Priprava C-glikozilne a-aminokiseline modifikacijom
prirodnih monosaharida

Ratajec, Maja

Master's thesis / Diplomski rad
2022

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Chemical Engineering and Technology / SveucilisSte u Zagrebu, Fakultet
kemijskog inzenjerstva i tehnologije

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:149:260724

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-21

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Chemical Engineering and
Technology University of Zagreb

FKITMCMXI:

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:149:260724
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.fkit.unizg.hr
https://repozitorij.fkit.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/fkit:1430
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/fkit:1430
https://dabar.srce.hr/islandora/object/fkit:1430

SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA I TEHNOLOGIJE

SVEUCILISNI DIPLOMSKI STUDIJ

Maja Ratajec

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, srpanj 2022,



SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA I TEHNOLOGIJE

SVEUCILISNI DIPLOMSKI STUDIJ

Maja Ratajec

PRIPRAVA C-GLIKOZILNE a-AMINOKISELINE
MODIFIKACIJOM PRIRODNIH MONOSAHARIDA

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, srpanj 2022.



Ovaj diplomski rad je izraden u Laboratoriju za biomimeticku kemiju, Zavoda za organsku kemiju

i biokemiju, Instituta Ruder BoSkovi¢ pod vodstvom dr.sc. Ivanke Jeri¢, komentorom diplomskog
rada (mentor: prof. dr. sc. Irena Skori¢, FKIT), akademske godine 2021/2022.



SAZETAK

Peptidi i proteini su prirodni spojevi koji imaju klju¢nu ulogu u nizu imunoloskih i
neruoloskih procesa. Djeluju kao neurotransmiteri, hormoni, antigeni i antibiotici, a poremecaji u
njihovoj funkciji mogu dovesti do razvoja kroni¢nih ili infektivnih oboljenja. Unato¢ tome, njihova
upotreba kao terapeutika ograniCena je loSom stabilno$¢u i bioraspolozivos¢u. Napredak u
strukturnoj optimizaciji, formulaciji i proizvodnji zasluzan je za sve veci broj peptida koji ulaze u
klini¢ka ispitivanja i terapijsku primjenu. Nadalje, potreba za kontrolom funkcije peptida dovela
je do razvoja peptidomimetika, spojeva koji oponaSaju sekundarne strukture proteina, a time 1

njihove funkcije. U pripravi takvih spojeva vaznu ulogu imaju neprirodne aminokiseline.

Cilj istrazivanja u okviru ovog diplomskog rada je sinteza tripeptida s ugradenom
neprirodnom C-glikozilnom a-aminokiselinom. Za dobivanje C-glikozilne jedinice koriStena je
dijastereoselektivna Passerinijeva reakcija. Kao izvor C-glikozilne jedinice koriSteni su
izopropilidenima zasti¢eni aldehidi dobiveni iz odgovaraju¢ih ugljikohidrata (sorboze i fruktoze).
U Passerinijevoj reakciji koriSteni su aminokiselinski, odnosno konvertibilni izocijanid koji se vrlo
lako ukloni hidrolizom u baznim uvjetima s ciljem dobivanja derivata a-hidroksi C-glikozilnih
kiselina. Post-kondenzacijskim modifikacijama a-hidroksi-derivat je preveden u aminokiselinu,

koja je ugradena u dipeptidni i tripeptidni slijed.

Kljuéne rijeci: C-glikozilne aminokiseline, multikomponentne reakcije, peptidi, peptidomimetici,

ugljikohidrati.



SUMMARY

Synthesys of C-glycosyl a-amino acid by natural
monosaccharides modification

Peptides and proteins are natural compounds that play a key role in a number of immune
and neurological processes. They act as neurotransmitters, hormones, antigens and antibiotics, and
disorders in their function can lead to the development of chronic or infectious diseases.
Nevertheless, their use as therapeutics is limited by poor stability and bioavailability. Advances in
structural optimization, formulation, and manufacturing are responsible for the growing number
of peptides entering clinical trials and therapeutic applications. Furthermore, the need to control
peptide function has led to the development of peptidomimetics, compounds that mimic the
secondary structures of proteins and thus their functions. Unnatural amino acids play an important

role in the synthesis of peptidomimetics.

The objective of the research proposed in this master thesis is the synthesis of tripeptides
with incorporated unnatural C-glycosyl a-amino acid. Diastereoselective Passerini reactions were
used to obtain the C-glycosyl unit. Isopropylidene-protected aldehydes derived from the
carbohydrates (sorbose and fructose) were used as the source of the C-glycosyl unit. In the
Passerini reaction, amino acid or convertible isocyanide was used, which is very easily removed
by the hydrolysis under basic conditions in order to obtain a-hydroxy C-glycosyl acid derivatives.
By post-condensation modifications the a-hydroxy derivative was converted to an amino acid,

which was incorporated into the dipeptide and tripeptide sequences.

Key words: carbohydrates, C-glycosyl amino acids, multicomponent reactions, peptides,

peptidomimetics.
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1. UVOD

Proteini i ugljikohidrati imaju posebno mjesto medu prirodnim spojevima. Imaju vitalnu
ulogu u svim zivim organizmima i ukljuceni su u slozene bioloske procese poput katalize i
molekularnog prepoznavanja. Njihove razli¢ite funkcije reguliraju strukturne karakteristike viseg
reda te je razumijevanje tih sekundarnih struktura glavni cilj u znanosti o proteinima i strukturalnoj
biologiji. Nekovalentne interakcije stabiliziraju bioaktivne konformacije peptida i proteina, ¢ine¢i

ih povoljnim kandidatima za konstrukciju prilagodljivih molekularnih arhitektura.

Nadalje, ugljikohidrati su najzastupljenija skupina prirodnih spojeva i bitne komponente
zivota kakvog poznajemo. Sintetski ugljikohidratni spojevi su pronasli Siroku primjenu u
kemijskoj biologiji i medicinskoj kemiji kao dijagnostici, terapeutici i cjepiva, sustavi za isporuku
lijekova i molekularni receptori. Dizajn glikomimetika, molekula koje oponasaju bioaktivnu
funkciju ugljikohidrata, ali s poboljSanim svojstvima je atraktivan na¢in prevladavanja ogranicenja

primjene peptida kao lijekova.

C-glikozilne aminokiseline predstavljaju skupinu C-glikozida kod kojih je molekula
ugljikohidrata vezana C-C vezom na bo¢ni lanac aminokiseline ili direktno na o ugljikov atom
aminokiseline. Imaju Siroku primjenu u biomedicinskim istrazivanjima glikopeptida i proteina kao
potencijalnih lijekova zbog ve¢e metabolicke stabilnosti u usporedbi s O- ili N- analozima. Osim
toga, C-glikozilne aminokiseline i njihovi derivati predstavljaju vrlo zahtjevne gradivne blokove
zbog definirane konformacije koju im namecée furanoidni ili piranoidni prsten te podesive

hidrofilnosti 1 drugih svojstava dobivenih uvodenjem supstituenata i razli¢ite stereokemije.

Pregled literature usmjeren prema skupini modificiranih neprirodnih aminokiselina s
ugljikohidratnom jedinicom pruZio je inicijalan uvid u dosadasnja znanstvena postignu¢a. Uoceno
je da postoji vrlo mali broj primjera C-glikozilnih a-aminokiselina sa $e¢ernom jedinicom izravno

vezanom s aminokiselinskom skupinom.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Peptidi

Peptidi 1 proteini su spojevi od velike vaznosti za Citav niz imunoloskih i neruoloskih
procesa. Djeluju kao neurotransmitori, hormoni, antigeni i antibiotici, a poremecaji U njihovoj
funkciji mogu dovesti do razvoja kroni¢nih ili infektivnih oboljenja.! Predstavljaju bogatu klasu
spojeva posto sadrze vrlo razliite funkcijske skupine, kao $§to su alkoholi, tioli, tioeteri,
karboksilne kiseline, karboksamidi i razne bazne skupine, od kojih je veéina kemijski reaktivna
pruzajuci Siroki spektar djelovanja. Strukturalna raznolikost peptida i proteina potjece iz njihove
primarne strukture — jedinstvenog slijeda aminokiselina. Primarna struktura uzrokuje spontano
slaganje u trodimenzionalne strukture — sekundarnu, tercijarnu i kvaternu strukturu (slika 1), koje

odreduju funkciju peptida i proteina.?

Tercijarna struktura

J

Sekundarna struktura Kvaterna struktura

Slika 1. Primarna (linearni aminokiselinski slijed), sekundarna (podstrukture kao a-uzvojnica i -
ploca ili list), tercijarna (3D struktura nastala uslijed interakcija izmedu boé¢nih lanaca) i kvaterna

struktura (kompleks vise polipeptidnih lanaca).’



Peptidi i proteini utjeCu na mnoge fizioloske mehanizme i kontroliraju vecinu Zivotnih
funkcija, uklju¢ujuc¢i imunoloski odgovor, probavu, metabolizam, reprodukciju i osjetljivost na
bol. Sve je veci interes za njihovu terapijsku primjenu u raznolikim podru¢jima kao §to su
neurologija, endokrinologija i hematologija. Medutim, glavna prepreka primjene ovih molekula u

terapeutske svrhe je postojanje niza nedostataka:

e losa in vivo stabilnost zbog hidrolize peptidnih veza uslijed djelovanja enzima
e slaba permeabilnost kroz stanicne membrane, koja ovisi o duljini peptida i
aminokiselinskom sastavu
e losa apsorpcijska i transportna svojstva uzrokuju brzo izlu¢ivanje iz organizma
e zbog fleksibilnosti N-C, veza i rotacije C,-CO veza, peptidi ostvaruju interakcije s vise
meta §to dovodi do lose selektivnosti i pojave nuspojava
e interakcije s veznim mjestima antitijela su brojne, uzrokujuc¢i imunoloski odgovor na
nepredvidiv na¢in.1*>8
Medutim, zahvaljuju¢i napretku u strukturnoj optimizaciji, formulaciji i proizvodnji, sve
veci broj peptida ulazi u klinicka ispitivanja te je sve veci broj odobren za terapijsku primjenu.
Istrazivanje primjene peptida u terapeutske svrhe zapocelo je s prou¢avanjem humanih hormona,
kao Sto su inzulin, oksitocin, vazopresin te gonadotropin-oslobadaju¢i hormon (GnRH) i njihovih
specifi¢nih fizioloskih aktivnosti u tijelu. 1921. je sintetiziran inzulin — prvi peptidni terapeutik te
je do danas (prema podacima iz 2022.) odobreno preko 80 peptidnih lijekova, a 170 ih se nalazi u
klinickoj fazi istrazivanja. Razvoj peptidnih lijekova se ubrzava uz rekombinantnu biologiju i nove
sintetske i analiti¢ke tehnologije, dovode¢i do najnovijih sintetskih peptida kao §to su sintetski

oksitocin, vazopresin i rekombinantni ljudski inzulin.®

Napredak peptidnih terapeutika osim visoke cijene razvoja i strogih regulatornih zahtjeva
koce i nedostatci svojstveni peptidima te se proteoliticka stabilnost i transport kroz membrane
danas smatraju kljuénim elementima u razvoju peptidnih terapeutika. Put prema rjesavanju tih
nedostataka ostvaren je razvojem peptidomimetika, spojeva koji oponasaju strukturu i funkciju

prirodnih peptida i proteina.



2.2. Peptidomimetici

Kao odgovor na ogranic¢enja prirodnih peptida u terapijskoj primjeni, 1980-ih su se po prvi
puta sintetizirali peptidomimetici i to modificiranjem aminokiselinske okosnice prirodnih peptida.
Zahvaljuju¢i kontroli bioloskih funkcija, peptidomimetici nadilaze restrikcije peptida uz
poboljsanu in vivo stabilnost, aktivnost, oralnu apsorpciju, distribuciju u tkivu te selektvinost. U
pripravi takvih spojeva se kao gradivni blokovi koriste neprirodne, neproteinogene aminokiseline
(engl. unnatural amino acids — UAAs, non-proteinogenic amino acids, NPAAs). Polje
peptidomimetika se od svojeg pocetka znatno promijenilo: od lokalnih modifikacija bioaktivnih
peptida do sinteze putem ad hoc racionalnog dizajna s ciljem optimiziranja farmakofora.
Promijenile su se i sintetske strategije (slika 2), od jednostavnih zamjena peptidne okosnice do
modifikacija cijele strukture.*

o R
\,J.L M Lokalne
N~
oH Sl

modifikacije

Mimetici

.ll A o - al ¥ i L

M O._—H-N\IIIF sekundarnih By~

- "<= r struktura LSS\

M Clobalne ﬁ Peptidomimetici
Lo 77, restrikcije

Slika 2. Prikaz mogu¢ih strategija priprave peptidomimetika.*

UvrijeZzena definicija peptidomimetika glasi: ,,Peptidomimetik je 'spoj' ¢iji farmakofor
oponasa 3D strukturu prirodnog peptida ili proteina te pritom zadrzava sposobnost interakcije s
ciljanim bioloskim metama dovodeci do istog bioloskog u¢inka“. Pelay-Gimeno i suradnici su
razvili klasifikaciju peptidomimetika koja se temelji na sli¢nosti peptidomimetika s prirodnim
prekursorom — peptidom/proteinom. Podjela je prikazana na slici 3 gdje su crvenom bojom

oznacene modifikacije.’



Peptidi

Sekvence prirodnih peptida izvedenih iz proteina
1 (ne)ribosomskih peptida

Klasa A - modificirani peptidi

Peptidi veéinom formirani iz a-aminokiselina s
manjim promjenama okosnice ili bo¢nih lanaca

Klasa B - mod. peptidi i foldameri

Peptidi s raznim izmjenama okosnice 1 bo¢nih
lanaca te foldameri (peptoidi, B- i o/ peptidi)

Proteinske strukture

Klasa C - strukturalni mimetici

Male molekule modificirane strukture sa
supstituentima analognima peptidnim bo¢nim
lancima

Klasa D - mehanisticki mimetici A
Molekule koje oponasaju funkciju peptida bez
direktne poveznice s bo¢nim lancima peptida

Male molekule

Slika 3. Klasifikacija peptidomimetika, prikazana u oglednom radu Pelay-Gimeno i suradnici.’

U peptide i proteine je moguce ugraditi aminokiseline s modificiranim bo¢nim lancima,
koji mijenjaju svojstva peptida, povecavaju broj moguc¢ih modifikacija, obogacuju strukturalnu
raznolikost peptida, poticu formiranje sekundarne strukture te se posljedi¢no javljaju pozeljna
svojstva.l*® Glikoliziranje proteina, uklju¢uju¢i konjugaciju saharida na aminokiselinske ostatke
predstavlja jedinstven tip post-translacijskih modifikacija. Dodane ugljikohidratne jedinice
mijenjaju svojstva i funkciju proteina u raznim bioloSkim procesima, kao $to su stani¢na adhezija,

prijenos signala i imunosni odgovor.

Navedeni su primjeri peptidomimetika nastalih sljede¢im modifikacijama: a) zamjena L- S

D-aminokiselinom; b) ugradnja B-D-glukoze; c) ugradnja odgovarajuce 3-aminokiseline.

a) Sintetska zamjena za vazopresin je dezmopresin (slika 4) u ¢ijoj strukturi na
8. mijestu dolazi do zamjene L-arginina s njegovim D-enantiomerom. Zahvaljujuci
modifikacijama, antidiuretska aktivnost dezmopresina je deseterostruka u usporedbi s
vazopresinom, a njegova je sposobnost vazokonstrikcije 1500 puta slabija, zbog ¢ega se sporije

metabolizira.®



OH

Slika 4. Struktura desmopresina, gdje D-arginin mijenja izvorni L-enantiomer

prisutan u vasopresinu.®

b) Somatostatin je ciklicki peptid s 14 aminokiselinskih ostataka koji inhibira
oslobadanje fizioloski vaznih tvari, kao $to su hormon rasta, glukagon, inzulin i1 Zelu¢ana kiselina.
B-D-glukoza se pokazala pogodnim strukturnim motivom (eng. scaffold) za uvodenje boc¢nih
aminokiselinskih ogranaka u regiji B-okreta somatostatina, putem esterifikacijskih reakcija (slika
5).1

a) R1 = OBn, R2 = Ph
b) Ry =H, R, =Ph
c) Ry = H, Ry, = 4-imidazolil

Slika 5. Monosaharidni peptidomimetik.t



C) Proucavanjem gastrina — peptidnog hormona koji potice luenje zelucane kiseline
— otkrilo se da je Boc-Trp-Leu-Asp-Phe-OH njegov agonist. Ugradnjom B-Leu ili B-Asp dobiveni
su peptidomimetici s antagonistickim djelovanjem (slika 6), Sto je vazno za dizajn inhibitora

gastrina.

MNH 0 o O NH
0 ) " @\LN\H\(O . HOTWAIMOH
_O)LNH HN‘)LNH o) ) o ’ . "
0 z ”N\)LN \(NH I)d:
3 NH,

Slika 6. Struktura gastrina.©

2.3. Aminokiseline kao gradivni blokovi peptida

Svaka se prirodna a-aminokiselina sastoji od sredi$njeg kiralnog C,-atoma na kojeg su
vezane karboksilna 1 amino skupina, vodikov atom 1 specificna R skupina. Sve su proteinogene
aminokiseline lijevo zakreGuce, L-aminokiseline, te gotovo sve imaju S apsolutnu konfiguraciju
(slika 7). D-konfiguracija aminokiselina je prisutna u nekim vrstama bakterija, puzeva i zaba. S
obzirom na to da tek nekoliko ljudskih enzima ima moguénost hidrolizirati peptidne veze D-
aminokiselina, njihova ugradnja u bioloski aktivne peptide moze poboljsati metabolicku
stabilnost.!* Kao kiralni, prirodni produkti aminokiseline se dugi niz godina koriste kao gradivni
blokovi u organskoj sintezi. Gotovo su sve proteinogene L-aminokiseline upotrebljene u sintezama
1 to na vrlo razli¢ite nacine. Broj dostupnih neracemi¢nih aminokiselina je uvelike povecan

strategijama poput enzimskih procesa, asimetri¢nih sinteza i separacijskih procedura. Osim



prirodnih, takoder su dostupne i neprirodne, tj. sintetske L-aminokiseline, kao i njihovi D-

enantiomeri.t?
COOH § HOOC

e C..,
H%/ NHz | HoNT \;H

L )

Slika 7. L- i D- enantiomeri; L-enantiomer je prirodna konfiguracija proteinogenih

aminokiselina, dok se D-enantiomer javlja kao rezultat racemizacije.™®

Aminokiseline predstavljaju vazne gradivne blokove te svoju istaknutu ulogu u razvoju
lijekova zahvaljuju sve vecem koristenju peptida i peptidomimetika kao lijekova, komercijalnoj
dostupnosti i jednostavnoj sintezi Sirokog raspona aminokiselina s raznim bo¢nim lancima. Sve je
viSe neprirodnih aminokiselina komercijalno dostupno $to dodatno potice njihovo koristenje u

razvoju lijekova, hit-to-lead i lead optimizacijama.®

Medu esencijalne aminokiseline se ubraja 20 a-aminokiselina koje se razlikuju u
svojstvima i strukturi bo¢nih lanaca (veli¢ina, 3D oblik, naboj, sposobnost stvaranja H-veza,
polarnost, kemijska reaktivnost), a sve pripadaju L-nizu. Genetski kodirani popis ukljucuje jos$

dvije aminokiseline: selenocistein i pirolizin (slika 8).

O =N O

H
Ho AN
Se/\HJ\OH g \/\/\HJ\OH
NH, H3C o) NH,
a) b)

Slika 8. Prikaz struktura: a) selenocistein (Sec, U); b) pirolizin (Pyr, O).



Strukturalna raznolikost peptida se prosiruje velikim brojem neprirodnih aminokiselina
dobivenih post-translacijskim modifikacijama (PTM, slika 9), kao $to su acetiliranje,

fosforiliranje, glikoliziranje, itd.'*

; a
A S<s Hidroksiliranje p €

Sulfidni most T Ubikviniranje
. Hi Protein
X N
A& ~—_ = b
Glikoliziranje 473 AN Lipizacija

Metiliranje SUMO-liranje

b ¥

Acetiliranje Fosforiliranje

Slika 9. Naj¢esée posttranslacijske modifikacije.'®

Neprirodne, neproteinogene aminokiseline su one koje se ne nalaze u glavnim proteinskim
lancima, bilo zbog nedostatka specificnog transfera RNA i tripleta kodona ili ne nastaju post
translacijskim modifikacijama proteinogenih aminokiselina. Mnoge takve aminokiseline nastaju
kao sekundarni metaboliti bakterija, gljivica, biljaka ili morskih organizama. Raznim sintetskim
pristupima je pripremljen niz neprirodnih aminokiselina, tj onih koje se ne nalaze u prirodi.> Do
danas je opisano preko 800 prirodnih neproteinogenih i tisuce sintetiziranih neproteinogenih
(neprirodnih) aminokiselina. Vecina sintetskih NPAAs dizajrane su na oshovi prirodnih
aminokiselina, kemijskim ili biokatalitickim procesima, ili njihovom kombinacijom. Njihov razvoj

kao gradivnih blokova mora zadovoljiti kriterije poput:

e Brza, jednostavna i jeftina sinteza uz visoko iskoristenje

e PoboljSana enzimatska stabilnost produkta

e Povecanje kiralne razli¢itosti

e Nastala sekundarna struktura mora doprinijeti zeljenim svojstvima
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e Kompatibilnost s modernim tehnikama sinteze na &vrstoj fazi.

Takve visoko funkcionalizirane neprirodne aminokiseline sluze kao pocetni materijal u
organskoj sintezi kompleksnih i raznolikin molekula, te su sastavne komponente
peptidomimetika.>*® Osim neprirodnih ugljikohidratnih aminokiselina, izraziti bioaktivni
potencijal pokazuju i neprirodne heterociklicke aminokiseline te je primjer jedne takve strukture

prikazan slikom 10.

NHBoc
CO,H
R,0,C X CO3R,;
P
R4 N RQ

Slika 10. Primjer heterociklicke a-aminokiseline.!’

2.4. C-glikozilne aminokiseline

U prirodi se viSe od 13 monosaharida moze kombinirati s 8 aminokiselina, daju¢i barem
41 jedinstvenu kombinaciju glikoproteina.'® Za razliku od prirodnih peptida s oligosaharidnom
jedinicom vezanom ugljik-kisik ili ugljik-dusik vezom (O- i N-glikopeptidi), neprirodni C-
glikopeptidi su otporniji na enzimatsku i kemijsku degradaciju. O- i N-glikopeptidi imaju sredi$nju
ulogu u glikoproteinskim bioloskim funkcijama na stanicnoj razini kao $to su stani¢no
prepoznavanje, adhezija, nastanak infekcije, regulacija proliferacije 1 metastaziranje. Uvodenjem
strukturiranih 1 metabolicki stabilnih C-glikopeptida ocekuje se prilika za ispitivanje i intervenciju
kljuénih bioloskih procesa. Konaéni je cilj uvodenja C-glikozilnih peptida razvoj glikopeptidnih
lijekova za kontrolu upalnih procesa, bakterijskih i virusnih bolesti te tumorske terapije.!’ Nadalje,
motivacija za vezivanje SeCerne jedinice na aminokiselinsku okosnicu putem C-C veze je
povecanje razmaknice (engl. spacer) izmedu glikanske i1 peptidne/proteinske komponente, $to bi
moglo utjecati na sveukupnu strukturu, a posljedi¢no i na svojstva spoja. Analozi aminokiselina
sa Se¢ernom komponentom se koriste kao biopolimerni gradivni blokovi za sintezu mimetika

oligo- i polisaharida putem amidnih veza.® C-glikozilne aminokiseline predstavljaju jedinstvenu
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klasu spojeva prisutnu u prirodi, s raznolikim rasponom bioloskih svojstava. Aminokiseline sa
Se¢ernom komponentom se koriste kao gradivni blokovi za sintezu i modifikaciju analoga bioloski

aktivnih peptida i/ili oligosaharida (slika 11). Razlika u veli¢ini prstena dozvoljava modifikaciju

konformacija peptida i ugljikohidrata. 1>

OH
HO OH CH,OH CH,OH
NH,  COOH oH 5 @
OH OH OH OH
OH NH, NH,
a) b) c)

Slika 11. Neke prirodno javljajuce glikozilne aminokiseline: a) neuraminska kiselina; b)

glukozamin; c) galaktozamin.®

ZnaCajan primjer su peptidil nukleozidni antibiotici — amipurimicin, nikomicin i
linkomicin (strukture su prikazane na slici 12) —s jakim antimikotickim djelovanjem prema raznim
humanim patogenim gljivicama i bakterijama. Siroku primjenu zahvaljuju C-C vezama na
anomernim centrima koje doprinose ve¢oj metaboli¢koj stabilnosti i lipofilnosti od analoga s O-C
vezama. Upravo prisutnost C-C veza u mnogim sluéajevima vodi do poboljsane bioloske

aktivnosti, permeabilnosti kroz membranu i bioraspoloZivosti.?°

HoN (|3 cooH =N Jio.
p \\\~J\N 0N/ | X O COOH \ ”\
G H N _ R N ~OH
o V(0 N N © N
oM \H OH NH, "
HO )=OH 2 2 5L OH
OH SMe
OH
a) b) c)

Slika 12. Struktura C-glikozilaminskih derivata prirodnih produkata: a) amipurimicin; b)

nikomicin, U = uracil; ¢) linkomicin.?
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Neki od najznacajnijin nacina sSinteze aminokiselina su Streckerova sinteza,
multikomponentne reakcije (eng. multicomponent reactions, MCRs) poput Passerinijeve i Ugijeve
reakcije te naposljetku radikalske reakcije. U nastavku su kratko kopisani ovi vazni sintetski

putevi.

2.4.1. Sinteza C-glikozilnih aminokiselina

Streckerova sinteza

Streckerovom je sintezom iz odgovarajucih aldehida moguce pripremiti niz aminokiselina
prema mehanizmu prikazanom na shemi 1. U prvom reakcijskom koraku najprije se protonira
karbonilni kisik aldehida nakon ¢ega slijedi nukleofilni napad amonijaka na karbonilni ugljik pri
¢emu nastaje odgovaraju¢i imin. U svrhu provodenja Streckerove sinteze aminokiselina, uz
odgovarajuce cijanidne soli kao izvor cijanidnog iona, potreban je i izvor amonijaka. Najcesce se
koriste amonijeve soli, a ne plinoviti amonijak. Posebno je znaCajna uporaba amonijevog
karbonata, poznatog po svojoj termic¢koj nestabilnosti. Adicijom cijanidnog iona na imin nastaje

a-aminonitril. Zatim slijedi hidroliza u kiseloj sredini uz nastajanje Zeljene a-aminokiseline.
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1. stupanj:

H.
Q : H' N:
ERRL B o
R H R H
aldehid imin
2. stupanj:
H.+_H
H\N'/_\HQ:N <A 1
. - /C\ — —
n — RO
R H K CN
CN a-aminonitril
Hidroliza:
N
R H30 + f
H2N—(|3—CEN - H3N—C|)—COOH
H H
a-aminonitril a-aminokiselina

Shema 1. Mehanizam Streckerove sinteze u dva stupnja, uz hidrolizu nitrila u kiseloj sredini.

Streckerova reakcija je najstarija metoda de novo sinteze a-aminokiselina. Izvorni nacin
priprave prikazan shemom 1 generira racemi¢nu smjesu a-aminokiselina te se od pocetka 20.
stoljea Streckerova reakcija modificirala na razne nacine u svrhu dobivanja Kiralnih,
stereokemijski definiranih produkata. Tako su 1996. lyer i suradnici prvi objavili sintetski put za

asimetri¢nu Streckerovu reakciju uz kiralni katalizator, imin i cijanovodi¢nu kiselinu (shema 2).

kiralni katalizator

H
N NH

0 rm 2
HN)K’"\\

S NH
@ (5 )

+  HCN
N O -25°C

Shema 2. Primjer asimetri¢ne Streckerove sinteze a-aminokiseline.??
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Multikomponentne reakcije

Multikomponentne reakcije su one reakcije u kojima se tri ili ¢etiri komponente dodaju
istovremeno, pri istim reakcijskim uvjetima te u jednom koraku nastaje jedan produkt veée ili
manje kompleksnosti i strukturalne raznolikosti. Vaznost ovih reakcija lezi u njihovoj visokoj
efikasnosti i varijabilnosti te moguénosti kombiniranja niza komercijalno dostupnih reagensa ¢ime

se postize veca kompleksnost i raznolikost strukture produkta u samo jednom koraku.

Passerinijeva tro-komponentna i Ugijeva ¢etvero-komponentna reakcija su primjeri MCR
koje se oslanjaju na izocijanide. Uvodenje izocijanidne komponente rezultira vrlo stabilnim
sekundarnim amidom, S§to olakSava daljnju sintetsku manipulaciju i post-kondenzacijske

modifikacije produkata MCR.

Mehanizam Passerinijeve reakcije prikazan je shemom 3. U ovom uskladenom
mehanizmu, karboksilna kiselina i karbonilna skupina se vezu vodikovom vezom te u jednom
koraku reagiraju s izocijanidom ¢ime nastaje ciklicko prijelazno stanje |. Dolazi do a-adicije
karbonilne skupine (elektrofila) i karboksilata (nukleofila) na izocijanid dajuci intermedijer 11 koji
pregradnjom prelazi u kona¢ni Passerinijev produkt I11. Jo§ je uvijek nerazrijeSeno koji je korak

sinteze limitirajuéi: a-adicija ili pregradnja.?*

I 11 III

Shema 3. Opéeniti mehanizam Passerinijeve reakcije. 2

Svojstveno raznim MCR, pa tako i Passerinijevoj i Ugijevoj reakciji, je formiranje novog
stereogenog centra. Stoga je vaZzna kontrola stereoselektivnosti ovih asimetri¢nih

multikomponentnih reakcija (engl. AMCRs) kako bi se dobio strukturno kompleksan i

14



stereokemijski definiran produkt. Prijasnja istrazivanja su pokazala da na dijastereoselektivnost
MCR znatno utjece struktura aldehida, ali i -OH zastitne skupine aldehida dobivenog iz

ugljikohidrata, polozaj karbonilnog C atoma te ostale komponente reakcije.

Tako su Vlahovic¢ek-Kahlina i suradnici proveli dijastereoselektivne Passerinijeve reakcije
s aldehidnim derivatom D-fruktoze, cetiri razli¢ite karboksilne kiseline te dva komercijalno
dostupna izocijanida (cilkoheksil-, 1,1,3,3-tetrametilbutil izocijanid) i dva izocijanidna derivata
ugljikohidrata (shema 4). Kombinacijom pocetnih reagenasa je dobiveno 20 produkata s dobrim

do odli¢nim iskoristenjima (57 — 80 %) te je gotovo svim produktima odreden dijastereoselektivni

omjer. %
o) Ri
NH><
O CHO PS o= o o
. 3 Ry~ “OH
o) o} DCM, 24 h O>\\
T o SN
. 2 4
R—N=C o
izocijanidi:
AcO OAc AcO pAc
+ 0 + - O + - \ + -
QN;C . AcO'- N=C LINZC AcO'- JINZC
N=C 5 AcO R (e}
AcO  OAc AcO  OAc BnO
karboksilne kiseline:
o o ?AC O
P§ 0 AcO OH
OH OH 5
OH AcO"
NHBoc OAc

Shema 4. Shema provedene Passerinijeve reakcije; strukture koristenih izocijanida i karboksilnih

Kiselina.?®

Opc¢eniti mehanizam ¢etverokomponentne Ugijeve reakcije prikazan je shemom 5, u kojoj
sudjeluju keton ili aldehid, amin, izocijanid i karboksilna kiselina, a kao produkt nastaje
a-aminoacil-amid. U Ugijevoj reakciji najprije aldehid ili keton i amin generiraju imin (1) koji se
protonira vodikom iz karboksilne kiseline, ¢ime se povecava elektrofilnost C=N veze. Izocijanid

nukleofilno reagira s aktiviranim ugljikovim atomom imina (11), a karboksilatni ion se nukleofilno
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adira na ugljikov atom izocijanida (I11) te nastaje odgovarajuci imidat (IV). Medutim, konacni

Ugijev produkt (V) se formira tek nakon Mummove pregradnje.

C:\\N+
o) Rs o “Rs
P ——L Y S R3(
Ri” R, NH; e R;~ “OH ) o
R H’Npﬁ/Rz
1 _
R1 R4 O
1 11
X
Ry O O
R O)J\R Mummova pregradnja 33 o
—_— R3 N",R5 — 3 %) 4 R4\"/N7%J\N/R5
' Z _N X, R
H/NXC/J H %N ° o] R1R2Il|
Rq R,
R¢R,
111 1A% \%

Shema 5. Mehanizam Ugijeve reakcije.?®

Posto Ugijev produkt ima vecu strukturnu raznolikost i slozenost, ova se MCR koristi vise
od Passerinijeve reakcije. Lockhoff je uz razne kombinacije poc¢etnih Cetiri komponenti dobio 22
razli¢ita Ugijeva produkta; reakcija je tekla preko noéi u etanolu i tetrahidrofuranu (THF), nakon
Cega je provedena hidroliza u HCI kroz 30 min. Produkt je nakon ekstrakcije s MeOH procis¢en
kolonskom kromatografijom na stupcu silikagela. Primjer jedne takve reakcije je prikazan shemom
6.26

1) EtOH, THF, 24 h

+ 2) HCI, 30 min

Shema 6. Primjer asimetri¢ne organske sinteze putem Ugijeve reakcije.?’

Ograni¢enje multikomponentnim reakcijama predstavlja slaba komercijalna dostupnost

mnogih izocijanida, posebice s bioloski aktivnim grupama. 1995. Armstrong uvodi koncept
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konvertibilnog izocijanida gdje univerzalni izocijanid ima moguc¢nost zamjene ostalih izocijanida
jer se po zavrsetku MCR moze prevesti u drugu funkcijsku skupinu, npr. amid, tioester, ester ili
karboksilnu kiselinu. Uvodenjem konvertibilnog izocijanida je znatno proSirena molekularna

raznolikost produkata.

Potreban je prakti¢ni konvertibilni izocijanid koji je dovoljno nukleofilan za reakciju s
ostalim reaktantima multikomponentnih reakcija, ali koji ¢e generirati elektrofilni karbonilni
ugljik amida nakon same reakcije. Takvi su 2-izocijanopiridini koje su sintetizirali van der Heijden

i suradnici, koristeni u Ugijevoj reakciji kao §to je prikazano shemom 7.

© R{COOH O R
Cs @ ! 3 H o R
~N N\ Br R2NH, )J\ N N Br NuH )J\ 3
| R N | ~ o R N)ﬁ(Nu
P R3;CHO éz 0 _ k/se_/l I/I' 1 Il? J
MeOH bazicni 2
uvjeti

Shema 7. Primjena novog konvertibilnog izocijanida u Ugijevoj reakciji.?’

Osim MCRs s izocijanidnom komponentom (Passerinijeva i Ugijeva reakcija), razvijene
su i MCRs koje se oslanjaju na karbonilne spojeve (Biginellijeva, Mannichova, Gewaldova,

Streckerova reakcija, itd.).2

Radikalske reakcije

U posljednjih se 10 godina fotokemijske radikalske reakcije sve vise koriste s ciljem brzog
pristupa molekularnim bibliotekama novih neprirodnih aminokiselina ili za specifi¢ne
modifikacije peptida i proteina. U nastavku su kratko opisani fotokemijski sintetski putevi

dobivanja C-glikozilnih aminokiselina i njihovih prekursora.

Peng i suradnici su razvili strategiju za fotokemijsku sintezu C-glikozilnih aminokiselina
bez koristenja fotosenzibilizatora i metalnih katalizatora (shema 8). Opisani sintetski put obuhvacéa
a-imino estere koji se ponasaju kao elektrofili u kemoselektivnoj adiciji s nukleofilnim glikozilnim

radikalima. Prisutni su blagi reakcijski uvjeti, a C-C veza nastaje polazeéi sa zasticenim i
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nezastiéenim Se¢ernim jedinicama.?® Glikozilni radikali se generiraju iz odgovarajuéih glikozilnih
prekursora te reagiraju s komercijalno dostupnim a-imino-esterima koji predstavljaju elektrofile.
Pri tom se umjesto metalnog katalizatora i komercijalnog fotosenzibilizatora koristi Hantzschov

ester (HE) koji preuzima ulogu fotosenzibilizatora i donora vodika.

C

o |
cl
PGO,—O  O-N NHPG
{ﬂ cl iPr,NEt - HBF, (1.0 ekv) o
0 © 0 ¢ HE (1.5 ekv) CO,Et
n=0.1 PGO
34 W plavi LED 0 0
oo MeCN (0.05 M), s.t., 6-18h =
N7 Co,Et

Shema 8. Dobivanje C-glikozilne aminokiseline putem selektivne reakcije elektrofilnog a-imino

estera s glikozilnim radikalom.?°

Andrews i suradnici su razvili fotoreakcijski sintetski put za dobivanje C-glikozilnog
aldehida (shema 9) kojeg su koristili u po¢etnom koraku sinteze C-glikozilne aminokiseline.
Primijetili su kako je za dobivanje aldehida I u Schlenkovoj tikvici od 25 mL potrebno 24 h
radijacije za konverziju od 85 %, dok je u NMR cjev¢ici promjera 5 mm za konverziju od
73 % potreban samo 1 h radijacije. Efikasnost reakcije su povecali konstrukcijom jednostavnog
fotoreakcijskog kontinuiranog protoka. Potom su proveli asimetricnu Streckerovu reakciju za
dobivanje derivata amino nitrila te je preko amida, estera i azida dobivena Zeljena C-glikozilna
aminokiselina. U  fotoreakciji,  glikozil-bromid  uz  katalizator ~ [Ru(dmb)s]?*
(dmb = 4,4'-dimetil-2,2'-bipiridin) generira radikale koji se putem radikalske adicije adiraju na

akrolein, dajuéi odgovaraju¢i C-glikozilni aldehid. %
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iPerEt OAc

OAc
AcO 0 O 1 mol% [Ru(dmb)s*  AcO 0
AcO + \)\ , > AcO 0
P H  /Bu-HEH, CH,Cl, Porr

Br ho H

C-glikozilne aminokiseline dobivene iz aldehida 1

OAc OAc
AcO o] AcO 0
AcO o AcO NH,
AcO AcO OH
OH
NH, 0

Shema 9. Fotokemijska sinteza glikozilnog aldehida i strukture odgovarajuéih glikozilnih

aminokiselina.?®

Shah je opisao fotokemijsko dobivanje neprirodnih aminokiselina bez metalnog
katalizatora u dva koraka (shema 10). Sintetski put uklju¢uje komercijalno dostupne karboksilne

kiseline kao radikalske prekursore te derivat N-Boc, dehidroalanina kao radikalskog akceptora.*

Acr'BF,4 (10 mol%)

0 (0]
0] + K2HPO4 (25 ekV) TFA
X o8 . S .
R™ OH NBoc, DMF (0.1 M) CH,Cl, (0.08 M) T,
25°C,20 h 25°C,1.5h
plavi LED

Dobivene neprirodne aminokiseline:

NC R -
0 F 0 \ /=N 0
N =
OBn 0 OBn MOB”
NH, NH, NH,

82 % 84 % 59 %

Shema 10. Fotokemijska sinteza neprirodnih aminokiselina u dva koraka; primjeri dobivenih

produkata.®?
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Nas pristup

MCRs odlikuje visoka selektivnost i posebno su prikladne u kombinatornoj kemijskoj
sintezi, dajuéi produkte visokog stupnja ¢istocée.?! Pokazale su se efikasnim sintetskim putem za
pripravu kompleksnih, visoko funkcionaliziranih i strukturno razli¢itih glikomimetika — molekula
koje oponasaju bioaktivnu funkciju ugljikohidrata ali s poboljSanim farmakoloskim svojstvima.
Svojstveno im je nastajanje novog stereogenog centra te ué¢inkovitost strategije ovisi o efikasnosti
nastajanja  strukturno kompleksnih i stereokemijski definiranih produkata. OpaZena
stereoselektivnost ovisi o polozaju aldehidne skupine, OH- zaStitnim skupinama 1 ostalim
reagensima MCR.2® Aldehidni derivati $ecera predstavljaju svestran alat u otkrivanju lijekova a
prema literaturi su zapostavljeni u MCR s izocijanidima (npr. Passerini, Ugi). U Laboratoriju za
biomimeticku kemiju Instituta Ruder Boskovi¢ razvijen je stereoselektivni visekomponentni
pristup za sintezu C-glikozilnih aminokiselina, gdje je Secerna jedinica direktno vezana na C,
atom. Trokomponentnom Passerinijevom reakcijom se karbonilni spojevi dobiveni iz
ugljikohidrata prevode u o-aciloksiamide. Istrazeni su razli¢iti ugljikohidrati 1 ispitana je

uc¢inkovitost dobivenih novih aminokiselina u sintezi peptidomimetika.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj istrazivanja u okviru ovog diplomskog rada je sinteza tripeptida s ugradenom
neprirodnom C-glikozilnom a-aminokiselinom. Dosadasnjim istrazivanjima razvijena je strategija
dobivanja neprirodnih  C-glikozilnih  a-aminokiselina, primjenom dijastereoselektivne
Passerinijeve reakcije. Kao izvor C-glikozilne jedinice u Passerinijevoj reakciji koristit ¢e se
izopropilidenima zasti¢eni aldehidi dobiveni iz odgovaraju¢ih ugljikohidrata (sorboze i fruktoze).
U spomenutim reakcijama koristit ¢emo tzv. aminokiselinski, odnosno konvertibilni izocijanid
koji se vrlo lako ukloni hidrolizom u baznim uvjetima s ciljem dobivanja derivata a-hidroksi-C-
glikozilnih  kiselina. Post-kondenzacijskim modifikacijama sintetizirat ¢e se neprirodne

C-glikozilne a-aminokiseline.

3.1. Sinteza pocetnih spojeva

3.1.1. Sinteza konvertibilnog izocijanida

Za sintezu nove neprirodne aminokiseline modifikacijom sorboze koristen je konvertibilni
Martensov izocijanid, 1-izocijano-4-metoksi-2-nitrobenzen (2), dobiven kroz dva sintetska koraka
prikazana na shemi 11. U prvom koraku nastaje formamid 1, s iskoriStenjem od n =75 % te u
sljede¢em koraku nastaje konvertibilni izocijanid, produkt 2, takoder uz iskoristenje od n = 75%.

Nastajanje Zeljenog produkta 2 utvrdeno je asigniranjem signala *H NMR spektra (prilog; a)).
NO> H o NO2 NMM, trifosgen NO,
H,N l HCOOH, Ac,0 H\H/N i THF, dry CN. i
0°C—>rt. -20 °C > r.t.
O/ (0] O/ O/

1 2

Shema 11. Priprava konvertibilnog izocijanida, 1-izocijano-4-metoksi-2-nitrobenzena (2).
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Izocijanidi i njihovi derivati se koriste u multikomponentnim reakcijama kao Sto su
Passerinijeva i Ugijeva reakcija, a svoju Siroku primjenu zahvaljuju svojstvima koja proizlaze iz

strukture (slika 14.); na C-atomu reagiraju kao nukleofili, a na N-atomu kao elektrofili.

+ -

R{—N=C: <—> R,—N=C:

Slika 14. Rezonantne strukture izocijanidne skupine.

Dobivanje neprirodne C-glikozilne a-aminokiseline modifikacijom fruktoze ukljucuje
aminokiselinski izocijanid. Pritom je koristen komercijalno dostupan metil izocijanoacetat, ¢ija je

struktura prikazana na slici 15.
o)
Ne YO
o)

Slika 15. Aminokiselinski izocijanid koriSten za sintetski put B.

3.1.2. Sinteza ugljikohidratnih aldehida

Sorbozni derivat

KoriStena je komercijalno dostupna izopropilidenima zastiCena sorboza te je provedena
Dess-Martin oksidacija, kojom se primarna hidroksilna skupina oksidira do aldehidne. Pritom je
kao oksidans koriSten blagi selektivni reagens Dess-Martin perjodinan (DMP). Reakcija je
provedena u DCM pri sobnoj temperaturi te je proc¢is¢eni produkt aldehid (3) dobiven u
iskoritenju od n = 58 %. Asigniranjem H NMR spektra (prilog; b)) potvrdeno je nastanje

produkta 3 koji se koristi kao aldehidna komponenta u Passerinijevoj reakciji.

Prednosti ovog hipervalentnog jodnog reagensa naspram kromovih i DMSO oksidansa su
provodenje oksidacije u blagim uvjetima kao $to su sobna temperatura i neutralni pH, visa
iskoritenja i kemoselektivnost, kratko vrijeme reakcije i dugi rok trajanja samog oksidansa.

Medutim, zbog visoke cijene 1 potencijalno eksplozivne prirode se ne koristi na velikoj skali, tj u
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industrijskoj proizvodnji.3! Klju¢an korak mehanizma oksidacije (shema 12) je brza zamjena

liganda uslijed visokog afiniteta DMP-a prema kompleksiranju hidroksilnih skupina.
07\/J2 0
o) o]
Yo SN PJ« 0
o%\OH N N-H |
O\, + . 0] >T . \ + )J\
<9 o R )\R R2R1) 0 R "R
[e) >§ 1 2 0

) O

!

2

0]

Shema 12. Mehanizam oksidacije primarnih ili sekundarnih alkohola uz DMP oksidans.

Fruktozni derivat

Na slobodne -OH skupine fruktoze je potrebno uvesti zastitne izopropilidenske skupine.
Prema ranijim istraZivanjima je utvrdeno kako suspenzija kristalne D-fruktoze u acetonu, uz
sumpornu kiselinu kao katalizator, dovodi do nastajanja dva acetala: 1,2:4,5-di-O-diizopropiliden-
[-D-fruktopiranoza (a-diaceton-D-fruktoza) i 2,3:4,5-di-O-diizopropiliden-f-D-fruktopiranoza
(p-diaceton-D-fruktoza). Brzina reakcije ovisi o koncentraciji katalizatora sumporne kiseline ili o
prisutnosti drugog katalizatora kao $to je ZnCl,. Prilagodavanjem reakcijskih uvjeta moguce je

izolirati jedan izomer u zadovoljavajuéem iskoristenju (shema 13 ).%

23



(CH3),CO

r.t.

o. 3 1,2:4,5-di-O-diizopropiliden-B-D-fruktopiranoza
()‘:OH
HO" ™" OH
OH _OH
0. .0
(CH3)2CO ><
konc. HySO4 (= 5%) o

r.t. Q

Termodinamicki produkt

2,3:4,5-di-O-diizopropiliden-p-D-fruktopiranoza
Shema 13. Uvodenje zastitnih skupina izopropilidena na D-fruktozu.®?

Tako u reakciji s niskom koncentracijom kiseline (H.SO4 < 0,5%) kao produkt nastaje
diacetal 1. Dobiveni kineti¢ki produkt brzo izomerizira do termodinami¢kog produkta, diacetala
Il. Medutim, produkt | je moguce izolirati u zadovoljavaju¢em iskoriStenju ukoliko se reakcija
zaustavi prije postizanja ravnoteze izmedu izomera. Diacetal | je produkt kineti¢ki kontrolirane
kondenzacije D-fruktoze s acetonom te nastaje vrlo brzo, vjerojatno kao posljedica vece
reaktivnosti primarne -OH skupine na C1 atomu. Uoceno je kako diacetal Il uvelike prevaldava
pri ravnotezi, $to ga ¢ini termodinamicki stabilnijem od diacetala 1. Tako u reakciji s visokom
koncentracijom kiseline (H.SOs > 5%) najprije nastaje kineticki produkt | koji vrlo brzo
izomerizira u termodinamicki produkt Il kojeg je moguce izolirati u zadovoljavaju¢em

iskoristenju. Koncentracije katalizatora koje iznose 0,5 — 5 % daju smjesu izomera diacetala I i
11.2°

Uz koncentriranu sumpornu Kiselinu kao katalizator dobiven je termodinamicki produkt

(11) u zadovoljavaju¢em iskoristenju, n = 87 %. Derivat fruktoze je u sljede¢em stupnju podvrgnut
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oksidaciji u svrhu dobivanja aldehida. Prisutnost zastitnih izopropilidenskih skupina na fruktozi i

sorbozi potvrdena je karakteristi¢nim signalima *H NMR spektara (prilog; b-n)).

U prvom reakcijskom koraku uvedena je izopropilidenska zaStita na odgovarajuci
ugljikohidrat. Zatim slijedi Dess-Martin oksidacija s ciljem dobivanja zeljenog Se¢ernog aldehida.
Dess-Martin oksidacija je provedena u DCM pri sobnoj temperaturi te je mehanizam reakcije isti
kao i za dobivanje aldehidnog derivata sorboze. Procis¢eni produkt je aldehid (12) dobiven u

iskoristenju od n = 92% te se koristi kao karbonilna komponenta u Passerinijevoj reakciji.

3.2. Sinteza Passerinijevih produkata 1 post-kondenzaijske modifikacije
pripravljenih C-glikozilnih a-hidroksi-kiselina

Multikomponentne reakcije su vrijedan sintetski alat za efikasno generiranje strukturno i
stereokemijski razli¢itih klasa spojeva medu identificiranim bioaktivnim metama.?! U izradi ovog
diplomskog rada koriStena je Passerinijeva reakcija, koju je 1921. opisao Mario Passerini u
talijanskom znanstvenom ¢asopisu Gazzetta Chimica Italiana. Poseban interes za ovom reakcijom
su potaknule post-kondenzacijske transformacije koje generiraju peptidomimetike, heterocikle,
itd.>*
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3.2.1. Sorbozni derivat

0]

HO,
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C-glikozilna a-hidroksi kiselina
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n=89% o‘ (o 1=92% %O © 74%

7 8
neprirodna
C-glikozilna a-aminokiselina

Shema 14. Sintetski put A — reakcije uz sorbozni derivat.

Provedena je dijastercoselektivna Passerinijeva reakcija s ciljem uvodenja C-glikozilne
komponente. Pritom su za pocetne spojeve ove MCR koriSteni aldehid izopropilidenima zasti¢ene
sorboze (3), konvertibilni izocijanid (2) i octena kiselina uz navedene reakcijske uvjete (shema
14). Prema prijaS$njim istrazivanjima Passerinijevih produkata nastalih kondenzacijom aldehida (3)
i razli¢itih karboksilnih i izocijanidnih komponenata, konfiguracija novonastalog glavnog
dijasterecoizomera je odredena kao S. Tako je i Passerinijevom produktu (4) pripisana S
konfiguracija novonastalog kiralnog centra, uz pretpostavljen napad izocijanida s pro-S strane
aldehida. U narednom sintetskom koraku je hidrolizom u baznim uvjetima dobivena odgovarajuca
C-glikozilna o-hidroksi kiselina (5). Kako bi se dobila Zeljena neprirodna C-glikozilna o-
aminokiselina produkt hidrolize je podvrgnut post-kondenzacijskim modifikacijama. Tako je prvi
sljede¢i korak bilo metiliranje a-hidroksi Kiseline, kako bi se zastitio -OH dio karboksilne skupine.
Generiranje -NHz iz -OH skupine provodi se u tri sintetska koraka: prevodenje -OH skupine u
dobro izlazecu skupinu triflata, nukleofilna supstitucija uz NaNs te naposljetku redukcija -N3 u

-NH: skupinu.

Produkti sintetskog puta A (4-9) su dobiveni s dobrim do izvrsnim iskoristenjima

(57-92 %) te su sve strukture potvrdenje asigniranjem signala *H NMR spektra (prilog; c-g).
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3.2.2. Fruktozni derivat

o
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Shema 15. Sintetski put B — reakcije uz fruktozni derivat.

Sintetski put B (shema 15) opisuje provodenje dijastercoselektivne Passerinijeve reakcije
i naredne modifikacije u svrhu dobivanja zeljene neprirodne C-glikozilne a-aminokiseline. Pritom
je Passerinijeva reakcija provedena uz aldehid izopropilidenima zastiene fruktoze (12), metil
izocijanoacetat i octenu kiselinu pri navedenim sintetskim uvjetima. Dobiveni Passerinijev
produkt je podvrgnut hidrolizi u bazinim uvjetima zbog kiselog karaktera zastitnih
izopropilidenskih skupina. Kako bi se omogucilo selektivno uvodenje dobro odlazece triflatne
skupine, najprije je provedeno metiliranje karboksilne skupine novonastale a-hidroksi kiseline
(14). Slobodna a-hidroksilna skupina produkta metiliranja (15) se aktivira u reakciji s anhidridom
trifluormetansulfonske kiseline ((Tf)20), pri ¢emu nastaje odgovarajuéi triflatni derivat (16). U
sljede¢em sintetskom koraku dolazi do nukleofilne Sn2 supstitucije — 16 u reakciji s natrijevim
azidom (NaNs) sto dovodi do nastajanja odgovarajuceg azida (17). Azid N3~ je iznimno dobar
nukleofil te sudjeluje u Sn2 reakcijama s alkil halidima i sulfonatima. Pritom dolazi do inverzije
konfiguracije: nukleofilni N3~ napada C,-atom sa suprotne strane u odnosu na polozaj odlazece
skupine — triflata. Koristenje azida predstavlja odli¢an sintetski put za dobivanje primarnih amina,

posto se azid vrlo lako reducira do -NH: skupine. Tako je dobivanje C-glikozilne a-aminokiseline
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(18) planirano redukcijom 17 s natrij borhidridom (NaBH4) uz prisutnost kataliticke koli¢ine
niklovog (I1) klorida heksahidrata (NiCl - 6 H20).

Prema sintetskom putu B, produkti 13-16 nastaju uz dobra do izvrsna iskoristenja (65 — 94
%) te je njihovo nastajanje potvrdeno asigniranjem signala snimljenih *H NMR spektara (prilog;
j-m)). Medutim, nismo uspjeli pripraviti azid (17) te u reakcijskoj smjesi zaostaje polazni spoj 16,
triflatni derivat, $to je potvrdeno asigniranjem *H NMR spektara (prilog; m, n). Takoder, nastajanje
C-glikozilne aminokiseline (18) prema *H NMR spektru nije dokazano te pretpostavljamo da je

uzrok nepovoljna geometrija spoja.

3.3. Sinteza tripeptida s wugradenom neprirodnom C-glikozilnom a-

aminokiselinom

Peptidna ili amidna veza povezuje dvije aminokiseline i to a-karboksilnu skupinu jedne
aminokiseline s a-amino skupinom druge, pri ¢emu dolazi do gubitka molekule vode. Planarna
peptidna veza moze imati obje konfiguracije te gotove sve peptidne veze u proteinima pokazuju
trans-konfiguraciju koja je povoljnija zbog sterickih smetnji u cis-konfiguraciji. Nadalje, oko

peptidne veze je sprjecena rotacija zbog izrazenog karaktera dvostruke veze.

Za nastajanje Zeljenog peptida potrebno je osigurati visoku razinu kemoselektivnosti
koristenjem zastitnih skupina i1 reagensa za aktivaciju. Naime, ukoliko su u obje aminokiseline
koje sudjeluju u reakciji slobodne i karboksilna i amino skupina moguée je nastajanje peptidne
veze izmedu nezeljenih N- i C- krajeva, daju¢i nusprodukte. Za sintezu tripeptida (10) je provedena
kondenzacija novonastale neprirodne C-glikozilne a-aminokiseline (9) i komercijalno dostupnog
prirodnog dipeptida (Boc-Phe-Ala-OH). Dipeptid na N-kraju ima vezanu Boc-zastitnu skupinu
(tert-butiloksikarbonilnu skupinu) koja se lako uklanja u kiselim uvjetima, dok je C-kraj slobodan.
Upravo ¢e karboksilna skupina dipeptida reagirati sa slobodnom amino-skupinom neprirodne

aminokiseline (9). U kondenzacijskoj reakciji je kao baza koristen N-metilmorfolin, dok je kao
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aktivacijski reagens odabran HATU (1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-
b]piridinijev 3-oksid heksafluorofosfat) (shema 16).

HN_ 7 Q<
0 o— o o NMM, HATU o o o/
i o v H 1° o
SR * %\ L N DMF %\ JL N N
S 07N <~ “OH 0" N <N
o) (e} H o B s.t.,, 24 h H S H H S

9 10

Shema 16. Sintetski put za dobivanje zeljenog tripeptida s ugradenom neprirodnom C-

glikozilnom a-aminokiselinom.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO

4.1. Materijali i metode

Kemikalije koristene u sintezi bile su analiticke ¢isto¢e dok su otapala procis¢ena prema
standardnim literaturnim postupcima.®* U pojedinim sintetskim koracima koristeni su sljedeéi
reagensi i otapala: D-fruktoza, 2,3;4,5-di-O-izopropiliden-a-L-sorbofuranoza, Dess-martin
perjodinan (DMP), metil jodid, anhidrid trifluormetansulfonkse kiseline, natrijev borhidrid, niklov
(1) klorid heksahidrat, (O-(7- azabenzotriazol-1-il))-1,1,3,3-tetrametilamonijev heksafluorofosfat
(HATU), piridin, N-metilmorfolin, koncentrirana sumporna kiselina, octena kiselina, aceton,
diklormetan, petroleter, etilacetat, acetonitril, etanol, metanol, dimetilformamid, natrijev
hidroksid, zasi¢ena vodena otopina natrijevog hidrogenkarbonata, zasi¢cena vodena otopina
natrijevog klorida, 10% vodena otopina kalijevog hidrogensulfata, vodena otopina natrijevog

tiosulfata pentahidrata, bezvodni natrijev sulfat.

Tijek reakcije, kontrola Cisto¢e i preliminarna identifikacija produkata je odredivana
tankoslojnom kromatografijom (TLC) provedenom na plo¢icama silikagela (Silica Gel 60 F254,
Merck; Darmstadt, Germany). Spojevi koji apsorbiraju u UV produdju, detektirani su pod UV
svjetlom (4 = 254 nm) ili koriStenjem p-anisaldehida i ninhidrina uz zagrijavanje, pripravljenima
prema literaturnim propisima. Za procis¢avanje i izolaciju pripravljenih spojeva koristena je
kromatografija na stupcu uz kruti adsorbens silikagel (Silica Gel 60 F254, Merck; Darmstadt,

Germany).

Spojevi su identificirani s *H i 3C tehnikama nuklearne magnetske rezonancije. NMR
spektri su snimljeni na instrumentu Bruker Avance 600 MHz (600,13 MHz, *H; 150,91 MHz, 3C)
u detueriranom kloroformu (CDCIs), deuteriranom acetonitrilu (CD3CN) i deuteriranom
dimetilsulfoksidu (DMSO) pri 298 K. Kemijski pomaci su izrazeni relativno na unutarnji standard,

tetrametilsilan ((CH3)4Si, TMS), u ppm vrijednostima.
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4.2. Sinteza pocetnih spojeva

Sinteza konvertibilnog izocijanida
Sinteza N-(4-metoksi-2-nitrofenil)formamida (1)

Acetanhidrid (Ac20; 1,25 ekv; 22,30 mmol; 2,1 mL) je pazljivo dokapan ohladenoj (0 °C)
mravljoj kiselini (HCOOH; 31,20 ekv; 556,65 mmol; 21 mL). Ohladenoj otopini (0 °C) je dodan
4-metoksi-2-nitroanilin (C7HsN20s; 17,84 mmol; 3 g). Mijesanje je nastavljeno 3 h na sobnoj
temperaturi. Reakcija je zaustavljena dodatkom hladne destilirane vode pri ¢emu nastaje gusta zuta
suspenzija koja je profiltrirana uz vakuum preko sinter lijevka. Zaostali talog je prekristaliziran iz
etanola (60 mL). Dobiven je kona¢ni produkt u obliku Zutog praha (2,64 g; 1=75%), koji je koristen

u narednom sintetskom koraku.

CsHsN2O4; Mr = 196,16; 1 = 75 % (2,64 Q).

Sinteza 1-izocijano-4-metoksi-2-nitrobenzena (2)

Pripravljeni formamid 1 (CgHgN20s4; 5,10 mmol; 1,0 g) je otopljen u suhom
tetrahidrofuranu (THF; 51 mL). U ohladenu otopinu (-20 °C) je dokapan N-metil-morfolin (NMM;
4 ekv; 20,39 mmol; 2,2 mL), a potom je dodan trifosgen (CsClsO3; 0,5 ekv; 2,55 mmol; 756,4 mg).
Mijesanje je nastavljeno preko no¢i na sobnoj temperaturi. Reakcija je zaustavljena dodatkom
zasi¢ene vodene otopine natrijeva hidrogenkarbonata (NaHCOs3; 50 mL) te je provedena
ekstrakcija sustavom DCM/NaHCO3 (zas.). Organski sloj je uparen. Ostatak zaostao uparavanjem
je procis¢en brzom tekuc¢inskom kromatografijom na stupcu silikagela (h = 10 cm) gdje je kao
eluens koriSten sustav otapala PE:EA = 1:1. Izoliran je produkt u obliku crvenog praha (683,2 mg;
N=75%).
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CsHsN203; Mr = 178,15; 1 = 75% (683,2 mg); 'H NMR (600 MHz, CDCls) 8/ppm 7.57 (d, J = 2.8
Hz, 1H), 7.51 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.18 (dd, J = 8.9, 2.8 Hz, 1H), 3.93 (s, 3H).

Sinteza ugljikohidratnog aldehida
Sorbozni derivat

Sinteza (3aS, 3bR, 7aS, 8aR)-2,2,5,5,-tetrametiltetrahidro-8aH-
[1,3]dioksolo[4',5":4,5]furo[3,2-d][1,3]dioksin-8a-karbaldehida (3)

2,3:4,5-di-O-izopropiliden-a-L-sorbofuranoza (Ci2H200e; 1,90 mmol; 495,1 mg) je
otopljena u suhom diklormetanu (DCM; 10 mL) te je dodan Dess-Martin perjodinan (DMP; 1,1
ekv; 2,09 mmol; 887,4 mg) u nekoliko manjih obroka.. Mijesanje je nastavljeno preko noci pri
sobnoj temperaturi u struji argona/u internoj atmosferi argona. Reakcija je zaustavljena dodatkom
vodene otopine Na;S203 - 5 HoO (3 g; 20 mL) i zasi¢ene vodene otopine NaHCO3 (20 mL).
Provedena je ekstrakcija sustavom DCM/NaCl (zas.) te je organski sloj osusen iznad bezvodnog
natrijevog sulfata (Na;SO4) nakon ¢ega je profiltriran, a otapalo je upareno. Zaostali produkt je
proc¢is¢en brzom teku¢inskom kromatografijom na stupcu silikagela (h = 5 cm) pri ¢emu je kao
eluens koristen sustav otapala PE/EA = 1:1. Produkt je izoliran u obliku bijelog ulja (574,7 mg;
N=58%).

C12H1806; Mr = 258,27; 1 = 58 %: (574,7 mg); *H NMR (600 MHz, CDCls) § 9.68 (s, 1H), 4.58
(d, J = 9.5 Hz, 1H), 4.55 (s, 1H), 4.33 (dd, J = 5.8, 2.6 Hz, 1H), 4.31 — 4.28 (m, 1H), 4.24 (dd, J =
3.9, 1.9 Hz, 1H), 1.50 (s, 3H), 1.47 (s, 3H), 1.43 (s, 3H), 1.38 (s, 3H).
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Fruktozni derivat

Sinteza ((3aS, 5aR, 8aR, 8bS)-2,2,7,7,-tetrametiltetrahidro-3aH-bis([1,3]dioksolo[4,5-
b:4'5'-d]piran-3a-il)metanola (11)

D-fruktoza (55,5 mmol; 10 g) je otopljena u acetonu (CsHeO; 208,3 mL) i ohladena na
0 °C. Zatim je polagano dokapana konc. sumporna kiselina (H2SOa; 10,5 mL) uz mijeSanje, sve
dok se fruktoza u potpunosti ne otopi. MijeSanje je nastavljeno pri sobnoj temperaturi 90 min.
Potom je reakcijska smjesa ohladena na 0 °C te je polako dokapana ohladena vodena otopina
NaOH (30 g u 150 mL vode). Otapalo je upareno te je zaostala vodena suspencija ekstrahirana s
DCM/NaCl (zas.). Organski sloj je ispran vodom i osuSen iznad bezvodnog Na>SQOg, profiltriran,
a otapalo je upareno. Sirovi produkt je rekristaliziran iz vriju¢eg etera (5 mL/g) s dodatkom
hladnog pentana. Produkt je dobiven u obliku zute krutine (9,72 g; 1=90%).
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S
C12H2006; Mr = 260, 29; 1 = 90 % (9,72 g).

Sinteza (3aR, 5aR, 8aR, 8bS)-2,2,7,7,-tetrametiltetrahidro-3aH-bis([1,3]dioksolo[4,5-
b:4'5'-d]piran-3a-karbaldehida (12)

Izopropilidenima zasti¢ena D-fruktoza (11) je otopljena u suhom DCM (10 mL) te je dodan
Dess-Martin perjodinan (DMP; 1,1 ekv; 2,21 mmol; 939,2 mg) u nekoliko manjih obroka.
Mijesanje je nastavljeno preko noci pri sobnoj temperaturi u struji argona. Reakcija je zaustavljena
dodatkom vodene otopine Na2S»203 - 5 H20 (3 g; 20 mL) i zasi¢ene vodene otopine NaHCO3
(20 mL). Provedena je ekstrakcija sustavom DCM/NaCl (zas.). Organski sloj je osuSen iznad

bezvodnog Na,SOs, nakon Cega je profiltriran, a otapalo je upareno. Zaostali produkt je prociséen
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brzom tekuc¢inskom kromatografijom na stupcu silikagela (h = 10 cm) pri ¢emu je kao eluens

koriSten sustav otapala PE/EA = 1:1. Produkt je izoliran u obliku zutog ulja (493,7 mg; n1=92%).

C12H1806; Mr = 258,27; n = 92 % (493,7 mg).

4.3. Sinteza Passerinijevih produkata i post-kondenzacijske modifikacije

pripravljenih C- glikozilnih a-hidroksi kiselina

4.3.1. Passerinijeva reakcija

Sinteza (S)-2-((2-amino-4-metoksifenil)amino-2-okso-1-((3aS, 3bR, 7aS, 8aR)-2,2,5,5-
tetrametiltetrahidro-8aH-[1,3]dioksolo[4',5"4,5]furo[3,2-d][1,3]dioksin-8a-il)etil acetata (4)

Aldehid izopropilidenima zasti¢ene-sorboze (3; 2,19 mmol; 564,7 mg) je otopljen u suhom
DCM (4,45 mL) te su dodani konvertibilni izocijanid (2; 1 ekv; 2,19 mmol; 390,1 mg) i octena
kiselina (CH3COOH; 1 ekv; 2,19 mmol; 0,13 mL). MijeSanje je nastavljeno 24 h pri sobnoj
temperaturi. Otapalo je upareno po zavrSetku reakcije. Ostatak zaostao uparavanjem je ocis¢en
brzom tekucinskom kromatografijom na stupcu silikagela (h = 20 cm), pri ¢emu je kao eluens
koristen sustav otapala PE:EA = 1:1. Produkt je izoliran u obliku crveno-narancastog ulja (929,5
mg; N=84%).
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CasH30N200; Mr = 466,49; 1 = 84 % (929,5 mg); *H NMR (600 MHz, CDCls) & 10.99 (s, 1H),
8.75 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 7.66 (s, 1H), 7.19 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 5.49 (s, 1H), 4.52 (s, 1H), 4.37 (d,
J =22 Hz, 1H), 4.29 (s, 1H), 4.27 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 4.09 (dd, J = 13.7, 2.3 Hz, 1H), 3.85 (s,
3H), 2.27 (s, 3H), 1.50 (s, 3H), 1.48 (s, 3H), 1.4 (s, 3H), 1.34 (s, 3H).

Sinteza metil ((S)-2-acetoksi-2-((3aR, 5aR, 8aR, 8bS)-2,2,7,7,-tetrametiltetrahidro-3aH-
bis([1,3]dioksolo[4,5-b:4",5'-d]piran-3a-il)acetil)glicinata (13)

Aldehid izopropilidenima zasti¢ene fruktoze (12; 1,21 mmol; 311,8 mg) je otopljen u
suhom DCM (2,41 mL), dodan je glicinski izocijanid (C4sHsNO2; 1 ekv; 1,21 mmol; 0,11 mL) i
octena kiselina (CHsCOOH; 1 ekv; 1,21 mmol; 0,07 mL). Mijesanje je nastavljeno 24 h pri sobnoj
temperaturi. Otapalo je upareno po zavrSetku reakcije. Ostatak zaostao uparavanjem je ociS¢en
brzom tekuc¢inskom kromatografijom na stupcu silikagela (h = 10 cm), pri ¢emu je kao eluens
koriSten sustav otapala PE:EA = 1:1. Produkt je izoliran u obliku bistrog bezbojnog ulja (404,8
mg; N=80%).
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Ci1sH27NO1o; Mr = 417; 41; 1 = 80 % (404,8 mg); 'H NMR (600 MHz, CDCls) § 7.00 (t, J = 4.6
Hz, 1H), 5.21 (s, 1H), 4.62 (dd, J = 7.9, 2.8 Hz, 1H), 4.39 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 4.26 (dd, J = 7.8,
1.3 Hz, 1H), 4.11 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 4.06 (dd, J = 18.5, 4.9 Hz, 1H), 3.95 (dd, J = 13.0, 1.9 Hz,
1H), 3.86 (d, J = 12.7 Hz, 1H), 3.76 (s, 3H), 2.21 (s, 3H), 1.54 (s, 3H), 1.52 (s, 3H), 1.48 (s, 3H),
1.35 (s, 3H).
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4.3.2. Hidroliza Passerinijevog produkta

Sinteza (S)-2-hidroksi-2-((3aS, 3bR, 7aS, 8aS)-2,2,5,5,-tetrametiltetrahidro-8aH-
[1,3]dioksolo[4',5":4,5]furo[3,2-d][1,3]dioksin-8a-il)octena kiseline (5)

Passerinijev produkt (4; 1,85 mmol; 919,5 mg) je otopljen u metanolu (MeOH; 18,73 mL)
te je dodan natrijev hidroksid (NaOH; 5 ekv; 9,26 mmol; 370,5 mg). Mijesanje je nastavljeno preko
no¢i na sobnoj temperaturi. Otapalo je upareno po zavrSetku reakcije. Ostatak zaostao
uparavanjem je ocis¢en brzom teku¢inskom kromatografijom na stupcu silikagela (h =20 cm), pri
¢emu je kao eluens najprije koristen sustav otapala: PE:EA = 1:1, a zatim: EA:EtOH:AcOH:H.0
=70:10:2:2. Izoliran je produkt u obliku Zuto-smede krutine (372 mg; n1=65%).
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C13H2008; Mr = 304, 40; 1 = 65% (372 mg).

Sinteza ((S)-2-hidroksi-2-((3aS, 5aR, 8aR, 8bS)-2,2,7,7,-tetrametiltetrahidro-3aH-
bis([1,3]dioksolo[4,5-b:4',5'-d]piran-3a-il)acetil)glicina (14)

Passerinijev produkt (13; 0,95 mmol; 394,8 mg) je otopljen u metanolu (10 mL) te je dodan
NaOH (5 ekv; 4,73 mmol; 193,9 mg). MijeSanje je nastavljeno preko no¢i na sobnoj temperaturi.
Otapalo je upareno po zavrSetku reakcije. Ostatak zaostao uparivanjem je ociS¢en brzom
teku¢inskom kromatografijom na stupcu silikagela (h = 10 cm), pri ¢emu je kao eluens najprije
koriSten sustav otapala: DCM:MeOH = 10:1, a zatim: DCM:MeOH = 2:1. Izoliran je produkt u
obliku bijele krutine (320,1 mg; n=94%).
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o H/\f]/OH

Ci15H23NOg; Mr = 361,35; 1 = 94 % (320,1 mg); “H NMR (600 MHz, DMSO) & 4.60 (dd, J = 7.9,
2.6 Hz, 1H), 4.47 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.24 (dd, J = 8.0, 1.1 Hz, 1H), 3.90 (s, 1H), 3.73 (dd, J =
13.0, 1.8 Hz, 1H), 3.67 (d, J = 4.5 Hz, 2H), 3.61 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 1.44 (s, 3H), 1.39 (s, 3H),
1.35 (s, 3H), 1.29 (s, 3H).

4.3.3. Metiliranje C-glikozilne a-hidroksi kiseline

Sinteza metil-(S)-2-hidroksi-2-((3aS, 3bR, 7aS, 8aS)-2,2,5,5,-tetrametiltetrahidro-8aH-
[1,3]dioksolo[4',5":4,5]furo[3,2-d][1,3]dioksin-8a-il)acetata (6)

Produkt prethodnog reakcijskog koraka 5 (1,22 mmol; 372 mg) je otopljen u acetonitrilu
(CH3CN; 12,22 mL) te je dodan kruti kalijev karbonat (K.COgs; 1,5 ekv; 1,83 mmol; 253,3 mg),
dok je metil-jodid (CHsl; 3 ekv; 3,66 mmol; 0,23 mL) polako dokapavan. Mijesanje je nastavljeno
preko noci uz refluks pri temperaturi uljne kupelji od 75 °C. Reakcijska smjesa je uparena po
zavrSetku reakcije te je provedena ekstrakcije sustavom EA/NaHCO3 (zas.). Organski je sloj
osuSen iznad bezvodnog Na»SOj4, potom je profiltriran a otapalo je upareno. Sirovi je produkt
procis¢en brzom teku¢inskom kromatografijom na stupcu silikagela (h = 17 cm), pri ¢emu je kao
eluens koriSten sustav otapala PE:EA = 1:1. Produkt je izoliran u obliku zuto-smede krutine (221
mg; N=57%).
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C14H2208; Mr = 318,22; 1 = 57% (221 mg); *H NMR (300 MHz, CDCls) § 4.73 (s, 1H), 4.47 (d, J
= 8.0 Hz, 1H), 4.35 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 4.18 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 4.08 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 3.84 (s,
3H), 3.51 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 1.50 (s, 3H), 1.45 (s, 3H), 1.40 (s, 3H), 1.37 (s, 3H).

Sinteza metil-((S)-2-hidroksi-2-((3aS, 5aR, 8aR, 8bS)-2,2,7,7,-tetrametiltetrahidro-3aH-
bis([1,3]dioksolo[4,5-b:4',5'-d]piran-3a-il)acetil)glicinata (15)

Produkt prethodnog reakcijskog koraka 14 (0,83 mmol; 300,1 mg) je otopljen u DMF (1,66
mL) te je dodan kruti KoCOs (1,5 ekv; 1,24 mmol; 172,2 mg), dok je CHasl (3 ekv; 2,49 mmol;
0,15 mL) polako dokapavan. MijeSanje je nastavljeno preko noci uz refluks pri temperaturi uljne
kupelji od 75 °C. Reakcijska smjesa je uparena po zavrSetku reakcije te je provedena ekstrakcija
sustavom EA/NaHCOs3 (zas.). Organski sloj je osuSen iznad bezvodnog NaSOs, potom je
profiltriran a otapalo je upareno. Sirovi je produkt procis¢en brzom tekuc¢inskom kromatografijom
na stupcu silikagela (h = 15 cm), pri ¢emu je kao eluens koristen sustav otapala DCM:MeOH =

10:1. Produkt je izoliran u obliku zutog ulja (247,2 mg; n=79%).

0 H/\ffo

C1sH2sNOg; Mr = 375,37; 1 = 79 % (247,2 mg): *H NMR (600 MHz, CDCls) & 5.30 (s, 1H), 4.71
(d, J = 2.8 Hz, 1H), 4.65 (dd, J = 7.9, 2.8 Hz, 1H), 4.26 — 4.21 (m, 2H), 4.16 — 4.13 (m, 2H), 4.04
(dd, J = 18.3, 4.6 Hz, 1H), 3.96 (dd, J = 12.9, 1.8 Hz, 1H), 3.84 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 3.77 (s, 3H),
1.50 (s, 3H), 1.50 (s, 3H), 1.41 (s, 3H), 1.36 (s, 3H).
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4.3.4. Prevodenje u triflatni derivat

Sinteza metil-(S)-2-((3aS, 3bR, 7aS, 8aR)-2,2,5,5,-tetrametiltetrahidro-8aH-
[1,3]dioksolo[4',5":4,5]furo[3,2-d][1,3]dioksin-8a-il)-2-(((trifluorometil)sulfonil)oksi)acetata (7)

Metilni ester dobiven u prethodnom koraku (6; 0,66 mmol, 211 mg) je otopljen u suhom
DCM (16,57 mL). Ohladenoj otopini (-20 °C) je dodan piridin (CsHsN; 10 ekv; 6,63 mmol; 0,47
mL), a potom je pazljivo dodan anhidrid trifluorometansulfonske kiseline (Tf.O; 3 ekv; 1,99
mmol; 0,33 mL). MijeSanje je nastavljeno 5 h u atmosferi argona. Reakcijska je smjesa
ekstrahirana vodom, 10% vodenom otopinom KHSO4, zasi¢enom vodenom otopinom NaHCOs i
zasi¢enom vodenom otopinom NaCl. Organski sloj je osuSen iznad bezvodnog Na»>SOs te

profiltriran, a otapalo je upareno. Produkt je izoliran u obliku zute krutine (265 mg; n=89%).
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C1sH21F3010S; Mr = 450,38; m = 89 % (265 mg); *H NMR (600 MHz, CDCls) § 5.33 (s, 1H), 4.62
(s, 1H), 4.36 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 4.22 (dd, J = 4.3, 2.2 Hz, 1H), 4.06 — 4.05 (m, 2H), 3.89 (s, 3H),
1.52 (s, 3H), 1.43 (s, 3H), 1.39 (s, 3H), 1.38 (s, 3H).

Sinteza metil-((S)-2-((metilsulfonil)oksi-2-((3aR, 5aR, 8aR, 8bS)-2,2,7,7,-
tetrametiltetrahidro-3aH-bis([1,3]dioksolo[4,5-b:4',5'-d]piran-3a-il)acetil)glicinata (16)

Metilni ester dobiven u prethodnom reakcijskom koraku (15; 0,62 mmol; 233,2 mg) je
otopljen u suhom DCM (15,5 mL). Ohladenoj otopini (-20 °C) je dodan piridin (CsHsN; 10 ekv;
6,21 mmol; 0,44 mL), a potom je pazljivo dodan anhidrid trifluorometansulfonske kiseline (T120;
5 ekv; 3,11 mmol; 0,52 mL). MijeSanje je nastavljeno 5 h u atmosferi argona. Reakcijska smjesa

je ekstrahirana vodom, 10% vodenom otopinom KHSO4, zasi¢enom vodenom otopinom NaHCO3
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i zasi¢enom vodenom otopinom NaCl. Organski sloj je osusen iznad bezvodnog Na>SOs te

profiltriran, a otapalo je upareno. Produkt je izoliran u obliku zute krutine (206,8 mg; n1=65%).

C17H24FsNO11S; Mr = 453,46; 1) = 65 % (206,8 mg); *H NMR (600 MHz, CDCls) & 7.15 (t, J = 4.3
Hz, 1H), 5.13 (s, 1H), 4.67 (dd, J = 7.9, 2.8 Hz, 1H), 4.45 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 4.27 (dd, J = 7.9,
1.2 Hz, 1H), 4.13 (dd, J = 9.9, 5.0 Hz, 2H), 3.97 (dd, J = 12.9, 1.8 Hz, 1H), 3.89 (d, J = 12.8 Hz,
1H), 3.78 (s, 3H), 1.55 (s, 3H), 1.49 (s, 3H), 1.42 (s, 3H), 1.36 (s, 3H).

4.3.5. Prevodenje u azid

Sinteza metil-(R)-2-azido-2-((3aS, 3bR, 7aS, 8aS)-2,2,5,5,-tetrametiltetrahidro-8aH-
[1,3]dioksolo[4',5":4,5]furo[3,2-d][1,3]dioksin-8a-il)acetata (8)

Produkt dobiven u prethodnom koraku (7; 0,35 mmol; 157,7 mg) je otopljen u DMF (2,33
mL). Ohladenoj otopini (-20 °C) je kroz 20 min dodavan natrijev azid (NaNs; 35 ekv; 12,25 mmol;
796,6 mg). Mijesanje je nastavljeno 24 h na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku reakcije, DMF je
uparen. Sirovi produkt je prociséen brzom tekucinskom kromatografijom na stupcu silikagela
(h =20 cm), pri cemu je kao eluens koriSten sustav otapala PE:EA = 1:1. Produkt je izoliran u
obliku zute krutine (182 mg; n=92%).

N3 2

(@) —
sl 0 ©

%O\o\“ 0)<

40



C14H21N307; Mr = 343,34: 1 = 92 % (182 mg); *H NMR (600 MHz, CDCls) & 4.77 (s, 1H), 4.35
(d, J = 2.5 Hz, 1H), 4.31 (s, 1H), 4.19 (dd, J = 4.4, 2.3 Hz, 1H), 4.08 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 3.83 (s,
3H), 1.50 (s, 3H), 1.4 (s, 3H), 1.40 (s, 3H), 1.32 (s, 3H).

Sinteza metil-((R)-2-azido-2-((3aS, 5aR, 8aR, 8bS)-2,2,7,7,-tetrametiltetrahidro-3aH-
bis([1,3]dioksolo[4,5-b:4',5'-d]piran-3a-il)acetil)glicinata (17)

Produkt dobiven u prethodnom reakcijskom koraku (16; 0,20 mmol; 100 mg) je otopljen u
DMEF (1,3 mL). Ohladenoj otopini (-20 °C) je kroz 20 min dodavan NaNs (35 ekv; 6,90 mmol;
448,5 mg). Mijesanje je nastavljeno 24 h na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku reakcije, DMF je
uparen te je sirovi produkt prociS¢en brzom teku¢inskom kromatografijom na stupcu silikagela
(h = 15 cm), pri ¢emu je kao eluens koriSten sustav otapala PE:EA = 1:1. Produkt je izoliran u
obliku bijele krutine (63,5 mg; n=80%).

o H/\ffo

C1sH24N4Os; Mr = 400,39; n = 80 % (63,5 mg); *H NMR (300 MHz, CDCls) & 7.17 (s, 1H), 5.13
(s, 1H), 4.67 (dd, J = 7.8, 2.6 Hz, 1H), 4.44 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.28 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.14 (dd,
J= 4.6, 2.8 Hz, 2H), 3.98 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 3.89 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 1.55 (s,
3H), 1.49 (s, 3H), 1.42 (s, 3H), 1.36 (s, 3H).
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4.3.6. Redukcija azida do amina

Sinteza metil-(R)-2-amino-2((3aS, 3bR, 7aS, 8aS)-2,2,5,5,-tetrametiltetrahidro-8aH-
[1,3]dioksolo[4',5":4,5]furo[3,2-d][1,3]dioksin-8a-il)acetata (9)

Dobiveni azid (8; 0,49 mmol; 169,9 mg) je otopljen u smjesi otapala DCM:EtOH = 1.5
(16,4 mL) te je dodan natrijev borhidrid (NaBHa; 1,5 ekv; 0,74 mmol; 27,55 mg) i niklov klorid
heksahidrat (NiCl, - 6 H20; 0,01 ekv; 4,9-10° mmol; 1,2 mg). Po zavrsetku reakcije, reakcijska
smjesa je profiltrirana uz vakuum preko sinter lijevka, a mati¢nica uparena. Ostatak zaostao
uparavanjem je otopljen u DCM i ekstrahiran zasi¢cenom vodenom otopinom NaHCO3. OrganskKi
sloj je osusen iznad bezvodnog Na>SOs, profiltriran, a otapalo upareno. Sirovi je produkt pro¢is¢en
brzom tekuc¢inskom kromatografijom na stupcu silikagela (h = 15 cm), pri ¢emu je kao eluens
koristen sustav otapala DCM:MeOH = 10:1. Produkt je izoliran u obliku Zute krutine (115,3 mg;
nN=74%).

C14H2sNO7; Mr = 317,34; 1 = 74 % (115,3 mg); *H NMR (600 MHz, CDCls) & 4.68 (s, 1H), 4.32
(d, J = 2.3 Hz, 1H), 4.14 — 4.09 (m, 1H), 4.08 — 4.04 (m, 2H), 4.02 (s, 1H), 3.77 (br s, 3H), 1.46
(s, 3H), 1.42 (s, 3H), 1.36 (s, 3H), 1.29 (s, 3H); 13C NMR (151 MHz, CDCls) 5 170.45, 113.66,
112.73, 97.61, 85.96, 73.05, 72.75, 60.23, 59.14, 52.43, 28.80, 27.44, 26.41, 18.67.
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4.4. Sinteza tripeptida s ugradenom neprirodnom C-glikozilnom a-

aminokiselinom

Sinteza metil-(6S, 9S, 12R)-6-benzil-2,2,9-trimetil-4,7,10-triokso-12-((3aS, 3bR, 7aS,
8aS)-2,2,5,5,-tetrametiltetrahidro-8aH-[1,3]dioksolo[4',5":4,5]furo[3,2-d][1,3]dioksin-8a-il)-3-
oksa-5,8,11-triazatridekan-13-oata (10)

Dipeptid fenilalanil-alanina s uvedenom N-terminalnom Boc zastitnom skupinom
fenilalanina (Boc-Phe-Ala-OH; 1 ekv; 0,34 mmol; 112,9 mg) je otopljen u suhom DMF (7 mL).
Zatim je dodan N-metilmorfolin (NMM, 2,2 ekv; 0,75 mmol; 0,08 mL) i (O-(7- azabenzotriazol-
1-il))-1,1,3,3-tetrametilamonijev heksafluorofosfat (HATU, 1,1 ekv; 0,374 mmol; 142,2 mg).
Mijesanje je nastavljeno tijekom 20 min, nakon ¢ega je u reakcijsku smjesu dodana neprirodna
C-glikozilna a-aminokiselina (9; 0,34 mmol; 106,5 mg) prethodno otopljena u DMF (3 mL).
Mijesanje je nastavljeno preko noc¢i pri sobnoj temperaturi. Otapalo je otpareno po zavrSetku
reakcije. Produkt zaostao uparavanjem je procis¢en brzom tekuéinskom kromatografijom na
stupcu silikagela (h = 15 cm) pri ¢emu je kao eluens najprije koristen sustav otapala: PE:EA = 1:1,
a zatim: PE:EA:ACOH = 1:1:0,1. Produkt je izoliran u obliku bezbojnog ulja (145,7 mg; n=67%)
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Ca1HasN3O11; Mr = 635, 71; 1 = 67 % (145,7 mg); 'H NMR (600 MHz, CDsCN) & 7.20 (dd, J =
7.3,3.3 Hz, 4H), 7.14 (dd, J = 6.6, 2.3 Hz, 7TH), 6.95 (t, J = 17.2 Hz, 2H), 5.49 (dd, J = 27.5, 7.7
Hz, 2H), 4.72 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.69 (dd, J = 7.7, 3.2 Hz, 1H), 4.48 (d, J = 26.0 Hz, 2H), 4.25
(dd, J = 6.1, 2.2 Hz, 2H), 4.01 (dt, J = 13.5, 2.0 Hz, 2H), 3.99 — 3.97 (m, 2H), 3.81 (d, J = 13.7
Hz, 2H), 3.61 (d, J = 2.6 Hz, 4H), 1.36 (s, 6H), 1.35 (s, 5H), 1.31 (s, 3H), 1.25 (s, 8H), 1.24 (s,
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15H); 3C NMR (151 MHz, CDsCN) § 172.72, 171.97, 171.69, 169.11, 138.24, 129.90, 128.88,
127.09, 113.13, 98.37, 86.90, 86.74, 79.61, 60.45, 60.27, 58.14, 52.60, 52.39, 49.09, 48.62, 38.21,
28.93, 27.00, 26.18, 18.85, 18.09.
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5. ZAKLJUCAK

S ciljem pripreme C-glikozilnog derivata oa-aminokiseline provedena je Passerinijeva
trokomponentna reakcija uz octenu kiselinu, konvertibilni, odnosno aminokiselinski izocijanid te
odgovarajuci zasti¢eni ugljikohidratni aldehid (sorboza (4), n = 58 %); fruktoza (13), n = 92 %).
Passserinijev se produkt hidrolizom u baznim uvjetima vrlo lako prevodi u odgovarajucu
a-hidroksi-kiselinu, koja je podvrgnuta post-kondenzacijskim modifikacijama. Utvrdeno je

nastajanje C-glikozilne a-aminokiseline derivata sorboze (9) u iskoristenju od n = 74 %.

Opisanom metodologijom je uz aktivacijski reagens (HATU) pripravljen tripeptid (10)
kondenzacijom prirodnog dipeptida (Boc-Phe-Ala-OH) s pripravljenom neprirodnom

C-glikozilnom a-aminokiselinom (9), uz iskoristenje od n = 67 %.

Sintetizirani spojevi su okarakterizirani 'H NMR spektroskopijom te je nastajanje

tripeptida utvrdeno i 3C NMR spektroskopijom.
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7. PRILOZI
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b) Aldehid izopropilidenima zasti¢ene sorboze (3)
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d) Produkt metiliranja C-glikozilne a-hidroksi kiseline (6)
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f) Azid (8)
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K) a-hidroski kiselina (14)
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