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ZAHVALE

Buducim Citatelfima ovoga rada...bez obzira pristupaju [i mu traZe¢i nove spoznaje, metodoloske smjernice
ili jasniji uvid u istraZivacko podrucje...upucujem iskrenu Zelju da im njegov sadrZaj potakne istraZivacku
znatiZelju, prugi ohrabrenje u trenucima dvojbi...i, makar skromno, obogati njihov znanstveni put. Voljela
bih da medu ovim redcima pronadu barem jednu misao Roja Ce ih nadahnuti, usmjeriti prema dubljem
promisljanju te th, onda Rada im to bude najpotrebnije, inspirirati i motivirati Kroz njihove daljnje
istrazivacke Rorake.

Neizmjerno sam zahvalna svojoj mentorici, dr. sc. Ivanki Jeri¢, Roja me svojom strucnoscu, profesionalnom
sigurno$céu i istrazivackom odlucnoséu uvela u podrudje istraZivanja Cija me tematika, proZeta zanimljivoscu,
sadrZajnom sloZenos¢u i misaonom izazovnostu, trajno nadahnjivala te poticala na dublje promisljanje i
razvijala moju znanstvenu znatiZelju. Moguénost da ovu disertaciju izradim pod njezinim mentorstvom za
mene je predstavijala veliku cast, neizmjernu srecu i dragocjenu privilegiju. Zahvalna sam joj Sto je u moj
potencijal vierovala od samoga pocetRa te je s isRrenim zanimanjem i promiSljenim preispitivanjem pristupala
svim mojim idejama i nedoumicama. Svojim znanstvenim i strucnim usmjeravanjem, iskazanim
razumijevanjem, dobronamjernoscu i ljudskoséu darivala mi je osjecaj podrske i povjerenja Roji mi je mnogo
znacio. Podarila mi je slobodu i poticaj da slijedim vlastitu znanstvenu znatiZelju, cime je uvelike utjecala
na moj profesionalni razvoj. Od srca joj zahvaljujem na njezinoj brizi, svakoj lijepoy rijeci, osmijehu i vjecnom
optimizmu, Rao i na brojnim Ronstruktivnim diskusijama i dobronamjernim savjetima. Njezina iskrena
podrska i nesebicno prenosenje znanja predstavljaju dar Roji smatram iznimno dragocjenim; znanje i iskustvo
Roje mi je prenijela doista su neprocjenjivi.

Zahvaljujem ¢lanovima Povjerenstva za ocjenu i obranu doKtorske disertacije, izv. prof. dr. sc. Paniju
Skalameri, prof. dr. sc. Ivi Juranovi¢ Cindri¢ i dr. sc. Davoru Margeticu, Cije su Ronstruktivne primjedbe i
promisljene sugestije dale vrijedan doprinos unaprjedenju znanstvene Ryalitete ovoga rada.

Zahvaljujem dr. sc. Vilku Smreckom na snimanju NMR spektara, dr. sc. [vani NiRSi¢ Franji¢ na doprinosu
u radunalnom dijelu istraZivanja te dr. sc. ZeljRi Ban na strucnoj podrsci tijeRom snimanja CD spektara.

Od srca zahvaljujem nasoj tehnicarki, gospodi Milici Perc, na isRazanoj dobronamjernosti, ljudskosti,
ustrajnoj vjeri u mene te na bezuvjetnoj pomoci, brizi i brojnim ohrabrujuéim rijecima u trenucima tuge i
razocarenja. Vasa predanost radu i nepoRolebljiva ljubav prema znanosti, ocuvana i nakon tolikih godina
provedenih u laboratoriju, za mene Ce uvijeR biti neiscrpan izvor nadahnuca.

Od srca zahvaljujem Lidifi na odvojenom vremenu, strpljenju, iskazanoj dobronamjernosti i prenesenom
znanju o Kromatografskom prociséavanju peptida.

Od srca zahvaljujem svim djelatnicima Laboratorija za biomimeticku kemiju / Laboratorija za sintetske
metodologije u organskoj Remiji, Rako sadasnjim tako i bivsim clanovima. Jedna stranica pisane rijeci, ma
Roliko paZljivo oblikovana, nije dostatna da izrazim zahvalnost Roju dugujem svima vama, Roji ste svatko
na svoj nacin pridonijeli oblikovanju ovoga rada. Svaka strucna sugestija, ohrabrujuca rijec, iskazana
Gudska dobrota, strplenje i razumijevanje, Rao i svaki prijateljski razgovor i ukazano povjerenje, veoma su
mi dragocijeni. Od srca vam zahvaljujem na nezaboravnim trenucima provedenim zajedno i na prijateljstvu

Roje mi neizmjerno znaci. ®



Posebnu zahvalnost ipak dugujem svojoj najdraZoj ,cimerici u digestoru”, Ivani C., Roja je svojom dobrotom
i najljepsim osmijehom olak$ala svaki nas ,slatki izazov®. Jednako sam zahvalna i svojoj dragoj ,prvoj
susjedi’, Lei P., Cija su briZnost i zarazna energija unosile radost i u najobicnije radne dane. Upravo zbog
njih sam se svakoga dana s osmijehom vracala na proi Rat. Hvala vam na svim nasim znanstvenim i
neznanstvenim raspravama, na brojnim internim Salama — onima Roje e mi uvijeR ponovno izmamiti
osmijeh, a Roje su Cesto nastajale iz jedne rijeci, jednog pogleda ili jedne neocekivane reakcije — te na
prijateljstvu i Rolegijalnosti Roja izvire iz dobrog srca i iskrene, nesebicne duse. Od srca vam hvala na svemu

i radujem se svim zajednickim trenucima Roji su pred nama. ®

Stranica pisane rijeci nedostatna je da izrazim zahvalnost najdrazim mi [judima, Roje imam Cast zvati
prijateljima. Hvala vam na svim lijepim trenucima, na radosti i toplini Roje ste unijeli u moj Zivot, Rao i na
nepokolebljivoj podrsci Roju ste mi pruZali Rroz sve ove godine. Beskrajno sam sretna i zahvalna Sto ste bili
uz mene u trenucima uspjeha, ali i onda Rada je bilo najteZe. Preostaje mi nadati se da ée i u godinama Roje
dolaze vase prijateljstvo ostati moj siguran oslonac, jer istinsko prijateljstvo doista je neprocjenjivo

bogatstvo. Moj svijet ne bi bio isti bez vas... da se zahvalim rijeci je premalo... ®

Owvaj doRtorski rad posvecen je mojoj obitelfi, njima dugujem najvecu zahvalnost... Oni su moj Zivotni
oslonac i najzasluZniji za sve $to danas jesam. Zahvalna sam im Sto su me, od najranijih dana, ucili
vrijednostima i nacelima Roja su mi bila tiha snaga i putoRaz u teskim trenucima. Bez njihove podrske,
razumijevanja, vjere u mene i sve $to radim, bezuvjetne ljubavi te brojnih odricanja Rako mi nista ne bi
nedostajalo, ovaj put zasigurno ne bih mogla prijeci. Neizmjerno sam im zahvalna $to su me nebrojeno puta
motivirali i nadahnjivali da slijedim ono Sto volim, da se borim za ono do cega mi je stalo i da nikada ne

odustanem. Hvala im Sto su mi omogucili da sanjam — i da te snove ostvarujem. ¥

Beskrajno zahvaljujem mojoj sestri — mojoj najboljoj prijateljici i ,suputnici u svim nestastucima“ od’
djetinjstva. Hvala ti Sto moj preozbiljan svijet uvijeR razvedris onom svojom malom dozom kaosa, smijeha i
radosti. Zahvaljujuci tebi moj svijet nikada nije jednolican ni bezlican— a nikako tih, i bas zato si mi toliko

dragocjena... @

Mama, bako...zahvaliti vam se rijecima uvijek Ce biti premalo za svu [jubav, njeZnost i dobrotu Roju ste

utkale u moj Zivot... @

Tata, hvala ti za svu ljubav, toplinu i sigurnost Roju si mi darovao, i Sto me, vjerujem, i dalje cuvas... s
nebeskih visina Roje moze dosegnuti samo srce. Znam Roliko bi bio ponosan i RoliRo si Zeljno isceRivao ovaj
trenutak; u mislima te vidim Rako se iz prvog reda ponosno smijesis. Ovaj rad posvecujem tebi... s
beskrajnom zahvalno$éu i ljubaviju Roja ne prestage, jer dio tvoje snage, mudrosti i dobrote i dalje Zivi u
svakom mojem Roraku — i tako ostajes sa mnom, zauvijek... ®

Barbara
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Peptidi 1 proteini imaju klju¢nu ulogu u regulaciji brojnih imunoloskih, neuroloskih i
metabolickih procesa u organizmu. Djeluju kao neurotransmiteri, neuromodulatori, hormoni,
antigeni i antibiotici, a disfunkcija u njihovoj biosintezi ili djelovanju ¢esto je povezana s

razvojem kroniénih, autoimunih ili infektivnih oboljenja.t

Unato¢ bioloskoj vaznosti, klinicka primjena peptida i proteina kao terapeutika ostaje
ograniCena, prvenstveno zbog njihovih nepovoljnih farmakokinetickih i farmakodinamickih
svojstava. Vrijeme poluzivota proteina u stanici ¢esto se kre¢e od svega nekoliko minuta do
nekoliko sati, dok njihova izrazena konformacijska fleksibilnost poveéava sklonost
nespecifiénim interakcijama s nezeljenim biomolekulama. Dodatno, podlozni su brzoj
razgradnji uslijed djelovanja proteolitickih enzima, §to znantno smanjuje njihovu biolosku
stabilnost. Nadalje, velika molekulska masa 1 izraZzen polarni karakter, uvelike ogranicavaju

permeabilnost kroz staniénu membranu, uklju¢ujuéi i krvno-mozdanu barijeru.’

Kako bi se prevladala navedena ogranicenja, sve veci interes usmjeren je prema dizajnu
peptidomimetika, strukturno modificiranih analoga peptida koji oponaSaju njihovu bioloSku
funkciju, ali istovremeno posjeduju poboljSana farmakodinamicka 1 farmakokineticka
svojstva.? Peptidomimetika predstavlja interdisciplinarno znanstveno podrugje koje objedinjuje
principe organske kemije, biokemije, farmakologije i biotehnologije, s ciljem razvoja

funkcionalno unaprijedenih analoga prirodnih peptida.=#

Ranija istrazivanja naglasavaju vaznost implementacije tzv. ,,trodimenzionalne strukturne
raznovrsnosti" u dizajn peptidomimetika, kako bi se obuhvatilo Siroko podruc¢je sekundarnih
struktura peptida. Poznato je da ugradnja neproteinogenih aminokiselina (engl. ,,non-
proteinogenic amino acids “‘, NPAAs) u peptidne sekvence moze modulirati njihove sekundarne
strukture, Sto Cesto rezultira poboljSanom selektivnoS¢u, veCom bioraspolozivos¢u te
poveéanom metaboli¢kom stabilnos¢u. Stovise, dobivanje sekundarnih struktura koje se
razlikuju od klasi¢nih strukturnih motiva prisutnih u prirodnim proteinima, otvara nove

moguénosti njihove primjene u razli¢itim znanstvenim i biomedicinskim podru¢jima.>®
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§ 1. Uvod 2

Ovaj potencijal dodatno dolazi do izrazaja kada se uzme u obzir da se ribosomska sinteza
proteina u gotovo svim Zivim organizmima temelji se na ograni¢enom skupu od svega 20
proteinogenih aminokiselina (engl. , proteinogenic amino acids”, PAAs). Medutim,
funkcionalna raznolikost proteina zahtijeva viSu razinu kemijske sloZenosti od one koju pruza
isklju¢ivo ovaj skup aminokiselina, §to se jasno potvrduje raSirenom prisutnoséu
post-translacijskih modifikacija.>® Sukladno navedenom, uvodenjem NPPAs u dizajn
peptidnih 1 proteinskih sustava prosiruje se skup raspolozivih gradivnih blokova, ¢ime se
dodatno povecava funkcionalna raznolikost proteina i otvaraju nove mogucnosti njihove

primjene u podru¢ju medicinske kemije, dizajnu katalizatora te znanosti o materijalima.

Strukturna obiljeZzja NPAAs mogu uvelike nalikovati onima karakteristicnim za PAAs, ali
isto tako mogu pokazivati znatna strukturna odstupanja. U prvom slucaju, najc¢esce se radi o
derivatima koji sadrze dodatne funkcijske skupine, poput hidroksilnih ili metilnih supstituenata,
dok $ira skupina ukljucuje aminokiseline s modificiranim bo¢nim lancima, 3-aminokiseline,

fenilglicinske derivate te halogenirane analoge (Slika 1).1

welveRiolves 5 5 jbv

p-OH-Leu p-Me-Asp  2,3-Dab p-Phe diCl-Hpg Matllstatm B
inhibitor metaloproteinaza

Ph
Q a no 9 o)
h © BochN,_JL N A ove H
N,, A~ : H H H H2N | OH

HN N Ph ] o] H 0
HaN,, g © NHH }jN d °
HN h HNJ\NHQ Me
HNJ\NHZ
Lonafarnib Mimetik Laktoferina Peptidni katalizator Phe-APhe
inhibitor farnezil transferaza antimikrobna aktivnost acilacija of trans-1,2-diola prijenos lijekova

Slika 1. Reprezentativni primjeri: (A) NPAAs strukturno slicne proteinogenim analozima, (B)
Odabrane strukture koje sadrze NPAAs i njihove funkcije. NPAAs su oznacene plavom bojom.

Tijekom proteklih desetljeca razvijen je znacajan broj metodoloskih pristupa usmjerenih na

sintezu NPAAs, $to je uvelike pridonijelo pro$irenju njihove strukturne raznolikosti. Prisutnost
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§ 1. Uvod 3

nestandardnih molekulskih okosnica, viSestrukih kiralnih centara, donora i akceptora vodikovih
veza te velikog izbora alifatskih, aromatskih ili heteroaromatskih boc¢nih lanaca, rezultira

spojevima s raznolikim kemijskim i bioloskim svojstvima.

Neproteinogene aminokiseline danas se Cesto prepoznaju u strukturama farmaceutskih
proizvoda, a procjenjuje se da vise od 30 % lijekova malih molekula sadrzi upravo NPAAs ili
njihove derivate.!? U podruéju medicinske kemije njihova ugradnja u peptidne i proteinske
terapeutike pridonosi povecanoj stabilnosti, ucinkovitosti, stani¢noj permeabilnosti i

bioraspolozivosti.'®

Dodatno, prisutnost NPAAs unutar peptidnih sekvenci omogucuju
uvodenje ortogonalnih mjesta za selektivne biokonjugacijske reakcije s malim molekulama,
biomolekulama, polimerima ili fluorescentnim bojama, ¢ime se omoguéuje sinteza

funkcionalno specifi¢nih adukata.}4*®

Nadahnuti djelotvornos¢u i selektivnoséu prirodnih enzima, razvoj peptidnih katalizatora
postao je vaZan smjer unutar sintetske katalize. Medutim, inherentna konformacijska
fleksibilnost peptida moZe ograniciti specificnost interakcije izmedu katalizatora i supstrata.
Spomenuta se ograni¢enja mogu prevladati uvodenjem NPAAs s konformacijskim
ograni¢enjima ili funkcijskim skupinama koje sudjeluju u vodikovom vezama.'® Primjeri
ukljuéuju, peptidne katalizatore s p-okretom!’ te katalizatore s foldamernim strukturama
gradene od PAAs i NPAAs,® koji su uspjesno primijenjeni u brojnim asimetri¢nim
transformacijama, ukljucujuéi reakcije acilacije i formiranja ugljik—ugljik veze (Slika 1).
Navedeni primjeri jasno pokazuju da NPAAs znafajno doprinose razvoju i funkcionalnoj

raznolikosti peptidnih katalizatora.

Unato¢ postignutom napretku, Sira i u€inkovitija primjena NPAAs i dalje je ogranicena
nedovoljnim razumijevanjem njihova utjecaja na konformaciju peptida, osobito u pogledu

nekovalentnih interakcija koje stabiliziraju specificne konformacijske motive.

Znacajan istrazivacki interes usmjeren je prema NPAAs s ugljikohidratnom jedinicom u
bo¢nom lancu, medu kojima se posebno isticu C-glikozilne aminokiseline. One predstavljaju
znaCajnu podskupinu funkcionalnih monomera, sve ¢eS¢e koristenih u sintezi glikomimetika,

peptidomimetika i foldamera.® Njihova jasno definirana konformacija, uvjetovana strukturnim
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§ 1. Uvod 4

ograni¢enjima furanoznih i1 piranoznih prstenova, zajedno s mogucéno$éu podeSavanja
hidrofilnosti i ostalih fizikalno-kemijskih svojstava putem supstitucije i stereokemijske
modulacije, ¢ini ih izuzetno pogodnim gradivnim blokovima za razvoj uredenih peptidnih

sustava.

C-glikozilne aminokiseline prepoznate su i kao kljucni strukturni motivi u brojnim
prirodnim produktima s izrazenom bioloskom aktivnos¢u. Kao reprezentativni primjeri navode
se Amipurimycin, peptidil-nukleozidni antibiotik izoliran iz Streptomyces novoguineensis i
srodnih sojeva,'®?° zatim Nikkomycin Z, Neodysiherbain A, te CAM-HrTH-I, dekamerni
glikopeptidni hormon izoliran iz morskih organizama (Slika 2).172!

OHH H2N, COLH
HO 0 //

=~/ "CO,H
ol

Amipurimycin Neodysiherbain A

Carmo-HrTH-I

Slika 2. Strukture Amipurimycina, Nikkomycina Z, Neodysiherbaine A i Cam-HrTH-I.

Premda su u prirodi znatno rjede zastupljene od svojih O- i N-glikoziliranih analoga, C-
glikozilne aminokiseline odlikuju se visokom kemijskom stabilnoscu te nerijetko poboljsanom
biolo§kom ucinkovito$¢u. Nestabilnost O- i N-glikozida, koji podlijezu kemijskoj i enzimskoj
hidrolizi pod fizioloSkim uvjetima, ograni¢ava njthovu primjenu u razvoju potencijalnih
terapeutika, $to je dodatno potaknulo interes za istrazivanje stabilnijih C-glikozida. Njihova
prakti¢na vrijednost potvrdena je, primjerice, u razvoju inhibitora SGLT2, gdje je zamjena O-
glikozida C-glikozidom rezultirala znacajnim poboljsanjem farmakokinetickog profila i
farmakologkih svojstava lijeka.?? Unato¢ prepoznatom potencijalu, ugradnja C-glikozilnih

jedinica u peptide i proteine ostaje metodoloski znatno zahtjevnija u odnosu na O- i N-
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§ 1. Uvod 5

glikozilacijske pristupe. Posljedi¢no, podrucje C-glikozilacije jo$ je uvijek nedovoljno

istrazeno i u razvoju zaostaje za drugim glikozilacijskim strategijama.?®

S druge strane, kada se sagleda prirodna zastupljenost C-glikozidnih veza, istiCe se samo
jedan potvrdeni primjer, zabiljeZen u motivu Manal-C2-Trp. U ovom slué¢aju C-manozilacija
triptofana predstavlja jedini poznati oblik C-glikozilacije proteina u prirodi.?* Ova jedinstvena
modifikacija ukljuCuje stvaranje stabilne ugljik—ugljik veze izmedu C-2 atoma L-triptofana i
anomerne pozicije D-manopiranoze, pri ¢emu nastaje 2-(a-D-manopiranozil)-L-triptofan,
poznat i kao Trp(Man) (Slika 3). Za razliku od veéine drugih manozida, koji preferiraju “C:

konformaciju, ovaj C-manozid usvaja neuobi¢ajenu 'Ca konformaciju.?4%

Slika 3. Struktura 2'-a-D-manozil-L-triptofana.

C-manozilacija triptofana zabiljeZzena je u velikom broju proteina, ukljuujuéi one s
trombospodin ponavljajuéom domenom (TSR),%® receptore citokina tipa 1,%” RN-aze,?®
lipoprotein-liazu,? glikozid hidrolaze, glikoziltransferaze,® te razli¢ite virusne glikoproteine.®!
Iako njezina bioloska uloga jo§ uvijek nije u potpunosti razjasnjena, nedavna istraZivanja
ukazuju da Trp(Man) moZe imati vaznu ulogu u stabilizaciji tercijarne strukture proteina, $to je
potvrdeno primjerice u TSR domenama,® receptora citokina tip I°° i RN-aze 2.3 Medutim,
ogranic¢ena dostupnost homogenih glikoformi i dalje onemogucuje kvantitativno ispitivanje
utjecaja Trp(Man) na termodinamiku savijanja proteina i peptida. Daljnji napredak u ovom
podrucju zahtijeva razvoj pouzdanih sintetskih metodologija za dobivanje ¢istih glikoformi.
Kljuéni izazovi ukljucuju pripravu Trp(Man) u dostatnim koli¢inama za automatiziranu sintezu
peptida na ¢vrstoj fazi (engl. ,, Solid-Phase Peptide Synthesis “, SPPS), kao i razvoj u¢inkovitih
metodologija za ugradnju ove modifikacije u kasnijim fazama sinteze peptida.
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Unato¢ znaCajnom napretku u razvoju sintetskih metodologija, ve¢ina dosad opisanih
protokola odnosi se na pripravu aminokiselina s ugljikohidratnom jedinicom smje$tenom na
boé¢nom lancu,***" kao i na N- ili C-terminalnom kraju peptida i to najéesée putem amidne veze
ili prethodno uvedenih reaktivnih skupina.®®® Pregledom literature utvrden je velik broj
primjera C-glikozilnih B-aminokiselina,3*3>373%41 dok su C-glikozilne a-aminokiseline znatno
rjede istrazene.*”* Nadovezujuéi se na prethodna saznanja, ograniGena zastupljenost
literaturno opisanih primjera C-glikozilnih a-aminokiselina isti¢e vaznost daljnjih istrazivanja
usmjerenih na razvoj uéinkovitih metoda njihove sinteze te njihovu detaljnu karakterizaciju.
Takva nastojanja ujedno otvaraju moguc¢nost optimizacije metodologije sinteze pripadajucih
oligomera, odnosno molekula s ugradenim C-glikozilnim a-aminokiselinama. Navedene su
strukture od osobitog znacaja jer omogucuju detaljno proucavanje utjecaja ugradenih
ugljikohidratnih jedinica na konformacijska svojstva pripadaju¢ih oligomera te stvaraju
preduvijete za oblikovanje stabilnijih i strukturno definiranih C-glikopeptida s potencijalnom

primjenom u razvoju bioaktivnih spojeva, katalitickih sustava i funkcionalnih materijala.
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1.1. Ciljisvrharada

Primarni cilj ovog istrazivanja je ispitati utjecaj strukture, broja te raspodjele C-glikozilnih
a-aminokiselina unutar peptidnog slijeda na konformacijska svojstva pripadajuc¢eg oligomera.
Ocekuje se da ¢e oligomeri, gradeni od stereokemijski definiranih C-glikozilnih jedinica i
prirodnih a-aminokiselina, usvojiti jasno definirane sekundarne strukture. Nadalje, predvida se
bolje razumijevanje nacina na koji odabir ugljikohidratnih okosnica modulira konformaciju
peptida, §to moze pridonijeti rjeSavanju sloZenih izazova vezanih uz molekulske interakcije,
ukljucujuéi protein—protein, ugljikohidrat—peptid i ugljikohidrat—ugljikohidrat interakcije.
Oligomeri koji sadrze C-glikozilne a-aminokiseline odlikuju se izrazenom stereokemijskom
raznolikoS¢u i visokim stupnjem trodimenzionalne strukturne uredenosti, $to ih ¢ini pogodnim
gradivnim blokovima u razvoju funkcionalnih molekula koje objedinjuju specifi¢nu biolosku

aktivnost s unaprijedenim fizikalno-kemijskim i farmakoloskim svojstvima.>®

Glavna hipoteza istrazivanja temelji se na pretpostavci da prisutnost stericki zahtjevne
ugljikohidratne jedinice, kovalentno vezane izravno na a-ugljikov atom a-aminokiseline, moze
imati znaCajan utjecaj na konformacijska svojstva peptida. Dodatno, pretpostavlja se da
strukturna raznolikost ugradenih C-glikozilnih a-aminokiselina, njihov broj te raspodjela unutar
peptidne sekvence moduliraju konformaciju peptida na jasno definiran i predvidljiv nacin, pri

¢emu se doprinosi stabilizaciji specifi¢nih strukturnih motiva u peptidomimeticima.

Istrazivanje je provedeno kroz sljede¢e metodoloske korake:
1. Razvoj metodologije sinteze dijastereomerno  cistih  C-glikozilnih
a-aminokiselina, polaze¢i od strukturno definiranih ugljikohidratnih prekursora
(Slika 4a).

2. Razvoj metodologije priprave oligomera s razli¢itim brojem 1 raspodjelom

C-glikozilnih a-aminokiselina unutar peptidne sekvence (Slika 4b i 4c).

3. Detaljna strukturna karakterizacija i konformacijska analiza sintetiziranih
C-glikopeptida, s ciljem utvrdivanja utjecaja ugradenih C-glikozilnih jedinica na

lokalne strukturne motive, sekundarnu strukturu i ukupnu konformaciju peptida.
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Provedbom istrazivanja nastoje se ste¢i nove spoznaje o odnosu izmedu strukture i
konformacijskih svojstava sustava temeljenih na C-glikozilnim a-aminokiselinama, ¢ime se
doprinosi razvoju stabilnih, konformacijski definiranih i funkcionalno relevantnih struktura

potencijalnih peptidomimetika.

Vazno je istaknuti da utjecaj strukture ugradenih C-glikozilnih aminokiselina na
konformaciju 1 funkcionalna svojstva peptida dosad nije bio predmet sustavnog istrazivanja.

Dosadasnja istrazivanja uglavnom su bila usmjerena na modifikaciju peptida s ciljem

poboljsanja njihove stabilnosti ili afiniteta prema specifi¢nim biomolekulama.*®4’

© 903000

- ' Q00000
/i S Q00000
QOO0

FmocHN'

(a) kiralne C-glikozilne o-aminokiseline

O=)\;L0H Q= U\OH

NHFmoc NHFmoc

Slika 4. Metodologija priprave C-glikozilnih a-aminokiselina i C-glikopeptida. (a) C-glikozilne
a-aminokiseline, (b) Proteinogene aminokiseline. (c) Modelni valinski heksapeptid.
(d) C-glikopeptidi.
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§2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Sinteza C-glikozilnih aminokiselina i C-glikopeptida

U ovom su poglavlju prikazane znac¢ajnije metodologije priprave C-glikozilnih aminokiselina i
C-glikopeptida, razvrstane prema stupnju njihova razvoja u povijesnom i1 metodoloskom
kontekstu na klasi¢ne i suvremene metodologije te moderne sintetske pristupe. Poseban
naglasak stavljen je na metodoloski napredak, od klasi¢nih reakcija koje su omoguéile pripravu
prvih C-glikozilnih gradivnih blokova do suvremenih i modernih pristupa koji osiguravaju ve¢u

selektivnost 1 u¢inkovitost 1 Siru primjenjivost u sintezi strukturno slozenih glikopeptida.

2.1.1. Klasiéne i suvremene metode sinteze

Razvoj metoda za pripravu C-glikozilnih aminokiselina zapoceo je sredinom 20. stoljeca, s
nastojanjem da se jednostavni sintetski postupci, izvorno razvijeni za a-aminokiseline, prenesu
na strukturno slozenije Secerne derivate. Prvi pokusaji sinteze C-glikozilnih a-aminokiselina
zabiljezeni su u literaturi krajem 1940-ih godina. Predlozena je priprava glukozil- i laktozil-
glicina kondenzacijom odgovarajuc¢ih ugljikohidratnih derivata s natrijevim N-formilamino-
dietilmalonatom, nakon ¢ega su uslijedile reakcije saponifikacije i dekarboksilacije.*® Medutim,
u kasnijim istrazivanjima provedenima u razli¢itim istraZivaCkim grupama, pokazalo se da
navedeni postupak nije moguce reproducirati.*® Stoga se prvom pouzdano dokumentiranom
sintezom C-glikozil glicina smatra istrazivanje Rosenthala i Brinka iz 1975. godine, u kojem je
odgovarajuci ugljikohidratni derivat | podvrgnut reakciji s oksazolinonom Il (Slika 5).
Dobiveni bis-glikozilirani oksazol 111, premda izoliran u vrlo niskom prinosu iz slozene
reakcijske smjese, uspjesno je preveden u metil-(R,S)-2-(B-D-glukopiranozil)glicinat 1V

kiselom hidrolizom u metanolu.®°

Barbara Bogovié¢ Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled 10
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Slika 5. Prva pouzdano dokumentirana sinteza C-glikozilglicina.>

U razdoblju koje je uslijedilo razvijen je niz klasi¢nih metodologija koje su oblikovale
temelje suvremene sinteze C-glikozilnih aminokiselina i njihovih analoga. Medu
najznacajnijim pristupima u tom kontekstu isticu se Streckerova reakcija, transformacije
dehidroaminokiselina, reduktivne animacije, visekomponentne reakcije poput Mannichove,
Reformatskyjeve, Passerinijeve, Ugijeve 1 Hantzscheve reakcije, kao 1 klasi¢ne reakcije

kondenzacije i olefinacije, uklju¢ujuc¢i Wittigovu te Horner—Wadsworth—-Emmonsovu reakciju.
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2.1.1.1.  Streckerova reakcija

Streckerova reakcija ubraja se medu prve razvijene metode priprave a-aminokiselina, a vrlo
brzo pronasla je primjenu i u sintezi C-glikozilnih derivata. U klasi¢nom pristupu C-glikozilni
aldehidi podvrgavaju se kondenzaciji s amonijakom (ili aminom) i cijanidom, ¢ime nastaju
a-aminonitrili, koji se naknadnom hidrolizom prevode u odgovaraju¢e C-glikozilne

aminokiseline.

Znacajan doprinos u podru¢ju kemije ugljikohidrata, dao je rad Robinsa i Parkera (1983.
godine), u kojem je Streckerova reakcija koriStena za sintezu 2-(B-D-ribofuranozil)-L- i
D-glicina (V111 i IX). U toj je sintezi dobiven meduprodukt a-hidroksi amid (VI11) s prinosom
od 90 %, u obliku smjese dijastereoizomera priblizno jednakog omjera. Pojedini
dijastereoizomeri razdvojeni su u fazi priprave 2-O-mesil derivata, koji su potom sluzili kao

supstrati za uvodenje amino skupine konverzijom odgovarajuéih azida (Slika 6).>*

N CONH,
BnO BnO (a) NaCN, K,CO; H,O  Bpno OH
fo) N TsOH o CHO (b) H,0,
\ IsOH _
Ph 91%
BnO OBn BnO OBn (I:ldr) BnO OBn
) (V) (VID)
(8) MsCl CO,H CO,H
(b) LiN, HO Cl)'izN HO o NH,
(c) HCI (aq) i
(d) Hy, PA/C
HO OH HO OH
(VIID) (IX)

Slika 6. Streckerova reakcija koristena za sintezu 2-(f-p-ribofuranozil)-L- i b-glicina.®!

Glavno ogranicenje primjene Streckerove reakcije oCitovalo se u ¢injenici da su produkti
najéeScée dobiveni u obliku racemi¢nih a-aminokiselina. Ova nedostatnost potaknula je razvoj

asimetri¢nih metodologija usmjerenih na postizanje enantioselektivne sinteze.

Slijedom toga, razvijena je stereoselektivna (asimetri¢na) Streckerova reakcija. Primjenom
kiralnih pomo¢nih sredstava ili kiralnih katalizatora omogucena je enantioselektivna adicija
Cijanida na imine, ¢ime se osigurava priprava opticki Cistih a-aminonitrila, a posljedicno i

a-aminokiselina.
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Najznacajniji doprinosi u tom podru¢ju ukljucuju rad Ellmana i suradnika, u kojem je
tert-butil-sulfinamid uveden kao kiralno pomoéno sredstvo,>? zatim rad Jacobsena i suradnika,
u kojem je razvijena enantioselektivna varijanta katalizirana razli¢itim kiralnim
kompleksima,®>*** te rad O’Donnella, u kojem je primjenom katalizatora faznog prijenosa,

kvaternih amonijevih soli izvedenih iz cinchonina, postignuta visoka enantioselektivnost.>>>®

ZnacCajan doprinos razumijevanju i prakticnoj primjeni Streckerove reakcije u kemiji
ugljikohidrata dali su Sipos i suradnici, koji su proveli sintezu i strukturnu karakterizaciju niza
2-amino-2-C-D-glikozil-acetonitrila polaze¢i od razli¢itih C-glikozilnih aldehida, kiralnih
amina i HCN (Slika 7).>" Pokazano je da se aminonitrili dobiveni iz glikala X1 (Slika 7a) i
2-deoksi-B-D-glikozilnih aldehida X111 (Slika 7b) mogu pripraviti u dobrim prinosima, dok
reakcije s C-glikozilnim aldehidima XV1 (Slika 7¢) rezultiraju niZim prinosima zbog njihove
sklonosti razgradnji putem B-eliminacije. Dobiveni aminonitrili X1V, XV, XVII predstavljaju
vrijedne meduprodukte koji se hidrolizom mogu prevesti u odgovarajuée C-glikozilne

aminokiseline.

Odredivanje konfiguracije novonastalog stereogenog centra predstavljalo je jedan od
glavnih izazova. U vecini sluCajeva razdvajanje izomera nije bilo uspjesno, a produkti su
izolirani u obliku ulja neprikladnih za odredivanje kristalne strukture rendgenskom
kristalografijom. Samo je u pojedinim primjerima apsolutna konfiguracija glavnog
dijastereomera potvrdena rendgenskom kristalografijom i utvrdena kao R. Za preostale spojeve
konfiguracija je odredena analizom 'H NMR spektara te usporedbom kemijskih pomaka
metinskih protona (H-7) na novom kiralnom centru, slijedom literaturno opisanih metoda.>-°
Utvrdeno je da smjer nukleofilne adicije ovisi o konfiguraciji anomernog ugljika. lako
stereokemija prijelaznog stanja nije u potpunosti razjasnjena, konfiguracija glavnog produkta

upuduje na to da reakcija u veéini slu¢ajeva slijedi Felkin—Ahnovu selektivnost.3%°8

Zakljucno, istrazivanje Siposa i suradnika potvrduje potencijal stereoselektivne Streckerove
reakcije u sintezi C-glikozilnih aminokiselina, ali i istiCe potrebu za daljnjim metodoloskim
unapredenjima, osobito u pogledu kontrole stereoselektivnosti i stabilnosti reakcijskih

meduprodukata.
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Slika 7. Sinteza 2-amino-2-C-D-glikozil acetonitrila Streckerovom reakcijom.>’

Kao primjer stereoselektivnog pristupa sintezi C-glikozilnih aminokiselina, moze se
izdvojiti metodologija koju su razvili Vincent i suradnici.® Provedena je stereoselektivna
Streckerova reakcija polazeci od C-glikozilnih aldehida XV 111, (S)-a-metilbenzilamina XX kao
kiralnog pomo¢nog sredstva te aceton cijanohidrina XIX kao izvora cijanidne skupine
(Slika 8).

OBn NH, OBn
HO. _CN
0 > xixy  Ph xx §/O
(BnO)g/\ﬁ (BnO);
THF
CHO CN
(XVIII) NH
(XXT)
OBn
OBn (a) MeOH, HC OBn (a) Hy, Pd/C o
BnO 0 (ester, 78%) BnO o] (kiselina, 92%)  BnO
- ———— "Bno
BnO OB (b) LiOH, McOH BnO o8 (b) (Boc),0 0B
CN (93%) COH  (81%) CO,H
,,,.rNH ,,,’erH NHBoc
XXIV
(XXII) Ph (XXIII) Bh ( )

Slika 8. Sinteza C-gluko-L-alaninskog analoga.
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Pokazano je da kiralnost Se¢ernog fragmenta ne utjece znacajno na stereokemijski ishod
reakcije, vec je stereoselektivnost uvjetovana kiralnim aminom. Nadalje, utvrdeno je da smjer
stereoindukcije ovisi o reakcijskom mediju, to¢nije u THF-u reakcija se odvija prema
Felkin—~Ahnovu modelu, dok u DCM-u prevladava Cramov tip stereoindukcije, ¢ime je
omoguceno dobivanje oba epimera primjenom istog kiralnog induciraju¢eg agensa. Radi
potvrde stereokemijskog ishoda, provedena je konverzija aminonitrila XXII u poznati
C-gluko-L-alaninski analog XXI1V, ¢ime je nedvojbeno potvrdeno da asimetri¢na Streckerova
reakcija, uvodenjem kiralnog amina i C-glikozil acetaldehida u THF-u daje aminonitril
(S)-konfiguracije XXI (Slika 8). Na ovaj su nacin sintetizirani C-fukozil-alaninski derivati, koji
predstavljaju stabilne analoge prirodnih glikopeptida te potencijalne gradivne blokove za
pripravu bioloski relevantnih C-glikopeptida s poveéanom otporno$¢u prema enzimatskoj

razgradnji.

Time je potvrdeno da stereoselektivna Streckerova reakcija predstavlja ucinkovit i
prilagodljiv pristup izmedu klasi¢nih i suvremenih sintetskih metodologija, omogucujuéi
stereoselektivnu pripravu C-glikozilnih aminokiselina i srodnih peptidomimetika, ¢ime se
dodatno proSiruju mogucnosti primjene ove povijesno znacajne reakcije u suvremenoj

glikokemiji.
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2.1.1.2.  Visekomponentne reakcije

Visekomponentne reakcije (VKR; engl., ,multicomponent reaction”, MCR) zauzimaju
posebno mjesto u organskoj sintezi zahvaljujuci sposobnosti da u jednom sintetskom koraku
objedine tri ili vise jednostavnih supstrata u strukturno slozeniji produkt. Ovim je pristupom
omogucena jednostavna sinteza visoko funkcionaliziranih spojeva slozene grade i velike
strukturne raznolikosti, koja se provodi u jednom koraku, bez potrebe za izolacijom i
karakterizacijom meduprodukata. Medu dodatne prednosti ubrajaju se visoka selektivnost,
jednostavnost provedbe reakcija te cjenovna pristupacnost. Nadalje, VKR se u pravilu provode
pod blagim uvjetima i odlikuju se visokom tolerancijom prema Sirokom rasponu funkcijskih
skupina, ¢ime se u velikoj mjeri izbjegava potreba za njihovom prethodnom zastitom. Njihova
vrijednost dodatno je naglasena Cinjenicom da se ¢esto navode kao metodologije koje se
priblizavaju konceptu ,,idealne sinteze*. Iako su navedene prednosti bile poznate i ranije, tek je
1961. godine Ivar Karl Ugi sustavno opisao najvaznije varijante ¢etverokomponentne reakcije,

&¢ime je otvoren put $iroj primjeni VKR.®!

Streckerova reakcija, koja je detaljnije razmotrena u ranijem dijelu disertacije (2.1.1.1.),
a ukljucuje tri komponente (aldehid, amonijak 1 cijanid), smatra se prvom dokumentiranom
VKR, za razliku od ranijih pokusaja u kojima produkti nisu bili strukturno okarakterizirani.

Time je obiljeZen stvarni podetak razvoja ove metodologije. 623

U podruéju sinteze C-glikozilnih aminokiselina VKR pokazale su se osobito vrijednima,
budu¢i da omogucuju izravnu i ucinkovitu izgradnju aminokiselinskog skeleta polaze¢i od
C-glikozilnih aldehida. Medu najznacajnijim primjerima isticu se Passerinijeva i Ugijeva
reakcija, dok Mannichova 1 Hantzschova transformacija predstavljaju vazne strategije koje

znacajno prosiruju metodoloski okvir.

Vazno je istaknuti doprinos Dondonija i suradnika, koji su razvili Citav niz one-pot
visekomponentnih pristupa usmjerenih na pripravu C-glikozilnih aminokiselina i potencijalnih

glikomimetika, postavivsi temelje za daljnji razvoj suvremenih metodologija.3%40-50.64-69

Jedan od Kljuénih izazova u ovom podrucju odnosio se na kontrolu stereokemijskog ishoda

reakcija. U tom je kontekstu 2004. godine Dondoni razvio asimetricnu Mannichovu
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trokomponentnu reakciju za sintezu C-glikozil B-aminokiselina. C-galaktozilni XXV i
C-ribozilni -aminokiselinski derivati XXIX pripravljeni su one-pot Mannichovom reakcijom
kataliziranom InCls, kondenzacijom odgovaraju¢eg formil-C-glikozida, p-metoksibenzilamina
XXVI i keten-silil-acetala XXV1I. Reakcija se pokazala visoko stereoselektivnom, a produkti

su dobiveni u dobrim do izvrsnim prinosima (60-80 %, Slika 9).5”

OBnOBn
(0]
BnO CHO OBn opp
OBn (a) XXV, XXVI, InCl5, R'OH, st, 30 min o NHPMB
: 1
(XXV) + (b) XXVIIaili XXVIIb,st, 12 h BnO COzR
OBn
R OSiMe ROR
3
MeO@—\ = XXVIII a: R=R'=Me
NH, R OR! XXVIII b: R=H, R'=Et
(XXVID) (XXVII)
XXVII a: R=R'=Me
XXVII b: R=H, R'=Et
PMBHN, T\_R
BnO CHO BnO ‘0. .
o (a) XXIX, XXVI, InCl; R'OH, st, 30 min 0 CO.R
+  XXVI :
(b) XXVILaili XXVII b, st, 12 h
BnO OBn BnO OBn (XXX)
(XXIX)

XXX a: R=R'=Me
XXX b: R=H, R'=Et

Slika 9. Asimetricna Mannichova trokomponentna reakcija za sintezu C-glikozil-
S-aminokiselina.®’

Slijede¢i ovo istrazivanje, razvijen je komplementarni visSekomponentni pristup sintezi
C-glikozilnih B-aminokiselina, koji uklju¢uje Mannichovu i Reformatsky trokomponentnu
reakciju. U pocetnom koraku provodi se kondenzacija Secernog aldehida XXXI i
p-metoksibenzilamina XXXII, $to rezultira nastajanjem kiralnog meduprodukta C-glikozil
imina XXXII1. Kao nukleofilna komponenta koriSten je keten-silil-acetal XXXIV u slu¢aju
Mannichove reakcije, odnosno brom-cink-enolat XXXV u sluc¢aju Reformatskyjeve reakcije.
Obje strategije rezultirale su C-glikozil B-aminoesterima XXXVI u obliku jednog
dijastereoizomera, s prinosima od 60 do 90 % (Slika 10). Uoceno je da upravo izbor Sec¢ernog
aldehida (ribozni, galaktozni, manozni, glukozni ili arabinozni derivat) u znacajnoj mjeri

odreduje tijek reakcije te omoguéuje udinkovit i izravan pristup ovoj skupini spojeva. 34067
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Slika 10. Mannich i Reformatsky one-pot trokomponentna sinteza C-glikozil-$-amino
estera, 3940

Nadovezuju¢i se na prethodna saznanja isti su autori istaknuli da C-glikozilne
aminokiseline, u kojima je glicinski ostatak povezan s anomernim ugljikovim atomom Secera
putem ugljikovog mosta, predstavljaju vazne prekursore glikopeptidnih mimetika te sve ceSce
postaju predmetom sintetskih istrazivanja. Za razliku od prirodnih glikopeptida, koji sadrze
O-glikozilirani serin, O-glikozilirani treonin i N-glikozilirani asparagin, ugradnja C-glikozilnih
aminokiselina u peptidnu okosnicu rezultira povecanom stabilno$¢u prema kemijskoj i
enzimatskoj deglikozilaciji, Sto se povezuje s pojavom novih 1 potencijalno bioloski znacajnih
svojstava. Unato¢ postignutom napretku, razvoj metodologija koje bi istodobno omogucile
Siroku primjenjivost 1 selektivnu pripravu a- i B-izomera 1 dalje predstavlja znacajan izazov.

U nastavku je stoga prikazana metodologija koja ukljucuje Secerne acetilene kao prekursore s
ciljem sinteze izosternih mimetika N-glikozil asparagina XXXVI11, u kojima je amidna skupina

zamijenjena etilenskim fragmentom (Slika 11).50:%

OR OH ’
CO,H N\n/\l/COZH
m - KO/ I r.
(RO); (RO);
(XXXVID) (XXXVII)

Slika 11. N-glikozil apsaragin te izosterni mimetik N-glikozil asparagina.®®
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Slijedom ranije navedenog, predloZena je sinteza C-glikozilnih aminokiselina kao etilen
izostera a- i B-glikozilasparagina. Prikazana je modelna reakcija u kojoj je adicijom derivata
SeCernog acetilena tetra-O-benzil-C-glukopiranozida B-XXXIX na zasti¢eni D-serinal XL pri
niskoj temperaturi dobiven propargilni alkohol g-XLI u dobrom prinosu (Slika 12). Spoj je
izoliran u obliku jednog dijastereoizomera, (S)-konfiguracije na novonastalom kiralnom centru.
Za daljnju modifikaciju bo¢nog lanca C-glikozida B-XLI primijenjen je niz standardnih
reakcija koje su rezultirale visokim prinosima. Trostruka veza reducirana je in situ koristenjem
diimida dobivenog iz p-toluensulfonil hidrazina i natrijeva acetata. Nastali zasi¢eni alkohol
B-XLI1 deoksigeniran je Barton-McCombie metodom, dok je oksazolidinski prsten u jednom
koraku otvoren i oksidiran Jonesovim reagensom. Na taj je nacin izolirana C-glukozilna
a-aminopentanoic¢na kiselina B-XLII1 u prinosu od 61 %, a strukturno je okarakterizirana u

obliku metilnog estera.>*6°

OBn OBn OH
0 BuLi 0 (a) TSNHNH, AcONa
BnO — * 0 o BnO = DME-H,0, 80 °C,5h
OB THF, 50 °C o)
n \/‘\CHO OBn BOCN\F
B XXXIX XL BXLI (68%)
OBn OBn
BnO 0 oH (b) 1,1'-tiokarbonildiimidazol, DMAP, THF, refluks, 4 h; BnO 0}
BnO * BusSnH, AIBN, toluen, 85 °C, 2 h anO COH
OBn O OBn
BOCN\F (c) 1M Jones reagens, aceton, 0 °C, st, 3 h NHBoc
BXLII (86)% BXLII (7T1)%

Slika 12. Stereoselektivna sinteza etilen izostera a- i f-glukozil asparagina.®®%

Zaklju¢no, kondenzacijom dvaju kiralnih gradivnih blokova, tocnije SeCernih acetilena i
zaSticenog o-aminoaldehida, predloZena je nova sintetska strategija za pripravu C-glikozilnih
aminokiselina koje predstavljaju etilenske izostere N-glikozilasparagina. Metodologija se
pokazala prikladnom za pripravu a- i f-D-anomera razli€itih Secera, polaze¢i od odgovarajucih
Secernih acetilena. Metodologija je zatim prilagodena i za pripravu izosternih mimetika O-

glikoziliranog serina i treonina.>%:%
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Nedugo zatim, Dondoni i suradnici su opisali pripravu razli¢itih C-glikozilnih
aminokiselina definiranih kao spojevi u kojima su dvije bioloski aktivne strukturne jedinice
povezane rigidnim petero- ili Sesteroclanim heterociklickim prstenom XLIV. Potaknuti
spoznajom da se potraga za strukturnim modifikacijama i novim bioloSkim svojstvima peptida
ve¢ niz godina intenzivno usmjerava na ugradnju neprirodnih heterociklickih aminokiselinskih
fragmenata, predlozena je sinteza Cetiri tipa hibridnih spojeva sastavljenih od ugljikohidratnog,
heterociklickog 1 aminokiselinskog segmenta. Kao rigidne povezice izmedu bioloski aktivnih
jedinica razmatrani su heteroaromatski petero- i Sestero¢lani prsteni (izoksazol, triazol, tetrazol
I piridin) koji se mogu jednostavno konstruirati primjenom Huisgenove cikloadicije i
Hantzschove visekomponentne reakcije. U svim je slucajevima ugljikohidratna jedinica bila

anomerno vezana na heterocikli¢ki sustav putem ugljik—ugljik veze (Slika 13).%*

OPG'q NHPG?2
S v o
2
(PG10)5 S "
(XLIV)
PG=ortogonalna zastitna skupina
n=0,1
m=0,1
X=C,0,S

N-O N=N x

N=N
Q= _nmin [
N

Slika 13. Struktura dvije bioloski aktivne strukturne jedinice povezane rigidnim petero- ili
Sesteroclanim heterociklickim prstenom.

Polazi$na ideja razvoja ovih pristupa temeljila se na ulozi duSikovih heterocikli¢kih prstena
u strukturnoj modifikaciji peptida te u procesima molekulskog prepoznavanja. Na taj je nacin
ostvarena sinteza nove skupine C-glikozilnih a-aminokiselina, derivata alanina, serina i
cisteina, Cija je struktura obiljeZena prisutnoS¢u heterociklickog prstena koji povezuje
ugljikohidratni i aminokiselinski fragment. Primarna vrijednost ovih spojeva prepoznata je u

njihovoj potencijalnoj primjeni kao gradivnih blokova za sintezu novih glikopeptida.*
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21.1.21 Visekomponentne reakcije temeljene na izocijanidima

Unutar skupine viSekomponentnih reakcija posebno se izdvajaju one temeljene na
izocijanidima (IVKR; engl. ,,isocyanide-based multicomponent reaction “, IMCR), koje su se
pokazale iznimno vrijednima jer omogucuju pripravu strukturno slozenih spojeva u jednom
reakcijskom koraku, dok se usporedivi produkti konvencionalno mogu dobiti tek
viSestupanjskom sintezom. Njihova specificna reaktivnost proizlazi iz kemijske prirode
izocijanida, stabilnih organskih spojeva u kojima ugljikov atom posjeduje formalno divalentni
karakter. Zahvaljujuci tom svojstvu, izocijanidi u reakcijama sudjeluju i kao nukleofilna i kao
elektrofilna komponenta. Zbog toga se Siroko primjenjuju u organskoj sintezi, dok se sli¢na

reaktivnost opaza tek kod rijetkih spojeva, poput karbena i ugljikova(II) monoksida.®?70"

Prva viSekomponentna reakcija u kojoj je izocijanid koristen kao jedna od komponenti
poznata je kao Passerinijeva reakcija, nazvana prema talijanskom kemicaru Mariu Passeriniju,
koji ju je prvi opisao 1921. godine.”? U navedenoj reakciji, osim izocijanida, sudjeluju i

karbonilna te karboksilna komponenta (Slika 14).

Passerinijeva reakcija najéesce se provodi na sobnoj temperturi u aprotiénim otapalima, kao
Sto je diklormatan, dok je u proti¢nim i polarnim otapalima (metanol) kineti¢ki nepovoljna.
Vrijeme trajanja reakcije moze varirati od nekoliko sati pa do nekoliko dana, osobito kada se
kao supstrati koriste ketoni. Reakcija se odvija pod blagim uvjetima i karakterizira je Siroka
tolerancija prema razli¢itim funkcijskim skupinama. Reakcijski uvjeti mogu se dodatno
prilagoditi ovisno o topljivosti i stabilnosti primijenjenih reagenasa. Kao karbonilne
komponente mogu se koristiti razli€iti alifatski i aromatski aldehidi ili ketoni, dok karboksilne
komponente ukljucuju alifatske 1 aromatske karboksilne kiseline. Nepovoljnima su se ipak
pokazali elektronima siromasni fenoli te primarni 1 sekundarni amini, budu¢i da dovode do
nezeljenih ishoda reakcije. Kombinacijom triju navedenih reaktanata nastaje o-aciloksi

karboksiamid XLV, koji predstavlja kona¢ni produkt Passerinijeve reakcije (Slika 14).73

o R3)J\OH i

— R o .R
PN 0® N %N 4
R1 Rz . C:N_R4 o R1 R2 H

(XLV)
Slika 14. Nastajanje a-aciloksi karboksiamida trokomponentnom Passerinijevom reakcijom.
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Mehanizam Passerinijeve reakcije prikazan je na Slici 15. U pocetnom koraku karbonilna
se komponenta aktivira karboksilnom kiselinom putem vodikove veze, pri ¢emu nastaje adukt
XLVI.

XLVIII; pritom je navedeni korak ireverzibilan. Dobiveni imidat stabilizira se dodatnom

Potom ¢e uslijediti adicija izocijanida XLVII, §to rezultira formiranjem imidata
molekulom karboksilne kiseline, $to dovodi do nastajanja adukta XLIX, koji se zatim
pregraduje u kompleks dioksolana i1 kiseline L. Navedeni reakcijski korak takoder je
ireverzibilan i1 pored toga odreduje brzinu reakcije. Nakon daljnje stabilizacije dodatnom
molekulom karboksilne Kkiseline LI, u zavr§nom ireverzibilnom koraku Mummove pregradnje,

nastaje Passerinijev produkt LII.

:0: LN
)k ~Ho: O & \N R
(o] R3 OH (o }4 )\ :CEN,R4 TSI 0)*1
R R R | R 0/ OH : ;&..ZOHR2
1 2 1 2 Ry "Q ™
(XLVI) (XLVIII)
(XLVID) imidat
trokomponentni klaster
(kiselina, aldehid ili keton, izocijanid) “
WH‘\ RA‘N' R4\N-
.o ( Ry . R, N R1
Ry _0Q .. R, TS3 : ) :0
W (B — e
0: RiR; Mumm | /,A\ 3 :0: " THe EO US
pregradnja \0 R H ~0:
(LIT) 3 /)\ i )
QR 0% R,
P ini produkt (LI) Q
asserini produ
dioksolan-kiselina klaster (II) L) (XLIX)
dioksolan-kiselina klaster (I) imidat-kiselina klaster

Slika 15. Mehanizam Passerinijeve reakcije.

Glavno ogranienje Passerinijeve reakcije odnosi se na kontrolu stereoselektivnosti, $to i
dalje predstavlja jedan od klju¢nih izazova u njezinoj primjeni. SloZenost mehanizma,
poteskoce u selektivnoj aktivaciji karbonilne komponente te inhibicija katalizatora produktom
dodatno otezavaju optimizaciju ovog procesa. Formiranje novog stereogenog centra pri
koriStenju nesimetricnih karbonilnih spojeva zahtijeva razvoj strategija koje omogucuju
ucinkovitu kontrolu stereoselektivnosti. Unato¢ brojnim izazovima, znaajan napredak
postignut je u razvoju asimetri¢nih pristupa reakcije te u boljem razumijevanju ¢imbenika koji

odreduju stereokemijski ishod. U nastavku su prikazani odabrani primjeri asimetri¢nih

Barbara Bogovié¢ Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled 22

Passerinijevih reakcija u kojima je navedeni izazov djelomi¢no prevladan. Posebne je pozornost
posvecena metodologijama koje omogucuju sintezu spojeva prikladnih za postkondenzacijske
modifikacije, ¢ime se otvara moguénost sinteze C-glikozilnih aminokiselina i strukturno

srodnih derivata od znacaja za daljnje primjene u glikopeptidnoj kemiji.

Imajuci na umu slozenost stereoselektivne kontrole, u ranjim istrazivanjima provedenim
unutar nase istrazivacke grupe, razmotrena je primjena ugljikohidratnih aldehida u
Passerinijevoj reakciji. Kao primjer, ispitana je reaktivnost bis-izopropilidenima zasticenog
aldehida dobivenog iz D-fruktoze.”® Na taj je nadin pripravljena biblioteka gusto
funkcionaliziranih glikomimetika, u ¢ijoj su strukturi prisutne do tri ugljikohidratne jedinice,
uz postignutu visoku dijastereoselektivnost (89:11-95:5 d.r.) te dobre do visoke prinose
(57-83 %); (Slika 16a). (S)-konfiguracija novog kiralnog centra glavnog dijastereoizomera,

koji se formira tijekom Passerinijeve reakcije, potvrdena je rentgenskom kristalografijom.

Nadovezujuci se na prethodne rezultate, u sljede¢em istrazivanju metodologija je dodatno
proSirena primjenom strukturno razli€itih ugljikohidratnih aldehida i ketona kao karbonilnih
komponenata u Passerinijevoj reakciji, s ciljem priprave a-aciloksi karboksiamida koji u svojoj
strukturi sadrze C-glikozilnu jedinicu.”® U tu svrhu, koriSteno je $est razli¢itih aldehida
odgovarajuc¢ih ugljikohidrata: galaktozni (Gal-CHO), ribozni (Rib-CHO), ksilozni
(Xyl-CHO), sorbozni (Sor-CHO), alozni (All-CHO) i arabinozni (Ara-CHO) derivat; kao i
dva ugljikohidratna ketona: glukozni (Glu-CO) i fruktozni (Fru-CQO) derivat (Slika 16b). Kao
izocijanidne komponente koriSteni su cikloheksil-izocijanid, terc-butil-izocijanid i
metil-izocijanoacetat, dok su od Kkiselinskih komponenti odabrane octena Kiselina i
N-terminalno zasticene aminokiseline (fenilalanin, leucin i prolin). Passerinijeve reakcije su
provedene u DCM-u pri sobnoj temperaturi i rezultirale su produktima s prinosima od 65 % do
83 %.

Reakcija se pokazala robusnom i visoko u¢inkovitom za razlicite ugljikohidratne supstrate, pri
¢emu je uoceno da dijastereoselektivnost ovisi o prirodi karbonilne komponente. Najvisa
stereoselektivnost postignuta je s derivatima sorboze i aloze, uz omjer 90:10 d.r., dok su ribozni
1 ksilozni derivati dali nesto nizu selektivnost (77:23 d.r.). Nasuprot tome, arabinozni derivat,

kao i reakcije s ugljikohidratnim ketonima, rezultirali su gotovo racemi¢nim smjesama
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(~55:45 d.r.). Ketoni su se pritom pokazali manje reaktivnima u odnosu na aldehide, $to je
rezultiralo nizim prinosima izoliranih produkata, ili je pak procis¢avanje produkta bilo

neuspjesno (Slika 16c).

Prisutnost esterske skupine u Passerinijevim produktima, koja se moze selektivno
deprotektirati u baziénim uvjetima, pokazala se potencijalno vrijednom za daljnje
postkondenzacijske modifikacije, osobito u pripravi sintetski vaznih a-hidroksi amida ili
kiselina.””~"® Stoga je provedena deprotekcija acetilnih skupina Passerinijevih produkata
koristenjem 1M NaOH. Sve reakcije rezultirale su pozitivnim ishodom, pri ¢emu su dobiveni
C-terminalno zasticeni dimeri, koji se sastoje od a-hidroksi C-glikozilne kiseline i glicina
(Slika 16d). Nadalje, analizom NMR potvrdeno je oCuvanje kiralne informacije proizasle iz
dijastereoselektivne Passerinijeve reakcije. Konformacijsko ograni¢enje koje namece
prisutnost furanoznog ili piranoznog prstena, prilagodljiva hidrofilnost te podesiva svojstva u
pogledu supstituenata i stereokemije predstavljaju izrazito pozeljne znacajke, zbog cega
C-glikozilne aminokiseline 1 njihovi derivati ¢ine svestrane gradivne jedinice od znaCaja za
razlicita podrucja istrazivanja te se Siroko primjenjuju u sintezi glikomimetika,

peptidomimetika i foldamera.®

Ovi rezultati potvrduju Passerinijevu reakciju kao ucinkovit metodoloski pristup u sintezi

strukturno sloZenih i stereokemijski jasno definiranih glikomimetika.”™
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0 o )k do 83 % prinos ? o
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(C) 23 primjera
do 82 % prinos
do 91:9 d.r.

N
(e} O_H 0

>< OAc %o
0o

(72 %) (66 %)

d.r 91:9 (75%)

d.r. 90:10

OAc O
/ ~OAc Y Q
' : OAc OAc o N
o 0 Ao~ oo " BocHN %5 /O
o o . >L )
/' S N

H
o (o]
o OMe
(82 %) (81 %) (67 %) (1%)
dr 77:23 d.r. 55:45 d.r. 55:45 d.r. 55:45

(d)

1M NaOH
MeOH
refluks, 10 min
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Slika 16. (A) Passerinijeva reakcija s bis-izopropilidenima zasticenim aldehidom dobivenim iz
D-fruktoze. (B) Odabir izopropilidenima zasticenih ugljikohidratnih aldehida i ketona kao
karbonilnih komponenti Passerinijeve reakcije. (C) Odabrani produkti Passerinijeve reakcije.
d.r. je odreden asignacijom *H NMR reakcijske smjese; prinosi su navedeni u zagradama.”™
(D) Deprotekcija odabranog Passerinijevog produkta, u bazicnim uvjetima. '

Iako se VKR povijesno ubrajaju medu klasi¢ne metodoloske pristupe sintezi, metodoloske
strategije koji rezultiraju visokom stercoselektivno$¢u, osobito u pogledu kontrole
konfiguracije novog kiralnog centra koji nastaje VKR, oznacavaju vaznu prekretnicu i pocetak

suvremenog razvoja ove metodologije.
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U tom kontekstu unutar naSe istrazivacke grupe nedavno je razvijena strategija priprave
dipeptidnih struktura primjenom dijastereoselektivne Passerinijeve reakcije.8! Za pripravu
dipeptidnih  gradivnih blokova koriSteni su ugljikohidratni aldehidi dobiveni iz
a-D-galaktopiranoze i a-L-sorbofuranoze, zajedno s izocijanidima leucina, valina i fenilalanina
u obje kiralne forme, kao i izocijanidom glicina. Naknadnim post-kondenzacijskim
modifikacijama a-aciloksiamida omogucena je priprava C-glikozilnih a-aminokiselina, ¢ime
su formirani hibridni dipeptidi koji u svojoj strukturi sadrze C-glikozilne a-aminokiseline i

proteinogene aminokiseline (Slika 17).

OH do NH,
( hidroliza transformacija

- \n/oz )ﬁrQCHg _ » HO, )ﬁ(OCH;; —  » H:N )ﬁ(OCH;,
CN)\’rOCH3

(o]
. hibridni dipeptid koji sadrzi
Passerini produkt a-hidroksi C-glikozilna jedinica C-glikozilnu a-aminokiselinu
Glikozilni donori C-glikozilne o-aminokiseline Proteinogene o-aminokiseline
O .
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Slika 17. Op¢i pristup pripravi dipeptida koji sadrze C-glikozilne a-aminokiseline.

Glavno ograni¢enje razvijene metodologije odnosilo se na ¢injenicu da su reakcijski
produkti dobiveni u obliku smjesa dijastereoizomera, koje nije bilo moguce ucinkovito
razdvojiti teku¢inskom kromatografijom na koloni silikagela. Postupak odvajanja je bio spor i
nepotpun, Sto je rezultiralo znacajnim gubicima produkata. Stoga su sve daljnje reakcije
provedene s produktima u obliku smjese dijastereoizomera. Unato¢ nevedenom ogranicenju,
primjenom razvijenog pristupa omogucena je sinteza homo- i heterokiralnih tetramera te
heterovalentnih tetramera koji sadrze alterniraju¢e C-glikozilne a-aminokiseline i proteinogene

a-aminokiseline u vrlo dobrim prinosima (Slika 18).
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Slika 18. Homo- i heterokiralni te heterovalentnih oligomeri.

Vaznost daljnjeg razvoja kemije viSekomponentnih reakcija temeljenih na izocijanidima u
najvecoj je mjeri odredena Ugijevom reakcijom, koju je 1959. godine opisao njemacki kemicar
Ivar Karl Ugi.?*® Ova klasi¢na &etverokomponentna transformacija, u kojoj sudjeluju
karboksilna kiselina, karbonilna komponenta (aldehid ili keton), primarni amin i izocijanid, pri
¢emu se formira odgovaraju¢i a-acilamino amid LI, smatra se jednom od najznacajnijih
reakcija u razvoju IVKR (Slika 19).

o) RsNH, Ry O
R1)J\R2 + :%ECIJ\?—R;, E—— R4 N N/Rs
Q 0 R4R, H
R4)J\OH

(LIII)

Slika 19. Nastajanje a-acilamino amida cetverokomponentnom Ugijevom reakcijom.

Medutim, razvoj enantioselektivnih varijanti Ugijeve reakcije pokazao se izrazito zahtjevnim,
ponajprije zbog ogranicenja sli€nih onima koja prate Passerinijevu reakciju, a koja se odnose
na kontrolu stereoselektivnosti novog kiralnog centra koji nastaje reakcijom. Unato¢ navedenim
izazovima, tijekom posljednjih desetlje¢a ostvaren je znacajan napredak, a istraZivanja
usmjerena na razvoj asimetricne Ugijeve reakcije i dalje ¢ine jedno od klju¢nih podrudja

interesa unutar znanstvene zajednice.5!
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U okviru istrazivanja provedenih u nasoj istrazivackoj grupi razvijena je jednostupanjska
one-pot cCetverokomponentna metodologija temeljena na Ugijevoj reakciji, kojom je
pripravljena biblioteka N-alkiliranih C-glikozilnih aminokiselinskih derivata sa sedam
razli¢itih, izopropilidenima zasti¢enih, ugljikohidratnih jedinica (Slika 20a).%® Reakcija se
pokazala robusnom i primjenjivom na razliCite amine i izocijanide, pri ¢emu su izolirani
produkti u prinosima do 85 %. Stereokemijski ishod reakcije u najvecoj mjeri odreduje priroda
kiralnih, voluminoznih aldehidnih komponenata, a najbolja dijastereoselektivnost (80:20 d.r.)

postignuta je koristenjem galaktoznog derivata kao ugljikohidratnog aldehida (Slika 20b).

(a)
® O
R,—N=C: O Ry H
R,—CHO MeOH, 8-24 h PIS N.
+ o . Rj N R4
R.—NH )-L st ili 60 °C éz o
272 R OOH

(b)

OHC, O.__OMe ><>

OHC
o) U OHCa© ?
0 /Q 6. 1 po OHC)_> 0
7&0 f,o/k >< BnO O)<

D-Gal-CHO D-Rib-CHO D-Xyl-CHO D-Ara-CHO
0 CHO 0 C*(')O 7< o
gl L T,
o o f\ ons o
D-Fru-CHO L-Sor-CHO D-All-CHO

0 \‘/o\ A<0 "/0240

o O

2.

S ”cﬁ J

(75 %) (59 %) (89 %) (50 %)
d.r. 80:20 d.r. nd dr >99:1 d.r. 60:40

Slika 20. (A) Ugijeva reakcija s aldehidima dobivenim iz odgovarajucih ugljikohidrata. (B)
Aldehidi odgovarajucih ugljikohidrata koristeni u Ugijevoj reakciji. (C) Odabrani produkti
Ugijeve reakcije.®®
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2.1.13 Radikalska adicija dehidroalaninskih derivata

Dehidroalanin (Dha) predstavlja post-translacijski modificiranu aminokiselinu koja nastaje
enzimskom dehidratacijom serinskih ili treoninskih ostataka. Zbog svoje izrazene elektrofilne
prirode, Dha se Siroko primjenjuje u peptidnoj kemiji, osobito u Michaelovim adicijama,
cikloadicijama, hidrogenacijama, reakcijama unakrsnog povezivanja, fotoredoks katalizama te
reakcijama ciklopropanacije.

Adamson 1 suradnici 2004. godine prvi su sintetizirali imidazolidinon polaze¢i od alanina
LIV, nakon ¢ega su, pod katalitickim uvjetima s kositrenim spojevima, proveli radikalsku
adiciju derivata imidazolidinona LV s jodiranim $eéerom LV1.8° Ova transformacija rezultirala
je cis-glikoziliranim derivatima imidazolidinona LVII, koji sadrze alaninsku jedinicu,
uz visoku dijastereoselektivnost (Slika 21a). Zanimljivo, stereoselektivnost reakcije pokazala
se izrazito ovisnom o N-supstituentu imidazolidinonskog prstena. To¢nije, za N-arilne supstrate
dobiveni su trans-produkti, dok su N-ariloksikarbonilni supstrati doveli do cis-produkata
(Slika 21a).

Nedugo nakon toga, 2006. godine Hamzavi i suradnici prvi su sintezirali glikozilirani alanin
putem radikalske adicije izmedu Dha LVIII i galaktozil-bromida L1X.%® Nadalje, dobiveni
glikozilirani alanin LX mogao se prevesti u glikozilirani timinski monomer peptidne nukleinske
kiseline (PNA) LXI (Slika 21b). Znacajno je da ugradnja glikoziliranih timinskih PNA jedinica
u oligomere rezultira povecanjem temperature taljenja (Tm) te poboljSanjem topljivosti

oligomera u odnosu na uobicajene PNA oligomere.

(a) |

OAc Me
W@ﬁ N_o
e} 0O c tBU\( f
N

HN, COBn ___ Me AcG (LVD) )
nBu;SnH

Me

t OAc
Bu™ AIBN o OAc

hn
(LIV) (L) (LVID)  AcO

R=COPh, trans-selektivnost
R=CO,Ph, cis-selektivnost

Barbara Bogovié¢ Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled 29

(b) NHFmoc
AcO
0} BocHN.__CO,Bn
AcOS Br Me .y~ N COH
BocHN.__CO,Bn BocHN.__CO,Bn AcO (LIX) I\ /\ﬂ/
Me nBu;SnH H 0
AIBN AcO OAc
60 °C AcO OAc
LVIII OAc
( ) AcO Al OAc
(LX) (LXI)

Slika 21. (A) Radikalska adicija derivata imidazolidinona.®® (B) Radikalska adicija derivata
dehidroalanina i njegova primjena u glikoziliranom timinskom monomeru peptidne nukleinske
kiseline (PNA).8

2.1.1.4. Reakcije unakrsnog povezivanja katalizirane prijelaznim metalima

Reakcije unakrsnog povezivanja (engl. ,, cross-coupling reactions ), medu koje se ubrajaju
Suzuki—-Miyaura, Ullmann, Mizoroki-Heck, Stille, Sonogashira i Negishi reakcije, obiljezile
su razvoj suvremenih sintetskih metodologija. Ovi kataliticki procesi omogucuju selektivno i
ucinkovito formiranje klju¢nih C—C veza, a odlikuju se Sirokom primjenjivoséu u sintezi
slozenih organskih molekula 1 prirodnih produkata. Njihovo daljnje unapredenje primjenom
modernih metoda sinteze omogucilo je prevladavanje ranijih ograni¢enja i znacajno proSirilo

podrucje njihove primjene.

Relevantnost ovih metodologija potvrduju i brojni primjeri iz literature. Jedan od znac¢ajnijih
primjera primjene reakcija unakrsnog povezivanja u podrucju sinteze C-glikozilnih
aminokiselina predlozili su Ousmer i1 suradnici 2006. godine. Razvijena je ucinkovita
Pd-katalizirana Negishi reakcija unakrsnog povezivanja izmedu 4-jodofenilalanina LXII i
Zn-glukala LXI11, koja rezultira nastajanjem p-(B-C-glukopiranozil)-fenilalaninskog derivata
LXIV. Daljnja transformacija glikala LXV provedena je hidroboriranjem i naknadnom

oksidacijom, pri éemu je dobiven odgovarajuéi glikozil LXVI (Slika 22).%
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C
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Slika 22. Pd-katalizirana Negishi reakcija unakrsnog povezivanja za sintezu glikozil
fenilalanina.t’

Na temelju prethodnih istrazivanja metodologija je dodatno proSirena. Zhu i suradnici 2016.
godine razvili su Pd-kataliziranu Stille-Migata reakciju unakrsnog povezivanja, koja nadilazi
ogranicenja ranijih strategija, zamjenom Zn-glukala konfiguracijski stabilnim glukal-stananom
LXVII, ¢ime je omogucena ucinkovita sinteza glikoaminokiselina (LXVI111a) i glikopeptida
(LXVIIb, LXVIlIc) (Slika 23a).8 Rezultiraju¢a visoka stereoselektivnost proizlazi iz
sinergije konfiguracijske stabilnosti stanana i stereospecifi¢ne prirode reakcije unakrsnog
povezivanja. Posebno je znacajno da se kompetitivna 3-eliminacija C2 benziloksi skupine, koja
dovodi do nusprodukta LXIX, gotovo u potpunosti moze sprijeiti pazljivim odabirom
voluminoznog fosfinskog liganda (JackiePhos) ¢ime se ujedno poboljsava kemoselektivnost

procesa (Slika 23a).

Osim toga, razvijena metodologija pokazala je Siroku primjenjivost na razlicite supstrata s
raznovrsnim funkcijskim skupinama, pri ¢emu se ne biljezi znacajno smanjenje prinosa ili
selektivnosti. Primjerice, primjena bromiranog derivata triptofana LXX rezultirala je
formiranjem triptofan-C2-glukozida LXXI uz prinos od 52 % (Slika 23b). Ovaj rezultat jasno
potvrduje potencijal Pd-kataliziranih reakcija unakrsnog povezivanja u stereokontroliranoj
funkcionalizaciji strukturno slozenih aminokiselinskih i peptidnih supstrata, otvaraju¢i put
razvoju novih bioaktivnih glikopeptidnih motiva. Razmatrana reakcija odlikuje se visokom

tolerancijom prema razli¢itim funkcijskim skupinama, $to je od posebne vaznosti u sintezi
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glikopeptida, a ujedno omogucuje preciznu kontrolu anomerne konfiguracije zahvaljujuci

stereospecificnoj prirodi unakrsnog povezivanja.

(a) OBn iPr
BnO O _snBu O P
HaoN, COyMe Bnggﬂ/ ’ FsC "ome
BnO (LXVII) iPr
)
Pd,(dba); JackiePhos
CuCl, KF FoC Meo
N 1,4-dioksan BnO LXVIII (a-c) JackiePhos
X=Brili I 110 °C
LXVIII a; R=Boc; X=Br; 72%
LXVIII b; R=Boc-Gly-; X=I; 73%
LXVIII ¢; R=Boc-Gly-ILe; X=I; 70%
OBn
Bno/gﬂ
BnO =
f-eliminacijski nusprodukt
(LXIX)
(b)
COLH CO,Me OBn
H2N“‘ BocHN!'" BnO 0 SnBu3
Br BnO™ bgn @xvIn
A\ - N
N N Pd,(dba); JackiePhos
CuCl, KF N
H Boc Boc
1,4-dioksan
(LXX) 110 °C (LXXT)

52%

Slika 23. Pd-katalizirana Stille-Migata reakcija unakrsnog povezivanja za sintezu C-glikozinihl
aminokiselina. (A) Pd-katalizirana Stille-Migata reakcija unakrsnog povezivanje
halogeniranih derivata fenilalanina. (B) Pd-katalizirana Stille-Migata reakcija unakrsnog
povezivanja bromiranih derivata triptofana.®®

Oba primjera reakcija unakrsnog povezivanja, Negishi i Stille-Migata, zahtijevaju
prethodno aktivirane Zn- ili Sn-glikozilne prekursore visoke reaktivnosti, $to namece potrebu
za pazljivim odabirom reakcijskih uvjeta i primjenu slozenih metoda priprave. Posljedi¢no,
razvoj novih sintetskih metodologija koje ne zahtjevaju prethodnu aktivaciju glikozilnih
partnera predstavlja istodobno znaajan izazov i vaZznu smjernicu za daljnji napredak u

modernoj glikokemiji.
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2.1.1.5.  Sekvencijalna sinteza C-glikozilnih gradivnih blokova

Reintjens i suradnici, 2020. godine dizajnirali su i sintetizirali C-glikozilne gradivne blokove
lizina, funkcionaliziranih derivatima a-ramnoze, o-manoze, o- 1 [-galaktoze te
B-N-acetilglukozamina.®® Ovi derivati, koji u svojoj strukturi sadrZe zastitne skupine osjetljive
na djelovanje kiselina, pokazali su se prikladnima za daljnju sintezu multivalentnih
glikopeptida na ¢vrstoj fazi (SPPS). Polazeci od C-alil glikozida, navedeni gradivni blokovi
dobiveni su Grubbsovom unakrsnom metatezom, pra¢enom redukcijom dvostruke veze u
rezultirajué¢im o,3-nezasi¢enim esterima, nakon ¢ega je uslijedilo oslobadanje karboksilata, Sto

je u konacnici omoguéilo njihovu kondenzaciju s bo¢nim lancem lizina (Slika 24a).

Dobiveni C-glikozidi koristeni su u SPPS sintezi glikopeptida, ¢ime je potvrden njihov
potencijal za sintezu dobro definiranih mimetika homo- i heteromultivalentnih glikopeptida i
glikoklastera (Slika 24b). Medutim, glavno ograni¢enje metodologije lezi u niskom prinosu,
odnosno nedostatnoj koli¢ini kona¢nih produkata (1,8-3,4 mg) potrebnoj za detaljnu strukturnu

karakterizaciju.
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Slika 24. (A) Struktura C-glikozidnih gradivnih blokova za SPPS LXXII-LXXVI. Sinteza C-
glikozidnih gradivnih blokova za SPPS; PG: zastitna skupina. (B) SPPS sinteza glikopeptida
LXXVII, LXXVIII, LXXIX. Reagensi i uvjeti: a) i. 20 % piperidin, DMF; ii. Fmoc SPPS
sinteza za Lys(a-C-Man)-Lys(B-CGal)-Lys(a-C-Gal)-Lys(N3)-Lys(Boc); iii. 20 % piperidin,
DMF; b) Ac.O, DIPEA, DMF; c) TFA/TIS/H.O (95:2,5:2,5 viviv), 3 h; d) RP-HPLC;
e) i. LXXVI, HCTU, DIPEA, DMSO, 50 °C, 2 h; ii. LXXVI, HCTU, DIPEA, DMSO, o/n;
iii. 20 % piperidin, DMF; f) i. Fmoc SPPS sinteza za LEQLESIINFEKLAAAAA; ii. 20 %
piperidin, NMP; g) i. LXXII, PyBOP, NMM, NMP; ii. 20 % piperidin, NMP; iii. ponoviti i. te
ii. pet puta; h) TFA/TIS/H20 (93:2:5 v/v/v). Prinos sintetiziranih glikopeptida: LXXVII 3,4 mg,
5 %; LXXVIII 1,8 mg, 2 %; LXXIX 2,6 mg, 6 %.%

Klasi¢ne reakcije zauzimaju znacajno mjesto u sintetskoj kemiji zahvaljujuci svojoj
robustnosti i pouzdanosti te moguénosti provedbe na vecoj skali. Dodatna prednost temelji se
na koristenju lako dostupnih i cjenovno prihvatljivih polaznih reagensa, dok se sama provedba
reakcija odlikuje reproducibilno$¢u 1 konzistentnim rezultatima. Medutim, navedene
metodologije pokazuju ogranicenja u pogledu kontrole stereokemijskog ishoda reakcije, buduéi
da cesto rezultiraju smjesama stereoizomera koje je otezano ucinkovito razdvojiti

konvencionalnim kromatografskim tehnikama. Navedena ograni¢enja potaknula Su razvoj
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suvremenih sintetskih pristupa koji omoguc¢uju postupnu funkcionalizaciju, prilagodljivost
razli¢itim supstratima te znatno bolju kontrolu stereokemijskog ishoda reakcije. Suvremene
strategije predstavljaju vaznu poveznicu izmedu klasi¢nih i modernih metodologija, ¢ime su

bitno pridonijele razvoju u¢inkovitijih i selektivnijih sintetskih rjeSenja.

2.1.2. Moderne metode sinteze

2.1.2.1.  Vidljivim svjetlom potaknute fotokataliticke reakcije

Primjena vidljive svjetlosti u organskoj sintezi omogucila je razvoj novih metodoloskih pristupa
u skladu s nacelima zelene kemije. Fotokataliza se pritom izdvojila kao Siroko primjenjiva
sintetska strategija za provodenje fotoredoks reakcija, unakrsnog povezivanja te C-H
funkcionalizacije, koje se odvijaju pod blagim reakcijskim uvjetima uz visoku selektivnost.
Pobudeni fotokatalizatori iniciraju prijenos elektrona i generiraju reaktivne radikalske
meduprodukte, ¢ime omogucuju kemijske transformacije teSko izvedive konvencionalnim
metodama.8®!  Zahvaljujuéi visokoj kemoselektivnosti, Sirokoj kompatibilnosti s
funkcionalnim skupinama i jednostavnosti provedbe, fotokataliza vidljivim svjetlom danas
predstavlja jedno od srediSnjih podrucja razvoja modernih sintetskih metodologija, s rastu¢im

znadajem u razvoju uéinkovitih strategija glikozilacije.%%2

Medu glikopeptidima posebno se istice manoziltriptofan, jedini do sada poznati prirodni
C-glikopeptid. Budu¢i da C-glikozilacija predstavlja rijetku i jo§ uvijek nedovoljno istrazenu
posttranslacijsku modifikaciju, sinteza manoziltriptofana ima posebno znacenje u razvoju
sintetskih metoda usmjerenih na pripravu C-glikoziliranih peptida. Dosadasnja istrazivanja
pokazala su da ovaj peptidni motiv, osim §to moze posluziti kao modelni sustav za proucavanje
stabilnosti, konformacijskih obiljezja i bioloske uloge C-glikoziliranih peptida, ujedno
predstavlja 1 vrijedan alat za ispitivanje ucinkovitosti razli¢itih sintetskih strategija. Stoga
pregled pristupa njegovoj sintezi predstavlja vazan doprinos razvoju metodologija za pripravu

i daljnje istrazivanje C-glikopeptida.

Brojni pristupi sintezi Trp(Man) opisani su u literaturi, no raniji metodoloski pristupi
zahtjevali su viSestupanjske sinteze, a rezultirali su niskim iskoristenjem, ¢ime je onemoguceno

dobivanje produkta u gramskim koli¢inama potrebnim za automatiziranu sintezu peptida na

Barbara Bogovié¢ Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled 35

¢vrstoj fazi. Kasniji pristupi, temeljeni na primjeni pomoc¢nih usmjeravaju¢ih skupina,
omogucili su unaprijedenje selektivnosti, ali su istodobno rezultirali anomerizacijom ciljanog

spoja. %%

Znacajan iskorak ostvaren je 2021. godine od strane Mao i suradnika, razvojem
Ni-katalizirane reakcije unakrsnog povezivanja derivata 2-bromotriptofana 39 s komercijalno
dostupnim manozil-bromidom LXXXI, kojom su postignuti prinosi od 72-78 % (Slika 25a).
Metoda se odlikuje visokom stereokontrolom i tolerancijom prema razli¢itim funkcijskim
skupinama jasno demonstrirajuci potencijal fotokataliticki induciranih procesa kataliziranih

prijelaznim metalima za selektivnu i odrzivu sintezu glikopeptida.®’

Premda se tercijarni amin mogao Koristiti kao terminalni reducens i baza u Ni/fotoredoks
dualnoj katalizi, no valja naglasiti da se primjena isklju¢ivo DIPEA pokazala nedostatnom,
rezultirajuéi niskim prinosima. Sustavna optimizacija reakcijskih uvjeta pokazala je da je
najucinkovitiji aditiv dietil 1,4-dihidro-2,6-dimetil-3,5-piridin-karboksilat (engl. ,,Hantzsch
ester “, HE), koji mozZe istodobno djelovati kao fotoreducens i fotokatalizator. Fotoekscitirani
HE bio je dovoljan za redukciju niklovih vrsta, ¢ime se inicira kataliti¢ki ciklus bez potrebe za
dodatnim redukcijskim agensima (Slika 25a). Kako bi se procijenila $irina primjenjivosti
metodologije, provedena su istrazivanja na peptidima kao ve¢im i strukturno sloZenijim
supstratima. Dobiveni rezultati su pokazali da reakcija nije ogranicena samo na dipeptide koji

sadrze derivate 2-bromotriptofana, ve¢ je kompatibilna i s polipeptidima (Slika 25a-c).
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: - AcO O :
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. N\ N\ o
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H H NiBr,-DME, dtbbpy H OAc
(LXXX) MegCl, MeCN (LXXXII)
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LXXXII b; R;=TFA-Ala; R,=NH,; 68%
EtO,C CO,Et LXXXII ¢; Rj=Cbz; R,=Ser-OMe; 61%
m LXXXII d; Ry=biotin; R,=Ser-NH,; 51%
N
H
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Slika 25. (A) Fotoredoks/Ni dualna kataliticka reakcija unakrsnog povezivanja halogeniranih
aminokiselina (Trp) s bromiranim ugljikohidratima uz fotokatalizator HE. (B) a-C-
manozilacija peptida koji sadrze 2-bromo-L-triptofanski ostatak uz fotokatalizator 4CzIPN.
(C) Odabrani primjeri glikoziliranih peptida LXXXIV (a-d); (prinos odreden metodom HPLC
prikazan je izvan zagrade; prinos nakon prociséavanja peptida naveden je unutar zagrade).®’
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Glavna prednost ranije opisanih metodologija proizlazi iz njihove cjenovne pristupacnosti,
jer ne zahtijevaju koristenje fotokatalizatora (engl. ,,PC-firee), dok su istodobno ograni¢ene
slabom topljivos¢u supstrata u acetonitrilu (Slika 25a). S druge strane, metodologija koja
ukljucuje fotokatalizator 4CzIPN, omogucuje ucinkovitu C-manozilaciju vecih 1 strukturno
slozenijih peptidnih supstrata zahvaljuju¢i visokoj kompatibilnosti s polarnim aproti¢nim

otapalima te u prisutnosti vode (Slika 25b,c).

Zahvaljujuéi prethodno navedenim postignu¢ima, provedena je automatizirana sinteza
C-manoziliranih glikopeptida na ¢vrstoj fazi, §to je omogucilo mapiranje epitopa specificnog
antitijela i rezultiralo prvom potvrdenom sintezom Carmo-HrTH-I (Slika 26), C-manoziliranog

neuropeptidnog hormona (HrTH) identificiranog u Carausius morosus.*

a), (b
FmochHO &»

Sieber amid smola

(), (b), (d)

®

Slika 26. Totalna sinteza Carmo-HrTH-I (automatizirana SPPS). Reakcijski uvjeti: (a) 4 ekv
Fmoc-Xxx—OH, 1,25 ekv DIPEA, 5 ekv DIC, 5 ekv Oxyma, mikrovalovi 50 °C, 10 min; (b)
pirolidin/DMF (1:4), s.t. 5 min; (c) 4 ekv Fmoc-Asn-OH, 4 ekv DIPEA, 4 ekv HATU, 20 ekv
HOBt, mikrovalovi 50 °C, 1 h; (d) TFA/TIPS/DMB/CHCI; (1:4:5:90), s.t. 10 min.%’
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Nadovezujuc¢i se na prethodna otkrica, Takeda i suradnici 2021. godine, proveli su
fotoredoks/Ni dualnu kataliticku reakciju unakrsnog povezivanja izmedu derivata
2-bromotriptofana LXXXVI i derivata 2-deoksiglikozilnih boronskih kiselina LXXXVII
(Slika 27a). U usporedbi s drugim glikozilnim reagensima, glikozil-trifluoroborati isti¢u se kao
ekoloski prihvatljivi reagensi prilikom provodenja reakcija unakrsnog povezivanja. Reakcijski
sustav pokazao je oCuvanje stereo-konfiguracije te omogucio visoku anomernu selektivnost u
sintezi derivata a-2-deoksi-C-manozil-triptofana LXXXVIII iz odgovaraju¢ih B-glikozil-

trifluoroborata.®

Slijedom otkrica Takeda i suradnika, nedugo zatim Miller i suradnici razvili su
fotoredoks/Ni dualnu kataliticku reakciju unakrsnog povezivanja izmedu derivata
4-jodofenilalanina LXXXIX i a-anomernog trifluoroboratnog ugljikohidrata XC, $to je
omoguéilo u¢inkovitu sintezu a-glikozida XCI (Slika 27b).1% Za razliku od pristupa Takeda i
suradnika, ranije navedena transformacija rezultira stereokemijskom inverzijom, koja proizlazi
iz standardne konformacije stolca XCII, pri ¢emu je a-radikal stabiliziran intramolekulskom
interakcijom s atomom Kisika u piranoznoj konformaciji (Slika 27¢).1%° Takva stereokemijska
razlika posebno je znacajna jer otvara nove moguénosti za selektivnu sintezu C-glikozidnih

veza s kontroliranom anomernom konfiguracijom, ¢ime se ostvaruje znac¢ajan doprinos razvoju

metoda za pripravu glikopeptida i drugih bioloski relevantnih konjugata.?®0t
(a) tBu
Bu-Si-
TBSO tBu—Si-~ ;
BF3K v O
@LXXXVI) O 0 0 COMe
TBSO P
Ir[dFCF;ppy],(dtbbpy)PF
NiCl, DME, dtbbpy HN
K,HPO, DMF
(LXXXVI) blue LED (LXXXVIII)
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(b)
BnO
BnO
HoN,,_CO,H HN, _COMH  gno 0 " °
BnO
BnO BRO
- (XC) BF3K
—_—
| Ir[dFCF3ppy],(dtbbpy)PF,
NiCl,'DME, dtbbpy
K,HPO, DMF
LXXXIX 2HPO,,
( ) blue LED ~NHBoc
COgMe
(xXcn
(c)
fBu
. BnO
tBU_ShO
5 I O] I
N e
BF3K hlue ue
(XCII) BF3K
(LXXXVII) XO0)

Slika 27. (A) Fotoredoks/Ni dualna kataliticka reakcija unakrsnog povezivanja halogeniranih
aminokiselina (bromo-triptofanski derivati) s ugljikohidratnim trifluoroboratima.*® (B)
Fotoredoks/Ni dualna kataliticka reakcija unakrsnog povezivanja halogeniranih aminokiselina
(jodo-fenilalaninski derivati) s ugljikohidratnim trifluoroboratima.'®® (C) Predlozen kljucni
radikalski meduprodukt koji odreduje stereoselektivnost reakcije.X®

Kombinacijom vidljivog svjetla i Ni-katalize omoguéene su reakcije koje bi klasi¢nim
metodama bile dugotrajne ili ¢ak neizvedive, dok je uporabom lako dostupnih i ekonomski
prihvatljivih reagenasa dodatno istaknuta odrZivost i prakti¢na primjenjivost ovog pristupa u
sintetskoj kemiji. Na taj nacin su otvorene nove perspektive u razvoju fotokatalitickih
metodologija za kompleksne bioaktivne molekule, ukljuujuéi stereospecificne glikopeptide,

pri éemu je potreba za prethodnom aktivacijom glikozilnih partnera zna¢ajno smanjena.®’

U sljedecem istrazivanju, metodologija je dodatno proSirena. Razvoj opce i ucinkovite
metode za sintezu alkil C-glikoaminokiselina ili C-glikopeptida iz lako dostupnih pocetnih
materijala pri blagim reakcijskim uvjetima i dalje predstavlja znacajan izazov. Radikalska
glikozilacija istaknula se kao kao =znacajno istrazivacko podrucje zbog visoke
kemoselektivnosti i precizne kontrole konfiguracije na anomernom ugljiku Secera. Sve veci broj
studija jasno potvrduje da radikalska glikozilacija postpuno zauzima srediSnje mjesto medu
inovativnim strategijama u modernoj organskoj sintezi. Kao prekursori glikozilnih radikala
intenzivno  se  istrazuju  razliCiti  neprirodni  glikozilni  derivati,  ukljucujuci

glikozil-halogenide,'%? ksantate,'%? sulfone,'% glikozilne derivate dihidropiridina (DHP),%:1%4
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glikozilne karboksilne kiseline,1%1% redoks-aktivne estere,*>%7 te anomerne nukleofile.%%%
Unato¢ tome, viSestupanjske sinteze, nestabilnost, specificni uvjeti pojedinih reakcija te
ogranicen raspon Secera 1 dalje predstavljaju klju¢ne prepreke koje umanjuju prakticnu
primjenjivost ovih neprirodnih glikozilnih derivata. Nesumnjivo, idealna strategija za
generiranje glikozilnih radikala bila bi izravno homoliticko cijepanje anomernih C(sp*)—-OH

veza u prirodnim ugljikohidratima. 1%

Slijedom ranije navedenog, Chen i suradnici 2023. godine razvili su prvi primjer vidljivim
svjetlom potaknute fotoredoks-katalizirane C(sp®)-glikozilacije redoks-aktivnih glikozilnih
DHP estera XCIIl s derivatima dehidroalanina (Dha) XCIV, koja se odvija putem
homolitickog cijepanja anomerne C(sp®)-O veze i omoguéuje uéinkovitu sintezu alkil
C-glikoaminokiselina i C-glikopeptida (Slika 28a).1% Zahvaljujuéi blagim fotokatalitickim
uvjetima, ova transformacija pokazuje Siroku kompatibilnost s ugljikohidratnim supstratima i
Dha-peptidima, rezultiraju¢i  pritom razli¢itim  C-glikozilnim  aminokiselinama i
C-glikopeptidima u dobrim prinosima, uz izvrsnu anomernu kontrolu i dobru
dijastereoselektivnost. Posebno je znacajno $to se lako dostupni i stabilni glikozilni DHP esteri
uéinkovito ukljucuju u radikalsku glikozilaciju, ¢ime se omoguéuje priprava C-glikozil
alaninskih jedinica koje sadrze i1 strukturno zahtjevnije SecCere, poput 2-deoksiriboza i
oligosaharida XCV a-d (Slika 28b). Stoga ova alkil C-glikozilacija glikozilnih estera putem
homolize anomerne C-O veze ne samo da prosiruje podrucje radikalske glikozilacije, vec

predstavlja i snazan alat u razvoju glikopeptidnih terapijskih kandidata.

Na temelju preliminarnih rezultata 1 dostupnih literaturnih podataka, predlozen je
mehanizam razmatrane radikalske reakcije (Slika 28c). Pod plavim LED zracenjem,
fotokatalizator [PC] ekscitiran je u tripletno stanje [PC]*, ¢ime je omoguéena SET oksidacija
supstrata A u meduprodukt B. Naknadna deprotonacija i radikalska fragmentacija rezultira
nastajanjem alkoksikarbonilnog radikala C te Hantzschovog derivata piridina D. Slijedom
dekarboksilacije, potaknute eliminacijom CO., generiran je aktivni glikozilni radikal E.
Njegovom adicijom na kiralni dehidroalanin (Dha) dobiven je radikalski meduprodukt F. U
zavrsnom koraku, meduprodukt F podlijeze SET procesu s reduciranim fotokatalizatorom

[PC] " te je, nakon protonacije, dobiven Zeljeni produkt H, ¢ime je kataliti¢ki ciklus zatvoren.%®
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Slika 28. (A) Alkil C-glikozilacija glikozilnih estera homolitickim cijepanjem anomerne
C(sp?)-OH veze. (B) Odabrani primjeri produkata. (C) Predlozen mehanizam.
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2.1.2.2.  lzravna C—H aktivacija

Izravne C—H aktivacijske reakcije razvijene su kao jedna od najefikasnijih strategija moderne
organske kemije, budu¢i da omogucuju selektivnu funkcionalizaciju aminokiselina bez potrebe
za prethodnom aktivacijom ili zaStitom C—H veza, Sto je karakteristicno za klasi¢ne reakcije
unakrsnog povezivanja. Ovakav pristup sintezi znacajno unapreduje ekonomicnost sintetskih
koraka te ujedno smanjuje generiranje nusprodukata. StoviSe, izravna C—H aktivacija
aminokiselina pokazala se vrlo ucinkovitom i obe¢avaju¢om metodom za brzu i selektivnu
sintezu razli¢itih neprirodnih aminokiselina 1 derivatiziranih peptida, ¢ime se otvaraju nove

moguénosti u dizajnu peptidnih lijekova i funkcionalizaciji biomolekula. 109116

2.1.2.2.1. C(sp?)-H glikozilacija aminokiselina

Wang i suradnici 2021. godine predlozili su Pd-kataliziranu C(sp?-H glikozilaciju triptofana,
koriste¢i N,N-bidentatni 8-aminokinolin (AQ) kao usmjeravajuéu skupinu, §to predstavlja prvi
primjer izravne C(sp?-H glikozilacije aminokiselina. Primjenom ovog pristupa uspjes$no je
dobivena C2-a-manopiranozna (Man)-Trp jedinica XCVI, §to ilustrira u¢inkovitost metode za

selektivnu sintezu derivatiziranih peptida (Slika 29).%

(IQA)
i Bno—\ 98" NHIQA
/
N NH Bg(go&g OBn
: MeO,C

—N Cl _—
CO,Me
Pd(OAC), OBn
AN H KOAc, Ac-lle-OH
H toluen; 110 °C H (XCVI)

Carmo-HrTH-I

Slika 29. Pd-katalizirana C(sp?)-H glikozilacija triptofana s N,N-bidentatnim izokinolin-1-
karboksamidom (iQA) i njena primjena u totalnoj sintezi Cam-HrTHI.%
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Nadalje, uklanjanjem pomoc¢ne skupine potvrdena je Siroka primjenjivost metode, koja se
pokazala u¢inkovitom i u totalnoj sintezi dekamernog glikopeptida Cam-HrTH-I, pri ¢emu je
zabiljezena zanemariva racemizacija. Racunalne studije temeljene na teoriji funkcionala
gusto¢e (DFT) dodatno su razjasnile reakcijski mehanizam, ukazujué¢i da reakcija napreduje
uskladenim mehanizmom oksidativne adicije. U toj fazi dolazi do formiranja Pd(II) ciklickog
meduprodukta XCVII u reakciji s a-manozil-kloridnim donorom, $to omogucuje

stereospecifi¢nu funkcionalizaciju.®’

2.1.2.2.2. C(sp®)-H glikozilacija aminokiselina

Za razliku od C(sp?)-H aktivacije, koja je tijekom proteklog desetljeca ostvarila znacajan
napredak i naSla Siroku primjenu u funkcionalizaciji biomolekula, selektivha C(sp®)-H
aktivacija 1 dalje ostaje iznimno zahtjevan metodoloski izazov. Glavni razlog proizlazi iz slabe
reaktivnosti alifatskin C—H veza, ¢ije vrlo sli¢ne energijske barijere otezavaju diferencijaciju i
selektivno usmjeravanje reakcije prema to¢no odredenoj vezi unutar aminokiselina ili peptida.
Dodatna razina slozenosti proizlazi iz ¢injenice da razmatrani supstrati sadrze vise potencijalno
reaktivnih mjesta, Sto nerijetko dovodi do smanjene selektivnosti i pojave neZeljenih sporednih

reakcija.tt 110

U svrhu prevladavanja navedenih izazova, kljuénu ulogu imaju usmjeravajuce skupine
(engl. , directing groups*, DGs), koje djeluju kao koordinirajuce jedinice (tzv. ,,unutarnji
ligandi*). Njihova sposobnost da usmjere metalni katalizator prema specifiécnoj C—H vezi
omogucuje selektivnu aktivacija i funkcionalizaciju zeljenog poloZaja, §to je osobito znacajno
prilikom sinteze strukturno slozenih molekula.!?*2! QOvaj pristup pokazao se iznimno
u¢inkovitim u modifikaciji aminokiselina i peptida, gdje precizna funkcionalizacija alifatskih
C—H veza stvara preduvjete za razvoj novih sintetskih strategija s ciljem priprave neprirodnih
aminokiselina 1 strukturno sloZenih peptida s potencijalno vrijednim bioloskim

svojstvima, 1?2123

S obzirom na prethodno navedene izazove, napredak u ovom podrucju zahtijeva
kombinaciju eksperimentalnih i raunalnih studija u svrhu optimizacije katalitickih sustava, pri

¢emu su kombinacija sterickih i elektronskih u¢inaka DG-a te precizna optimizacija reakcijskih
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uvjeta presudni za postizanje visoke selektivnosti i uéinkovitosti. Takvi metodoloski pomaci
omogucili su razvoj novih strategija za posttranslacijsku modifikaciju peptida i proteina, kao 1
za sintezu glikopeptida i konjugata aminokiselina, ¢ime se otvaraju mogucnosti za istrazivanje
bioloske aktivnosti, dizajn novih lijekova te stvaranje biomimetika sa specifi¢nim
funkcionalnim svojstvima. Na taj nacin, C—H funkcionalizacija nadilazi ulogu proSirenja
inovativnih sintetskih metodologija u organskoj kemiji te se razmata kao strateski pristup u

biomedicinskim istraZivanjima i dizajnu novih terapijskih spojeva.t?1%°

Jedan od znacajnih primjera primjene izravne C—H aktivacije u sintezi glikoaminokiselina
prikazan je u istrazivanju Ghouilema i suradnika 2021. godine, koji su razvili Pd-kataliziranu
dijastereoselektivnu glikozilacijsku reakciju 4-jodofenilalanina, koja se odvija putem aktivacije
anomerne C(sp®)-H veze $ecera XCVIII koji u svojoj strukturi sadrzi aksijalnu pikolin-amid
usmjeravajuéu skupinu.'?® Predlozeni peterodlani Pd kompleks XCIX, kao kljuéni
meduprodukt, ukazuje da anomerna a-stereokemija odreduje konformaciju a-ariliranog
glikozida. Nadalje, izolacija anomernog o-organo-paladijevog kompleksa C, u kombinaciji s
prora¢unima funkcionala gusto¢e (DFT), nedvojbeno potvrduju preciznu kontrolu a-anomerne

konfiguracije (Slika 30).
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H2N/,. COZH H2N ., COQH AcO
OY NH BocHN
2-Py  (XCVIII) 0 ~CO,Me
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(o) ‘ B | ' [e) ‘ B
1 1 =
Z (XCIX) | ! ©) ‘
predlozen Pd(IV) meduprodukt 3 3 izoliran anomerni Pd(Il) kompleks :

Slika 30. Pd-katalizirana reakcija unakrsnog povezivanja 4-jodo-fenilalanina s glikozidom
koji sadrzi aksijalnu pikolin-amid usmjeravajucu skupinu.*?®
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U nastavku je prikazan primjer C(sp®)-H aktivacije koja je omogucila je sintezu C-alkil
glikozida. Liu i suradnici 2020. godine razvili su Pd-kataliziranu glikozilaciju slabo reaktivnih
B-C(sp3)—H veza N-ftaloil a-aminokiselina, potaknutu trifluoracetatom i provedenu pod blagim
reakcijskim uvjetima pri ¢emu je kao usmjeravajuca skupina koristena N-kinolilkarboksamidna
skupina. Provedena je izravna C(sp®)—H glikozilacija aminokiselina Cl, rezultiraju¢i brzom i
selektivnom sintezom B-supstituiranih  C-alkil glikoaminokiselina CIlI uz dobru

dijastereoselektivnost (Slika 31a).

Predstavljena metoda omogucéuje sintezu razli¢itih  B-supstituiranih  C-alkil
glikoaminokiselina te pruza vrijedan doprinos razvoju sintetskih strategija usmjerenih na
sintezu glikopeptida.’?” U sklopu istrazivanja pripravljen je niz derivata proteinogenih
aminokiselina, ukljucuju¢i alanin, fenilalanin 1 leucin, kao 1 skupina neproteinogenih analoga
CllI(a—f). Posebna vrijednost ovog pristupa ogleda se u moguénosti selektivne funkcionalizacije
slabo reaktivnih alifatskih C—H veza, ¢ime je znacajno pros$iren repertoar sintetskih strategija u

modifikaciji aminokiselina i peptida (Slika 31b).

Daljnje transformacije, uklju¢uju¢i uklanjanje usmjeravajue skupine za dobivanje
slobodne karboksilne kiseline CI11 te reakciju hidroboriranja/oksidacije glukala do glukoze
CI1V, dodatno su potvrdile sintetsku vrijednost razvijene C(sp3)—H glikozilacijske metodologije
(Slika 31c), ilustriraju¢i njezin potencijal za kontroliranu funkcionalizaciju aminokiselina i

peptida.

Razmatranjem mehanizma reakcije utvrdeno je da izmjereni kineticki izotopni efekt (KIE,
kn/kp=1,2) ukazuje da cijepanje C(sp®)-H veze ne predstavlja korak koji odreduje brzinu
reakcije. Nadalje, izolirani Pd-ciklicki kompleks CVa pokazao je znacajan kataliticki potencijal
1 visoku ucinkovitost u modelnim transformacijama, ¢ime je dodatno potvrdena njegova uloga
kljucnog katalitickog meduprodukta (Slika 31d). Istodobno, dobiveni rezultati naglasavaju

prakti¢nu vrijednost razvijenog katalitiCkog sustava za selektivnu funkcionalizaciju C—H veza.
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Slika 31. (A) Pd-katalizirana C(sp®)—H glikozilacija aminokiselina s 8-aminokinolinom (AQ).
(B) Odabrani primjeri glikoaminokiselina. (C) Daljnje transformacije glikoaminokiselina. (D)
Predlozeni mehanizam paladijem katalizirane C(sp*)-H glikozilacije aminokiselina s AQ.1%
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Iste godine razvijena je metodologija koju su proveli Wu i suradnici, a koja ukljucuje
aminokiselinu CVI s triazolildimetilmetil (TAM) amidom kao usmjeravaju¢om skupinom,
¢ime je omoguéena paladijem katalizirana C(sp3)—H glikozilacija aminokiselina (Slika 32a).1%8
Dobivene glikozilirane aminokiseline CVlla, kao i terminalni peptidi CVI11(b-e), sintetizirani
su u visokim prinosima te uz izvrsnu dijastereoselektivnost. Nadovezuju¢i se na prethodna
otkri¢a, metodologija C—H glikozilacije prosirena je na podrucje istrazivanja biokonjugacije s
ciljem sinteze razli¢itih glikopeptida i hibridnih derivata (Slika 32b). Na taj je nacin jasno
demonstriran potencijal razmatranog pristupa za sintezu strukturno slozenih peptida, $to stvara

preduvjete za razvoj novih pristupa u podrucju otkrivanja i razvoja lijekova.

Nadalje, potaknuti iznimnim potencijalom BODIPY derivata kao biokompatibilnih
fluorescentnih probi, istrazena je C(sp®)-H glikozilacija razli¢itih BODIPY-obiljezenih
aminokiselina (Slika 32c). Ovim je pristupom po prvi put provedena ucinkovita sinteza

BODIPY-oznacenih glikoaminokiselina CVIII(a-e), Sto pruza osnovu za razvoj novih

fluorescentnih biokonjugata s potencijalnom primjenom u biomedicinskim istraZivanjima.!?°
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B
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Slika 32. (A) Paladijem-katalzirana C(sp®)-H glikozilacija aminokiselina s TAM. (B) Odabrani
primjeri glikoziliranih aminokiselina i peptida. (C) Odabrani primjeri BODIPY oznacenih
aminokiselina.1?8

Uz prethodno opisane primjere, vaznu ulogu u reakcijama izravne C—H aktivacije imaju i
iminoesteri, lako dostupni oksidacijom derivata glicina. Zbog svoje reaktivnosti, Siroko se
primjenjuju u organskoj sintezi, osobito u pripravi razli¢itih aminokiselina i njihovih derivata.
Kao primjer, moze se izdvojiti fotokataliticki proces generiranja glikozilnog radikala iz
ugljikohidratnog redoks-aktivnog estera (engl. ,,redox-active ester “, RAE), pri ¢emu navedeni
meduprodukt djeluje kao nukleofilna komponenta, dok a-iminoester sudjeluje kao elektrofil u

reakciji formiranja C-C veze.®

Godine 2019. Ji i suradnici proveli su u¢inkovit, vidljivim svjetlom potaknut pristup sintezi
C-glikozilnih aminokiselina CXI, u kojem a-iminoesteri CX djeluju kao elektrofili u reakciji s
nukleofilnim glikozilnim radikalima C1X (Slika 33a).*° U skladu s prethodno izlozenim, ovim
je radom po prvi je put uvedena nova skupina glikozilnih radikala dobivenih iz RAE. Klju¢nu
ulogu pritom ima Hantzschov ester (HE), koji u odsutnosti dodatnih fotokatalizatora preuzima
dualnu ulogu: sluzi kao svjetlom aktivirani donor elektrona RAE-u te istovremeno kao izvor
protona. Metodologija se dodatno istiCe Sirokom primjenjivos¢u, budu¢i da su uspjesno
koriSteni brojni ugljikohidratni derivati, ukljuuju¢i glukozu, galaktozu, manozu, ribozu,

ksilozu i trehalozu (Slika 33Db).
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Na temelju provedenih eksperimenata predloZzen je mehanizam fotokatalizirane radikalske
adicije glikozilnog radikala, generiranog iz ugljikohidratnog RAE, na elektrofilni a-iminoester.
Fotoekscitacija HE dovodi do formiranja odgovaraju¢eg pobudenog stanja HE*, koje aktivira
redoks-aktivni ester A, rezultirajuci nastankom glikozilnog radikala E, tetrakloroftalimidnog
aniona X i CO.. Nastali glikozilni radikal E zatim se adira na kiselinom aktiviranu iminsku sol
derivata B, daju¢i radikalski intermedijer F, dok konac¢ni produkt G nastaje prijenosom
vodikova atoma (HAT) iz HE* (Slika 33c).

(@)
o ¢ NHPG
¢ iPr,NEt-HBF, (1,0 ekv), HE (1,5 ekv) 0
2 4 (1, 5 >
PGO\/—O O—-N " PG\N@ PGO—l/
m cl MeCN (0,05 M), 10,1
n=0,1 o ¢ 34W Blue LEDs

(CIX) (CX) st,6h-18h (CXI)

1,0 ekv 1,5 ekv
(b)

O._.OMe
EtO0C :
AcO" OAc
OBn OAc OAc
(CXDa 90% (CXI) b 86% (CXD e 77% (CXDd 95%
d.r=1,1:1; Glukoza d.r=1,1:1; Glukoza d.r=1,4:1; Galaktoza d.r=1,8:1; Manoza

AcO OAc

I E F MeO

R o o U

o OAc NH
HN 0 OAc
o(i?r HN>_<)j/°Me HN O Etooc/fj-“ow'e
. "10AC N >L . 5
AcO’ EtOOC N EtOOC>_§J "0 BnO' ‘OBn
F BnO

OAc 0\6

(CXIDe 83% (CXDf 95% CXDg 75% (CXDh 70%
d.r=1,1:1; Trahaloza dr=2,1:1; Riboza d.r=3,3:1; Ksiloza d.r=1,3:1; Glukoza

Barbara Bogovié¢ Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled 50

(©)

H H

osnovno stanje fotoreduktant
HE

H_ H H_ H
EtOOC COOEt Et0OC COOEt
| | 8 || \/
N N

(A), X od TCNHPI
pobudeno stanje

/ CO,iX
EtOOC/Ij;COOEt
N H. H
(H) EtOOC COOEt EtoOC COOEt oo
| | N7 Co,Et
,; N (B)

H
HET™*
(HE] HBF,
NHPG
EtO,C
EtOZC T~ CO.Et
1OMe Bgo g\\ 2
BnO" “1OMe \*/'H ~PG
\% OBn OBn BF,
(E)
HBF,

Slika 33. Vidljivim svjetlom potaknut, kemo- i stereoselektivan radikalski proces za sintezu
C-glikozilaminokiselina. (A) Vidljivim svjetlom potaknuta adicija glikozilnog radikala
ugljikohidratnog redoks-aktivnog estera na a-imino ester. (B) Odabrani primjeri glikoziliranih
glicina. (C) Predlozen mehanizam vidljivim svjetlom potaknute adicije glikozilnog radikala na
a-imino ester.*®

Prosiruju¢i mogucénosti ranije opisanih metodologija, 2022. godine Xu 1 suradnici razvili su
prvi primjer stereoselektivne C(sp®)—H glikozilacije derivata glicina i peptida koji sadrze glicin
CXII, potaknute vidljivim svjetlom i katalizirane bakrom, pri ¢emu su kao supstrati koristeni
ugljikohidratni N-hidroksiftalimidni (NHP) esteri CXI11 (Slika 34a).** Kinolinska skupina (Q)
spoja CXI1 koordinira Cu sol u prisutnosti kiralnog fosfornog liganda, pri ¢emu se in situ
generira novi kiralni Cu kompleks. Razmatrani kompleks ne samo da katalizira intramolekulski
fotoredoks proces, ve¢ ujedno ima klju¢nu ulogu u kontroli stereoselektivnosti kondenzacijske
reakcije. Od velikog broja ispitanih kiralnih fosfornih liganada, S-PHANEPHOS se izdvojio
kao najucinkovitiji, rezultiraju¢i visoku dijastereoselektivnosc¢u i dobrim prinosom izoliranih
produkata (Slika 34a).

Znacajno je naglasiti da predlozena metodologija predstavlja temelj za daljnji metodoloski
razvoj u podrucju C-H funkcionalizacije. Za razliku od ranije izlozenih metodologija,

razvijenih od strane Liuja i Ackermanna, ovim je pristupom omogucena C-glikozilacija na
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a-polozaju aminokiselina. Razvijena sintetska strategija pokazala je visoku prilagodljivost
prema razli¢itim funkcijskim skupinama, §to omoguéuje njezinu primjenu na Sirokom spektru
ugljikohidratnih supstrata CX1V(a-h), ukljucujuéi ribozu, ksilozu, manozu, galaktozu, glukozu
i fruktozu, kao i na funkcionalno sloZenijim molekulama poput IPTG-a, arbutina i trehaloze
(Slika 34b).

Stovise, primjenom navedene metodologije uspjesno su sintetizirani razli¢iti C-glikopeptidi
CXV(g-j) u dobrim do visokim prinosima, uz visoku stereoselektivnost, sto dodatno potvrduje

inovativnost i znac¢ajan metodoloski doprinos razvijene strategije (Slika 34c).

Polaze¢i od prethodnih istrazivanja i dostupnih eksperimentalnih opazanja, predloZen je
mehanizam svjetlom potaknute, bakrom katalizirane stereoselektivne C(sp3)—H glikozilacije. U
pocetnom koraku, fotosenzitivna specija A nastaje in situ koordinacijom kompleksa [L*Cu'] s
glicinatnim esterom (i). Pod plavim LED zracenjem, fotosenzitivna vrsta A prelazi u svoje
ekscitirano stanje B, koje lako predaje elektron NHP-esteru (ii). na taj je nacin generiran
ribozilni radikal specificne konfiguracije, uz istodobno oslobadanje CO. i NHP-aniona.
Rekombinacijom ribozilnog radikala s Cu'" formiran je Cu" kompleks C. LMCT prijenos
naboja s liganda na metal (engl. ,, ligant-to-metal charge transfer”, LMCT) u kompleksu C,
zajedno s deprotonacijom, rezultiralo je nastajanjem radikala D. Nakon toga, radikal D napada
bakrov centar, §to rezultira nastajanjem kiralnog meduprodukta E. U zavrSnom koraku,

stereoselektivnom reduktivnom eliminacijom dobiven je produkt C-glikozilacije CXI1V (Slika

34d).43
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Slika 34. (A) Vidljivim svjetlom potaknuta Cu-katalizirana C(sp%)-H glikozilacija derivata

glicina.t3!*(B) Odabrani primjeri ugljikohidratnih supstrata. (C) Odabrani primjeri
C-glikopeptida. (D) Predlozen mehanizam.*®
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali i metode

KoriStene su komercijalno dostupne kemikalije i otapala analiticke ili HPLC ¢istoce, koja su,
ako je bilo potrebno, prodiséena prema standardnim literaturnim postupcima.'®® Ukoliko nije
drugacije navedeno, sastav eluensa (mobilnih faza) izrazen je u volumnim omjerima (v/v).
Za pracenje tijeka reakcije, kontrolu ¢isto¢e spojeva i preliminarnu identifikaciju produkata
kori$tena je tankoslojna kromatografija (TSK) na plo¢icama silikagela (Kieselgel 60 F254 0,25
mm, Merck), a vizualizacija je provedena uz detekciju UV zracenjem (4 = 254 nm) i/ili
otopinom kalijevog permanganata, p-anisaldehida, ninhidrina ili 10 % sumporne kiseline, uz
zagrijavanje. Navedene otopine pripravljene su prema literaturno poznatim propisima.3®
Pripravljeni spojevi su procis¢eni kolonskom kromatografijom na stupcu silikagela (Kieselgel
60 F254 0,040-0,063 mm, Merck) te je odreden retencijski faktor (Rf). Spektri masa (MS)
snimljeni su na uredaju Shimadzu Nexera XR LCMS-2020, koji koristi vezani sustav
tekucinske kromatografije - spektrometrije masa (LC-MS), uz ionizaciju elektrorasprsenjem
(ESI, engl. Electrospray lonisation). Spektri su snimljeni u pozitivnom (ESI+) i negativnom
(ESI-) nacinu rada. Kao mobilna faza koristena je smjesa otapala 50 % MeOH/50 % mili-Q

H20 uz dodatak 0,1 % HCOOH, pri protoku od 0,2 mL/min.
Za analizu reakcijskih smjesa i sintetiziranih produkata koristena je sljedeca LC—-MS metoda:

Metoda A:
ZORBAX XDB-C18 kolona (3,5 um; 4,6 x 75 mm); protok: 0,5 mL/min; A = 215 nm.

10 % MeOH /0,1 % HCOOH u mili-Q H20 — 90 % MeOH /0,1 %
HCOOH u mili-Q H20
12— 17min | 90 % MeOH /0,1 % HCOOH u mili-Q H20

90 % MeOH /0,1 % HCOOH u mili-Q H20 — 10 % MeOH /0,1 %
HCOOH u mili-Q H20

0,10 —» 12 min

17 — 20 min
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Spektri masa visoke rezolucije (HRMS) snimljeni su na instrumentu Shimadzu LCMS-9030
Q-TOF, gdje se LC/Q-TOF odnosi na tekuc¢insku kromatografiju / kvadrupol - analizator masa
vremena leta (engl. ,,Liquid Chromatography / Quadrupole Time-of-Flight “, LC/Q-TOF).

U svrhu karakterizacije, proCiS¢avanja i razdvajanja ciljanih produkata koriStena je
tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti obrnutih faza (engl. ,,High Performance Liquid
Chromatography Reverse-Phase “, RP-HPLC) na instrumentu Shimadzu (Shimadzu Scientific
Instruments, SSI; North America, USA) opremljenom SPD-M20A detektorom s nizom dioda
(engl. ,,diode array detector “, DAD) uz izokratno i/ili gradijentno eluiranje s odgovarajué¢im
sustavom otapala (polarna mobilna faza). Gradijent protoka mobilne faze mijenjao se ovisno o
svojstvima ispitivanog spoja i vrsti kolone (od 0,5 do 1,5 mL/min). UV detekcija provedena je
na 254 nm i1 215 nm. Volumen injektiranja pojedinac¢nih uzoraka kretao se u raponu od 10 do
600 pL, ovisno o veli¢ini petlje (engl. ,,Joop*, 20 uL ili 1 mL). Analiticka kolona (Agilent
ZORBAX XDB-C18; 3,5 um; 4,6 x 75 mm) koriStena je za karakterizaciju spojeva, dok je
procis¢avanje provedeno na semi-preparativnoj koloni (Agilent Eclipse XDB-C18; 5 um; 9,4
x 250 mm) s odgovaraju¢om predkolonom (Phenomenex, CA, USA,; SecurityGuard SemiPrep
Cartridges) i drzacem (engl. ,,holder*, SecurityGuard Cartridges Holder 10 mm ID za
predkolonu, proizvodaca Phenomenex, CA, USA). Odredena su retencijska vremena (tr)

pripravljenih produkata.
Koristene su sljede¢e metode za RP-HPLC kromatografiju:

Metoda B
Agilent Eclipse XDB-C18 kolona (5 pum; 9,4 x 250 mm) s odgovaraju¢om predkolonom
(SecurityGuard SemiPrep Cartridge, Phenomenex); protok: 1,5 mL/min; A =215 nm.

0.10 — 22 min 50 % MeOH /0,1 % TFA u mili-Q H.0O — 90 % MeOH /0,1 %
’ HCOOH u mili-Q H.O
22 — 27 min 90 % MeOH /0,1 % TFA u mili-Q H.O
. 90 % MeOH /0,1 % TFA u mili-Q H20 — 50 % MeOH /0,1 % TFA u
27 — 27,10 min -
’ mili-Q H20
27,10 — 30 min | 50 % MeOH /0,1 % TFA u mili-Q H.O

Barbara Bogovié¢ Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 56

Metoda C
Agilent Eclipse XDB-C18 kolona (5 um, 9,4 x 250 mm) s odgovaraju¢om predkolonom
(SecurityGuard SemiPrep Cartridge, Phenomenex); protok: 1,5 mL/min; A =215 nm.

0,10 > 22 min | 30 % MeOH /0,1% TFA u mili-Q H.0 — 100 % MeOH
22 — 30 min 100 % MeOH

30 — 30,10 min | 100 % MeOH — 30 % MeOH/ 0,1% TFA u mili-Q H20
30,10 > 35 min | 30 % MeOH /0,1 % TFA u mili-Q H20

Metoda D
Agilent Eclipse XDB-C18 kolona (5 um, 9,4 x 250 mm) s odgovaraju¢om predkolonom
(SecurityGuard SemiPrep Cartridge, Phenomenex); protok: 1,5 mL/min; A =215 nm.

0.10 > 22 min | 50 % MeOH u mili-Q H20 — 100% MeOH
22 — 30 min 100 % MeOH

30 — 30,10 min | 100 % MeOH — 50 % MeOH u mili-Q H20
30,10 — 35 min | 50 % MeOH u mili-Q H.O

NMR spektri snimljeni su u odgovaraju¢im deuteriranim otapalima (DMSO-ds, CDCl3,
CD3CN) pri temperaturi od 298 K uz tetrametilsilan ((CH3)4Si) kao unutarnji standard na
instrumentu Bruker Avance 300 (300,13 MHz (*H) i 75,47 MHz (*C)), te Bruker Avance 600
(600,13 MHz (*H) i 150,92 MHz (**C)). Snimljeni NMR spektri obradeni su u programu
MestReNova (verzija 6,0,2-5475, Mestrelab Research S,L; 2009.). Uz jednodimenzionalne
'H NMR i $3C NMR tehnike, za asignaciju signala u spektrima koristene su i dvodimenzionalne
NMR tehnike: COSY (engl. ,, Correlation Spectroscopy ), HSQC (engl. ,,Heteronuclear Single
Quantum Coherence ), HMBC (engl. ,, Heteronuclear Multiple Bond Correlation “) i NOESY
(engl. ,,Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy ). Kemijski pomaci () izrazeni su u ppm
vrijednostima, relativno u odnosu na rezidualne pikove deuteriranih otapala. (*H spektri
prikazani su kako slijedi: 'H NMR (frekvencija spektrometra, otapalo): & kemijski pomak
(multiplicitet, konstante sprege, broj protona). **C spektri prikazani su kako slijedi: **C NMR
(frekvencija spektrometra, otapalo): o kemijski pomak (konstante sprege, broj ugljikovih atoma
(gdje je primjenjivo)). Multipliciteti signala izraZeni su kao: s (singlet), brs (broad singlet), d
(dublet), dd (dublet dubleta), td (triplet dubleta), t (triplet), dt (dublet tripleta), g (kvartet), dq
(dublet kvarteta) i m (multiplet). Konstante sprega (J) izrazene su u Hz.

Barbara Bogovié¢ Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 57

Dijasteromerni omjer produkata odreden je analizom integracija karakteristi¢nih signala u
'H NMR spektrima pojedinih reakcijskih smjesa (integral povrSine signala u protonskom

spektru proporcionalan je broju protona).

Temperatura taljenja sintetiziranih produkata odredena je koriStenjem instrumenta
Electrothermal 9100 u otvorenim kapilarama. Opti¢ko skretanje odgovaraju¢ih produkata

mjereno je na instrumentu Autopol IV (Rudolf Research Analytical, Flanders, USA).

Spektri cirkularnog dikroizma ( engl. ,,circular dichroism“, CD) modelnog heksapeptida
37 1 C-glikopeptida 38-44 snimljeni na spektropolarimetru JASCO J-815 pri sobnoj
temperaturi, koristeci kvarcne kivete duljine optickog puta 0,1 cm i brzinom skeniranja od 200
nm min%, kao prosjek od tri uzastopno snimljena spektra. Uzorci heksapeptida pripremljeni su
otapanjem u 2,2,2-trifluoroetanolu [c (37) = 1,6318 x 10°mol dm; ¢ (38) = 1,1264 x 102 mol
dm3; ¢ (39) = 3,4997 x 102 mol dm3; ¢ (40) = 2,6354 x 10 mol dm; ¢ (41) = 2,8460 x 10
mol dm3; ¢ (42) = 1,1167 x 102 mol dm; ¢ (43) = 3,6711 x 102 mol dm™3; ¢ (44) = 1,9739 x

102 mol dm™®]

Racunalno modeliranje provedeno je koriStenjem programskog paketa Gaussian 16.
Strukture modelnog peptida i C-glikopeptida najprije su optimizirane u plinskoj fazi na
HF/3-21G razini teorije, a zatim u DMSO otapalu primjenom SMD implicitnog modela
solvatacije. Najstabilnije konformacije reoptimizirane su na DFT razini teorije (SMD-M06-2X-
D3/6-31+G(d,p)) uzimaju¢i u obzir NOE ograni¢enja udaljenosti izmedu odabranih parova
protona, odredena asignacijom 2D *H-'H NOSEY spektra (0-3 A (s), 3-5 A (m), >5 A (w)).1*!
Racunalni dio istrazivanja, koji obuhvaca optimizaciju struktura peptida 3744, proveden je

u suradnji s dr. sc. lvanom Niksi¢ Franjic¢ (Institut Ruder Boskovic).

Aldehidi odgovarajucih ugljikohidrata, kao i koristeni izocijanidi pripravljeni su prema
literaturno opisanim metodama u dva do pet sintetskih koraka, uz optimizaciju pojedinih
reakcijskih uvjeta. Karakterizacija sintetiziranih spojeva pokazala je podudarnost s prethodno
objavljenim literaturnim podacima. Spojevi su sintetizirani slijede¢i pritom literaturno opisane

metodologije, uz manje modifikacije i optimizaciju pojedinih reakcijskih koraka.!32-13
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3.2. Sinteza konvertibilnog izocijanida

Produkti su sintetizirani prema prethodno objavljenim metodologijama, uz odredene

modifikacije, a njihova karakterizacija odgovara literaturno opisanim podacima. %%

3.2.1. Sinteza i karakterizacija N-(4-metoksi-2-nitrofenil)formamida (1)

Mravlja kiselina (HCOOH; 31,2 ekv; 556,6 mmol) je
13 polagano dokapana acetanhidridu (1,25 ekv; 22,3 mmol; 2,1
|

N e NH_ - \5 mL). Ohladenoj otopini (0 °C) je dodan 4-metoksi-2-
0 2\3/4\0/(9“_,3 nitroanilin (3,0 g; 17,84 mmol). MijeSanje je nastavljeno
8 3 sata na sobnoj temperaturi. Po zavrsetku reakcije dodana je

hladna voda pri ¢emu nastaje gusta Zuta suspenzija koja je profiltrirana uz vakuum preko sinter
lijevka. Zaostali talog je prekristaliziran iz etanola (EtOH). Dobiven je kona¢ni produkt u obliku
zutog praha (1; 3,2 g; 7 = 92 %).

CgHsN204; Mr = 196,16; R¢= 0,60 (PE:EtOAC = 1:1)

IH NMR (300 MHz, CDCls): 8 / ppm 10,05 (s, 1H, NH); 8,70 (d, J = 9,3 Hz, 1H, CHO); 8,52
(s, 1H, Ha)); 7,70 (d, J = 3,0 Hz, 1H, Hay); 7,30 — 7,18 (m, 1H, Ha)); 3.87 (br s, 3H, OMe).
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3.2.2. Sinteza i karakterizacija 1-izocijano-4-metoksi-2-nitrobenzena (2)

Produkt prethodnog reakcijskog koraka 1 (2,31 g; 11,79 mmol,

o< N,;g 1,0 ekv) je otopljen u suhom tetrahidrofuranu (THF; 118,0 mL).

ﬁ,'gNa, /t\ U ohladenu otopinu (-20 °C) je dokapan N-metil-morfolin
° \|1| \|5 (NMM; 4,0 ekv; 47,15 mmol; 5,18 mL) i dodan trifosgen (0,5
2\3/“\ ~CHs  ekv; 5,89 mmol; 1,75 g). Reakcija je prekinuta dodatkom

zasi¢ene vodene otopine natrijevog hidrogenkarbonata
(NaHCO3) te je provedena ekstrakcija s diklormetanom (DCM). Organski sloj je osusen iznad
bezvodnog natrijevog sulfata (Na2SQOs), nakon ¢ega je profiltriran, a otapalo je upareno. Ostatak
zaostao uparavanjem je prociscen flash tekué¢inskom kromatografijom pri ¢emu je kao eluens
koriSten sustav otapala PE:EtOAc = 1:1. Izoliran je produkt u obliku crvene krutine (2; 1,83 g;
n =87 %).

CgHsN203; Mr = 178,15; Rf = 0,82 (PE:EtOAC = 1:1)

IH NMR (300 MHz, CDCls): & / ppm 7,57 (d, J = 2,8 Hz, 1H, Ha); 7,51 (d, J = 8,9 Hz, 1H,
Ha): 7,18 (dd, J = 8,9 Hz; J = 2.8 Hz, 1H, Ha); 3,93 (s, 3H, OMe).
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3.3. Sinteza aldehida odgovarajudih ugljikohidrata

Produkti su sintetizirani prema prethodno objavljenim metodologijama, uz odredene

modifikacije, a njihova karakterizacija odgovara literaturno dostupnim podacima.

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

(@) 2,3:4,5-di-O-izopropiliden-g-b-fruktopiranoza (3)

D-fruktoza (10,8 g; 41,5 mmol) je otopljena u acetonu

0\_7/ 8 ((CH3)2.CO; 210 mL) i ohladena na 0 °C, a potom je polagano
P 20 . L
|1/ ¢ r16\1< CH;  dokapana koncentrirana sumprna kiselina (H2SOa; 10,5 mL) uz
o\\\\-- AN o~ 0/ CHs  mijeSanje, sve dok se fruktoza u potpunosti ne otopi. Mijesanje
A 14
9\1r o je nastavljeno na sobnoj temperaturi 90 minuta. Reakcijska
~
H3C LH ! smjesa je ohladena na 0 °C, a zatim je polagano dokapana
" ohladena vodena otopina NaOH (1,1 ekv; 22 g NaOH u 100

mL H20). Otapalo je upareno, a zaostala vodena suspenzija je ekstrahirana s diklormetanom
(DCM). Organski sloj je ispran vodom, osuSen iznad bezvodnog Na>SOs, nakon cega je
profiltriran, a otapalo je upareno. Uparavanjem otapala zaostaje produkt u obliku Zzute krutine.
Sirovi produkt je rekristaliziran iz vrijuéeg etera (5 mL/g) dodatkom hladnog pentana pri ¢emu

je dobiven produkt u obliku bijelog praha (3; 9,72 g; n = 90 %).

C12H2006; Mr = 260,29; R = 0,75 (PE:EtOAC = 1:1)

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 / ppm 4,61 (dd, J=7.9 Hz; J=2.6 Hz, 1H, 3); 4,34 (d, J = 2.6
Hz, 1H, 4); 4,28 — 4,20 (m, 1H, 2); 3,92 (dd, J = 13,0 Hz; J =1,9 Hz, 1H, 1); 3,77 (dd, J = 13,0
Hz, J=0,7 Hz, 1H, 1); 3,74 — 3,61 (m, 2H, 7); 2,06 (s, 1H, 8); 1,55; 1,48; 1,40; 1,35 (s, 12H,
(12, 13,17, 18)).
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(b) (3aR,5aR,8aR,8bS)-2,2,7,7-tetrametiltetrahidro-3aH-bis([1,3] dioksolo)[4,5-b:4',5'd]
piran-3a-karbaldehid (4)

Produkt prethodnog reakcijskog koraka 3 (501 mg; 1,93 mmol;

1/8* 1,0 ekv) je otopljen u suhom DCM (10 mL) te je dodan
r/(g\is’?‘,\ _CHy Dess-Martin perjodinan (DMP; 1,1 ekv; 2,12 mmol; 898,1 mg)
N 0/ 13\%H3 u malim porcijama. MijeSanje je nastavljeno preko no¢i na

9\ o . sobnoj temperaturi. Reakcija je zaustavljena dodatkom
Hsﬁ/ EH:Q zasi¢ene vodene otopine natrijevog hidrogen karbonata
10 (NaHCO:s) i vodene otopine natrijevog tiosulfata pentahidrata

(Na2S203-5H20), nakon ¢ega je provedena ekstrakcija s DCM. Organski sloj je osuSen iznad
bezvodnog Na»SOg, profiltriran, a otapalo je upareno. Ostatak zaostao uparavanjem otapala
¢iscen je flash tekué¢inskom kromatografijom pri ¢emu je kao eluens koristen sustav otapala

PE:EtOAc = 1:1. Izoliran je produkt u obliku prozirnog ulja (4; 455,7 mg; = 92 %).
C12H2006; Mr = 260,29; Rf = 0,62 (PE:EtOAC = 1:1)
'H NMR (300 MHz, CDCls) ¢ / ppm 9,52 (s, 1H, 17); 4,61 (dd, J =7,9; J = 2,5 Hz, 1H, 3);

4,49 (d, J = 2.5 Hz, 1H, 4); 4,30 — 4,22 (m, 1H, 2); 3,95 (dd, J = 12,9 Hz, J = 1,7 Hz, 1H, 1);
3,87 (d, J = 12,8 Hz, 1H, 1); 1,55; 1,42; 1,39; 1,33 (s, 12H, (10, 11, 15, 16)).
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3.3.2. Sinteza i karakterizacija (3aR,5S,5aR,8aS,8bR)-2,2,7,7-tetrametiltetrahidro-5H-bis
([1,3]dioksolo) [4,5-b:4',5'-d]piran-5-karbaldehida (5)**°

1,2;3,4-di-O-izopropiliden-a-p-galaktopiranoza (500 mg; 1,92

108\2 mmol; 1,0 ekv) je otopljena u suhom DCM (10 mL) te je dodan
C. /10\3/1/\ DMP (1,1 ekv; 2,11 mmol; 896,3 mg) u malim porcijama.
H3%/1<0_, ‘{\ 1(7) Mljesafr.lje. je nastavlj.eno preko noéi na sobnoj temperaturi.
11 =~ °, Reakcija je zaustavljena dodatkom zasi¢ene vodene otopine
: /(s) NaHCOs i vodene otopine Na:S:03-5H20 te je provedena
9H3 c/:1 N CHy ekstrakcija s DCM. Organski sloj je osuSen iznad bezvodnog

16

Na2S0s, nakon Cega je profiltriran, a otapalo je upareno. Ostatak
zaostao uparavanjem otapala ¢iséen je flash tekuc¢inskom kromatografijom pri ¢emu je kao
eluens koristen sustav otapala PE:EtOAc = 1:1. 1zoliran je produkt u obliku prozirnog ulja (5;
467,0 mg; n = 94 %).

C12H1806; Mr = 260,29; Rt = 0,55 (PE:EtOAC = 1:1)
IH NMR (300 MHz, CDCls): 6/ ppm 9,62 (s, 1H, 2); 5,67 (d, J = 4.9 Hz, 1H, 6); 4,65 (dd, J =

7,8 Hz; 2,4 Hz, 1H, 1); 4,60 (dd, J=7,8 Hz; J = 2.1 Hz, 1H, 5); 4,39 (dd, J =4.9; J = 2.4 Hz,
1H, 3); 4,19 (d, J=2,0 Hz, 1H, 4); 1,51; 1,44, 1,35; 1,32 (br s, 12H, (17, 16, 14, 13)).
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3.3.3. Sinteza i karakterizacija (3aR,4S,6R,6aR)-6-metoksi-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-
d][1,3]dioksol-4-karbaldehida (7)*%*

(@) Metil-2,3-O-izopropiliden--p-ribofuranoza (6)

Smjesa p-riboze (2,5 g; 16,65 mmol; 1,0 ekv) i SnCl>-2H20 (1,0

CH,
(0] , . . H H H
Ho/ ~ N 6 ekv; 16,65 mmol; 3,76 g) je suspendirana u acetonu (50 mL) i
\\/ metanolu (MeOH; 13 mL) uz dodatak kataliticke koli¢ine
o\ o koncentirane H2SO4 (0,11 ekv; 1,86 mmol; 99,4 uL). Mijesanje je

~
/\ nastavljeno 24 sata pri temperaturi uljne kupelji od

45 °C. Po zavrSetku reakcije, reakcijska smjesa je profiltrirana, a
filtrat je neutraliziran (pH 6-7) vodenom otopinom NaHCOs. Rezultiraju¢a otopina je
profiltrirana preko stupca celita i uparena s ciljem uklanjanja acetona i metanola. Zaostala
vodena otopina je ekstrahirana s EtOAc, isprana zasi¢enom vodenom otopinom NaCl, osusena
iznad bezvodnog Na,SO4, nakon ¢ega je profiltrirana, a otaplao je upareno. l1zoliran je produkt
u obliku zutog ulja (6; 2,7 g; # = 81 %).

CoH160s; Mr = 204,22; R = 0,45 (PE:EtOAC = 1:1)

IH NMR (300 MHz, CDCls): & / ppm 4,95 (s, 1H, 5); 4,81 (d, J = 5,9 Hz, 1H, 4); 4,57 (d, J =
5,9 Hz, 1H, 2); 4,41 (t, = 2,7 Hz, 1H, 3); 3,68 (dd, J = 12,5, J = 2,3 Hz, 1H, 6); 3,60 (br d, 1H,
6'); 3,41 (s, 3H, 14): 1,47; 1,30 (s, 6H, (11, 12)).

(b) (3aR,4S,6R,6aR)-6-metoksi-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-d] [1,3]dioksol-4-
karbaldehid (7)

o Produkt prethodnog reakcijskog koraka 6 (1,02 g; 4,98 mmol; 1,0 ekv)

i o CHs je otopljen u suhom DCM (25 mL) te je dodan DMP (1,1 ekv; 5,48
NN ‘_6
\ / mmol; 2,32 g) u malim porcijama. MijeSanje je nastavljeno preko noci
N \ na sobnoj temperaturi. Reakcija je zaustavljena dodatkom zasi¢ene
o o
\/\/ vodene otopine NaHCOs i vodene otopine NaxS;03-5H20 te je
HC  CH; provedena ekstrakcija s DCM. Organski sloj je osuSen iznad

bezvodnog Na>SOs, nakon ¢ega je profiltriran, a otapalo je upareno.

Ostatak zaostao uparavanjem cCiS¢en je brzom tekuc¢inskom kromatografijom pri ¢emu je kao
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eluens koriSten sustav otapala PE:EtOAc = 1:1. Izoliran je produkt u obliku bezbojnog ulja (7;
785,0 mg; n = 78 %).

CoH140s; Mr = 202,21; Rs = 0,62 (PE:EtOAC = 1:1)

IH NMR (300 MHz, CDCls): 8 / ppm 9,57 (s, 1H, 13); 5,07 (s, 1H, 5); 5,03 (d, J = 5,8 Hz, 1H,
2): 4,55 — 4,39 (m, 2H, 4, 3); 3,43 (s, 3H, 12); 1,47; 1,31 (s, 6H, (9, 10)).

3.3.4. Sinteza i karakterizacija (3aR,5S,6S,6aR)-6-(benziloksi)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[2,3-
d][1,3]dioksol-5-karbaldehida (10)**®

(a) 3-O-benzil-1,2:5,6-O-di-izopropiliden-a-b-glukofuranoza (8)

1,2;5,6-diizopropiliden-D-glukoza (1,0 g; 3,84 mmol;

H;C CH
314\11/15 : 1,0 ekv) je otopljena u dimetilformamidu (DMF; 2 mL).
—o0
o/ 1 Dodan je benzil bromid (BnBr; 1,5 ekv; 5,76 mmol;
12\ /9\2/?\ ey . . C .
13 \ /5 ''''' "o 685 pL) uz mijeSanje koje je nastavljeno sljedecih
8
4 H“v.,,, /\7\/ SHs 5 minuta. Potom je reakcijska smjesa ohladena na 0 °C.
o) o]
18 6 CHs U ohladenu otopinu dodan je natrij-hidrid (NaH; 2,17 ekv;
/25
21/2‘&1§ 8,33 mmol; 200 mg) u malim porcijama, uz mijesanje.
\ Ve MijeSanje je nastavljeno 3 sata na sobnoj temperaturi.
22—

Reakcija je zaustavljena dodatkom izopropanola (1 mL) pri
0 °C, nakon ¢ega je dokapana H20O (10 mL) pri 0 °C. Rezultirajué¢a smjesa je ekstrahirana s
EtOAc. Organski sloj je osuSen iznad bezvodnog Na>SO4, nakon ¢ega je profiltriran, a otapalo
je upareno. Ostatak zaostao uparavanjem otapala je prociS¢en teku¢inskom kromatografijom na
stupcu silikagela pri ¢emu je kao eluens koriSten slijedeci sustav otapala: najprije PE:EtOAc =

10:1, a zatim PE:EtOAc = 3:1. Izoliran je produkt u obliku bezbojnog ulja (8; 1,26 g; n = 94%).

C19H2606; Mr = 350,41; Rf = 0,80 (PE:EtOACc = 1:1) ili Rf = 0,59 (PE:EtOAC = 3:1)

IH NMR (600 MHz, CDCls): 8 / ppm 7,27 — 7,20 (m, 5H, Bn (20-24)); 5,82 (d, J = 3.6 Hz, 1H,
5): 4,58 (g, J = 11.8 Hz, 2H, 25); 4,50 (d, J = 3.6 Hz, 1H, 4); 4,30 — 4,27 (m, 1H, 9); 4,07 (dd,
J=7,7Hz; J=3,0 Hz, 1H, 2); 4,05 — 4,01 (m, 1H, 13); 3,95 — 3,93 (m, 1H, 3); 3,93 — 3,90 (m,
1H, 13); 1,41; 1,35; 1,29; 1,23 (s, 12H, (17, 16, 15, 14)).
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(b) 3-O-benzil-1,2-O-izopropiliden-a-D-glukofuranoza (9)

HO Produktu prethodnog reakcijskog koraka 8 (1,26 g; 3,60
H8\12/199\2/?\ mmol) je dodana octena kiselina (CH3COOH; 8,9 mL) i
\3\4/ o ”2 voda (3,8 mL). Reakcijska smjesa je mijeSana 4 sata pri

1%/ K'd 7\_c |_1|(51H3 temperaturi uljne kupelji od 55 °C. Po zavrSetku reakcije,

/\22 B otapalo je upareno. Ostatak zaostao uparavanjem otapala

18/ = 1§ proc¢is¢en je tekucinskom kromatografijom na stupcu
\}9\ a silikagela pri ¢emu je kao eluens koriSten sljedeci sustav

otapala: najprije PE:EtOAc = 3:1, a potom PE:EtOAc = 1:1. Izoliran je produkt u obliku
bezbojnog ulja (9; 982,0 mg; # = 88 %).

C16H2206; Mr = 310,35; Rf = 0,20 (PE:EtOAC = 1:1)

IH NMR (600 MHz, CDCls): 8/ ppm 7,30 — 7,16 (m, 5H, Bn (17-21)); 5,85 (d, J = 3,8 Hz, 1H,
5): 4,65 (d, J = 11,8 Hz, 1H, 22); 4,54 (d, = 3,8 Hz, 1H, 22); 4,46 (d, J = 11.8 Hz, 1H, 4); 4,05
~ 4,01 (m, 2H, 2, 12); 3,96 — 3,92 (m, 1H, 9);: 3,73 (dd, J = 11,4 Hz, J = 3.5 Hz, 1H, 12); 3,61
(dd, J = 11,4 Hz, J = 5,7 Hz, 1H, 3); 1,40; 1,24 (s, 6H, (14, 13)).
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(c) (3aR,4S,6R,6aR)-6-metoksi-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-d] [1,3]dioksol-4-
karbaldehid (10)

Produkt prethodnog reakcijskog koraka 9 (5,46 ¢g; 17,59

o)
1;%1\2/0\ mmol; 1,0 ekv) je otopljen u H20 (38,4 mL) i DCM (38,4 mL).
1

\ /5 """ "0 Zatim je dodan natrijev perjodat (NalOs; 1,54 ekv; 27,09

o — \
o/ 4'/1,0/7\_1%"'3 mmol; 5,79 g) u malim porcijama tijekom 20 minuta, uz
1%20 ° §Ha mijeSanje. MijeSanje je nastavljeno 1,5 h pri temperaturi uljne

/

16/1§1< kupelji od 30 °C, a potom je dodan EtOH (63,4 mL). Po
\}7 " zavrietku reakcije, reakcijska smjesa je profiltrirana te je

isprana s H20. Filtrat je ekstrahiran s DCM, ispran s H2O te je
osuSen iznad bezvodnog Na»SOs4, nakon ¢ega je profiltriran, a otapalo je upareno. Ostatak
zaostao uparavanjem otapala prociSéen je tekuc¢inskom kromatografijom na stupcu silikagela
pri ¢emu je kao eluens koriSten sustav otapala PE:EtOAc = 1,5:1. Izoliran je produkt u obliku

prozirnog ulja (10; 4,01 g; n = 82 %).

C15H180s; Mr = 278,30; Rf = 0,70 (PE:EtOAC = 1:1)

IH NMR (600 MHz, CDCls): 8/ ppm 9,69 (d, J = 1,5 Hz, 1H, 11); 7,38 — 7,29 (m, 4H, Bn(15,
16, 18, 19)); 7,25 (s, 1H, Bn(17)); 6,14 (d, J = 3,5 Hz, 1H, 5); 4,65 (d, J = 3,5 Hz, 1H, 2); 4,62
(d, J = 11,8 Hz, 1H, 20); 4,58 (dd, J = 3,7 Hz; J =1,4 Hz, 1H, 20); 4,50 (d, J = 11,9 Hz, 1H, 4);
4,35 (d, J = 3,7 Hz, 1H, 3); 1,48; 1.35 (s, 6H, (9, 10)).
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3.3.5. Sinteza i1 karakterizacija (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 (11)*°

2,3;4,5-di-O-izopropiliden-o-L-sorbofuranoza (501 mg;

o 13’3 1,93 mmol; 1,0 ekv) je otopljena u suhom DCM (10 mL) te
Y, / 1\ :
7 A /5—? je dodan DMP (1,1 ekv; 2,12 mmol; 898,1 mg) u malim
10 3—4\ /\7/1%“3 . e .. . - .
AR o D porcijama. MijeSanje je nastavljeno preko no¢i na sobnoj
Hi ™ | 9O CH,

e AL temperaturi. Reakcija je zaustavljena dodatkom zasi¢ene
vodene otopine NaHCO3 i vodene otopine Na»S203-5H20,

a potom je provedena ekstrakcija s DCM. Organski sloj je osusen iznad bezvodnog natrijevog
sulfata (Na>SO4), nakon ¢ega je profiltriran, a otapalo je upareno. Ostatak zaostao uparavanjem
otapala ¢isc¢en je flash tekué¢inskom kromatografijom pri ¢emu je kao eluens koriSten sustav

otapala PE:EtOAc = 1:1. Izoliran je produkt u obliku bezbojnog ulja (11; 433,9 mg; # = 87 %).

C12H1806; Mr = 260,29; R¢ = 0,35 (PE:EtOAC = 1:1)

3.3.6. Sinteza i karakterizacija (3aR,6R,6aR)-5-((S)-2,2-dimetil-1,3-dioksolan-4-il)-2,2-
dimetiltetrahidrofuro [2,3-d][1,3]dioksol-6-karbaldehida (15)*3°

(@) 1,2:5,6-di-O-izopropiliden-3-keto-a-D-glukofuranoza (12)

1,2;5,6-di-O-izopropiliden-a-D-glukofuranoza (1,92

_—13 ] )
HsC. 3 e SN0 o mmol; 1,0 ekv) je otopljena u DCM (c ~ 0,2 M).
& 3 . ) )
H3C/15\0\ \ [ A *  Potom je postepeno u malim obrocima dodan DMP
17 16 4—5 " J/ CH3
0// ° 10 (1,1 ekv). Mijesanje je nastavljeno preko nodi.

Reakcija je zaustavljena dodatkom zasi¢ene vodene
otopine NaHCOz i vodene otopine NazS:03-5H20. Mijesanje je nastavljeno oko 30 minuta.
Provedena je ekstrakcija s DCM. Organski sloj je susen iznad bezvodnog Na>SQO4, nakon ¢ega
je profiltriran, a otapalo je upareno. Sirovi produkt 12 je koristen u narednom sintetskom koraku

bez daljnjeg Cis¢enja.

C12H1806; Mr = 202,21; R¢ = 0,38 (PE:EtOAC = 1:1)
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(b) 1,2:5,6-di-O-izopropiliden-3-en-a-D-glukofuranoza (13)

Metil-trifenil-fosfonijev bromid (PPH3PCH3Br; 2,0
o— R ekv) je otopljen u sunom THF (¢ ~ 0,6 M) i ohladen

H c/1 o 3 / 9\8/\3 na 0 ‘C. Potom je dodana 2 M otopina '‘BuOK u THF
3 — 5., CH .. . . .
" * //4 "’o/ 10 ° (2,0 ekv). Mijesanje je nastavljeno na sobnoj

H,C 7
“12 temperaturi oko 30 minuta. Zatim je reakcijska smjesa

ohladena na 0 °C te je dodan produkt prethodnog reakcijskog koraka (12; 1,0 ekv) otopljen u
THF (c ~ 0,6 M). Mijesanje je nastavljeno oko 1 sat na 0 °C, a potom 1 sat na sobnoj
temperaturi. Nakon 2 sata reakcijska smjesa je ohladena na 0 °C te je dodan EtOAc i H20.
Mijesanje je nastavljeno oko 30 minuta. Provedena je ekstrakcija s EtOAc. Organski sloj je
suSen iznad bezvodnog Na>SQOgs, uparen te je ¢is€en tekucinskom kromatografijom koristeci
pritom kao eluens sustav otapala PE:EtOAc = 2:1 pri ¢emu je izoliran produkt u obliku

prozirnog ulja (13; 2,78 g; n = 79 %).

C13H200s; Mr = 202,21; Rf = 0,80 (PE:EtOAC = 1:1)

IH NMR (600 MHz, CDCls): 6/ ppm 5,81 (d, J = 4,0 Hz, 1H, 1); 5,53 — 5,48 (m, 1H, 12); 5,47
~ 542 (m, 1H, 12); 4,92 — 4,86 (m, 1H, 5); 4,70 — 4,62 (m, 1H, 6); 4,11 — 4,02 (m, 2H, (3,
13)); 3,98 — 3,90 (m, 1H, 13"); 1,52; 1,44; 1,37; 1,36 (s, 12H, (18, 17, 11, 10)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): & / ppm 146,8 (4); 113,5 (12); 112,6 (8); 109,8 (15); 104,6 (1);
82,2 (3); 79,2 (5): 77,34 (6); 66,8 (13); 27,4; 27,1; 26,6; 25,4 (18, 17, 11, 10)).

Barbara Bogovié¢ Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio

69

(c) 1,2;5,6-di-O-izopropiliden-3-hidroksimetil-a-D-glukofuranoza (14)

\ o
H3C\ ;14 /2\1 ..... ¥e) CH
18 >4 3 9
’ C/ 5\0 \ / \ /11
317 16 ~4—-—5. ’I/O/S\%Hs
H0—1§ 7

Produkt prethodnog reakcijskog koraka (13; 1,0 ekv)
je otopljen u suhom THF (c ~ 0,13 M) i ohladen na
0 °C. Ohladenoj otopini je dodan 2 M otopina
boran-dimetilsulfid kompleksa u THF-u (BHs-SMe;

6,0 ekv). Mijesanje je nastavljeno na sobnoj

temperaturi (4-18 sati). Reakcijska smjesa je ohladena na 0 °C te je uzastopno dodan

THF:H20 = 1:1, 2M NaOH i 30 % H20.. Mijesanje je nastavljeno na sobnoj temperaturi oko 3

sata. Provedena je ekstrakcija sustavom DCM/H20. Organski sloj je suSen iznad bezvodnog

Na>SOs, uparen, ali ne do suha vec je produkt 14 koriSten u slijede¢em reakcijskom koraku bez

daljnjeg ¢is¢enja.

C13H2206; Mr = 274,31; Rf = 0,38 (PE:EtOAC = 1:1)

(d) (3aR,6R,6aR)-5-((S)-2,2-dimetil-1,3-dioksolan-4-il)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[2,3-d]

[1,3]dioksol-6-karbaldehid (15)

o/12
13
H3,8\ 1’4\ 6~ 3/ (2)\ qeon 8 CH
R \ | s
16 15 ._4”'5 w %H3
0o— 18 7

Otopini produkta 14 u DCM-u (c ~ 0,20 M) postepeno
je umalim obrocima dodan DMP (1,1 ekv). Mijesanje
je nastavljeno 1-2 sata. Reakcija je zaustavljena
dodatkom zasi¢ene vodene otopine NaHCO3 i vodene

otopine NaxS203-5H20. Nakon 30 minuta provedena

je ekstrakcija s DCM. Organski sloj je suSen iznad bezvodnog Na:SOs, uparen te je ¢iScen

tekuc¢inskom kromatografijom koristeci pritom kao eluens sustav otapala PE:EtOAc = 1:1.

Izoliran je produkt u obliku prozirnog ulja (15; 939,1 mg; n = 63 %).

C13H2006; Mr = 274,31; R¢ = 0,60 (PE:EtOAC = 1:1)

IH NMR (600 MHz, CDCls): 6 / ppm 9,72 (d, J = 2.2 Hz, 1H, 18); 5,87 (d, J = 3.7 Hz, 1H, 1);
5,00 (dd, J = 5,4 Hz; J = 3,7 Hz, 1H, 5); 4,57 (dd, J = 9,4 Hz; J = 6,2 Hz, 1H, 3); 4,17 — 4,04
(m, 2H, (6, 12)); 3.93 (dd, J = 8,7 Hz; J = 5,0 Hz, 1H, 12); 2,95 — 2,85 (m, 1H, 4); 1,51; 1,39;

1,31 (s, 12H, CH3(17, 16, 11, 10)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): § / ppm 197,4 (18); 113, (8); 109,7 (14); 105,7 (1); 81,5 (5); 78,2
(3); 76,6 (6); 66,6 (12); 58,2 (4): 26,7 26,4: 26,4: 24,8 (17, 16, 11, 10).
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3.4. Sinteza C-glikozilnih a-aminokiselina

3.4.1. Sinteza a-aciloksiamida dobivenih Passerinijevom reakcijom

Aldehid odgovarajuceg ugljikohidrata (1,0 ekv) je otopljen u suhom DCM (c =0,5 M), a zatim
je dodan izocijanid 2 (1,0 ekv) i octena kiselina (1,0 ekv). MijeSanje je nastavljeno 12—24 sata
na sobnoj temperaturi. Po zavrsetku reakcije otapalo je upareno. Ostatak zaostao uparavanjem
¢is¢en je brzom tekucinskom kromatografijom pri ¢emu je kao eluens koristen sustav otapala

PE:EtOAc = 1:1. Izoliran je produkt u obliku crvenog ulja.

3.4.1.1. Sinteza i karakterizacija 2-((4-metoksi-2-nitrofenil)amino)-2-okso-1-((3aR,5aR,8aR,
8bS)-2,2,7,7-tetrametiltetrahidro-3aH-bis([1,3]dioksolo)[4,5-b:4",5'-d] piran-3a-il)etil

acetata (16)
29
78/30 g 27%26\25/:?1\
PN /1”9\ ZIK I S Ca5H28N2011
- 24
ol g M N Mr = 496,47
1/6 104\ CH3 I+ -
| | 116 2N crveno ulje; (m = 2,39 g; 94 %)
SN 5 o
2\ /4\0 3 o
R 9 35 Rf=0,61 (PE:EtOAc=1:1)
S
H,e” | °
1 CH3

Smjesa dijastereoizomera 90:10 d.r. Navedeni su kemijski pomaci za oba dijastereocizomera.

DS1, vecinski dijastereoizomer, (S)-16. *H NMR (600 MHz, CDCls): 6 / ppm 10,94 (s, 0,90H,
NH(20)); 8,76 — 8,69 (m, 0,90H, 24); 7.67 (d, J = 3,0 Hz, 0,90H, 27); 7.18 (dd, J = 9,3 Hz; J =
3,0 Hz, 0,90H, 26); 5,24 (s, 0,90H, 17); 4,65 (dd, J = 7,8; J = 2.8 Hz, 0,90H, 3) ; 4,43 (d, J =
2.8 Hz, 0.90H, 2); 4,29 — 4,25 (m, 0.90H, 4); 3,93 (d, J = 1,1 Hz, 1.80H, 1, 1'); 3,84 (s, 2,70H,
32); 2,24 (s, 2,70H, 29); 1,55; 1,54; 1,35 (s, 10,80H, CH3(16, 15, 11, 10)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): 6 / ppm 169,10 (19); 164,43 (28); 154,93 (25); 128,29 (23);
123,86 (22, 27); 123,09 (26); 110,0 (13); 109,6 (8); 108,6 (24); 101,8 (5); 74,9 (17); 70,7 (4);
70,5 (3); 70,1 (2); 61,9 (1); 55,9 (32); 26,5; 26,1; 25,2; 24,4 (16, 15, 11, 10); 20,7 (29).
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DS2, manjinski dijastereoizomer, (R)-16. *H NMR (600 MHz, CDCls): 6/ ppm 11,03 (s, 0,10H,
NH(20)); 8,76 — 8,69 (m, 0,10H, 24); 7,69 (d, J = 3,0 Hz, 0,10H, 27); 7,21 (dd, J = 9.3 Hz; J =
3,1 Hz, 0,10H, 26) ; 5,56 (s, 0,10H, 17); 4,62 (dd, J = 6,1 Hz; J = 2,5 Hz, 0,10H, 3); 4,49 (d, J
=2,6 Hz, 0,10H, 2); 4,23 — 4,20 (m, 0,10H, 4); 3,93 (d, J= 1,1 Hz, 0,20H, 1, 1"); 3,85 (s, 0,30H,
32), 2.30 (s, 0,30H, 29); 1,55; 1,54; 1,33 (s, 1,20H, CHa(16, 15, 11, 10)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): 6 / ppm 169,7 (19); 164,8 (28); 155,1 (25); 127,9 (23); 123,6
(22, 27); 123,2 (26); 109,3 (13); 109,2 (8); 108,8 (24); 102,1 (5); 75,9 (17); 70,9 (4); 70,4 (3);
70,0 (2); 61,5 (1); 55,9 (32); 26,3; 25,7; 24,9; 23,8 (16, 15, 11, 10); 20,7 (29).
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3.4.1.2. Sinteza i karakterizacija 2-((4-metoksi-2-nitrofenil)amino)-2-okso-1-((3aR,5S,5aS,
8aS,8bR)-2,2,7,7-tetrametiltetrahidro-5H-bis([1,3] dioksolo)[4,5-b:4',5'-d] piran-5-il)
etil acetata (17)

H
WP ) 2N S CHj
oK oW LT
N 7 - ~
14 1|3 NH \2|0 C22H28N2011
H5C = N+\ . —
S /3\|1/\? 3/33 0 Mr = 496,47
N ) crveno ulje; (m = 1,61 g; 92 %)
o~ \3/ -,
2 { o Rr = 0,56 (PE:EtOAC = 1:1)
7 \ 28
CHs

Smjesa dijastereoizomera 65:35 d.r. Navedeni su kemijski pomaci za oba dijastereoizomera.
DS1, vedinski dijasteroizomer, (S)-17. *H NMR (600 MHz, CDCls): 6 / ppm 10,61 (s, 0,65H,
NH(17)); 8,62 (d, J=9,3 Hz, 0,65H, 24); 7,65 (d, J = 3,0 Hz, 0,65H, 21); 7,23 - 7,16 (m, 0,65H,
23); 5,63 -5,57 (m, 0,65H, 13); 5,21 (d, J =9.4 Hz, 0,65H, 4); 4,66 (dd, J = 7,8 Hz; J = 2.6 Hz,
0.65H, 3); 4,40 - 4,33 (m, 0,65H, 2); 4,20 (dd, J=9,4 Hz, J = 1.8 Hz, 0,65H, 1); 3,84 (s, 1,95H,
OCHj3(26)); 2,20 (s, 1,95H, 31); 1,58 (s, 0,65H, CH3(30)); 1,48 (s, 1,30H, CH3(30)); 1,46 (s,
1,30H, CH3(29)); 1,40 (s, 0,65H, CH3(29)); 1,34 (s, 1,95H, CH3(28)); 1,29 (s, 1,95H, CH3(27)).
13C NMR (151 MHz, CDCls): 6 / ppm 169,6 (16); 167,0 (15); 155,1 (20); 137,5 (22); 127,8
(19); 124,1 (24); 122,9 (23); 109,9 (11); 109,2 (8); 108,7 (21); 96,3 (4); 71,9 (2); 70,6 (1); 70,5
(3); 70,4 (6); 67,0 (13); 55,9 (26); 26,0; 25,9; 24,9; 24,7 (27, 28, 29, 30); 20,6 (26).

DS2, manjinski dijasteroizomer, (R)-17. *H NMR (600 MHz, CDCls): 6 / ppm 10,88 (s, 0,35H,
NH(17)); 8,71 (d, J = 9,3 Hz, 0,35H, 24); 7,66 (d, J = 3,0 Hz, 0,35H, 21); 7,23 - 7,16 (m, 0,35H,
23); 5,63 —5,57 (m, 0,35H, 13); 5,21 (d, J = 9,4 Hz, 0,35H, 4); 4,62 (dd, J = 7,9 Hz; J = 2,3 Hz,
0,35H, 3); 4,40 — 4,33 (m, 0,35H, 2); 4,20 (dd, J = 9,4 Hz; J = 1,8 Hz, 0,35H, 1); 3,85 (s, 1,05H,
OCH3(26)); 2,28 (s, 1,05H, 31); 1,58 (s, 0,35H, CH3(30)); 1,48 (s, 0,70H, CHs3(30)); 1,46 (s,
0,70H, CH3(29)); 1,40 (s, 0,35H, CH3(29)); 1,33 (s, 1,05H, CH3(28)); 1,30 (s, 1,05H, CH3(27)).
13C NMR (151 MHz, CDCls): § / ppm 169,8 (16); 166,5 (15) ; 155,2 (20); 137,3 (22) ; 127,7
(19); 123,7 (24); 123,2 (23); 109,7 (11); 109,2 (8); 108,7 (21); 96,3 (4); 72,6 (2); 71,4 (1); 70,9
(3); 70,8 (6); 67,1 (13); 55,9 (26); 26,1; 25,8; 25,0; 24,1 (27, 28, 29, 30); 20,9 (31).
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3.4.1.3. Sinteza i karakterizacija 1-((3aR,4S,6R,6aR)-6-metoksi-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-
d][1,3]dioksol-4-il)-2-((4-metoksi-2-nitrofenil)amino)-2-oksoetil acetata (18)

Hsc\ / (o] y Ny _ o\
o CH,
| ! | ” C19H24N204
o\|/ \NH/ §|/ Mr:440,41
N" e (= o
o 2 N6 oZ I o crveno ulje; (m = 1,22 g, 94 %)
e\ Rr= 0,55 (PE:EtOAC = 1:1)
ON T
H;C o o— CH;

Smjesa dijastereoizomera 80:20 d.r. Navedeni su kemijski pomaci za oba dijastereoizomera.

DS1, glavni dijastereoizomer, (S)-18. *H NMR (300 MHz, CDCls): 6 / ppm 10,88 (s, J = 10,8
Hz, 0,80H, NH(13)); 8,85 — 8,60 (m, 0,80H, 16); 7,76 — 7,50 (m, 0,80H, 19); 7,30 — 7,17 (m,
0,80H, 18); 5,51 (d, J = 4,6 Hz, 0,80H, 6); 5,11 — 4,96 (m, 0,80H, 4); 4,89 (d, J = 5,9 Hz, 0,80H,
1); 4,83 4,66 (m, 0,80H, 3); 4,65 4,55 (m, 0,80H, 2); 3,86 (s, J = 22,0 Hz, 2,40H, OCH3(21));
3,30 (s, 2,40H, OCH3(31)); 2,30 (s, J =9,9 Hz, 2,40H, 11); 1,48; 1,32 (s, 4,80H, CH3(26, 25)).
13C NMR (151 MHz, CDCls): 6 / ppm 169,3 (9); 166,1 (7); 155,5 (17); 137,2 (15); 127,5 (14);
123,6 (19); 123,4 (18); 112,8 (23); 111,2 (16); 108,8 (4); 86,7 (3); 85,6 (2); 81,1 (1); 74,2 (6);
56,0 (31); 55,9 (21); 26,6; 25,1 (26, 25); 20,9 (11).

DS2, manjinski dijastereoizomer, (R)-18 . '*H NMR (300 MHz, CDCls): 6 / ppm 10,88 (s,
0,20H, NH(13)); 8,85 - 8,60 (m, 0,20H, 16); 7,76 — 7,50 (m, 0,20H, 19); 7,30 — 7,17 (m, 0,20H,
18) ; 5.42 (d, J = 6,0 Hz, 0,20H, 6); 5,11 — 4,96 (m, 0,20H, 4); 4.89 (d, J = 5,9 Hz, 0,20H, 1);
4,83 — 4,66 (m, 0,20H, 3); 4,65 — 4,55 (m, 0,20H, 2); 3,86 (s, J = 22,0 Hz, 0,60H, OCH3(21));
3.30 (s, 0,60H, OCH3(31)); 2,30 (s, J =9,9 Hz, 0,60H, 11); 1,48; 1,32 (s, 1,20H, CH3(26, 25)).
13C NMR (151 MHz, CDCls): 6 / ppm 169,6 (9); 166,4 (7); 155,5 (17); 137,1 (15); 127,4 (14);
123,5 (19); 123,5 (18); 112,9 (23); 110,0 (16); 108,9 (4); 86,4 (3); 85,3 (2); 81,0 (1); 74,5 (6);
55,8 (31); 55,4 (21); 26,6; 25,2 (26, 26); 20,8 (11).
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3.4.1.4. Sinteza i karakterizacija 1-((3aR,5S,6S,6aR)-6-(benziloksi)-2,2-dimetiltetrahidrofuro
[2,3-d][1,3]dioksol-5-il)-2-((4-metoksi-2-nitrofenil)amino)-2-oksoetil acetata (19)

HS%\M%% o 24723\22/2%\ CH,4
v 26
B g N N N
31//30\ ,‘\,9 |1 18 L*
= ~N -
\ /23\34/207\2/ > %/35 ) C25H28N2010
s \3—4’5 Mr = 440,41
crveno ulje; (m = 682,2 mg; 94 %)
NI
/\ Rf= 0,62 (PE:EtOAc=1:1)
HiC  CH,

Smjesa dijastereoizomera 55:45 d.r. Navedeni su kemijski pomaci za oba dijastereoizomera.
DS1, glavni dijastereoizomer (S)-19. *H NMR (300 MHz, CDCls): ¢ / ppm 10,63 (s, 0,55H,
18): 8,64 (d, J = 9,3 Hz, 0.55H, 24); 7,77 — 7,53 (m, 0,55H, 21); 7,40 — 7,25 (m, 2,75H, (23, 29,
30, 32, 33)); 7,23 - 7,14 (m, 0,55H, 31); 6,24 — 5,93 (m, 0,55H, 11); 5,41 (d, J = 8,7 Hz, 0,55H,
4); 4,76 — 4,62 (m, 1,10H, 34); 4,60 — 4,52 (m, 0,55H, 1); 4,51 — 4,27 (m, 0,55H, 2); 4,23 — 4,07
(m, 0,55H, 3); 3,85 (s, 1,65H, OCH3(26)); 2,18 — 2,03 (m, 1,65H, 16); 1,47; 1,33 (s, 3,30H,
CH3(10, 9)).

13C NMR (151 MHz, CDCls):  / ppm 169,3 (14); 166,8 (12); 155,1 (22); 137,3 (20); 136,7
(28); 128,6 (30); 128,3 (32); 128,2 (29); 128,0 (33); 127,9 (31); 127,6 (19); 124,0 (24); 123,0
(23); 112,4 (7); 108,6 (21); 105,6 (4); 82,7 (2); 81,7 (3); 78,4 (1); 72,1 (34); 70,9 (11); 55,9
(26); 26,8; 26,3 (9, 10); 20,5 (16).

DS2, manjinski dijastereoizomer, (R)-19. *H NMR (300 MHz, CDCls): 6/ ppm 10,76 (s, 0,45H,
18); 8,58 (d, J=9,3 Hz, 0,45H, 24); 7,77 — 7,53 (m, 0,45H, 21); 7,40 — 7,25 (m, 2,25H, (23, 29,
30, 32, 33)); 7,23 - 7,14 (m, 0,45H, 31); 6,24 — 5,93 (m, 0,45H, 11); 5,76 (d, J = 5,5 Hz, 0,45H,
4); 4,76 — 4,62 (m, 0,9H, 34); 4,60 — 4,52 (m, 0,45H, 1); 4,51 — 4,27 (m, 0,45H, 2); 4,23 — 4,07
(m, 0,45H, 3); 3,85 (s, 1,35H, OCHz3(26)); 2,18 — 2,03 (m, 1,35H, 16); 1,47; 1,33 (s, J = 10,2
Hz, 2.70H, CH3(10, 9)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): 6 / ppm 169,6 (14); 166,7 (12); 155,2 (22); 137,3 (20); 136,9
(28); 128,6 (30); 128,3 (32); 128,2 (29); 128,0 (33); 127,9 (31); 127,9 (19); 123,8 (24); 123,1
(23); 112,4 (7); 108,7 (21); 105,1 (4); 82,6 (2); 81,0 (3); 79,1 (1); 72,5 (34); 71,0 (11); 55,9
(26); 27,0; 26,4 (9, 10); 20,8 (16).
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3.4.15. Sinteza i karakterizacija 2-((4-metoksi-2-nitrofenil)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 (20)

¥ 279
- T
1%\13/“3 I \\26/ g)\ C22H28N2011
N CH
fo) 22 3 B
Y, 2\/ 1\/5/—0 ZNIH \IZF 27 30 Mr — 496,47
8 - _ .
% TN /‘7/ 1(70“& N crveno ulje; (m=1,53 g; 91 %)
11— N fo) 33 . B . s
MR ¢ w3 Re = 0,58 (PE:EtOAC = 1:1)

Smjesa dva dijasteroizomera 82:18 d.r. Navedeni su kemijski pomaci za oba dijasterecizomera.

DS1, vedinski dijasteroizomer, (S)-20. *H NMR (600 MHz, CDCls): 6 / ppm 10,98 (s, 0,82H,
NH); 8,75 (dd, J = 22.1 Hz, J = 9.4 Hz, 0,82H, Ar(27)); 7,75 — 7,59 (m, 0,82H, Ar(24)); 7,22 —
7,16 (m, 0,82H, Ar(25)); 5,54 (d, J = 61,6 Hz, 0,82H, 13); 4,51 (s, 0,82H, 2); 4,39 — 4,33 (m,
0,82H, 4); 4,32 — 4,23 (m, 1,64H, 9, 9'); 4,10 — 4,05 (m, 0,82H, 3); 3,84 (br s, 2,46H, OCH3
(30)); 2,26 (s, 2,46H, 31); 1,49; 1,47; 1,43; 1,33 (s, 9,84H, 17, 16, 15, 14)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): 5 / ppm 169,2 (18); 164,4 (23); 154,9 (26); 137,3 (28); 128,2
(22); 124,0 (24); 122,9 (7); 113,7 (25); 112,6 (11); 108,6 (5); 97,6 (27); 85,5 (2); 74,2 (4); 73,9
(3); 72,7 (13); 59,9 (9); 55,9 (30); 28,8; 27,5; 26,3; 20,7 (17, 16, 15, 14); 18,7 (31).

DS2, manjinski dijastereoizomer. (R)-20. *H NMR (600 MHz, CDCls): 6/ ppm 10,91 (s, 0,18H,
NH); 8,67 (d, J = 9,3 Hz, 0,18H, Ar(27)); 7,75 — 7,59 (m, 0,18H, Ar(24)); 7,22 — 7,16 (m,
0,18H, Ar(25)); 5,70 (d, J = 49,8 Hz, 0,18H, 13); 4,51 (s, 0,18H, 2); 4,39 — 4,33 (m, 0,18H, 4);
4,32 — 4,23 (m, 0,36H, 9, 99; 4,10 — 4,05 (m, 0,18H, 3); 3,84 (br s, 0,54H, OCH3 (30)); 2,31 (s,
0,54H, 31); 1,49; 1,47; 1,43: 1,33 (s, 2,16H, CHs (17, 16, 15, 14)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): 6 / ppm 169,3 (18); 164,8 (23); 155,0 (26); 137,3 (28); 128,1
(22); 123,5 (24); 123,0 (7); 113,2 (25); 112,6 (11); 108,7 (5); 97,5 (27); 85,2 (2); 73,3 (4); 73,2
(3); 72,6 (13); 59,8 (9); 55,9 (30); 27,8; 27,7; 26,4; 21,0 (17, 16, 15, 14); 18,8 (31).
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3.4.1.6. Sinteza i karakterizacija 1-((3aR,5R,6aR)-5-((R)-2,2-dimetil-1,3-dioksolan-4-il)-2,2-
dimetiltetrahidrofuro[2,3-d][1,3]dioksol-6-il)-2-((4-metoksi-2-nitrofenil)amino)-2-

oksoetil acetata (21)

0/28
H33c3\ ’29 ‘.9\ /(5)\4 nlo
PRGN ! /s ,CHs
H,C ) \ /1
32 3 3., _™~c(q
00— 12 10 3
- /13 \
o R /T NH C23HaoN2011
% Mr = 510,50
9= +/18\ A crveno ulje; (m = 1,12 g; 93 %)
34 _
o TR R = 0,52 (PE:EtOAC = 1:1)
36
O— CH;,3
23 24

Smjesa dijastereoizomera 90:10 d.r. Navedeni su kemijski pomaci za oba dijastereocizomera.
DS1, vecinski dijastereoizomer (S)-21. *H NMR (600 MHz, CDClz): 6 / ppm 10,80 (s, 0,90H,
21); 8,69 (d, J = 9,3 Hz, 0,90H, 25); 7,68 (d, J = 3,0 Hz, 0,90H, 28); 7,23 (dd, J=9,3 Hz, J =
3,1 Hz, 0.90H, 27); 5,82 (d, J = 4,9 Hz, 0,90H, 18); 5,78 (d, J = 3,8 Hz, 0,90H, 4); 4,79 (t, J =
4,2 Hz, 0,90H, 9); 4,41 (dd, J = 9,9 Hz; J = 6.0 Hz, 0.90H, 3); 4,16 — 4,05 (m, 2,70H, 13, 13,
1); 3,86 (s, 2,70H, 30); 2,62 (dt, J = 9,7 Hz; J = 4,8 Hz, 0,90H, 2); 2,31 (s, 2,70H, 33); 1,39;
1,36; 1,24; 1,21 (s, 10,80H, CH3(14, 15, 16, 17)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): &/ppm 169,2 (20); 167,95 (31); 155,2 (26); 127,9 (24); 123,3
(23, 28, 27); 112,4 (7); 109,7 (11); 108,7 (25); 104,5 (4); 81,5 (1); 78,3 (3); 76,9 (9); 69,7 (18);
66,8 (13); 55,9 (30); 48,5 (2); 26,4; 26,3; 26,1; 25,1 (14, 15, 16, 17); 20,9 (33).

DS1, manjinski dijastereoizomer, (R)-21. *H NMR (600 MHz, CDCls): 6/ ppm 10,80 (s, 0,10H,
21); 8,69 (d, J = 9,3 Hz, 0,10H, 25); 7,68 (d, J = 3,0 Hz, 0,10H, 28); 7,23 (dd, J = 9,3 Hz; J =
3.1 Hz, 0,10H, 27); 5,87 (d, J = 3,7 Hz, 0,10H, 18); 5,70 (d, J = 5,8 Hz, 0,10H, 4); 4,79 (t,J =
4,2 Hz, 0,10H, 9); 4,41 (dd, J = 9,9 Hz; J = 6,0 Hz, 0,10H, 3); 4,16 — 4,05 (m, 0,30H, 13, 13,
1); 3,91 (s, 0,30H, 30); 2,62 (dt, J = 9,7 Hz; J = 4,8 Hz, 0,30H, 2); 2,24 (s, 0,30H, 33); 1,39;
1,36; 1,24; 1,21 (s, 1,20H, CH3(14, 15, 16, 17)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): 6/ppm 169,6 (20); 168,1 (31); 155,3 (26); 127,5 (24); 123,1 (23,
28, 27); 112,8 (7); 109,8 (11); 108,8 (25); 105,1 (4); 80,6 (1); 77,5 (3); 76,6 (9); 71,1 (18); 67,6
(13); 56,4 (30); 49,0 (2); 26,7; 26,6; 25,0; 24,8 (14, 15, 16, 17); 20.8 (33).
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3.4.2. Sinteza metilnog estera a-hidroksi C-glikozilne kiseline

(a) Hidroliza Passerinijevog produkta — priprava o-hidroksi C-glikozilne kiseline
Passerinijev produkt (1,0 ekv) je otopljen u metanolu (c = 0,1 M), a zatim je dodan NaOH (5
ekv). Mijesanje je nastavljeno preko noéi na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku reakcije otapalo
je upareno. Ostatak zaostao uparavanjem je o¢is¢en tekuc¢inskom kromatografijom pri cemu je
kao eluens koriSten slijede¢i sustav otapala, najprije PE:EtOAc = 1:1, a potom
EtOAC:EtOH:AcOH:H>0 = 70:10:2:2. Izoliran je produkt u obliku Zutog ulja.

(b) Metiliranje a-hidroksi C-glikozilne kiseline
Produkt prethodnog reakcijskog koraka (1,0 ekv) je otopljen u MeCN (c = 0,1 M), a zatim je
dodan kalijev karbonat (K>.COs; 1,5 ekv) i polagano je dokapan metil jodid (CHal; 3,0 ekv).
Mijesanje je nastavljeno 4-24 sata uz refluks pri temperaturi uljne kupelji od 78 °C. Po
zavrSetku reakcije, reakcijska smjesa je uparena te je provedena ekstrakcija sustavom
EtOAc/zasi¢ena vodena otopina NaHCO3z. Organski sloj je osusen iznad bezvodnog Na2SOs,
profiltriran, a otapalo je upareno. Sirovi produkt o€iS¢en je teku¢inskom kromatografijom pri
¢emu je kao eluens koriSten sustav otapala PE:EtOAc = 1:1. Izoliran je produkt u obliku zuto-

smedeq ulja.
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3.4.2.1. Sinteza i karakterizacija metil (S)-2-hidroksi-2-((3aS,5aR,8aR,8bS)-2,2,7,7-tetrametil
tetrahidro-3aH-bis([1,3]dioksolo)[4,5-b:4",5'-d] piran-3a-il)acetata (22)

o
20
HO/,,, il
Nk P
e [o) 21 r= ,
1 6 5/14\ _ CH3
| ESK suto-smede ulje; (m = 832,1 mg; 85 %)
\\“: 2\ 3/ 4\ (o] 'ICSH3
o 12 Rf= 0,58 (PE:EtOAC = 1:1)
\ =
i C/r“"; Rf = 0,88 (EtOAC:EtOH:AcOH:H20 = 70:10:2:2)
311 CH
3

IH NMR (600 MHz, CDCls): 6 / ppm 4,63 (dd, J = 7,9 Hz; J = 2,8 Hz, 1H, 17); 4,53 (d, J =
2.8 Hz, 1H, 3); 4,27 (d, J = 8,7 Hz, 1H, 2); 4,25 — 4,20 (m, 1H, 4); 3,88 (dd, J = 13,0, 1,9 Hz,
1H, 1); 3.80 (s, 3H, 22); 3,77 (d, J = 13,1 Hz, 1H, 1'); 1,54; 1,51; 1,42; 1,35 (s, 12H, (16, 15,
11, 10)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): ¢ / ppm 172,3 (19); 109,6 (13); 109,4 (18); 102,9 (5); 72,3 (4);
70,8 (3); 70,4 (17); 70,1 (2); 61,8 (1); 52,6 (22); 26,5; 25,8; 25,4; 24,2 (16, 15, 11, 10).

3.4.2.2. Sinteza i karakterizacija metil (S)-2-hidroksi-2-((3aR,5R,5aS,8aS,8bR)-2,2,7,7-
tetrametiltetrahidroksi-5H-bis([1,3]dioksolo)[4,5-b:4",5'-d] piran-5-il)acetata (23)

o)

21

1]
HO,,, 13/15\ o CHj C14H220g
I\ 16 Mr = 318,32

HsC - .

y c32°\8/9\|1 ° zuto-smede ulje; (m = 1,01 g; 62 %)

3 |
19 \0/2\3 ., Rf= 0,55 (PE:EtOAC = 1:1)

9 ] o)
Eo~ 12 cH Rf = 0,83 (EtOAC:EtOH:AcOH:H.0 = 70:10:2:2)
10 11\ 18 °
CH;,

IH NMR (600 MHz, CDCls): 6 / ppm 5,55 (d, J = 4,9 Hz,
1H, 4); 4,62 (dd, J = 8,0 Hz; J = 2,5 Hz, 1H, 2); 4,44 — 4,38 (m, 2H, 1, 13); 4,32 (dd, J = 5,0
Hz; J = 2,5 Hz, 1H, 3); 3,95 (dd, J = 7,3 Hz; J = 1,7 Hz, 1H, 6); 3,81 (s, 3H, 22); 3,26 (d, J =
8,9 Hz, 1H, 14); 1,51; 1,48: 1,35; 1,32 (s, 12H, 20, 19, 18, 17).
13C NMR (151 MHz, CDCls): § / ppm 173,3 (15); 109,8 (11); 108,9 (8); 96,4 (4); 71,1 (1); 71,0
(13); 70,7 (3); 70,5 (2); 67,8 (6); 52,6 (22): 26,0; 25,9; 24,9; 24,3 (20, 19, 18, 17).
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3.4.2.3. Sinteza i karakterizacija metil (S)-2-hidroksi-2-((3aR,4R,6R,6aR)-6-metoksi-2,2-
dimetiltetrahidrofuro[3,4-d] [1,3]dioksol-4-il)acetata (24)

o)
HO.., o o CH, C11H1807
| Mr =262,26
Qe -~ \ > 10* — . 0,
HC, { o zuto-smede ulje; (m = 732,8 mg; 77 %)
HiC '\ 4 Rf= 0,54 (PE:EtOAC = 1:1)
0 \O/ CH;

R = 0,85 (EtOAC:EtOH:AcOH:H.0 = 70:10:2:2)

IH NMR (300 MHz, CDCls): 5 / ppm 4,99 (s, 1H, 4); 4,89 (d, J = 6,0 Hz, 1H, 3); 4,59 (t, J =
4,9 Hz, 2H, 2, 7); 4,32 (t, J = 3,4 Hz, 1H, 1); 3,91 (d, J = 3,4 Hz, 1H, 10); 3,82 (s, 3H, 18); 3,43
(s, 3H, 15): 1,47; 1,30 (s, 6H, (16, 17)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): 6 / ppm 171,2 (8); 112,4 (11); 110,4 (4); 89,0 (3); 85,5 (1); 80,6
(2); 72,3 (6); 55,8 (15); 52,6 (18); 26,3; 24,7 (16, 17).

3.4.2.4. Sinteza i karakterizacija metil (S)-2-((3aR,5R,6S,6aR)-6-(benziloksi)-2,2-dimetil tetra
hidrofuro[2,3-d][1,3]dioksol-5-il)-2-hidroksiacetata (25)

o

1
H103, 11/1K o~ %H3 Ci17H220
/0\19 | 15 17M2207

21 1 _

| /\18\24/ Nl \? Mr = 338,36
23 \3_4 zuto-smede ulje; (m = 357,1 mg; 42 %)
?\7/3 Rf=0,56 (PE:EtOAC =1:1)
/\ Rf = 0,87 (EtOAC:EtOH:AcOH:H.0 = 70:10:2:2)

HiC  CHj

IH NMR (300 MHz, CDCls): & / ppm 7,44 — 7,29 (m, 5H, 21, 22, 23, 19, 21): 6,03 (d, J = 3.9
Hz, 1H, 4); 4,71 — 4,61 (m, 2H, 24); 4,59 — 4,50 (m, 2H, 11, 1); 4,40 (dd, J = 6,0 Hz; J = 3.8
Hz, 1H, 2); 4,18 — 4,12 (m, 1H, 3): 3,76 (s, 3H, 16); 3,37 (d, J = 9,2 Hz, 1H, 13); 1,49; 1,33 (s,
6H, (9, 10)).
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13C NMR (151 MHz, CDCls):  / ppm 173,1 (12); 136,6 (18); 128,6 (20, 22); 128,3 (19,23);
128,1 (21); 112,2 (7); 105,4 (4); 83,2 (2); 82,2 (3); 79,7 (1); 72,6 (24): 69,9 (11); 52,6 (16);
26,9; 26,4 (9, 10).

Dijastereoizomeri produkta su razdvojeni tekuc¢inskom kromatografijom na stupcu silikagela
pri ¢emu je kao eluens koriSten sustav otapala EtOAc:EtOH: AcOH:H>0 = 70:10:2:2. Navedeni

su kemijski pomaci jednog od dijastereoizomera produkta, d.r. 55:45.

3.4.2.5. Sinteza i karakterizacija metil (S)-2-hidroksi-2-((3aS,3bR,7aS,8aS)-2,2,5,5-tetrametil
tetrahidro-8aH-[1,3]dioksolo[4',5":4,5]furo[3,2-d][1,3] dioksin-8a-il)acetata (26)

HY ”2, C14H220s
14~
o /7 Mo Mr = 318,32
9., 1\/ g 2 ° .
o 2\ /5— 8 zuto-smede ulje; (m = 1,61 g; 78 %)
\,— CH
/10\"\ o\\\c 3_4\0/7\/c1: 3 Rf = 0,45 (PE:EtOAC = 1:1)
HsC s
317H3(/: " T Rr = 0,80 (EtOAC:EtOH: AcOH:H,0 = 70:10:2:2)

IH NMR (300 MHz, CDCls): 6 / ppm 4,72 (s, 1H, 13); 4,45 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 2); 4,37 — 4,29
(m, 1H, 4); 4,20 — 4,13 (m, 1H, 3); 4,07 (d, J = 1,8 Hz, 2H, 9, 9'); 3,83 (s, 3H, 22): 3,49 (d, J =
8,0 Hz, 1H, 19); 1,49 (s, 3H, 15); 1,44 (s, 3H, 14); 1,39 (s, 3H, 17); 1,35 (s, 3H, 27).

13C NMR (151 MHz, CDCls): § / ppm 172,2 (18): 114,1 (7); 113,2 (11); 97,7 (5); 84,8 (13);
73,3 (4); 72,7 (3): 72,0 (2): 60,3 (9); 52,7 (22); 28,8; 27,6; 26,4; 18,7 (17, 16, 15, 14).
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3.4.2.6. Sinteza i karakterizacija metil (2S)-2-((3aR,5R,6aR)-5-((R)-2,2-dimetil-1,3-dioksolan-
4-il)-2,2-dimetiltetrahidro furo[2,3-d][1,3]dioksol-6-il)-2-hidroksiacetat (27)

HaC 1%/18 o Ci5H240s
LT N G - Mr = 332,35

Hag 2 5., ¥ CH
22 "G 10 3 zuto-smede ulje; (m = 445,9 mg; 84 %)

HO— 7
" 12\13_ o R¢= 0,57 (PE:EtOAC = 1:1)
7 e, R = 0,86 (EtOAC:EtOH: AcOH:H,0 = 70:10:2:2)
15 17

IH NMR (600 MHz, CDCls): 8/ ppm 5,75 (d, J = 3,7 Hz, 1H, 1); 4,84 — 4,77 (m, 1H, 5); 4,57
(dd, J = 6,6 Hz; J = 2,5 Hz, 1H, 3); 4,19 (dd, J = 9,8 Hz; J = 7,0 Hz, 1H, 12); 4,17 — 4,12 (m,
1H, 18); 4,04 — 3,99 (M, 2H, (18", 6)); 3,79 (s, 3H, 17); 2,46 — 2,36 (m, 1H, 4); 1,48; 1,43; 1,34;
1,29 (s, 12H, (11, 10, 22, 23)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): 6 / ppm 173,0 (13); 112,4 (8); 110,1 (20); 104,7 (1); 81,5 (5);
79,5 (12); 77,3 (6); 68,2 (3); 67,8 (18); 52,4 (4); 52,1 (17); 26,6; 26,3; 26,2; 25,1 (11, 10, 22,
23)).
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3.4.3. Sinteza metilnog estera a-azido C-glikozilne kiseline

(a) Sinteza triflatnog derivata
Metilni ester a-hidroksi C-glikozilne kiseline (1,0 ekv) je otopljen u suhom DCM (c = 0,04 M).
Ohladenoj otopini (-20 °C) je dodan piridin (10,0 ekv), a potom i anhidrid
trifluorometansulfonske kiseline (3,0 ekv). MijeSanje je nastavljeno tijekom 3-5 sata u
atmosferi argona. Reakcijska smjesa je ekstrahirana vodom, 10 % vodenom otopinom KHSO4,
zasi¢enom vodenom otopinom NaHCO3 i zasi¢enom vodenom otopinom NaCl. Organski sloj
je osusen iznad bezvodnog Na»SQg, profiltriran, a otapalo je upareno. Sirovi produkt koristen

je u slijede¢em reakcijskom koraku bez daljnjeg ¢iS¢enja.

(b) Sinteza azido derivata
Produkt prethodnog reakcijskog koraka (1,0 ekv) je otopljen u DMF (c = 0,15 M). Ohladenoj
otopini (-20 °C) je dodan natrijev azid (NaNs; 3,5 ekv). Mijesanje je nastavljeno 0,25-12 sati
na sobnoj temperaturi. Po zavr$etku reakcije DMF je uparen, a potom je provedena ekstrakcija
sustavom EtOAc/zasi¢ena vodena otopina NaHCOz3. Organski sloj je osusen iznad bezvodnog
Na>S0Os, nakon Cega je profiltriran, a otapalo je upareno. Sirovi produkt je ocis¢en kolonskom
kromatografijom pri ¢emu je kao eluens koriSten sustav otapala PE:EtOAc = 1:1. lIzoliran je

produkt u obliku zutog ulja.
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3.4.3.1. Sinteza i karakterizacija metil (S)-2-((3aR,5aR,8aR,8bS)-2,2,7,7-tetrametiltetrahidro-
3aH-bis([1,3]dioksolo)[4,5-b:4",5'-d] piran-3a-il)-2-(((trifluorometil)sulfonil)oksi)acetata (28)

F ,2F7 F
29N\ 76/ 28
0= S=— lo)
24 o
? 25 16 C15H21F3010S
o, 14
’ 73/ \105/%“3 Mr = 450,38
i N suto ulje; (m =1,17 g; 92 %)
ST D e ( =L,17 g; 92 %
o\\\.: NG ~ 4\9 oy Rf=0,74 (PE:EtOAC = 1:1)
10 E
H32c1—/11—"102

'H NMR (600 MHz, CDCls): 6 / ppm 5,15 (s, 1H, 13); 4,64
(dd,J=7,8Hz;J=2,8Hz, 1H, 3); 4,42 (d, J =2,8 Hz, 1H, 2); 4,24 (dd, J = 7,8 Hz; J = 1,6 Hz,
1H, 4); 3,90 — 3,86 (m, 1H, 1); 3,85 (s, 3H, 19); 3,79 (dd, J = 22,0 Hz; J = 18,8 Hz, 1H, 1);
1,56; 1,49; 1,43; 1,35 (s, 12H, (17, 18, 20, 21).

3.4.3.2. Sinteza i karakterizacija metil (R)-2-azido-2-((3aR,5R,5aS,8aS,8bR)-2,2,7,7-
tetrametil tetrahidro-5H-bis([1,3]dioksolo)[4,5-b:4',5'-d] piran-5-il)acetata (29)

N. 1
NTES g CuaH2N507
N7 23 | 20
H31(:_;24 Oa 1/5\0 Mr = 343,34
me—i | f to ulje; (m = 1,07 g: 86 %)
3 i zuto ulje; (m =1, : 0
16 \0/2\3/4'1,, J g
12 _ o Rf=0,84 (PE:EtOAC =1:1)
= /
o—
7 8\\1c5H3

IH NMR (600 MHz, CDCls): 6 / ppm 5,57 (d, J = 5,0 Hz, 1H, 4); 4,62 (dd, J=7,9 Hz; J= 2.5
Hz, 1H, 2); 4,35 (dd, J = 5,0 Hz; J = 2.5 Hz, 1H, 3); 4,28 (dd, J = 7,9 Hz; J = 1,8 Hz, 1H, 1);
4,11 (dd, J = 8,4 Hz; J = 1,7 Hz, 1H, 6); 4,06 (d, J = 8,4 Hz, 1H, 13); 3,82 (s, 3H, 21); 1,55;
1,47; 1,33; 1,32 (s, 12H, (17, 16, 15, 14)).

13C NMR (151 MHz, CDCls):  / ppm 168,5 (18): 110,0 (11); 109,1 (8); 96,4 (4); 71,03 (1);
71,02 (2): 70,4 (3); 68,0 (6); 62,0 (13); 52,8 (21); 25,9; 25,9; 24,9; 24, 4 (17, 16, 15, 14).
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3.4.3.3. Sinteza i karakterizacija metil (R)-2-azido-2-((3aR,4R,6R,6aR)-6-metoksi-2,2-dimetil
tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioksol-4-il)acetaat (30)

o
N 1
_NZiEN, TN CH
NT | o) C11H17N30s
Hee O -~ \o Mr = 287,27
N\ 7/
Hi e ™\ \ — zuto ulje; (m =558,5 mg; 83 %)
o" \
O— CH, Rf= 0,74 (PE:EtOAC = 1:1)

IH NMR (600 MHz, CDCls): 6 / ppm 5,02 (s, 1H, 4); 4,76 (dd, J = 6,0 Hz; J = 1,4 Hz, 1H, 3);
4,60 (d, J = 6,0 Hz, 1H, 2); 4,43 (dd, J = 8,6 Hz; J = 1,5 Hz, 1H, 1); 3,94 (d, J = 8,6 Hz, 1H,
10); 3,83 (s, 3H, 14); 3,40 (s, 3H, 17); 1,48; 1,31 (s, 6H, (16, 15)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): 6 / ppm 168,5 (11); 113,0 (7); 110,1 (4); 85,8 (1); 85,1 (2); 81,3
(3); 64,2 (10); 55,8 (17); 52,9 (14); 26,5; 25,0 (16, 15).

3.4.3.4. Sinteza i karakterizacija metil (R)-2-azido-2-((3aS,3bR,7aS,8aS)-2,2,5,5-tetrametil
tetrahidro-8aH-[1,3]dioksolo [4',5":4,5]furo[3,2-d][1,3]dioksin-8a-il)acetata (31)

o)
=N=N i® C14H22N307
,L[‘i 23 13— 18
o, SN/ _ o7 Mr = 343,34
""" 2 O 20
o \ /s oy zuto ulje; (m = 625,3 mg; 89 %)
19 TN SR s
we [0 o Nen, Re=0,72 (PE:EtOAC = 1:1)
.c 5
3

IH NMR (600 MHz, CDCls): 8/ ppm 4,77 (s, 1H, 13); 4,34 (d, J = 2,1 Hz, 1H, 2); 4,31 (s, 1H,
4): 4,19 — 4,16 (m, 1H, 3); 4,09 — 4,05 (m, 2H, 9): 3,83 (s, 3H, 21): 1,49; 1,43; 1,39; 1,32 (s,
12H, (17, 16, 15, 14)).

13C NMR (151 MHz, CDCls):  / ppm 167,2 (18): 113,9 (7); 113,5 (11); 97,6 (5); 85,8 (13);
73,4 (4); 73,1 (3): 65,6 (2); 60,2 (9); 52,8 (21); 28,7; 27,7; 26,5; 18,8 (17, 16, 15, 14).
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3.4.3.5. Sinteza i karakterizacija metil (2R)-2-azido-2-((3aR,5R,6aR)-5-((R)-2,2-dimetil-1,3-
dioksolan-4-il)-2,2-dimetil tetrahidrofuro[2,3-d][1,3]dioksol-6-il)acetata (32)

o/17
H32c;\ 1;198\ }6\3/?\/1 ||||| |Ig CH C15H23N307
~ N /1 _
He 0 N S, Mr = 357,36
N 12< ? zuto ulje; (m =450,4 mg; 85 %)
23
W o Rr = 0,72 (PE:EtOAC = 1:1)
24 Y/4 15,
9 o) CH,
25 14 16

IH NMR (600 MHz, CDCls): 6 / ppm 5,76 (d, J = 3,6 Hz, 1H, 1); 4,78 (t, J = 4,0 Hz, 1H, 5);
4,20 (d, J = 8,8 Hz, 1H, 3); 4,07 (dd, J = 8,4 Hz; J = 5,7 Hz, 1H, 17); 4,00 — 3,87 (m, 3H, 12,
16, 17"); 3,80 (s, 3H, 16); 2,55 — 2,41 (m, 1H, 4); 1,53; 1,38; 1,33; 1,29 (s, 12H, (22, 21, 11,
10)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): & / ppm 169,2 (13): 112,7 (8); 109,8 (19); 104,4 (1); 81,2 (5);
79,3 (12); 76,9 (6); 67,5 (17); 60,0 (3); 52,6 (15); 49,3 (4); 26,6; 26,4; 26,3; 25,3 (22, 21, 10,
11).
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3.4.4. Sinteza Fmoc-zasti¢enih C-glikozilnih a¢-aminokiselina

(a) Redukcija
Produkt prethodnog reakcijskog koraka (1,0 ekv) je otopljen u smjesi otapala DCM:MeOH =1:5
(c = 0,03 M), a zatim je dodan natrijev borhidrid (NaBHa; 1,5 ekv) i NiCl>-6H20 (0,01 ekv).
MijeSanje je nastavljeno 4—12 sati na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku reakcije, reakcijska
smjesa je profiltrirana uz vakuum preko sinter lijevaka, a mati¢nica je uparena. Ostatak zaostao
uparavanjem je otopljen u DCM i ekstrahiran zasi¢enom vodenom otopinom NaHCO:s.
Organski sloj je osusen iznad bezvodnog Na»SOs, profiltriran, a otapalo je upareno. Sirovi

produkt koriSten je u narednom sintetskom koraku bez daljnjeg ¢is¢enja.

(b) Hidroliza estera C-glikozilne a-aminokiseline
Produkt prethodnog reakcijskog koraka je otopljen je MeCN, a zatim je dodan MeOH i 4 M
NaOH (Tesserova baza, MeCN:MeOH:4M NaOH = 14:5:1, ¢ = 0,05 M). Mijesanje je

nastavljeno na sobnoj temperaturi, 2,0 — 2,5 sata. Po zavrSetku reakcije otapalo je upareno.

(¢) Uvodenje Fmoc zastitne skupine na amino skupinu C-glikozilne a-aminokiseline
Produkt prethodnog reakcijskog koraka (1,0 ekv) je otopljen u vodi. pH vrijednost reakcijske
smjese prilagodena je na 9,5 dodatkom 1 M otopine klorovodi¢ne kiseline (1 M HCI). Zatim je
postepeno dodan N-(9-fluorenilmetoksikarboniloksi)sukcinimid (Fmoc-OSu; 1,1 ekv) otopljen
u MeCN, sto je rezultiralo zamucéenjem reakcijske smjese. MijeSanje je nastavljeno tijekom
1-3 sata uz odrzavanje pH vrijednosti reakcijske smjese u rasponu od 8,5 do 9. Po zavrSetku
reakcije, dodana je 10 %-tna otopina limunske kiseline (pH ~ 2). Zatim je provedena ekstrakcija
s EtOAc. Organski sloj je ispran s H2O i zasi¢enom vodenom otopinom NacCl te je susen iznad
bezvodnog Na:SOs nakon cega je uparen. Sirovi produkt je ocis¢en kolonskom
kromatografijom pri ¢emu je kao eluens koristen sljedeci sustav otapala, prvo DCM:MeOH =

95:5, a zatim DCM:MeOH = 10:1. Izoliran je produkt u obliku bijele krutine.
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3.4.4.1. Sinteza i karakterizacija (R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoksi)karbonil)amino)-2-
((3aR,5R,5aS,8aS,8bR)-2,2,7,7-tetrametiltetrahidro-5H-bis([ 1,3] dioksolo)[4,5-b:4',5'-d]
piran-5-il)octene kiseline (33); Fmoc-Gea-OH

$3—~3;
7\
\ Pl C2gH31NOg
/28§2\7
2 Mr = 525,55
// 9\\30 ZKZ /204 22%203 o
3 /sé | 20 bijela krutina; (m = 622,4 mg; 71 %)
T N ™ on
| 21 tt.=94,2-954°C
HiC  oai N
) c31\11/10\|1 0 [@]%° = +24,0 (c 1; MeOH)
%6 2 I4.
o7 Ny Rt = 0,42 (DCM:MeOH = 10:1)
z 9
O—s— CH,
7 \ 15
CH;

Sirovi produkt je procis¢en taloZenjem, koriste¢i pritom sustave otapala MeOH/(C2Hs)20 i
DCM/heksan te tekuc¢inskom kromatografijom na koloni silikagela, pri cemu je kao eluens

koriSten najprije DCM:MeOH = 95:5, a zatim DCM:MeOH = 10:1.

IH NMR (600 MHz, CDCls): 6 / ppm 7,76 (d, J = 7,5 Hz, 2H, 34, 35); 7,67 — 7,54 (m, 2H, 33,
36); 7,44 — 7,37 (m, 2H, 31, 38); 7,31 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 32, 37); 5,79 (d, J = 6,0 Hz, 1H, 19);
5,61 — 5,54 (m, 1H, 4): 4,64 (dd, J = 7,9 Hz; J = 2,4 Hz, 1H, 2); 4,57 (t, J = 5,4 Hz, 1H, 13);
4,48 — 4,44 (m, 1H, 1); 4,44 — 4,37 (M, 2H, 25); 4,36 — 4,34 (m, 1H, 6); 4,34 — 4,30 (m, 1H, 3);
4,23 (t, 3= 6,9 Hz, 1H, 26); 1,58 — 1,51; 1,47 — 1,41; 1,35 — 1,31 (m, 12H, (17, 16, 15, 14)).
13C NMR (151 MHz, CDCls): 8 / ppm 171,8 (18); 156,5 (22); 143,9 (27); 143,6 (30); 141,4
(28); 141,3 (29): 127,7 (32): 127,7 (37); 127,08 (36); 127,07 (33); 125,2 (34); 125,1 (35);
119,98 (31); 119,95 (32); 109,92 (8): 109,7 (11): 96,3 (4); 71,1 (2): 70,9 (1); 70,7 (3); 67,3 (25);
66,5 (6); 54,5 (13); 47,2 (26); 26,0; 25,5; 25,0; 24,0 (17, 16, 15, 14).

HRMS (ESI-TOF): m/z [M+H]" izradunato za CzsH32NOg 526,2072; eksperimentalno
odredeno 526,2067.
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3.4.4.2. Sinteza i karakterizacija (R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoksi)karbonil)amino)-2-((3aR,
4R,6R,6aR)-6-metoksi-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][1,3] dioksol-4-il)octene kiseline (34);
Fmoc-Grib-OH

Il \\/ C25H27NOsg
O
K T e Mr = 469,49
AN / ) _
\\/ \ 2 WS .0 bijela krutina; (m = 1,19 g; 67 %)
\
~ ¥ l Vs —~=0 tt.=97,8-99,1°C
& ~ \
B /o 2 [@]2® = +30,0 (c 1; MeOH)
N\
Hsc/ CHs Rf=0,42 (DCM:MeOH = 10:1)

Sirovi produkt je procis¢en taloZenjem, koriste¢i pritom sustave otapala MeOH/(C2Hs)20 i
DCM/heksan te tekuéinskom kromatografijom na koloni silikagela, pri ¢emu je kao eluens

koriSten najprije DCM:MeOH = 95:5, a zatim DCM:MeOH = 10:1.

IH NMR (600 MHz, CDCls): 6 / ppm 7,77 (d, J = 7,5 Hz, 2H, 27, 28): 7,60 (dd, J = 15,0; J =
7.4 Hz, 2H, 24, 31); 7,40 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 26, 29); 7,31 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 25, 30); 6,57 (d, J
=10,0 Hz, 1H, 11); 5,01 (s, 1H, 1); 4,96 (d, J = 2,9 Hz, 1H, 5): 4,70 (d, J = 5,9 Hz, 1H, 4); 4,61
4,53 (m, 2H, 18, 18); 4,46 (dd, J = 10,5 Hz; J = 7,1 Hz, 1H, 3); 4,37 — 4,32 (m, 1H, 10); 4.26
(t, J=7,3 Hz, 1H, 19); 3,44 (s, 3H, 32); 1,49; 1,32 (s, 6H, (33, 34)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): 6 / ppm 174,1 (15);156,7 (12): 143,9 (20); 143,6 (23); 1414
(21); 141,3 (22); 127,8 (25); 127,7 (30); 127,1 (26); 127,0 (29): 125,2 (27); 125,1 (28); 120,0
(24, 31); 112,8 (7); 110,6 (1); 87,2 (5); 85,8 (3); 81,8 (4); 67,2 (18); 56,0 (32); 55,9 (10); 47,1
(19); 26,4; 25,0 (33, 34).

HRMS (ESI-TOF): m/z [M+H]" izracunato za C2sH2sNOs 470,1810; eksperimentalno
odredeno 470,1807.
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3.4.43. Sinteza i Kkarakterizacija (R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoksi)carbonil)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)octene kiseline (35); Fmoc-Gsor-OH

33/32\31
3/1 / C2gH31NOg
\28427\
| /26—25\ Mr = 525,55
=40 O— é% o .. .
3\5\ \ 20 1{5 1%:\4\ bijela krutina; (m = 650,1 mg; 84 %)
36— /38 NH. ./ 8“
37 15 1\3 o t.t.=98,2-995°C
U A e 25 = +18,4 (c 0,76; MeOH
\\\\\\ ) 4~ CH3 [a]D - ) (C y 19, e )
7 N9 A ) | -
E R¢=0,58 (DCM:MeOH =10:1)
10\11/102
[ cH
H;C 22

Sirovi produkt je procis¢en talozenjem, koriste¢i pritom sustave otapala MeOH/(C2Hs)20 i
DCM/heksan te tekuc¢inskom kromatografijom na koloni silikagela, pri cemu je kao eluens

koriSten najprije DCM:MeOH = 95:5, a zatim DCM:MeOH = 10:1.

IH NMR (600 MHz, CDCls): § / ppm 7,77 — 7,71 (m, 2H, 34, 35); 7,64 — 7,53 (m, 2H, 31, 38);
7,38 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 33, 36); 7,32 — 7,27 (m, 2H, 32, 37); 6,06 (d, J = 8,4 Hz, 1H, 15); 4,69
(d, J = 8,5 Hz, 1H, 13): 4,54 (s, 1H, 2): 4,48 — 4,36 (M, 2H, 25); 4,26 (s, 1H, 3); 4,21 (t, J = 7,0
Hz, 1H, 26); 4,15 — 4,05 (m, 2H, 9): 4,05 — 4,01 (m, 1H, 4); 1,52; 1,45; 1,42; 1,32 (s, 12H, (24,
23, 22, 21)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): ¢ / ppm 171,6 (14): 156,4 (16); 143,9 (27); 143,7 (30); 141,3
(28); 141,3 (29); 127,67 (37); 127,66 (32); 127,10 (36); 127,06 (33): 125,24 (34): 125,21 (35);
119,90 (32); 119,88 (31); 112,8 (7); 112,6 (11); 97,9 (5): 86,8 (2); 73,4 (3); 72,6 (4); 67,2 (25);
59,7 (9): 59,0 (13); 47,2 (26): 28,6; 26,9; 25,9: 18,6 (24, 23, 22, 21).

HRMS (ESI-TOF): m/z [M+H]" izracunato za C2sH3NOg 526,2072; eksperimentalno
odredeno 526,2067.
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3.4.4.4. Sinteza 1 karakterizacija (2R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoksi)karbonil)amino)-2-
((3aR,5R,6aR)-5-((R)-2,2-dimetil-1,3-dioksolan-4-il)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[ 2,3-d] [1,3]
dioxol-6-il)octene kiseline (36); Fmoc-Gai-OH

C29H33NOg
—34
oo 29
339> B — 2 /1 """ ' ?\ oH Mr = 539,58
0 ~— CH,
% 37 5., /N r e (= 750

S ) CH,4 bijela krutina; (m = 488,7 mg; 72 %)

// 26 NH" 10 6 13
N VAL S tt.=92,6-93,9°C

27\ /19 \\ /15
/ZLH/”_“ B [a]2° = + 33,8 (c 0,74; MeOH)
3\0\ \33 R¢=0,38 (DCM:MeOH = 10:1)
31\32/

Sirovi produkt je procis¢en talozenjem, koriste¢i pritom sustave otapala MeOH/(C2Hs)20 i
DCM/heksan te tekuéinskom kromatografijom na koloni silikagela, pri ¢emu je kao eluens

koristen najprije DCM:MeOH = 95:5, a zatim DCM:MeOH = 10:1.

IH NMR (600 MHz, CDCls): § / ppm 7,75 (d, J = 7,5 Hz, 2H, 29, 30); 7,62 — 7,54 (m, 2H, 26,
33); 7,39 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 28, 31); 7,34 — 7,27 (m, 2H, 27, 32); 6,42 (d, J = 9,7 Hz, 1H, 11);
5,80 (d, J = 3,7 Hz, 1H, 1); 5,05 (dd, J = 9,6 Hz; J = 4,2 Hz, 1H, 10); 4,84 (t, J = 4,2 Hz, 1H,
5): 4,48 — 4.33 (M, 2H, 34): 4,23 (t, = 7,2 Hz, 1H, 9); 4,12 (d, J = 5,6 Hz, 2H, 20); 4,04 (dd,
J=9,9 Hz; J=6,0 Hz, 1H, 3): 3,95 (g, J = 7,8 Hz, 1H, 21); 2,68 — 2,54 (m, 1H, 4); 1,59; 1,38
1,30 (m, 12H, (39, 38, 14, 13)).

13C NMR (151 MHz, CDCls): ¢ / ppm 175,1 (12); 156,4 (23); 144,0 (28); 143,6 (31); 1414
(29); 141,3 (30): 127,7 (33); 127,7 (38): 127,03 (34); 127,02 (37); 125,1 (35); 125,0 (36); 120,0
(32, 39); 112,9 (7); 110,2 (14); 105,0 (1); 82,1 (5); 78,1 (3); 77,1 (9); 67,2 (26); 67,1 (16); 51,4
(10); 47,1 (27); 46,4 (4); 26,5; 26,2; 26,1; 24,9 (39, 38, 14, 13).

HRMS (ESI-TOF): m/z [M+H]" izracunato za C9H3:aNOg 540,2228; eksperimentalno
odredeno 550,2241.
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3.5. Sinteza C-glikopeptida na ¢vstom nosacu

Op¢i postupak sinteze C-glikopeptida:

(a) Vezanje prve aminokiseline (funkcionalizacija smole)

U svrhu sinteze C-glikopeptida, koriStena je 2-Klortritil-kloridna smola (2-CTC), koja je
prethodno  funkcionalizirana  Fmoc-Val-OH, sukladno  standardnim literaturnim
postupcima.r®"138 U pocetnom koraku je provedeno bubrenje 2-CTC smole (100 mg; 0,169
mmol; kapacitet smole: 1,69 mmol/g) u DCM (2 mL) tijekom 1 sat, u inertnoj atmosferi dusika
u peptidnom reaktoru. Nakon toga je dodana otopina Fmoc-Val-OH (81,45 mg; 0,68 mmol; 4,0
ekv) i N,N'-diizopropiletilamin (DIPEA; 167,2 uL; 2,70 mmol; 16,0 ekv) u DCM (1 mL).
Rekcijska smijesa mijeSana je 1 sat laboratorijskim mijeSaem za sintezu peptida (engl.
»Laboratory peptide shaker LP360PRO “). Po zavrSetku reakcije smola je isprana s DMF-om
(8x1mL)i DCM (5 x 2 mL) te je suSena pod vakuumom.

Kapacitet smole (eng. ,, loading capacity ) nakon vezanja prve aminokiseline (Fmoc-Val-OH)

je odreden prema metodologiji opisanoj u litaraturi,™*”-*3 a iznosi 0,60 mmol/g.

(b) Sinteza heksapeptida

Sinteza heksapeptida provedena je na ¢vrstom nosacu. Koristena je 2-CTC smola (100 mg; 0,06
mmol; kapacitet 0,6 mmol/g). Reakcije su provedene u inertnoj atmosferi dusika u peptidnom
reaktoru. Fmoc-zasticena aminokiselina (4,0 ekv) i regensi O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N'-
tetrametiluronijum tetrafluoroborat (HATU; 4,4 ekv) i N-metil morfolin (NMM; 8,0 ekv) su
dodani u peptidi reaktor. Kao otapalo je koriSten DMF (1 mL). Deprotekcija Fmoc-zaStitne
skupine je provedena s 20 %-tnom otopinom piperidina u DMF-u. Nakon svake reakcije
kondenzacije i deprotekcije Fmoc-zastitne skupine, smola je isprana s DMF-om (8 x 1 mL) i
CH:Clz (5 x 2 mL). Naposljetku, deprotekcija sintetiziranog peptida s ¢vrstog nosaca provedena
je koriStenjem 20 %-tne otopine trifluoroetanola (TFE) u CH:Cl. te 1 %-tne otopinoe
trifluorooctene kiseline (TFA) u CH2ClL.. Proc¢is¢avanje sintetiziranog peptida provedeno je
talozenjem i tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvosti obrnute faze (RP-HPLC) na

instrumentu Varian 940 LC.
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Slijed sinteze peptida prikazan je u Tablicama 1-16 (neparni broj):

Postupak 1. Vezanje prve aminokiseline: bubrenje smole (2 mL DCM, 1 h); reakcija
kondenzacije (Fmoc-Val-OH, DIPEA, 1 — 2 h); ispiranje: 8 x 1ImL DMF, 5 x 2 mL DCM.
Postupak 2. Deprotekcija Fmoc-zastitne skupine: 20 %-tna otopina piperidina u DMF-u
(2 x (1 mL, 30 min); ispiranje: (8 x 1 mL) DMF, (5 x2 mL) DCM.

Postupak 3. Reakcija kondenzacije: Fmoc-zasti¢ena aminokiselina, HATU, NMM, DMF (1-3)
h; ispiranje: (8 x 1mL) DMF, (5 x 2mL) DCM.

Postupak 4. Deprotekcija peptida s cvrstog nosaca: 20 %-tna otopina TFE u DCM-u i/ili
1 %-tna otopina TFA u DCM-u. Cijepanje modelnog heksapeptida sa smole: 90%-tna TFA u
DCM-u.
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3.5.1. Sinteza i karakterizacija H>N-Val-Val-D-Val-Val-Val-Val-OH (37)
; O H O H O
al 2 a3 4 o5 6
H2N¢J\N e N o4 'E'JJ\N oy O
/:\ 4 o : o /:\ : o
C30Hs6NeO7; Mr = 612,8130; bijela krutina (m = 35 mg; # = 95 %); tr = 9,046 min
Tablica 1. Sinteza heksapeptida 37.
Postupak | Sintetski korak Aminokiselina, Koli¢ina | Vrijeme
P reagensi J
. .. Fmoc-L-Val-OH 81,45 mg
1 Reakcija kondenzacije DIPEA 167.2 L 2h
2 Uklanjanje Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF 2%X1mL | 2% 30min
Fmoc-L-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 1h
NMM 52,8 pL
2 Uklanjanje Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF 2X1mL | 2% 30min
Fmoc-L-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 1h
NMM 52,8 pL
2 Uklanjanje Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF 2%X1mL | 2%30min
Fmoc-D-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 1h
NMM 52,8 pL
2 Uklanjanje Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF 2%X1mL | 2%30min
Fmoc-L-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 1h
NMM 52,8 pL
2 Uklanjanje Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF 2x1mL | 2x30min
Fmoc-L-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 1h
NMM 52,8 uL
2 Uklanjanje Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF 2Xx1mL | 2x30min
4 Deprotekcija peptida s ¢vrstog 90 % TEA/DCM ox1imL | 2x1h

nosaca
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Deprotekcijom peptida s ¢vrstog nosaca dobiveno je 50 mg sirovog produkta (Mteorijska = 37 MQ).
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Slika 35. Kromatogram reakcijske smjese spoja 37 nakon deprotekcije peptida s cvrstog
nosaca, dobiven LC-UV-MS analizom (Metoda A) uz PDA detekciju na 215 nm.

Analizom kromatograma reakcijske smjese nakon deprotekcije peptida s cvrstog nosaca
procijenjeno je da udio produkta 37 iznosi priblizno 90 % (Slika 35; tr = 9,107 min).
Procis¢avanja spoja 37 provedeno je precipitacijom, Kkoristeéi pritom sustav otapala
MeOH/(C2Hs)20.
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Slika 36. Kromatogram prociséenog C-glikopeptida 37 dobiven LC-UV-MS analizom
(Metoda A) uz PDA detekciju na 215 nm.

Na temelju kromatograma prikazanog na Slici 36, utvrdeno je da je izoliran produkt 37 visoke
cistoce (98 %, tr= 9,046 min). Pritom, masa izoliranog heksapeptida 37 iznosi 35 mg, a ukupno

iskoriStenje sinteze je 95 %.

HRMS (ESI-TOF): m/z [M+H]" izraGunato za CszoHs7NeO7 613,4283; eksperimentalno
odredeno 613,4288.
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Tablica 2. Asignacija 'H NMR i *3C NMR kemijskih pomaka spoja 37.

AA H 3C
NH,
a 3,73 (d, J =55 Hz) 57.12°
valt B 2,10-1,87 (m, 1H) il,l; io,g; io,zlt; io,s; :;,o,o; ig’;b _
" |oes0rem ey T AT
CO 167,7
NH | 8.32(d,J =809 H?)
a 4,47 (dd, J=88Hz J=63Hz) |57.4°
vab e ) 310 101 10 8RR
" 0.93-0.74 (m. 6H) 17.9:17.80; 17.76: 17.6¢
co 170,3
NH | 8.10(d,J =89 H?)
4,36 (dd, =88 Hz, J=6,1 Hz) |57,5
2L o310 1011 10 6 R T
" 0.93-0.74 (m. 6H) 17.9:17.80; 17.76: 17.6¢
o 170,6
NH | 7.95-7.90 (m, 1A)
o 4,28-4,20 (m, 1H) 57,6¢
e FOny—" 63102 101 160955 102 T8
" 0.93-0,74 (m. 6H) 17.9: 17.80: 17.76: 17.6¢
co 170,8
NH | 7.95-7.90 (m, 1A)
a 4,28-4,20 (m, 1H) 57,6¢
Val® B 2,10-1,87 (m, 1H) 31,1; 30,9; 30,4; 30,3; 30,0; 29,7°
' 10,3:19,2:19,1; 19,0; 18,3; 18,2; 18,1
" 0.93-0.74 (m. 6H) 17.9:17.80; 17.76: 17.6¢
co 1711
NH | 7,85(d,J =84 Hz)
a 412 (dd, J=83Hz J=58Hz) |57,08°
B 2,10-1,87 (m, 1H) 31,1; 30,9; 30,4; 30,3; 30,0; 29,7"
o ' 19.3; 19,2; 19,1; 19,0; 18,3; 18,2; 18,1;
b 0.93-0.74 (m, 6H) 13,35 13:86; 2’7,’76?'107’,6%3’ B2 184
co
172,7
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3.5.2. Sinteza i karakterizacija HoN-Val-Val-Gga-Val-Val-Val-OH (38)
co1
1 O
H,N o1 OH
/\ co6
CasHesNsO12; Mr = 798,9760; bijela krutina (m = 30 mg; # = 68 %); tr= 10,177 min
Tablica 3. Sinteza C-glikopeptida 38.
Postupak Sintetski korak Amlnoklsel_lna, Koli¢ina Vrijeme
reagensi
. .. Fmoc-Val-OH 81,45 mg
1 Reakcija kondenzacije DIPEA 1672 ul 1h
2 Ekeuppri‘r’]teekc”a Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 1h
NMM 52,8 uL
Deprotekcija Fmoc-zastitne L .
2 skupine 20 % piperidin/DMF | 2 x 1 mL 2 X 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 1h
NMM 52,8 uL
2 gippr%teekc”a Fmoc-zaStitne 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Gga-OH 126,13 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 1h
NMM 52,8 UL
2 Ekippri‘;teekc”a Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 1h
NMM 52,8 uL
2 Deprotekeija Fmoc-zaltitme 20 % piperidin/DMF | 2 mL 2 x 30 min
skupine
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 1h
NMM 52,8 uL
2 Deprotekcija Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2x 1 mL | 2 x 30 min
skupine
4 Deprvotekcua peptida s ¢vrstog 1% TEA/DCM 3x1mL 3x1lh
nosaca
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Deprotekcijom peptida s ¢vrstog nosaca dobiveno je 58 mg sirovog produkta (Mteorijska = 48 mg).

BB Hex(Gal3) 1.1cd 215nm.4nin
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Slika 37. Kromatogram reakcijske smjese spoja 38 nakon deprotekcije peptida s cvrstog
nosaca, dobiven LC-UV-MS analizom (Metoda A) uz PDA detekciju na 215 nm.

Analizom kromatograma reakcijske smjese nakon deprotekcije peptida s ¢vrstog nosaca

procijenjeno je da udio produkta 38 iznosi priblizno 76 % (Slika 37; tr = 10,684 min).

Proc¢is¢avanja spoja 38 provedeno je primjenom tekuéinske kromatografije visoke

djelotvornosti obrnutih faza (RP-HPLC), koristenjem Metode B.
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Slika 38. Kromatogram prociséenog C-glikopeptida 38 dobiven LC-UV-MS analizom
(Metoda A) uz PDA detekciju na 215 nm.

Na temelju kromatograma prikazanog na Slici 38, utvrdeno je da je izoliran produkt 38 visoke
Cistoce (98 %, tr=10,177 min). Pritom, masa izoliranog C-glikopeptida 38 iznosi 30 mg, a

ukupno iskoriStenje sinteze je 68 %.
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HRMS (ESI-TOF): m/z [M+H]" izraGunato za C3sHs7NeO12 799,4812; eksperimentalno
odredeno 799,4814.

Tablica 4. Asignacija *H NMR i 3C NMR kemijskih pomaka spoja 38.

AA 1H 13C
NHs" | 8,03 (brs, 3H)
a 3,76 (br s, 1H) 57,0
Val* | B 2,07-1,90 (m, 1H) 29,9
7Y 0,90-0,78 (m, 6H) 19,3; 19,1; 19,0; 18,3; 18,2; 17,8; 17,5¢
CO 167,6
NH 8,27 (d,J=4,2 Hz, 1H)
a 4,45 (dd, J=9,1 Hz; J=6,0 Hz, 1H) | 57,28; 57,34; 57,7¢
Val? | B 2,07-1,90 (m, 1H) 30,8
7Y 0,90-0,78 (m, 6H) 19,3; 19,1; 19,0; 18,3; 18,2; 17,8; 17,5¢
CO 170,2
NH 8,26 (d, J =3,8 Hz, 1H)
a 4,60-4,53 (m, 1H)? 53,7
1 5,37 (d, J =4,8 Hz, 1H) 95,5
2 4,28 (dd, J=49Hz;J=22Hz, 1H) | 70,0 (ili 3)
s 3 4,60-4,53 (m, 1H)? 70,1 (ili 2"
Geal 4 4,15-4,09 (m, 1H)" 70,4
5' 3,93 (d,J=84, 1H) 67.7
C 107,9; 108,4
CHs | 1,46;1,38; 1,25; 1,22 (s, 12H) 25,9; 24,9; 23,9
CO 168,2
NH 7,61 (d, J=8,7 Hz, 1H)
a 4,26-4,21 (m, 2H)° 57,28; 57,34; 57.7°¢
val* | B 2,07-1,90 (m, 1H) 30,8
vy 0,90-0,78 (m, 6H) 19,3; 19,1; 19,0; 18,3; 18,2; 17,8; 17,5¢
CO 170,2
NH 7,94 (d, J =8,9 Hz, 1H)
a 4,26-4,21 (m, 2H)° 57,28; 57,34, 57,7°¢
Val®* | B 2,07-1,90 (m, 1H) 30,4
7Y 0,90-0,78 (m, 6H) 19,3; 19,1; 19,0; 18,3; 18,2; 17,8; 17,5
CO 171,0
NH 7,87 (d,J=8,3Hz, 1H)
a 4,15-4,09 (m, 1H)P 57,0
Val® | B 2,07-1,90 (m, 1H) 29,9
vy 0,90-0,78 (m, 6H) 19,3; 19,1; 19,0; 18,3; 18,2; 17,8; 17,54
(6{0) 172,7
& nije jednoznac¢no, moguca zamjena
® nije jednoznaéno, moguéa zamjena
¢ nije jednoznac¢no, moguca zamjena
distovrsni atomi (Cyy")
4 jstovrsni atomi (Cor)
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3.5.3. Sinteza i karakterizacija HoN-Val-Val-Grip-Val-Val-Val-OH (39)
OH
Cco1
CasHe2N6O11; Mr = 742,9120; bijela krutina (19 mg, # = 47 %); tr = 9,432 min
Tablica 5. Sinteza C-glikopeptida 39.
Postupak Sintetski korak Ammoklsel_lna, Koli¢ina Vrijeme
reagensi
. .. Fmoc-Val-OH 81,45 mg
1 Reakcija kondenzacije DIPEA 167,2 ul 1h
2 g(ipprﬁ]t:kc'la Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 1h
NMM 52,8 uL
2 Ekippr%t:kc'Ja Fmoc-zaStitne 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 1h
NMM 52,8 UL
2 Ekippricr’]teekc”a Fmoc-zaStitne 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Ggip,-OH 112,68 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 2h
NMM 52,8 uL
2 Ekeuppri‘;teekc”a Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 1h
NMM 52,8 uL
2 Ekippri‘;tee"c”a Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 1h
NMM 52,8 UL
2 g(ippri?]teekcua Fmoc-zaStitne 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2% 30 min
4 Deprotekcija peptida s vrstog 1 %TFA/DCM 3x1mL 3 x 30 min
nosaca
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Deprotekcijom peptida s cCvrstog nosata dobiveno je 71 mg sirovog produkta 41

(mteorijska =45 mg).
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Slika 39. Kromatogram reakcijske smjese spoja 41 nakon deprotekcije peptida s cvrstog
nosaca, dobiven LC-UV-MS analizom (Metoda A) uz PDA detekciju na 215 nm.

Analizom kromatograma reakcijske smjese nakon deprotekcije peptida s ¢vrstog nosaca

procijenjeno je da udio produkta 41 iznosi priblizno 52 % (Slika 39; tr = 9,702 min).

U svrhu prociS¢avanja spoja 41 koristena je:
a) Precipitacija (CH;OH/C.HsOC:Hs, CH2Cl2/heksan i THF/H20)
b) RP-HPLC (Metoda C)
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Slika 40. Kromatogram prociséenog C-glikopeptida 41 dobiven LC-UV-MS analizom
(Metoda A) uz PDA detekciju na 215 nm.

Na temelju kromatograma prikazanog na Slici 40, utvrdeno je da je izoliran produkt 41 visoke
Cistoce (94 %, tr = 9,432 min). Pritom, masa izoliranog C-glikopeptida 41 iznosi 19 mg, a

ukupno iskoristenje sinteze je 47 %.
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HRMS (ESI-TOF): m/z [M+H]" izratunato za CssHe3sNeO11 743,4550; eksperimentalno

odredeno 743,4553.

Tablica 6. Asignacija 'H NMR i 13C NMR kemijskih pomaka spoja 39.

AA lH 13C
NHs*
o 3,68-3,62 (m, 1H) 57,7
valr B 2,20-1,74 (m, 1H) (31,4; 31,0; 30,1; 29,8)°
Ty 0,90-0,68 (m, 6H) (19,3; 19,1; 19,0; 18,6; 18,3; 17,9; 17,73;
17,66; 17,4)
(6{0) 168,6
NH 8,26 (d,J=7,8Hz)
o 4,59-4,47 (m, 1H) 57,2%
, B 2,20-1,74 (m, 1H) (31,4; 31,0; 30,1; 29,8)°
vl 7Y 0,90-0,68 (m, 6H) (19,3; 19,1; 19,0; 18,6; 18,3; 17,9; 17,73;
17,66; 17,4)
(6{0) 171,0°
NH 8,37 (d, J=8,2 Hz, 1H)
o 4,68 (d, J = 8,7 Hz, 1H) 58,2
1 1113
2' 4,72 (s, 1H) 86,0
Grr? 3 4,00 (br s, 1H) 73,3
Rib- 1 g 4,07 (br s, 1H) 82,0
5 3,62-3,54; 3,44-3,36 (m, 2H) | 58,3
C 112,4
CHs 1,36; 1,23 27,5, 26,3
(6{0) 167,6
NH 7,44 (d, J = 8,8 Hz, 1H)
o 4,41-4,29 (m, 1H) 56,8
. LB 2,20-1,74 (m, 1H) (31,4; 31,0; 30,1; 29,8)°
Val 7Y 0,90-0,68 (m, 6H) (19,3; 19,1; 19,0; 18,6; 18,3; 17,9; 17,73;
17,66; 17,4)4
(6{0) 170,3
NH 8,04 (d, J=8,5Hz, 1H)
o 4,23-4,13 (m, 1H) 57,8
. B 2,20-1,74 (m, 1H) (31,4; 31,0; 30,1; 29,8)°
vl 7Y 0,90-0,68 (m, 6H) (19,3; 19,1; 19,0; 18,6; 18,3; 17,9; 17,73;
17,66; 17,4)¢
(6{0) 170,9°
NH 7,83 (d, J = 7,9 Hz, 1H)
o 4,12-4,08 (m, 1H) 57,12
Val® B 2,20-1,74 (m, 1H) (31,4; 31,0; 30,1; 29,8)°
7 0,90-0,68 (m, 6H) (19,3; 19,1; 19,0; 18,6; 18,3; 17,9; 17,73;
17,66; 17,4)¢
(6{0) 172,8

2-b pjje jednozna¢no, moguéa zamjena
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3.5.4. Sinteza i karakterizacija HoN-Val-Val-Gsor-Val-Val-Val-OH (40)
CasHes2NsO12; Mr = 758,9110; bijela krutina (39 mg, # = 85 %); tr = 8,110 min
Tablica 7. Sinteza C-glikopeptida 40.
Postupak Sintetski korak Ammoklsel_lna, Koli¢ina Vrijeme
reagensi
. .. Fmoc-Val-OH 81,45 mg
1 Reakcija kondenzacije DIPEA 167,2 ul 1h
2 S(ipprﬁ]t:kc'la Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2x 1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 1h
NMM 52,8 uL
2 g(ippr%t:kc'Ja Fmoc-zaStitne 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 1h
NMM 52,8 UL
2 Ekipprﬁ]teekc”a Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2x 1 mL | 2 x 30 min
Fmoc-Gser-OH 126,13 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 2h
NMM 52,8 uL
2 Ekeuppri‘;teekc”a Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 2h
NMM 52,8 uL
2 Ekippri‘;tee"c”a Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2x 1 mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 1h
NMM 52,8 UL
2 Deprotekcija Fmoc-zatitne 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
skupine
4 Deprf)tekcua peptida s ¢vrstog 1% TEA/DCM 3% 1mL 3% 1h
nosaca
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Deprotekcijom peptida s cvrstog nosata dobiveno je 68 mg sirovog produkta 40

(Mteorijska = 46 MQ).
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B e nakor] 1 talzen

s

- R
EEEEREERER o
AT AP O P A I

Odziv detektora / mAU

Vrijjeme / min

Slika 41. Kromatogram reakcijske smjese spoja 40 nakon deprotekcije peptida s ¢vrstog
nosaca, dobiven LC-UV-MS analizom (Metoda A) uz PDA detekciju na 215 nm.

Analizom kromatograma reakcijske smjese nakon deprotekcije peptida s Cvrstog nosaca

procijenjeno je da udio produkta 40 iznosi priblizno 58 % (Slika 41; tr = 8,542 min).

Procis¢avanja spoja 40 provedeno je precipitacijom, koriste¢i pritom sustav otapala

MeOH/(C2Hs).0.
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Slika 42. Kromatogram prociséenog C-glikopeptida 40, dobiven LC-UV-MS analizom
(Metoda A) uz PDA detekciju na 215 nm.

Na temelju kromatograma prikazanog na Slici 42, utvrdeno je da je izoliran produkt 40 visoke
¢istoce (97 %, tr = 8,110 min). Pritom, masa izoliranog C-glikopeptida 40 iznosi 39 mg, a
ukupno iskoriStenje sinteze je 85 %.

HRMS (ESI-TOF): m/z [M+H]" izracunatoCssHe3NeO12 [M+H]* 759,4499; eksperimentalno
odredeno 759,4503.
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Tablica 8. Asignacija 'H NMR i *3C NMR kemijskih pomaka spoja 40.

AA H 13C
NHs*
a 3,68-3,62 (m, 1H) 57,7
valt B 2,20-1,74 (m, 1H) 31,4; 31,0; 30,1; 29,82
Y 0,90-0,68 (m, 6H) 19,3; 19,1; 19,0, 18,6; 18,3; 17,9; 17,73;
17,66; 17,4°
CO 168,6
NH 8,26 (d,J=7,8H2)
o 4,59-4,47 (m, 1H) 57,2¢
Val? B 2,20-1,74 (m, 1H) 31,4; 31,0; 30,1; 29,82
7Y 0,90-0,68 (m, 6H) 19,3; 19,1; 19,0, 18,6; 18,3; 17,9; 17,73;
17,66; 17,4°
CO 171,04
NH 8,37 (d,J=8,2Hz, 1H)
a 4,68 (d, J=8,7 Hz, 1H) 58,2
1 111,3
2' 4,72 (s, 1H) 86,0
Gso® [ 3 4,00 (br s, 1H) 73,3
4 4,07 (brs, 1H) 82,0
5' 3,62-3,54; 3,44-3,36 (m, 2H) 58,3
C 112,4
CHs 1,36, 1,23 27,5, 26,3
CO 167,6
NH 7,44 (d,J=8,8Hz, 1H)
o 4,41-4,29 (m, 1H) 56,8
Val4 B 2,20-1,74 (m, 1H) 31,4; 31,0; 30,1; 29,82
Y 0,90-0,68 (m, 6H) 19,3; 19,1; 19,0; 18,6; 18,3; 17,9; 17,73;
17,66; 17,4°
CO 170,3
NH 8,04 (d,J=85Hz 1H)
a 4,23-4,13 (m, 1H) 57,8
Val® B 2,20-1,74 (m, 1H) 31,4; 31,0; 30,1; 29,82
7Y 0,90-0,68 (m, 6H) 19,3; 19,1; 19,0, 18,6; 18,3; 17,9; 17,73;
17,66; 17,4°
CO 170,9¢
NH 7,83 (d,J=7,9Hz, 1H)
o 4,12-4,08 (m, 1H) 57,1¢
Val® B 2,20-1,74 (m, 1H) 31,4; 31,0; 30,1; 29,82
7Y 0,90-0,68 (m, 6H) 19,3; 19,1; 19,0, 18,6; 18,3; 17,9; 17,73;
17,66; 17,4°
CO 172,8
2 istovrsni atomi (Cp)
® istovrsni atomi (Cyy")
¢ nije jednoznac¢no, moguca zamjena
9 nije jednoznaéno, moguéa zamjena
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3.5.5. Sinteza i karakterizacija HoN-Val-Val-Gar-Val-Val-Val-OH (41)
Cco1 Cco3 CO5
O O O
1 H H
2
HoN @ A AN ’QX@J@J\& o, OH
z H H co4 = H
N cozg,.. \\OHO N co6
> .
><o\“1' ¢ OH
CasHeaNsO12; Mr = 772,9380; bijela krutina (33 mg, # = 71 %); tr = 7,690 min
Tablica 9. Sinteza C-glikopeptida 41.
Postupak Sintetski korak Amlnoklsel_lna, Koli¢ina Vrijeme
reagensi
. .. Fmoc-Val-OH 81,45 mg
1 Reakcija kondenzacije DIPEA 1672 L 1h
2 SDkippricr)]t:kCIJa Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF 2 x1mL | 2% 30min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 1h
NMM 52,8 uL
2 g(ippr%t:kc'Ja Fmoc-zaStitne 20 % piperidin/DMF | 2 x 1 mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 1h
NMM 52,8 uL
2 g(ippr%teekc'Ja Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2 x 1 mL | 2 x 30 min
Fmoc-Gaj-OH 129,5 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 2h
NMM 52,8 UL
2 S[f(ipprﬁ]t:kc”a Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2 x 1 mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 2h
NMM 52,8 uL
2 SDkippri‘;teekC”a Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DME | 2 x 1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 1h
NMM 52,8 uL
2 Deprotekcija Fmoc-zatitne 20 % piperidin/DMF | 2 x 1 mL | 2 x 30 min
skupine
4 Deprf)tekcua peptida s ¢vrstog 1% TEA/DCM 3x1mL |3x1h
nosaca
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Deprotekcijom peptida s Cvrstog nosata dobiveno je 84 mg sirovog produkta 41

(mteorijska =46 mg).

1BB623 nakon5dep.lcd 215nm.4nm
500

2504
0]

2501

Odziv detektora / mAU

500

0,0 2,5 50 7.5 10,0 12,5 15,0 175

Vrijeme / min

Slika 43. Kromatogram reakcijske smjese spoja 41 nakon deprotekcije peptida s cvrstog
nosaca, dobiven LC-UV-MS analizom (Metoda A) uz PDA detekciju na 215 nm.

Analizom kromatograma reakcijske smjese nakon deprotekcije peptida s Cvrstog nosaca
procijenjeno je da udio produkta 41 iznosi priblizno 52 % (Slika 43; tr= 7,711 min).

Procis¢avanja spoja 41 provedeno je tekuc¢inskom kromatografija na koloni C-18 silikagela.

Nakon toga provedeno je dodatno proc¢is¢avanje primjenom RP-HPLC (Metoda C).

BBE23 nakon nmr za dep isop.led 215nm.4gm

500

250

Odziv detektora / mAU

-250+

-500+

0,0 2,5 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5
Vrijeme / min

Slika 44. Kromatogram prociséenog C-glikopeptida 41 dobiven LC-UV-MS analizom
(Metoda A) uz PDA detekciju na 215 nm.

Na temelju kromatograma prikazanog na Slici 44, utvrdeno je da je izoliran produkt 41 visoke
cistoce (95 %, tr = 7,690 min). Pritom, masa izoliranog C-glikopeptida 41 iznosi 33 mg, a

ukupno iskoriStenje sinteze je 71 %.
HRMS (ESI-TOF): m/z [M+H]" izraunato za CssHesNeO12 [M+H]" 773,4582;

eksperimentalno odredeno 773,4585.

Barbara Bogovié¢ Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio

107

Tablica 10. Asignacija *H NMR i *C NMR kemijskih pomaka spoja 41.

AA 1H 13C
NH;* | 8,06 (brs, 3H)
o 3,75 (br, 1H) 57,12
valt 1B 2,09-1,91 (m, 1H) 30,0
v | 0,92-0,85 (m, 6H) 19,2; 19,15; 19,1; 19,0; 18,4; 18,2;
17,9; 17,7; 17,6
co 167,8
NH [8,35(d,J=8,7 Hz, 1H)
o 4,43 (dd, J=8,6 Hz;J=5,6Hz, 1H) | 57,7
vap LB 2,09-1,91 (m, 1H) 31,1
vw |0,92-0,85 (m, 6H) 19,2; 19,15; 19,1; 19,0; 18,4; 18,2;
17,9; 17,7, 17,6
co 169,7
NH [7,86 (d,J =85 Hz, 1H)¢
o 4,74 (dd,J=8,5Hz;J=6,9Hz, 1H) | 51,0
1 5,70 (d, J = 3,4 Hz, 1H) 103,9
2 5,58-5,56 (m, 1H) 81,5
3 2,66-2,58 (m, 1H) 45,2
Gud 14 3,99 (dd, J=9,9Hz;J=36Hz,1H) | 793
Al 15 3,52-3,47 (m, 1H) 72,1
6 3,30 (dd, J=10,9 Hz; J=3,6 Hz, 1H) | 62,4
3,40 (under water)
C 1114
CHs |1,47;1,22 (s, 6H) 26,8; 26,2
co 170,0
NH 7,78 (d,J=8,6Hz 1H)
o 4,29-4,19 (m, 1H)® 57,7¢
valt 1B 2,09-1,91 (m, 1H) 30,3
7 0,78 (dd, J = 21,6 Hz; J =6,7 Hz, 6H) | 19,2; 19,15; 19,1; 19,0; 18,4, 18,2,
17,9;17,7; 17,6
co 170,7
NH |[7,97 (d,J=89Hz 1H)
o 4,29-4,19 (m, 1H)® 57,7¢
vap | B 2,09-1,91 (m, 1H) 30,4
& Iy [885-882(m, 6H) 19.2;19,15; 19,1; 19,0; 18,4; 18,2;
17,9;17,7; 17,6
co 1711
NH [7.86 (d,J=85Hz, 1H)"
a 4,18 (dd,J=85Hz;J=58Hz, 1H) |57,1°
. LB 2,09-1,91 (m, 1H) 29,7
Val v | 0,92-0,85 (m, 6H) 19,2; 19,15; 19,1; 19,0; 18,4; 18,2;
17,9;17,7;17,6"
co 172,7

2 nije jednozna¢no, moguéa zamjena
b istovrsni atomi (Cyy")
“€ nije jednozna¢no, moguéa zamjena
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3.5.6. Sinteza i karakterizacija HoN-Val-Val-Gsor-Gsor-Val-Val-OH (42)
CasH76N6O17; Mr = 985,1390; bijela krutina (15 mg, # = 25 %); tr = 10,489 min
Tablica 11. Sinteza C-glikopeptida 42.
Postupak Sintetski korak Amlnoklsel_lna, Koli¢ina Vrijeme
reagensi
. .. Fmoc-Val-OH 81,45 mg
1 Reakcija kondenzacije DIPEA 1672 ul 2h
2 Deprotekcija Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF | 2x 1 mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 2h
NMM 52,8 uL
2 Deprotekcija Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF | 2x 1 mL | 2 x 30 min
Fmoc-Gse-OH #26’13
3 Reakcija kondenzacije HATU g 3h
NMM 100,4 mg
52,8 L
2 Deprotekcija Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF | 2 x 1 mL | 2 x 30 min
Fmoc-Gso-OH r1n26’13
3 Reakcija kondenzacije HATU g 3h
NMM 100,4 mg
52,8 uL
2 Deprotekcija Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF | 2x 1 mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 2h
NMM 52,8 uL
2 Deprotekcija Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF | 2x 1 mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 3h
NMM 52,8 pL
2 Deprotekcija Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF | 2x 1 mL | 2 X 30 min
. . 1 x 30 min
Deprotek t Evrst 20 % TFE/DCM X .
4 noeilrgae cija peptida s ¢vrstog 0 / 3x2mL 2 % 45 min
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Deprotekcijom peptida s ¢vrstog nosaca dobiveno je 52 mg sirovog produkta 42

(mteorijska =59 mg).

BB630 (3.450r) 1.dep kolona(nakon uparavania).led 215nm.4nm
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Slika 45. Kromatogram reakcijske smjese spoja 42 nakon deprotekcije peptida s cvrstog
nosaca, dobiven LC-UV-MS analizom (Metoda A) uz PDA detekciju na 215 nm.

Analizom kromatograma reakcijske smjese nakon deprotekcije peptida s ¢vrstog nosaca
procijenjeno je da udio produkta 42 iznosi priblizno 58 % (Slika 45; tr = 10,434 min).
U svrhu pro¢i§¢avanja i karakterizacije spoja 42 koristena je:

a) Precipitacija (CH;OH/C:HsOC-Hs)

b) RP-HPLC (Metoda D)

BB630 1dep B8f provieraza nmrlcd 215nm[4nm
4004

300
2007

100

Odziv detektora / mAU

100
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e e I e e ey B e e s e B B e e B
0,0 25 5.0 7.5 10,0 12,5 15,0 17.5

Vrijjeme / min

Slika 46. Kromatogram prociséenog C-glikopeptida 42 dobiven LC-UV-MS analizom (Metoda
A) uz PDA detekciju na 215 nm.

Na temelju kromatograma prikazanog na Slici 46, utvrdeno je da je izoliran produkt 42 visoke
Cistoce (96 %, tr = 10,489 min). Pritom, masa izoliranog C-glikopeptida 42 iznosi 15 mg, a

ukupno iskoristenje sinteze je 25 %.

HRMS (ESI-TOF): m/z [M+H]" izratunato za CasH77NeO17 [M+H]" 985,5340;
eksperimentalno odredeno 985,5340.
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Tablica 12. Asignacija *H NMR i *C NMR kemijskih pomaka spoja 42.

AA H 13C
NH
o 3,20 (d, J=4,5Hz, 1H) 59,5
Valt B 2,04-1,96 (m, 1H) (30,6; 30,4; 29,6; 31,5)" _
7 0,90 (d, J =6,9 Hz, 3H); 0,88 — 0,80 (19,3; 19,2; 19,1; 18,7, 18,3; 17,9; 17,6; 17,1) !
(m, 3H)
CO 172,72
NH 8,14 (d, J = 8,6 Hz, 1H)
o 4,59 — 4,50 (m, 1H) 56,5
Vval? | B 2,20-2,12 (m, 1H) (30,6; 30,4; 29,6; 31,5)"
7Y 0,88 - 0,80 (m, 6H) (19,3; 19,2; 19,1; 18,7; 18,3; 17,9; 17,6; 17,1)
CO 171,8
NH 8,24 (d, J =7,3 Hz, 1H)
o 4,90 — 4,84 (m, 1H) 57,4
1 97,1b
2' 4,90 - 4,84 (m, 1H) 85,3¢
3 4,27 (dd, J=7,2 Hz; J = 2,0 Hz, 1H) 73,00
Geod 4' 4,05-3,96 (m, 1H) 72,28
o [ g 4,05-3,96 (m, 1H); 3,75 (d,J=13,1 | 59,2; 59,1
Hz, 1H)
C (112,7;112,6; 112,2; 111,8)f
CHs | 1,44 (s, 3H); 1,39-1,33 (m, 12H); 1,29 | (28,8; 28,3; 27,2; 26,4; 26,1)¢
(s, 3H); 1,22 (s, 3H); 1,13 (s, 3H)
CO 167,4
NH 7,53 (d,J=6,9Hz, 1H)
o 4,59 — 4,50 (m, 1H) 58,9
1 96,7°
2' 4,59 — 4,50 (m, 1H) 84,7¢
3 427 (dd,J=72Hz;J=2,0 Hz,1H) | 725¢
Geot 4' 4,05-3,96 (m, 1H) 71,9¢
o 5 4,05-3,96 (m, 1H); 3,75(d, J=13,1 | 59.2,59.1
Hz, 1H)
C (112,7;112,6; 112,2; 111,8)f
CHs | 1,44 (s, 3H); 1,39-1,33 (m, 12H); 1,29 | (28,8; 28,3; 27,2; 26,4; 26,1)9
(s, 3H); 1,22 (s, 3H); 1,13 (s, 3H)
CO 166,4
NH 7,15(d, J=9,2 Hz, 1H)
o 4,59 — 4,50 (m, 1H) 57,0
e B 1,95-1,89 (m, 1H) 315
va 7Y 0,77 (d, J =6,7 Hz, 3H); 0,88 - 0,80 (19,3; 19,2; 19,1; 18,7; 18,3; 17,9; 17,6; 17,1) |
(m, 3H)
CO 170,4
NH 8,04 (d, J=7,7Hz, 1H)
o 3,91 (dd, J=7,3Hz; J=6,0 Hz, 1H) 58,1
Val® | B 2,04-1,96 (m, 1H) (30,6; 30,4; 29,6; 31.5)"
7y 0,88 - 0,80 (m, 6H) (19,3; 19,2; 19,1; 18,7; 18,3; 17,9; 17,6; 17,1)’
CO 172,82
N pije jednoznaéno, moguéa zamjena
Fistovrsni atomi (Cyy")
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3.5.7. Sinteza i karakterizacija H2N-Gsor-Val-Gsor-Val-Gsor-Val-OH  (43)
S
. -
N8 O\ d/
' 7<O co6
" co4Q H 0]
5
: 2\1\0‘;“)]\”\&5 § L Non
cor N cos c(gs AN
Cs4HgsNeO22; Mr = 1171,3020; bijela krutina (22 mg, n = 31 %); tr = 12,046 min
Tablica 13. Sinteza C-glikopeptida 43.
Postupak Sintetski korak Amlnoklsel'lna, Koli¢ina Vrijeme
reagensi
.. .. Fmoc-Val-OH 81,45 mg
1 Reakcija kondenzacije DIPEA 167.2 ul 15h
2 g(ipprﬁ]tskc”a Fmoc-zaStitne 20 % piperidin/DMF | 2x 1 mL | 2 x 30 min
Fmoc-Gser-OH 126,13 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 2h
NMM 52,8 UL
2 g(ippr%t:kCIja Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2 x 1 mL 2 X 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 15h
NMM 52,8 uL
2 Ekippr%t:kc”a Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Gsor-OH 126,13 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 2h
NMM 52,8 uL
2 Ekippri‘;tee"c”a Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 2h
NMM 52,8 UL
2 Deprotekcija Fmoc-zastitne 20 % piveridin/ p .
skupine 0 % piperidin/DMF | 2 x 1 mL x 30 min
Fmoc-Gser-OH 126,13 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 100,4 mg 3h
NMM 52,8 UL
2 Ekippri‘;teekc”a Fmoc-zastitne 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
.. . y 20 % TFE/DCM 3x2mL 2 x 30 min,
4 Deprotekcija peptida s ¢vrstog 1x1h
nosaca
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Deprotekcijom peptida s c¢vrstog nosaca dobiveno je 73 mg sirovog produkta 43

(mteorijska =70 mg).

300_258828 (Sor)_maticnica MeOH-diefilete001.1cd 215nm/4nm
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Slika 47. Kromatogram reakcijske smjese spoja 43 nakon deprotekcije peptida s ¢vrstog
nosaca, dobiven LC-MS analizom (Metoda A) uz PDA detekciju na 215 nm.

Analizom kromatograma reakcijske smjese nakon deprotekcije peptida s ¢vrstog nosaca
procijenjeno je da udio produkta 43 iznosi priblizno 48 % (Slika 47; tr = 12,129 min).
U svrhu pro¢i§¢avanja spoja 43 koriStena je:

a) Precipitacija (CHsOH/C2HsOC:Hs)

b) RP-HPLC (Metoda D)

BB628 (Sor) 8f proviera za nmrlcd 215nm.40m
250H

-250-

5007 \
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Odziv detektora / mAU

L e A e B e ) B e e ey L B e e N —
0.0 2,5 5.0 75 10,0 125 18,0 17.5

Vrijeme / min

Slika 48. Kromatogram prociséenog C-glikopeptida 43 dobiven LC-MS analizom (Metoda A)
uz PDA detekciju na 215 nm.

Na temelju kromatograma prikazanog na Slici 48, utvrdeno je da je izoliran produkt 43 visoke
cistoce (99 %, tr = 12,046 min). Pritom, masa izoliranog C-glikopeptida 43 iznosi 22 mg, a
ukupno iskoriStenje sinteze je 31 %.

HRMS (ESI-TOF): m/z [M+H]" izraunato za  CssHg7NeO22 [M+H]" 1171.5868;
eksperimentalno odredeno 1171.5872.
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Tablica 14. Asignacija *H NMR i *C NMR kemijskih pomaka spoja 43.

AA 1H 13C
NH
a 3,62 (s, 1H) 59,5
1 114,2
2' 4,89-4,78 (m, 1H) (85,3; 85,0; 84,8)°
3 4,28 (s, 3H) (72,8; 72,6)¢
Gsot | 4 4,04-3,96 (m, 1H) (72,0; 71,5)f
5' 4,04-3,96 (m, 3H); 3.83 (d, J = 13,3 Hz, (59,6; 59,3)¢
1H); 3,68 (dd, J =12.8 Hz; J = 7.0 Hz, 2H)?
C (112,1; 111,3; 96,9; 96,8)"
CHs 1,40-1,12 (m, 12H) (28,9; 28,5; 27,5; 27,4; 26,3; 26,2)!
CO 169,8
NH 7,92 (d, J=8,7Hz, 1H)
o 4,54 (dd, J=8,2 Hz; J = 3,3 Hz, 1H) 56,1
Val?> | B 2,18-2,11 (m, 1H) (31,7; 30,7)¢
vy 0,84 (brt, 6H) (19,2; 19,0; 18,8; 17,8; 16,9; 16,7)
CoO 170,6
NH 8,53 (brs, 1H)
a 4,89-4,78 (m, 1H) 58,0
1 113,0°
2' 4,74-4,66 (m, 1H) (85,3; 85,0; 84,8)°
3 4,28 (s, 3H) (72,8; 72,6)¢
Gso®® | 4' 4,04-3,96 (m, 1H) (72,0; 71,5)f
5' 4,04-3,96 (m, 3H); 3,83 (d, J = 13,3 Hz, (59,6; 59,3)¢
1H); 3,68 (dd, J = 12,8 Hz; J = 7,0 Hz, 2H)?
C (112,1; 111,3; 96,9; 96,8)"
CHs 1,40-1,12 (m, 12H) (28,9; 28,5; 27,5; 27,4; 26,3; 26,2)'
CO (167,5; 170,8)«
NH 7,30 (d, J=8,4Hz, 1H)
a 4,60 (dd, J=8,1 Hz; J = 3,5 Hz, 1H) 56,3
Val* | B 2,11-2,05 (m, 1H) (31,7; 30,7)¢
vy 0,77 (dd, J=7,6 Hz; J = 19,1 Hz, 6H) (19,2; 19,0; 18,8; 17,8; 16,9; 16,7)
co n.d.
NH 8,39 (d,J=8,4 Hz, 1H)
a 4,89-4,78 (m, 1H) 58,0
1 112,8°
2' 4,74-4,66 (m, 1H) (85,3; 85,0; 84,8)°
3 4,28 (s, 3H) (72,8; 72,6)¢
Gsor | 4' 4,04-3,96 (m, 1H) (72,0; 71,5)f
5' 4,04-3,96 (m, 3H); 3,83 (d, J = 13.3 Hz, (59,6; 59,3)¢
1H); 3,68 (dd, J = 12,8 Hz; J = 7,0 Hz, 2H)?
C (112,1; 111,3; 96,9; 96,8)"
CHs 1,40-1,12 (m, 12H) (28,9; 28,5; 27,5; 27,4; 26,3; 26,2)!
CO (167,5; 170,8)%
NH 7,38 (brs, 1H)
o 4,10 (br s, 1H) 57,6
Val® | B 2,04-1,92 (m, 1H) (31,7; 30,7)¢
vy 0,82-0,79 (m, 6H) (19,2; 19,0; 18,8; 17,8; 16,9; 16,7)
Cco n.d.
K nije jednozna¢no, moguéa zamjena ; " nije odredeno
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3.5.8. Sinteza i karakterizacija HoN-Val-Gan-Val-Val-Gai-Val-OH (44)
co6
O
o6
6 OH
CO5O NH ?5. o
5 y 6
Nab5
H
J2' 1
O7<()
CagHsoNsO17; Mr = 1013,1930; bijela krutina (22 mg, n = 33 %); tr = 10,823 min
Tablica 15. Sinteza C-glikopeptida 44.
Postupak Sintetski korak Amlnoklsel_lna, Koli¢ina Vrijeme
reagensi
.. .. Fmoc-Val-OH 81,45 mg
1 Reakcija kondenzacije DIPEA 167.2 L 15h
2 Deprotekcija Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF | 2x 1 mL | 2 x 30 min
Fmoc-Gai-OH 129,5 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 2h
NMM 52,8 pL
2 Deprotekcija Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF | 2x 1 mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 2h
NMM 52,8 pL
2 Deprotekcija Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 2h
NMM 52,8 uL
2 Deprotekcija Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF | 2x1mL | 2 x 30 min
Fmoc-Ga-OH 129,5 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 2h
NMM 52,8 uL
2 Deprotekcija Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF | 2 x 1 mL | 2 X 30 min
Fmoc-Val-OH 81,45 mg
3 Reakcija kondenzacije HATU 1004mg | 3h
NMM 52,8 uL
2 Deprotekcija Fmoc-zastitne skupine | 20 % piperidin/DMF | 2 x 1 mL | 2 X 30 min
. . 20 % TFE/DCM 3x2mL | 2x30min,
4 Deprf)tek01]a peptida s ¢vrstog 1x 1h
nosaca
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Deprotekcijom peptida s cvrstog nosata dobiveno je 67 mg sirovog produkta 44

(mteorijska =61 mg).

200 BBG29 (All) nakon 1.dep. kolonalcd 215nm.4hm

17507
15004
12502
10004
750
5004

250

Odziv detektora / mAU

0

2504 - - ——F———————
0,0 2,5 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5

Vrijeme / min

Slika 49. Kromatogram reakcijske smjese spoja 44 nakon deprotekcije peptida s ¢vrstog
nosaca, dobiven LC-MS analizom (Metoda A) uz PDA detekciju na 215 nm.

Analizom kromatograma reakcijske smjese nakon deprotekcije peptida s cvrstog nosaca

procijenjeno je da udio produkta 44 iznosi priblizno 50 % (Slika 49; tr = 10,434 min).

Procis¢avanja spoja 44 provedeno je primjenom RP-HPLC (Metoda D).

400

BB629 2dep sied4f proviera za nmrlcd 215nm.4nm
3004

2004
100%
1003

200

=300

Odziv detektora / mAU

4004

-5004

600

R Y 1 T T T
0,0 25 50 7.5 10,0 12,5 15,0 17,5

Vrijeme / min

Slika 50. Kromatogram prociséenog C-glikopeptida 44 dobiven LC-MS analizom (Metoda A)
uz PDA detekciju na 215 nm.

Na temelju kromatograma prikazanog na Slici 50, utvrdeno je da je izoliran produkt 44 visoke
¢istoce (95 %, tr = 10,823 min). Pritom, masa izoliranog C-glikopeptida 44 iznosi 22 mg, a

ukupno iskoriStenje sinteze je 33 %.

HRMS (ESI-TOF): m/z [M+H]" izra¢unato za C4sHg1NeO17 [M+H]* 1013,5653;
eksperimentalno odredeno 1013,5658.
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Tablica 16. Asignacija *H NMR i *C NMR kemijskih pomaka spoja 44.

AA 'H BC
NH;
o 3,43 (s, 1H) 58,5
Val' | B 2,14-1,93 (m, 1H) (30,6; 30,5; 30,14, 30,09)*
7Y 0,97-0,79 (m, 6H) (19,3; 19,1; 19,0; 18,8; 18,6; 18,3; 17,9; 16,8)"
Cco 171,3
NH 8,87 (d,J=4,9 Hz, 1H)
o 4,76 (t, J=7,5 Hz, 1H) 50,2
1 5,76 (d,J = 2,3 Hz, 1H) 104,1°
2' 4,65-4,56 (m, 1H) 81,0
3 2,24-2,14 (m, 1H) 46,2
4 4,15-4,07 (m, 1H) 77,2¢
Gar? |5 4,05-4,00 (m, 1H) 75,6°
6' 3,89 - 3,83 (m, 1H); 3,74-3,66 63,6
(m, 1H)
C (111,4, 108,4; 108,3)Y
CHs 1,47, 1,53 (s, 6H); 1,29-1,17 (m, 26,8; 26,0; 25,1; 25,0
18H)
Cco 170,3"
NH 8,16 (d, J=4,5Hz, 1H)
o 4,26 — 4,16 (m, 1H) 58,0'
Val® | B 2,14-1,93 (m, 1H) (30,6; 30,5; 30,14; 30,09)*
7y 0,97-0,79 (m, 6H) (19,3; 19,1; 19,0; 18,8; 18,6; 18,3; 17,9, 16,8)°
Cco 170,3ili 170,2
NH 7,73 (d, J=7,5Hz 1H)
o 4,26 — 4,16 (m, 1H) 57,8
Val* | B 2,14-1,93 (m, 1H) (30,6; 30,5; 30,14; 30,09)*
N 0,97-0,79 (m, 6H) (19,3; 19,1; 19,0; 18,8; 18,6; 18,3; 17,9; 16,8)"
Cco 170,2"
NH 8,27 (d, J = 6,8 Hz, 1H)
o 4,65-4,56 (m, 1H) 50,6
i 5,76 (d, J = 2,3 Hz, 1H) 104,0°
2' 4,65-4,56 (m, 1H) 81,0
3 2,24-2,14 (m, 1H) 46,2
4 4,15-4,07 (m, 1H) 77,01¢
Garr |5 4,05-4,00 (m, 1H) 75,5°
6' 3,89 — 3,83 (m, 1H); 3,74-3,66 63,3
(m, 1H)
C (111,4; 108,4; 108,3)¢
CHs 1,47; 1,53 (s, 6H); 1,29-1,17 (m, | 26,8; 26,0; 25,1; 25,0
18H)
Cco 169,8
NH 7,93(d,J=7,1Hz 1H)
o 3,98 (br t, 1H) 58,2
val® | B 2,14-1,93 (m, 1H) (30,6; 30,5; 30,14; 30,09)*
7Y 0,97-0,79 (m, 6H) (19,3; 19,1; 19,0; 18,8; 18,6; 18,3; 17,9; 16,8)°
Cco 172,6
i nije jednozna¢no, moguéa zamjena
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3.6. Deprotekcija C-glikopeptida

3.6.1. Deprotekcija C-glikopeptida 40 (45)

C-glikopeptidu 40 (17,9 mg; 758,91 g/mol; 0,0236 mmol) je dodana otopina TFA:DCM = 9:1

(1 mL). MijeSanje je nastavljeno tijekom 24 sata na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku reakcije,

reakcijskoj smjesi je dodan hladan diizopropil-eter pri ¢emu dolazi do talozenja.

Centrifugiranjem je izoliran produkt 45, u obliku bijele krutine (45; 12,1 mg; n = 71 %).

Tijek reakcije, kontrola Cistofe spojeva i1 preliminarna identifikacija produkata pracena je

LC-MS (Metoda A, Slika 51).

mAU

500
25[}?
o-
,zsmf
-500—f

750

B622 deprotekcija48h_lcd 215nm Jfinm 45

40

0,0

—
25 5,0

T —
75

10,0 125 15,0 17,5 min

Slika 51. LC-MS kromatogram deprotektiranog C-glikopeptida 45 (Metoda A).

o) e e
HZNVU\N N \ NJ\N OH
AN "o "o A "o

HO™ X OH
HO O OH

Ca2HssNeO12; My = 718,8460; bijela krutina (12,1 mg; # = 71 %); HRMS (ESI-TOF): m/z
[M+H]" izra¢unato za C32HseNsO12 [M+H]" 719,4113; eksperimentalno odredeno 719,4108.
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'H NMR (600 MHz, DMSO-ds; smjesa tautomera): 6 / ppm 10,20; 8,47; 8,45; 8,37; 8,36; 8,32;
8,30; 8,21; 8,20; 8,16; 8,14; 8,06; 8,01; 7,99; 7,93; 7,90; 7,88; 7,86; 7,37; 7,35; 7,31; 7,29; 6,47;
4,97, 4,72; 4,64; 4,63; 4,58; 4,56; 4,52; 4,51; 4,40; 4,33; 4,32; 4,31; 4,29; 4,28; 4,24; 4,23; 4,14;
4,13; 4,00; 3,73; 3,60; 3,53; 3,44; 3,42; 3,41; 3,39; 3,37; 3,36; 3,27; 3,17; 3,16; 2,55; 2,50; 2,38;
2,05; 2,04; 2,03; 2,02; 2,01; 1,96; 1,95; 1,94; 1,38; 1,37; 1,15; 1,14; 1,04; 1,03; 0,94; 0,93; 0,92;
0,90; 0,89; 0,87; 0,84; 0,83; 0,82; 0,80; 0,77; 0,73; 0,72.

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds; smjesa tautomera): 6 / ppm 172,7; 171,5; 171,3; 171,0; 170,1;
169,9: 167,9; 158,0; 100,6; 98,4: 86,3; 76,6; 73,9; 71,4; 69,5; 62,6; 57,8; 57,6; 57,1; 55,3; 40,2;
40,1; 39,9; 39,9; 39,8; 39,7; 39,5; 39,4; 39,2;: 39,1; 30,5; 30,0; 29,7; 24,5; 19,0; 18,3; 18,1; 17,9;
17.6.
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3.6.2. Deprotekcija C-glikopeptida 41 (46)

C-glikopeptidu 41 (9,5 mg; 772,94 g/mol; 0,01229 mmol) je dodana otopina TFA:DCM = 9:1
(400 pL). Mijesanje je nastavljeno tijekom 24 sata na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku rakcije,
reakcijskoj smjesi je dodan hladan diizopropil-eter pri ¢emu dolazi do talozenja.
Centrifugiranjem je izoliran produkt 46, u obliku bijele krutine (46; 9,0 mg; » = kvantitativno).

Tijek reakcije, kontrola ¢istoce spojeva i preliminarna identifikacija produkata pracena je LC-

MS (Metoda A, Slika 52).

mAU
BB623 (3All) dep 5h kolonalcd 215nmJ4nm

7501
500

2504

- —
0,0 25 5,0 75 10,0 125 15,0 175 min

Slika 52. LC-MS kromatogram deprotektiranog C-glikopeptida 46 (Metoda A).

o] e e
HZNQKN N N NJ\N OH
/\ : o : o /\ : O

HO OH

N

HO OH

Ca3HsoNeO12; Mr = 732,8730; bijela krutina (9,0 mg, n = kvantitativno); HRMS (ESI-TOF):
m/z [M+H]" izraGunato za Cs3HsiNeO12 [M+H]" 733,4268; eksperimentalno odredeno
733,4241.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds; smjesa tautomera): 6 / ppm 9,07; 8,89; 8,88; 8,60; 8,59; 8,37;
8,35; 8,33; 8,10; 8,03; 8,02; 7,95, 7,93; 7,64; 7,62; 6,82; 6,26; 6,26; 5,63; 5,47; 5,34; 5,28,
5,23; 5,22; 5,20, 5,13; 5,00; 4,93; 4,92; 4,80; 4,79; 4,76; 4,74; 4,68; 4,58; 4,49; 4,41; 4,36,
4,34; 4,32; 4,31; 4,25; 4,23; 4,22; 4,21; 4,19; 4,15; 4,14; 4,13; 4,12; 4,11; 4,10; 4,01; 3,89;
3,84; 3,80; 3,79; 3,78, 3,76; 3,75; 3,74; 3,72; 3,71, 3,64; 3,50; 3,49; 3,45; 3,34; 3,24; 3,19;
3,16; 3,02; 3,01; 3,00; 2,89; 2,73; 2,61; 2,55; 2,50; 2,50; 2,50; 2,38; 2,06; 2,05; 2,04, 1,98;
1,97; 1,96; 1,94; 1,93; 1,85; 1,66; 1,64; 1,63; 1,62; 1,56; 1,55; 1,26; 1,25; 1,23; 0,93; 0,91,
0,91, 0,90; 0,89; 0,88; 0,87; 0,86; 0,85; 0,85; 0,84, 0,83; 0,81, 0,78; 0,77; 0,75; 0,71; 0,70.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Uvod

Motivacija za istrazivanje u okviru ove doktorske disertacije proizlazi iz ¢injenice da, unato¢
znacajnom napretku u razvoju sintetskih metodologija, veéina dosad opisanih pristupa
prvenstveno je usmjerena na pripravu C-glikozilnih aminokiselina u kojima je ugljikohidratna
jedinica vezana na boéni lanac, 33710 kao i na N- ili C-terminalni kraj peptida, gdje se
glikozilne jedinice najc¢esce povezuju amidnom vezom ili putem prethodno uvedenih reaktivnih
skupina.l9®128141 Nadalje, pregledom literature zabiljezen je i znatan broj primjera
C-glikozilnih p-aminokiselina.3*3"39 Nasuprot tome, primjeri C-glikozilnih a-aminokiselina, u
kojima je ugljikohidratna jedinica izravno vezana na a-ugljikov atom a-aminokiseline, znatno

su rjede istrazivani.*?

Dosada$nja istrazivanja usmjerena na razvoj metodologija za sintezu C-glikozilnih
a-aminokiselina obuhvacaju razliite sintetske pristupe, ukljucujuéi alkilaciju ekvivalenata
a-aminokiselina, Streckerovu reakciju, hidrogenaciju dehidroaminokiselina, viSekomponentne
reakcije sa Seéernim derivatima, kao i de novo pristupe sintezi navedenih spojeva.2>343940.142
Pored toga, razvijene su i alternativne strategije, poput unakrsne metateze/ciklizacije olefina,*3
stereoselektivne adicije 2-litij-furana i 2-litij-tiazola na $eéerne nitrone®® te Ni-katalizirana
reduktivna hidroglikozilacija alkina.}*® Unato¢ tome, $ira primjena navedenih metodologija u
znacajnoj je mjeri ogranic¢ena slozenosc¢u visestupanjskih sintetskih postupaka, koji u pravilu
zahtijevaju izrazito nepovoljne 1 teSko kontrolirane reakcijske uvjete. Pored toga, rezultati
provedenih sintetskih koraka cesto nisu konzistentni, ¢ime se dovodi u pitanje njihova
reproducibilnost. Nadalje, dostupnost odgovarajucih supstrata ¢esto je ograni¢ena. Kao jedno
od klju¢nih ogranicenja isti¢e se ¢injenica da vec¢ina dosad opisanih pristupa rezultira loSom
stereoselektivnoscéu 1/ili niskim prinosima, uz istodobnu nemoguénost ucinkovite separacije
dobivenih produkata. U konacnici, prethodno navedena ogranicenja ukazuju na ozbiljan izazov

u razvoju sintetski u¢inkovitih i strukturno jasno definiranih spojeva.
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Polaze¢i od prethodno navedenih saznanja, razvijeni su noviji pristupi sintezi, uglavnom
jednostupanjski, koje se odvijaju pri relativno blagim reakcijskim uvjetima, a najceSce
ukljuéuju fotokemijske reakcije (Slika 1).43%° Medu njima se isti¢u primjeri fotokataliziranog
generiranja glikozilnih radikala ugljikohidratnih redoks-aktivnih estera te njihova adicija na
a-imino estere®® kao i foto-inducirana Cu-kataliziranu asimetri¢na C(sp®)-H alkilacija derivata
glicina.*® Medutim, vazno je istaknuti da takvi pristupi sintezi jo§ uvijek zahtijevaju daljnju
metodolosku razradu i sustavnu evaluaciju njihove Sire primjenjivosti. Posebno ostaju izazovni
aspekti reproducibilnosti i provedbe reakcija na vecoj skali, $to znac¢ajno ograni¢ava njihovu
praktiénu primjenu, naroCito u kontekstu sinteze oligomera s ugradenim C-glikozilnim

jedinicama kao gradivnim blokovima, $to dosad nije sustavnije istrazeno.

Neophodno je istaknuti da kontinuirani napredak u podrucju sinteze i karakterizacije
peptida, zajedno s rastu¢om dostupnoS¢u i pristupa¢noséu biblioteka peptida, znacajno
doprinosi Sirenju podrucja primjene C-glikozilnih aminoksielina. One su prepoznate kao vazne
gradivne jedinice u medicinskoj kemiji, razvoju katalizatora i funkcionalnih materijala.
Medutim, njihova S§ira i1 ucinkovitija primjena jo§ uvijek je ograniCena nedostatnim
razumijevanjem njihova utjecaja na konformaciju peptida, osobito u pogledu nekovalentnih
interakcija koje su odgovorne za stabilizaciju to¢no odredenih sekundarnih struktura. Za Siru 1
ucinkovitiju primjenu C-glikozilnih o-aminokiselina zasigurno nije dostatno razviti samo
uéinkovit pristup sintezi pojedina¢nih gradivnih jedinica. Klju¢no je razviti i optimizirati
sintetske protokole koji omoguéuju njihovu daljnju transformaciju i preciznu ugradnju u
peptidne sekvence. Osim toga, utjecaj strukture ugradenih C-glikozilnih aminokiselina na
konformaciju 1 funkcionalna svojstva peptida dosad nije bio predmet sustavnog istrazivanja.
Dosadasnja istrazivanja uglavnom su bila usmjerena na modifikaciju peptida s ciljem

poboljsanja njihove stabilnosti ili afiniteta prema specifi¢nim biomolekulama.*647

Uzimaju¢i u obzir prethodno navedeno, istraZivacki interes unutar ove doktorske disertacije
usmjeren je na prosirenje kemijskog prostora C-glikozilnih a-aminokiselina s jasno definiranim
trodimenzionalnim strukturama. Poseban je naglasak stavljen na ispitivanje potencijala
razmatranih gradivnih jedinica da moduliraju konformaciju peptida na jasno definiran i
predvidljiv nacin. Istrazivanje se temelji na pretpostavci da prisutnost stericki zahtjevnih

ugljikohidratnih jedinica, vezanih izravno na a-ugljikov atom a-aminokiseline, u kombinaciji
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sa strukturnom raznoliko$¢u te promjenom broja i raspodjele C-glikozilnih a-aminokiselina
unutar peptidne sekvence, moze znacajno utjecati na lokalnu konformaciju peptida, kao i na

formiranje i stabilizaciju struktura viSeg reda.

Znacajno je istaknuti da je pregledom relevantne literature opisan tek jedan primjer
metodologije sinteze C-glikopeptida, pri ¢emu razvijena strategija omogucuje ugradnju
C-glikozilne o-aminokiseline iskljudivo na N-terminalni kraj peptida.*® Slijedom toga, razvoj
novih sintetskih pristupa koji omogucuju ucinkovitu i kontroliranu ugradnju C-glikozilnih
jedinica predstavlja znacajan istrazivacki izazov i preduvjet za bolje razumijevanje njihovih

strukturnih i1 funkcionalnih u¢inaka.

U tom kontekstu, u okviru ove disertacije razvijen je novi sintetski pristup koji po prvi put
omogucava kontroliranu, selektivnu ugradnju strukturno razli¢itih  C-glikozilnih
a-aminokiselina na unaprijed definirane polozaje unutar peptidne sekvence. Time je ostvaren
znacajan metodoloski iskorak koji otvara mogucénost sustavnog istrazivanja utjecaja
C-glikozilnih aminokiselina na konformaciju i svojstva peptida, ¢ime se ostvaruje relevantan

doprinos razvoju kemije glikopeptida.

Eksperimentalni dio istrazivanja obuhvatio je kemijsku transformaciju ugljikohidrata u
odgovaraju¢e C-glikozilne a-aminokiseline, nakon ¢ega je uslijedilo njihovo ugradivanje u
odabrane peptidne sekvence. U konacnici je provedena detaljna strukturna karakterizacija 1
konformacijska analiza sintetiziranih C-glikopeptida, ¢ime je omogucen sustavan uvid u njihov

funkcionalni doprinos te utjecaj na konformacijska svojstva peptida.
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4.2. Metodologije sinteze C-glikozilnih a-aminokiselina

Istrazena su dva metodoloska pristupa sintezi C-glikozilnih a-aminokiselina:
1. Visekomponentni pristup sintezi C-glikozilnih a-aminokiselina

2. Fotokemijski pristup sintezi C-glikozilnih a-aminokiselina

(2.) Fotokemijski pristup sintezi

(1.) Visekomponenmi pristup sintezi

PGO.—©,
RCOOH NHR %-)_)—COOR
PGO.,—0, cHo RNC PGO O OH A COOR? n=0,1
\\_)_)_ — \-)—)_<COOR2 = pcol =
n=0,1 = R1 =~
n=0.1 n=0,1 *N” cooR?

C-glikozilna a-aminokiselina

o Lo
o Q/i -5<° R o R o JIo 1 O
SR e ey

D-Fru D-Gal D-Rib D-Xyl L-Sor D-All

Slika 53. Shematski prikaz metodologija sinteze C-glikozilnih o-aminokiselina. C-glikozilni
donori (R=CHO za multikomponentni pristup, R=COOR za fotokemijski pristup sintezi).
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4.2.1. Visekomponentni pristup sintezi

Na temelju ranijih istrazivanja unutar naSe istrazivacke grupe doskocilo se problemu
stereoselektivnosti. Naime, razvijena je metodologija koja se zasniva na viSekomponentnim
reakcijama, a omogucuje ugradnju C-glikozilne jedinice s dijastereoselektivnoséu do 94:6 d.r.
Slijedom ovog istrazivanja potvrdeno je da na dijastereoselektivnost razmatrane Passerinijeve
reakcije, uglavnom utjece izbor karbonilne komponenta, odnosno izopropilidenima zasti¢en

ugljikohidratni aldehid, dok ostale komponente reakcije imaju tek neznatan utjecaj.’®*

Na temelju tog saznanja, koje je ujedno posluzilo kao motivacija, daljnje je istrazivanje bilo
usmjereno na optimiziranje metodologije priprave C-glikozilnih o-aminokiselina iz
Passerinijevih produkata, za koje se pretpostavljalo da predstavljaju prikladne prekursore za

sintezu Zeljenih C-glikozilnih a-aminokiselina.

Nadovezuju¢i se na prethodna otkri¢a, nedavno je razvijena strategija priprave dipeptidnih
struktura primjenom dijastereoselektivne Passerinijeve reakcije.8! U navedenom pristupu, kao
izocijanidne komponente, koriSteni su razliciti kiralni aminokiselinski izocijanidi. Naknadnim
post-kondenzacijskim modifikacijama omogucena je priprava C-glikozilnih a-aminokiselina,
¢ime su formirane hibridne dipeptidne struktra koje u svojoj strukturi sadrze C-glikozilne
a-aminokiseline i proteinogene aminokiseline. Glavno ograni¢enje metodologije odnosilo se na
¢injenicu da su produkti dobiveni u obliku smjese dijastereomera, koje nije bilo moguce
ucinkovito razdvojiti teku¢inskom kromatografijom na koloni silikagela. Odvajanje je bilo
dugotrajno i nepotpuno te je rezultiralo znacajnim gubicima produkata, zbog cega su sve daljnje
reakcije provedene sa smjesama dijastereomera.8! Ovi rezultati jasno ukazuju na potrebu za

daljnjom optimizacijom metodologije.

Slijedom navedenih spoznaja, u ovom je radu metodologija dodatno unaprijedena.
Provedena je optimizacija reakcijskih uvjeta s ciljem sinteze dijastereomerno Ccistih
C-glikozilnih a-aminokiselina, koje ¢e predstavljati monomere u sintezi C-glikopeptida. Pristup
je temeljen na visekomponentnoj sintezi u kojoj je, kao izocijanidna komponenta odabran
konvertibilni izocijanid. Na taj je nacin izbjegnuta moguénost racemizacije, uocena u ranijim

primjerima s aminokiselinskim izocijanidima, dok je krajnji produkt sinteze ciljana
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dijastereomerno Cista C-glikozilna o-aminokiselina, umjesto hibridne dipeptidne strukture

dobivene u obliku smjese dijastereomera (Slika 53, lijevo).

U nastavku je prikazana priprava polaznih spojeva koji sudjeluju u Passerinijevoj reakciji,
s naglaskom na sintezu konvertibilnih izocijanida kao klju¢nih reaktanata. Rije¢ je o
izocijanidima koji se, nakon provedene Passerinijeve reakcije, mogu daljnjim transformacijama
prevesti u drugu funkcijsku skupinu, ¢ime se proSiruje njihova sintetska primjenjivost.
Dodatno, iako se ugljikohidratni aldehidi €esto koriste u viSekomponentnim reakcijama (VKR),
njihova je primjena gotovo zanemarena u VKR temeljenim na izocijanidima (IVKR). Polazec¢i
od navedenog, pretpostavljeno je da se a-aciloksiamidi, kao produkti Passerinijeve reakcije,
mogu daljnjim standardnim transformacijama prevesti u odgovarajuée C-glikozilne
a-aminokiseline, pri ¢emu se reakcije mogu ucinkovito provesti i na vecoj skali, bez

naru$avanja prinosa.
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4.2.1.1. Priprava konvertibilnih izocijanida

Prvotni je korak bio priprava izocijanidne komponente Passerinijeve reakcije. U nastavku su
prikazani najces¢e koriSteni konvertibilni izocijanidi (Slika 54). Klju¢na svojstva prikladnog
konvertibilnog izocijanida ukljuc¢uju dostatnu nukleofilnost te sposobnost da amidni fragment,

koji nastaje njegovim uklju¢ivanjem u reakciju, djeluje kao dobra izlazna skupina.t4414°

OTBS

0
NC CN CN 0_4
g o
R
' [ Il v
(Armstrong) (Linderman) (Ugi) (Martens)
R OMe
A NC
0" "0 OMe NO,
CN\@ CN CN i oMe
MeQ™ "OMe
vV Vi Vil VIl
(Pirrung) (Kobayashi) (Kobayashi) (Wessjohann)

Slika 54. Najcesce koristeni konvertibilni izocijanidi.'*®

Naime, u ranijim istrazivanjima'#'46147 provedene su Passerinijeve reakcije s nekoliko
razli¢itih konvertibilnih izocijanida:
a) 1-izocijano-4-metoksi-2-nitrobenzen
b) 2-bromo-6-izocijanopiridin

C) 2-izocijanopiridin

Izolirani su Passerinijevi produkti u prinosu od 50 % do 90 %. Optimizacija reakcijskih uvjeta
s ciljem dobivanja C-glikozilne a-hidroksi kiseline hidrolizom Passerinijevog produkta,
provedena je na modelnoj reakciji koja je wuklju€ivala benzojevu kiselinu,
cikloheksankarbaldehid i 1-izocijano-4-metoksi-2-nitrobenzen. Kao najpovoljnije baze za
dobivanje odgovaraju¢ih a-hidroksi Kiselina pokazale su se 1 M NaOH u MeOH, kao i

NaOCH;u MeOH te KOtBu u THF, pri sobnoj temperaturi i trajanju reakcije od 24 sata. '
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Kao najprikladniji izocijanid pokazao se 1-izocijano-4-metoksi-2-nitrobenzen (2)
(Martensonov izocijanid), koji je u okviru ove doktorske disertacije odabran i koriSten za daljnje
sintetske transformacije. Sinteza izocijanida (2) odvija se u dva reakcijska koraka, pri ¢emu je
zeljeni produkt izoliran u visokom prinosu od 87 % (Slika 55). Za razliku od sinteze
aminokiselinskih izocijanida, u ovom slucaju reakciju nije bilo potrebno provoditi pri vrlo

niskim temperaturama, buduéi da ne postoji rizik od racemizacije tijekom priprave izocijanidne

komponente.
NO, H NO2 NO,
H,N HCOOH, Ac,0 H\H/N Trifosgen, NMM; THF CN
0°C > st:1h o _ -20 °C — st; o/n
o~ n=92% (o] N=87% [ 5\0/
@ 1-izocijano-4-metoksi-2-nitrobenzen
2)

Slika 55. Shematski prikaz priprave konvertibilnog izocijanida, 1-izocijano-4-metoksi-2-
nitrobenzena (2).
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4.2.1.2. Priprava izopropilidenima zasti¢enih aldehida iz odgovarajucih ugljikohidrata

Izopropilidenima zasti¢eni aldehidi, dobiveni uglavnom oksidacijom odgovaraju¢ih
ugljikohidrata, koristeni su kao aldehidne komponente u Passerinijevoj reakciji. Formiranje
novog stereogenog centra svojstveno je mnogim VKR, a poznato je da ugljikohidratni aldehidi
mogu znacajno utjecati na dijastereoselektivnost takvih procesa zbog prostorne blizine novog

kiralnog centra koji nastaje reakcijom.

Za potrebe ovog istrazivanja pripravljeno je Sest razlicitih glikozilnih donora: aldehid
dobiven iz 2,3:4,5-di-O-izopropiliden-p-D-fruktopiranoze (Fru-CHO, 4), iz 1,2:3,4-di-O-
izopropiliden-a-D-galaktopiranoze  (Gal-CHO, 5), iz metil-2,3-O-izopropilidene-§3-D-
ribofuranozida (Rib-CHO, 7), iz 3-O-benzil-1,2-O-izopropiliden-a-D-ksilofuranoze (Xyl-
CHO, 10), iz 2,3:4,6-di-O-izopropiliden-a-L-sorbofuranoze (Sor-CHO, 11) te, naposljetku, iz
1,2:5,6-di-O-izopropiliden-a-D-alofuranoze (All-CHO, 15) (Slika 56).

O,OA{) %oo ¢ 0 4 o PMe

Fru-CHO (4) Gal-CHO (5) Rib-CHO (7)

OBn /P

Oz\bo\o O/pop?o\:o
g

Xyl-CHO (10) Sor-CHO (11) All-CHO (15)

Slika 56. Glikozilni donori VKR. Ugljikohidratni aldehidi za Passerinijevu reakciju.

Osim ,, klasicnih** C-glikozilnih veza na anomernom polozaju, ovako odabrani glikozilni
donori, omogucuju i formiranje ,, neklasicnih “ C-glikozilnih veza na polozajima 3" 1 5’ (aldehidi

5,7,101 15), ¢ime se dodatno prosiruje spektar dostupnih C-glikozilnih a-aminokiselina.

Svi su produkti sintetizirani prema ranije objavljenim metodologijama, uz manje
modifikacije reakcijskih uvjeta, koje su detaljno opisane u eksperimentalnom dijelu disertacije,

a njihova je karakterizacija u potpunosti je u skladu s literaturno navedenim podacima.t32-13%
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4.2.1.3. Priprava a-aciloksi amida dobivenih Passerinijevom reakcijom

Nadovezuju¢i se na prethodno opisane sinteze izocijanidnih i1 aldehidnih komponenti,
provedena je dijastercoselektivna Passerinijeva reakcija, s ciljem uvodenja C-glikozilne
jedninice. U razmatranoj VKR kao karbonilna komponenta koriSteni su izopropilidenima
zaStic¢eni aldehidi (4, 5, 7, 10, 11, 15) dobiveni iz odgovarajucih ugljikohidrata, pri cemu je kao
izocijanidna komponenta odabran tzv. konvertibilni izocijanid (2), dok se kao kiselinska
komponenta najboljim izborom pokazala octena kiselina. Na taj su nacin Passerinijevom
reakcijom dobiveni a-aciloksiamidi u kojima je ugljikohidratna jedinica izravno vezana na novi
kiralni centar koji se formira reakcijom. Reakcije su provedene u diklormetanu pri sobnoj
temperaturi, pri ¢emu su a-aciloksiamidi izolirani u vrlo visokim prinosima ( > 90 %) u obliku
smjesa dva dijastereoizomera. Medutim, zapazena dijastereoselektivnost pokazala se
varijabilnom, $to se moze pripisati strukturnoj raznolikosti koristenih ugljikohidratnih aldehida

(Slika 56, Tablica 17).

Dijastereomerni omjeri odredeni su asignacijom 'H NMR spektara reakcijskih smjesa.
Primjerice, u slucaju produkata 16 i 21 opaZena je najvisa dijastercoselektivnost (90:10 d.r.).
Sli¢ni su rezultati dobiveni i za produkate 18 (80:20 d.r.) i 20 (82:18 d.r.). Nasuprot tome,
produkt 17 pokazao je neSto nizu dijastereoselektivnost (65:35 d.r.), dok je u slucaju
Passerinijevog produkta 19, u ¢ijoj je strukturi kao ugljikohidratna komponenta sadrzan
ksilozni derivat, reakcija rezultirala smjesom dva dijastereoizomera u gotovo jednakim
omjerima (55:45 d.r.). Iz tog je razloga provedena njihova zasebna konverzija u amine, odnosno
ciljane C-glikozilne a-aminokiseline. U ranijim istrazivanjima, rentgenskom kristaligrafijom
potvrdena je (S)-konfiguracija na novom kiralnom centru vecinskog dijastereomera

Passerinijevog produkta.”
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Tablica 17. Priprava a-aciloksi amida 16—21 Passerinijevom reakcijom. Prinosi su navedeni u

zagradama. d.r. omjeri odredeni su asignacijom pripradaju¢ih *H NMR spektara.

g 1 . 0 o~
OH DCM (0,5 M) - o, \
st, 12-24h H/ N
H
N o NO,
O;N
(16-21)
0

[

o qﬁ; A<: K HQO/OME & ) 0‘01 A<Z o
O = ﬁ\% kﬁo o><o \‘QO\J( o;o;b( \who_%

D-Fru (4) D-Gal (5) D Rib (7) D-Xyl (10) L-Sor (11) D-All (15)

o

~° o oMe
".o/% ﬂ/% HQ/

OMe
; NO.
° o O nu "2
+ Ho N0 NO2 )Lo o.__ OMe
(o] o N o
o%\ OMe °><°

o

2

16 (94 %, d.r. 90:10) 17 (92 %, d.r. 65:35) 18 (94 %, d.r. 80:20)

e:

OMe

o NH NO
OBn NO,
—o o
05/\
o\é’ OMe
19 (94 %, d.r. 55:45) 20 (91 %, d.r. 82:18) 21 (93 %, d.r. 90:10)

Hidrolizom a-aciloksiamida u narednom koraku sintetizirane su odgovarajuce a-hidroksi
C-glikozilne kiseline, dok su naknadnim post-kondenzacijskim modifikacijama pripravljene
ciljane C-glikozilne a-aminokiseline. Izolacija i prociS¢avanje produkata provedeni su
primjenom razli¢itih kromatografskih metoda, dok je njihova identifikacija 1 strukturna
karakterizacija ostvarena koristenjem razliitih spektroskopskih i spektrometrijskih tehnika.

Pojedini sintetski koraci detaljno su razmotreni u nastavku.
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4.2.1.4. Priprava metilnih estera a-hidroksi C-glikozilnih kiselina

Nakon provedene Passerinijeve reakcije, uslijedila je hidroliza a-aciloksi karboksiamida u
bazi¢nim uvjetima (NaOH u metanolu) s ciljem o¢uvanja izopropilidenskih zastitnih skupina
na ugljikohidratnom dijelu molekule. Na taj su nacin dobivene odgovarajuce a-hidroksi C-
glikozilne kiseline, koje su potom prevedene u odgovarajuce a-hidroksi metilne estere 22 - 27
u prisutnosti metil-jodida (Mel) i kalijevog karbonata (K-COs) u acetonitrilu, uz prinose koji su

se krentali u rasponu od 42 % do 85 % , nakon dva provedena reakcijska koraka (Tablica 18).

Jedno od klju¢nih saznanja u okviru ovog istrazivanja odnosi se na uspjesno razdvajanje
dijastereomera produkata, a-hidroksi metilnih estera, kromatografijom na koloni silikagela, $to
je predstavljalo metodolosku prekretnicu u razvoju sinteze. Pritom je kao mobilna faza koristen
sustava otapala PE:EA = 1:1. Moguénost ucinkovitog razdvajanja dijastereomera pokazala se
presudnom za nastavak sinteze, buduéi da je omogucdila izolaciju veéinskog dijastereomera s
jasno definiranom stereokemijom. Time je ostvaren znacajan metodoloski iskorak u odnosu na
ranije pristupe, u kojima razdvajanje dijasteromera nije bilo izvedivo ili je bilo dugotrajno i
neucinkvito. Vazno je napomenuti da se navedeni prinosi odnose isklju¢ivo na vecinski
dijastereomer, odnosno dijasteromerno c¢ist produkt, $to predstavlja temeljni napredak i
preduvjet za daljnje sintetske transformacije usmjerene na pripravu dijasteromerno cistih C-

glikozilnih a-aminokiselina.

Iznimku predstavlja ksilozni derivat spoja 25, u slucaju kojeg je kao produkt dobivena
smjesa dva dijastereomera u priblizno jednakim omjerima. lako su dva dijastereomera spoja
Xyl-25 naposljetku razdvojena kolonskom kromatografijom, postupak se pokazao dugotrajnim
I nepotpunim. U konacnici je za svaki dijasterecomer zasebno provedena konverzija do
odgovaraju¢e C-glikozilne a-aminokiseline, no ksilozni derivat je, zbog ogranicene

ucinkovitosti reakcije, ipak izostavljen iz daljnjih razmatranja.
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Tablica 18. Priprava metilnih estera a-hidroksi C-glikozilnih kiselina 22—-27. Prinosi su

navedeni u zagradama.

(a) NaOH (5 ekv), MeOH (0.1 M), st, 12 h

(o}

o N
~ O“ N
I)]/ H (b) K,CO; (1.5 ekv), Mel (3 ekv)

NO, MeCN (0.1 M), 78 °C. 4-24h
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L-Sor (11) D-All (15)

24 (77 %)
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4.2.1.5. Priprava metilnih estera a-azido C-glikozilnih kiselina

U nastavku su provedene post-kondenzacijske modifikacije s ciljem priprave odgovarajuéih
C-glikozilnih a-aminokiselina. Klju¢ni korak sinteze ukljuc¢ivao je aktivaciju slobodne
a-hidroksilne skupine u reakciji s anhidridom trifluorometansulfonske kiseline (Tf.0), $to je
rezultiralo nastajanjem odgovaraju¢eg triflatnog derivata. Potom je uslijedila reakcija
nukleofilne supstitucije, koja se odvijala Sn2 mehanizmom i rezultirala inverzijom
konfiguracije na novom kiralnom centru formiranom Passerinijevom reakcijom, ¢ime je
potvrdena kontrola stereokemijskog ishoda reakcije. Na taj je nacin dobiven odgovarajuci
azidoester 3, (R)-konfiguracije, u prinosima koji su se kretali u rasponu od 83 % do 89 % nakon

dva uzastopna reakcijska koraka (Tablica 19).

Tablica 19. Priprava metilnih estera a-azido C-glikozilnih kiselina 29-32. Prinosi su navedeni

u zagradama.

HO o (a) Piridin (10 ekv), T£,0 (3 ekv). N o
. OMe DCM (0,04 M): -20 °C. 3-5h 3 OMe
(b) NaN;j (3.5 eq.). DMF (0.15 M):
-20°C —st, 025-12h
(29-32)
o Lo
o/%’ \\< - # 0 ome 03 7? A<o"‘ o
Q- oy H T o
N o o o o A
§\0 a < & o
D-Fru (4) D-Gal (5) D-Rib (7) L-Sor (11) D-All (15)

OMe

31 (89 %) 32 (85%)
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Medutim, tijekom provedene sinteze uocCena je nemogucnost priprave C-glikozilne
a-aminokiseline koja sadrzi fruktozni derivat kao C-glikozilnu jedinicu, i to u koraku
nukleofilne supstitucije koja rezultira nastajanjem odgovarajuc¢eg azidoestera. UnatoC brojnim
poku$ajima, konverzija nije ostvarena, ve¢ je u reakcijskoj smjesi zaostajao polazni spoj

(triflatni derivat 28).

S ciljem rjeSavanja uoCenog problema, provedena je sustavna optimizacija reakcijskih
uvjeta. Reakcije su provedene pri razli¢itim temperaturama (0-110 °C), koriStenjem razli¢itih
otapala (CHsCN, DMF, DMSO), a vrijeme reakcije produljeno je do 48 sati. Ipak, niti jedan od

ispitivanih uvjeta nije rezultirao nastajanjem Zeljenog produkta (Slika 57a).

Na temelju pregleda relevantne literature, provedeni su i alternativni pristupi sintezi,
ukljucujuéi Mitsunobu reakciju s hidrazoicnom kiselinom kao izvorom azida, zatim procedura
Thompsona i suradnika koja uklju¢uje DPPA/DBU u toluenu (bez primjene toksicne
hidrazoi¢ne kiseline), kao i noviji ,,one-pot* pristup koji omogucuje izravnu konverziju
alkohola u azid putem fosfatne aktivacije. Nadalje, ispitana je i mogucnost zamjene triflatne

skupine tosilnom ili mesilnom, medutim konverzija ni u tim slucajevima nije ostvarena (Slika

57b).148,149

(@)

TfO,, OMEF
NaN; (3,5 ekv), DMF (0,15M) o
V4

P2
20°C —> st, 1-48h o
)

DCM (0,04 M); 0o

-20 °C, 3-5h \
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(b)
(o}
Ns (o]
DPPA (1,2 ekv), DBU (1,2 eq) (o) e
X (o]
toluen, 0—40 °C, 1-24 h o o
e
(o}
(C1,Ph0),POCI (1.,5 ekv), N3 OMe
NaNj (4 ekv), DMAP (1,3 ekv) o~‘<
*x [o]
DMF, 0-45 °C, 1-24 h SN
(o}

Slika 57. Shematski prikaz provedenih metodologija sinteze azido estera, koje nisu rezultirale
ocekivanim produktom.

Opazena loSa reaktivnost najvjerojatnije proizlazi iz sterickih ogranicenja, odnosno
¢injenice da se reakcija odvija na anomernom ugljiku (C1) fruktoznog derivata. Pretpostavlja
se da steriCka ogranicenja u blizini reakcijskog centra onemogucuje ucinkovitu nukleofilnu
supstituciju, Sto dovodi do zaostajanja polaznog spoja 1 izostanka zeljene konverzije. Premda
dosadasnji sintetski pristupi nisu rezultirali Zeljenim ishodom, daljnja su istraZivanja usmjerena
su na razvoj prikladnije strategije kojom bi se prevladala navedena ogranicenja i omogucila

ucinkovita priprava fruktoznih C-glikozilnih a-aminokiselina.
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4.2.1.6. Priprava Fmoc-zasticenih C-glikozilnih a-aminokiselina

Naposljetku, redukcijom azida do amina natrijevim borohidridom (NaBH4) u prisutnosti
kataliticke koli¢ine NiClz-6H.O u DCM/MeOH (1:5, v/v), nakon Cega je uslijedilo uklanjanje
metilne esterske skupine te uvodenje Fmoc-zastite na amino skupinu, dobivene su ciljane
Fmoc-zasti¢ene C-glikozilne a-aminokiseline. Na taj su nacin izolirane Cetiri dijasteromerno
Ciste Fmoc-zasti¢ene C-glikozilne a-aminokiseline (33 — 36), u prinosima od 67 % do 84 %

nakon tri uzastopna reakcijska koraka i procis¢avanja kolonskom kromatografijom (Tablica

20).

Tablica 20. Priprava Fmoc-zasticenih C-glikozilnih a-aminokiselina 33-36. Prinosi su

navedeni u zagradama.

(o]

(o} (a) NaBH, (1.5 ekv), NiCl,x6H,0 (0,01 ekv)
' Fmoc-HN
N3 OMe DCM/MeOH (1/5, v/v, 0,03 M): st,4-12 h OH
(b) MeCN:MeOH:4M NaOH=14:5:1 (¢=0,05 M): st, 2-2.5 h

(¢) Fmoc-OSu (1,1 eq.). MeCN: st, 1-3 h

(33-36)

D-Gal (5) D-Rib (7) L-Sor (11) D-All (15)

° OH
Fmoc-HN o] OMe
O><0

Fmoc-Gg;,-OH (34, 67 %)

Fmoc-Gg,,-OH (35, 84 %) Fmoc-Gyy-OH (36, 72 %)
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Dobivene strukture mogu se razmatrati kao glicinski derivati koji sadrze cetiri razlicite
ugljikohidratne jedinice izravno vezane na Ca-atom: aldoheksoza u piranoznom obliku na
polozaju C5' (33), furanozni oblik na polozaju C3’ (36), aldopentoza na polozaju C4' (34) te

ketoheksoza u furanoznom obliku na anomernom ugljiku C1’ (35) (Slika 58).

(o] (o]
F -HN Fmoc-HN
moe OH OH
o (o]
\OP I>/0Me
OP

Fmoc-Gg;,-OH (34)

Fmoc-HN""

Fmoc-Gg,,-OH (35) Fmoc-G 4;-OH (36)

Slika 58. Sintetizirane Fmoc- zasticene C-glikozilne a-aminokiseline.

Dodatno je ispitana robusnost razvijene sintetske metodologije, pri ¢emu je potvrdeno da se

reakcije mogu reproducibilno provesti i na vecoj skali (do 5 mmol) bez gubitka uéinkovitosti.
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4.2.2. Fotokemijski pristup sintezi C-glikozilnih a-aminokiselina

Uz ranije opisani pristup postmodifikacije a-aciloksiamida (Slika 53, lijevo), u ovom je radu
razmotrena i fotokataliticka strategija priprave C-glikozilnih a-aminokiselina (Slika 53, desno).
U tom kontekstu evaluirana je metodologija temeljena na fotoredoks kataliziranoj reakciji, u
kojoj a-imino ester djeluje kao elektrofilna komponenta u kemoselektivnoj adiciji s in situ
generiranim nukleofilnim glikozilnim radikalom, dobivenim iz odgovarajuceg ugljikohidratnog

redoks-aktivnog estera (Slika 59).%°

o ¢
Cl NHPG

PGO.,—0O O-N o ~

\\;_)—‘( ¢l PuNEtHBF, HE (1.5 ¢kv). 4CZIPN  pag (ﬁj) CO,Et

{ n=0.1 o © Cl MeCN; st; 10 min—12h n=0.1

* Kessil PR160L 456 nm. Blue LEDs
PG =
N~ CO,Et

_
pu

-/

4CZIPN

Slika 59. Shematski prikaz fotokatalizirane adicije in-situ generiranog glikozilnog radikala
na o-imino ester.

Reakcija je provedena u prisutnosti katalizatora 4CzIPN, kao 1 u njegovoj odsutnosti, pri cemu
je Hantzschov ester preuzeo kataliticku ulogu. Reakcijska smjesa izloZena je vidljivom
zraCenju, pritom su koriStene Kessil lampe (456 nm). Reakcija je provedena na sobnoj
temperaturi. Vrijeme trajanja reakcije ovisilo je o prirodi supstrata, a kretalo se u rasponu od
priblizno 10 minuta do 12 sati, a zaustavljana je u trenutku kada je ugljikohidratni redoks-

aktivni ester u potpunosi utrosen.

Prvotono su pripravljeni polazni spojevi, odnosno redoks-aktivni esteri odgovarajucih
ugljikohidrata, kao i a-imino esteri i glicinski derivati, ¢ija je sinteza uspjesno provedena. Za
razliku od ranije razmatrane viSestupanjske metodologije, fotokemijski pristup odvija se u
jednom reakcijskom stupnju i rezultira istim produktom, odnosno C-glikozilnom

a-aminokiselinom.
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Unato¢ prividnoj jednostavnosti provedbe, tijekom sinteze uoCeni su brojni izazovi.
Izolacija i proc¢is¢avanje produkata iz kompleksnih reakcijskih smjesa pokazali su se izrazito
zahtjevnima, dok je uklanjanje =zaStitnih skupina bilo otezano ili u veéini slucajeva
onemoguceno. Iznimku su predstavljale N-metoksifenilna (PMP) 1 metoksikinolinska zastitna
skupina, koje je moguce ukloniti oksidacijom pomocu CAN-a. Uz Zeljene produkte, uoceno je
nastajanje i razli¢itih nusprodukata, medu kojima su amidi ili homocoupling produkti, dok su

se Cistoca produkata i prinosi pokazali varijabilnima i neujedna¢enima. Dodatno, sinteza nije

bila izvediva na vecoj skali, §to dodatno ograni¢ava njezinu prakti¢nu primjenjivost (Slika 60).

o Cl
cl NHPG
PGO_—0O O-N o] -
\:_)—‘( ¢l PLNEtHBF, HE (15 ekv). 4CZIPN  pgg (Mj/l CO,Et
{ n=0,1 o 0 Cl MeCN; st; 10 min—12h =01
* Kessil PR160L 456 nm, Blie LEDs
PG. -~

N~ CO,Et

H
EtO0C N EtO0C
O
OMe
(o] o 0

S s

Et00C
@\ COOEt
BnO OMe

BnO
O
OMe

Produkt
nusprodukt

Slika 60. Fotokemijski pristup sintezi C-glikozilnih a-aminokiselina.

Slijedom provedenih istrazivanja, prethodna metodologija, temeljena na VKR pokazala se
uCinkovitijom u prevladavanju kljuénih izazova sinteze, ukljucujuéi stereospecificno
generiranje novog kiralnog centra, postizanje visoke stereoselektivnosti i reproducibilnosti,
mogucénost provedbe reakcija na vecoj skali te dobivanje dijastereomerno Cistih ciljanih C-
glikozilnih a-aminoksiselina. Dobiveni razultati jasno potvrduju njezinu prednost u odnosu na
ranije opisane pristupe sintezi te potvrduju njezin potencijal za daljnju primjenu u razvoju

metodologije priprave C-glikopeptida.
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4.3. Sinteza peptida na ¢vrstom nosacu

U svrhu priprave C-glikopeptida ispitane su dvije strategije sinteze, i to sinteza u otopini te
sinteza na Cvrstom nosacu temeljene na Fmoc-strategiji zastite. Usporedba dvaju pristupa
pokazala je vecu ucinkovitost sinteze na ¢vrstom nosacu (SPPS), zbog ¢ega je prednost dana

ovoj metodi.

Op¢i postupak sinteze peptida na ¢vrstom nosacu temelji se na sekvencijalnom vezanju
aminokiselinskih ostataka te zapocCinje vezanjem prve aminokiseline, odnosno N-zasti¢ene C-
terminalne aminokiseline, na netopljivi polimerni nosa¢ (smolu) putem/preko odgovarajuce
poveznice. Tijekom cijelog procesa sinteze rastuci peptidni lanac ostaje kovalentno vezan na
nosa¢, $to omogucuje ucinkovito uklanjanje nusprodukata i suviska dodanih reagensa
ispiranjem u svakom koraku reakcijskog ciklusa. Kako bi se sprijecila nezeljena polimerizacija
aminokiselina, a-amino skupina te reaktivne skupine na bo¢nim lancima zastiene su tzv.
,, privremenim zastitnim skupinama . U okviru ovoga istrazivanja, za zaStitu a-amino skupine
odabrana je Fmoc-zastitna skupina. Nakon vezanja prve aminokiseline na nosac, smola se ispire
radi uklanjanja nusprodukata i1 suviska dodanih reagensa. U sljede¢em koraku provodi se
uklanjanje Na-zastitne skupine u blago bazi¢nim uvjetima, koriStenjem 20 %-tne otopine
piperidina u N,N-dimetilformamidu (DMF). Mehanizam deprotekcije temelji se na
B-eliminaciji u prvom koraku, pri ¢emu nastaje reaktivni meduprodukt dibenzofulven, koji u
prisutnosti piperidina podlijeze Michaelovoj adiciji, $to rezultira formiranjem stabilnog

dibenzofulven-piperidinskog adukta (Slika 61).1>

< Os_NH-X Oy CNH-X
R

_._,+Hﬁx0+c02

dibenzofulven

Iz

N

O
-

dibenzofulven-piperidin adukt

Slika 61. Mehanizam uklanjanja Fmoc-skupine uz nastajanje dibenzofulven-piperidinskog
adukta. >
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Po zavrsetku deprotekcije, smola se ispire kako bi se uklonili eventualni nusprodukti i zaostali
reagensi. Slijedom toga, provodi se kondenzacijska reakcija u kojoj se sljede¢a aminokiselina
najprije aktivira i potom veze na rastuci peptidni lanac. Time se smola s vezanim peptidom
priprema za novi reakcijski ciklus. Reakcijski ciklusi deprotekcije i kondenzacije ponavljaju se
sve dok se ne dobije Zeljena peptidna sekvenca. U zavr$noj fazi sinteze uklanjaju se sve, ili
prema potrebi samo pojedine zaStitne skupine, nakon cega se smola ispire te se u konacnici

sintetizirani peptid cijepa s ¢vrstog nosaca (Slika 62).1°1:1%2

Tako definiran standardizirani postupak, koji obuhvaca sekvencijalno vezanje
aminokiselina, ponavljane cikluse deprotekcije i kondenzacije te zavr$no cijepanje peptida s
nosaca, predstavlja temeljni princip SPPS, koji je u okviru ovoga istraZivanja dodatno

prilagoden za ugradnju prethodno sintetiziranih C-glikozilnih a-aminokiselina.

P-AA~()

Deprotekcija

Ispiranje

P-AA-OH + XMNVO

Funkcionalizacija .\'nm&_]
P-AA

Kondenzacijska reakcija

" H-AA~~))

Ispiranje
P—-AA-OH

H-AA,~))

Cijepanje peptida s nosaca

H-AA, OH

Slika 62. Op¢i postupak sinteze peptida na ¢vrstom nosacu.

Slijedom prethodno dobivenih rezultata, sljede¢i faza istrazivanja bila je usmjerena na
optimiziranje protokola za sintezu peptida na ¢vrstom nosacu uz primjenu prethodno
sintetiziranih C-glikozilnih a-aminokiselina 4. Kako bi se procijenio utjecaj njihove ugradnje u
na konformacijska svojstva peptida, bilo je potrebno odabrati modelni peptid sa sklonos¢u
usvajanja jasno definirane sekundarne strukture te razmatrati rezultiraju¢e konformacijske

promjene uslijed ugradivanja C-glikozilnih o-aminokiselina. Statisticke analize proteina

Barbara Bogovié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 142

poznate strukture pokazale su da P-razgranate, kao i aromatske aminokiseline najcesce
pridonose formiranju B-nabrane ploce.®® Stoga je valin odabran kao gradivna jedinica za
pripravu modelnog heksapeptida. Buduci da se C-glikozilnim a-aminokiselinama 4, ugradenim
na polozaj tri unutar peptidne sekvence razmatranih heksapeptida, pripisuje R-konfiguracija, na
isti je polozaj modelnog peptida uveden je D-valin umjesto L-valina. Na taj je na¢in omogucena
izravna usporedba konformacija sintetiziranih C-glikopeptida, koji na tre¢em polozaju sadrze
razli¢ite C-glikozilne a-aminokiseline, s konformacijom modelnog valinskog heksapeptida.

S ciljem sinteze C-glikopeptida, kao ¢vrsti nosa¢ odabrana je 2-klorotritil-kloridna smola
(2-CTC), koja se pokazala najboljim odabirom zahvaljuju¢i svojim karakteristi¢nim svojstvima

(Slika 63).

TG
Q0

Slika 63. 2-Klortritil-kloridna smola (2-CTC).

Navedena smola izrazito je osjetljiva na djelovanje kiselina te omogucuje cijepanje pri blago
kiselim uvjetima (npr. 1 % TFA u DCM-u ili 20 % TFE u DCM-u, kao 30 % HFIP u DCM ili
smjesa AcOH/TFE/DCM (2:2:6)), $to omogucuje oCuvanje osjetljivih zaStitnih skupina,
ukljucujuéi izopropilidenske zastitne skupine na ugljikohidratnim jedinicama. Dodatna
prednost primjene ove smole jest znatno smanjen rizik od neZeljenih sporednih reakcija, kao
Sto su racemizacije ili nastajanja diketopiperazina, ¢cime se osigurava visoka kemijska €istoca 1
jasno definirana stereokemija sintetiziranih peptida. Sve navedene znacajke ¢ine 2-klorotritil-
kloridnu smolu povoljnim ¢vrstim nosacem za sintezu zaSti¢enih peptidnih fragmenata. Na taj
je nacin, nakon cijepanja sintiziranog peptida sa smole, bilo je moguce dobiti potpuno zasti¢ene
peptide u obliku peptidnih kiselina, $to je predstavljalo klju¢ni preduvjet za njihovu detaljnu
strukturnu karakterizaciju te daljnju konformacijsku analizu. Dodatno, primjenom 95 % TFA
tijekom cijepanja peptida po zavrSetku sinteze mogucée je dobiti i potpuno deprotektirane
peptide, ¢ime se potvrduje fleksibilnost i prilagodljivost razvijene metodologije u sintezi

peptida.
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Slijedom prethodno navedenih spoznaja, ispitana je stabilnost C-glikozilne a-aminokiselina
4b u blago kiselim uvjetima, odnosno primjenom 1 % TFA u DCM, kao i 20 % TFE u DCM
tijekom 24 sata. Utvrdeno je oCuvanje izopropilidenske zastite i nakon jednog dana izlaganja
ranije navedenim reakcijskim uvjetima, $to potvrduje stabilnost zastitinih skupina tijekom

provedbe planirane SPPS.

Tijekom sinteze peptida koriStena je standardna SPPS metodologija temeljenja na Fmoc-
strategiji zaStite. U kondenzacijskim reakcijama su koriStene odgovarajuce acilirajuce
aminokiseline dodane u molarnom suvisku (4 ekvivalenta), dok se HATU pokazao najboljim
izborom kondenzacijskog reagensa. Za sintezu peptidnih kiselina s karboksilnom skupinom na
C-kraju, 2-CTC smola prethodno je funkcionalizirana aminokiselinom Fmoc-Val-OH sukladno
standardnim literaturnim postupcima. Kapacitet smole (engl. ,,loading capacity*) nakon
vezanja prve aminokiseline je odreden prema metodologiji opisanoj u litaraturi,’3"-1% te je
iznosio 0,60 mmol/g. Po zavrSetku sinteze, nakon cijepanja peptida sa smole, provedeno je
pri¢is¢avanje precipitacijom i/ili RP HPLC metodom. Sintetizirani peptidi stukturno su
okaraterizirani NMR spektroskopijom. Konformacijska svojstva osim temeljem NMR

rezultata, dodatno su istrazena i primjenom CD spektroskopije kao 1 raCunalnim metodama.
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4.3.1. Priprava modelnog heksapeptida 37

Prvotno je sintetiziran modelni heksapeptid (Slika 64). Po zavrsetku SPPS, cijepanjem sa
smole dobiven je valinski heksapeptid 37, koji je procis¢en precipitacijom, koriStenjem smjese
otapala MeOH/Et.O. Izoliran je produkt u visokom prinosu (95 %) visoke Cistoc¢e (98 %).
Sintetizirani modelni peptid posluzio je kao referentna sekvenca u analizi 1 usporedbi

konformacijskih znac¢ajki C-glikopeptida s ugradenim C-glikozilnim a-aminokiselinama.

o 4 © 4 O
HZN\:/U\H NJfLH N\/U\H OH
A Moo o ~ " o

37 (95 %)

Slika 64. Struktura sintetiziranog modelnog heksapeptida 37.
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4.3.2. Priprava C-glikopeptida 38 — 44

Stericka ogranicenja voluminoznih ugljikohidratnih skupina smjeStenih u neposrednoj blizini
peptidne okosnice mogu potencijalno utjecati na uc¢inkovitost kondenzacijskih reakcija tijekom
SPPS, osobito kada su takve gradivne jedinice pozicionirane u srediStu peptidnog lanca. Unato¢
tome, svi provedeni kondenzacijski koraci, ukljuuju¢i i one s C-glikozilnim

a-aminokiselinama, pokazali su se uspjeSnima i rezultirali o¢ekivanim produktima.

Uslijedila je sinteza C-glikopeptida 38 primjenom SPPS, pri ¢emu je C-glikozilna
a-aminokiselinom 33 ugradena na treCu poziciju unutar peptidne sekvence. Nakon
pro¢is¢avanja primjenom RP-HPLC metode, peptid 38 je izoliran u vrlo dobrom iskoristenju
od 68 % (Slika 65).

(0] H (o] H (o]
HZN\_)LETN NI‘/N\_/ILhI_rOH
N"OP

38 (68 %)

Slika 65. Sintetiziran C-glikopeptid 38.

Nadalje, C-glikopeptid 39 u ¢ijoj je strukturi sadrZzana aminokiselina 34, izoliran je u prinosu
0d 49 % nakon procisc¢avanja precipitacijom, a naknando i primjenom RP-HPLC metode (Slika
66).
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Slika 66. Struktura sintetiziran C-glikopeptida 39.
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U ovom smo dijelu istrazivanja uocena su dva klju¢na izazova. Prvi se odnosio na cijepanje
peptida s ¢vrstog nosaca, pri ¢emu po zavrSetku sinteze nije dobivena ocekivana koli¢ina
sirovog produkta, Sto je zahtjevalo ponavljanje postupka i do nekoliko puta. Drugi i ujedno
najznacajniji izazov, bila je slaba topljivost amfifilnih C-glikopeptida, koja se pokazala
ozbiljnom preprekom prilikom procis¢avanja RP-HPLC metodom, budu¢i da je produkt
zaostajao na koloni, §to je rezultiralo znatnim gubicima. Sre¢om, navedeni je problem uocen u

ranoj fazi istrazivanja pa je pristup proc¢is¢avanju C-glikopeptida bio pazljivo optimiziran.

Zanimljivo je opazanje da se u pojedinim sluc¢ajevima navedeno ogranicenje pokazalo
prednos¢u. Utvrdeno je da je veca topljivost kra¢ih peptidnih fragmenata, prisutnih u sirovim
produktima, omogucila ucinkovitu izolaciju ciljanog C-glikopeptida jednostavnom
precipitacijom. Naime, po zavrSetku SPPS, cijepanjem peptida sa smole, uz ciljani produkt u
reakcijskoj su smjesi Cesto prisutni i kraéi peptidni fragment, analozi heksapeptida. U primjeru
koji je detaljnije razmotren u nastavku, navedeno opazanje pokazalo se kljuénim za uspjesnu
izolaciju C-glikopeptida 40 jednostavnom precipitacijom. C-glikopeptida 40 koji u svojoj
strukturi sadrzi aminokiselinu 35 sa sorboznim derivatom kao C-glikozilnom jedinicom izoliran

je u visokom prinosu od 85 % (Slika 67).
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Slika 67. Struktura sintetiziran C-glikopeptida 40.
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Potom je provedena sinteza C-glikopeptida 41 s ugradenom aminokiselinom 36. Nakon

procis¢avanja precipitacijom, a naknadno i RP-HPLC metodom, C-glikopeptid 41 je izoliran u

prinosu od 71 % (Slika 68).
H (o}
N N\:)J\N OH
H o - H 5
OH
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Slika 68. Struktura sintetiziran C-glikopeptida 41.

Nedugo zatim, uo¢eno je jo§ jedno ograni¢enje, koje je, sreCom, uspje$no prevladano.
Analizom procis¢enih C-glikopeptida 40 i 41 HPLC-MS metodom potvrdena je djelomiéna
deprotekcija sorbofuranoznog, odnosno alofuranoznog prstena. Zaklju€eno je da ponavljane
skupina na ugljikohidratnom dijelu molekule, odnosno onih koje su prostorno dostupnije i
slabije stericki ometane. Radi pouzdanije procjene stabilnosti izopropilidenskih zaStitnih
skupina, provedeno je dodatno ispitivanje na Fmoc-zasticenoj C-glikozilnoj a-aminokiselini
35, pri ¢emu je uoceno da do djelomic¢ne deprotekcije dolazi ve¢ nakon priblizno 10 minuta
(oko 50 % spoja 35 bilo je djelomi¢no deprotektirano), dok je nakon 30 minuta taj udio porastao
na priblizno 70 %. Nakon 60 minuta vise od 90 % spoja 35 je djelomi¢no deprotekirano.
Suprotno tome, u 20 % TFE u DCM-u izopropilidenske zastitne skupine ostale su o¢uvane i
nakon 60 minuta izlaganja navedenim reakcijskim uvjetima. Na temelju dobivenih rezultata
zakljuceno je da se ubuduce cijepanje peptida s ¢vrstog nosaca po zavrSetku SPPS-a provodi

isklju¢ivo primjenom 20 % TFE u DCM-u.

Razvijenom metodologijom uspjesno su prevladani temeljni izazovi sinteze C-glikopeptida,
aizvedeni zaklju¢ci omogucili su oblikovanje strategije kojom su daljnja istrazivanja usmjerena
prema strukturno slozenijim sustavima. Na temelju dobivenih rezultata, koji su potvrdili
ucinkovitost metodologije na glikopeptidima s jednom ugradenom C-glikozilnom
a-aminokiselinom, pristup je proSiren i primijenjen na sintezu multivalentnih peptida povecane

strukturne slozenosti.
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Prvotno je sintetiziran glikopeptid 42, koji u svojoj strukturi sadrzi dvije uzastopno
ugradene C-glikozilne a-aminokiseline 35. S obzirom na izrazene stericke smetnje ocekivane
za navedene sustave, pretpostavljeno je da ¢e sinteze pripadajuceg peptida predstavljati
znacCajan sintetski izazov te da ¢e zahtijevati dodatnu optimizaciju reakcijskih uvjeta u svrhu
ucinkovitog formiranja amidne veze. Sre¢om, unato¢ mogucim ograni¢enjima karakteristicnim
za navedene peptide, sinteza je rezultirala uspjeSnim ishodom, a nakon procis¢avanja
precipitacijom i naknadno RP-HPLC metodom, glikopeptid 42 izoliran je u nesto nizem, ali

prihvatljivom prinosu od 25 % (Slika 69).

42 (25%)

Slika 69. Struktura sintetiziran C-glikopeptida 42.

Nakon uspjesne sinteze glikopeptida 42, daljnja su istraZivanja usmjerena na pripravu
strukturno sloZenijih 1 sintetski zahtjevnijih predstavnika iste skupine spojeva. U skladu s time
sintetiziran je C-glikopeptid 43 s alterniraju¢im razmjesStajem triju ugradenih C-glikozilnih
a-aminokiselina 35. Sinteza je uspje$no provedena, a nakon proc¢isé¢avanja RP-HPLC metodom

glikopeptid 43 izoliran je u prinosu od 31 % (Slika 70).

2 N N N
H o H o H o

° 9 o

OP OP OP

43 (31 %)

Slika 70. Struktura sintetiziran C-glikopeptida 43.
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Slijedom navedenog, naposljetku je sintetiziran C-glikopeptid 44, u ¢ijoj su strukturi dvije
C-glikozilne a-aminokiseline ugradene na polozaje 2 i 5, s ciljem ispitivanja utjecaja njihove
medusobne udaljenosti na konformacijska svojstva peptida (tzv. ,Jlong-range effect”). U
literaturi se ovaj pojam odnosi na pojavu prema kojoj interakcije izmedu prostorno udaljenih
supstituenata unutar peptidne sekvence mogu znacajno pridonijeti formiranju i stabilizaciji
tocno odredenih sekundarnih struktura. Po zavrSetku sinteze, cijepanjem peptida s Cvrstog
nosaca, sirovi produkt proc¢is¢en je RP-HPLC metodom, pri ¢emi je izoliran ciljani pridukt, C-

glikopeptid 44 u prinosu od 33 % (Slika 71).

44 (33 %)

Slika 71. Struktura sintetiziran C-glikopeptida 44.

Vazno je istaknuti da su sve kondenzacijske reakcije tijekom SPPS multivalentnih C-
glikopeptida 42-44 provedene uspjesno te su rezultirale Zeljenim produktima, bez znacajnijih
poteskoca. Po zavrSetku sinteze, cijepanjem sa smole dobiveni su potpuno =zaSti¢eni
glikopeptidi. Koristenjem 20 % TFE u DCM-u oc¢uvane su izopropilidenske zastitne skupine
na ugljikohidratnom dijelu molekule. Medutim, slabija topljivost sintetiziranih glikopeptida

rezultirala je nesto nizim prinosima nakon procis¢avanja RP-HPLC metodom.
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4.4. Konformacijska analiza

Modelni valinski heksapeptid 37 i C-glikopeptidi 38 — 44 strukturno su okarakterizirani i
podvrgnuti iscrpnoj konformacijskoj analizi temeljenoj na eksperimentalnim i teorijskim
metodama. Detaljna konformacijska analiza modelnog peptida 37 te C-glikopeptida 38 — 44
provedena je primjernom NMR spektroskopije i racunalne metode optimizacije geometrije,
koja je ukljucivala NOE ograni¢enja udaljenosti izmedu odabranih parova protona (engl.
Ldistance restraints ), odredena asignacijom 2D *H-H NOESY spektra (0 -3 A (s),3-5A
(m), >5 A (w)). Najstabilnije konformacije su reoptimizirane na DFT razini teorije (M06-2X-

D3/6-31+G(d,p)) u DMSO, primjenom implicitnog modela solvatacije SMD.

Prvotno je provedena konformacijska analiza modelnog heksapeptida 5 u otapalu DMSO-
ds primjenom NMR spektroskopije (Slika 72). Dobiveni spektri pokazali su jasno razlucene
signale amidnih NH protona, dok su odgovarajuée krizne-korelacije (engl. ,,cross-
correlation ) u dvodimenzionalnim NMR spektrima omogucile potpunu asignaciju peptidne

okosnice.

Kako bi se preciznije sagledale konformacijske znacajke te intramolekulske interakcije,
prvenstveno intramolekulske vodikove veze prisutne u razmatranim peptidima, analizirani su i
NOE kontakti izmedu amidnih skupina. Prisutnost jakih kratkodoseznih (engl. ,, strong short-
range*) NOE korelacija NH; <» aHi.1, u kombinaciji sa slabim NOE kontaktima NH; <> aH; i
NH; < NHi+1, ukazuje da modelni peptid 37 zauzima izduZzenu konformaciju (engl. ,, extended

conformation *).
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Slika 72. Optimizirana geometrija peptida (37) na SMD-M06-2X-D3/6-31+G(d,p) razini
teorije u DMSO. Vodikove veze prikazane su isprekidanim linijama, a udaljenosti su izraZene

uA.

Obrazac opazenih NOE signala dodatno je potvrdio zakljucke izvedene iz analize kemijskih
pomaka. Takav raspored signala karakteristiCan je za izduzenu konformaciju peptida, u kojoj
izostaju stabilizirajue intramolekulske interakcije tipi¢ne za uredene sekundarne strukture.
Ovo saznanje ujedno predstavlja referentnu to¢ku za usporedbu s C-glikopeptidima, kod kojih
se ofekuje da ¢e ugradnja C-glikozilnih a-aminokiselina utjecati na konformacijsku stabilnost
te potaknuti formiranje lokalnih sekundarnih strukturnih motiva. Na taj je nacin potvrdeno da
prostorna organizacija peptida 37 odgovara izduZenoj konformaciji, ¢ime on predstavlja
pouzdan modelni sustav i polaziSte za daljnje usporedbe s pripadajuc¢im C-glikopeptidima
(Slika 72).

Slijedom prethodno utvrdenih saznanja na modelnom peptidu 37, provedena je
konformacijska analiza C-glikopeptida 38—41 u otapalu DMSO-ds, s ciljem usporedbe njihovih
konformacijskih preferencija s onima modelnog peptida 37. Usporedba kemijskih pomaka
amidnih protona (NH) i a-protona (aH) modelnog peptida 37 i C-glikopeptida 38 — 41 prikazana
je u Tablici 21. Asignacijom NMR spektara C-glikopeptida utvrdeno je da zamjena jednog
valinskog ostatka s C-glikozilnom o-aminokiselinom, odnosno ugradivanjem strukturno
razli¢itih C-glikozilnih a-aminokiselina na tre¢u poziciju peptidnog slijeda uzrokuje
perturbacije u kemijskim pomacima protona peptidne okosnice susjednih aminokiselina, koje
se oCituju na razli€ite nacine 1 u razli¢itom opsegu. Dodatno, usporedena je skalarna sprega
izmedu NH i oH protona (*Jnu, an), buduéi da navedena konstanta u NMR spektroskopiji

odrazava prostorni odnos izmedu protona, te omogucuje procjenu torzijskog (dihedralnog) kuta
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¢ izmedu amidnog protona (NH) i a-protona (aH) iste aminokiseline, u skladu s Karplusovom
jednadzbom:

J(p) = A cos?p + B cosp + C

Slijedom toga, vrijednosti 3Jxn, 1 < 5 Hz odgovaraju rasponu -80°<¢<-40°, dok se 3JIxm, a1 > 8
Hz pripisuje rasponu -150°<¢<-60°. Navedena su dva raspona u korelaciji s dvjema regijama

Ramachandranovog dijagrama, koje su karakteristiéne za a-uzvojnicu i p-plocu.t>

Tablica 21. Usporedba kemijskih pomaka amidnih protona (NH) i a-protona (aH) svake
pojedine aminokiseline u modelnom heksapeptidu 37 i C-glikopeptidima 38 — 41. Pomaci
signala prema manjim vrijednostima kemijskog pomaka, odnosno prema viS§em magnetskom
polju (engl. ,,upfield shifts ) ve¢i od 0,05 ppm oznaceni su crvenom bojom, dok su pomaci
signala prema veéim vrijednostima kemijskog pomaka, odnosno nizem polju (engl. ,, downfield
shifts ) oznaceni plavom bojom. Vrijednosti skalarne sprege *Jnmon, gdje su odredene,

navedene su u zagradama.

AA | Proton | 37 | 38 | 39 | 40 M
; NH 803 | 8.07 3.06
oH 373 376 | 373 365 | 375

- 832 | 827 | 837 826 | 835

2 89) (42 O (18 (87
oH 447 | 445 | 438 453 | 443

- 810 PR26W 819 | 837 786

3 89) | 38 | (84 (82 (8.5
oH 436 | 457 | 453 | 468 | 474

761 | 815 | 744 | 778

4 NH 79287 | 9.0)  (88) (8.6
oH 424 423 | 431 436 | 424

704 | 797 | 804 797

5 NH 792 89) | 89) (85 & (8.9)
oH 424 423 | 423 418 | 424

. 785 | 787 | 788 783 | 786

6 84)  (84)  (84) (19 (8.5
oH 412 412 | 412 | 410 418
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Usporedbom kemijskih pomaka i NOE kontakata, utvrdene su znacajne razlike za
C-glikopeptid 38 u odnosu na modelni peptid 37. U slucaju C-glikopeptida 38, ugradnja
C-glikozilne aminokiseline 33 (Fmoc-Gga-OH) uzrokovala je pomak signala prema manjim
vrijednostima kemijskog pomaka, odnosno prema viSem magnetskom polju (engl. ,, upfield
shift*) amidnog protona Val* NH. Nadalje, prisutnost slabog NOE kontakta izmedu Val*
NH~HS’ te jakog NOE kontakta Gea NH—HS5’ ukazuje na relativnu orijentaciju piranoznog
prstena. Kljuéno je opaZanje da izrazeni NOE kontakati Geal NH—Ha i Geat NH<>Val* NH,
zajedno s malim vrijednostima skalarnih sprega Gear 3Inman (3,8 Hz) i Val? 3Inuan (4,2 Hz),
ukazuje na konformaciju nalik okretu (engl. , turn-like conformation”) u podruéju oko
aminokiseline Gga. Optimizirana struktura potvrdila je formiranje y-okreta (engl. ,,y-turn*®),
stabiliziranog intramolekulskom vodikovom vezom izmedu karbonilnog kisika amidne skupine
Val? CO i amidnog protona skupine Val* NH (Slika 73). Dok je prisutnost b-Val® u modelnom
heksapeptidu 37 inducirala tek blago savijanje peptidne okosnice, pri ¢emu su boc¢ni lanci
sekvence Val>-p—Val*-Val* usmjereni u istom smjeru, ugradnja Gea ostatka u C-glikopeptid
38 dovela je do uvijanja peptidne okosnice te orijentacije boénih lancaca Val? i Val* u

suprotnom smjeru u odnosu na galaktopiranozni boc¢ni lanac (Slika 73).

Slika 73. Optimizirana geometrija peptida (38) na SMD-M06-2X-D3/6-31+G(d,p) razini
teorije u DMSO. Vodikove veze prikazane su isprekidanim linijama, a udaljenosti su izraZene

uA.
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Analizom C-glikopeptida 39 utvrdeno je da ugradivanje aminokiseline 34 (Fmoc-Grip-OH)
rezultira pomakom signala prema ve¢im vrijednostima kemijskog pomaka, odnosno nizem
magnetskom polju NH i aH protona aminokiselinskog ostatka Val*. Orijentacija furanoznog
prstena odredena je na temelju NOE kontakata Val* NH«—H4’ i Val* NH—H2’. Svi ostali
uoceni NOE signali, kao i vrijednosti skalarnih sprega *Jnu,an ukazuju da peptid pretezno
zauzima izduzenu konformaciju okosnice. Optimizirana struktura C-glikopeptida 39 potvrdila
je odsutnost konformacije nalik okretu stabilizirane vodikovom vezom, ali je ukazala na novo
strukturno obiljeZje koje nije prisutno u peptidu 38. Naime, amidni protoni NH Grip i Val*
usmjereni su prema ribofuranoznom bo¢nom lancu te sudjeluju u dvjema intramolekulskim
vodikovim vezama s atomima kisika iz ciklickog acetala i ribofuranoze. Pritom su bo¢ni lanci
Val? i Val*, kao i u prethodnom primjeru, orijentirani u suprotnom smjeru u odnosu na
ugljikohidratni bo¢ni lanac, premda se izvor stabilizacije u ovom slucaju razlikuje se od onoga

opazenog u C-glikopeptidu 38 (Slika 74).

Slika 74. Optimizirana geometrija peptida (39) na SMD-M06-2X-D3/6-31+G(d,p) razini
teorije u DMSO. Vodikove veze prikazane su isprekidanim linijama, a udaljenosti su izraZene

uA.

Usporedba peptida 40 i 41 dodatno je potvrdila utjecaj strukturne raznolikosti C-glikozilnih
jedinica na lokalnu konformaciju peptidne okosnice te na medumolekulske interakcije.
Konformacijska analiza C-glikopeptida 40 ukazala je na pomak signala prema visem
magnetskom polju Val* NH i Val' aH protona, dok su signali Val* aH i Val?> aH protona
pomaknuti prema niZzem magnetskom polju. [zostanak NOE korelacija izmedu protona peptidne
okosnice i sorbozne C-glikozilne jedinice vjerojatno je posljedica odsutnosti B-protona u C-
glikozilnoj a-aminokiselini koja sadrzi sorbozni derivat kao ugljikohidratnu jedinicu.

Optimizirana struktura C-glikopeptida 40 ukazuje na prisutnost intramolekulske vodikove veze

Barbara Bogovié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 155

izmedu amidnog protona Val* NH i atoma kisika sorbofuranoznog prstena te na konformaciju
u kojoj su boéni lanci ostataka Val>~D—Gsor>~Val* usmjereni u istom smjeru. Takva orijentacija
boénih lanaca dovodi protone Val? BH i yH, kao i Val* yH, u prostornu blizinu s protonima
sorbofuranoze H2'/H3' i H4', §to je takoder potvrdeno asignacijom 2D *H-'H NOESY spektra
(Slika 75).

Slika 75. Optimizirana geometrija peptida (40) na SMD-M06-2X-D3/6-31+G(d,p) razini
teorije u DMSO. Vodikove veze prikazane su isprekidanim linijama, a udaljenosti su izraZene

uA.

Analogno prethodnim opaZanjima, NOE signali 1 vrijednosti skalarnih sprega *Jnu,an za C-
glikopeptid 41 u skladu su s izduzenom konformacijom i prisutno$éu vodikove veze izmedu

amidnog protona Val* NH i atoma kisika alofuranoznog prstena (Slika 76).

Slika 76. Optimizirana geometrija peptida (41) na SMD-MO06-2X-D3/6-31+G(d,p) razini
teorije u DMSO. Vodikove veze prikazane su isprekidanim linijama, a udaljenosti su izraZene
uA
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Konformacijska analiza zatim je proSirena na strukturno sloZenije, multivalentne
C-glikopeptide, s ciljem utvrdivanja utjecaja broja, prostorne raspodjele i strukturne
raznolikosti ugradenih C-glikozilnih a-aminokiselina unutar peptidnog slijeda na lokalne
strukturne motive, sekundarnu strukturu i ukupnu konformaciju peptida. U nastavku su stoga
analizirani viSestruko supstituirani C-glikopeptidi 42—44, a kemijski pomaci amidnih (NH) i

a-protona (aH) prikazani su u Tablici 22.

Tablica 22. Usporedba kemijskih pomaka amidnih protona (NH) i a-protona (aH) svake
pojedine aminokiseline u C-glikopeptidima 40, 42-44. NH i aH protoni koji odgovaraju
C-glikozilnoj aminokiselini su istaknuti ljubi¢astom (Gsor) ili rozom (Gan) bojom. Vrijednosti

skalarnih sprega 3Jxn.a, gdje su odredene, navedene su u zagradama.

AA Proton 40 42 43 44

. NH

oH 365 = 320 | 362 343

" 826 @ 814 | 792 887

2 78)  (86) = (87) (49

oH 453 | 455 | 454 476

837 824 8.16

3 NH 82 (73 ¥ 45

oH 468 48 482 420

" 744 | 753 730 173

4 88) | (69) (84  (75)

oH 436 | 455 460 | 420

" 804 | 715 | 839 827

5 85 = (92 | (84) (68

oH 418 | 455 | 484 460

783 | 804 7.93

6 NH 79 a7 ® 0 qy

oH 410 | 391 | 410 398

Od osobitog je znacaja usporedba C-glikopeptida 40, 42 i 43 koji u svojoj strukturi sadrze
jednu, dvije odnosno tri C-glikozilne a-aminokiseline 35 (Fmoc-Gsor-OH). Asignacija 2D
NOESY spektra peptida 42 pokazala je slabljenje kontakata NHi«»aHi.1 te pojavu novih NOE
korelacija NHi—BHi.1, Sto je karakteristicno za konformaciju okreta. Na temelju optimizirane
strukture peptida 42 zakljuéeno je da su tri uzastopna amidna protona (D—Gsor—D—Gsor—Val)
usmjerena prema sorbofuranoznim bo¢nim lancima. Pritom navedeni amidni protoni sudjeluju

u visestrukim intramolekulskim vodikovim vezama s atomima kisika ciklickog acetala 1/ili
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sorbofuranoznog prstena. Takva mreza vodikovih veza stabilizira konformaciju nalik kiSobranu
(engl. ,,umbrella-like conformation ), u kojoj ugljikohidratni bo¢ni lanci zauzimaju ,,gornju®,
a valinski bo¢ni lanci ,,donju* stranu u odnosu na peptidnu okosnicu (Slika 77).1%° Navedeni
rezultati ukazuju da ugradnja C-glikozilnih a-aminokiselina doprinosi konformacijskoj

stabilnosti C-glikopeptida 42 te znacajno utjece ukupnu konformaciju peptida.

Slika 77. Optimizirana geometrija peptida (42) na SMD-M06-2X-D3/6-31+G(d,p) razini
teorije u DMSO. Vodikove veze prikazane su isprekidanim linijama, a udaljenosti su izraZene
ud

Analiza 2D 'H-'H NOESY spektra C-glikopeptida 43 ukazuje na prisutnost jakih NOE
kontakata NHi—pHi-1 i NHi—yHi1, kao i korelacije NHz<NHs i NHs<—NHs, koji su
karakteristi¢ni za konformaciju okreta. Optimizirana struktura C-glikopeptida 43, temeljena na
eksperimentalno odredenim NOE signalima, ukazuje na izrazito savijenu konformaciju, nalik
uzvojnici (engl. ,, highly folded, pre-helical conformation ) stabiliziranu s dvije vrste vodikovih
veza. Amino skupina ostatka Val* te amidne skupine Val® i Val* zajedno sudjeluju u formiranju
&etiri intramolekulske vodikove veze s atomima kisika sorboznog prstena Gsor® i Gsor>, dok se
na C-terminalnom dijelu formira y-okret stabiliziran vodikovom vezom izmedu Val* CO i Val®

NH (Slika 78).
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Slika 78. Optimizirana geometrija peptida (43) na SMD-M06-2X-D3/6-31+G(d,p) razini
teorije u DMSO. Vodikove veze prikazane su isprekidanim linijama, a udaljenosti su izraZene

uA.

Naposljetku, u slu¢aju C-glikopeptida 44, koji sadrzi dvije C-glikozilne a-aminokiseline 36
(Fmoc-Gai-OH), prisutnost slabih NOE kontakata NH><—pH:1 i NHx—yHi, zajedno s
izrazenom interakcijom NHe—pHs, ukazuje na savijanje peptidne okosnice na N- i
C-terminalnom dijelu, u blizini ugradenih Gain aminokiselina. Optimizirana struktura
C-glikopeptida 44 prikazuje konformacija stabiliziranu dvijema vodikovim vezama po svakom
aloznom bo¢nom lancu, pri ¢emu su u interakciju uklju¢ena po dva amidna protona (NH) 1

atomi kisika cikli¢kog acetala i/ili alofuranoznog prstena (Slika 79).

Slika 79. Optimizirana geometrija peptida (44) na SMD-M06-2X-D3/6-31+G(d,p) razini
teorije u DMSO. Vodikove veze prikazane su isprekidanim linijama, a udaljenosti su izrazene

uA.
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Vazno je istaknuti da je intenzitet NOE signala proporcionalan 1/r¢, pri ¢emu se r odnosi na
udaljenost izmedu dva spina. Efekt je ograni¢en na udaljenosti protona do priblizno 5 A.
Prostorna blizina protona koji su medusobno udaljeni u primarnom slijedu peptida, a do koje
dolazi nabiranjem peptidnog lanca, eksperimentalno je odredena 2D 'H-'H NOESY
spektroskopijom. Uobicajeno se razlikuju jaki, srednji i slabi NOE kontakti, koji odrazavaju
relativni intenzitet kriznih-pikova u pripadaju¢em NOESY spektru. Pritom, jaki NOE kontakti
tipiéno ukazuju na prostornu blizinu protona od priblizno 0-3 A, srednji na udaljenosti od 3-5
A, dok slabi kontakti odgovaraju udaljenostima veéim od 5 A. Navedene se vrijednosti koriste
kao orijentacijska udaljenosna ograni¢enja u racunalnim modelima optimizacije geometrije i
konformacijske analize, pri ¢emu omogucuju usporedbu i validaciju eksperimentalno odredenih

NOE s racunalno predvidenim konformacijama.

Najstabilnije konformacije sintetiziranih peptida utvrdene su racunalnim modeliranjem
primjenom teorije funkcionala gusto¢e (DFT), a dobiveni teorijski nalazi pokazali su dobru
sukladnost s eksperimentalnim NMR rezultatima, ¢ime je potvrdena pouzdanost predloZzenih

konformacijskih modela (Tablica 23).
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Tablica 23. NOE ogranic¢enja udaljenosti izmedu odabranih parova protona za modelni

heksapeptid 5 i C-glikopeptide 6 — 12.

. NOE ogranicenja b
a —
Peptid = Proton 1 Proton 2  Kontakt udaljenosti (A) Kontakt — odredeno

aH1 S 0-3 2,2

NH2 NH3 w 3-5 4,2

aH2 S 0-3 2,2

NH3 NH4 w 3-5 4,3

37 aH3 S 0-3 2,4
NH4 NH5 w 3-5 4,3

aH4 s 0-3 2,3

NHS NH6 w 3-5 4,3

NH6 aH5 s 0-3 2,3

NH2 aHl S 0-3 2,3

aH2 S 0-3 2,3

NH3 NH4 m 3-5 3,1

H6' S 0-3 2,9

38 aH3 S 0-3 2,9
NH4 NH5 w 3-5 4,1

Ho6' w 3-5 4,8

NH5 aH4 S 0-3 2,2

NH6 aH5 S 0-3 2,3

aH1 s 0-3 2,4

NH2 NH3 w 3-5 43

NH3 aH2 s 0-3 2,4

aH3 S 0-3 3,0

NH5 W 3-5 43

S NH 4 S 0-3 2,5
2' m 3-5 5,0

aH4 S 0-3 2.3

NHS NH6 w 3-5 43

NH6 aH5 S 0-3 2,3

NH2 aHl m 3-5 3,1

aH2 S 0-3 2,2

NH3 NH4 m 3-5 43

NH4 aH3 S 0-3 2,5

40 aH4 S 0-3 2.4
NHS NH6 w 3-5 4,2

NH6 aH5 m 3-5 3,1

aHl w 3-5 4,3

oH2 oH3 m 35 4,2

41 NH2 aH1 s 0-3 2.2
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aH2 S 0-3 23

NH3 NH4 m 3-5 4,3

4' m 3-5 4,1

aH3 S 0-3 2,5

NH4 NH5 w 3-5 4,3

aH4 s 0-3 2,4

NHS NH6 m 3-5 4,3

NH6 aH5 m 3-5 3,1

4 m 3-5 3,5

aH3 5 m 3.5 41

NH2 aH1 m 3-5 3.1

aH2 S 0-3 2,3

NH3 NH4 w 3-5 4,1

42 aH3 m 3-5 3,1
NH4 NH5 m 3-5 4,1

NH5 aH4 m 3-5 3,1

NH6 aH5 m 3-5 3,1

NH1 2' m 3-5 4,6

NH2 B w 3-5 3.9

aH2 S 0-3 2,4

B S 0-3 2,6

NH3 Y S 0-3 2,7

NH4 s 0-3 2,8

aH2 m 3-5 34

43 NH4 aH3 m 3-5 3,7
NH6 w 3-5 3,7

aH4 m 3-5 33

B m 3-5 3,7

NHS Y m 3-5 34

NH6 S 0-3 2,9

aH5 m 3-5 3,2

NHO aH4 w 3-5 4,8

aH1 w 3-5 3,1

NH2 B w 3-5 3,1

3 S 0-3 2,5

aH2 S 0-3 2,6

NH3 NH4 w 3-5 4,2

aH3 S 0-3 2,2

& NH4 NH5 m 3-5 4,1
aH4 S 0-3 2,2

NH5 3 w 3-5 3,7

NH6 m 3-5 4,7

aHS m 3-5 3,1

NH6 3' S 0-3 2,3

2 s-jak, m-srednji, w-slab NOE kontakt (odredeno asignacijom NOESY spektra)
® rezultati dobiveni optimizacijom geometrije
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Nakon provedene detaljne konformacijske analize, utvrdena je jasna povezanost izmedu
strukture C-glikopeptida i njihovih optimiziranih konformacija, na temelju koje su izvedeni
zakljucci o utjecaju strukturno razli¢itih C-glikozilnih a-aminokiselina, kao i njihova broja i
razmjeStaja unutar peptidnog slijeda, na konformacijske promjene razmatranih peptida.
Zamjenom D-Val® u modelnom peptidu 37 aminokiselinom Gea® u heksapeptidu 38 zabiljezena
je znacajna konformacijska promjena, koja je rezultirala formiranjem y-okreta izmedu valinskih
ostataka Val? i Val*. Suprotno tome, ugradnjom Grin® u C-glikopeptid 39 nije zabiljezen isti
ucinak. Naprotiv, stabilizirana je relativno izduzena konformacija, posredovana vodikovim
vezama izmedu amidnih protona i kisikovih atoma ribofuranoznog prstena. Sli¢an obrazac
uocen je i kod C-glikopeptida 40 i 41, koji sadrze djelomi¢no deprotektirane sorbofuranozne i
alofuranozne boc¢ne lance. U navedenim primjerima C-glikopeptida pojedina¢na vodikova veza
izmedu amidnih protona 1 ugljikohidratnog prstena rezultirala je tek neznatnim
medudjelovanjem, §to je pridonijelo formiranju jo$ izduZenije konformacije, vrlo sli¢cne onoj

zabiljezenoj za valinski heksapeptid 37.

U multivalentnim C-glikopeptidima 42—44, koji sadrze potpuno zasti¢ene Gsor i Gan OStatke,
stabilizacija specifiénih konformacija ostvarena je viSestrukim vodikovim vezama izmedu
peptidne okosnice i ugljikohidratnih bo¢nih lanaca. U C-glikopeptidu 42 dva su uzastopna Gsor
ostatka prostorno blizu i usidrena mrezom vodikovih veza koje uklju€uju tri amidna protona,
dok je alterniraju¢i redoslijed aminokiselina u C-glikopeptidu 43 rezultirao savijenom
konformacijom nalik zavojnici. U C-glikopeptidu 44, u kojem su dva Gai ostatka smjeStena na
udaljenijim polozajima unutar peptidnog slijeda, zabiljezeno je savijanje peptidne okosnice u

podrucju gdje su ugradene Ganaminokiseline.
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Kako bi se dodatno potvrdile i usporedile konformacijske znacajke utvrdene NMR analizom
I molekularnim modeliranjem, primijenjena je spektroskopska metoda cirkularnog dikroizma
(engl. ,, circular dichroism*, CD). CD spektroskopija predstavlja pouzdanu metodu za
odredivanje trodimenzionalne strukture proteina te za prac¢enje konformacijskih promjena u
peptidima. CD spektri modelnog heksapeptida 37 i C-glikopeptida 38 — 44 snimljeni u
2,2,2-trifluoroetanolu (TFE) prikazani su na Slici 80.

Koristenje TFE-a kao otapala bilo je nuzno zbog slabe topljivosti istrazivanih C-glikopeptida u
vodi, dok DMSO, zbog snazne apsorpcije u UV podruéju ispod priblizno 265 nm, nije prikladan
za mjerenja u dalekom-UV podrucju (190-250 nm), koje je kljucno za istrazivanje sekundarne

strukture peptida.

0 (deg cm2 dmol'1)

T T T T T T T T T T 1
200 220 240 260 280 300

Slika 80. CD spektar modelnog peptida 37 i C-glikopeptida 38-44.

Modelni peptid 37 pokazao je minimum negativne molarne elipti¢nosti pri priblizno 214
nm s to¢kom prolaska kroz nulu (engl. ,,zero-crossing point*) pri oko 239 nm (Slika 29). C-
glikopeptidi 38 — 41 pokazali su manje izrazene CD spektre, s tockom prijalaz kroz nulu izmedu
240 nm i 255 nm, nakon ¢ega vrijednosti molarne elipti¢nosti ostaje gotovo nepromijenjena.

Pritom, CD spektar C-glikopeptida 6 pokazuje minimum pri priblizno 210 nm, dok je u spektaru
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C-glikopeptida 7 zabiljezen minimum pri 225 nm. U slucaju C-glikopeptida 40 CD spektar

pokazuje nekoliko minimuma i maksimuma u podruéju izmedu 200 nm i 230 nm.

Medu multivalentnim C-glikopeptidima posebno se istice peptid 43, ¢iji spektar
pokazuje minimum pri 225 nm i maksimum pri 203 nm. C-glikopeptidi 42 i 44 pokazuju sli¢ne
oblike CD krivulja, s izrazenim Sirokim pozitivnim pojasom, kao §to je vidljivo za peptid 42, s
makimumom pri 208 nm te peptid 44, s maksimumom pri 225 nm i prijelazom kroz nulu pri
250 nm (Slika 29).

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je CD spektroskopija pouzdana i
u¢inkovita metoda za praéenje konformacijskih promjena C-glikopeptida, dok se kona¢na i
strukturno najpouzdanija identifikacija i dalje prvenstveno temelji na rezultatima NMR

spektroskopije.
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4.5. Deprotekcija C-glikopeptida

U zavr$noj fazi istrazivanja, provedena je potpuna deprotekcija sintetiziranih C-glikopeptida 40
i 41. Tretiranje smjesom TFA/DCM (9:1, v/v) tijekom 24 sata pri sobnoj temperaturi rezultiralo
je uklanjanjem zasStitnih skupina na ugljikohidratnim bo¢nim lancima pri ¢emu su dobiveni
ciljani, potpuno deprotektirani C-glikopeptidi 45 i 46 (Slika 81). Uklanjanje izopropilidenskih
zaStitnih skupina u multivalentnim C-glikopeptidima 42 i 43 odvijalo se postupno i znatno
sporije, Sto otvara mogucnost kontroliranog zaustavljanja reakcije u odredenom trenutku

pazljivim odabirom reakcijskih uvjeta i kontroliranjem temperature.

N
0 TEA/DCM (9:1) j;( \)J\ ji“/
24 h, st

45 (71%)

24h st

46 (kvantitativno)

Slika 81. Shematski prikaz potpune deprotekcije C-glikopeptida 40 i 41.
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§5. ZAKLJUCAK

U okviru ove doktorske disertacije razvijena je nova sintetska metodologija za pripravu
C-glikozilnih a-aminokiselina i1 pripadajuc¢ih C-glikopeptida, koja omogucuje selektivnu i
kontroliranu ugradnju strukturno razli¢itih C-glikozilnih gradivnih blokova u peptidne
sekvence, ukljucujuéi njihovu ugradnju na bilo koji polozaj unutar peptida, ¢ime je prevladano
prethodno ograni¢enje ugradnje isklju¢ivo na N- ili C-terminalni polozaj. Ovim je istrazivanjem
ostvaren znacajan metodoloski iskorak koji omogucuje sustavni pristup istrazivanju utjecaja
C-glikozilnih a-aminokiselina na lokalne strukturne motive, sekundarnu strukturu i ukupnu

konformaciju peptida.

Polaze¢i od odgovaraju¢ih ugljikohidratnih derivata, provedena je priprava aldehidnih
prekursora za C-glikozilaciju, pri ¢emu su koriStene zastitne skupine izopropilidenskog tipa radi
ocuvanja stereokemijske Cistoce i1 kontrole reaktivnosti. Izolirani aldehidi 4, 5, 7, 10, 11, 15

dobiveni su u vrlo dobrim do izvrsnim prinosima, u rasponu od 63 % do 94 %.

Dijastereoselektivna Passerinijeva reakcija provedena je s ciljem uvodenja C-glikozilne
jedinice. Passerinijevom reakcijom dobiveni su a-aciloksiamidi 16-21 u kojima je
ugljikohidratna jedinica izravno vezana na novonastali kiralni centar. Dijastereoselektivnost se
pokazala varijabilnom (55:45 — 90:10), §to se moze pripisati strukturnoj raznolikosti koristenih
ugljikohidratnih aldehida. Reakcija je rezultirala visokom selektivno$¢u i1 pokazala dobru
kompatibilnost s razli¢itim funkcijskim skupinama, a produkti su izolirani u izvrsnim prinosima

(91 % — 94 %), kao smjese dva dijastereomera.

Hidrolizom a-aciloksiamida sintetizirane su odgovarajuce a-hidroksi C-glikozilne kiseline,
koje su u sljede¢em koraku prevedene u odgovarajuce a-hidroksi metilne estere 22-27 uz
prinose od 42 % do 85 %, nakon dva uzastopna reakcijska koraka. Jedan od kljuénih
metodoloskih doprinosa ovog istrazivanja odnosi se na uspjesno razdvajanje dijastereomera
produkata kromatografijom na koloni silikagela, ¢ime je omogucéena izolacija vecinskog

dijastereomera s jasno definiranom stereokemijom. Ovaj je pristup predstavljao znacajnu
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prekretnicu u odnosu na ranije metode, u kojima razdvajanje dijastereomera nije bilo

uéinkovito.

Slijedom toga, provedene su post-kondenzacijske modifikacije s ciljem priprave Zeljenih
C-glikozilnih a-aminokiselina. Klju¢ni korak sinteze uklju¢ivao je aktivaciju slobodne
a-hidroksilne skupine, ¢ime su dobiveni odgovarajuéi triflatni derivati koji su naknadno
podvrgnuti reakciji nukleofilne supstitucije, Sto je rezultiralo inverzijom konfiguracije na
novom Kkiralnom centru. Time je potvrdena uéinkovita kontrola stereokemijskog ishoda
reakcije. Na taj su nacin sintetzirani metilni esteri o-azido C-glikozilnih kiselina 29-32
(R)-konfiguracije, u visokim prinosima (83 % do 89 %), nakon dva uzastopna reakcijska

koraka.

Redukcijom azidne u amino skupinu, nakon ¢ega je uslijedila deprotekcija metilne esterske
skupine te naknadno uvodenje Fmoc-zastite, dobivene su ciljane Fmoc-zasticene C-glikozilne
a-aminokiseline 33-36. Izolirane su Cetiri dijastereomerno Ciste C-glikozilne a-aminokiseline
u prinosima od 67 % do 84 %, nakon tri uzastopna reakcijska koraka i pro¢is¢avanja kolonskom

kromatografijom. Time je ostvaren jedan od klju¢nih ciljeva ovog istraZivanja.

Nadovezujuci se na prethodna otkri¢a, razvijena je metodologija priprave oligomera s
razli¢itim brojem i razmjeStajem C-glikozilnih a-aminokiselina unutar peptidne sekvence
primjenom metode sinteze peptida na ¢vrstom nosacu. Kao prvi primjer sintetiziran je modelni
heksapeptid 37, u izvrsnom prinosu od 95 %. Optimizacijom reakcijskih uvjeta omogucena je
ucinkovita i kontrolirana ugradnja strukturno razlic¢itih C-glikozilnih a-aminokiselina na
unaprijed definirane poloZaje unutar peptidne sekvence, ¢ime je uspjeSno sintetiziran niz
C-glikopeptida 3844, u dobrim do visokim prinosima, u rasponu od 25 % do 85 %, uz visoku

analiticku ¢istocu (> 95 %).

Naposljetku, provedena je detaljna strukturna karakterizacija i konformacijska analiza
sintetiziranih C-glikopeptida s ciljem utvrdivanja utjecaja strukturno razlic¢itih C-glikozilnih
a-aminokiselina, njihova broja 1 razmjestaja unutar peptidnog slijeda na konformacijska
svojstva peptida. Konformacijskom analizom utvrdeno je da vodikove veze izmedu amidnih

skupina peptidne okosnice i ugljikohidratnih bo¢nih lanaca predstavljaju glavni ¢imbenik

Barbara Bogovié¢ Doktorska disertacija



§ 5. Zakljudak 168

stabilizacije specifi¢nih konformacija. Takoder je pokazano da povecanje broja C-glikozilnih
a-aminokiselina u peptidnoj sekvenci dovodi do smanjenja konformacijske fleksibilnosti te
formiranja lokalnih okreta ili savijenih konformacija nalik uzvojnici. Dobivena opazanja
potvrdena su racunalnim modeliranjem, koje je pokazalo dobro slaganje s eksperimentalnim

podacima.

Provedeno istrazivanje potvrdilo je glavnu hipotezu prema kojoj prisutnost stericki
zahtjevne ugljikohidratne jedinice, kovalentno vezane izravno na o-ugljikov atom
a-aminokiseline, znacajno utje¢e na konformacijska svojstva peptida. Nadalje, pokazano je da
strukturna raznolikost ugradenih C-glikozilnih a-aminokiselina, njihov broj i raspodjela unutar
peptidne sekvence moduliraju konformaciju peptida na jasno definiran nacin te doprinose

stabilizaciji specifiénih strukturnih motiva u sintetiziranim C-glikopeptidima.

Zaklju¢no, provedeno istrazivanje predstavlja znaCajan doprinos jer omogucuje
sveobuhvatnu analizu utjecaja broja i raspodjele strukturno razli¢itih C-glikozilnih
a-aminokiselina unutar peptidnog slijeda na konformacijska svojstva pripadajucih oligomera.
Dobiveni rezultati postavljaju temelje za daljnji razvoj stabilnih i konformacijski definiranih
C-glikopeptida s potencijalnom primjenom u medicinskoj kemiji, katalizi, biotehnologiji i

razvoju funkcionalnih materijala.

Barbara Bogovié¢ Doktorska disertacija



8 6. Popis oznaka4, kraticé i simbola 169

§6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA (prema

potrebi)
°C Celzijev stupanj
A angstrem
0 kemijski pomak
0 temperatura
v valni broj
Ac acetil
aceton-ds deuterirani aceton
Ala alanin
Ar argon
Boc tert-butiloksikarbonil
BOP (benzotriazol-1-iloksi)-tris-(dimetilamino)fosfonijev heksafluorofosfat
c mnozinska koncentracija
Cbz benzil klorformat
CDCls deuterirani kloroform
COSsYy COrrelated SpectroscopY
d.r. dijastereomerni omjer (diastereomeric ratio)
Da dalton
DBU 1,8-diazabiciklo(5.4.0)undek-7-en
DCM diklormetan
DIPEA N,N-diizopropiletilamin
DMAP 4-dimetilaminopiridin
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DMF
DMP
DMSO-ds
DPPA
e.e.

e.r.
EDG
ekv/eq.
ESI
ESI*
ESI™
Et.O
EtOACc

EWG

Gly

HATU

HBTU
HMQC

HOBt

HPLC

dimetilformamid

Dess-Martin perjodinan

deuterirani dimetil-sulfoksid

difenilfosforil azid

enantiomerni viSak

enantiomerni omjer (enantiomeric ratio)
elektron-donirajuca skupina (electron donating group)
ekvivalent

elektrosprej ionizacija (electrospray ionization)
elektrosprej ionizacija u pozitivnom modu
elektrosprej ionizacija u negativnom modu

dietil-eter

etil-acetat

elektron-odvlacgeca skupina (electron withdrawing group)
Gibbsova slobodna energija

gram

glicin

sat

1-(bis(dimetilamino)metilen)-1H-1,2,3-triazol(4,5-b)piridin-3-oksid
heksafluorofosfat

N,N,N’,N'-tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-il)uronijev heksafluorofosfat
Heteronuclear Multiple-Quantum Correlation
hidroksibenzotriazol

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (high performance liquid
chromatography)
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HR-MS

Hz

IMCRs

LC
Leu

Lys

MALDI

MCR
MeCN
MeO-
MeOH
mg
min
mmol
Mr

MS
n-BuLi

NaOH

masena spektrometrija visoke rezolucije (high resolution mass spectrometry)
herc

visekomponentne reakcije s izocijanidnom komponentom (isocyanide-based
multicomponent reaction)

infracrvena spektroskopija

konstanta sprege

kelvin

ligand

tekucinska kromatografija (liquid chromatography)
leucin

lizin

meta-polozaj

matriksom potpomognuta laserska desorpcija/ionizacija (matrix-assisted
laser desorption/ionization)

multicomponent reactions

acetonitril

metoksi skupina

metanol

miligram

minuta

milimol

molekulska masa

spektrometrija masa (mass spectrometry)
n-butil-litij

natrijev hidroksid
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nm
NMM
NMR
NOESY

Nu

PE
PG

Ph

Phe
pKa
ppm
Pro
PyBOP
Q-TOF
rac

Rf

RP-HPLC

rt/ st
t

t.t.
ti/2

TEA

nanometar

N-metilmorfolin

nuklearna magnetska rezonancija (nuclear magnetic resonance)
Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

nukleofil

orto-polozaj

para-polozaj

petroleter

zaStitna skupina (protective group)

fenil

fenilalanin

logaritamska vrijednost konstante disocijacije kiseline
milijunti dio (parts per million)

prolin

(benzotriazol-1-iloksi)tripirolidinfosfonijev heksafluorofosfat
quadrupole time-of-flight

racemicno

retencijski faktor

tekuc¢inska kromatografija obrnutih faza (reversed-phase high performance
liquid chromatography)

sobna temperatura
vrijeme

temperatura taljenja
vrijeme poluraspada

trietilamin

Barbara Bogovié

Doktorska disertacija

172



8 6. Popis oznaka4, kraticé i simbola 173

TFA trifluoroctena kiselina

THF tetrahidrofuran

TLC tankoslojna kromatografija (thin layer chromatography)
TMS tetrametilsilan

TOF time of flight

uv ultraljubiéasto zracenje (ultraviolet)

Val valin

VKR visekomponentna reakcija

Xaa aminokiselina (opéeniti simbol)

XRD rendgenska strukturna analiza (X-ray diffraction)
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§ 8. Dodatak XVii

§8. DODATAK

Svi sirovi eksperimentalni podaci (NMR spektri) prikupljeni u okviru ovog istrazivanja javno

su dostupni u repozitoriju FULIR na poveznici https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:241:241599.
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