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SAZETAK

Novi postupci priprave adamantil-triazolnih derivata manoziliranog
desmuramil-dipeptida

Josip Drazenovié¢

U sklopu diplomskog rada ispitana je moguénosti priprave adamantil-triazolnog derivata desmuramil-
dipeptida, L-Ala-D-isoGlIn, koji je dodatno modificiran uvodenjem manozne podjedinice vezane za
dipeptid preko acetilne poveznice. Kao peptidni prekursor pripravljen je zasti¢eni dipeptid Boc-L-Ala-
D-Glu(OBn), a na istome je uspjeSno provedena reakcija amidacije s propargilaminom uz N-
metilmorfolin te n-butil-klorformijat kao kondenzacijski reagens. Metoda amidacije optimirana je i
uspjesno iskoriStena i prilikom uvodenja adamantil-triazolne podjedinice u strukturu dipeptida.
Adamantil-triazolna podjedinica pripravljena je ,,one-pot* sintezom iz komercijalno dostupnog
propargilamina i prethodno pripravljenog 1-azidoadamantana. Optimirana ,,one-pot* sinteza uspje$no
je upotrijebljena u laboratoriju za pripravu novih 1,4-supstituiranih triazolnih derivata propargilamina.
U klik-reakciji koja je dio ,,one-pot“ sinteze kao katalizator koriSten je in situ generirani bakar(l).
Prethodno pripravljena benzilima zasticena manoza preko acetilne poveznice u reakciji kondenzacije
povezana je s propargiliranim dipeptidom i adamantil-triazolnim derivatom desmuramil-dipeptida.
Konaéni cilj diplomskog rada je pripravljanje izomerno ¢istog manoziliranog adamantil-triazolnog
derivata desmuramil-dipeptida kojem je po pripravi potrebno in vivo ispitati adjuvantsku aktivnost.
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ABSTRACT

A novel synthetic route to adamantyltriazole derivative of mannosylated
desmuramyldipeptide

Josip Drazenovié¢

In this diploma thesis, the possibilities of preparation of the adamantyltriazole derivative of
desmuramyldipeptide, which was further modified by the introduction of a mannose subunit bound to
the dipeptide via an acetyl linker, were investigated. The protected dipeptide Boc-L-Ala-D-Glu-(OBn)
was prepared first as a peptide precursor and then modified successfully in the amidation reaction with
propargylamine. In this reaction n-butyl chloroformate was used as the condensing reagent and N-
methylmorpholine as a base. The amidation method was optimized and successfully applied for the
introduction of the adamantyltriazole subunit into the structure of the dipeptide. The adamantyltriazole
subunit was prepared by one-pot synthesis from commercially available propargylamine and
previously prepared azidoadamantane. Optimized one-pot synthesis has been successfully used in the
laboratory for the preparation of new 1,4-substituted triazole propargylamine derivatives. As a part of
the one-pot synthesis in situ-generated copper(l) was used as a catalyst. Previously prepared benzyl-
protected mannose in the penultimate step of the overall synthesis is connected to a propargylated
dipeptide and an adamantyltriazole derivative of desmuramyldipeptide. The final goal of the diploma
thesis is the preparation of an isomerically pure deprotected manosylated adamantyltriazole derivative
of desmuramyldipeptide. Adjuvant activity will be tested in vivo on the prepared target molecule.

(68 + xxvii pages, 36 figures, 2 tables, 52 references, original in Croatian)

Thesis deposited in Central Chemical Library, Faculty of Science, University of Zagreb, Horvatovac
102a, Zagreb, Croatia and in Repository of the Faculty of Science, University of Zagreb

Keywords: adamantane, adjuvant, desmuramyldipeptide, click-chemistry, mannoconjugates, triazole

Mentor: Dr. Vesna Petrovi¢ Perokovié¢, Associate Professor
Assistant mentor: Danijela Mihelac, mag. chem.
Reviewers:
1. Dr. Vesna Petrovi¢ Perokovié¢, Associate Professor
2. Dr. Davor Kovacevi¢, Professor
3. Dr. Predrag Novak, Professor
Substitute: Dr. Ivana Biljan, Assistant Professor
Date of exam: 19. 06. 2020.

Josip Drazenovié¢ Diplomski rad






§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Tvari koje se inkorporiraju u formulaciju cjepiva, a kao cilj imaju povecanje njihove
imunogeni¢nosti tj. izazivanje jaeg imunoloSkog odgovora nazivaju Se adjuvansima.
Adjuvantsku aktivnost pokazuju razlicite skupine spojeva medu kojima su i derivati muramil-
dipeptida (MDP), koji su tema ovog diplomskog rada. Muramil-peptidi dio su strukture
peptidoglikana, gradivnog materijala stijenki Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, a
MurNAc-L-Ala-D-isoGlIn tj. MDP (slika 1.a)) najmanja je strukturna jedinica peptidoglikana
koja pokazuje adjuvantsku aktivnost. lako posjeduje adjuvantsku aktivnost, uporaba MDP-a
moze uzrokovati razne nuspojave, zbog Cega su sintetizirani brojni derivati 1 analozi
navedenog spoja, a studije odnosa strukture i aktivnosti pokazale su da N-acetilmuraminska
kiselina, MurNAc kao dio strukture muramil-dipeptida nije klju¢na za adjuvantsku aktivnost.
Razli¢itim strukturnim modifikacijama dipeptidnog dijela molekule, L-alanil-D-izoglutamina
(L-Ala-D-isoGlIn) koji se naziva desmuramil-dipeptid, nastoji se posti¢i §to bolji imunoloski
odgovor, a neki adamantilni derivati desmuramil-dipeptida sa i bez dodatka manozne
podjedinice pripravljeni su i u laboratoriju Zavoda za organsku kemiju Kemijskog odsjeka
PMF-a. Uvodenje manoze u strukturu desmuramil-dipeptida pokazalo se povoljnim zbog
moguce interakcije molekule s manoznim receptorima, a uvodenje adamantilne jedinice
povecava lipofilnost molekule ¢ime se olakSava ulazak desmuramil-dipeptida u stanicu kroz

lipidni dvosloj.**

Cilj ovog rada jest razvoj metoda priprave adamantil-triazolnih derivata manoliziranog
desmuramil-dipeptida (slika 1.b)) s naglaskom na optimiranje i razvoj metode propargiliranja
odnosno amidacije dipeptida te optimiranje klik-reakcije kojom se selektivno dobiva
1,4-supstituirani adamantil-triazolni segment. Kao polazni dipeptid pripravit ¢e se zastiena
L-alanil-D-glutaminska kiselina (Boc-L-Ala-D-Glu) nakon ¢ega ¢e se ispitati nekoliko metoda
amidacije slobodne karboksilne skupine. Propargilirani derivat Boc-L-Ala-D-Glu pokusat ¢e
se pripraviti i neizravno, kondenzacijom prethodno propargilirane glutaminske Kiseline s
odgovaraju¢im aktiviranim derivatom alanina. Pripravljeni propargilirani dipeptid potom ce

se podvrgnuti klik-reakciji s 1-azidoadamantanom. Osim toga, pokusat ¢e se provesti i

Josip Drazenovié¢ Diplomski rad



§ 1. Uvod 2

modifikacija samog propargilamina klik-reakcijom s ve¢ spomenutim 1-azidoadamantanom
nakon ¢ega ¢e uslijediti amidacija dipeptida s tako pripravljenim aminom. U svim sluc¢ajevima
triazolni prsten pripravit ¢e se azid-alkin cikloadicijom izmedu odgovarajuceg terminalnog
alkina i azida u prisutnosti bakra(I), a kao katalizator bit ¢e isproban i srebrov klorid.
Prethodno pripravljeni manozni prekursor vezat ¢e se preko poveznice od dva ugljikova
atoma na terminalnu amino-skupinu dipeptida, a kona¢nom spoju kojemu su uklonjene sve

zaStitne skupine ispitat ¢e se in vivo adjuvantski ucinak.

a) OH

HO

NHAe ™oy

HN (0] 0

1
o N \\‘\\\
w ﬁ - oI

O CONH,

b)

(8]
H
N
N /Y\ 4@
H N
O \& N-."“:-—_N/

COOH

Slika 1. Strukturne formule: a) muramil-dipeptida (MDP) i b) ciljne molekule adamantil-triazolnog derivata
manoliziranog desmuramil-dipeptida. Dipeptidni fragment koji odgovara desmuramil-dipeptidu oznaden je

plavo.!
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§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Muramil-peptidi

Cijepljenje ili vakcinacija protiv zarazne bolesti definira se kao postupak planskog izazivanja
specifiénog zastitnog imunoloSkog odgovora protiv uzroénika bolesti, a lijekovi bioloskog
podrijetla koriteni radi izazivanja spomenutog odgovora nazivaju se cjepivima. Imunoloski
odgovor moguée je regulirati imunomodulatorima Kkoji Sse mogu podijeliti na
imunostimulatore (adjuvanse) i imunosupresive. Adjuvansi (lat. adiuvare - pomagati) su tvari
koje se inkorporiraju u formulaciju cjepiva kako bi povecali njihovu imunogeni¢nost tj.
izazvali ja¢i imunoloski odgovor, a muramil-dipeptid (MDP) i njegovi derivati jedna su od
mnos$tva skupina spojeva koji posjeduju adjuvantsku aktivnost. Muramil-peptidi dio su
strukture peptidoglikana, gradivnog materijala stijenki Gram-pozitivnih i Gram-negativnih
bakterija. Peptidoglikan je prirodni polimer graden od okosnice koju ¢ine molekule N-
acetilglukozamina (GIcNAc) i N-acetilmuraminske kiseline (MurNAc) povezane [-
glikozidnom vezom i peptidnih poveznica koje spajaju polisaharidne lance. Osnovna
ponavljajuca jedinica peptidoglikana je peptidoglikan monomer (PGM), disaharid-pentapeptid
sastava B-D-GIcNAc-(1—4)-D-MurNAc-L-Ala-D-izoGIn-mezoD AP(¢eNH,)-D-Ala-D-Ala.
Muramil-dipeptid najmanja je strukturna jedinica peptidoglikana koja pokazuje adjuvantsku
aktivnost, a sastoji se od dipeptida L-alanina i D-izoglutamina koji je amidnom vezom

povezan s laktilnim dijelom N-acetilmuraminske kiseline (slika 2).1*

OH

HO

NHAc oy

HN 0] O

H
o ) N m\‘\\
W - OH

0 CONH,

Slika 2. Strukturna formula molekule muramil-dipeptida (MDP).!
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Manji peptidoglikanski fragmenti djeluju tako da se vezu na unutarstanicne NOD-
proteine. Tako NOD2-protein specificno prepoznaje fragment MurNAc-L-Ala-D-isoGlIn tj.
MDP. Ovaj protein, poznat i kao NLRC2 i CARD15, ukljucen je u signalni odgovor u kojem
se peptidoglikanski fragment, u ovom slucaju MDP, prepoznaje kao molekulski uzorak
povezan s patogenom (engl. pathogen-associated molecular pattern, PAMP). NOD?2 sastoji
se od nekoliko domena, a za onu bogatu leucinom (engl. leucine rich repeat domain, LRR)
vjeruje se da igra ulogu senzora MDP-a. Lauro i suradnici zaklju¢ili su da je za prepoznavanje
MDP-a tj. interakciju NOD2-MDP bitna uloga bocnih ogranaka aminokiselina Arg877,
Trp931 i Ser933. Vezanje MDP-a na NOD2 potvrdeno je biofizikalnim i biokemijskim
testovima. Grimes i suradnici pokazali su da ovo vezanje ovisi 0 promjeni pH vrijednosti te da

je optimalan pH izmedu 5,0 i 6,5.%°

lako posjeduje adjuvantsku aktivnost, uporaba MDP-a moze uzrokovati razne
nuspojave, zbog cega su sintetizirani brojni derivati 1 analozi navedenog spoja. Strukturne
promjene radene su na N-acetilmuraminskoj kiselini, ali i na dipeptidnom dijelu, a na temelju
analize povezanosti strukture i aktivnosti izvedeno je nekoliko zakljucaka; (i) uklanjanjem
hidroksilne skupine na anomernom ugljikovom atomu ili zamjenom iste s metilnom skupinom
u a- ili B-polozaju ne dolazi do smanjenja adjuvantske aktivnosti; (ii) amidna skupina N-
acetilmuraminske kiseline (polozaj C2) nuzna je za aktivnost, ali acetamidna skupina moze
biti zamjenjena nekom drugom acilamido-skupinom; (iii) zamjena GIcNAc nekim drugim
ugljikohidratnim konfiguracijskim izomerom ne dovodi do gubitka aktivnosti; (iv) do gubitka
aktivnosti ne dolazi aciliranjem hidroksilne skupine na C6 kao ni zamjenom iste amino- ili
acilamino-skupinom; (v) zamjenom metilne skupine laktilnog dijela N-acetilmuraminske
kiseline ne dolazi do smanjenja aktivnosti, a tako priredeni spojevi pokazali su se manje
toksi¢nima od MDP-a; (vi) promjena konfiguracije alanina rezultira nastankom inaktivnog
spoja dok zamjenom istog nekom drugom L-aminokiselinom ne dolazi do gubitka aktivnosti;
(vii) kod glutaminskog dijela bitna je D-konfiguracija, ali i postajanje dvije metilenske
skupine koje odvajaju karboksilne skupine; karboksilne skupine mogu biti slobodne ili
supstituirane. Na slici 3. prikazane su strukture MDP-a i nekih njegovih derivata i analoga s

adjuvantskom aktivnoséu.*
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OR!
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MB 8| Cl; CI; 0C,1, NII,

Slika 3. MDP i njegovi derivati i analozi s adjuvantskom aktivnoséu.

2.1.1. Desmuramil-dipeptid

Studije odnosa strukture i aktivnosti pokazale su da MurNAc kao dio strukture
muramil-dipeptida nije kljuéan za adjuvantsku aktivnost. Analozi MDP-a Koji u svojoj
strukturi ne sadrze spomenuti Secer nazivaju se desmuramil-dipeptidi (DMP), a oni opisani u

literaturi Cesto umjesto MurNAc sadrze lipofilne dijelove.!

2.1.1.1. Adamantilni desmuramil-dipeptidi

Adamantan, policiklicka kavezasta molekula visoke simetrije, najmanja je molekula
predstavnik skupine spojeva ¢ija struktura nalikuje strukturi dijamanta. Adamantilni privjesak
danas se Cesto uvodi u strukturu spojeva ne bi li se na taj nacin povecala lipofilnost molekula
te samim time omogucila bolja interakcija s lipidnim dvoslojem stanice i poboljSala njena
farmakoloska svojstva. S obzirom da su prethodna istrazivanja pokazala kako se ulazak

desmuramil-dipeptida u stanicu dogada pasivnhom apsorpcijom koja je direktno ovisna o
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lipofilnosti molekule, opravdano je uvodenje lipofilnog adamantilne jedinice u strukturu

desmuramil-peptida.®*

Adamantilamid-dipeptid (slika 4. a)) dobiven je vezanjem l-aminoadamantana na
karboksilnu skupinu izoglutamina, a pripravljeni spoj pokazao se u¢inkovitim i1 netoksi¢nim
adjuvansom. Nadalje, vezanje adamantilne skupine na jezgru DMP-a iskoriSteno je i za
pripravu tripeptida koji posjeduju adjuvantsku aktivnost. U sintetiziranim tripeptidima N-
acetilmuraminska kiselina zamjenjena je adamantil-glicinom, a spomenuti spojevi (slika 4. b))
u eksperimentima in vivo na misevima takoder su pokazali imunomodulatorsku aktivnost. Svi
priredeni tripeptidi pokazali su slabiju aktivnost od peptidoglikan monomera, a uocena je i
razlika u djelovanju s obzirom na slijedove D-L-D i L-L-D. U slu¢aju izomera (adamant-1-
iltripeptida aktivnijim se, u oba genska soja miseva (sojevi CBA(H-2*) i NIH/OlaHsd(H-29)),
pokazao D-L-D. U sludaju (adamant-2-il)tripeptida kod miSeva soja CBA(H-2%) boljim se
pokazao izomer L-L-D dok je kod soja NIH/OlaHsd(H-2°%) aktivniji bio D-L-D."?

a) adamantilamid-dipeptid
0
H\A)J\
N
”:N/’\N/ - NH
o CONH,
b) (adamant-1-il)tripeptidi

0 0 0 0
H H
H;N N H:N N
N v OH < N v OH

H

(8] EUI\'Hg 7 0 E()NH]
D-L-D 2 “:-f L-L-D

(adamant-2-il)tripeptidi

[8) O (o) (8]

D-L-D L-L-D

Slika 4. Strukturne formule desmuramil-peptida modificiranih uvodenjem adamantilne skupine: a)

adamantilamid-dipeptid; b) dijastereoizomeri (adamant-1-il)tripeptida i (adamant-2-il)tripeptida.
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2.1.1.2. Manozni receptori i manozilirani derivati desmuramil-dipeptida

Proteini koji specifi¢no i reverzibilno vezu ugljikohidrate (monosaharide i oligosaharide), ali
ne pokazuju Kataliticku aktivnost nazivaju se lektinima (lat. legere - izabrati). Od mnostva
prirodnih monosaharida lektini prepoznaju samo nekolicinu: D-manozu, D-glukozu, N-acetil-
D-glukozamin, N-acetil-D-galaktozamin, L-fukozu, N-acetilneuraminsku kiselinu i D-ksilozu.
Osim navedenih monosaharida, lektini prepoznaju i oligosaharide u kojima se ovi
monosaharidi nalaze, a dijele se na 5 osnovnih skupina s obzirom prema kojem ugljikohidratu
pokazuju najve¢i afinitet. Tako se izdvajaju lektini specifiéni za manozu, galaktozu i1 N-
acetilgalaktozamin, N-acetilglukozamin, fukozu te N-acetilneuraminsku kiselinu. Na temelju
aminokiselinskog slijeda domene zaduzene za vezanje ugljikohidrata (engl. carbohydrate-
recognition domain, CRD) i ostalih biokemijskih svojstava lektini se mogu podijeliti na 4
tipa: tip C, tip S, tip P i tip I. U skupini lektina C tipa, najvecoj od nabrojanih, medu ostalima
nalaze se manozni receptor (MR) te lektin koji veZe manozu (engl. mannose-binding lectin,
MBL) poznat i kao protein koji veze manozu (engl. mannose-binding protein, MBP). MBP
omogucuje fagocitozu istovremenim vezanjem patogenih organizama preko jednog 1
makrofaga preko drugog dijela polipeptidnog lanca te tako sudjeluje u obrani organizma tj.
aktivaciji urodenog imunoloSkog sustava. Manozni receptori smatraju se zaduzenima za
prepoznavanje PAMP komponente na mikroorganizmima, a posreduju i pri endocitozi i

fagocitozi te otpustanju citokina kojima se utjee na steenu imunost.*

Cinjenica da manoza prisutna u strukturi molekule adjuvansa moZe pridonijeti
prepoznavanju molekule od strane receptora na stanicama imunolo§kog sustava dovela je do
derivatizacije desmuramil-dipeptida uvodenjem upravo ovoga Secera. Nekoliko takvih
derivata pripravljeno je kondenzacijskom reakcijom (adamant-1-il)- i (adamant-2-il)tripeptida
tj. terminalnih amino-skupina spomenutih tripeptida i (2,3,4,6-tetra-O-benzil-a-D-
manopiranoziloksi)-2-metilpropanske kiseline nakon ¢ega je uslijedilo uklanjanje zaStitnih
skupina (slika 5. a)). Ovo istrazivanje pokazalo je da spojevi R konfiguracije dijela koji dolazi
od 2-metilpropanske kiseline pokazuju ve¢u adjuvantsku aktivnost od onih S konfiguracije, ali
i od polaznih tripeptida koji nisu sadrzavali manozu. Od pripravljenih derivata
najucinkovitijim se pokazao spoj ¢ija je strukturna formula prikazana na slici 5. b), a u korist

prikazanom derivatu ide i to §to je stabilan, apirogen, netoksican te u vodi topljiv spoj.t
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a)
0 0
i

HN N BnO

N - omu  + "

H H BnO

0 CONH,
0

Slika 5. Manozilirani derivati desmuramil-dipeptida: a) sinteza u tri koraka iz adamantiltripeptida i (2,3,4,6-tetra-
O-benzil-a-D-manopiranoziloksi)-2-metilpropanske ~ Kiseline ; b) strukturna formula najudinkovitijeg

pripravljenog derivata.!

2.2. Sinteza peptida

Proteini 1 peptidi bioloSki su vazni spojevi koji se mogu pronaci u svakom Zivom bicu.
Ukljuceni su u velik broj procesa kao §to su: prijenos tvari preko membrane, medustani¢na
komunikacija, zaStita organizma, stani¢no disanje i mnoge druge. Stoga ne iznenaduje velik
interes znanstvenika za podrucje sinteze peptida i proteina. Povijest sinteze peptida duga je
otprilike 140 godina, a danas je jedno od rijetkih podrucja kemije u kojem se neki spojevi
mogu sintetizirati strojno, bez ljudske intervencije. Prvi N-zastieni dipeptid sintetizirao je
1881. godine T. Curtius, a tek 20 godina kasnije E. Fischer uspio je hidrolizom

diketopiperazina glicina sintetizirati prvi nezasti¢eni sintetizirani dipeptid. Razvojem nove
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metodologije i primjenom zastitnih skupina u sintezi peptida, M. Bergmann (bivsi student E.
Fischera) i L. Zervas otvorili su 1932. godine novo poglavlje u ovom podruc¢ju organske
kemije. Prvi su to znanstvenici koji su sintetizirali peptid koriste¢i prethodno pripravljenu

za§tiéenu aminokiselinu te nakon sinteze uklonili zastitu s peptida.”®

Danas se metode sinteze peptida mogu podijeliti u dvije glavne skupine: sinteza u
otopini ili SPS (engl. solution phase synthesis) i sinteza na ¢vrstom nosacu ili SPPS (engl.
solid phase peptide synthesis). SPS klasican je pristup sintezi koji se sastoji od nekoliko
koraka: (i) aminokiseline 1/ili fragmenti koji se Zele kondenzirati moraju se zastititi tj.
zaSti¢uju se karboksilna 1 amino-skupina koje nece sudjelovati u formiranju peptidne veze; (i1)
zaSticene aminokiseline i/ili fragmenti kondenziraju se uporabom kondenzacijskog reagensa.
(kondenzacijski reagens aktivira karboksilnu skupinu koja ¢e biti nukleofilno napadanuta, a
potom reagira s nukleofilom tj. amino-skupinom); (iii) ukoliko je dobiveni peptid konaéni
spoj uklanjaju se sve zaStitne skupine, a ukoliko nije uklanja se zastitna skupina s terminusa
na kojem c¢e biti nastavljena sinteza tj. s one skupine s kojom ¢e se dogoditi slijedeca
kondenzacijska reakcija (slika 6.). Svaki korak sinteze u otopini zahtjeva izolaciju te
procis¢avanje 1 u konacnici karakterizaciju produkta, a ovaj postupak dugotrajan je pogotovo
ako se zeljeni peptid sastoji od velikog broja aminokiselina i/ili fragmenata koji se na ovaj
nacin trebaju povezati. Ovaj pristup omoguéuje sintezu manjih peptida, a prednost ovakve
sinteze je visoka cisto¢a kona¢nog produkta. Zbog navedenih nedostataka SPS pristupa
sinteza peptida koji se sastoje od viSe aminokiselina danas se Cesto provodi SPPS

metodama.”®
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R!
OH OH
H,N H,N
0

o RLR?>= ogranci aminokiselina
P!, P2 = zastitne skupine
zastita Zastita L. = izlazna skupina
amino-skupine karboksilne skupine
R! R2 R! 6]
N H
OH op- N
PIHN H,N HN OH
0 s} 0 R?
aktivacija uklanjanje
karboksilne skupine za§titnih skupina
R! R! (o]
ke e H
L ondenzacija N
PIHN o P'HN op?
0 o R?

Slika 6. Shematski prikaz sinteze dipeptida u otopini.

SPPS pristup osmislio je 1963. godine R. B. Merrifield, a temelji se na ,,izgradnji*
peptida na aminokiselini pri¢vrS¢enoj na kruti nosac. U originalnom radu C-terminus buduceg
peptida pricvrséen je za podlogu, a amino-skupina pricvrséene aminokiseline napada
slobodnu karboksilnu skupinu druge aminokiseline kojoj je amino-skupina zasti¢ena. Osim za
C-terminus, buduci peptid moze se za kruti nosa¢ pricvrstiti i N-terminusom, ali 1 bo¢nim
ogrankom kao i okosnicom peptida. Nakon reakcije kondenzacije viSak aminokiseline se
ispire, a s dobivenog dipeptida potom se uklanja zastitna skupina. Nakon uklanjanja zastitne
skupine sve se ponovo ispire i moze se krenuti u slijede¢i krug ,kondenzacija-ispiranje-
uklanjanje zastite-ispiranje. Nakon sinteze zeljenog peptida uklanja se posljednja zaStita i
cijepa se veza peptida i nosaca (u originalnom radu otopinom natrijeva hidroksida). Opisani
postupak tj. sinteza Zeljenog peptida danas je automatizirana, ali je zbog iskoriStenja
ograniena na sintezu peptida koji se sastoje od nekoliko desetaka aminokiselina. Primjerice,
pretpostavi li se da je iskoriStenje svakog koraka sineze peptida od 51 aminokiseline 99,8 %,
ukupno iskoriStenje za sintezu takvog peptida bit ¢e 90 %, no pretpostavi li se da je
iskoriStenje svakog koraka 96,0 % tj. tek neznatno manje od 99,8 % ukupno iskoristenje
sinteze bit ¢e tek 13 %. Osim $to je smanjeno iskoriStenje samo po sebi loSe, u slijede¢em

koraku sinteze peptid koji nije izreagirao bit ¢e kra¢i i kao takav u reakciji s novom
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aminokiselinom daje nusprodukt. Peptidi ve¢i od tehnikom ograni¢enog broja aminokiselina

mogu se sintetizirati kondenzacijom prethodno pripravljenih manjih fragmenata.’**°

2.2.1. Zastitne skupine

Prilikom organske sinteze, a posebno sinteze peptida, ¢esto se javlja potreba za uporabom
zaStitnih skupina. Kada se reakcija zeli provesti kemoselektivno, sto je cilj u vecini slucajeva,
spoj s viSe funkcijskih skupina mora se ,,zastititi od neZeljenih reakcija tj. potrebno je
smanjiti reaktivnost funkcijskih skupina koje se, u uvjetima provodenja reakcija, mogu
kemijski transformirati, a ¢ija je reakcija nezeljena. MnoStvo razli¢itih zastitnih skupina
razvijeno je u tu svrhu. Idealna zastitna skupina mora zadovoljiti nekoliko uvjeta: (i) mora se
jednostavno 1 s velikim iskoriStenjem uvesti na Zeljene funkcijske skupine, a moguci
nusprodukti reakcije moraju se moci jednostavno ukloniti; (ii) mora biti stabilna u uvjetima
provodenja reakcije; (iii) nakon provedenih transformacija mora se jednostavno i s velikim
iskoriStenjem ukloniti; (iv) uvedene zaStitne skupine trebale bi imati minimalan utjecaj na
reaktivnost ostatka molekule; (v) reagensi koji se koriste za uvodenje 1 nusprodukti koji
nastaju uklanjanjem zastitnih skupina moraju biti bezopasni za ljude i prirodu. Uzimajuéi sve
ove uvjete u obzir jasno je da se ne moze definirati jedna, idealna zastitna skupina za
zaSti¢ivanje odredene funkcijske skupine (ako idealna zastitna skupina uopce postoji), ve¢ da
je ovisno o pojedinom spoju i funkcijskim skupinama koje se na spoju nalaze potrebno

izabrati adekvatnu zastitnu skupinu.™

Kao $to je ranije reCeno, sinteza peptida Cesto 1 gotovo uvijek zahtjeva koriStenje
zaStitnih skupina, a velik broj njih upravo je razvijen za potrebe peptidne kemije. Zastitne
skupine koje se primjenjuju u peptidnoj kemiji dijele se s obzirom na to zasti¢uju li a-amino-,

a-karboksilnu ili skupinu u boé¢nom ogranku aminokiselina.'**?

2.2.1.1. Zastita amino-skupine aminokiseline

Prilikom sinteze peptida javlja se potreba za zastitom a-amino-skupine koja, ukoliko je
nezastiena, reagira kao baza, ali i kao nukleofil. Nukleofilni napad nezasticene amino-
skupine kao posljedicu moze imati i neZeljenu polimerizaciju aminokiselina. Uvodenje

zaStitne skupine koja delokalizira elektrone s duSika uklanja oba problema, i bazinost i
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nukleofilnost. Najces¢e skupine koje na taj naCin zastiCuju dusik amino-skupine su
karbamatna i amidna skupina. Osim delokalizacije elektrona valja spomenuti i alkiliranje (i
ariliranje) dusika kao jednu od vrsta zastite no treba re¢i i kako je ona, u odnosu na
delokalizaciju, rjede koriStena vrsta zastite. Neke od karbamatnih zastitnih skupina prikazane

su u tablici 1.

Tablica 1. Pregled odabranih karbamatnih zastita amino-skupine.

Zastitna skupina

Iy

tert-butiloksikarbonil (Boc)

aliloksikarbonil (Alloc)

o

benziloksikarbonil (Cbz)

Rl

9-fluorenilmetiloksikarbonil (Fmoc)

Nacin uvodenja

1) Boc,0, TEA-DMF, H,0"

2) 1-(t-butiloksikarbonil)benzotriazol,
NaOH-dioksan™*

3) Boc-OSu-DCM™®

1) Alloc,O-dioksan, H,0™

2) PPL, Alloc,O-dioksan®

3) CAL B, Alloc,0, mol. sita (4 A)-
THF®

1) Cbz-Cl, MgO-H,0"?

2) 1-benziloksikarbonilbenzotriazol,
NaOH-dioksan®’

3) Cbz-OSu, Na,COs-aceton, H,0®

1) Fmoc-Cl, Na,CO;-dioksan, H,0"
2) Fmoc-OSu, TEA-DCM*®
3) Fmoc-Ns, Na,CO5-dioksan, H,0*

Nacin uklanjanja
1) 25-50 % TFA-DCM*
2) HCl-dioksan®®
3) MeSO;H-dioksan™
4) TMS-CI, fenol-DCM®

1) Pd(PhsP)., Me,NHxBH3-DMF*®

2) Ni(CO),-DMF, H,0%

3) 1,-MeCN, H,0%

4) [Ni(bipy)al(BF4)2, Zn anoda-DMF*

1) H,-Pd/C™
2) HBr-AcOH™
3) BBr,'t

1) 20 % piperidin-DMF®
2) 10 % DEA-DMA™

3) TBAF-DMF*

4) Hp-Pd/C™®

Prilikom uvodenja Boc zastitne skupine Cesto se zbog reaktivnosti reagensa izbjegava
koristenje t-butil-klorformijata. Problem kod koriStenja klorformijatnih reagensa javlja se i
prilikom uvodenja Alloc i Fmoc zastite. Reakcije uvodenja ovih zastitnih skupina pomocu
klorformijatnih reagensa osim za$ti¢ine aminokiseline (slika 7., put a) kao nusprodukte
ponekad daju dipeptide koriStenih aminokiselina koji nastaju nukleofilnim napadom
nezasti¢ene karboksilne skupine aminokiseline (slika 7., put b). Navedena kondenzacija moze
se sprije€iti privremenim zaSti¢ivanjem karboksilne

skupine ili koriStenjem manje

elektrofilnog reagensa za uvodenje zastite. Takav, manje elektrofilan reagens je primjerice N-

hidroksisukcinimidni ester.'%%2
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Slika 7. Nastanak dipeptida prilikom koristenja klorformijatnih reagensa.
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2.2.1.2. Zastita karboksilne skupine aminokiselina

Osim da bi se sprijecio nukleofilni napad karboksilata spomenut u prethodnom poglavlju,

karboksilna skupina zasticuje se 1 da bi se uklonili kiseli protoni te kako bi se sprijecio

nukleofilni napad na karbonilnu skupinu. Ponekad je cilj zasti¢ivanja karboksilne skupine

povecanje topljivosti spoja u organskim otapalima radi provodenja reakcije ili snimanja

spektra NMR. U nekim slucajevima, kada se u blizini karboksilne skupine nalazi kiralni

centar, zastitu je na karboksilnu skupinu potrebno uvesti i kako bi se sprijecila enolizacija, a

koja kao posljedicu moze imati promjenu sterokemije na kiralnom atomu. Svi navedeni

problemi vezani za karboksilnu skupinu mogu se eliminirati uvodenjem ortoesterske zastite.

Primjer uvodenja ortoesterske zastite na benziloksikarbonilom zasti¢eni serin prikazan je na

slici 8.2

HO

HO

DMF, 71 %

Slika 8. Primjer uvodenja ortoesterske zastite na Cbz skupinom zasti¢eni serin.”®

O
l\()\Q
I'}l *Et,0
OH 3 J—
CbzHN —® (ChzHN
BuyNI, TEA, 70 °C DCM, 79 % 0

Zbog jednostavnosti uvodenja, niske cijene reagensa, stabilnosti u raznim uvjetima te

relativno jednostavnog skidanja ¢eS¢e od ortoesterske zastite koristi se esterska zastita
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karboksilne skupine. Cesto koristene esterske zastitne skupine za zasti¢ivanje karboksilnih

skupina su 9-fluorenilmetilna (Fm), t-butilna (t-Bu) i benzilna (Bn) zastita.

Novi problem javlja se prilikom zasti¢ivanja karboksilnih kiselina s dvije ili vise
karboksilnih skupina. Problem selektivnosti uvodenja zastite na takve karboksilne Kiseline, u
kontekstu prirodnih aminokiselina, pojavljuje se prilikom =zasti¢ivanja glutaminske i
asparaginske kiseline te ga je zbog problematike ovog rada nuzno razmotriti. Sinteza peptida
koje ukljucuje nezasticene spomenute aminokiseline moze dovesti do nastanka razgranatog
peptida, ali 1 do intramolekulske ciklizacije. Selektivno zasti¢ivanje karboksilne skupine u
bo¢nom ogranku aminokiselina moguce je provesti prevodenjem kiseline u kompleks bakra ili
bora nakon Cega slijedi esterifikacija. Bakar/bor koordiniran je a-amino- i a-karboksilnom
skupinom dok karboksilna skupina u boénom ogranku ostaje slobodna (slika 9.). Slobodna
karboksilna skupina nakon toga reagira s alkoholom?* ili alkil-halogenidom® dajuc¢i
odgovarajuci zasticeni ester.

0O 0

HO n

Slika 9. Strukturna formula kompleksa bora nastalog prilikom zasti¢ivanje karboksilne skupine u bo¢nom
ogranku.?

Zasti¢ivanje a-karboksilne skupine glutaminske i1 asparaginske kiseline moguce je
provesti koriste¢i nekoliko strategija od kojih su, u nastavku, opisane dvije: (i) neizravno
zaSti¢ivanje: selektivno zasti¢ivanje karboksilne skupine u bo¢nome ogranku nakon cega
slijedi zasti¢ivanje a-karboksilne skupine i uklanjanje zastite s bo¢nog ogranka; (ii) izravno
zaSti¢ivanje: selektivno zasSti¢ivanje a-karboksilne skupine reakcijom pripravljenog ciklickog
anhidrida aminokiseline s odgovaraju¢im alkoholom ili reakcijom aminokiseline s alkil-
halogenidom u prisutnosti baze. Obje izravne metode kao polazni spoj koriste N-zasti¢enu
aminokiselinu, a selektivnost metoda temelji se na razlici u reaktivnosti karboksilnih skupina
c¢emu je uzrok razliiti utjecaj amino-skupine (razli¢ita udaljenost karboksilnih skupina od

amino-skupine).**
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2.2.2. Kondenzacija aminokiselina

Amidi tj. peptidi mogu se pripraviti kondenzacijskom reakcijom karboksilne i amino-skupine
aminokiselina, ali se ova reakcija ne dogada spontano pri sobnoj temperaturi (reakcija
karboksilne i amino-skupine pri sobnoj temperaturi rezultira nastankom soli). Kondenzacija
aminokiselina uz izdvajanje vode dogada se na relativno visokim temperaturama
(160-180 °C)® pri kojima je i veéa vjerojatnost dogadanja neZeljenih reakcija. Navedeni
problemi mogu se rijesiti aktivacijom karboksilne skupine tj. prevodenjem —OH u bolju
izlaznu skupinu prije nukleofilnog napada amina. To je moguce uciniti prevodenjem
karboksilne kiseline u acil-halogenid, acil-azid, anhidrid, ester te mnoge druge derivate.
Reagensi koji se koriste u reakcijama pretvorbe kiselina u spomenute derivate nazivaju se
kondenzacijskim reagensima (engl. coupling reagent). Zbog svoje uloge u prevodenju
kiselina u spojeve s boljom izlaznom skupinom kondenzacijski reagensi nazivaju se i

aktivacijskim sredstvima.?’

Kondenzacija uz aktivaciju karboksilne skupine moze se provesti na tri nacina: (i)
pripravljeni aktivirani karbonilni spoj izolira se iz reakcijske smjese te potom reagira s
aminom; (ii) aktivirani spoj se pripravlja odvojeno, ali se ne izolira te se u istu reakcijsku

smjesu dodaje amin; (iii) aktivirani spoj pripravlja se u prisutnosti amina.”®

2.2.2.1. Karbodiimidni reagensi

Karbodiimidni reagensi u upotrebi su od sredine proslog stoljec¢a (1955. god.), a koriste se za
prevodenje karboksilne kiseline u simetri¢ni anhidrid koji po pripravi reagira s nukleofilom tj.
amino-skupinom.?” Dicikloheksilkarbodiimid (DCC), diizopropilkarbodiimid (DIC) i N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-ctilkarbodiimid  hidroklorid (EDCxHCI) ¢esto su koristeni

karbodiimidni reagensi &ije su strukturne formule prikazane na slici 10.%

%l\'/\

N N
x S a®

O/ N/O Y f\)\ N
DC

C DIC EDCxHCI

Slika 10. Strukturne formule &esto koristenih karbodiimidnih reagensa.”®
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Mehanizam nastanka anhidrida, kao i strukturne formule mogucih nusprodukata,
prikazani su na slici 11. U prvom koraku (nakon izmjene protona) karboksilat nukleofilno
napada karbodiimidni reagens prilikom ¢ega nastaje O-acil-izourea, meduprodukt koji moze
reagirati na nekoliko nac¢ina. Nukleofilnim napadom amina na O-acil-izoureu kao produkt
nastaje zeljeni peptid i N,N'-disupstituirana urea kao nusprodukt (i), dok pregradivanjem iz O-
acil-izouree moze nastati N-acil-urea (ii). Pregradivanje se moze usporiti odabirom otapala;
brze je u otapalima visoke dielektricne konstante kao §to je DMF, a sporije u otapalima nize
dielektri¢ne konstante kao $to je DCM. Napadom karboksilata na O-acil-izoureu kao produkt
nastaje zeljeni anhidrid (iii). Dobiveni anhidrid tada moze reagirati s aminom kao nukleofilom
1 dati Zeljeni peptid. Koristi 1i se kao karbodiimidni reagens DCC vjerojatan je i1 put (iv) u
kojem iz O-acil-izouree nastaje oksazolonski prsten koji dovodi do epimerizacije.?”** Da bi se
sprije¢ila epimerizacija W. Konig 1 R. Geiger u sintezu peptida potpomognutu
karbodiimidnim reagensima uvode aditiv, u njihovom sluc¢aju 1-hidroksi-1H-benzotriazol
(HOBt).30 Osim $to smanjuju udio nastalog epimera, aditivi povecavaju iskoriStenje reakcije i
smanjuju udio nastale N-acil-uree. Nabrojana viSestruka Kkorist ostvaraju se zahvaljujuéi putu
(v) tj. nastanku aktiviranog estera iz O-acil-izouree. Aktivirani ester aminokiseline potom
moze reagirati s amino-skupinom druge aminokiseline §to rezultira nastankom Zzeljenog

peptida.”®

Pogonska sila reakcije kondenzacije aminokiselina uz karbodiimidne reagense je
nastanak disupstituirane uree, no treba rec¢i i kako u nekim slucajevima nastanak spomenute
uree predstavlja velik problem prilikom izolacije zeljenog produkta. Primjerice, koriStenjem
dicikloheksilkarbodiimida kao nusprodukt nastaje dicikloheksilurea koja je topljiva u vecini
otapala. Zbog navedenog problema pribjegava se koriStenju kondenzacijskih reagensa kao sto

su EDCxHC], a koji kao nusprodukt daju ureu topljivu u vodi.?® %°
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Slika 11. Mehanizam aktivacije karboksilne skupine karbodiimidnim reagensom i moguéi nusprodukti.?"**

Dvadesetak godina nakon otkrica i uspjes$ne upotrebe HOBt-a kao aditiva zamjenom
jednog od ugljikovih atoma u bezotriazolnom prstenu duSikom dobiven je 1-hidroksi-7-
azabenzotriazol (HOALt). Spomenuti spoj pokazao se jo§ ucinkovitijim od svog prethodnika;
dodatno je smanjio udio nastalog epimera i povecao iskoriStenje reakcije. Ipak, zbog
eksplozivnosti benzotriazolnih derivata njihova upotreba i1 dostupnost su ograniCeni. Za
razliku od prethodno spomenutih spojeva N-hidroksisukcinimid (HOSu) nije eksplozivan, a
njegovi su aktivirani esteri stabilni $§to omogucuje njihovu izolaciju. Derivat N-
hidroksisukcinimida, imid N-hidroksi-5-norbornen-2,3-dikarboksilne kiseline (HONB) navodi

se kao najbolji izbor prilikom sinteze peptida na ¢vrstom nosacu u vodi. Strukturne formule

navedenih aditiva prikazane su na slici 12.2"2%3
a) b) ) d) 0
OH
N N
\\N ~ | \\N N
QO O N——OH
;o Ly ~Or
\
OH OH O
HOBt HOAt HOSu HONB
Slika 12. Strukturne formule aditiva: a) HOBt, b) HOA, ¢) HOSu i d) HONB.?
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2.2.2.2. Kondenzacijski reagensi na bazi 1-hidroksi-1H-benzotriazola

Upotreba kondenzacijskih reagensa koji u svojoj strukturi sadrzavaju benzotriazolnu
podjedinicu jo§ je jedan od nacina kako se iz aminokiselina mogu pripraviti aktivirani esteri
potrebni za kondenzaciju. Kao velika skupina kondenzacijskih reagensa na bazi benzotriazola
izdvajaju se soli koje se dijele prema kationskoj vrsti koju sadrzavaju. Cesto koristene soli su
one s aminijevim, uronijevim i fosfonijevim kationom, a strukturne formule reagensa koje

. . . . . 4 27
sadrZe nabrojane katione prikazane su na slici 13.
a) c)

pro
P @

().___

N /\

\N\ -t O VT

Slika 13. Strukturne formule kondenzacijskih reagensa na bazi 1-hidroksi-1H-benzotriazola: a) HBTU, b)
HBM,PyU i ¢) BOP.”

Mehanizam aktivacije karboksilne skupine pomoc¢u kondenzacijskog reagensa koji
sadrzi uronijev kation prikazan je na slici 14. U prvom koraku karboksilat nastao
disocijacijom aminokiseline nukleofilno napada kondenzacijski reagens prilikom Cega nastaje
nestabilna O-acil-izouronijeva sol. Nastala sol brzo reagira s anionom 1-hidroksi-1H-
benzotriazola $to daje aktivirani ester koji reakcijom s amino-skupinom druge aminokiseline
kao produkt daje Zeljeni peptid. Nusprodukt kondenzacije je urea ¢iji je nastanak ujedno i

pokretacka sila reakcije. Umjesto napada karboksilata kao neZeljena reakcija moZe se dogoditi

i nukleofilni napad amino-skupine 3to rezultira nastankom gvanidinskog nusprodukta.”’
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Slika 14. Mehanizam aktivacije karboksilne kiseline reagensom koji sadrzi uronijev kation.*’

Mehanizam aktivacije aminijevim solima analogan je prethodno opisanom te rezultira
nastankom uree, a kao i kod uronijevih soli mogu¢ je nastanak gvanidinskog nusprodukta. Za
razliku od upotrebe uronijevih i aminijevih soli, upotreba fosfonijevih soli ne rezultira
nastankom gvanidinskog nusprodukta Sto se istice kao prednost navedenih reagensa.
Nusprodukt koriStenja fosfonijevih reagensa je odgovarajuci oksid fosfina ¢iji je nastanak,
kao i u mnogim drugim reakcijama s istim nusproduktom, pokretacka sila reakcije. Nastanak
spomenutog oksida istovremeno moze predstavljati i veliki problem pa tako koriStenje
primjerice  benzotriazol-1-iloksi-tris(dimetilamino)fosfonijeva heksafluorofosfata (BOP)
rezultira nastankom izuzetno toksi¢nog heksametil-fosforamida (HMPA). BOP, poznat i kao
Castrov reagens, prva je sol na bazi 1-hidroksi-1H-benzotriazola koriStena kao kondenzacijski
reagens, a navedeni problem vezan uz njegovo koriStenje kao posljedicu je imao rad na sintezi
reagensa Cije koriStenje kao nusprodukte ima manje toksi¢ne ili u potpunosti netoksic¢ne

SpOjeve.27' 29,31

2.2.3. Modifikacije peptida
Modifikacije peptida mogu se podijeliti na: (i) modifikacije C-terminusa (najées¢a je

amidacija); (ii) modifikacije N-terminusa (najéesce je aciliranje) i (iii) modifikacije koje se ne

dogadaju na krajevima peptida (fosforilacija, izotopno obiljezavanje, stvaranje disulfidnih
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veza itd.). Modifikacije krajeva peptida eliminiraju pozitivan odnosno negativan naboj te

Gesto utje¢u na strukturu, a mogu i usporiti enzimsku razgradnju ciljanog peptida.*

2.2.3.1. Amidacija C-terminusa

Kao $to je prethodno receno, amidacija je najceS¢a modifikacija C-terminusa, a amidi
aminokiselina dio su brojnih struktura spojeva vaznih u industriji lijekova. Struktura jednog
od njih, ramiprila, prikazana je na slici 15. Navedeni spoj derivat je alanina, a djeluje kao

inhibitor angiotenzin-konvertiraju¢eg enzima.*

Ph

OFEt

HOOC 0 0]

Slika 15. Strukturna formula ramiprila, C- i N-modificirane aminokiseline kori$tene kao inhibitor angiotenzin

konvertirajuéeg enzima.®

A. Whiting i suradnici nedavno su predstavili sintezu amida iz N-zaSti¢enih
aminokiselina i odgovarajueg amina koriste¢i aril-boronske reagense. Kao najucinkovitije
reagense u amidaciji N-zasticenog prolina izdvojili su o-nitrofenil-boronsku kiselinu i 3,4,5-

trifluorfenil-boronsku kiselinu (slika 16.).*

a) b)

OH

OH

o
o

NO,

Slika 16. Strukturne formule aril-boronskih reagensa koristenih za amidaciju aminokiselina; a) o-nitrofenil-

boronska kiselina i b) 3,4,5-trifluorfenil-boronska kiselina.**

Nekoliko godina kasnije T. D. Sheppard i suradnici predstavili su metodu direktne
amidacije nezasSti¢enih aminokiselina uz koriStenje boratnog estera kao katalizatora. Navedeni

reagens, ester boratne kiseline i 2,2,2-trifluoretanola, pokazao se u¢inkovitijim od analognog
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estera metilnog alkohola. Navedena skupina znanstvenika u istom radu navodi kako se kao
najbolje otapalo pokazao ciklopentil-metil-eter (CPME), a temperatura provodenja reakcije
bila je 80 °C. Iako se metoda pokazala efikasnom, prilikom sinteze amida nekoliko
aminokiselina amidacija nezasticene glutaminske kiseline, koju je zbog tematike ovog rada
nuzno razmotriti, nije rezultirala ocekivanim amidom kao produktom. Umjesto toga,

amidacija je rezultirala nastankom laktama (slika 17.).%

NH, 0
HO

B(OCH,CF;), NN H
N TN /\/ —_—— N N
: CPME, 80 °C
15h, 94 %

1O 0
CPME = ciklopentil-metil-eter

Slika 17. Amidacija nezasti¢ene glutaminske kiseline.*®

Ranije spomenuti kondenzacijski reagensi (poglavlje 2.2.2.) djeluju tako da aktiviraju
karboksilnu skupinu tj. postojecu izlaznu skupinu zamjenjuju boljom. Na identiCan nacin
funkcionira i slijede¢a metoda priprave amida temeljena na prevodenju karboksilne skupine u
mjeSoviti anhidrid koji potom reagira sa Zeljenim aminom. Metodu je osmislio J. R. Vaughan,
a kao reagens za sintezu anhidrida tj. aktivaciju karboksilne skupine Kkoristi se odgovarajuci
klorformijat i tercijarni amin kao baza (¢esto N-metilmorfolin). Navedena metoda kao polazni
spoj koristi N-zasticenu aminokiselinu, a mehanizam i primjer ove reakcije prikazani su na
slici 18. Aktivacija i nastanak anhidrida dogada se u nekoliko minuta, a nastali anhidrid moze
s nukleofilom dati dva produkta: (i) Zeljeni modificirani peptid i (ii) uretan nastao napadom
nukleofila na dio anhidrida koji potjece od klorformijatnog reagensa. Nastajanje uretana u
vecini sluéajeva nije zamjetno, no ponekad moze i za do 10 % smanjiti prinos reakcije.
Nastajanje spomenutog uretana razlog je zaSto se nukleofil tj. amin ne dodaje u reakcijsku
smjesu prije aktivacije reakcijom amino-skupine i klorformijata nastao bi isti produkt. Postoje
i dokazi da tercijarni amin koristen u reakciji osim za uklanjanje klorovodika sluzi i kao
nukleofil koji napadom na klorformijatni reagens kao produkt daje acil-morfolinijev kation.
Dobiveni kation potom moze reagirati s karboksilatom $to rezultira nastankom prethodno

spomenutog mjesovitog anhidrida,?” 2> 3>
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Slika 18. a) Mehanizam amidacije uz IBCF kao kondenzacijski reagens i b) primjer amidacije N-zasti¢enog

alanina metodom s IBCF reagensom.

Osim koristenja klasi¢nih reagensa za amidaciju aminokiselina kao $to su BOP i onih
koji su relativno nedavno prvi puta upotrijebljeni u te svrhe kao S§to su boratni reagensi,
literatura navodi i primjere koriStenja enzima kao i metalnih katalizatora u reakcijama

amidacije.*

2.3. Klik-kemija

Termin Kklik-kemija prvi su 2001. godine definirali H. C. Kolb, M. G. Finn i K. Barry
Sharpless, a definicija je obuhvacala niz uvjeta koje reakcija mora zadovoljiti kako bi se
smatrala klik-reakcijom. Navode kako su to Siroko primjenjive reakcije visokog iskoriStenja
koje kao nusprodukte imaju bezopasne spojeve koje je moguce ukloniti nekromatografskim
tehnikama. Takoder, reakcije moraju biti stereospecifi¢ne (ne nuzno i enantioselektivne), a u
idealnom slucaju i1 neosjetljive na kisik i vodu. Polazni spojevi i1 reagensi moraju biti lako

dostupni, a ukoliko je neophodno koriStenje otapala ona moraju biti bezopasna ili barem lako
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uklonjiva. lzolacija produkta mora biti jednostavna, a dobiveni produkti moraju biti stabilni u

fiziologkim uvjetima.*

U nastavku je izdvojeno nekoliko vrsta reakcija koje, bolje od ostalih, pristaju uz
termin klik-kemija: (i) cikloadicija nezasi¢enih vrsta; (ii) nukleofilna supstitucija prilikom
koje dolazi do otvaranje napetih heterociklickih struktura (epoksid, aziridin itd.); (iii)
nealdolne reakcije karbonilne kemije (nastanak urea, oksima, hidrazona itd.); (iv) adicija na
nezasi¢enu ugljik-ugljik vezu (dihidroksilacija, epoksidacija, aziridinacija itd.). Primjeri nekih

od spomenutih reakcija prikazani su na slici 19.%%#*

NH,
NaN;, NH,Cl
NI & ——»
H,0, 50 °C
90 % N,
b)
0 NHTs (8]

/\)L TsNNaClx3H,0
Ph NMe, > NMe,

K,0s0,(0H),, -BuOH/H,0, 25 °C
94 %

OH

Slika 19. Primjeri Klik reakcija: a) otvaranje aziridinskog prstena nukleofilnim napadom azida i b) reakcija

adicije na dvostruku vezu-aminohidroksilacija.*

Katalizirana Huisgenova 1,3-dipolarna azid-alkin cikloadicija nesumnjivo je idealan
primjer Klik-kemije pa se upravo zbog toga termin Klik-reakcija Cesto koristi i kao sinonim za

spomenutu cikloadiciju.

2.3.1. Azid-alkin cikloadicija

Reakcija terminalnog alkina kao dipolarofila i azida kao 1,3-dipola tipi¢na je 1,3-dipolarna
cikloadicija prilikom koje nastaje peteroclani 1,2,3-triazolni prsten. Prije otkrica bakrovih
katalizatora 1,3-dipolarna azid-alkin cikloadicija provodila se pri povisenoj temperaturi (Cesto
refluks toluena ili tetraklorugljika), a kako nije regiospecifi¢na, rezultirala je nastankom dva
produkta; 1,4- i 1,5-regioizomera. Otkrice katalizatora koje sadrze bakar(I) promijenilo je ovu

cikloadiciju omogucujuci regioselektivno provodenje reakcije (nastanak 1,4-disupstituiranog
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triazola) u blazim uvjetima (nize temperature). lako je bakrom(l) katalizirana azid-alkin
cikloadicija ili CUAAC (engl. Cu catalyzed azide-alkyne cycloaddition) najces¢e koristena
metoda priprave 1,4-dispustituiranih triazola, spomenuti regioizomeri mogu se pripraviti i
koristenjem srebrovih katalizatora (AgAAC). Osim 1,4-regioizomera regioselektivno se moze
pripraviti i 1,5-disupstituirani 1,2,3-triazol. Ovaj regioizomer moze se pripraviti u reakciji

kataliziranoj rutenijevim kompleksom (RUAAC).

R! R!
A N X N N X N
R’ R
%’ 1 4-regioizomer 1,5-regioizomer
|{‘/l \%
X R! e N\
N ~~nN N

Cu()

R

1 4-regioizomer

Ru(II)

1,5-regioizomer

Slika 20. Produkti nastali nekataliziranom Huisgenovom cikloadicijom te cikloadicijama uz dodatak bakrovog(l)

odnosno rutenijevog(ll) katalizatora.

2.3.1.1. Bakrom katalizirana azid-alkin cikloadicija (CuAAC)

Osim S§to su omogucili regioselektivno provodenje reakcije, bakrovi katalizatori su i
viSestruko ubrzali azid-alkin cikloadiciju. Iako Cesto ne zahtjeva poviSenu temperaturu,
bakrom katalizirana Huisgenova cikloadicija moZe se provoditi u prilicno Sirokom

temperaturnom rasponu (0-160 °C).**

lako je prvotno predlozeni mehanizam uklju¢ivao participaciju samo jednog atoma
bakra (slika 21. a)), istrazivanja medu kojima je i pracenje izotopnog sastava definitivno su
iskljucila tu mogucnost. B. T. Worrel i suradnici u radu objavljenom u ¢asopisu Science

predlazu mehanizam koji ukljucuje nastanak dinuklearnog bakrovog kompleksa (slika 21. b)).
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Slika 21. Mehanizam CuAAC s: a) jednim bakrovim atomom i b) dva bakrova atoma.
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U prvom koraku mehanizma dolazi do nastanka kompleksa u kojem m-veza alkina
koordinira prvi atom bakra. U slijede¢cem koraku alkin se deprotonira, prvi atom bakra
zamjenjuje otpusteni proton prilikom cega nastaje bakrov acetilid, a drugi atom bakra stvara
kompleks s m-vezom spomenutog acetilida. Nastali dinuklearni kompleks stvara interakciju s
azidom i usmjerava ga, a nakon Cega dolazi do stvaranja prve C-N veze izmedu B-ugljika
alkina i terminalnog dusSikovog atoma azida. Zatvaranjem prstena i stvaranjem druge C-N
veze dolazi do odlaska jednog od bakrovih atoma. Protoniranjem nastalog spoja izlazi i drugi
atom bakra, a kao produkt opisanog katalitickog ciklusa dobiva se 1,4-disupstituirani 1,2,3-

triazol.*> 43

Jedna od metoda dodatka katalizatora je generiranje bakra(l) in situ reducirajuci
bakar(Il) prisutan u njegovim solima (npr. CuSO4x5H,0) koriste¢i reducens, primjerice
natrijev askorbat. Prednosti ove strategije pred unosenjem bakra(I) u obliku soli su moguénost
provodenja reakcije u vodenom mediju i niska cijena potrebnih reagensa, a osim navedenog
reakciju nije potrebno provoditi u atmosferi koja ne sadrzi kisik. Nedostatak ove tehnike
mogucnost je nezeljene redukcije bakra(Il) do elementarnog bakra, a koja se moze sprijeciti
podesavajuc¢i omjer reducensa i izvora bakra 1/ili dodavajuci bakar-stabiliziraju¢i agens kao
Sto je tris-(hidroksipropiltriazolilmetil)amin (THPTA) ¢ija je strukturna formula prikazana na

slici 22.4

||(]\
/N
N\\, \ N OH
R
“\/g/'

N
I

N—N

OH

Slika 22. Strukturna formula tris-(hidroksipropiltriazolilmetil)amina (THPTA).*
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Osim $to se moze generirati in situ, bakar(l) se u reakcijsku smjesu moze unijeti i
izravno, u obliku soli. U ovu svrhu ¢esto su koristeni triflat, jodid, bromid, acetat, ali i mnoge
druge soli bakra(I). Rad sa solima bakra(I) zahtjeva koriStenje organskih otapala i provodenje

reakcije u atmosferi bez kisika.*! **

2.3.1.2. Rutenijem katalizirana azid-alkin cikloadicija (RUAAC)

Razvoj klik-kemije tj. kemije koja proucava azid-alkin 1,3-cikloadiciju uslijedio je nakon
otkri¢a bakrovih(I) katalizatora. Nedugo nakon otkri¢a spojeva koji ucinkovito kataliziraju
regioselektivnu sintezu 1,4-disupstituiranih triazola pronadeno je da se za ucinkovitu
regioselektivnu sintezu 1,5-regioizomera mogu koristiti kompleksi rutenija(ll). Osim 1,5-
disupstituiranih, koriste¢i ove spojeve kao katalizatore mogu se pripraviti i trisupstituirani
triazoli. Naime, rutenijem katalizirana azid-alkin cikloadicija moze se provoditi s terminalnim
kao i s alkinima koji to nisu. Reakcija terminalnog alkina daje spomenuti 1,5-regioizomer, a
reakcija alkina u kojem trostruka veza nije terminalna kao produkt daje 1,4,5-trisupstituirani

triazol.*®

Kao Kkatalizatori rutenijem Katalizirane cikloadicije ucinkovitim su se pokazali
kompleksi rutenija(Il) s pentametilciklopentadienilnim 1 kloridnim anionom, a predloZeni
mehanizam RUAAC opisan je u nastavku (slika 23.). Kataliticki ciklus poéinje otpuStanjem
odnosno zamjenom dva liganda azidom i alkinom. U slijedeCem koraku, koji ujedno
kontrolira regioselektivnost procesa, dolazi do oksidativne kondenzacije azida i alkina
prilikom c¢ega nastaje rutenaciklicki meduprodukt. Nakon nastanka prve C-N veze
metalacikli¢ki meduprodukt podlijeze reduktivnoj eliminaciji, a na samom kraju katalitickog
ciklusa dolazi do oslobadanja triazolnog produkta i regeneriranja katalizatora ¢ime ovaj ciklus

i zavriava.*®
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali i metode

Spoj 2-(2,3,4,6-tetra-O-benzil-a-D-manopiranoziloksi)octena kiselina, koriSten u sintezi,
prethodno je pripravljen u laboratoriju literaturno opisanim postupcima, a svi ostali reagensi i
otapala komercijalno su dostupni i analiticke su Cistoce: adamantan-1-ol (Sigma-Aldrich),
kloroform (Carlo Erba), sumporna kiselina (H.SO,4, Fluka), natrijev azid (NaNs, Sigma-
Aldrich), diklormetan (DCM, Carlo Erba), natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3, Gram mol),
natrijev sulfat (Na,SO4, Gram mol), propargilamin (Sigma-Aldrich), 1,4-dioksan (Kemika),
di-t-butil-dikarbonat (Boc,O, Fluka), trietilamin (TEA, Sigma-Aldrich), natrijev L-askorbat
(Sigma-Aldrich), bakrov(Il) sulfat pentahidrat (CuSO4x5H,0, Kemika), etil-acetat (EtOAC,
Carlo Erba), trifluoroctena kiselina (TFA, Merck), metanol (MeOH, Fluka), klorovodi¢na
kiselina (HCI, Carlo Erba), dietil-eter (Et,O, J. T. Baker), D-glutaminska kiselina (H-D-Glu-
OH, Bachem), benzilni alkohol (BnOH, Sigma-Aldrich) borov trifluorid eterat (BFs;xEt,0,
Sigma-Aldrich), tetrahidrofuran (THF, Sigma-Aldrich), heksan (Scharlau), etanol (EtOH,
Kemika), natrijev klorid (NaCl, Kemika), N,N-dimetilformamid (DMF, Fisher Chemical),
benzotriazol-1-iloksi-tris(dimetilamino)fosfonijev heksafluorofosfat (BOP, Sigma-Aldrich),
N,N-diizopropiletilamin (DIPEA, Merck), aceton (Gram mol), kalijev hidrogensulfat (KHSO4,
Kemika), n-butil-klorformijat (Sigma-Aldrich), hidroksibenzotriazol (HOBt, Sigma-Aldrich),
N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorid (EDCxHCI, Sigma-Aldrich), N-(t-
butiloksikarbonil)-L-alanin-hidroksisukcinimidni ester (Boc-L-Ala-OSu, Sigma-Aldrich), N-
metilmorfolin (NMM, Sigma-Aldrich), srebrov klorid (AgCl, Sigma-Aldrich). Otapala su po
potrebi suSena uobiCajenim literaturnim postupcima. Hidrogenoliza (debenziliranje) je

provodena u Parrovu uredaju.

Tijek reakcija, sastav frakcija i ¢istoca sintetiziranih spojeva praceni su tankoslojnom
kromatografijom (TLC) na plo¢icama silikagela (60 F 254, 0,25 mm, Fluka). Za
kromatografska proci§¢avanja na stupcu koristen je silikagel 60 (0,063-0,200 mm, Sigma-

Aldrich). Detekcija spojeva na TLC ploc¢icama provedena je ultraljubicastim zra¢enjem (4 =
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254 nm), prskanjem 10 %-tnom vodenom otopinom sumporne Kiseline uz zagrijavanje te

prskanjem otopinom ninhidrina uz zagrijavanje.

Jednodimenzijski *H i **C DEPTQ spektri nuklearne magnetske rezonancije (NMR) u
deuteriranim otapalima navedenima u tekstu snimljeni su pomo¢u instrumenta Avance 111 HD
(Bruker) pri 400 MHz (*H) i 100 MHz (*3C). Kemijski pomaci (6) u "H NMR izraZeni su u
ppm u odnosu na tetrametilsilan (TMS, 0 ppm) kao unutarnji standard, dok su **C spektri
kalibrirani prema srednjem signalu otapala. Multipliciteti signala navedeni su kao: s-singlet,
d-dublet, t-triplet, g-kvartet i m-multiplet. Maseni spektri (MS) pripravljenih spojeva snimani
su pomoc¢u uredaja Agilent 6410 uz ionizaciju elektrorasprsenjem (ESI). TaliSta pripredenih

spojeva odredena su na uredaju Biichi B-540.

3.2. Priprava adamantil-triazolnog prekursora

3.2.1. Priprava l-azidoadamantana A

Komercijalno dostupan adamantan-1-ol (500,4 mg, 3,29 mmol) otopi se u smjesi kloroforma
(7 mL) i otopine sumporne kiseline (7 mL, w = 57 %). Pripravljena smjesa ohladi se na 0 °C
te se u nju, u malim obrocima, kroz pola sata dodaje natrijev azid (426,9 mg, 6,57 mmol).
Reakcijska smjesa mijeSa se 3 sata na sobnoj temperaturi nakon Cega se izlije u, na ledu
ohladenu, vodu (20 mL). Pripravljena smjesa ekstrahira se diklormetanom (4x50 mL), a
spojeni organski slojevi isperu se vodenom otopinom NaHCO3 (50 mL, w =5 %) i vodom (50
mL) te suse nad natrijevim sulfatom. OsuSeni organski ekstrakt upari se na rotacijskom
uparivacu.® Dobiveno je 510,0 mg (87 %) spoja A u obliku bijele krutine karakteristi¢nog

mirisa ¢ija je struktura potvrdena spektroskopijom NMR.

'H NMR i DEPTQ: Dodatak 1

'H NMR (DMSO-ds) 8/ ppm: 2,10 (s, 3H, H-B); 1,76 (d, J =3,06 Hz, 6H, H-0); 1,64 (s, 6H,
H-y).

3C NMR (DMSO-ds) 8/ ppm: 58,95 (C); 40,81 (CH; a); 35,11 (CH v); 29,13 (CH B).
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Slika 24. Strukturna formula 1-azidoadamantana A.
3.2.2. Priprava t-butil-((1-(adamantan-1-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-metil)-karbamata B

Svjeze predestilirani propargilamin (125,0 pL, 107,5 mg, 1,95 mmol) otopi se u smjesi
dioksana i vode (3,5 mL, V(dioksan) : V(voda) = 4 : 3). Pripravljena smjesa ohladi se na 0 °C
te se potom u nju dodaju Boc,O (608,2 mg, 2,79 mmol) i TEA (405 uL, 294,0 mg, 2,91
mmol). Nakon 90 min mijeSanja pri sobnoj temperaturi u reakcijsku smjesu dodaju se spoj A
(315,4 mg, 1,78 mmol), vodena otopina natrijeva L-askorbata (798 pL, ¢ = 1 mol dm™) i
vodena otopina bakrova(Il) sulfata pentahidrata (266 uL, ¢ = 1 mol dm ). Reakcijska smjesa
zagrije se do 35 °C, a reakcija se nastavi voditi u atmosferi argona. Tijek reakcije pracen je
TLC-om u sustavu DCM : EtOAc = 3 : 1. Nakon 24 h pri 35 °C reakcija se prekine, a
reakcijska smjesa upari do suha. Upareni ostatak otopi se (suspendira) u vodi (20 mL) te
ekstrahira etil-acetatom (3x25 mL). Spojeni organski slojevi isperu se vodom (50 mL) nakon
cega se suse nad natrijevim sulfatom. OsuSeni organski sloj upari se na rotacijskom
uparivacu, a dobiveni suhi ostatak procisti se kromatografijom na stupcu silikagela
gradijentno pocevsi od sustava DCM : EtOAc = 20 : 1 do sustava DCM : EtOAc = 1 : 1.%°
Dobiveno je 547,5 mg (97 %) spoja B u obliku bijele krutine karakteristiénog mirisa Cija je
struktura potvrdena spektroskopijom NMR.
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Rf=0,31 (DCM : EtOAc = 3: 1).

'H NMR i DEPTQ: Dodatak 2

'H NMR (CDCls) 8/ ppm: 7,56 (s, 1H, CH, triazol); 5,10 (br s, 1H, NH, amin); 4,40 (d, 2H,
J = 5,9 Hz, CH,); 2,26-2,22 (m, 9H, 6H-y, 3H-B); 1,83-1,74 (m, 6H, H-a); 1,45 (s, 9H,
3xCHjs, Boc).

3C NMR (CDCls) & / ppm: 155,84 (CH, triazol); 79,54 (C, Boc); 59,54 (CH,); 42,94
(CH; a); 35,85 (CH; v); 29,39 (3xCHs, Boc); 28,35 (CH p).

3.2.3. Pokusaj priprave (adamantan-1-il)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetanamina C

Prethodno pripravljeni spoj A (213,6 mg, 1,205 mmol) otopi se u smjesi diklormetana i
dioksana (4 mL, V(DCM) : V(dioksan) = 1 : 1) nakon ¢ega se u priredenu otopinu dodaju
propargilamin (2x32,8 uL, 56,4 mg, 1,024 mmol) te vodene otopine bakrova(Il) sulfata
pentahidrata (38,1 mg, 153 umol u 1 mL vode) i natrijeva L-askorbata (90,1 mg, 458 pumol u 1
mL vode). Tijek reakcije pracen je TLC-om u sustavu CHCI; : MeOH = 3 : 1. Nakon 5 h
mijesanja pri sobnoj temperaturi reakcija se prekine, a reakcijska smjesa upari do suha. Suhi
ostatak suspendira se u vodi (20 mL) te ekstrahira etil-acetatom (3x50 mL). Spojeni organski
slojevi osufe se nad natrijevim sulfatom te upare na rotacijskom uparivatu.® Opisanim

postupkom spoj nije uspjesno pripravljen.
3.2.4. Priprava (adamantan-1-il)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetanamina C

Otopini spoja B (199,3 mg, 630 umol) u suhom diklormetanu (1,9 mL) doda se TFA (1 mL),
a tako pripravljena smjesa mijesa se 2 sata pri sobnoj temperaturi. Tijek reakcije pracen je
TLC-om u sustavu DCM : MeOH = 3 : 1. Nakon 2 h reakcijskoj smjesi dodana je vodena
otopina NaHCO3 (25 mL, w =5 %) nakon Cega je vodeni sloj ekstrahiran DCM-om (25 mL).
Dobiveni organski sloj ispere se vodenom otopinom NaHCO3 (25 mL) nakon ¢ega se vodeni
slojevi spoje te ponovo ekstrahiraju DCM-om (25 mL). Spojeni organski slojevi osuse se nad
natrijevim sulfatom te upari na rotacijskom uparivadu.* Dobiveno je 126,8 mg (87 %) spoja C
u obliku svijetlo smede krutine ¢ija je struktura potvrdena spektroskopijom NMR i

spektrometrijom masa.
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R¢=0,65 (DCM : MeOH =3:1)

9 = 98-100 °C

'H NMR i DEPTQ: Dodatak 3

'H NMR (CDCls) 6/ ppm: 7,50 (s, 1H, CH, triazol); 3,99 (s, 2H, CH); 2,22-2,25 (m, 9H,
6H-y, 3H-B); 1,82-1,74 (m, 6H, H-01); 1,62 (s, 2H, NHy).

3C NMR (CDCls) 6/ ppm: 117,63 (CH, triazol); 59,52 (CHy); 43,00 (CH; o); 35,94 (CH; v);
29,47 (CH p).

ESI-MS: m/z 233,3 [M+H] ".

3.3. Priprava propargilamin-hidroklorida D

Komercijalno dostupnom propargilaminu (50,1 mg, 910 umol) doda se uz mijeSanje pri 0 °C
kroz 10 min koncentrirana klorovodi¢na kiselina (6x25 uL, 1,81 mmol, w = 37 %). Dobivena
smjesa mijesa se jo§S 10 min na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se na rotacijskom uparivacu
upari u kodestilaciji s metanolom, a potom i dietil-eterom.* Dobiveno je 69,6 mg (84 %)

smedeg taloga produkta D ¢ija je struktura potvrdena spektroskopijom NMR.

'H NMR (CD;0D) 8/ ppm: 3,81 (d, 2H, J = 2,5 Hz, CH,); 3,11 (t, 1H, J = 2,5 Hz, CH).

3.4. Priprava peptidnih prekursora5i 6

3.4.1. Priprava H-D-Glu(OBn)-OH 1

H-D-Glu-OH (2,02 g, 13,7 mmol) suspendira se u svjeze destiliranom benzilnom alkoholu (15
mL) te se u tako priredenu suspenziju kroz jedan sat i u atmosferi argona kap po kap dodaje
BFsxEt,0O (7x0,5 mL). Reakcija se mijeSa u atmosferi argona 20 sati nakon Cega se u
reakcijsku smjesu doda THF (45 mL) i TEA (3,8 mL) pri ¢emu nastaje mlije¢no bijela
smjesa. Otapalo se nakon toga upari do suha na rotacijskom uparivacu, a uparenom ostatku
doda se smjesa heksan : EtOAc = 3 : 2 (10 mL). Dobivena smjesa promjesa se i profiltrira
kroz sinterirani lijevak (pore 3). Zaostali talog ispere se s smjesom heksan : EtOAc =3:1 (10

mL) te susi na zraku. Spoj se prekristalizira iz smjese H,O : EtOH =9 : 1 (50 mL) i oftfiltrira
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pri snizenom tlaku.* Dobiveno je 2,00 g (61 %) produkta 1 u obliku bijele krutine &ija je

struktura potvrdena spektroskopijom NMR 1 spektrometrijom masa.

Rf=0,18 (CHCl3 : MeOH =3: 1).

9, = 157,5-159 °C

'H NMR i DEPTQ: Dodatak 4

'H NMR (D0 + TFA) &6/ ppm: 7,38-7,32 (m, 5H, 5xCH); 5,10 (s, 2H, CH,, Bn); 4,04 (t,
1H, J = 6,8 Hz, CH, Glu); 2,65-2,58 (m, 2H, CHy, Glu); 2,24-2,12 (m, 2H, CH,, Glu).

B3C NMR (D0 + TFA) &/ ppm: 174,0, 171,3 (2xC=0); 135,3 (C, Bn); 128,8, 128,6, 128,3
(5xCH, Bn); 67,2 (CHs, Bn); 51,9 (CH, Glu); 29,5 (CH2, Glu); 24,7 (CHz, Glu).

ESI-MS: m/z 260,2 [M+Na] *.

3.4.2. Pokusaj priprave Boc-L-Ala-D-Glu(OBn)-NH-Prp

3.4.2.1. Priprava Boc-D-Glu(OBn)-OH a
Metoda |

Otopini spoja 1 (101,1 mg, 426 pmol) u dioksanu i vodi (2,6 mL, 1 : 1) pri 0 °C dodaje se
Boc,O (259,6 mg, 1,189 mmol) te kroz 5 minuta TEA (84,0 uL, 61,0 mg, 603 pmol).
Pripravljena smjesa mijeSa se 4 dana, a tijek reakcije prati se TLC-om u sustavu CHCl; :
MeOH = 3 : 1. Po zavrsetku reakcije smjesa se upari do suha, a ostatak se suspendira u etil-
acetatu (10 mL) te zakiseli otopinom HCI (c = 0,1 mol dm ) do pH = 2 vodenog sloja.
Organski sloj odvoji se od vodenog, a vodeni sloj potom se ekstrahira etil-acetatom (2x20
mL). Spojeni organski slojevi isperu se zasicenom vodenom otopinom NaCl, osuSe na

natrijevom sulfatu i upare na rotacijskom uparivacu.*’ Dobiveno je 105,4 mg (73 %) produkta
a u obliku bezbojnog ulja ¢ija je struktura potvrdena spektroskopijom NMR i

spektrometrijom masa.
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Rt = 0,42 (CHCI; : MeOH =3 : 1)

'H NMR (CD;0OD) &/ ppm: 7,37-7,28 (m, SH, 5xCH, Bn); 5,13 (s, 2H, CH,, Bn); 4,17-4,13
(m, 1H, CH, Glu); 2,50-2,46 (m, 2H, CH,, Glu); 2,23-2,14 (m, 1H, CH,, Glu): 1,96-1,87 (m,
1H, CHy, Glu); 1,43 (s, 9H, 3xCHs, Boc).

13C NMR (CD;0D) &/ ppm: 175,65, 174,26 (2xC=0); 158,13 (C=0, Boc); 137,63 (C, Bn);
129,57, 129,20 (5<CH, Bn); 80,61 (C, Boc); 67,41 (CH,, Bn); 54,19 (CH, Glu); 31,45 (CH,,
Glu); 28,75 (3xCHs, Boc); 28,05 (CHj, Glu).

ESI-MS: m/z 360,2 [M+Na] *.

Metoda Il

Otopini spoja 1 (103,1 mg, 435 pumol) u dimetilformamidu i vodi (2,5 mL, 1 : 1) pri 0 °C
dodaje se Boc,O (149,3 mg, 684 pmol) i TEA (60,2 pL, 43,7 mg, 432 pmol). Pripravljena
smjesa mijeSa se 48 h, a tijek reakcije prati se TLC-om u sustavu CHCI; : MeOH = 3 : 1. Po
zavrSetku reakcije smjesa se upari do suha, a ostatak se suspendira u etil-acetatu (10 mL) te
zakiseli otopinom HCI (¢ = 1 mol dm™3) do pH = 1,9. Vodeni sloj potom se ekstrahira etil-
acetatom (3%20 mL), a spojeni organski slojevi isperu vodom, suSe na natrijevom sulfatu i
upare na rotacijskom uparivacu.*® Dobiveno je 146,6 mg (kvantitativno) produkta a u obliku

bezbojnog ulja ¢ija je struktura potvrdena spektroskopijom NMR.

NMR spektri odgovaraju prethodno snimljenim spektrima produkta dobivenog metodom I.

3.4.2.2. Priprava Boc-D-Glu(OBn)-NH-prp b

Spoj a (119,1 mg, 353 umol) otopi se u diklormetanu (4 mL) nakon ¢ega se u dobivenu
smjesu dodaju BOP (156,9 mg, 355 pumol), DIPEA (239,4 uL, 1,376 mmol) i spoj D (42,5
mg, 464 umol). Tijek reakcije pracen je TLC-om u sustavu CHCI; : aceton =5 : 1. Nakon 48
h na magnetskoj mjeSalici, otapalo se upari, a suhi ostatak otopi u etil-acetatu (20 mL).
Priredena otopina ispere se otopinom KHSO4 (5%15 mL, 1 mol dm™), vodom (20 mL),
otopinom NaHCO3; (2x20 mL, w = 5 %) i zasi¢enom vodenom otopinom NaCl (20 mL), a
dobiveni organski ekstrakt suSi se na natrijevu sulfatu, filtrira 1 upari na rotacijskom

uparivacu. Ostatak se procisti kromatografijom na stupcu silikagela s ¢istim kloroformom kao
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otapalom.*® Dobiveno je 90,9 mg (69 %) spoja b u obliku sive krutine &ija je struktura

potvrdena spektroskopijom NMR.

Rt =0,63 (CHCI; : aceton=5:1)

'H NMR (CDCls) 8/ ppm: 7,39-7,30 (m, 5H, 5xCH, Bn); 6,61 (br s, 1H, NH); 5,30 (d, 1H,
J =8,1 Hz, NH); 5,13 (s, 2H, CH,, Bn); 4,20-4,18 (m, 1H, CH, isoGlIn); 4,03 (dd, 2H, J = 5,2
Hz, J = 2,4 Hz, CH,, propargil); 2,59-2,41 (m, 2H, CH, isoGlIn); 2,21 (t, 1H, J = 2,5 Hz, CH,
propargil); 2,19-2,11 (m, 1H, CHy, isoGlIn); 1,99-1,90 (m, 1H, CH,, isoGlIn); 1,43 (s, 9H,
3xCHjs, Boc).

3C NMR (CDs0D) &/ ppm: 173,07, 171,20 (2xC=0); 155,72 (C=0, Boc); 135,63 (C, Bn);
128,57, 129,31, 128,23 (5xCH, Bn); 71,68 (C, propargil); 66,59 (CH;, Bn); 53,48 (CH,
is0GIn); 30,44 (CHg, isoGlIn); 28,28 (3xCHs, Boc); 27,79 (CH, isoGIn, CH_, propargil).

3.4.2.3. Priprava D-Glu(OBn)-NH-prpxTFA C

Spoj b (72,3 mg, 193 umol) otopi se u suhom diklormetanu (750 pL), a u pripravljenu
otopinu doda se TFA (500 pL). Pripravljena smjesa mijesa se 2 h pri sobnoj temperaturi.
Tijek reakcije pracen je TLC-om u sustavu kloroform : metanol = 3 : 1. Nakon zavrSetka
reakcije u smjesu se doda dietil-eter te se upari do suha na rotacijskom upariva¢u. Dobiveni
ostatak procCisti se kromatografijom na stupcu silikagela gradijentno pocevsi od Ccistog
kloroforma kao sustava do sustava kloroform : metanol = 3 : 1.* Dobiveno je 68,5 mg spoja C
(91 %).

R¢=0,63 (CHCl;: MeOH =3:1)

'H NMR (CDCls) 6 / ppm: 7,36-7,30 (m, 5H, 5xCH, Bn); 5,13 (s, 2H, CH,, Bn); 4,19-4,15
(m, 1H, CH, isoGlIn); 3,99-3,98 (m, 2H, CH,, propargil); 2,61 (t, 1H,J= 2,6 Hz, CH,
propargil); 2,51-2,25 (m, 3H, 2xCHy, isoGlIn); 2,09-2,01 (m, 1H, CHg, isoGIn).

3.4.2.4. Pokusaj kondenzacije spoja C i Boc-L-Ala-OSu

Spoj C (60,7 mg, 156 umol) otopi se u suhom tetrahidrofuranu (2 mL), a u tako pripravljenu
otopinu ohladenu na 0 °C u atmosferi argona dodaju se TEA (6x56 pL, 243,9 mg, 2,410
mmol kroz 15 min) i komercijalno dostupan t-Boc-L-Ala-OSu (119,2 mg, 416 pmol).
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Pripravljena smjesa nastavi se mijesati jos 30 min u ledenoj kupelji, a potom 40 h pri sobnoj
temperaturi u atmosferi argona. Tijek reakcije pracen TLC-om u sustavu CHCl3 : MeOH = 3 :
1. Nakon 40 h reakcijska smjesa se upari do suha, a upareni ostatak otopi se u etil-acetatu (20
mL). Dobivena otopina ispere se otopinom HCI (20 mL, ¢ = 0,1 mol dm2), a vodeni sloj
ekstrahira se etil-acetatom (2x20 mL). Spojeni organski slojevi isperu se zasicenom otopinom
NaCl (2x20 mL), suse nad natrijevim sulfatom i upare na rotacijskom uparivacu.® Opisanim

postupkom spoj nije uspjesno izoliran.

3.4.3. Priprava Boc-L-Ala-D-Glu(OBn)-OH 2

Spoj 1 (203 mg, 856 umol) otopi se u suhom tetrahidrofuranu (6 mL), a u tako pripravljenu
otopinu ohladenu na 0 °C u atmosferi argona dodaju se TEA (2x114 uL, 165,5 mg, 1,636
mmol kroz 5 min) i t-Boc-L-Ala-OSu (238 mg, 831 umol). Pripravljena smjesa nastavi se
mijesati jo§ 30 min u ledenoj kupelji, a potom 24 h pri sobnoj temperaturi u atmosferi argona.
Tijek reakcije pracen TLC-om u sustavu CHCI; : MeOH = 3 : 1. Nakon 24 h reakcijska
smjesa se upari do suha, a upareni ostatak otopi se u etil-acetatu (20 mL). Dobivena otopina
ispere se otopinom HCI (20 mL, ¢ = 0,1 mol dm™), a vodeni sloj ekstrahira se etil-acetatom
(2x20 mL). Spojeni organski slojevi isperu se zasi¢enom otopinom NaCl (2x30 mL), suSe nad
natrijevim sulfatom i upare na rotacijskom uparivacu.® Dobiveno je 339 mg (kvantitativno)
produkta 2 u obliku bezbojne staklaste krutine ¢ija je struktura potvrdena spektroskopijom

NMR i spektrometrijom masa.
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Rf=0,33 (CHCl; : MeOH = 3: 1)

S =77-78 °C

'H NMR i DEPTQ: Dodatak 5

'H NMR (CDCls) 6 / ppm: 7,34-7,31 (m, 5H, 5xCH, Bn); 5,11 (s, 2H, CH,, Bn); 4,62 (br s,
1H, CH, Glu); 4,38-4,30 (m, 1H, CH, Ala); 2,56-2,39 (m, 2H, CH,, Glu); 2,32-2,23 (m, 1H,
CHa, Glu); 2,09-2,00 (m, 1H, CH,, Glu); 1,41 (s, 9H, 3xCHs, Boc); 1,33 (d, 3H, J = 5,0 Hz,
CHjs, Ala).

3C NMR (CDCls) 6 / ppm: 176,52, 174,16, 173,37, 172,75 (4xC=0); 135,65 (C, Bn);
128,53, 128,25 (5x<CH, Bn); 80,68 (C, Boc); 66,57 (CH,, Bn); 51,50 (CH, Glu); 49,78 (CH,
Ala); 30,21 (CHy, Glu); 28,25 (3xCHs, Boc); 27,15 (CH,, Glu); 18,32 (CH3, Ala).

ESI-MS: m/z 431,2 [M+Na] *.

3.4.4. C-terminalna modifikacija Boc-L-Ala-D-Glu(OBn)-OH

3.4.4.1. Priprava Boc-L-Ala-D-Glu(OBn)-NH-Prp 3
Metoda |

Spoj 2 (99,6 mg, 244 umol) otopi se u diklormetanu (4 mL) nakon Cega se u dobivenu smjesu
dodaju BOP (133,1 mg, 301 umol), DIPEA (166,0 uL, 953 pumol) i spoj D (29,5 mg, 324
umol). Tijek reakcije pracen je TLC-om u sustavu CHCI; : aceton = 5 : 1. Nakon 48 h na
magnetskoj mjesalici, otapalo se upari, a suhi ostatak otopi u etil-acetatu (20 mL). Priredena
otopina ispere se otopinom KHSO4 (5%x15 mL, 1 mol dm™), vodom (20 mL), otopinom
NaHCO;s; (2x20 mL, w = 5 %) 1 zasi¢enom vodenom otopinom NaCl (20 mL), a dobiveni
organski ekstrakt susi se na natrijevu sulfatu, filtrira i upari na rotacijskom uparivacu. Ostatak
se procisti kromatografijom na stupcu silikagela u navedenom sustavu otapala.*® Dobiveno je
93,7 mg (86 %) produkta u obliku bijele krutine za koju je spektroskopijom NMR utvrdeno da

sadrzi smjesu stereoizomera propargiliranog dipeptida pribliznog omjera 1:1.
Metoda 11

U otopinu spoja 2 (100,4 mg, 246 umol) u suhom tetrahidrofuranu (0,5 mL) dodaju se pri —10
°C N-metilmorfolin (30 pL, 27,6 mg, 273 umol) i n-butil-klorformijat (31,3 uL, 33,6 mg, 246
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umol). Nakon 3 minute dokapa se otopina propargilamina (20,5 pL, 17,6 mg, 320 pmol) u
suhom THF-u (0,2 mL). Tijek reakcije pra¢en je TLC-om u sustavu CHCI; : MeOH =3 : 1.
Nakon sat vremena mijeSanja na —10 °C reakcija se mijeSa jo$ sat vremena na sobnoj
temperaturi uz dodatak vodene otopine NaHCO3; (10 mL, w = 5 %). Vodeni sloj nakon toga
ekstrahira se diklormetanom (3x10 mL), a spojeni organski ekstrakti isperu se otopinom
NaHCO; (2x10 mL, w = 5 %), osuse nad natrijevim sulfatom te upare na rotacijskom
uparivacu. Suhi ostatak procisti se kromatografijom na stupcu silikagela u navedenom sustavu
otapala.® Dobiveno je 104,8 mg (96 %) produkta 3 u obliku blijedo-zutog praha &ija je

struktura potvrdena spektroskopijom NMR i spektrometrijom masa.

Rt = 0,80 (kloroform : MeOH =3 : 1)

9 = 140,5-142 °C

'H NMR i DEPTQ: Dodatak 6

'H NMR (CDCls) 6 / ppm: 7,39-7,32 (m, 5H, 5xCH, Bn); 5,14 (AB, 1H, Jgem = 12,3 Hz,
CHgy, Bn); 5,10 (AB, 1H, Jgem = 12,3 Hz, CHy, Bn); 4,52-4,47 (m, 1H, CH, isoGlIn); 4,10-3,90
(m, 3H, CHg, propargil, CH, Ala); 2,61-2,53 (m, 1H, CH,, isoGlIn); 2,49-2,41 (m, 1H, CH,,
isoGlIn); 2,27-2,20 (m, 1H, CH,, isoGlIn); 2,18 (t, 1H, J = 2,5 Hz, CH, propargil); 2,08-1,99
(m, 1H, CHy, isoGlIn); 1,44 (s, 9H, 3xCHjs, Boc); 1,32 (d, 3 H, J = 7,0 Hz, CH3, Ala).

3C NMR (CDCls) 6 / ppm: 173,50, 173,15, 170,57 (4xC=0); 135,58 (C, Bn); 128,58,
128,34, 128,25 (5xCH, Bn); 80,50 (C, Boc); 71,34 (C, propargil); 66,68 (CH,, Bn); 52,51
(CH, propargil, CH, isoGlIn); 50,78 (CH, Ala); 30,52 (CH,, isoGIn); 29,11 (CH,, propargil);
28,28 (3xCHj3, Boc); 26,88 (CH,, isoGlIn); 17,77 (CHs, Ala).

ESI-MS: m/z 468,4 [M+Na] *.

3.4.4.2. Pokusaj priprave triazolnog derivata Boc-L-Ala-D-Glu(OBn) 4

U otopinu spoja 3 (170 mg, 382 umol) u suhom tetrahidrofuranu (5 mL) dodaju se AgCl (21,5
mg, 150 pmol), TEA (2x134 pL, 194,6 mg, 1,923 mmol) te spoj A (158,4 mg, 894 umol).
Pripravljena smjesa zagrije se na 60 °C i mijesa. Tijek reakcije pracen je TLC-om u sustavu
CHCI; : MeOH = 3 : 1. Nakon 8 sati reakcija se prekine, otapalo upari, a dobiveni suhi
ostatak otopi u vodi (20 mL). Dobivena otopina ekstrahira se etil-acetatom nakon Cega se
organski sloj ispere zasicenom vodenom otopinom NaCl, osusi nad natrijevim sulfatom te

upari na rotacijskom uparivagu.* Opisanim postupkom spoj nije uspjesno pripravljen.
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3.4.4.3. Priprava triazolnog derivata Boc-L-Ala-D-Glu(OBn) 4

Otopini prethodno pripravljenog dipeptida 2 (138,7 mg, 340 umol) u suhom tetrahidrofuranu
(1 mL) dodaju se pri —10 °C N-metilmorfolin (37,4 nuL, 340 umol) i n-butil-klorformijat (43,2
uL, 46,4 mg, 340 umol). Nakon 3 minute doda se otopina spoja C (102,6 mg, 442 umol) u
suhom DCM-u (2 mL). Reakcija je provedena u atmosferi argona, a tijek reakcije pracen je
TLC-om u sustavu CHCI; : MeOH = 3 : 1. Nakon 2 h mijesanja na —10 °C reakcija se mijeSa
jo$ sat vremena na sobnoj temperaturi uz dodatak vodene otopine NaHCOs3 (5 mL, w =5 %).
Vodeni sloj nakon toga ekstrahira se diklormetanom (3%15 mL), a spojeni organski ekstrakti
isperu se otopinom NaHCOj3 (2x40 mL, w = 5 %), osuse nad natrijevim sulfatom te upare na
rotacijskom uparivacu. Suhi ostatak proCisti se kromatografijom na stupcu silikagela u
sustavu kloroform : MeOH = 10 : 1.°° Dobiveno je 211,5 mg (kvantitativno) produkta 4 u
obliku bijele krutine Cija je struktura potvrdena spektroskopijom NMR i spektrometrijom

masa.

Ri = 0,85 (CHCI; : MeOH = 3: 1), 0,62 (CHCI; : MeOH =10 : 1)

'H NMR i DEPTQ: Dodatak 7

'H NMR (CDs;0D) &/ ppm: 7,89 (br s, 1H, CH, triazol); 7,35-7,29 (m, 5H, 5xCH, Bn); 5,12
(s, 2H, CH,, Bn); 4,45 (d, 2H, J = 6,9 Hz, CH,, poveznica amid-triazol); 4,38-4,35 (m, 1H,
CH, isoGln); 4,00 (q, 1H, J =7,1 Hz, CH, Ala); 2,46 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH,, isoGlIn); 2,23 (s,
9H, 6H-y, 3H-B); 2,00-1,91 (m, 1H, CH,, isoGlIn); 1,86-1,79 (m, 7H, 6H-a, 1H, CH,, isoGlIn);
1,35 (s, 9H, 3xCHj3; Boc); 1,28 (d, 3H, J = 7,1 Hz, CH3, Ala).

3C NMR (CDs0D) &/ ppm: 176,58, 174,15, 173,74 (3xC=0); 145,68 (C=0, Boc); 137,58
(C, Bn); 129,59, 129,26 (5xCH, Bn); 120,68 (CH, triazol); 80,78 (C, Boc); 67,56 (CH,, Bn);
61,11 (C, triazol); 54,25 (CH, isoGlIn); 52,19 (CH, Ala); 43,97 (CH, o); 36,96 (CH; y); 36,08
(CH,, poveznica amid-triazol); 31,39 (CHy, isoGlIn); 31,03 (CH B); 28,74 (3xCHjs, Boc);
27,78 (CH,, is0GIn); 17,70 (CHs, Ala).

ESI-MS: m/z 623,6 [M+Na]".

3.4.5. Uklanjanje Boc zastite s dipeptida
3.4.5.1. Priprava L-Ala-D-Glu(OBn)-NH-Prp u obliku TFA soli 5

Spoj 3 (250,0 mg, 562 umol) pripravljen metodom Il suspendira se u suhom diklormetanu (3

mL), a u pripravljenu suspenziju doda se TFA (1,25 mL) pri ¢emu nastaje bistra Zuta otopina.

Josip Drazenovié¢ Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 41

Pripravljena smjesa mijesa se 2 h pri sobnoj temperaturi. Tijek reakcije pracen je TLC-om u
sustavu CHClI; : MeOH = 3 : 1. Nakon zavrSetka reakcije u smjesu se doda dietil-eter te se
upari do suha na rotacijskom uparivadu.* Dobiveno je 257,2 mg (kvantitativno) produkta 5 u
obliku blijedo-smede krutine ¢ija je struktura potvrdena spektroskopijom NMR i

spektrometrijom masa.

R¢=0,53 (CHCI3: MeOH =3:1)

9 = 142-144 °C

'H NMR i DEPTQ: Dodatak 8

'H NMR (CD;0D) 6 / ppm: 7,37-7,32 (m, 5H, 5xCH, Bn); 5,13 (s, 2H, CH,, Bn); 4,42-4,37
(m, 1H, CH, isoGlIn); 3,97-3,92 (m, 1H, CH, Ala); 3,95 (d, 2H, J = 2,5 Hz, CH,, propargil);
2,59 (t, 1H, J = 2,5 Hz, CH, propargil); 2,48-2,44 (m, 2H, CHy, isoGIn); 2,18-2,09 (m, 1H,
CHoy, isoGlIn); 2,01-1,94 (m, 1H, CH,, isoGlIn); 1,48 (d, 3H, J = 7,0 Hz, CH3, Ala).

3C NMR (CD;0D) & / ppm: 173,92, 172,96, 171,16 (3xC=0); 137,52 (C, Bn); 129,60,
129,31 (5<xCH, Bn); 72,44 (C, propargil); 67,57 (CH,, Bn); 53,90 (CH, propargil, CH,
isoGlIn); 50,32 (CH, Ala); 31,27 (CH,, isoGlIn); 29,59 (CH,, propargil); 28,38 (CH, isoGIn);
17,70 (CHs, Ala).

ESI-MS: m/z 346,2 [M+H] ".

3.4.5.2. Priprava triazolnog derivata L-Ala-D-Glu(OBn) u obliku TFA soli 6

Spoj 4 (157,8 mg, 253 umol) suspendira se u suhom diklormetanu (1,5 mL), a u pripravljenu
suspenziju doda se TFA (0,75 mL). Pripravljena smjesa mijesa se 5 h pri sobnoj temperaturi.
Tijek reakcije pracen je TLC-om u sustavu kloroform : metanol = 3 : 1. Nakon zavrsetka
reakcije u smjesu se doda dietil-eter te se upari do suha na rotacijskom uparivacu. Suhi
ostatak procCisti se kromatografijom na stupcu silikagela gradijentno pocevsi od Ccistog
kloroforma do sustava CHCl; : MeOH = 5 : 1. Dobiveno je 130,6 mg (81 %) produkta 6 u
obliku bijele krutine ¢ija je struktura potvrdena spektroskopijom NMR 1 spektrometrijom

masa.

Josip Drazenovié¢ Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 42

R¢=0,69 (CHCl; : MeOH =3:1)

9 = 142-144 °C

'H NMR i DEPTQ: Dodatak 9

'H NMR (CD;0D) &/ ppm: 7,94 (s, 1H, CH, triazol); 7,37-7,28 (m, 5H, 5xCH, Bn); 5,12 (s,
2H, CHy, Bn); 4,44 (s, 2H, CH,, poveznica amid-triazol); 4,40-4,36 (m, 1H, CH, isoGlIn); 3,95
(g, 1H, J = 7,0 Hz, CH, Ala); 2,44 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CHy, isoGln); 2,23 (br s, 9H, 6H-y,
3H-B); 2,19-2,11 (m, 1H, CHy, isoGlIn); 2,03-1,94 (m, 1H, CH,, isoGIn); 1,87-1,79 (m, 6H,
H-o); 1,48 (d, 3H, J = 7,0 Hz, CH3, Al).

3C NMR (CD;OD) &/ ppm: 173,25, 171,21 (3xC=0); 137,53 (C, Bn); 129,62, 129,32,
129,27 (5xCH, Bn); 120,85 (CH, triazol); 67,56 (CH,, Bn); 61,19 (C, triazol); 54,16 (CH,
isoGlIn); 50,33 (CH, Ala); 43,96 (CH; a); 36,94 (CH; v); 35,81 (CH,, poveznica amid-triazol);
31,26 (CHjy, isoGlu); 31,03 (CH B); 28,23 (CH,, isoGlu); 17,67(CHgs, Ala).

ESI-MS: m/z 523,6 [M+H]".

3.5. Kondenzacija peptidnog i manoznog prekursora

3.5.1. Opceniti postupak priprave konjugata 2-(2,3,4,6-tetra-O-benzil-a-D-
manopiranoziloksi)octene kiseline i derivata desmuramil-dipeptida

2-(2,3,4,6-tetra-O-benzil-a-D-manopiranoziloksi)octena kiselina otopljena je u suhom
diklormetanu (5 mL). Pripravljena otopina ohladi se na 0 °C te se u nju dodaju HOBt (1,0
ekv.) 1 EDCxHCI (1,2 ekv.) nakon Cega se smjesa mijeSa 15 minuta na 0 °C. Nakon 15
minuta u ohladenu smjesu je dodana otopina derivata desmuramil-dipeptida (1,1 ekv.) u
suhom dioksanu (5 mL). Posljednji je u reakcijsku smjesu, kapajuci, dodan TEA (2,0 ekv)
nakon Cega se smjesa nastavi mijeSati sat vremena na 0 °C, a potom jo§ 24 sata na sobnoj
temperaturi. Tijek reakcije pracen je TLC-om u sustavu CHCIl; : MeOH = 9 : 1. Nakon
zavrSetka reakcije reakcijska smjesa se upari, a upareni ostatak otopi se u etil-acetatu (20 mL).
Tako dobivena otopina ispere se vodenom otopinom klorovodi¢ne kiseline (20 mL, ¢ = 0,1
mol dm™®) i zasi¢enom otopinom natrijeva karbonata (20 mL) te susi nad natrijevim sulfatom.
OsusSeni organski sloj upari se na rotacijskom uparivacu, a dobiveni ostatak proCisti se

kromatografijom na stupcu silikagela u navedenom sustavu otapala.*
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3.5.1.1. Priprava konjugata 2-(2,3,4,6-tetra-O-benzil-a-D-manopiranoziloksi)octene Kkiseline i
propargiliranog dipeptida 7

Reakcijom 2-(2,3,4,6-tetra-O-benzil-a-D-manopiranoziloksi)octene kiseline (145,5 mg, 243
umol) i spoja 5 (122,8 mg, 268 umol) uz HOBt (32,9 mg, 243 umol), EDCxHCI (56,0 mg,
292 umol) i TEA (67,8 uL, 49,2 mg, 486 umol) dobiveno je, nakon ¢is¢enja kromatografijom
na stupcu silikagela uz sustav CHCI; : MeOH =9 : 1 kao eluens, 185,4 mg (82 %) spoja 7 u
obliku Zute uljaste tekuéine c¢ija struktura je potvrdena spektroskopijom NMR i

spektrometrijom masa.

R¢=0,79 (CHCl; : MeOH =9:1)

'H NMR i DEPTQ: Dodatak 10

'H NMR (CD30OD) é / ppm: 7,38 -7,24 (m, 25H, 25xCH, Bn); 5,12 (AB', 1H, Jgem = 12,3
Hz, CH,, Bn); 5,08 (Aﬁl, 1H, Jgem = 12,3 Hz, CHy, Bn); 4,88 (d, 1H, J;, = 2,2 Hz, H-1); 4,82
(AB?, 1H, Jgem = 10,9 Hz, CHy, Bn); 4,76 (AB®, 1H, Jgem = 12,3 Hz, CHy, Bn); 4,69 (AB*, 1H,
Jgem = 11,6 Hz, CH,, Bn); 4,68 (A53, 1H, Jgem = 12,4 Hz, CHy, Bn); 4,64 (AE‘, 1H, Jgem =
11,8 Hz, CH,, Bn); 4,62 (AB®, 1H, Jgem = 12,1 Hz, CHy, Bn); 4,50 (AB®, 1H, Jgem = 12,2 Hz,
CHa, Bn); 4,49 (AB?, 1H, Jgem = 10,9 Hz, CH,, Bn); 4,46-4,41 (m, 1H, CH, Ala); 4,33 (t, 1H,
J =6,9 Hz, CH, isoGlIn); 4,16 (AB®, 1H, Jgem = 15,6 Hz, CH,, acetilna poveznica); 3,99 (app t,
1H, J = 8,9 Hz, J = 8,7 Hz, H-4); 3,96 (AB®, 1H, Jgem = 15,6 Hz, CH,, acetilna poveznica);
3,89 (dd, 1H, J=3,0 Hz, J = 8,7 Hz, H-3); 3,78 (app t, 1H, J = 2,6 Hz, J = 2,7 Hz, H-2); 3,76-
3,66 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b); 2,59-2,52 (m, 1H, CH,, isoGlIn); 2,47-2,39 (m, 1H, CH;,
isoGlIn); 2,18-2,09 (m, 1H, CH,, isoGlIn); 2,16 (t, 1H, J = 2,5 Hz, CH, propargil); 2,06-1,97
(m, 1H, CHy, isoGlIn); 1,32 (d, 3H, J = 7,0 Hz, CH3, Ala).

C NMR (CDsOD) ¢ / ppm: 173,59, 172,08, 170,37, 169,28 (4xC=0); 138,26, 138,15,
138,05 137,98, 135,47 (5<C, Bn); 128,31-127,56 (25xCH, Bn); 98,52 (C1); 79,22, 74,80,
74,64, 72,64 (C2-C5); 74,85, 73,36, 72,78, 72,56, 68,89 (5xCH,, Bn); 71,50 (C, propargil);
66,73 (C6); 66,41 (CH,, acetilna poveznica); 52,68 (CH, isoGIn); 48,97 (CH, Ala); 30,52
(CHzy, is0GIn); 29,12 (CH,, propargil); 26,76 (CH,, isoGIn); 17,83, (CHgz, Ala).

ESI-MS: m/z 926,8 [M+H] ".
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()j/()liu

Slika 25. Strukturna formula konjugata 2-(2,3,4,6-tetra-O-benzil-a-D-manopiranoziloksi)octene kiseline i

propargiliranog dipeptida 7.

3.5.1.2. Priprava konjugata 2-(2,3,4,6-tetra-O-benzil-a-D-manopiranoziloksi)octene Kkiseline i
triazolnog derivata dipeptida 8

Reakcijom 2-(2,3,4,6-tetra-O-benzil-a-D-manopiranoziloksi)octene kiseline (96,0 mg, 160
umol) i spoja 6 (112,3 mg, 176 pumol) uz HOBt (21,8 mg, 161 umol), EDCxHCI (36,6 mg,
191 umol) 1 TEA (44,8 uL, 32,5 mg, 321 pmol) dobiveno je, nakon ¢iS¢enja kromatografijom
na stupcu silikagela uz sustav CHCI; : MeOH =9 : 1 kao eluens, 176,9 mg (kvantitativno)
spoja 8 u obliku zute uljaste tekucine ¢ija struktura je potvrdena spektroskopijom NMR i

spektrometrijom masa.

Ri=0,75 (CHCl; : MeOH =9 : 1)

'H NMR i DEPTQ: Dodatak 11

'H NMR (CDsOD) &/ ppm: 7,82 (s, 1H, triazol); 7,39-7,16 (m, 25H, 25xCH, Bn); 5,09 (s,
2H, CH,, Bn ester); 4,99 (d, 1H, Ji», = 1,7 Hz, H-1); 4,69 (s, 2H, CH,, poveznica amid-
triazol); 4,60-4,34 (m, 10H, 4xCH,, Bn, CH, Ala, CH, isoGIn); 4,16-3,90 (m, 5H, CH,,
acetilna poveznica, H-2, H-3, H-4); 3,77-3,74 (m, 1H, H-5); 3,71-3,63 (m, 2H, H-6a, H-6b);
2,44 (t, 2H, J = 7,3 Hz, CH,, isoGIn); 2,34 -2,15 (m, 10H, 6H-y, 3H-B, 1H, CH,, isoGIn);
2,01-1,90 (m, 1H, CHo, isoGIn); 1,79-1,72 (m, 6H, H-a); 1,35 (d, 3H, J = 7,1 Hz, CH3, Ala).
3C NMR (CDsOD) &/ ppm: 175,04, 174,33, 173,58, 171,79 (4xC=0); 139,93, 139,72 (5xC,
Bn); 129,60-128,66 (25xCH, Bn); 120,73 (CH, triazol); 99,64 (C1); 81,00, 76,03, 75,83,
73,72 (C2-Cb); 75,89, 74,46, 73,82, 73,08 (4xCH,, Bn); 70,36 (C6); 67,56 (CH,, Bn ester);
67,19 (CH,, acetilna poveznica); 61,06 (C, triazol); 54,29 (CH, isoGIn); 50,48 (CH, Ala);
43,91 (CH; a); 36,92 (CH,v); 36,01 (CH,, poveznica amid-triazol); 31,45 (CH, isoGlu);
30,96 (CH B); 27,75 (CHo, isoGlu); 17,97 (CHs, Ala).

ESI-MS: m/z 1103,5 [M+H]".
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3.5.2. Pokusaj priprave konjugata 2-(2,3,4,6-tetra-O-benzil-a-D-manopiranoziloksi)octene
kiseline i triazolnog derivata dipeptida 8

Prethodno pripravljeni spoj 7 (95,0 mg, 103 umol) otopi se u smjesi diklormetana i dioksana
(4 mL, V(DCM) : V(dioksan) = 1 : 1) nakon Cega se u priredenu otopinu doda spoj A
(21,6 mg, 122 umol). U nastalu smjesu potom se doda vodena otopina (2 mL) bakrova(ll)
sulfata pentahidrata (8,0 mg, 32 umol) i natrijeva L-askorbata (18,1 mg, 91 pumol). Tijek
reakcije pracen je TLC-om u sustavu CHCI; : MeOH = 9 : 1. Nakon 4 dana mijeSanja pri
sobnoj temperaturi reakcija se prekine, a reakcijska smjesa upari do suha. Suhi ostatak procisti
se kromatografijom na stupcu silikagela u navedenom sustavu otapala.* Opisanim postupkom

spoj nije uspjesno pripravljen.

3.6. Uklanjanje benzilnih zastitnih skupina i priprava ciljne molekule 9

Spoj 8 (39,0 mg, 35,3 umol) otopi se u etanolu (3 mL) nakon ¢ega se u tako dobivenu otopinu
doda paladij na ugljiku (27 mg, 25,4 umol, w(Pd) = 10 %). Tako pripravljena smjesa mijesa
se 48 h u atmosferi vodika (p = 2,8 bar), a tijek reakcije prati se TLC-om u sustavu MeCN :
H,O = 5 : 1. Po zavrSetku reakcije smjesa se profiltrira, a dobiveni filtrat upari do suha.
Dobiveno je 17 mg produkta u obliku zute uljaste tekucine. Spektroskopijom NMR potvrdeno
je uklanjanje svih benzilnih zastitnih skupina i nastanak spoja 9, a spoj je preostalo prod¢istiti

od prisutnih necisto¢a. Nastanak molekulskog iona potvrden je i spektrometrijom masa.

ESI-MS: m/z 653,7 [M+H]".
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§ 4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Uvod

U sklopu diplomskog rada ispitana je mogucnost priprave adamantil-triazolnog derivata
desmuramil-dipeptida koji je dodatno modificiran uvodenjem manozne podjedinice. lako sam
posjeduje adjuvantsku aktivnost, koriStenje desmuramil-dipeptida kao posljedicu ima
nezeljene nuspojave, a uvedene strukturne modifikacije kao cilj imaju pripravu adjuvansa s
boljim bioloskim svojstvima. Razlog uvodenja adamantilnog privjeska u strukturu molekule
je povecanje interakcije ciljane molekule s lipidnim dvoslojem stanice tj. povecanje
lipofilnosti kako bi se pospjesila pasivna apsorpcija Zeljenog spoja. Adamantilni privjesak u
strukturu molekule uveo se u obliku prethodno sintetiziranog adamantil-triazolnog prekursora,
a osim S§to mu je uloga povezati adamantilnu jedinicu i ostatak dipeptida, triazolni prsten i
sam posjeduje odredenu bioloSku aktivnost. Manozna podjedinica odvojena preko acetilne
poveznice uvedena je u strukturu priredenog manokonjugata radi boljeg prepoznavanja

molekule od strane receptora na stanicama imunoloskog sustava.

Za pripravu ciljne molekule upotrijebljen je kombinirani divergentno-konvergentni
pristup (slika 26.). Tako je prvi pripravljeni spoj, benzilom zasti¢ena D-glutaminska Kiselina 1
(H-D-Glu(OBnN)-OH) koristena u dvije reakcije tj. dva razliCita sintetska puta priprave
propargiliranog desmuramil-dipeptida 3. U prvom, duzem sintetskom putu spoj 3 pokusao se
pripraviti na nacin da se propargilna skupina ne uvodi na dipeptid ve¢ na glutaminsku
kiselinu, a koja potom u reakciji s Boc-L-Ala-OSu daje Zeljeni spoj. U ovom sintetskom putu
bilo je potrebno prije amidacije zastititi amino-skupinu benzilirane glutaminske kiseline 1, a
nakon amidacije istu ukloniti kako bi slobodna amino-skupina mogla reagirati s aktiviranim
alaninom. lako su prva tri koraka bila uspjesSno provedena, posljednji korak nije rezultirao
izolacijom spoja 3. U drugom sintetskom putu prvo je reakcijom kondenzacije Boc-L-Ala-
OSu i prethodno pripravljene benzilom zasticene glutaminske kiseline 1 uspjesno pripravljen
dipeptid 2, a potom je pripravljeni dipeptid reagirao s propargilaminom i kao produkt dao
zeljeni spoj 3. U ovom radu koriStene su dvije metode amidacije, prva koja kao

kondenzacijski reagens koristi BOP i druga koja koristi n-butil-klorformijat. lako su obje
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rezultirale nastankom propargiliranog dipeptida, produkt prve metode bio je smjesa
dijastereoizomera $to je potvrdeno spektroskopijom NMR. 1-azidoadamantan A pripravljen je
supstitucijskom reakcijom iz adamantan-l-ola, a priredeni spoj potom je reagirao s
propargiliranim dipeptidom 3 u 1,3-dipolarnoj cikloadiciji uz srebro(l) kao katalizator. Nakon
provedene reakcije zeljeni adamantil-triazolni derivat desmuramil-dipeptida, spoj 4, nije
uspjesno izoliran te se isti potom pokusSao pripravit reakcijom ranije pripravljenog adamantil-
triazola C i dipeptida 2. Reakcija je provedena uz n-butil-klorformijat kao kondenzacijski
reagens, a Zeljeni derivat 4 ovim je na¢inom uspjeSno pripravljen. Bitno je napomenuti kako
je spoj C pripravljen u dva koraka iz ranije pripravljenog l-azidoadamantana. Prvi korak
priprave bila je tzv. ,,one-pot* sinteza Boc skupinom zasticenog adamantil-triazola iz 1-
azidoadamantana i komercijalno dostupnog propargilamina. U istoj tikvici prvo je pripravljen
Boc skupinom zastieni propargilamin koji potom uz in Situ generirani bakar(l) kao
katalizator reagira s naknadno dodanim 1-azidoadamantanom. Tako pripravljenom
zaSticenom adamantil-triazolu B potom je uklonjena, u prethodnom koraku uvedena, Boc
zatita ¢ime je pripravljen spoj C. Uvodenjem adamantilne podjedince preko prethodno
sintetiziranog spoja C izbjegava se moguci problem nastanka smjese 1,4- i 1,5-regioizomera
kod strukturno zahtjevnijih derivata desmuramil-dipeptida koji, kao $to je od ranije poznato,
nisu kromatografski odvojivi. U koracima koji su slijedili pripravljenim spojevima 3 i 4 u
kiselom mediju uklonjene su zastite s amino-skupina nakon ¢ega su, u reakciji kondenzacije,
reagirali s manoznim prekursorom. Spomenuti manozni prekursor ranije je, u istom
laboratoriju, pripravljen literaturno opisanim postupcima, a kondenzacija s TFA solima 5i 6
rezultirala je nastankom i uspjeSnom izolacijom te karakterizacijom manoznih konjugata 7 i 8.
U posljednjem koraku iz spoja 8 hidrogenolizom na Parrovu uredaju uklonjene su zastitne
skupine s glutaminske kiseline peptidnog dijela molekule i hidroksilnih skupina Secernog
dijela manokonjugata $to je rezultiralo nastankom ciljne molekule 9. Vazno je napomenuti da
je mogucnost uklanjanja svih zaStitnih skupina u jednom, zadnjem koraku razlog zasto su bas
te zastitne skupine i uvedene, a posebno je vazno da je odabrana ona zaStitna skupina koja se

moze ukloniti uglavnom nedestruktivhom metodom kao §to je hidrogenoliza.
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4.2. Priprava adamantil-triazolnog prekursora

Sinteza adamantil-triazolnog prekursora C provedena je u 3 koraka. U prvom je koraku iz
adamantan-1-ola i natrijeva azida uz sumpornu Kkiselinu uspjesno pripravljen
1-azidoadamantan A (slika 27.). Ova reakcija provedena je na skali od 500 mg uz iskoriStenje
od 87 % te na skali od 2 g uz iskoriStenje od 69 %. Struktura dobivenog spoja potvrdena je
spektroskopijom NMR.

OH N,

NHN3, II:S()I

-

CHCI;, ST, 3 h
87 %

Slika 27. Shematski prikaz priprave 1-azidoadamantana.

U drugom koraku provedena je ,,one-pot* sinteza 1,4-supstituiranog adamantil-triazola
zaSticenog Boc skupinom iz prethodno pripravljenog 1-azidoadamantana A i komercijalno
dostupnog propargilamina uz visoko iskoriStenje od 97 %. Ova sinteza sastoji se od dva
koraka. U prvom se koraku propargilamin u reakciji s anhidridom Boc,O i trietilaminom
zastiCuje Boc skupinom, a u drugom tako pripravljeni zastiCeni propargilamin reagira s
dodanim 1-azidoadamantanom u Kataliziranoj 1,3-dipolarnoj cikloadiciji. Katalizator ove
klik-reakcije je in situ generirani bakar(l), a spomenuti katalizator pripravljen je reakcijom
bakrova(ll) sulfata pentahidrata s natrijevim L-askorbatom kao reducensom. Reakcija je
provedena u smjesi dioksan-voda pri temperaturi od 35 °C. Provodenje sinteze na viSoj
temperaturi (>50 °C) rezultiralo je ubrzanjem reakcije, ali 1 nastankom zamjetne koli¢ine
oneciS¢enja tj. nezeljenog 1,5-regioizomera. Iako su regioizomeri ponekad tesko odvojivi
pomocu klasi¢ne kromatografije na stupcu silikagela, regioizomeri priredenog spoja relativno
su se lako odvojili gradijentno s koriStenim sustavima otapala. Ova ¢injenica vazna je zbog
rezultata ranije provedenih eksperimenata koji su pokazali da regioizomeri dobiveni klik-
reakcijom sa strukturno kompliciranijim propargiliranim derivatima desmuramil-dipeptida
nisu odvojivi pomoc¢u kromatografije na stupcu silikagela. Treba spomenuti i ¢injenicu da se u
originalnom propisu*® u 1,3-dipolarnoj cikloadiciji sinteze triazola ne koristi katalizator ve¢ je

rije¢ o nekataliziranoj, termickoj, Huisgenovoj cikloadiciji. Uporaba katalizatora ne samo da
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znac¢ajno smanjuje vrijeme reakcije ve¢ i utjeCe na selektivnost reakcije. Uvodenjem
katalizatora u ovu sintezu i optimizacijom postupka variranjem temperature osmisSljen je
postupak priprave supstituiranog triazolnog fragmenta kojeg karakterizira visoko iskoristenje,
relativno kratko vrijeme provodenje reakcije te regioselektivnost u smislu preferencijalnog
nastanka jednog regioizomera. U prilog upravo spomenutom ide i ¢injenica da je opisana “one

bh

pot” sinteza naknadno validirana koriStenjem drugih azida te je postala dio standardne
laboratorijske procedure za sintezu supstituiranih derivata triazolnin amina. U posljednjem
koraku sinteze spoja C pomocu trifluoroctene kiseline u suhom diklormetanu uklonjena je

Boc zastitna skupina s iskoristenjem od 87 % (slika 28.).

NHBoc NH,

/z*"‘*z
/

/Z‘“‘*Z
/

1. Boc,O, TEA, 0 °C,
dioksan, voda

2. ST, 90 min TFA
/\ NH, - »
Z DCM. ST, 2 h

3. spoj A, Na L-askorbat (aq),
0,
CuS0,5 H,0(aq), Ar, 35 °C, 24 h 87 %
97 %

Slika 28. Shematski prikaz priprave adamantil-triazolnog prekursora C.

S ciljem priprave spoja C u ovome radu isprobana je Klik-reakcija nezasticenog
propargilamina i 1-azidoadamantana uz in situ generirani bakar(l). Bakar(l) generiran je na
identi¢an nacin kao i u gore opisanoj ,,one-pot* sintezi, a ova reakcija provedena je pri sobnoj
temperaturi. Ocekivani spoj na opisani nacin nije uspjes$no izoliran, a pretpostavka je da
dolazi do interakcije elektronskog para atoma dusika slobodne amino-skupine i bakra(l) kao
katalizatora Sto onemogucuje uklju¢ivanje bakra u ranije opisani kataliticki ciklus (poglavlje
2.3.1.1.), ali i povoljno pozicioniranje svih vrsta potrebnih za ovu reakciju. U prilog ovoj
tvrdnji ide i Cinjenica da je reakcija karbamatnom skupinom zastiCenog amina tj. amina u

kojem je elektronski par s dusika delokaliziran, provedena s vrlo visokim iskoriStenjem.
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4.3. Priprava peptidnih prekursora5i 6

4.3.1. Priprava zasticenog propargiliranog desmuramil-dipeptida 3

Sinteza peptidnog prekursora moze se podijeliti na nekoliko dijelova, a u prvome od njih
vazno je bilo pronac¢i odgovarajuu metodu sinteze propargiliranog desmuramil-dipeptida 3,
tj. metodu koja bez promjene konfiguracije na stereogenim centrima modificira C-kraj
desmuramil-dipeptida. U istrazivanju koje je prethodilo ovome radu ispitano je nekoliko
metoda modificiranja C-kraja (tablica 2.)*, a izdvojene su dvije u kojima su dobiveni
dijastereoizomerno Cisti produkti. Ipak, zbog relativno niskog iskoriStenja (61 %) 1 trajanja
eksperimenta (7 dana) u jednoj te niskog iskoriStenja (23 %), uvjeta koji su ukljucivali
poviSenu temperaturu (70 °C) 1 veliki suviSak reagensa (124 ekvivalenta) u drugoj metodi
odlugilo se krenuti u pronalazak nove, adekvatnije metode.* Isprobana su dva pristupa sinteze
spomenutog propargiliranog derivata 3: prvi u kojem je zasti¢ena glutaminska kiselina 1 prvo
propargilirana, a potom kondenzirana s alaninom i drugi u kojem je prvo kondenzirana s

alaninom nakon ¢ega je nastali dipeptid 2 modificiran uvodenjem propargilamina na C-kraj.

Tablica 2. Pregled ranije koristenih metoda priprave propargiliranog desmuramil-dipeptida.”

Metoda / reagensi i otapalo Uvjeti i vrijeme reakcije Iskoristenje / % Produkt/i
Metoda | 1,3 ekv. piridina, 1 dan 34 _
T . o jedan
propargilamin hidroklorid, t- 6,5 ekv. piridina, 3 dana 45

L dijastereoizomer
Boc,0, piridin, dioksan

11,7 ekv. piridina, 7 dana 61
Metoda Il 124 ekv. piridina, 3 ekv. TiCl,, - jedan
propargilamin, piridin, TiCl, 70°C,2h dijastereoizomer
Metoda Il o )
T o 1,1 ekv. piridina, 0,17 ekv. smjesa
propargilamin, Boc,O, piridin, 56 N )
DMAP, 1 dan dijasterecizomera
DMAP, THF

U prvom pristupu propargilirani desmuramil-dipeptid 3 pokusao se pripraviti

kondenzacijskom reakcijom prethodno propargilirane i zaSti¢ene glutaminske kiseline C S
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komercijalno dostupnim Boc-L-Ala-OSu. Ovaj pristup sastoji se od pet koraka (slika 29.): (1)

uvodenje benzilne zastite na karboksilnu skupinu u bo¢nom ogranku D-glutaminske kiseline
(spoj 1); (2) uvodenje Boc skupine na amino-skupinu D-glutaminske kiseline (spoj a); (3)
reakcija pripravljene zasticene D-glutaminske Kiseline a s propargilaminom tj. priprava amida
b; (4) uklanjanje Boc skupine s propargilirane i benzilnom zastitom zastiéene D-glutaminske
kiseline b i u konacnici (5) kondenzacija TFA soli propargilirane te benzilom zasticene D-

glutaminske kiseline C s Boc-L-Ala-OSu.

Oy _OBn  (1)Boc,0, TEA, Os_ _OBn
OOH dioksan, voda, ST, 4 d
BnOH, BF;<Et,0 73% prpNH,<HCl, BOP
: TEA, THF, Ar, ST, 20 h : ili (11) Boc,, TEA. 3 DIPEA, DCM, ST, 2.d
61 % : : voda, ST - 69 %
1N ool h N Scoon  PME ‘l‘{’)g bST2d g >coon
0l
! a
O« _OB Oy _OB
O " 1. Boc-L-Ala-OSu, TEA .
TFA THF, Ar,0°C, 30 min ,
", -
z DCM, ST, 2h : 2.ST,40h 0z
H 91 % H H H
: N % : N\/ B()cIrN\)L 2 N\/
B()CIINW TFAXH,N /\”/ ; ﬁ/\[(
0 0 2 0
b c 3

Slika 29. Shematski prikaz prvog pristupa kori$tenog u sintezi propargiliranog desmuramil-dipeptida 3.

Kako se reakcija propargiliranja Zeli provesti selektivno tj. cilj je pripraviti derivat
izoglutamina, potrebno je selektivno zastititi karboksilnu skupinu u bo¢nom ogranku polazne
glutaminske kiseline. To je uginjeno literaturno poznatim postupkom® uz benzilni alkohol i
BFsxEt,0, a reakcija je nakon prociS¢avanja prekristalizacijom iz smjese otapala vode i
etanola rezultirala nastankom zeljenog H-D-Glu(OBn)-OH (1) uz iskoristenje od 61 % na
skali od 2 g. Selektivnost tj. zasti¢ivanje samo karboksilne skupine bo¢nog ogranka
aminokiseline posljedica je stvaranja kompleksa bora i a-amino- te a-karboksilne skupine
glutaminske kiseline. Kako je a-karboksilna skupina dio kompleksa, jedina skupina koja
moze sudjelovati u reakciji esterifikacije benzilnim alkoholom je slobodna karboksilna

skupina bocnog ogranka. Osim uvodenja zaStite na jednu od karboksilnih skupina
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skupinu glutaminske kiseline. Naime, uvjeti reakcije propargiliranja odgovaraju uvjetima u
kojima je, ukoliko je amino-skupina nezasti¢ena, moguca samokondenzacija aminokiselina. U
ovom slucaju mogucéa je nezeljena oligomerizacija (polimerizacija) glutaminske kiseline
kojom se trosi reaktant i smanjuje iskoriStenje reakcije. Amino-skupina glutaminske kiseline
zaSti¢ena je Boc skupinom, a isprobana su dva postupka koja su se razlikovala u koristenom
otapalu: u prvome je koristena smjesa dioksana i vode dok je u drugome kao otapalo koriStena
smjesa N,N-dimetilformamida i vode. U oba je postupka kao izvor acila koriSten anhidrid
Boc,O i TEA kao baza te su oba rezultirala nastankom produkta Boc-D-Glu(OBn)-OH (a)
Cija je struktura potvrdena spektroskopijom NMR. Reakcija provedena u smjesi DMF-voda
rezultirala je iskoriStenjem od 100 %, a reakcija provedena u smjesi dioksan-voda
iskoristenjem od 73 %. Treba napomenuti i kako se u originalnom propisu*’ za reakciju
uvodenja Boc skupine u smjesi otapala dioksana i vode ne koristi baza tj. TEA bez dodatka
kojeg se ne dogada zamjetna kemijska transformacija. 1z tog razloga originalni propis je
modificiran i kao baza je uveden TEA. U slijede¢em koraku C-kraj spoja @ modificiran je
uvodenjem propargilamina. Reagens za uvodenje propargilamina, hidroklorid D, pripravljen
je reakcijom propargilamina i koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (slika 30.). Sinteza
hidroklorida nakon uparavanja u kodestilaciji s metanolom, a potom i dietil-eterom rezultirala

je iskoristenjem od 84 %.

\\

2. ST, 10 min
84 %

1. HCl(konc), 0 °C
NH, > /\anxuu
D

Slika 30. Shematski prikaz priprave propargilamin hidroklorida.

Propargilirani derivat spoja @, spoj b, sintetiziran je reakcijom prethodno pripravljenih
spojeva a i D uz BOP kao kondenzacijski reagens i diizopropiletilamin (DIPEA) kao bazu uz
iskoriStenje od 69 %. lako je struktura pripravljenog spoja potvrdena spektroskopijom NMR,
zbog nemoguénosti razlikovanja enantiomera ovom tehnikom nije moguée utvrditi
enantiomernu ¢isto¢u priredenog spoja. Snimanje spektra NMR u kiralnom mediju u kojem

dolazi do razli¢ite interakcije razli¢itih enantiomera sa spomenutim medijem nacin je na koji
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bi se moglo odrediti koliki je udio pojedinog enantiomera odnosno enantiomerni viSak. Prije
kondenzacije propargiliranog derivata D-glutaminske kiseline b s Boc-L-Ala-OSu bilo je
potrebno ukloniti Boc zastitu s amino-skupine $to je uinjeno u kiselom mediju (TFA), a
nakon kromatografskog ¢iS¢enja prireden je spoj D-Glu(OBn)-NH-prp u obliku TFA soli (C)
uz iskoriStenje od 91 %. PokuSaj kondenzacije tako priredene TFA soli C s komercijalno
dostupnim alaninom na N-kraju zasti¢enim Boc skupinom i aktiviranim prevodenjem u N-
hidroksisukcinimidni ester (Boc-L-Ala-OSu) u posljednjem koraku nije bio uspjesan §to je
kao posljedicu imalo razvoj drugog pristupa sintezi propargiliranog derivata
desmuramil-dipeptida 3.

Drugi pristup priprave propargiliranog desmuramil-dipeptida 3 pokazao se uspje$nijim
od prethodnog, a sastoji se od tri koraka (slika 31.): (1) uvodenje benzilne zaStite na
karboksilnu skupinu u bo¢nom ogranku D-glutaminske kiseline (spoj 1); (2) kondenzacija
pripravljene benzilom zasticene D-glutaminske Kiseline 1 s Boc-L-Ala-OSu; (3) reakcija
pripravljenog dipeptida 2 s propargilaminom tj. priprava amida 3. Uvodenjem benzilne zastite
na karboksilnu skupinu pripravljena je H-D-Glu(OBn)-OH 1 koja je u slijede¢em koraku
reagirala s Boc-L-Ala-OSu pri ¢emu je pripravljen dipeptid 2, Boc-L-Ala-D-Glu(OBn)-OH.
Kao baza koristen je TEA, a reakcija je provedena kvantitativno i bez potrebe za
kromatografskim ciS¢enjem. Iako je problem u istrazivanju koje je prethodilo ovome bila
izolacija &istog spoja 2 zbog oneéiiéenja alaninom nastalog hidrolizom Boc-L-Ala-OSu,* u
ovome radu Zeljeni dipeptid 2 sintetiziran je i izoliran u ¢istomu obliku. Vazno je napomenuti
kako su za provodenje ove kondenzacije nuzni suhi uvjeti, u ovom slucaju suhi THF i inertna
atmosfera argona. Reakcija je provedena i1 u uvjetima koji sadrzavaju vodu tj. smjesi 1,2-
dimetoksietana i vode (1:1), a rezultirala je nastankom visekomponentne smjese iz koje spoj 2

.. .y . . 52
nije uspjesno izoliran.

U posljednjem koraku preostalo je modificirati C-kraj dobivenog N-zastienog
dipeptida 2, a isprobane su dvije metode. Prva metoda analogna je ranije opisanom
propargiliranju spoja a te kao kondenzacijski reagens koristi BOP, a kao bazu
diizopropiletilamin. Nakon kromatografske obrade ovom metodom dobiven je produkt s
iskoriStenjem od 86 %. Ipak, spektar NMR sadrzavao je dvostruki signal vodikovih atoma

Boc skupine C¢iji je omjer povrSina gotovo 1:1, a Sto ukazuje na nastanak para
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dijastereoizomera spoja 3. Nastanak dijastereocizomernog para u ovoj reakciji ide u prilog
pretpostavci da i u reakciji propargiliranja zasSticene D-glutaminske kiselina @ metodom koja

koristi BOP i diizopropiletilamin dolazi do nastanka enantiomera koji zbog ograni¢enja NMR

nisu razlucivi u akiralnom mediju tj. daju signale pri istim kemijskim pomacima.

O, OBn

O, OBn
"O0OH
1. Boc-1.-Ala-OSu, TEA
BnOH, BF;*Et,O THF, Ar, 0 °C, 30 min

0 2
z £ —_— H
: i BocI N H
: TEA. THF, Ar, ST. 20 h : 2.8T,24h \)-L P
SR , N COOH
112.\:/\(‘0011 61 % HZN/\ COOH 100 % H
1 2

M D>
prpNH, <HC, BOI Smyjesa dijastereoizomera

O, OBn spoja 3 O

DIPEA, DCM, ST, 2d
86 %
0 < o

1. prpNH,, NMM, \)L 1 _
BocI[N\)-L T 10 O BocHN N\//
E H/\C()()” NBCF, THF. -10 °C. 1 h E N/ﬁ(

Jedan dijastercoizomer
spoja 3 H

= 2. NallCO,, ST, T h
96 %

Slika 31. Shematski prikaz drugog pristupa koristenog u sintezi propargiliranog desmuramil-dipeptida 3.

Druga metoda propargiliranja poznata je dugi niz godina, a kao reagense koristi amin,
u ovom slucaju propargilamin te N-metilmorfolin i klorformijatni reagens. N-metilmorfolin i
klorformijatni reagens koristeni su za pripravu mjesovitog anhidrida koji, kao vrsta reaktivnija
od karboksilne kiseline, potom reagira s aminom. U originalnom propisu® prema kojem je
ova reakcija provedena vrijeme aktivacije je 3 min, a treba napomenuti i kako se u
spomenutom propisu kao klorformijatni reagens koristi izobutil-klorformijat dok je u ovom
radu koriSten n-butil-klorformijat. Reakcija je provedena u suhom THF-u, a nakon
kromatografskog CiS¢enja rezultirala je nastankom propargiliranog desmuramil-dipeptida 3 s
vrlo visokim iskoriStenjem od 96 %. Struktura, ali i dijastereoizomerna ¢isto¢a priredenog
spoja potvrdene su spektroskopijom NMR. lako je dijastereoizomerna Cistoca velika, ovom
tehnikom nije moguce utvrditi koji je od dijastereoizomera zaista nastao, no kako je koriStena
metoda u originalnom radu naslovljena kao stereokonzervativna pretpostavka je da priredeni

spoj jednake konfiguracije kao pocetni dipeptid. KoriStena metoda superiorna je u odnosu na
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sve metode prethodno ispitane u ovom laboratoriju, a istie se visokim iskoriStenjem,

relativno kratkim vremenom provodenja reakcije te dijastereoizomernom ¢isto¢om.
4.3.2. Priprava adamantil-triazolnog derivata desmuramil-dipeptida 4

U slijede¢em dijelu sinteze peptidnog prekursora 4 vazno je bilo prona¢i metodu kojom se na
desmuramil-dipeptid 2 uspjesno uvodi adamantilna skupina tj. C-kraj desmuramil-dipeptida
bilo je potrebno modificirati tako da sadrzi adamantil-triazolnu podjedinicu (slika 32.).
Nadalje, kako uvedena triazolna podjedinica moze biti 1,4- ili 1,5-supstituirana potrebno je
razviti metodu koja rezultira nastankom iskljucivo 1,4-regioizomera. Do navedene
modifikacije moglo se do¢i koriste¢i nekoliko pristupa od kojih su dva koristena u ovom radu.
Prvi pristup koristi ve¢ modificirani desmuramil-dipeptid 3 na ¢&ijem se C-kraju nalazi
propargilna skupina amidnom vezom povezana s ostatkom dipeptida (poglavlje 4.3.1.) dok

drugi pristup polazi iz desmuramil-dipeptida 2 kojemu je primarna karboksilna skupina

Oj/OBn
0

BocHN\)L : 0
: N/Y
: H
HN

slobodna.

Slika 32. Strukturna formula spoja 4 —adamantil-triazolnog derivata zasticenog desmuramil-dipeptida.

Prvim pristupom adamantil-triazolna podjedinica zeljela se uvesti klik-reakcijom veé
postojeceg propargilnog fragmenta spoja 3 i 1-azidoadamantana. U prethodnim istrazivanjima
isprobana je klik-reakcija uz in situ generirani bakar(l), a reakcija je rezultirala nastankom
smjese 1,4- i 1,5-regioizomera u omjeru 1:0,16. U ovom istrazivanju spomenuti triazol
pokusao se sintetizirati klik-reakcijom kataliziranom srebrom, a kao izvor srebrovog atoma
koristen je srebrov klorid. Oc¢ekivani spoj na ovaj nacin nije uspjes$no sintetiziran te se iz tog

razloga krenulo u razvoj drugog pristupa.

Josip Drazenovié¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 57

Drugi pristup obuhvaéa ranije opisanu sintezu adamantil-triazola i vezanje dobivenog
spoja C na dipeptid 2. S obzirom da spoj C sadrzi slobodnu amino-skupinu, kondenzacija
ovog spoja s dipeptidom 2 pokusala se provesti uz prethodno koristene uvjete amidacije (slika
33.). Reakcija kondenzacije uz N-metilmorfolin i n-butil-klorformijat nakon kromatografskog
CisCenja rezultirala je kvantitativnim prinosom produkt 4 c¢ija je struktura potvrdena
spektroskopijom NMR. Na ovaj nain uspje$no je u strukturu dipeptida odnosno na C-kraj
dipeptida uveden adamantil-triazolni fragment s 1,4-supstitucijom triazolnog prstena. Ranije
upotrijebljena metoda amidacije za pripravu spoja 3 jo$§ se jednom pokazala ucinkovitom
prilikom priprave amida desmuramil-dipeptida 4. Ranijom pripravom triazolnog derivata C
¢iju su regioizomeri odvojivi kromatografijom na stupcu silikagela 1 kondenzacijom istog s
dipeptidom 2 izbjegnuto je dobivanje smjese regioizomera spoja 4 za koje je od ranije

poznato da nisu odvojivi ovom tehnikom.”

0] OBn

j ()j/()Bn
. spoj C, NMM =z

B IIN\)L NBCF, THF, Ar, -10 °C, 2h B HN\)k o
oc - 0C ~ N
/\coon NZ N\
2. NaHCOjs(aq), ST, 1h N
100 % HN =

Slika 33. Shematski prikaz reakcije spoja 2 s adamantil-triazolnim aminom C — priprava spoja 4.

4.3.3. Uklanjanje Boc zastite s peptidnih prekursora 31 4

Prije kondenacije peptidnih prekursora 3 i 4 s manoznom podjedinicom tj. karboksilnom
skupinom acetilne poveznice, priredenim dipeptidima 3 i 4 bilo je potrebno ukloniti Boc
zaStitu s amino-skupine. To je u€injeno u kiselom mediju (TFA), a reakcija je rezultirala
nastankom TFA soli odgovarajucih deprotektiranih dipeptida 5 i 6 s iskoriStenjem od 100 %
za dipeptid 5 i 81 % za dipeptid 6 (slika 34.). Treba napomenuti kako je spoj 3 prethodno
pripravljen metodom 11 tj. stereokonzervativnom metodom uz N-metilmorfolin i n-butil-
klorformijat, a spektri NMR dobivenih soli, kao i oni polaznih spojeva, nisu sadrzavali signale

koji bi upucivali na smjesu dijastereoizomera.
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Slika 34. Shematski prikaz uklanjanja Boc zastite s amino-skupine spojeva 3 i 4 — priprava spojeva 5 i 6.

4.4. Kondenzacija peptidnih prekursora 5 i 6 s manoznom podjedinicom

U nastavku diplomskog rada pripravljene TFA soli peptidnih prekursora 5 i 6 kondenzirane su
s manoznom podjedinicom tj. 2-(2,3,4,6-tetra-O-benzil-a-D-manopiranoziloksi)octenom
kiselinom, prethodno pripravljenom u istome laboratoriju (slika 35.). Kao $to je ranije receno,
hidroksilne skupine ovog Secera zasticene su benzilnim skupinama kao i karboksilna skupina
boc¢nog ogranka glutaminske kiseline kako bi se u posljednjem koraku hidrogenolizom
zajedno uklonile. Kondenzacije Se¢erne karboksilne kiseline i peptidnih prekursora provedene
su uz EDCxHCI kao kondenzacijski reagens i HOBt kao aditiv te TEA kao bazu. Na ovaj
nacin pripravljeni su spojevi 7 i 8 uz iskoristenje od 82 % za spoj 7 i 100 % za spoj 8. Spoj 8
pokusao se pripraviti i klik-reakcijom propargilnog fragmenta spoja 7 s azidoadamantanom uz

bakar(l) kao katalizator, no opisanim postupkom spoj nije uspjes$no pripravljen.
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Slika 35. Shematski prikaz priprave spojeva 7 i 8 kondenzacijom manoznog prekursora i spojeva 5 i 6.

4.5. Uklanjanje benzilnih zastitnih skupina i priprava ciljne molekule 9

U posljednjem koraku, hidrogenolizom provedenom na Parrovom uredaju uspjeSno su
uklonjene sve benzilne zaStitne skupine sa spoja 8 Cime je pripravljena ciljna molekula 9
(slika 36.). Reakcija je provedena na miligramskoj skali (39 mg), a kao katalizator u ovoj
reakciji koriSten je paladij na ugljiku. Nastanak spoja 9 i uklanjanje zaStitnih skupina
potvrdeno je spektroskopijom NMR i spektrometrijom masa, a prije in vivo testiranja
adjuvantske aktivnosti preostalo je pripraviti dovoljnu koli¢inu ciljanog spoja 9

zadovoljavajuce Cistoce.
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Slika 36. Shematski prikaz priprave ciljne molekule 9 hidrogenolizom spoja 8.
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§ 5. ZAKLJUCAK

1. Nakon koristenja razli¢itih pristupa i procedura uspjesno je optimiran postupak priprave
adamantil-triazolnog amina — strukturne podjedinice koja ¢e se implementirati u strukturu
desmuramil-dipeptida. Adamantil-triazol C, komponenta bioloski vazna zbog lipofilnog
adamantilnog 1 bioloski aktivnog triazolnog dijela sintetizirana je u dva koraka:

() prvo je ,,one-pot* sintezom iz propargilamina i anhidrida Boc,O pripravljen
zaStiCeni propargilamin nakon cega je uslijedila klik-reakcija s prethodno
pripravljenim 1-azidoadamatanom uz in situ generirani bakar(l) kao katalizator.
Iskoristenje opisane sinteze je 97 %;

(i) uspjesno je uz trifluoroctenu kiselinu u diklormetanu uklonjena u prvom koraku
uvedena karbamatna zastita s iskoristenjem od 87 %.

Opisana ,,one-pot* sinteza naknadno je uspjeSno validirana koriStenjem drugih azida te je

postala dio standardne laboratorijske procedure za pripravu novih derivata triazolnih amina

koji ¢e se u nastavku istrazivanja ugradivati u strukturu desmuramil-dipeptida.

2. Sinteza spoja C pokusala se provesti i kra¢im sintetskim putem iz nezaStiCenog
propargilamina i azidoadamantana uz in situ generirani bakar(l), no postupak nije bio
uspjeSan. Kao obrazlozenje neuspjelog pokuSaja na temelju dosad pretpostavljenog i
prihvacenog mehanizma, ali i eksperimenata provedenih u ovom laboratoriju, nametnula se
pretpostavka da dolazi do interakcije elektronskog para atoma dusika slobodne amino-skupine
1 bakra(I) kao katalizatora Sto onemogucuje uklju¢ivanje bakrova atoma u kataliticki ciklus,

ali i povoljno pozicioniranje svih potrebnih vrsta.

3. Dipeptid Boc-L-Ala-D-Glu(OBn) 2 koji je u ovome radu koristen kao preteca desmuramil-
dipeptida, uspjesno je pripravljen u dva koraka:

(i) s relativno dobrim iskoriStenjem (61 %) uz benzilni alkohol i BF3xEt,O kao
Lewisovu kiselinu pripravljena je D-glutaminska kiselina s benzilnom zastitom
karboksilne skupine u boénom ogranku (spoj 1);

(if) provedena je kondenzacijska reakcija prethodno pripravljene zasticene D-

glutaminske kiseline 1 i kupovnog L-alanina na N-kraju zasticenog Boc zastitom i
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aktiviranog N-hidroksisukcinimidom. Reakcija je provedena uz trietilamin kao
bazu s iskoristenjem od 100 %. Metoda kondenzacije koja kao otapalo Kkoristi
vodu nije se pokazala uspjeSnom, a kao obrazloZenje uzima se pretpostavka da

dolazi do hidrolize aktiviranog N-hidroksisukcinimidnog estera alanina.

4. Reakcija amidacije dipeptida Boc-L-Ala-D-Glu(OBn) 2 propargilaminom provedena je uz
N-metilmorfolin i n-butil-klorformijat §to je rezultiralo nastankom dijastereomerno Cistog
amida 3 s vrlo visokim iskoriStenjem (96 %). Navedeni uvjeti koriSteni su i u reakciji istog
dipeptida s prethodno pripravljenim adamantil-triazolnim aminom C. U ovoj reakciji, uz
kvantitativan prinos, prireden je dijastereomerno ¢isti spoj 4. Propargiliranje dipeptida
provedena je i uz BOP kao kondenzacijski reagens te diizopropiletilamin kao bazu, a
rezultirala je nastankom smjese dijastereoizomera u pribliznom omjeru 1:1 sto je potvrdeno

spektroskopijom NMR.

5. Sinteza propargiliranog dipeptida 3 pokusala se provesti i paralelnim sintetskim putem. U
okviru ovog sintetskog puta, u prvom koraku provedena je reakcija uvodenja Boc skupine na
benzilom zasti¢enu glutaminsku kiselinu 1, a isprobane su dvije metode koje su se razlikovale
po sastavu smjese otapala koriStenih u reakciji. Reakcija provedena u smjesi dioksana 1 vode
rezultirala je prinosom od 73 % dok je reakcija u smjesi DMF-a i vode provedena uz
kvantitativan prinos. Klju¢nim se u navedenoj sintezi pokazao i dodatak baze, u ovom slucaju
TEA, bez koje nije doslo do kemijske reakcije. Tako sintetizirani spoj @ potom je u reakciji

amidacije uz BOP kao kondenzacijski reagens i DIPEA kao bazu preveden u propargilni

derivat b uz iskoristenje od 69 %. Nakon uklanjanja Boc zastitne skupine s tako dobivenog
spoja uspjeSno je pripravljena TFA sol C, no pokuSaj kondenzacije priredene soli s

Boc-L-Ala-OSu u svrhu priprave spoja 3 nije bio uspjesan.

6. Spoj 4 pokusao se pripraviti i klik-reakcijom prethodno pripravljenih propargiliranog
dipeptida 3 i 1-azidoadamantana A. Kao katalizator koristen je srebrov klorid, a adamantil-

triazolni derivat dipeptida ovim postupkom nije uspjesno pripravljen.

7. Nakon uklanjanja Boc zastite s propargiliranog dipeptida 3 i adamantil-triazolnog derivata

dipeptida 4, kondenzacijska reakcija tako priredenih spojeva 5 i 6 u obliku TFA soli s
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prethodno pripravljenim manoznim prekursorom rezultirala je nastankom spojeva 7 i 8. Kao
kondenzacijski reagens u ovim reakcijama koristen je EDCXHCI dok je kao aditiv koriSten
HOBt. Reakcije su provedene sa zadovoljavajuéim prinosom od 82 % za spoj 7 i

kvantitativnim prinosom za spoj 8.

8. Spoj 8 pokusao se pripraviti i klik-reakcijom prethodno pripravljenih spoja 7 i 1-
azidoadamantana A in situ generirani bakar(l) kao katalizator. Ovim postupkom spoj 8 nije

uspjesno pripravljen.

9. Posljedn;ji korak sinteze tj. uklanjanje benzilne eterske zastite sa SeCernog dijela te benzilne
esterske zastite karboksilne skupine bo¢nog ogranka izoglutamina spoja 8 proveden je na
miligramskoj skali, a nastanak ciljne molekule 9 potvrden je spektroskopijom NMR i
spektrometrijom masa. Konacni cilj ovog diplomskog rada jest priprava manoziliranog
adamantil-triazolnog derivata desmuramil-dipeptida 9 zadovoljavajuce ¢istoce te u koli¢inama
dovoljnim za in vivo ispitivanje adjuvantske aktivnosti. Vazno je spomenuti da je mogucnost
uklanjanja svih zastitnih skupina u jednom, zadnjem koraku razlog zasto su bas te zaStitne

skupine i uvedene.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

Ac
Alloc
Bn

Boc
BOP
CuAAC

DCC
DCM
DIPEA
DMAP
DMF
EDCxHCI
ESI-MS
EtOAC
Fmoc
HOBt
HOSu
MDP
Me
NBCF
NMM
NMR
PGM
Ph

prp
SPPS
SPS
TEA
TFA

acetil

aliloksikarbonil

benzil

t-butiloksikarbonil
benzotriazol-1-iloksi-tris(dimetilamino)fosfonijev heksafluorofosfat
bakrom katalizirana azid-alkin cikloadicija (engl. Cu catalyzed azide-alkyne
cycloaddition)

dicikloheksilkarbodiimid

diklormetan

N,N-diizopropiletilamin

4-N,N-dimetilaminopiridin

N,N-dimetilformamid
N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid hidroklorid
masena spektroskopija uz ionizaciju elektrorasprSenjem
etil-acetat

9-fluorenilmetiloksikarbonil

1-hidroksi-1H-benzotriazol

N-hidroksisukcinimid

muramil-dipeptid

metil

n-butil-klorformijat

N-metilmorfolin

nuklearna magnetska rezonancija

peptidoglikan monomer

fenil

propargil

sinteza na ¢vrstom nosacu (engl. solid phase peptide synthesis)
sinteza u otopini (engl. solution phase synthesis)

trietilamin

trifluoroctena kiselina
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THF tetrahidrofuran
TLC tankoslojna kromatografija (eng. thin-layer chromatography)
TMS tetrametilsilan
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Dodatak 1: *"H NMR i DEPTQ spoja A
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Dodatak 2: 'H NMR i DEPTQ spoja B
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Dodatak 3: *H NMR i DEPTQ spoja C
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Dodatak 4: '"H NMR i DEPTQ spoja 1
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Dodatak 5: *"H NMR i DEPTQ spoja 2
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Dodatak 9: *H NMR i DEPTQ spoja 6
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