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SAZETAK RADA
Sinteza i antioksidativna svojstva L-askorbinske kiseline i njezinih derivata

Cilj ovog rada bila je regioselektivna sinteza 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih
derivata L-askorbinske kiseline (3 — 8) kao potencijalnih antitumorskih spojeva. U tu svrhu
sintetizirana je 6-O-tosil-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (1) koja je potom prevedena
u odgovarajuéi azidni derivat L-askorbinske Kiseline (2). 1,2,3-triazolni derivati L-askorbinske
kiseline (3 — 8) pripravljeni su reakcijom 1,3-dipolarne cikoladicije azida (2) i odgovaraju¢ih
terminalnih alkina potpomognutom mikrovalnim zra¢enjem s Cu(l), kao katalizatorom, prema
konceptu "klik™ kemije. S ciljem dobivanja vec¢eg sveukupnog iskoristenja reakcija kojima
nastaju ciljani produkti koristena su dva sintetska puta. Prvi sintetski put ukljucuje reakciju
prevodenja tosilatnog derivata L-askorbinske (1) u azid (2) i njegovu izolaciju te potom "klik"
reakciju azida (2) i odgovarajué¢ih alkina u 1,4-disupstituirane 1,2,3-triazolne derivate L-
askorbinske kiseline (3 — 8). Drugi sintetski put je bila tandemska reakcija u kojoj se azid (2)
nije izolirao nego je nastao in situ iz tosilatnog derivata (1) i reakcijom s odgovaraju¢im
alkinima dobiveni su 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati L-askorbinske Kiseline (3, 5).
Kako bi se ispitalo antioksidativno djelovanje 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata L-
askorbinske kiseline, uklanjanjem benzilne zastite prireden je spoj 9 sa slobodnih
hidroksilnim skupinama. Strukture svih sintetiziranih spojeva potvrdene su spektroskopijom
'Hi¥C NMR.

Klju¢ne rijeci: L-askorbinska kiselina, 1,2,3-triazoli, "klik" kemija, 1,3-dipolarna cikloadicija



SUMMARY
Synthesis and antioxidative properties of L-ascorbic acid and its derivatives

The aim of this work was the regioselective synthesis of 1,4-disubstituted 1,2,3-
triazole L-ascorbic acid derivatives (3 — 8) with potential antitumor activity. For this purpose,
6-0O-tosyl-2,3-0,0-dibenzyl-L-ascorbic acid (1) was prepared and then converted to the
corresponding azido derivative of L-ascorbic acid (2). 1,2,3-Triazole derivatives of L-ascorbic
acid (3 — 8) were prepared by microwave assisted 1,3-dipolar cycloaddition reaction of the
azide (2) and corresponding terminal alkynes with Cu(l), as a catalyst, based on the concept of
"click™ chemistry. In order to obtain better overall yield of target compounds, two synthetic
pathways were used. First pathway includes the conversion of the tosylated L-ascorbic acid
derivative (1) to the azide (2), its isolation and then a "click™ reaction of the azide (2) and
corresponding alkynes to form 1,4-disubstituted 1,2,3-triazole L-ascorbic acid derivatives (3 —
8). Second synthetic pathway was a tandem reaction in which the azido derivative (2) was not
isolated, but was formed in situ from the tosylated derivative (1) and via reaction with the
corresponding alkynes 1,4-disubstituted 1,2,3-triazole derivatives of L-ascorbic acid (3, 5)
were obtained. In order to explore the antioxidant properties of the 1,2,3-triazole L-ascorbic
acid derivatives, compound with free hydroxyl groups (9) was prepared by removal of the
benzyl protecting groups. The structures of all compounds have been confirmed by *H and **C

NMR spectroscopy.

Keywords: L-ascorbic acid, 1,2,3-triazoles, "click™” chemistry, 1,3-dipolar cycloaddition
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1. Uvod

Kako bi se pronasli bioloski aktivni spojevi, potrebno je ujediniti znanja iz raznih
podru¢ja znanstvenih disciplina. Medicinska kemija bavi se dizajnom, sintezom i razvojem
novih agensa za lijeCenje bolesti. Razvoj lijekova predstavlja velike izazove. Da bi bio
ucinkovit, lijek se mora vezati za metu visokim afinitetom uz visoku specifi¢nost vezanja,
mora se moc¢i na jednostavan na¢in primijeniti na bolesnoj osobi i mora u organizmu ostati
nepromijenjen dovoljno dugo kako bi dospio do ciljnog mjesta. U svrhu prevencije nezeljenih
popratnih ucinaka, lijekovi ne smiju utjecati na svojstva drugih biomolekula u organizmu. Ti

zahtjevi znatno suzavaju izbor spojeva koji mogu postati klini¢ki korisni lijekovi.

Potencijalni lijekovi mogu se otkriti na dva nacina: slu¢ajnim opazanjem, postupkom
sustavnog probiranja ili ciljanom sintezom. Drugi pristup zapocinje s poznatom ciljnom
molekulom, a nakon njene sinteze istrazuju se ucinci na prikladnim stanicama ili

organizmima.?

Mnogi se lijekovi primjenjuju tijekom duljeg razdoblja, a da ne dode do smanjenja
njihove ucinkovitosti. U nekim se slu¢ajevima, posebice pri lijeenju zaraznih bolesti ili raka,
primjecuje pad terapijskog ucinka lijeka tijekom lijeCenja. Dolazi do razvoja otpornosti
bolesti na primjenu lijeka. Stanice raka odlikuje sposobnost brzog rasta bez nadzornih
mehanizama koji su prisutni u normalnim stanicama. Sklonost stanica raka brzim mutacijama

je veliki izazov za podrucje lijecenja raka.

S obzirom da neki pirimidinski i purinski derivati L-askorbinske kiseline pokazuju
izrazeno antitumorsko djelovanje na tumorske stanice?, a brojne molekule koje u svojoj
strukturi imaju 1,2,3-triazolni prsten pokazuju antimikrobnu, analgetsku, antimalarijsku,
antivirusnu te antitumorsku aktivnost, povezivanjem dvaju farmakofora sintetiziran je niz
novih potencijalno bioloski aktivnih 1,2,3-triazolnih derivata L-askorbinske kiseline kojima ¢e

se ispitati antiproliferativno djelovanje i antioksidativna svojstva.
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2. Op¢i dio

2.1. L-akorbinska kiselina

L-askorbinska Kiselina je bijeli kristalini¢ni prah Kiselog okusa, bez mirisa, osjetljiva
na svjetlost i toplinu. Potpuno je topljiva u vodi pri ¢emu nastaje bezbojna otopina. Poznata je
pod nazivom vitamin C. Ljudi je ne mogu sintetizirati zbog nedostatka L-gulonolakton-
oksidaze, enzima potrebnog u biosintetskom stvaranju tog vitamina te se stoga nuzno unosi iz
prehrambenih izvora. Ima vaznu ulogu u ljudskom tijelu. Potrebna je za sintezu kolagena u
vezivnom tkivu, sintezu hormona, neurotransmitora te u metabolizmu odredenih
aminokiselina i vitamina. Takoder se smatra vaznom u prevenciji razli¢itih kroni¢nih bolesti

poput raka, cerebralne apopleksije, dijabetesa, atopi¢nog dermatitisa, sr¢anog udara i AIDS-
2,3
a.”

2.1.1. Struktura L-askorbinske Kiseline i antioksidativna svojstva

L-askorbinska Kiseline (AscH2) je enolna forma a-ketolaktona sa Sest ugljikovih
atoma, strukturom sli¢na glukozi i ostalim heksozama, a ima dva kiralna centra. Sadrzi
nekoliko strukturnih elemenata koji doprinose njenom kemijskom ponasanju: struktura
laktona, dvije enolne hidroksilne skupine (polozaji 2 i 3) i primarna i sekundarna hidroksilna
skupina (polozaji 5 i 6) (slika 1).*

H

..il-'“O

H
HO O -0

HO OH

Slika 1. Struktura L-askorbinske kiseline, a-ketolaktona molekulske formule CsHgOs |

molekulske mase 176,13

Postoji ravnoteza izmedu tautomera gdje se skupine na polozajima 1 (=0) i 3 (-OH)
izmjenjuju prebacivanjem dvostruke veze. Zbog svoje endiolne strukture L-askorbinska
kiselina pokazuje antioksidativna svojstava. Ovisno o pH vrijednosti medija i oksidacijskom
stanju, L-askorbinska kiselina se pojavljuje u razli¢itim oblicima. U fizioloskim uvjetima

4
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99,95% vitamina C prisutno je u obliku askorbatnog monoaniona (AscH ).° Askorbatni
monoanion je odli¢an reducens i lako se oksidira u monohidroaskorbatni radikal (Asc™ ) koji
se zatim disproporcionira do askorbinske i dehidroaskorbinske kiseline (DHA) (shema 1).

Ova je reakcija ubrzana u prisutnosti kataliticnog metala.

HO
0
HO O
HO OH
AscH,
+H+ _H+
HO HO
o) . 0
Hoj\qo - HOJ\S_TO
0 OH o) OH
AscH" AscH’
+H* || -H* +H* || -H*
HO o HO HO o
B (@) B
HO)\X—TO © . HO o -, Ho/\g_zo
0 (o} ‘0 o 0 0
Asc? AscH™ DHA

Shema 1. Ravnoteza L-askorbinske kiseline i njenih oksidiranih oblika

L-askorbinska kiselina moze tvoriti dvije unutarmolekulske vodikove veze koje bitno

doprinose stabilnosti i kemijskim svojstvima (slika 2).°

Slika 2. VVodikove veze L-askorbinske kiseline
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2.1.2. Bioloska aktivnost L-askorbinske Kkiseline i njezinih derivata

L-askorbinska kiselina djeluje kao elektron donor i antioksidans iz ¢ega proizlaze sva
njezina fizioloska i biokemijska djelovanja.* Antioksidansi brane tijelo od slobodnih radikala i
reaktivnih molekula. Djeluju na nekoliko na¢ina: onemogucuju stvaranje novih slobodnih
radikala u organizmu, uni$tavaju postojece radikale ili popravljaju oSte¢enja u stanici nastala
djelovanjem radikala. Oksidacijsko oSte¢enje moze utjecati na strukturu i funkciju brojnih
biomolekula (lipida, ugljikohidrata, proteina i nukleinskih kiselina) $to rezultira promjenama
u strukturi i funkciji stanica, tkiva i organa. L-askorbinska kiselina reducira nestabilne i
reaktivne radikale (kisikove, dusikove, sumporove) te na taj nacin sprjeCava pojavu

osteéenja.® ’

lako L-askorbinska kiselina ima mnoge funkcije u ljudskom organizmu, posebno se
istrazuje njezina toksi¢nost na stanice karcinoma. Mehanizam uniStavanja stanica karcinoma
zasnovan je na stvaranju vodikovog peroksida koji nastaje u slozenoj interakciji L-askorbinske
kiseline s dvovalentnim ionima bakra i trovalentnim ionima Zeljeza. L-askorbinska Kiselina
reducira dvovalentni ion bakra u jednovalentni, a trovalentni ion Zeljeza u dvovalentni.
Produkt te redoks reakcije je vodikov peroksid, kljuéni faktor antitumorskog djelovanja L-
askorbinske Kiseline koji izaziva apoptozu i nekrozu tumorskih stanica, a nema utjecaj na
zdrave stanice. Smatra se da su tumorske stanice mnogo osjetljivije prema djelovanju
vodikovog peroksida od zdravih stanica jer zbog nedostatka enzima katalaze posjeduju manju

sposobnost razgradnje vodikovog peroksida.® °

Hidroksilne skupine na laktonskom prstenu L-askorbinske kiseline na polozajima C-2 i
C-3 su iznimno znacajne zbog bioloske aktivnosti in vivo. Hidroksilna skupina na polozaju C-
6 L-askorbinske kiseline je pokazala zanemariv znacaj u transportu i funkciji ovog vitamina.
Hidroksilna skupina na polozaju C-2 nalazi se u fokusu reakcije u redoks procesima L-
askorbinske kiseline i znaCajna je za redukcijska svojstva. Prema tome bi kemijske
modifikacije hidroksilne skupine na polozaju C-6 trebale imati znacajan utjecaj na bioloska
svojstva kiseline (slika 3).2 Dokazano je da 5,6-O,0-modificirani derivati L-askorbinske
kiseline pokazuju antitumorsko djelovanje na razli¢ite tumore porijeklom iz Covjeka te

induciraju apoptozu u tumorskim stanicama (slika 3), C-2 alkilni derivati posjeduju



2. Op¢i dio

imunostimulatornu aktivnost, a C-2-O- i C-3-O- alkilirani derivati djeluju kao zastitni

reagensi protiv peroksidacije lipida biomembrana.*®

R1 Rz |C50 / |.IM
oktil Bn 20-12,0 R
etinil-(p-pentil-Ph) Bn 3,0-10,0 O 0o N\
etinil-(p-butil-Ph) Bn 4,0-17,0 HN R NZ R IC5q / UM
propinil Bn 0,2-0,78 4]\ | 4]\ | buti  4,5-16,0
furil Bn 1,6-7,0 O~ 'N 07 "N p-Br-Ph 8,3 - 20,0
vinil Bn 3,8-22,0 __O_ o __0O0_ o
etinil Bn 29-87 .
izopentil Bn 20-83
cmiPh  H 10-82 RO OR; BnO  OBn

Slika 3. C-5 supstituirani arilni, alkenilni, alkinilni pirimidinski i furo[2,3-d]pirimidinski
derivati 4°,5’-didehidro-L-askorbinske kiseline s citotoksi¢nim djelovanjem (L 1210,
Molt4/C8, CEM, HeLa, MiaPaCa-2, SW 620, MCF-7, H-460)!

2.2. 1,2 3-triazoli

1,2,3-triazoli su heterociklicki aromatski spojevi koji posljednjih godina privlace
veliku pozornost zbog svojeg Sirokog raspona bioloskih djelovanja prema raznim virusima i

malignim stanicama mikroorganizama.

2.2.1. Struktura triazolnog prstena i 1,2,3-triazola

Triazoli, heterociklicki spojevi molekulske formule CzHzN3z, sadrze peteroclani
triazolni prsten koji se sastoji od tri atoma dusika i dva atoma ugljika. Ovisno o polozaju
dusikovih i ugljikovih atoma razlikuju se dva izomera triazola: 1,2,3-triazol i 1,2,4-triazol, a

svaki postoji u dva tautomera oblika (slike 4 i 5).

N =N
/ ‘N & NH
N N
H

Slika 4. 1H-1,2,3-triazol i 2H-1,2,3-triazol
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U EN [« NH
N N
H

Slika 5. 1H-1,2,4-triazol i 2H-1,2,4-triazol

1,2,3-triazolni prsten moze stvarati n-m interakcije s aromatskim prstenima. Triazolni
prsten posjeduje i dipolni moment (5,2 — 5,6 Debye). Dva atoma dusika (N-2 i N-3) u
strukturi triazola mogu stvarati vodikove veze s donorima vodikovih veza ili koordinirati s
metalnim ionima. Vodikove veze i dipolne interakcije s triazolom mogu pogodovati vezanju
na biomolekule i povecati njihovu topljivost. 1,2,3-triazoli su izuzetno otporni na metabolicku
i kemijsku razgradnju te inertni pri hidrolitickim, oksidacijskim i redukcijskim uvjetima i

viSim temperaturama.

2.2.2. Biolosko djelovanje 1,2,3-triazola

Iako se u prirodi ne pojavljuju, sintetske molekule koje sadrze 1,2,3-triazolni prsten
imaju znacajnu bioloSku aktivnost. Triazolni prsten nalazimo u molekulama koje pokazuju
antitumorska, antivirusna i antimikrobna djelovanja.'? 1,2,3-triazolni prsten se &esto u procesu
razvoja lijekova Kkoristi kao rigidna poveznica izmedu spojeva koji imaju farmakolo$ko
djelovanje pri ¢emu ne predstavljaju samo pasivnu poveznicu, ve¢ imaju i zadovoljavajuéa
fizikalno-kemijska svojstva. Imitiraju atome i elektronska svojstva peptidne veze, a otporni su
na hidroliticku razgradnju.® S obzirom na izvanrednu stabilnost triazolnog prstena u kiselim,
bazicnim, oksidativnim i reduktivnim uvjetima te mogucnost stvaranja dipol-dipol, n-n
interakcija i vodikovih veza, sintetiziraju se brojni klinicki primjenjivi nukleozidni analozi.
Razvoju novih potencijalno bioloSki aktivnih derivata s ugradenom strukturom triazolnog
prstena posebno je doprinijelo otkrice ribavirina koji se primjenjuje u terapiji hepatitisa C te

imunosupresivnog agensa mizoribina.'4

Derivate triazola nalazimo u raznim farmaceuticima kao $to su antibiotici, inhibitori

HIV proteaze, antituberkulotici i antitumorski lijekovi. Koriste se kao lijekovi protiv gljivica,
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fungicidi u poljoprivredi, inhibitori su za mnoge metale i legure, a u industriji sluze kao boje i
bjelila za vlakna.’®> Mogu se sintetizirati na razne nagine, a jedan od njih je pomoéu 1,3-

dipolarne cikloadicije uz prisutnost kataliticke koli¢ine bakra.

2.3. "KIlik™ kemija

Pojam "klik" kemije prvi su put upotrijebili Sharpless i suradnici 2001. godine, a
nedvojbeno predstavlja jedan od najpopularnijih pristupa u suvremenoj organskoj sintezi.
Njime su objedinili Siroku paletu kemijskih reakcija u kojima se brzo i pouzdano dolazi do
produkata na na¢in da se manje jedinice povezu heteroatomima.* Koncept "klik" kemije se
odnosi na skupinu reakcija koje karakterizira brzina, jednostavnost, lako prociséavanje,
svestranost, regiospecificnost i visoka iskoristenja. TraZene karakteristike zahtijevaju
jednostavne reakcijske uvjete, lako dostupne polazne materijale i reagense, nekoriStenje
otapala ili koristenje neSkodljivih otapala i otapala koja se mogu lako ukloniti te jednostavnu
izolaciju produkta. Produkt mora biti stabilan u fizioloskim uvjetima, a pro¢is¢ava se nekom
od nektromatografskin metoda poput kristalizacije ili destilacije. "KIlik" reakcije posjeduju
navedene karakteristike zbog svoje velike termodinamicke energije koja uglavnom prelazi i
20 kcal/mol. Takvi se procesi brzo odviju do kraja, a takoder pokazuju visoku selektivnost za
jedan produkt.’® Identificirane su Getiri glavne skupine "klik" reakcija: cikloadicije,

nukleofilna otvaranja prstena, karbonilne reakcije ne-aldola i adicije na C-C visestruke veze.

Postoji velik broj reakcija koje ispunjavaju navedene kriterije, a najznacajniji primjer
je Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija azida i terminalnih alkina katalizirana Cu(l) ionima
kojom nastaju 1,2,3-triazoli (krat. CuAAC, engl. Copper Catalyzed Azide-Alkyne
Cycloaddition).’

2.3.1. Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija alkina i azida

Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija alkina i azida se primjenjuje u raznim
podru¢jima istrazivanja ukljucujué¢i znanost materijala, kemiju polimera i farmaceutsku
znanost. Postoji veliki broj znanstvenih radova o Huisgenovoj 1,3-dipolarnoj cikloadiciji
vezanih uz dizajn novih lijekova, biokonjugaciju, kemiju polimera i razvoj novih materijala,

supramolekularnu  kemiju, oznacavanje DNA 1 sintezu oligonukleotida, povezivanje
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glikozidnih klastera i dendrimera, pripremu stacionarnih faza za kolone za HPLC i dr. Kao
veliko podrucje primjene reakcije CuAAC posebno se izdvajaju modifikacije nukleinskih

kiselina i njihovih oligomera.'*

Prvu 1,3-dipolarnu cikloadiciju alkina i azida proveo je njemacki kemic¢ar R. Huisgen
1963. godine po kojem je i dobila ime.'® U nekataliziranoj Huisgenovoj reakciji kao produkt
nastaje smjesa 1,4- i 1,5-disupstituiranih 1,2,3-triazola (shema 2). Reakcija je vrlo spora,
zahtjeva visoku temperaturu i tlak. Takoder je egzotermna, a nisko iskoriStenje reakcije

rezultat je velike energije aktivacije ¢ak i pri poviSenoj temperaturi.

Upotrebom Cu(l) iona kao katalizatora reakcijom nastaju samo 1,4-disupstituirani
1,2,3-triazoli (shema 2). Stabilni su u hidrolitickim i oksidoredukcijskim uvjetima te pri vis$im
temperaturama, ali se ve¢ pri sobnim temperaturama mogu posti¢i visoka reakcijska
iskori$tenja. Bakar se u reakciju moze uvesti izravno ili in situ. Neposredna primjena
katalizatora Cu(l) najces¢e ukljucuje primjenu soli Cu(l) (najéesc¢e Cul ili CuBr) ili
kompleksa. Kompleksi su se pokazali kao dobro rjesenje kod reakcija u organskim otapalima
gdje je topljivost Cu(I) soli ograni¢ena. U slucaju polarnih supstrata najcesée se primjenjuje
vodeni medij i CuSOg, izvor Cu(ll) iona kojim se zatim in situ prevodi u Cu(I) ione pomocu
redukcijskog sredstva kao $to je natrijev askorbat ili Cu zica. Osim Cu(I) i Cu(Il) kao izvora
bakra, poznate su i primjene katalizatora Cu(0) (bakrena Zica ili bakreni prah) te nanocestica
bakra. Reakcija se moze provesti u razli¢itim otapalima poput vode, etanola ili tert-butil-
alkohola pri ¢emu topljivost polaznih reagensa ne utjece na uspjesnost reakcije. S obzirom da
se sintetiziraju potencijalno bioloski aktivni spojevi Koji se pripremaju u svrhu bioloskih

testiranja, posebnu paznju treba obratiti na kontaminaciju spojeva bakrovim solima.** '
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R—N3 + = R1 ]
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H,0 \:(
R4
Shema 2. Opceniti primjer Huisgenove 1,3-dipolarne cikloadicije bez katalizatora i

katalizirane Cu(l) ionima

Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija alkina i azida katalizirana Cu(l) ionima
(CUAAC) pri ¢emu nastaje 1,2,3-triazolni prsten odlicno zadovoljava sve kriterije "klik"
kemije. Ovom reakcijom nastaje isklju¢ivo 1,4-disupstituirani produkt S$to je cini
regiospecificnom. Uglavnom ne zahtijeva poviSene temperature, ali se moze odvijati u
Sirokom rasponu temperatura (0 — 160°C), u razli¢itim otapalima (ukljucujuéi i vodu) te u
Sirokom podruc¢ju pH vrijednosti (5 — 12). Odvija se znacajno brze od nekatalizirane reakcije,
a prociS¢avanje uglavnom ukljucuje filtraciju produkta. U ovoj reakciji mogu sudjelovati
razliito supstituirani primarni, sekundarni, tercijarni 1 aromatski azidi s raznovrsnim
alkinima. Azidi i terminalni alkini se prilicno lako ugraduju u molekulu koja je izuzetno

stabilna pri standardnim uvjetima.®

2.3.2. Mehanizam CuAAC reakcije

Primjenom Cu(l) iona kao katalizatora snizava se energije aktivacije za priblizno 11
kcal/mol §to poveéava brzinu reakcije 107 — 10 puta u odnosu na nekataliziranu 1,3-dipolarnu
cikloadiciju. Na shemi 3 prikazan je pretpostavljeni mehanizam CuAAC. U "klik" reakcijama
kataliziranim Cu(l) ionima sudjeluje isklju¢ivo terminalni alkin. U prvom koraku reakcije Cu”*
koordinira m-elektrone alkina i nastaje m-kompleks bakra i alkina (A). Koordinacijom Cu* na
trostruku vezu izmedu dva ugljikova atoma smanjuje se pKa terminalnog protona alkina $to
omogucuje deprotonaciju i nastanak bakrovog acetilida (B). Kompleks bakrovog acetilida

koordinira azid pri ¢emu nastaje intermedijar (C), a njegovom pregradnjom nastaje

11
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SesteroClani prsten (D) u koji je ukljucen i bakar. U sljede¢em koraku nastaje triazolil (E)

&ijim protoniranjem se oslobada bakar i nastaje 1,4-disuptituirani 1,2,3-triazol.**
R' =alkil-, aril-, heteroaril-

R =alkyl-, aryl-, heteroaryl-
R? =alkil-, aril-
N R? RI—=1=—H R? =alkyl-, aryl-
£ N -

BH

NZ NS ‘ R"%[(:uL,]

Ni/;N“--._ _./RE

~“:::N,./R2

o7
\
Z+

N +

N \N/RZ NEN~—R?
/ /
R Cul, . R'—=—=—]cuL,]
\__/
D C

Shema 3. Pretpostavljeni mehanizam CuAAC reakcije

2.4. Sinteza potpomognuta mikrovalnim zracenjem

Mikrovalno zagrijavanje se posljednjih godina intenzivno primjenjuje za poticanje
kemijskih procesa kao alternativa klasi¢nom zagrijavanju. Pocetak razvoja tehnologije veze se
uz kasne 1980-e i rane 1990-e kada je zbog nedostatka kontrole i niske reproducibilnosti te
opéenitog nerazumijevanja mehanizma mikrovalnog zagrijavanja taj razvoj bio dosta spor.
Glavni problem bili su rizici povezani sa zapaljivosti organskih otapala u mikrovalnom polju i
nedostatak dostupnih sustava za odgovarajuce temperature i tlakove. Prvi eksperimenti
provodili su se u modificiranim kuhinjskim mikrovalnim peénicama dok se danas kemijske

sinteze provode u posebnim mikrovalnim reaktorima.
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Glavne prednosti mikrovalnog zagrijavanja su krace vrijeme kemijske reakcije
(nekoliko sati klasicnog zagrijavanja je usporedivo s nekoliko minuta mikrovalnog
zagrijavanja), manja koli¢ina sporednih reakcija i nusprodukata, veée iskoristenje reakcije,
poboljsana reproducibilnost te mogucnost provodenja nekih reakcija koje se ne odvijaju

klasi¢nim putem.

2.4.1. Teorija mikrovalova

Mikrovalovi su elektromagnetski valovi koji u elektromagnetskom spektru zauzimaju
podrucje izmedu radiovalova i infracrvenog zracenja s frekvencijama od 0,3 GHz do 300 GHz
i valnih duljina od 1 mm do 1 m (slika 6). Energija fotona mikrovalnog zra¢enja u ovom
podrucju frekvencija (0,0016 eV) nije dovoljna za prekidanje kemijskih veza, a takoder je
niZza 1 od energije Brownovog gibanja iz ¢ega je vidljivo da mikrovalovi ne mogu izazvati
kemijsku reakciju. Karakteristike mikrovalova su da se odbijaju od metala, prolaze kroz papir,

staklo i plastiku te u hrani zagrijavaju vodu.®

Wavelength in metres (m)

107" 101 1070 109 108 107 1% 108 10t 10 102 107 101 102 103 10°
1 pico- 1 nano- 1 micra- 1 millimetre 1 metre 1 kilometre
metre {pm) metre {nm} metre (mm) {mm) (m) I (km)
amma rays X-rays ultravioletrays  visible light infrared rays microwaves
] Py ¥ ¥, ¥ys wvisible lig ¥ EF‘

> B

5 AM radio

iadiu waves

FM radia

V

short-wave long-wave
' ' v ' ' radio radio
-IUZIZ' 10“] -m‘iE -m‘? 1016 10‘5 1014 1013 -ID‘Z -m‘] 1070 .109 108 107 106 108
Frequency in hertz (Hz) 1 gigahertz 1 rnegah_ertz
(GHz) (GHz)

Slika 6. Elektomagnetski spektar

Sinteza potpomognuta mikrovalnim zraenjem temelji se na svojstvu materije
(tekuéine ili krutine) da apsorbira mikrovalnu energiju i pretvara je u toplinu. Elektri¢na
komponenta elektromagnetskog polja uzrokuje zagrijavanje dvama glavnim mehanizmima:
dipolarnom polarizacijom i ionskom kondukcijom. Zrafenje mikrovalnim frekvencijama
rezultira uskladenim dipolima i ionima u primijenjenom elektricnom polju. Osciliranjem
primijenjenog polja dipoli i ioni se pokuSavaju reorijentirati, a u tom se procesu kroz trenje
molekula i u dielektriku energija gubi u obliku topline. Koli¢ina topline oslobodena ovim
procesom izravno je povezana sa sposobnosti matrice za uskladivanjem s frekvencijom

primijenjenog polja. Ako dipol nema dovoljno vremena za prestrojavanje ili se prebrzo
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preorijentira, ne dolazi do zagrijavanja. Frekvencija od 2,5 GHz koja se koristi u svim
mikrovalnim reaktorima lezi izmedu dviju krajnosti i daje molekularnom dipolu dovoljno

vremena za orijentiranje u polju, ali ne za precizno slijedenje izmjeni¢nog polja.?°

Pri odabiru otapala za mikrovalnu sintezu odlucuju¢i ¢imbenik nisu vreliSta, vec
sposobnost otapala da elektromagnetsku energiju pretvori u toplinu odredene frekvencije i
temperature sto ovisi o dielektricnim svojstvima. Neka uobicajena otapala poput ugljikovog
tetraklorida, benzena i dioksana ne posjeduju stalni dipolni moment pa propustaju
mikrovalove dok su metanol, etanol, dimetil-sulfoksid pogodna otapala za sintezu

potpomognutu mikrovalnim zra¢enjem.

Pri klasi¢énom zagrijavanju toplina prelazi kondukcijom s tijela vise temperature na
tijelo nize temperature u neposrednom dodiru $to je spor i nedjelotvoran proces. Temperatura
na vanjskim povr§inama je visa u odnosu na temperaturu reakcijske smjese. Za razliku od
klasi¢nog zagrijavanja, mikrovalnim zagrijavanjem molekule se direktno aktiviraju, reaktanti i
otapalo apsorbiraju mikrovalnu energiju, a stijenke reakcijske posude su transparentne za

mikrovalno zragenje.?!
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3.1. Op¢e napomene

Sva koristena otapala suSena su i procis¢avana prema preporu¢enom postupku susenja
agensima i/ili destiliranjem preko molekulskih sita veli¢ine 3A. Tijek reakcije praéen je
tankoslojnom kromatografijom (TLC) koja je provodena na plocama 60F-254 presvucenim
slojem silikagela Merck u odgovaraju¢em sustavu otapala. Za detekciju izoliranih

komponenata koristena je UV svjetlost valne duljine 254 nm.

Kromatografija na koloni provedena je na silikagelu (Fluka, 0,063 — 0,2 mm), staklene
kolone punjene su pod utjecajem gravitacije, a kao eluens koriStena je odgovaraju¢a smjesa
diklormetana i metanola (CH2Cl> : CH3OH).

Spektri tH i 3C NMR snimljeni su na spektrometru Bruker 300 i 600 MHz. Svi uzorci
su otopljeni u DMSO-d6 i mjereni pri 298 K. Kemijski pomaci (8) u *H i *C NMR spektrima
izrazeni su u ppm u odnosu prema signalu DMSO na §2.50 ppm za *H i $39.50 ppm za **C.
Pojedine rezonancije su pridruzene na temelju kemijskih pomaka, intenziteta signala,

multipliciteta signala i H-H konstante sprege.
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3.2. Pregled sintetiziranih spojeva
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Slika 7. Pregled sintetiziranih spojeva
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3.3. Postupci za pripravu spojeval -9

6-0-tosil-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (1)

2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (8,3 g; 9,597 mmol) se otopi u suhom diklormetanu
(41 mL) 1 suhom piridinu (14 mL). Reakcijska smjesa se mijesa na 0°C. U suhom
diklormetanu (28 mL) otopi se p-toluensulfonil-klorid (2,9 g; 15,201 mmol) te se tijekom 2 h
dokapava u reakcijsku smjesu. Reakcijska smjesa se mijesa preko noci na sobnoj temperaturi.
Otapalo se upari pod snizenim tlakom, a ostatak nakon uparavanja se ekstrahira (diklormetan :
voda). Organski sloj se susi iznad magnezijevog sulfata (MgSOa4). MgSO4 se zatim odfiltrira,

a filtrat upari 1 procisti kolonskom kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol =

200 : 1). Spoj 1 je bijeli prah (7,8 g; 66 %).

C-6-azido-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska Kkiselina (2)

Spoj 1 (2,0 g; 3,917 mmol) otopi se u DMF-u (27 mL). Otopini se doda natrijev azid (NaNs;
0,5 g; 7,691 mmol) otopljen u vodi (3 mL). Reakcijska se smjesa preko noc¢i mijesa na 80°C
nakon ¢ega se otapalo upari, a ostatak nakon uparavanja se ekstrahira smjesom diklormetana 1
vode. Organski sloj se susi iznad magnezijevog sulfata (MgSOas) koji se zatim odfiltrira.
Filtrat se upari i produkt izolira kolonskom kromatografijom na silikagelu (diklormetan :
metanol = 200 : 1). Spoj 2 je ulje (865,6 mg; 58 %).

IH NMR (600 MHz, DMSO) § 7,50 — 7,26 (m, 10H, OCHzPh ), 5,71 (d, J = 6,6 Hz, 1H, OH),

5,24 (dd, J = 29,7, 11,7 Hz, 2H, OCH.Ph), 4,98 (q, J = 11,2 Hz, 2H, OCH2Ph), 4,87 (d, J =
1,7 Hz, 1H, H-4), 3,97 — 3,79 (m, 1H, H-5), 3,39 (ddd, J = 12,6; 10,4; 6,3 Hz, 2H, H-6).

13C NMR (151 MHz, DMSO) & 169,00 (C-1), 157,37 (C-3), 136,15 (Ph-q), 135,63 (Ph-q),
128,44 — 127,73 (Ph), 120,92 (C-2), 75,73 (C-4), 73,61 (OCHzPh), 72,75 (OCH2Ph), 67,66
(C-5), 52,72 (C-6).

Op¢i postupak za pripravu spojeva 3 — 8 metodom A
Otopini spoja 2 (250,0 mg; 0,656 mmol) u DMF-u (3 mL) doda se tert-butanol (3 mL) i voda
(3 mL), alkin (1,2 eq), a zatim bakrena zica (0,4 eq) i 1 M otopina bakrovog sulfata
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pentahidrata (CuSO4 x 5H.0; 0,3 eq) . Reakcijska smjesa se zagrijava 1 h u mikrovalnom
reaktoru (300 W) pri temperaturi 80°C. Otapalo se upari, a ostatak nakon uparavanja se
procisti kolonskom kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 100 : 1). Spojevi

3 — 8 izolirani su kao bijeli prah.

Op¢i postupak za pripravu spojeva 3 i 5 metodom B

Spoj 1 otopi se u DMF-u (7 mL). Natrijev azid (NaN3) se otopi u vodi (3 mL) i dokapa u
reakcijsku smjesu. Smjesi se doda alkin (1,2 eq), bakrena zica (Cu; 0,4 eq) i 1 M otopina
bakrovog sulfata pentahidrata (CuSO4 x 5H20; 0,3 eq; 0,15 mL). ). Reakcijska smjesa se
zagrijava 1 mije$a u mikrovalnom reaktoru 1 h na temperaturi 80°C 1 300 W. Otapalo se upari,
a produkt se izolira kolonskom kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 100 :
1).

6-[4-(4-metoksifenil)-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (3)

Metoda A: 2 (250,0 mg; 0,656 mmol); 1 M CuSO4 x 5H.0 (0,2 mL); Cu (34,0 mg; 0,535
mmol); 4-metoksifenilacetilen (0,1 mL; 0,787 mmol), tert-butanol (3 mL); DMF (3 mL); H.O
(3 mL); 3 (222,2 mg; 66 %).

Metoda B: 1 (250,0 mg; 0,490 mmol); NaNz (79,7 mg; 1,226 mmol); 1 M CuSO4 x 5H20
(0,15 mL); Cu (25,5 mg; 0,401 mmol); 4-metoksifenilacetilen (0,08 mL; 0,588 mmol); DMF
(7 mL), H20 (3 mL), 3 (125,2 mg; 50 %).

IH NMR (600 MHz, DMSO) § 8,54 (s, 1H, H-7), 7.82 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Ph-2', Ph-6"), 7,52 —
7,33 (M, 10H, OCH2Ph), 7,07 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ph-3', Ph-5"), 5,81 (d, J = 6.8 Hz, 1H, OH),
5,28 (dd, J = 43,8, 11,6 Hz, 2H, OCH2Ph), 5,11 — 4,96 (m, 3H, H-4, OCH.Ph), 4,75 (dd, J =
13,8, 3,7 Hz, 1H, H-6), 4,48 (dd, J = 13,8, 9,6 Hz, 1H, H-6), 4,31 — 4,23 (m, 1H, H-5), 3,85
(s, 3H, OCHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO) § 169,01 (C-1), 158,92 (Ph-q), 157,23 (C-8), 146,01 (C-3),
136,11 (Ph-q), 135,57 (Ph-q), 128,70 — 126,42 (Ph), 123,39 (Ph-q"), 121,51 (C-7), 120,97 (C-
2), 114,28 (Ph"), 75,58 (C-4), 73,65 (OCH:Ph), 72,81 (OCH2Ph), 67,28 (C-5), 55,11 (OCH3),
52,40 (C-6).
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6-[4-(2-metoksifenil)-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (4)

Metoda A: 2 (250,0 mg; 0,656 mmol); 1 M CuSO4 x 5H.0 (0,2 mL); Cu (34,0 mg; 0,535
mmol); 2-metoksifenilacetilen (0,1 mL; 0,787 mmol), tert-butanol (3 mL); DMF (3 mL); H.O
(3 mL); 4 (201,0 mg; 60 %).

IH NMR (300 MHz, DMSO) 5 8,44 (s, 1H, H-7), 8,15 (dd, J = 7,7, 1,6 Hz, 1H, Ph-2), 7,65 —
7,25 (m, 11H, Ph, Ph-4"), 7,13 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,05 (t, J = 7,5 Hz, 1H, Ph-3), 5,71 (d, J =
7,0 Hz, 1H, OH), 5,23 (dd, J = 23,9, 11,6 Hz, 2H, OCHzPh), 5,01 (dd, J = 10,8, 1,2 Hz, 3H,
H-4, OCH,Ph), 4,72 (dd, J = 13,7, 3,4 Hz, 1H, H-6), 4,47 (dd, J = 13,7, 9,7 Hz, 1H, H-6),
4,28 - 4,15 (m, 1H, H-5), 3,91 (s, 3H, OCHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO) & 169,01 (C-1), 157,24 (Ph-q), 155,26 (C-8), 141,48 (C-3),
136,11 (Ph-q), 135,57 (Ph-q), 128,76 — 124,99 (Ph), 120,98 (Ph-q"), 120,58 (C-7), 119,15 (C-
2), 111,49 (Ph"), 75,64 (C-4), 73,64 (OCH:Ph), 72,78 (OCH2Ph), 67,42 (C-5), 55,39 (OCH3),
52,25 (C-6).

6-[4-(3-hidroksifenil)-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-O,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (5)

Metoda A: 2 (250,0 mg; 0,656 mmol); 1 M CuSO4 x 5H.0 (0,2 mL); Cu (34,0 mg; 0,535
mmol); 3-hidroksifenilacetilen (0,1 mL; 0,787 mmol), tert-butanol (3 mL); DMF (3 mL); H20
(3 mL); 5 (209,1 mg; 64 %).

Metoda B: 1 (250,0 mg; 0,490 mmol); NaNz (79,7 mg; 1,226 mmol); 1 M CuSO4 x 5H.0
(0,15 mL); Cu (25,5 mg; 0,401 mmol); 3-hidroksifenilacetilen (0,08 mL; 0,588 mmol); DMF
(7 mL), H20 (3 mL), 5 (126,4 mg; 52 %).

IH NMR (600 MHz, DMSO) § 9,51 (s, 1H, OH), 8,51 (s, 1H, H-7), 7,49 — 7,19 (m, 13H, Ph,
Ph), 6,72 (dt, J = 6,4, 2,5 Hz, 1H, Ph-4), 5,73 (d, J = 6,8 Hz, 1H, OH), 5,22 (dd, J = 43,7,
11,7 Hz, 2H, OCHaPh), 5,08 — 4,89 (m, 3H, H-4, OCH,Ph), 4,69 (dd, J = 13,8, 3,6 Hz, 1H, H-
6), 4,43 (dd, J = 13,8, 9,6 Hz, 1H, H-6), 4,25 — 4,18 (m, 1H, H-5).

13C NMR (75 MHz, DMSO) § 169,03 (C-1), 157,71 (Ph-q)), 157,25 (C-8), 146,14 (C-3),
136,11 (Ph-q), 135,57 (Ph-q), 131,98 (Ph-q), 129,90 — 127,82 (Ph), 122,41 (C-7), 120,95 (C-

2), 115,97 (Ph’), 114,80 (Ph-q), 111,79 (Ph-q), 75,58 (C-4), 73,66 (OCH.Ph), 72,81
(OCH2Ph), 67,25 (C-5), 52,44 (C-6).
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6-[4-(3-klorpropil)-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-O,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (6)

Metoda A: 2 (250,0 mg; 0,656 mmol); 1 M CuSO4 x 5H.0 (0,2 mL); Cu (34,0 mg; 0,535
mmol); 5-klor-1-pentin (0,1 mL; 0,787 mmol), tert-butanol (3 mL); DMF (3 mL); H20 (3
mL); 6 (184,9 mg; 58 %).

IH NMR (300 MHz, DMSO) & 7,91 (s, 1H, H-7), 7,53 — 6,95 (m, 10H, OCH,Ph), 5,65 (d, J =
6,9 Hz, 1H, OH), 5,22 (q, J = 11,7 Hz, 2H, OCH,Ph), 4,98 (d, J = 1,9 Hz, 2H, OCH2Ph), 4,94
(d, J = 1,3 Hz, 1H, H-4), 4,60 (dd, J = 13,7, 3,8 Hz, 1H, H-6), 4,35 (dd, J = 13,7, 9,3 Hz, 1H,
H-6), 4,22 — 4,02 (m, 1H, H-5), 3,68 (t, J = 6,5 Hz, 1H, H-3'), 2,75 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H-1),
2,12 - 1,92 (m, 2H, H-2).

13C NMR (151 MHz, DMSO) & 169,28 (C-1), 157,48 (C-3), 145,42 (C-8), 136,23 (Ph-q),
135,69 (Ph-g), 128,90 — 127,98 (Ph), 123,39 (C-7), 121,06 (C-2), 75,75 (C-4), 73,84
(OCH.Ph), 72,97 (OCH,Ph), 67,46 (C-5), 52,33 (C-6), 44,85 (C-3'), 31,88 (C-1'), 22,37 (C-
2.

6-[4-decil-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (7)

Metoda A: 2 (210,0 mg; 0,551 mmol); 1 M CuSO4 x 5H.0 (0,2 mL); Cu (29,1 mg; 0,458
mmol); dodecin (0,14 mL; 0,661 mmol), tert-butanol (3 mL); DMF (3 mL); H2O (3 mL); 7
(184,0 mg; 61 %).

IH NMR (600 MHz, DMSO) & 7,84 (s, 1H, H-7), 7,43-7,29 (m, 10H, OCH.Ph), 5,62 (d, J =
7,0 Hz, 1H, OH), 522 (dd, J = 42,3, 11,7 Hz, 2H, OCH2Ph), 4,98 (q, J = 11,2 Hz, 2H,
OCH2Ph), 4,91 (d, J = 1,2 Hz, 1H, H-4), 4,58 (dd, J = 13,8, 3,9 Hz, 1H, H-6), 4,34 (dd, J =
13,8, 9,3 Hz, 1H, H-6), 4,18 — 4,07 (m, 1H, H-5), 2,59 (t, J = 7,6 Hz, 2H, H-1), 1,68 — 1,49
(m, 2H, H-2), 1,34 — 1,22 (m, 14H, CH,' x 7), 0,85 (t, J = 7,0 Hz, 3H, CHa).

13C NMR (151 MHz, DMSO) & 169,02 (C-1), 157,23 (C-3), 146,56 (C-8), 136,12 (Ph-q),
135,58 (Ph-q), 128,69 — 127,78 (Ph), 122,82 (C-7), 120,98 (C-2), 75,58 (C-4), 73,66
(OCH2Ph), 72,79 (OCH.Ph), 67,37 (C-5), 52,06 (C-6), 31,25 (C-1), 28,96 (CH)), 28,95
(CH2), 28,93 (CH2), 28,76 (CHz)), 28,66 (CH2), 28,58 (CH2), 24,96 (CHy), 22,06 (CH2),
13,92 (CHa).
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6-[4-(2-hidroksietil)-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-O,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (8)

Metoda A: 2 (250,0 mg; 0,656 mmol); 1 M CuSO4 x 5H.0 (0,2 mL); Cu (34,0 mg; 0,535
mmol); 3-butin-1-ol (0,06 mL; 0,787 mmol), tert-butanol (3 mL); DMF (3 mL); H20 (3 mL);
8 (155,3 mg; 53 %).

IH NMR (300 MHz, DMSO) & 7,87 (s, 1H, H-7), 7,56 — 7,19 (m, 10H, OCH,Ph), 5,64 (d, J =
6,9 Hz, 1H, OH), 5,22 (dd, J = 23,3, 11,7 Hz, 2H, OCH;Ph), 5,04 — 4,96 (m, 2H, OCH:Ph),
4,93 (d, J = 1,3 Hz, 1H, H-4), 4,63 (t, J = 5,3 Hz, 1H, OH), 4,61 — 4,55 (m, 1H, H-6), 4,35
(dd, J = 13,7, 9,3 Hz, 1H, H-6), 4,19 — 4,08 (m, 1H, H-5), 3,62 (dd, J = 12,3, 6,9 Hz, 2H, H-
2, 2,76 (t, J = 7,0 Hz, 2H, H-1Y).

13C NMR (151 MHz, DMSO) § 169,01 (C-1), 157,22 (C-3), 144,00 (C-8), 136,10 (Ph-q),
135,56 (Ph-q), 128,67 — 127,77 (Ph), 123,42 (C-7), 120,96 (C-2), 75,57 (C-4), 73,64
(OCH2Ph), 72,78 (OCH:Ph), 67,36 (C-5), 60,35 (C-2'), 52,06 (C-6), 29,11 (C-1').

6-[4-(4-metoksifenil)-1,2,3-triazol-1-il]-L-askorbinska kiselina (9)

Spoj 3 (234,0 mg; 0,456 mmol) se otopi u suhom diklormetanu (25 mL). U atmosferi argona
pri temperaturi -65°C dokapa se boron-triklorid (BCls; 2,8 mL). Reakcijska smjesa se mijesa
na temperaturi —65°C 2 h, a zatim se preko noc¢i ostavi u zamrzivacu. U reakcijsku smjesu se
potom doda smjesa otapala diklormetana i metanola (diklormetan : metanol = 1: 1; 10 ml) i
ostavi mijesati 30 min. Otapalo se upari, a ostatak nakon uparavanja se otopi u metanolu i
otopini se doda Amberlit IRA-743. Amberlit se odfiltrira, otapalo upari, a produkt se izolira
kolonskom kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 10 : 1). Spoj 9 je bijeli
prah (81,8 mg, 54 %).

IH NMR (300 MHz, DMSO) § 11,18 (s, 1H, OH), 8,45 (s, 2H, H-7. OH), 7,77 (d, J = 8,8 Hz,
1H, Ph-2', Ph-6'), 7,01 (d, J = 8,8 Hz, 1H, Ph-3', Ph-5'), 5,53 (s, 1H, OH), 4,76 (d, J = 1,5 Hz,
1H, H-4), 4,66 (dd, J = 13,7, 3,9 Hz, 1H, H-6), 4,40 (dd, J = 13,7, 9,3 Hz, 1H, H-6), 4,28 —
4,19 (m, 1H, H-5), 3,79 (s, 1H, OCHa).

13C NMR (75 MHz, DMSO) § 170,29 (C-1), 158,91 (Ph-q), 152,04 (C-3), 145,94 (C-8),
126,42 (Ph), 123,42 (Ph-q), 121,53 (C-7), 118,28 (C-2), 114,29 (Ph"), 75,54 (C-4), 67,12 (C-
5), 55,12 (OCHs), 52,74 (C-6).
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Sinteze spojeva

Cilj ovog rada bila je sinteza potencijalno bioloski aktivnih 1,2,3-triazolnih derivata L-
askorbinske kiseline regioselektivnom reakcijom 1,3-dipolarne cikloadicije uz Cu(l) kao
katalizator. Sintetizirani su 1,2,3-triazolni derivati L-askorbinske kiseline (3 — 8) s razli¢itim

Supstituentima u polozaju C-4 triazolnog prstena (slika 8).

3, R=----©—OCH3

5, R =

H,CO . N-NHO
o sreT | RGO 0 g

7 Rzl NV NANN _
3, R =...../\OH Bno OBn

Slika 8. 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati L-askorbinske kiseline

Sinteza je provedena uz tosilatni derivat L-askorbinske kiseline (1) kao pocetni spoj

koji je prethodno sintetiziran iz L-askorbinske kiseline u Cetiri stupnja (shema 4).

HO #—O 0

HO\)\XiTO AcCl/aceton Oy\iz,/o BnCl O\/\\Si)_\fo
- —_— _ > _
HO  OH HO  OH BnO  OBn
t-askorbinska kiselina
IHAC
HO HO
Tsovkgifo TsCl Ho 0o
-
BnO OBn BnO OBn

1

Shema 4. Prikaz sinteze tosilatnog derivata L-askorbinske kiseline (1)

Prvi korak je reakcija L-askorbinske kiseline s acetil-kloridom i acetonom pri ¢emu
nastaje 5,6-0,0-izopropiliden-L-askorbinska kiselina. U drugom koraku nastali produkt

reagira s benzil-kloridom i kalijevim karbonatom u DMF-u pri ¢emu nastaje 2,3-O,0-
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dibenzil-5,6-0,0-izopropiliden-L-askorbinska kiselina. Reakcijom s octenom kiselinom i
metanolom uklonjena je izopropilidenska zastita pri ¢emu je izolirana 2,3-O,0-dibenzil-L-
askorbinska kiselina. Tosilatni derivat (1) dobiven je reakcijom 2,3-O,0-dibenzil-L-

askorbinske kiseline s p-toluensulfonil-kloridom i pirimidinom u iskoristenju od 66%.

1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati L-askorbinske kiseline dobiveni su na dva

nacina, metodom A i metodom B (shema 5).

Metoda A sastoji se od 2 koraka i uklju¢uje izolaciju azidnog derivata L-askorbinske
kiseline (2). Tosilatni derivat (1) se reakcijom s natrijevim azidom prevodi u azidni derivat (2)
koji se izolira, a zatim reakcijom 1,3-dipolarne cikloadicije azidnog derivata i odgovarajucih
alkina nastaju 1,4-disuptituirani 1,2,3-triazolni derivati L-askorbinske kiseline. Reakcijski
uvjeti zahtijevaju prisutnost bakrene zice, bakrovog sulfata pentahidrata, a reakcija se odvija u
mikrovalnom reaktoru pri 80°C. Spojevi 3 — 8 sintetizirani su metodom A, a iskoriStenja
iznose: 66% (3), 60% (4), 64% (5), 58% (6), 61% (7) i 63% (8).

Metoda B ukljucuje tandemsku sintezu pri ¢emu se azidni derivat (2) koji nastaje in
situ iz tosilatnog derivata L-askorbinske kiseline (1) ne izolira iz reakcijske smjese, vel
reakcijom s odgovarajué¢im alkinom odmah prelazi u 1,4-disuptituirani 1,2,3-triazolni derivat
L-askorbinske kiseline. Spojevi 3 i 5 pripremljeni su metodom B, a iskoristenja iznose 50%
(3) 1 52% (5).

Kako bi se sintetizirao derivat sa slobodnim hidroksilnim skupinama, spoju 3 su
reakcijom s boron-trikloridom uklonjene benzilne zastitne skupine te je izoliran spoj 9.

Iskoristenje ove reakcije iznosi 54%.
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Shema 5. Prikaz sinteze 1,4-disupstituiranih 1,2,3-triazolnih derivata L-askorbinske kiseline

4.2. Analiza spektara 'H NMR

Analizom spektara 'H i *C NMR spojeva 1 - 9 na temelju karakteristi¢nih signala

odredenih skupina potvrdene su strukture spojeva.
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Slika 9. Spektar *H NMR spoja 3

U spektru *H NMR spoja 3 prisutni su signali metilenskih protona benzilne zastitne
skupine (5,28 i 5,11 — 4.96 ppm) te signali fenilnih protona benzilne zastite (7,52 — 7,33
ppm). Vidljiv je signal koji pripada protonu laktonskog prstena L-askorbinske kiseline H-4
(5,11 — 4,96) te signali koji odgovaraju protonima H-5 i H-6 (4,75 — 4,23 ppm). Nadalje, u
spektru je prisutan signal protona hidroksilne skupine (5,81 ppm). Nastanak triazolnog prstena
potvrden je karakteristicnim signalom protona H-7 u aromatskom podrucju spektra (8,54
ppm). Vidljivi su i signali protona 4-metoksifenilnog supstituenta (Ph-2', Ph-3', Ph-5', Ph-6',
7,82 — 7,07 ppm; OCHzs, 3,85 ppm).
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Slika 10. *H NMR spektar spoja 9

Spoj 9 dobiven je uklanjanjem benzilnih zastitnih skupina sa spoja 3. U odnosu na
spektar *H NMR spoja 3, u spektru spoja 9 nisu prisutni signali metilenskih i fenilnih protona

benzilne skupine (zasjenc¢ano), a pojavljuju se dva nova signala koja odgovaraju hidroksilnim

skupinama (11,18 i 8,45 ppm).

28



5. ZAKLJUCCI

29



ViSestupnjevitom sintezom sintetiziran je tosilatni derivat L-askorbinske kiseline (1)

kao prekursor za sintezu azida L-askorbinske kiseline (2).

Regioselektivnom 1,3-dipolarnom cikloadicijom azidnog derivata L-askorbinske
kiseline (2) i odgovarajucih alkina s Cu(I) kao katalizatorom, prema konceptu "klik" kemije,
uspjesno su sintetizirani 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati L-askorbinske kiseline (3 —

8) s razli¢itim supstituentima u polozaju C-4 triazolnog prstena (metoda A).

Tandemskom reakcijom uz tosilatni derivat L-askorbinske kiseline (1) kao polazni
spoj bez izolacije azidnog derivata (2) takoder su sintetizirani 1,4-disupstituirani 1,2,3-
triazolni derivati L-askorbinske kiseline (3 i 5) (metoda B).

Postepeni sintetski put (metoda A) u kojem je provedena izolacija azidnog derivata L-
askorbinske kiseline (2) pri sintezi 1,2,3-triazolnih derivata L-askorbinske kiseline dao je bolje

iskoristenje u odnosu na tandemsku reakciju (metoda B).

Uklanjanjem 2,3-0,0-dibenzilnih zastitnih skupina u spoju 3 dobiven je spoj sa

slobodnim hidroksilnim skupinama (9).

U tijeku su ispitivanja utjecaja supstituenata u polozaju C-4 triazolnog prstena
novopripravljenih spojeva (3 — 9) na antiproliferativno djelovanje na zlo¢udne tumorske

stanice porijeklom iz ¢ovjeka kao i ispitivanje antioksidativnih svojstava spoja 9.
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