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Od otkri¢a deferiprona 1982. godine, za sada jedinog 3-hidroksipiridin-4-onskog kelatora tvrdih metalnih iona
koji je prosao klinicka ispitivanja, ti su heterociklicki derivati postali iznimno proucavana skupina spojeva. U
radu su opisana dva najcesc¢a nacina priprave osnovne heterociklicke 3-hidroksipiridin-4-onske strukture, a to su
Harrisova metoda i izravni postupak. Osim toga, dan je pregled vaznijih fizikalno-kemijskih parametara potreb-
nih za preliminarnu evaluaciju kelirajuceg ucinka dobivenih derivata.

Kljucne rijeci

3-hidroksipiridin-4-oni, izravna sinteza, Harrisova metoda, Zeljezo(lll), kelator, fizikalno-kemijska svojstva

Uvod

Hidroksipiridinoni (HP, slika 1) su heterociklicki, polifunk-
cionalni spojevi koji se, s obzirom na polozaj hidroksilne
i keto-skupine u odnosu na dusikov atom u prstenu, uo-
bicajeno dijele na: 1-hidroksipiridin-2-one (1,2-HP), 3-hi-
droksipiridin-2-one (3,2-HP) i 3-hidroksipiridin-4-one (3,4-
HP). HP su bidentatni ligandi metalnih iona u podrucju
fizioloskog pH Sto je osnova njihova raznolikog bioloskog
djelovanja. Velik broj patoloskih stanja uzrokovanih pore-
mecajem u metabolizmu bioloski vaznih metala, bilo kao
posljedica genskog poremecaja ili pretjeranog izlaganja
stetnom vanjskom utjecaju, moze se lijeciti ili barem ubla-
ziti djelovanjem keliraju¢ih agenasa. U tom smislu, deri-
vati HP istrazuju se ponajprije kao agensi za uklanjanje
iona metala, ali i kao antibakterijski i antitumorski agensi
te kao potencijalni antimalarici i antidementici.'* Sintet-
ski se najces¢e modificiraju uvodenjem supstituenata na
razlicite polozaje njihove osnovne heterociklicke struktu-
re, pri Cemu se vezno mjesto za ione metala, koje cine
kisikovi atomi hidroksilne i keto-skupine, ne modificira ili
privremeno zastiti. Sintetskim se modifikacijama utjece na
njihova fizikalno-kemijska te farmakoloska svojstva (netok-
sicnost i mogucnost oralne primjene liganda, lipo-hidrofil-
na ravnoteza, ucinkovita biodostupnost na ciljana mjesta u
organizmu, uklanjanje kompleksa putem urina i/ili zuci), a
time i potencijalno biolosko djelovanje.

Hidroksipiridinoni 3,4-HP posebno su zanimljivi jer su se
pokazali ucinkovitijim kelatorima trovalentnih, tvrdih me-
talnih iona, primjerice Fe(lll) i Al(lll), u fizioloskim uvjeti-
ma u odnosu na ostale HP-derivate. U tablici 1 prikazane
su logaritamske vrijednosti ukupnih konstanti stabilnosti
kompleksa HP-liganada sa Zzeljezom (kompleksi sastava

* Autor za dopisivanje: Dr. sc. Zeljka Car
e-posta: zcar@chem.pmf.hr

1,2-HP 3,4-HP

R' = alkil
R = alkil, aril

R" = alkyl
R = alkyl, aryl

Slika T — Derivati hidroksipiridinona
Fig. T - Hydroxypyridinone derivatives

ligand:Fe(ll)=3:1) koje su rezultat niza kombiniranih
potenciometrijskih i spektrofotometrijskih analiza serije tih
derivata.* Osim $to stvaraju stabilnije komplekse s Fe(lll),
derivati 3,4-HP pokazuju visok afinitet i selektivnost prema
tim metalima u odnosu na ostale bioloski vazne dvovalen-
tne ione poput Cu(ll), Zn(1l), Fe(ll) i drugih (tablica 2).*

Tablica T — Logaritamske ~ vrijednosti ~ ukupnih  konstan-
ti stabilnosti za komplekse Fe(lll) s HP-derivatima
(Fe(ll): HP=1:3)*

— Logarithmic values of overall stability constants
for complexes of Fe(lll) with HP derivatives
(Fe(ll): HP=1:3)*

Table 1

Ligand log s
1,2-HP 27
3,2-HP 32
3,4-HP 37
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3-Hidroksi-1,2-dimetilpiridin-4-on (deferipron, Ferriprox®,
slika 2a) jedan je od najpoznatijih predstavnika te klase
spojeva. U klinickoj je upotrebi kao sredstvo za keliranje
zeljeza u osoba kod kojih je doslo do prekomjernog na-
kupljanja zeljeza u organizmu. Poremecaj u metabolizmu
tog metala javlja se najcesce kao posljedica odredene bo-
lesti kao Sto je, primjerice, nasljedna (primarna) hemokro-
matoza, genetsko oboljenje koje rezultira pojacanim na-
kupljanjem zeljeza u organima. Druga skupina nasljednih
genetskih oboljenja pod nazivom talasemije moze u ko-
nacnici dovesti do stecene (sekundarne) hemokromatoze.
Ljudi oboljeli od tezih oblika talasemije podvrgavaju se
Cestim transfuzijama krvi sto vodi do povecane koncen-
tracije tog metala u organizmu. Unazad 50 godina se kao
kelator Zeljeza najviSe upotrebljavala prirodna siderofora iz
Streptomyces pilosus, desferioksamin B u obliku mesilatne
soli (DFO, Desferal®, slika 2b) kao jedini klinicki lijek u tu
svrhu

Tablica 2 — Logaritamske vrijednosti konstanti stabilnosti kom-
pleksa 3,4-HP odnosno desferioksamina B s razlicitim
ionima metala*

Table 2 — Logarithmic values of stability constants for complex-
es of 3,4-HP or desferrioxamine B with various metal
ions*

M+ log B(DFO) log B.(3,4-HP)
Fe3* 31 37

Cu?* 14 17

Zn2+ 11 12,5
Mg** 4 7

Ca?* 2,5 4,5

Glavni nedostatak DFO-a jest njegova inaktivnost kada se
primjenjuje oralno te se mora primjenjivati intravenozno,
sto pacijenti zajedno s brojnim i dugotrajnim transfuzijama
krvi dosta tesko podnose. Derivati 3,4-HP su prema svojim

OH
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fizikalno-kemijskim i farmakoloskim parametrima vrlo do-
bri kandidati za keliranje zeljeza in vivo ali i oralnu primje-
nu, te se u tu svrhu najvise istrazuju.

U ovome Ce se radu dati literaturni pregled metoda primje-
njivanih za sintezu osnovne heterociklicke strukture 3,4-
HP. Reakcijski uvjeti, kao i struktura reaktanata potrebnih
za pripravu 3,4-HP te umjereni prinosi prikazanih sinteza
posljedica su reakcijskog mehanizma koji ¢e takoder biti
poblize opisan. Dodatno, selektivnost tih spojeva prema
trovalentnim metalnim ionima pokusat e se objasniti kroz
analizu njihovih fizikalno-kemijskih svojstava u otopini.
Sinteza tih derivata u svrhu njihove bioloske evaluacije,
predmet su istrazivanja koja se posljednjih godina, medu
ostalim, provode i u nasem laboratoriju.>

Sinteza osnovne heterociklicke
strukture 3,4-HP

U literaturi je opisano nekoliko postupaka sinteze osnov-
nog skeleta 3,4-HP. Metoda po Harrisu® (shema 1, tabli-
ca 3) moze se primjenjivati za sintezu N-alkilnih i N-arilnih
3,4-HP spojeva iz komercijalno dostupnih piranonskih de-
rivata, maltola (R'= CH,) ili etilmaltola (R' = CH,CH,). Prvi
korak te metode podrazumijeva uvodenje eterske zastite,
najces¢e benzilne, na skupinu 3-OH polaznog piran-4-
ona, nakon ¢ega u drugom koraku u reakciji s primarnim
aminom nastaje zasticeni 3,4-HP derivat, koji se u konac-
nici deprotektira hidrogenolizom (tre¢i korak). U tablici 3
dan je literaturni pregled reakcijskih uvjeta te prinosa za
Harrisovu metodu priprave osnovne piridinonske struktu-
re.

Moze se uociti da razlika u reakcijskim uvjetima u koji-
ma se provodi drugi korak ovisi o strukturi aminskog de-
rivata koji se upotrebljava kao nukleofil. Ako su nukleofili
alifatski amini, drugi se korak obi¢no provodi u alkohol-
no-vodenim otapalima uz refluks. U slu¢aju aromatskih
amina Cesto se primjenjuju postupci bez dodatka otapala
uz zagrijavanje na nesto visSim temperaturama (=120 °C)

Slika 2 — Strukturne formule: a) deferiprona; b) Desferala®
Fig. 2 —Structural formulas of: a) deferiprone; b) Desferal®
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BnCl/CH OH RZNH2 ©OBn H,/Pd-C OH
| g |
NaOH (aq)
@) R! R! T R!
2 2
1. korak 2. korak R 3. korak R
1% step 2" step 3 step
Bn = C4HsCH,-
R = alkil R! = alkyl
R? = alkil, aril R? = alkyl, aryl
Shema 1 - Priprava N-supstituiranih derivata 3,4-HP metodom po Harrisu
Scheme 1 — The Harris method used for the preparation of N-substituted 3,4-HP derivatives
Tablica 3 — Reakcijski uvjeti i prinosi Harrisove metode priprave derivata 3,4-HP
Table 3 - Reaction conditions and yields in synthesis of 3,4-HP derivatives by Harris method
R R 2. korak / reakcijski uvjeti t/h Prinos 2. koraka/% Ukupni prinos/%  Lit.
2" step / reaction conditions 2" step yield /% Total yield /% Ref.
C,H, 74 61
(CH,);0H refluks / reflux 10 81 71
(CH,),N(C,H,), V(EtOH) : V(H,0) = 3 :1 77 65
(CH,),CeHs5 82 70
C.H. 66 54
g 10
@ 48 31
g 120 °C 8
bez otapala / without solvent
; 85 72
CO,C,H;
H EtOH; 25 °C 72 70 58" 9
H EtOH; 25 °C 72 60 49°
25 °C 11
CH.

: s V(ELOH) : V(H,0) = 1: 1 72 62 >3
(CH,),COOH 1) V(EtOH) : V(H,0)=1:1, pH =13 6 48 38 1
(CH,),COOH 2)pH=4 41 31

/ autoklav / autoclave;
g—Q—N\ 120-130 °C; 96 51 42°
V(MeOH): V(H,0)=1:2 13
refluks / reflux -
g‘@’“‘oz 3 % HC): V(MeOH) = 3 19 B
E_Q_COOH 55 44
autoklav / autoclave;
g 150 - 160 °C; 20 14
V(EtOH) : V(H,0)=1:1 51 43
COOH
90 °C ax
OH —
3 < > V(MeOH) :V(H,0) = 1:5 72 29 15
CeH; 40 327
§ ( ) autoklav / autoclave; 41 32
C,H; 150 — 160 °C; 24 16
S OCH;, V(EtOH) : V(H,0) =1: 1 39 29
§ONOZ 25 18"

" benzilna skupina uklonjena je kiselinom /
benzyl group was removed with acid

" benzilna skupina nije uklonjena u ovom koraku /
benzyl group was not removed in this step

hidrokloridne soli /

" hidrogenoliza je provedena pri pH = 1; spojevi izolirani u obliku

hydrogenolysis was performed at pH = 1; compounds were isolated

as hydrochloride salts
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ili se komponente zagrijavaju u zatvorenim sustavima (au-
toklav, =150 °C). Razlog tome su drugacija fizikalna svoj-
stva aromatskih u odnosu na alifatske amine, konkretno
vise temperature vrelista ili talista te Cinjenica da im je
topljivost u vodi ili alkoholno-vodenim sredinama, u ko-
jima se obi¢no drugi korak Harrisova pristupa provodi,
relativno slaba.

Druga metoda, koja se pretezno primjenjuje za pripravu
N-arilnih derivata 3,4-HP, poznata i kao izravha metoda,
podrazumijeva zagrijavanje nezasti¢enog piranonskog de-
rivata i odgovarajuceg arilamina. Reakcije se uobicajeno
provode u jednome koraku (shema 2) s dodatkom kiselog
katalizatora ili bez kiselog katalizatora, najces¢e Brgnste-
dovih kiselina (HCl, H,SO,, p-TsOH), uz refluks ili u au-
toklavu.817-20

Usporedivanjem obje opisane metodologije uocava se
da je Harrisov pristup, u kojem se drugi reakcijski korak
provodi klasi¢nim zagrijavanjem u smjesi otapala alkohol/
voda, najucinkovitiji nacin priprave N-alkilnih deriva-
ta 3,4-HP. Postupci priprave tih derivata provedeni bez
prethodnog zastic¢ivanja hidroksilne skupine polaznog
piranona u literaturnim navodima iznimno su rijetko opi-
sani te je poznato da jedino u slucaju kratkolancanih ali-
fatskih amina kao reaktanata rezultiraju zadovoljavajuc¢im
prinosom.?' U sintezi N-arilnih derivata 3,4-HP zagrija-
vanje u autoklavu ili postupci koji se provode bez do-
datka otapala optimalniji su zbog kracih reakcijskih vre-
mena (8 — 40 h) u odnosu na klasi¢ni nacin zagrijavanja
reaktanata u otapalu uz dodatak katalizatora (shema 2;
50 — 72 h). Opcenito se moze primijetiti da su za vecinu
opisanih reakcija karakteristicni umjereni do niski prino-
si, dugotrajnost te visoke temperature pri kojima se one
provode. S druge strane, glavna prednost opisanih sinteza
jest da se temelje na jeftinom te lako dostupnom pola-
znom materijalu.

Poznavanje mehanizma stvaranja strukture 3,4-HP olak-
Sava odabir postupka priprave zeljenog derivata 3,4-HP.
Radi se o dvostrukoj nukleofilnoj konjugiranoj adiciji Mi-
chaelova tipa na polozaje C-2 i C-6 «,f-nezasic¢enog kar-
bonilnog piranonskog derivata, pri ¢emu su nukleofili od-
govarajudi alkil- ili arilamini (shema 3). U tako bazi¢cnom
mediju, pogotovo kada se radi s razgranatim alkilaminima
(pK.u=11-12), pogodno je zastititi hidroksilnu skupinu
piranona (pK, = 8,44 za maltol*?), jer je u protivnom mo-
guce njezino deprotoniranje i stvaranje kompetirajuceg
nukleofila, alkoksida. To u konacnici vodi k nastanku kon-
denzacijskih nusprodukata (shema 4) te smanjenom pri-
nosu reakcije. Kada se reakcije provode s manje bazi¢nim
arilaminima, konverziju piranonskog derivata moguce je
provesti i bez zastite njegove hidroksilne skupine, odno-
sno izravnim postupkom. Stovise, u tim slucajevima se
pokazalo da je dodatak kiselog katalizatora dovoljan da
bi se smanjila moguénost nastanka alkoksida i sprijecila
sporedna reakcija. Utjecaj kiselog katalizatora posebno
je dosao do izrazaja u pripravi 3-hidroksi-2-metil-1-(p-ni-
trofenil)piridin-4-ona (p-nitrofenil-supstituirani 3,4-HP) u
izravnoj sintezi u autoklavu (shema 2a) koju su proveli
Jakopcic i sur” U nekataliziranoj reakciji produkt nastaje
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u tragovima, dok je prinos reakcije 47 % ako se u sintezi
upotrebljavaju kataliticke kolicine p-TsOH ili H,SO,.

Bududi da se kao polazne piranonske strukture obi¢no
upotrebljavaju maltol i etil-maltol, nesto nizi prinosi reak-
cija primijeceni su u slucaju etil-maltola, $to se objasnjava
vecdim sterickim smetnjama prilikom ciklizacije i formiranja
piridinonskog prstena nakon nukleofilnog napada amina.

Prinosi opisanih reakcija priprave N-arilnih 3,4-HP u skla-
du su i s elektronskim svojstvima skupina koje se nalaze u
para-polozaju na polaznim anilinskim derivatima. Sinteze
u kojima se upotrebljavaju nukleofilniji anilinski derivati tj.
oni s elektron-donirajucim supstituentima, prema ocekiva-
njima, rezultiraju visim prinosima. Tako ¢e primjerice re-
akcija u kojoj je nukleofil p-metoksianilin rezultirati vec¢im
prinosom u odnosu na reakciju provedenu s p-nitroanili-
nom, kao Sto se moze jasno vidjeti iz izravnog postupka
priprave N-arilnih 3,4-HP prikazanog na shemi 2a.

O
OH
o) NH,
OH | |
a) ili/ or b) N R?
| + —
(@) R? R}
R1
R3
R1
a) b)
R?=CH,; R*=H
prinos /% 1 2 3 prinos /%
R' | Vield/% R R R ield /%
H 35 H CH, H 22,35,55"
CH, 42 H CH, 11
NO, 47 H CH, OH 1540
cl 66 H CH, COOH 43
OCH, 56 COOH CH, H 20
OC,H, 74 OCH, CH, H 58
* s katalizatorom H C,H; H <10
(p-TsOH ili H,50,) CH, cH, H 50"
iy NO,  CH, H 2§
o NH, CH, H 427
CH(CH,)
CH,CH, CH, H 23 (R+9)

“ bez organskog otapala / without organic solvent
" bez katalizatora, 120 h / without catalyst, 120 h

Shema 2 — Izravni pristup priprave N-arilnih 3,4-HP s dodatkom
kiselog katalizatora ili bez dodatka kiselog kataliza-
tora: a) autoklav, H,0, 150 °C, 40 h;'” b) MeOH ili
EtOH, HCl(aq), refluks, 50 — 72 h818-20

Scheme 2 — Synthesis of N-aryl 3,4-HP with or without acid
catalyst - the direct approach: a) autoclave, H,O,
150 °C, 40 h;"” b) MeOH or EtOH, HCl(aq), reflux,
50-72 h818-20
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HZOH A +
O 4 o OH o) i
OH OH OH OH
|} | -OH~ = -H" j | —-OH |
R R
H A
( O R! H—N] ~O R H—IT 0 R HT HO R
.. |
H—AH R2 R2 H-C0H R?
RZ
H H
+ /
0 OHr\OH— oj 0
OH OH OH OH
-H,0 —OH =N AN
Ll == S
2 R1 + R1
N R! N R! N NS
| | | ( ©OH /N oM
R? R? R? R? H
R! = alkil R! = alkyl
R? = alkil, aril  R? = alkyl, aryl
Shema 3 - Mehanizam konverzije piranonskog prstena u strukturu 3,4-HpP'618
Scheme 3 — Reaction mechanism for the conversion of a pyranone ring into 3,4-HP structure'®'®
O O
o o o
| | E—— | | —> O | | — itd. / etc.
1
( o7 R 0 m HO” R o ONH | R
o |  OH
H—NH o R | | R?
|
O
R? | (o Dk
(@) R1 o
RT = alkil RT = alkyl | |
R? = alkil, aril  R? = alkyl, aryl O R!

Shema 4 - Sporedna reakcija i stvaranje kondenzacijskih nusprodukata u bazi¢nim uvjetima priprave derivata 3,4-HP'®
Scheme 4 — Side reaction and the condensation by-product formation in basic conditions in 3,4-HP synthesis'®

Utjecaj vrste kiselog katalizatora na prinos produkta te
optimalno vrijeme trajanja reakcije ispitano je na primje-
ru priprave jednog N-arilnog derivata, 3-hidroksi-2-me-
til-1-(p-metoksifenil)piridin-4-ona  (shema 5) izravhom
metodom u autoklavu.® Rezultati su pokazali da reakcija
koja je provedena uz p-TsOH ve¢ nakon 24 h rezultira
nesto vecim prinosom (63 %) u odnosu na nekataliziranu
reakciju” (40 h, 56 %, shema 2a). Nadalje, pokazalo se

da produljenje vremena reakcije ne utjece bitno na prinos
produkta. Kada se upotrebljava HCl kao katalizator, do
povecanja prinosa u odnosu na nekataliziranu reakciju ne
dolazi niti nakon 48 h. Takvim izravnim nacinom priprave
uz obvezatan dodatak p-TsOH kao katalizatora moguce
je pripraviti razli¢ite N-arilne derivate 3,4-HP te ih potom
dodatno modificirati prema vrsti bioloskog ucinka koji se
zeli ispitati.>”
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O
0 NH,
OH H,0 | |
p-TsOH fili/or HCI
+
| —
150°C
O
OCH,
prinos/ %
yield /%
t/h | pTOH | HCl OCH;3
8 29 -
24 63 -
48 65 52
72 64 -

Shema 5 — Optimalno reakcijsko vrijeme i utjecaj promjene
katalizatora na prinos izravne metode priprave 3-hi-
droksi-2-metil-1-(p-metoksifenil)piridin-4-ona’

Scheme 5 — Optimal reaction time and the influence of acid cat-
alyst on reaction yields in the direct synthesis of 3-hy-
droxy-1-(p-methoxyphenyl)-2-methylpyridin-4-one’

Vazniji fizikalno-kemijski parametri i
metode za evaluaciju kelatora

Kao sto je ve¢ spomenuto, 3,4-HP pokazuju visok afini-
tet ali i selektivnost prema trovalentnim, tvrdim ionima
metala, primjerice Fe(lll) i Al(Ill), u odnosu na ostale bi-
oloski vazne dvovalentne ione. Upravo to je glavni razlog
zasto se ta vrsta spojeva danas istrazuje ponajprije u svrhu
uklanjanja viska navedenih metala iz organizma odnosno
kao potencijalni kelatoterapeutici. Zbog svojih kelirajucih
svojstava, osim u farmaceutske svrhe, ti se spojevi dodatno
istrazuju i u analitickoj kemiji za ekstrakciju®81723-25 pojedi-
nih metala iz vodenih otopina, pri ¢emu se sastav nastalih
kompleksa i sposobnost keliranja liganda najcesée odredu-
ju UV-Vis-spektrofotometrijskim tehnikama.

Prije nego Sto se odredeni kelirajuci agens uopce pocne
razmatrati kao potencijalni kelatoterapeutik ili ekstraktant
metala vazno je detaljno ispitati njegova fizikalno-kemij-
ska svojstva u otopini. Uz to, potrebno je okarakterizirati
nastale kompleksne vrste liganda i promatranog iona, po-
gotovo one koje prevladavaju pri fizioloskim vrijednostima
pH. Njihov udjel i karakter ovisi o koncentracijama iona
metala, samog liganda i pH vrijednosti otopine te se za
bidentatne 3,4-HP ligande i Fe(lll) moze opisati sljedec¢im
pojednostavljenim ravnoteznim modelom (shema 6):%

Fe’* + L~ = Fel?* K,
Fel>* + L~ = Fel," K,
Fel,* + L~ = Fel, K,
Fe’* + 3 L~ = Fel, B

logB; = logK; + logK, + logK,

Shema 6 - Pojedinacne (K, K,, K;) i ukupna (,) konstanta sta-
bilnosti nastajanja kompleksne vrste Fe(lll): L = 1:3

Scheme 6 — Stepwise (K, K,, K3) and overall (B;) stability constants
for formation of Fe(lll): L= 1:3 complex species
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Prilikom kompleksiranja trovalentnih metalnih kationa s
3,4-HP ligandima pri fizioloskim pH vrijednostima nastaju
peteroclani kelatni prstenovi u kojima je metal koordini-
ran s po dva vicinalna kisikova atoma te prevladavaju ne-
nabijeni kompleksi sastava M(lll): 3,4-HP = 1:3 (slika 3).
Koordinacija metalnog iona u tim kompleksima je uglav-
nom nepravilna oktaedarska. Velikom broju tih kompleksa
odredena je kristalna i molekulska struktura.*20:26-29

~,
2
=

\

O O

/O\\hFe//O R
/ o/\o_ B N—R?

/ _

N
/
R? R!
R = alkil R! = alkyl
R? = alkil, aril  R? = alkyl, aryl

Slika 3 — Opcenita strukturna formula kompleksa Fe(lll) : 3,4-HP
=1:3

— General structural formula of Fe(lll):3,4-HP = 1:3
complex

Fig. 3

Parametri koji podrobnije opisuju fizikalno-kemijska svoj-
stva nekog potencijalnog kelatora su:'

a. vrijednost pK, koja definira kiselo-bazna svojstva ligan-
da;

b. vrijednost logP odnosno logD samog liganda kao i
njegova kompleksa s metalom. Oba parametra spo-
minju se u literaturi"*?® i opisuju njihov lipo-hidrofilni
karakter koji je iznimno vazan jer procjenjuje biodo-
stupnost kelatora te predvida uklanjanje kompleksa iz
organizma. Koeficijent particije P omjer je mnozinskih
koncentracija promatrane vrste (liganda ili kompleksa)
nakon njezine razdiobe izmedu dvaju otapala koja se
ne mijesaju, najcesce oktan-1-ola i puferirane vodene
otopine (pH = 7,4). Koeficijent distribucije D, za razliku
od parametra P, mjeri se u kontroliranim uvjetima (ter-
mostatirane aparature, stroga kontrola pH) i dodatno
uzima u obzir sve moguce kiselo-bazne promjene kao
i eventualne reakcije disocijacije kompleksa koje bi se
mogle odvijati u promatranom sustavu pri spomenu-
tom pH. S obzirom na to da je vecina 3,4-HP derivata
kao i njihovih kompleksa pri pH =7 u neutralnom obli-
ku i s obzirom na to da se danas u svrhu odredivanja
tih vrijednosti primjenjuju modernije metode kojima su
omoguceni kontrolirani uvjeti, ta se dva parametra za
tu vrstu spojeva u novijim literaturnim navodima podra-
zumijevaju istim. Starije metode koje su se primjenjiva-
le za mjerenje tog parametra su klasicno izmuckavanje
(engl. shake-flask method), dok se u novije vrijeme upo-
trebljavaju moderniji ekstraktori te razne modificirane
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automatizirane metode kontinuiranog toka. Lipofilnim
ligandima smatraju se derivati 3,4-HP s logD > —1.
Kompleksi tih liganada sa Zeljezom u pravilu imaju i do
tri puta vecu lipofilnost.?* U slucaju hidrofilnih spoje-
va (logD < —1) kompleksi zadrzavaju slicne vrijedno-
sti logD, $to sugerira slicnu topljivost jednih i drugih u
fizioloskim uvjetima. Varijacije logP (logD) vrijednosti
uobicajeno se postizu uvodenjem razlicitih supstitue-
nata na dusikov atom (N-arilni, N-alkilni, N-alkilamidni,
N-alkilkarboksilni, itd.);

c. vrijednost logp (logaritamska vrijednost ukupne kon-
stante stabilnosti kompleksa liganda s odredenim me-
talnim ionom, shema 6) ukazuje na stabilnost komplek-
sa i selektivnost liganda prema ispitivanom ionu;

d. vrijednost pM liganda (pM = —log[M"*]; [M"*] = kon-
centracija nekompleksiranog kationa u otopini) para-
metar je koji omogucuje medusobnu usporedbu ra-
zlicitih liganada s razlicitim kiselo-baznim profilom i
brojem donorskih skupina u njihovoj sposobnosti ke-
liranja odredenog kationa. pM se definira za svaki is-
pitivani ligand u istim uvjetima, konkretno u podrucju
fizioloskog pH pri mikromolarnoj mnozinskoj koncen-
traciji metala i deset puta ve¢oj mnozinskoj koncentra-
ciji liganda (c,/cyy =10, ¢, =107 M, pH = 7,4).3° Vrijed-
nosti tog parametra za razli¢ite N-alkilne i alkilarilne
3,4-HP i sljedece katione metala iznose pFe =17-22,
pAl=14-16, pGa=15-21.

Za eksperimentalno odredivanje fizikalno-kemijskih para-
metara najc¢esce se primjenjuju ve¢ spomenute spektrofo-
tometrijske tehnike, koje se po potrebi ovisno o parametru
koji se odreduje dodatno kombiniraju potenciometrijskim
mjerenjima. Rai i sur.*® proveli su jedno takvo opsirno
istrazivanje fizikalno-kemijskih parametara serije N-al-
kil supstituiranih 2-alkil-3,4-HP derivata koji su dijelom
bili literaturno poznati, a neki od njih su za potrebe tog
istrazivanja pripravljeni Harrisovom metodom iz maltola
odnosno etil-maltola i odgovaraju¢ih aminskih derivata.
Spojevima su odredene vrijednosti pK,, a kompleksima s
Fe(lll) konstante stabilnosti. Lipofilniji derivati dobiveni su
uvodenjem duljih alkilnih lanaca na dusikov atom, sto je
rezultiralo ocekivanim povecanjem vrijednosti logD kako
liganada tako i njihovih kompleksa.

Kao primjer ispitivanja fizikalno-kemijskih svojstava N-aril-
nih 3,4-HP derivata, spomenuli bismo istrazivanje prove-
deno u zavodima za organsku, analiticku i fizikalnu kemiju,
Prirodoslovno-matematickog fakulteta na 1-(p-aminofeni-
)-3-hidroksi-2-metilpiridin-4-onu (shema 2b, R'=NH,,
R?=CH,, R*=H), koji je ujedno preliminarno ispitan i
kao potencijalni ekstraktant za Fe(lll).® Navedeni derivat
je u tu svrhu pripravljen izravnom metodom bez dodat-
ka katalizatora u prinosu od 42 %. Kiselo-bazna svojstva
spoja odredena su spektrofotometrijsko-potenciometrij-
skim titracijama. Konstante protoniranja bile su sljedece:
2,96 za protoniranje karbonilnog kisikova atoma, 5,60 za
protoniranje amino-skupine fenilnog prstena i 9,75 za de-
protoniranje hidroksilne skupine piridinonskog prstena.
Dodatno, odredene su logaritamske vrijednosti ukupnih
konstanti stabilnosti (logf) pri razli¢itim vrijednostima pH
te ionskoj jakosti (NaCl, I.=0,1 moldm™, t=25 °C) za
nastale protonirane i deprotonirane kompleksne vrste. Vri-
jednost log f; za stvaranje kompleksa Fe(lll) : p-aminofenil
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3,4-HP = 1:3, koji prevladava u podrucju pH 6 — 8, iznosi
34,8 sto je u skladu s literaturnim vrijednostima* slicnih
derivata za tu kompleksnu vrstu. Dodatno se pokazalo
da taj 3,4-HP derivat moze posluziti kao potencijalni ek-
straktant za Fe(lll) te je utvrdeno da je pH = 6 optimalan
za ekstrakciju dominantne kompleksne vrste iz vodene u
organsku fazu. Ucinkovitost provedene ekstrakcije iznosila
je 95 %.

U novijoj literaturi postoji nekoliko metoda in silico koje
olaksavaju i ubrzavaju fizikalno-kemijsku karakterizaciju
pripravljenih liganada odnosno njihovih kompleksa s pro-
matranim ionom metala, koje mogu biti dodatna pomoc¢
pri dizajnu novih potencijalnih kelatora. Skupina autora®'
pod mentorstvom Roberta C. Hidera, professora emeritusa
medicinske kemije na King's College u Londonu, koji se
smatra jednim od pionira piridinonske kemije, primijenila
je kvantnomehanicke racune i semiempirijske metode za
odredivanje pK, hidroksilnih skupina serije od 48 N-alkil
supstituiranih 3,4-HP derivata. Dobivene vrijednosti uspo-
redene su s literaturnim i/ili eksperimentalno odredenim
vrijednostima pK,. Pokazalo se da je ispitani kvantnome-
hanicki model (B3LYP/6-31+G(d)/CPCM, Paulingov radijus,
otapalo: voda) iznimno tocan te da su odstupanja uglav-
nom unutar intervala + 0,2 log jedinice. Primjerice, 8,79
i 8,81 su eksperimentalna i predvidena pK,-vrijednost hi-
droksilne skupine deferiprona. Ista grupa autora pokazala
je da taj model ima veliki potencijal u predvidanju pojedi-
nacne konstante stabilnosti (logK;) za nastajanje komplek-
sa 1:1 tih derivata i Fe(lll). Eksperimentalne i racunalne
vrijednosti bile su strogo korelirane (to¢nost unutar inter-
vala = 0,32 log jedinice).*

U odnosu na njihove analoge, derivate 3-hidroksipi-
ran-4-ona, 3,4-HP se prilikom keliranja kationa metala
ponasaju kao jace Lewisove baze, to se objasnjava ucin-
kovitijom delokalizacijom naboja unutar prstena kao po-
sliedica razlike u elektronegativnosti heteroatoma. Delo-
kalizacija elektronskog para s dusikova atoma u prstenu
prema karbonilnom kisikovom atomu utjece na bazi¢nost
i elektronsku gustocu kelirajuceg veznog mjesta te samim
time i na selektivnost tih spojeva prema navedenim tvrdim
ionskim vrstama. Te tvrdnje dodatno su potvrdene krista-
lografskim analizama kojima se pokazalo da je vrijednost
duljine veze u karbonilnoj skupini ve¢a od uobicajene, sto
znaci da karbonilni kisikov atom piridinonskog skeleta ima
izrazeniji alkoksidni karakter.?* U podrucju kiselog pH ne
dolazi do protoniranja piridinonskog dusikovog atoma, ve¢
se protonira kisik karbonilne skupine, $to je takoder po-
tvrdeno kristalografskim metodama ali i semiempirijskim
racunima. Primjerice, kod obaju protoniranih oblika defe-
riprona iznosi energija za protoniranje dusikova i kisikova
atoma jasno se razlikuju i iznose redom + 69,9 kcal mol™
i + 39,5 kcal mol™.>* Kao $to se moze vidjeti iz sheme 7,
vrijednosti pK, piridinonskog skeleta su za vec¢inu N-alkil-
nih i N-arilnih 3,4-HP derivata vrlo slicne bez obzira na
vrstu supstituenta na dusikovu atomu. Drugim rijecima,
varijacijom supstituenta moze se podesavati lipo-hidrofilni
karakter, opisan ve¢ spomenutim parametrom logP, a pri-
tom ne utjecati znacajno na kiselo-bazna svojstva 3,4-HP
prstena. Zanimljivo istrazivanje u tom kontekstu objavili su
Schlindwein i sur.* Pripravljeni su, izolirani i okarakterizi-
rani kompleksi Fe(lll): 3,4-HP = 1:3 u ¢vrstom stanju i u
otopini za nekoliko razli¢itih N-aril supstituiranih 3,4-HP
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derivata. Trodimenzijske strukture kompleksa odredene su
prosirenom finostrukturnom spektroskopijom rendgenske
apsorpcije (krat. EXAFS, engl. Extended X-Ray Absorption
Fine Structure). Pokazalo se da je struktura tih komplek-
sa u ¢vrstom stanju uglavnom zadrzana i u otopini te da
varijacije u lipofilnosti liganda ne utjecu bitno na njegovu
sposobnost keliranja Zeljeza.

o
= |
>+
o
R2
RT = alkil RT = alkyl
R% = alkil, aril  R? = alkyl, aryl

Shema 7 - Rezonantni oblici protoniranih i deprotoniranih vrsta
derivata 3,4-HP33

Scheme 7 — Resonance forms of protonated and deprotonated
species of 3,4-HP derivatives®?

Zakljucak

Heterociklicki derivati 3,4-HP svestrani su bioloski agen-
si ponajprije zahvaljujuci svojoj sposobnosti keliranja tro-
valentnih metalnih kationa. U fizioloskim uvjetima imaju
izrazito visok afinitet za Fe(lll), te se stoga najvise ispituju
za lijecenje bolesti koje rezultiraju prekomjerenim naku-
plianjem toga metala u organizmu. U literaturi su najvi-
se zastupljene dvije metode za sintezu osnovnog 3,4-HP
skeleta, Harrisova metoda i sinteza izravnim pristupom.
Uvodenjem razlicitih supstituenata na dusikov atom piri-
dinonskog prstena moze se mijenjati njihov lipo-hidrofilni
karakter bez utjecaja na kelirajuce vezno mjesto. Iz fizikal-
no-kemijskih parametara tih derivata, osobito logP, pK, i
pM za razne katione metala, moze se zakljuciti da, osim
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Sto izvrsno i selektivno keliraju trovalentne metalne kati-
one, mogu imati i zadovoljavaju¢u biodostupnost. U po-
drudju fizioloskog pH ti bidentatni ligandi stvaraju neutral-
ne komplekse koji se lako mogu eliminirati iz organizma.
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Popis kratica i simbola
List of abbreviations and symbols

Bn — benzil
— benzyl
DFO - desferioksamin B

— desferrioxamine B

EXAFS - prosirena fino strukturna spektroskopija
rendgenske apsorpcije
— extended X-ray absorption fine structure
HP — hidroksipiridinoni
— hydroxypyridinones

p-TsOH — p-toluensulfonska kiselina
— p-toluenesulfonic acid

D — koeficijent distribucije
— distribution coefficient
I, — ionska jakost
— ionic strength
K — ravnotezna konstanta
— equilibrium constant
P — koeficijent particije (razdiobe)
— partition coefficient
t — vrijeme, h
—time, h
1% — obujam
—volume
B — ukupna konstanta stabilnosti kompleksa

— overall stability constant of complex
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SUMMARY
3-Hydroxypyridin-4-ones (Part 1): Preparation and Chelation Ability

Zeljka Car," Vesna Petrovi¢ Perokovi¢, and Srdanka Tomic Pisarovic

Since the discovery of deferiprone in 1982, so far the only 3-hydroxypyridin-4-one chelator for
hard metal ions that is clinically approved, these heterocyclic derivatives have become an inten-
sively studied group of compounds. This review presents the two most common synthetic methods
used for the preparation of the heterocyclic 3-hydroxypyridin-4-one structure, the Harris method
and the direct procedure, as well as the most important physical and chemical parameters needed
for the preliminary evaluation of their chelating abilities.
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