,4-disupstituirani regioizomer, 1-[4-(1-feroceniletil-
1H-1,2,3-triazol-1-il)metil]-metil-1-ciklopropil-6-fluoro-4-okso-7-(4-prop-2-inil-piperazin-il)1,4-
dihidrokinolin-3-karboksilat (6).

3. Struktura dobivenog produkta potvrdena je NMR spektroskopijom. Kemijski pomak u *H NMR
spektru pri & 7,27 ppm i signali pri 143,25 i 120,46 ppm u *C NMR spektru potvrduju da je
ferocenska podjedinica povezana s metilnim esterom ciprofloksacina 1,2,3-triazolnom
poveznicom.

4. U nastavku istrazivanja ispitat e se bioloSka aktivnost sintetiziranog spoja.
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