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1 UVvOD

Ugljikohidrati su jedna od najzastupljenijih skupina organskih/prirodnih spojeva.
Dijele se na monosaharide i polisaharide. Osim Secera i $kroba koji zadovoljavaju vitalnu i
nutritivnu ulogu, ugljikohidrati takoder sluze kao strukturni materijal (celuloza), kao
mjesta prepoznavanja na stanicnim povrSinama i jedna Su od tri bitne strukturne
komponente DNA i RNA te ATP-a, molekule za prijenos energije.

Glikokonjugat je opéenito ime za ugljikohidrate koji su kovalentno vezani na druge
kemijske wvrste. U ovu skupinu spojeva ubrajaju se glikoproteini, glikopeptidi,
peptidoglikani, glikolipidi i lipopolisaharidi. Sintetski glikopeptidi sluze kao modelni
spojevi u istrazivanju uloga stani¢nih glikoproteina [1]. Zbog polifunkcionalnosti njihovih
sastavnih dijelova, kemijska sinteza glikozida je otezana pa je pri sintezi nuzno naciniti niz
koraka selektivne zastite i aktivacije.

Lektini su proteini koji prepoznaju i vezu ugljikohidrate. Neki od njih su vrlo
specifi¢ni za odredene monosaharide, kao $to je D-manoza, $to objasnjava razlog njihovog
odabira kao sastavnog dijela sintetski pripremljenih glikokonjugata [2]. Dodatni razlog je i
¢injenica da se glikozilacijom bioloski aktivnih spojeva Cesto povecava aktivnost lektina
[3].

D-Manoza je sastavni dio stani¢nih i transmembranskih glikoproteina, u kojima
sudjeluje u procesima stani¢nog prepoznavanja i vezivanja [4]. Oligomanozidi su spojevi
koji se vezu na skupinu lektina specifiénih za manozu tzv. proteini koji vezu manozu
(MBP, engl. mannose-binding proteins), a imaju kljuénu ulogu u imunoloskoj reakciji
organizma na mikrobijalne infekcije [2]. D-Manoza djeluje i na eliminaciju bakterije
Escherichia coli kod infekcija urinarnog trakta. Vezanjem manoze na bakterijske lektine
onemogucava se vezanje bakterija na stanice epitela [2].

U ovom ¢e radu biti rije¢i o ugljikohidratima, gdje ¢e se neSto viSe spominjati D-
manoza. Priprava kona¢nog spoja ovom sintezom zahtijeva 1 odredene korake zastite, te
potom uklanjanje samo jedne hidroksilne skupine, o ¢emu ¢e biti rije¢ u poglavljima:
metode zaStite monosaharida u organskoj sintezi i anomerna deacetilacija monosaharida.
Sljedece poglavlje su glikokonjugati u kojima ¢e se, izmedu ostalog, opisati kemijska
sinteza O-glikozida. 1 na kraju literaturnog pregleda se spominju lektini te poseban tip
lektina — manozni receptori i proteini koji vezu manozu. U eksperimentalnom dijelu

navesti ¢e se materijali i metode koriStene za sintezu konacnog spoja, te opis pojedinih
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koraka u sintezi. I na samom kraju ¢e se prokomentirati rezultati i zakljuciti ovaj diplomski
rad.

Svrha ovog rada bila je priprava spoja 2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
manopiranoziloksi)octene Kkiseline, vazne podstrukture u sintezi spoja koji bi bio
potencijalni adjuvant. Imunostimulatori, poznati i kao adjuvanti, su spojevi koji se dodaju
cjepivima kako bi se ubrzala, produzila ili pojacala specificna imunoreakcija na odredeni

antigen.
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2 LITERATURNI PREGLED

21 UGLJIKOHIDRATI

Ugljikohidrati, obi¢no poznati kao jednostavni i slozeni SeCeri, Su
najrasprostranjenija skupina prirodnih spojeva [5]. Prisutni su u svim oblicima biljnog i
zZivotinjskog svijeta gdje imaju niz vaznih uloga nuznih za zivot organizama. Ugljikohidrati
su skladi$ta kemijske energije. Sintetiziraju se u zelenim biljkama i algama fotosintezom,
procesom Koji koristi energiju sunca za pretvorbu ugljikovog dioksida i vode u glukozu i
kisik. Osim njihove uloge u metabolizmu i kao strukturnih gradevnih blokova, oni su
temeljni sastojci svake stanice, gdje su ukljueni u kljuéne procese stani¢nog
prepoznavanja.

Ugljikohidrati, mozda najkorisnije molekule u Zivim sustavima, tradicionalno su
povezani s proizvodnjom energije, no njihovo djelovanje s lektinima ¢ini ih, sve vise i vise,
atraktivnim u pogledu potencijalnih lijekova. U mnogim slucajevima, bioloSka aktivnost
prirodnih proizvoda proizlazi iz Se¢ernih dijelova. Pa tako promjene u strukturama Secera
mogu utjecati na bioloska svojstva roditeljskih spojeva. Nadalje, funkcijska svojstva
lijekova kao Sto su topljivost, farmakokinetika ili farmakodinamika mogu se pojacati
uklju¢ivanjem ugljikohidratnih dijelova u molekule [6].

lako ugljikohidrati imaju vaznu ulogu u ogromnom nizu bioloskih procesa,
ugljikohidratni lijekovi pokrivaju samo ograni¢eno podrudje svijeta terapeutika [7]. Mnoge
patofizioloSki vazne interakcije ugljikohidrata i proteina jo§ nisu iskoristive kao izvor
novih lijekova. Jedan razlog mogu biti farmakokineti¢ki nedostaci koji su inherentno
povezani s ugljikohidratima. Kao rezultat njihovog visokog polariteta, ugljikohidrati ne
mogu pasivno pro¢i kroz enterocitni sloj u tankom crijevu, Sto je preduvjet za oralnu
dostupnost [7]. U tu svrhu se sintetiziraju glikomimetici [8], spojevi dizajnirani kako
ispravili nedostatke koje ugljikohidrati imaju (niska propusnost u tkiva, slaba stabilnost).
Glikomimetici pokazuju poboljsane karakteristike slicne lijekovima, oponaSajuci
bioaktivnu funkciju ugljikohidrata.

Ime, ugljikohidrati, su dobili zbog njihove opcenite kemijske formule Cm(H20)n §to
ih ¢ini hidratima ugljika [5]. Dijele se na jednostavne (monosaharidi) i slozene
ugljikohidrate (disaharidi, oligosaharidi i polisaharidi).

Najrasprostranjeniji monosaharid u prirodi je glukoza, a disaharid saharoza, koja se

sastoji od glukoze i fruktoze kao monosaharidnih jedinica. Oligosaharidi sadrze 3-10
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monosaharidnih jedinica, a polisaharidi od 10 na vise. Najces¢i polisaharidi su Skrob i
glikogen koji imaju funkciju skladistenja energije te celuloza koja ima strukturnu ulogu u

stanicama biljnog podrijetla.

2.1.1 MONOSAHARIDI

U prirodi postoje kao aldoze (polihidroksialdehidi) i ketoze (polihidroksiketoni). Imaju tri
do sedam atoma ugljika u lancu pa se prema tome dijele na treoze, tetroze, pentoze,
heksoze itd. Ovi se pojmovi zatim kombiniraju s rije¢ima aldoza i ketoza, kako bi se, uz
broj atoma ugljika, odredilo i sadrze li aldehidnu ili keto-skupinu. Time bi gliceraldehid
bio aldotrioza (tri atoma ugljika i aldehidna skupina), glukoza aldoheksoza (Sest atoma
ugljika i aldehidna skupina), a fruktoza je ketoheksoza (Sest atoma ugljika i keto skupina)
(Slika 1.).

CHO CH,OH
CHO H————©CH ——0
H OH HO———" HO————H
CH,OH H——©°" H————0CH
H————OH H————OH
CH,OH CH,OH
Gliceraldehid Glukoza Fruktoza

Slika 1. Fischerove projekcijske formule D-gliceraldehida, D-glukoze i D-fruktoze

Znacajka ugljikohidratne strukture je prisustvo stereogenog ili asimetricnog centra
[5]. Asimetri¢ni ugljikov atom je onaj atom na kojem su vezane Cetiri razlicite skupine. Svi

ugljikohidrati, osim dihidroksiacetona, sadrze jedan ili viSe stereogenih centara.
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Najjednostavniji aldehid, gliceraldehid, ima jedan stereogeni centar pa postoje dva
moguca enantiomera. Prefiksi R i S upotrebljavaju se za oznacavanje apsolutne
konfiguracije stereogenih centara. Za prikazivanje gliceraldehida i ostalih monosaharida
naj¢eS¢e se koristi Fischerova projekcijska formula. PoloZaj hidroksilne skupine u
gliceraldehidu na asimetri¢nom ugljikovom atomu odreduje D- (hidroksilna skupina desno)
ili L- (hidroksilna skupina lijevo) konfiguraciju. Glukoza i svi drugi prirodni Seceri su D-
Seceri. Prema tome, monosaharidi se razlikuju po konfiguraciji njihovih stereogenih
centara.

Dijastereomere koji se razlikuju u konfiguraciji na samo jednom asimetri¢nom
centru, nazivamo epimerima. Tako je D-manoza C2 epimer, a galaktoza C4 epimer D-
glukoze (Slika 2.) [5]. Monosaharidi, osim u ravnolan¢anom, postoje i u ciklickom,
hemiacetalnom obliku [5]. Hidroksilne i karbonilne skupine monosaharida podlijezu
intramolekulskim reakcijama ciklizacije kako bi se formirali hemiacetali koji imaju ili pet
ili Sest atoma u prstenu. Kao posljedica povezivanja monosaharida u cikli¢cku strukturu,

javlja se novi asimetri¢an C-atom, tzv. anomerni ugljikov atom.

%ﬁ& %ﬂﬁt\
CHO CHO CHO

HO H H OH H OH

HO H HO H HO H

H OH H OH HO H
H OH H OH H OH

CH,OH CH,OH CH,OH
D-manoza D-glukoza D-galaktoza

Slika 2. Strukturni odnosi b-manoze, D-glukoze i D-galaktoze

Ciklicki hemiacetalni piranozni oblik nastaje intramolekulskom reakcijom

hidroksilne skupine na C5 atomu s aldehidnom skupinom. Nastaju dva ciklicka
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dijastereomera (o- i B- anomeri) jer se adicijom na aldehidnu skupinu generira novi
stereogeni centar, odnosno anomerni ugljikov atom. Slika 3. prikazuje ravnotezu izmedu tri
oblika D-glukoze u vodenoj otopini. Iako bi iz steri¢kih razloga bio preferiran f-anomer, s
obzirom da su hidroksilne skupine na C1 i C2 polozaju najudaljenije jedna od druge, u
otopini D-glukoze omjer a: iznosi 36 : 64 dok u otopini D-manoze taj omjer iznosi 69 : 31
[4]. Kod glikozida ovaj omjer ovisi 0 strukturnim svojstvima skupina koje su vezane na

anomernom uglikovom atomu.

CHO
OH
H H——OH H OH
H
-0 HO——H o
HO _— ——w HO
HO H H———OH HO OH
H OH H OH
H OH H—+—OH H H

CH,OH

a-D-glukopiranoza D-glukoza B-D-glukopiranoza

Slika 3. Oblici b-glukoze

2.1.1.1 D-MANOZA

D-manoza je aldoheksoza, C2 epimer D-glukoze, ¢ija je struktura prikazana na Slici
4. D-manoza je bijeli kristalni prah, topljiv u vodi, koji obi¢no dolazi u dva razli¢ita
prstenasta oblika, piranozni (Sestero¢lani) i furanozni (petero¢lani). Svaki prsten moze
imati a- ili B-konfiguraciju na anomernom poloZaju. a-D-manoza je slatkog okusa dok je -
D-manoza gorka [4]. Cista otopina a-D-manoze vremenom gubi svoju slatko¢u prelaskom
u B-D-manozu [4]. Otprilike 60 % D-manoze u otopinama se javlja u kristaliziranom obliku

a-D-manopiranoze, a ostalo je f-D-manopiranoza [9].
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CHO
H OH HO——H h OH
OHo HO——H OH g
— -
HO H H——0OH HO OH
H H H H
H———OH
H OH H H
CH,OH
o—D—manopiranoza D-manoza B—D—manopiranoza

Slika 4. Oblici b-manoze

Pokazano je da manoza ima vaznu ulogu u glikozilaciji odredenih proteina. U ovom
procesu ukljuceni su neki unutarstani¢ni proteini, kao Sto su lektini, Saperoni i enzimi za
preradu polisaharida. Manoza nije esencijalna hranjiva tvar, moze se proizvesti u ljudskom
tijelu od glukoze [9]. Vazna je komponenta polisaharida te stani¢nih i transmembranskih
glikoproteina gdje ima ulogu u stani¢nom prepoznavanju i vezivanju. Nasiroko se koristi u
hrani, farmaceutskoj (kao dodatak prehrani te kao pocetni materijal za sintezu lijekova) I
peradarskoj industriji.

2.1.1.2 METODE ZASTITE MONOSAHARIDA U ORGANSKOJ SINTEZI

Kada se kemijska reakcija selektivno odvija na jednom mjestu u spoju koji ima vise
reaktivnih funkcijskih skupina, druga reaktivna mjesta moraju biti privremeno zasti¢ena
[10]. Mnogo se zastitnih skupina razvija i razvijeno je u tu svrhu. Zastitna grupa mora
ispuniti niz zahtjeva [10]. Mora reagirati selektivno i u dobrom iskoristenju kako bi se
dobio zasti¢eni supstrat koji je stabilan za slijede¢e reakcije. Ona takoder, mora biti

uklonjena s dobrim prinosom, uz netoksi¢ni reagens koji ne reagira S regeneriranom
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funkcijskom skupinom. Uvodenjem zastitne skupine treba nastati derivat (bez stvaranja
novih stereogenih centara) koji se lako moze odvojiti od ostalih produkata. Zastitna
skupina treba imati minimalno dodatnih funkcijskih skupina kako bi se izbjegla nova
reakcijska mjesta. Moze se re¢i da nijedna zaStitna skupina nije najbolja zastitna skupina, s

obzirom da je vrlo tesko ispuniti sve ove zahtjeve.

Za odabir specifi¢ne zastitne skupine, moraju se detaljno razmotriti uvjeti reakcije i
funkcijske skupine u polaznom spoju, kako bi se odredile one koje bi bile nestabilne u
odredenim reakcijskim uvjetima. Zatim treba ispitati reaktivnost moguéih zastitnih
skupina, u svrhu odredivanja njihovih kompatibilnosti s uvjetima reakcije. Jedna skupina
se moze upotrijebiti kao zastita za viSe razlicitih funkcijskih skupina. Time se poboljsava
ukupan prinos reakcije i smanjuju koraci u samoj sintezi zeljenog spoja (npr. benzilna

skupina, uklonjena hidrogenolizom, za zastitu alkohola i karboksilne kiseline) [10].

Hidroksilne skupine su prisutne u brojnim spojevima koji su bioloski i sintetski
znacajni, kao npr. ugljikohidrati, nukleozidi, steroidi, makrolidi te polieteri. Najvaznije
zastitne skupine za alkohole su eteri i mijeSani acetali [11]. Eteri su medu najées$¢im
koristenim zastitnim skupinama u organskoj sintezi. Oni se razlikuju od najjednostavnijeg i
najstabilnijeg metil-ctera do sloZenijih, supstituiranih etera, razvijenih za uporabu u sintezi
nukleotida. Esterska zastita blokira hidroksilnu skupinu kako ne bi reagirala s oksidansima,
elektrofilima 1 bazama tako Sto delokalizira elektronski par s kisikova atoma hidroksilne
skupine [6]. Esteri su vrlo stabilne zastitne skupine, pruzaju ucinkovitu zastitu u
reakcijama glikozidacije kao i u mnogim drugim reakcijama. Najéesc¢e koriStena esterska

skupina je acetatna.

U ugljikohidratnoj se kemiji, koristi jod za promicanje formiranja i cijepanja
izopropiliden acetala, za reakcije glikolizacije, te za promicanje sinteti¢ki korisnih reakcija
aciliranja, kao s§to su acetilacija i benzoiliranje [12]. Fenoli i tercijarni alkoholi se
kvantitativno acetiliraju uz acetanhidrid (Ac20) i jod uz iskoriStenje od 85 do 100% (Slika
5.) [12]. Lewisova kiselost joda dobro je karakterizirana: reagira s elektron bogatim
otapalima i reagensima (moze posluziti za polarizaciju kiselih anhidrida, te se moze re¢i da
je promotor reakcija aciliranja) [12]. Tipi¢an postupak acetilacije nezasticenih Secera
uklju¢uje dodavanje joda u suspenziju Secera u anhidridu octene kiseline na sobnoj

temperaturi (reakcija je egzotermna).
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Slika 5. Uvodenje acetatne zaStitne skupine

2.1.1.2.1 ANOMERNA DEACETILACIJA MONOSAHARIDA

Per-O-acetilacija, acetilacija u kojoj su sve hidroksilne skupine acetilirane, jedna je
od najcesce koriStenih metoda za zastitu hidroksilnih skupina ugljikohidrata [13].
Strukturna razjasnjenja mnogih prirodnih proizvoda koji sadrze ugljikohidrate, potvrdena
su transformacijom u njihove per-O-acetate [13]. Acetilacija Seéera se obi¢no provodi
uporabom anhidrida octene kiseline u prisustvu bazi¢nog ili kiselog katalizatora kao Sto su

piridin, ZnCly, litijev perklorat, HCIO4-SiO., jod i molekularna sita [13].

Piridin je najces$ce koriSten katalizator u per-O-acetilaciji Secera [13]. Medutim,
zbog toksi¢nosti i neugodnog mirisa piridina, rukovanje velikim koli¢inama nije sigurno.
Prikladnija metoda za reakcije acetiliranja je ona koja koristi jod kao katalizator. Kako je
ve¢ napomenuto, jod je djelotvorna Lewisova kiselina koja u kontroliranim uvjetima moze
dovesti do regioselektivne acetilacije ugljikohidratnih derivata uz visoki prinos. Jod se

moze ukloniti iz reakcijske smjese filtracijom.

Per-O-acetilacijom Secera s acetatnim anhidridom i katalitickim jodom nastaju
piranozni proizvodi kao anomerne smjese u visokom iskoristenju (90-99 %). Rezultati za
per-O-acetilaciju, uz jod, ilustrirani su u Tablici 1. za niz pentoza, heksoza i disaharida
[14].
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Tablica. 1 Per-O-acetilacija Se€era, uz acetanhidrid i jod kao katalizator [14]

Seéer Produkt Vrijeme a:p IskoriStenje (%0)
(h)

D-glukoza D-glukopiranoza 2 10:1 98
pentaacetat

L-arabinoza L-arabinopiranoza 1 1:3 95
tetraacetat

D-ksiloza D-ksilopiranoza 1 4:1 93
tetraacetat

D-galaktoza D-galaktopiranoza 2 10:1 98
pentaacetat

D-manoza D-manopiranoza 0,5 2,51 98
pentaacetat

L-ramnoza L-ramnopiranoza 0,25 3:1 94

monohidrat tetraacetat

L-fukoza L-fukopiranoza 0,25 11:1 98
tetraacetat

D-maltoza D-maltoza 2 10:1 89

monohidrat octaacetat

D-laktoza D-laktoza 2 12:1 91
octaacetat

D-celebioza D-celebioza 2 12:1 93
octaacetat

Razli¢iti per-O-acetilirani glikopiranozidi (mono- ili disaharidi) se mogu

transformirati u cijeli skup razli¢itih, monooksidiranih 1-alkohola, 3-alkohola, 4-alkohola i
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6-alkohola u visokim prinosima [15]. Prikladno zastieni 1-hidroksi Seceri, narocito
acetilirani 1-hidroksi Seceri, vazni su gradevini blokovi za izgradnju raznih glikozilnih

donora, koje se Siroko koriste za reakcije glikozilacije [16].

Osim hidrolizom glikozil-halida, acetilirani 1-hidroksi Seceri obi¢no se pripravljaju
anomernim deacetiliranjem potpuno acetiliranih derivata s bazi¢nim ili kiselim reagensima.
Selektivna anomerna deacetilacija Cesto je klju¢ni korak u sintezi oligosaharida. Brzina
same reakcije varira ovisno o anomernoj konfiguraciji Secera i acetatnoj skupini [16].

Stoga je korisno imati veliki izbor reagenasa koji se primjenjuju u tu svrhu.

Razvijena je alternativna metoda za anomernu deacetilaciju potpuno acetiliranih
ugljikohidratnih derivata koja, kao katalizator, koristi cinkov acetat dihidrat u metanolu
pod blagim uvjetima. Eksperimentalna jednostavnost, niska cijena, prihvatljivo
iskoriStenje, uporaba jednostavnog kiselog Kkatalizatora i ekoloski prihvatljivija reakcija,
neke su od prednosti ove metode. Cinkov acetat se koristi kao blagi katalizator (Lewisova
kiselina) u mnogim organskim reakcijama. Anomerom deacetilacijom potpuno acetiliranih

Secera cinkovim acetatom dihidratom (Slika 6.) nastaju acetilirani 1-hidroksi Seceri, §to je

n(RO)

N R
o - =
OH
R=Ac R=Ac
Ia - Ib Ila - 1Ib
OAcC OAcC
AcO o
AcO o
AcO OAc AcO OH
OAcC OAc
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Slika 6. Selektivna deacetilacija anomerne acetatne skupine uz cinkov acetat
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prikazano u Tablici 2. Ova metoda je osobito vrijedna kada su osnovni reagensi nepovoljni

za anomernu deacetilaciju [17].

Tablica 2. Anomerna deacetilacija odabranih ugljikohidrata uz cink-acetat kao katalizator [17]

Substrat Produkt  Vrijeme  IskoriStenje a:p
reakcije (h) (%)

la Ila 4 75 4:1

la lla 24 (sobna 72 4:1
temperatura)

Ib Ib 3 80 1:0

2.2 GLIKOKONJUGATI

Glikokonjugati se sastoje od oligosaharida kovalentno vezanog s proteinima ili
lipidima. Konjugati ugljikohidrata povezanih s proteinima mogu biti proteoglikani ili
glikoproteini. Ove dvije skupine glikokonjugata imaju razlic¢ite funkcije. U
proteoglikanima su oligosaharidi kovalentno vezani na male polipeptide te stoga imaju vrlo

visok sadrzaj ugljikohidrata u usporedbi s glikoproteinima [18].

Glikoproteini su strukturno razli¢iti i imaju mnoge funkcije (Tablica 3.). Pojavljuju
se u topljivim oblicima u ekstracelularnim tekuc¢inama ili se vezu za membranu. Udio
ugljikohidrata znacajno varira u glikoproteinima izvedenim iz razli¢itih tkiva i razli¢itih
izvora. U glikoproteinima ugljikohidrati mogu biti povezani s tri vrste veza: O-glikozidna
veza, N-glikozidna veza i glikozilfosfatidilinozitol (GPI) - sidreno vezanje [18]. Priblizno
50% proteina dobivenih iz eukariotskih stanica su glikozilirani [19]. Strukture polisaharida
su vazne jer mogu utjecati na mnoga bioloSka svojstva glikoproteina ukljucujuci

farmakokinetiku, bioaktivnost, sekreciju, topljivost te prepoznavanje receptora [19].

Aminokiselinski ostatak koji sudjeluje u N-glikozidnoj vezi je asparagin, a

aminokiselinski ostatci koji sudjeluju u O-glikozidnoj vezi su serin, treonin, hidroksilizin i
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hidroksiprolin. Glikoproteini s O-glikozidnim vezama ne pokazuju zajednicke znacajke
glikoproteina s N-glikozidnom vezom. Broj Secernih ostataka moze varirati od jednog do

mnogo vise.

Oligosaharidni boc¢ni lanci glikoproteina sastoje se od ograni¢enog broja (oko 11)
razli¢itih monosaharida. To su heksoze i njihovi derivati (N-acetilheksozamin, uronska
kiselina i deoksiheksoza), pentoze i sialne kiseline dobivene od neuraminske Kkiseline,
Secera s devet ugljikovih atoma. Najcesca sijalinska kiselina je N-acetilneuraminska

kiselina.

U svim glikoproteinima, polipeptidna komponenta se sintetizira prva na
ribosomima vezanim na membranu grubog endoplazskog retikuluma. Ugljikohidratni
bo¢ni lanci se dodaju tijekom prolaska polipeptida kroz endoplazmatski retikulum i
Golgijevo tijelo [18]. Dodaci ugljikohidrata ukljucuju specifi¢ne glikoziltransferaze i
njihove supstrate (uridin difosfatni Seceri) i, u nekim glikoproteinima, oligosaharidni nosa¢
poznat kao dolikol (lipid) [18].

Tablica 3. Uloge glikoproteina u tijelu

Funkcija Primjer

Struktura Kolagen

Transport Ceruloplazmin (nosac¢ bakra), transferin (nosac zeljeza)

Endokrina regulacija Tirotropin, korionski gonadotropin, eritropoetin

Kataliza Proteaze, nukleaze, glikozidaze, hidrolaze

Obrana protiv infekcije Imunoglobulini, komplement proteini, interferon, selektini i
integrini

Membranski receptori Receptori hormona (npr. inzulin), acetilkolin, elektromagnetno

zraCenje (npr. rodopsin)
Prepoznavanje stanica i Fibronektin, lam

adhezija stanica
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Glikokonjugati su bioaktivne molekule koje imaju kljuénu ulogu u mnogim
normalnim i patoloskim procesima [20]. Mehanizmi koji upravljaju njihovim bioloskim
ponasanjem na molekularnoj razini, ukljucuju, u velikoj mjeri, interakcije ugljikohidrata i
proteina i ugljikohidrata s ugljikohidratima [20]. Klju¢na karakteristika ugljikohidrata je
izrazito slab afinitet. Stoga se oni u bioloskim sustavima obi¢no pojavljuju rasporedeni u
multivalentnim klasterima s pravilnom orijentacijom i razmakom kako bi se postigao
visoki afinitet za odgovarajuce ligande [20]. Iz tog su razloga, istrazivanja o dizajnu i
sintezi visevalentnih modelnih sustava, koji bi mogli oponasati prirodu biomolekula, od

vrlo velike vaznosti.

2.2.1 KEMIJSKA SINTEZA O-GLIKOZIDA

Glikozidi su ciklicki acetali koji se sastoje od SeCerne komponente tj. glikona i
aglikona koji je vezan na njegov anomerni centar glikozidnom vezom. Veza moze biti

ostvarena preko razli¢itih atoma i time razlikujemo O-, N-, S- i C-glikozidnu vezu [21].

Stvaranje glikozidne veze (Slika 7.) opcenito zahtijeva aktivaciju Secera na
anomernom centru. U tu svrhu koriste se anomerne reakcije izmjene kisika, kao Sto je
Konigs-Knorr metoda i varijacije ili, alternativno, aktivacija kroz zadrzavanje anomernog
Kisika, trikloracetimidnom metodom. Postoji, takoder i direktna metoda stvaranja

glikozidne veze iz peracetiliranog $ecera [22].

o
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o'/—\ 0 o . F/_ \ OR’
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Slika 7. Formiranje glikozidne veze
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Opc¢a strategija za stvaranje glikozidnih veza:

e prvi korak je aktivacija anomernog centra pri stvaranju stabilnog glikozil-donora

e drugi korak je kataliti¢ki prijenos glikozil-donora na akceptor [22].

Glikozidna veza se formira nukleofilnim premjeStanjem odlazece skupine (X),
vezane na anomernom ugljiku Sec¢ernog ostatka, od strane alkohola ROH, ili OH grupe
djelomic¢no zasti¢enog dijela secera. Spoj koji ,,daje* glikozilnu skupinu, zove se glikozil-
donor a alkohol koji ga prima, poznat je kao glikozilni akceptor. Reakcija je opcenito
izvedena u prisutnosti aktivatora nazvanog ,,promotor. Uloga promotora je pospjesiti
izdvajanje odlazece skupine. Promotori se ¢esto upotrebljavaju u katalitickim koli¢inama,

iako se u nekim slucajevima koriste stehiometrijski [21].

2.2.1.1 DIREKTNA METODA

Direktna metoda glikozilacije koristi se u sintezi jednostavnih glikozida Kkoristeci
peracetilirane monosaharide kao glikozil-donore uz Lewisove kiseline kao aktivatore,
Najcesce Lewisove kiseline su BF3-Et20O, trimetil-silil-trifluormetan sulfonat (TMSOTT) ili
SnCla.

lako postoje izvjestaji o visokim prinosima glikozilacije 1 dobrim stereokontrolama
ostvarenim s peracetiliranim donorima, posebno za sintezu O-aril glikozida, ¢esto su
reakcijske ucinkovitosti razocaravajuce niske. Stoga je, unato¢ Cinjenici da se klasi¢ni
peracetilirani donori mogu lako pripremiti i pohraniti, njihova upotreba uglavnom

zamijenjena modernim glikozilnim donorima kao $to su trikloracetimidi i tioglikozidi [23].

Sam mehanizam reakcije se odvija prema shemi prikazanoj na Slici 8: Lewisova
kiselina (LA) potice glikozilaciju s peracetiliranim glikozilnim donorima 1. Alilni alkohol
moze reagirati s kationskom vrstom 2 na dva razli¢ita polozaja koja dovode do
alilglikozida 3 ili orto-estera 4, koji se mogu prerasporediti da proizvode alil-glikozid 3 ili
reagiraju s alil-alkoholom djelomi¢no oslobodenog alil-glikozida pri ¢emu nastaje 5 i

eventualno 6, a koji mogu biti reacetilirani do 3 [23].
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Slika 8. Shema sinteze glikozida direkthnom metodom

2.2.1.2 TRIKLORACETIMIDNA METODA

Aktivacijski se korak sastoji od jednostavno bazno-katalizirane adicije (najcesce
NaH, DBU i K>COz [24]) anomerne hidroksilne skupine na trostruku vezu
trikloroacetonitrila, dok glikozilacijski korak zahtjeva samo kataliticke koli¢ine
jednostavne (Lewisove) kiseline (najcesce su to adukti borova (I11) fluorida i dietil-etera
(BF3-Et20) i TMSOTT) za stvaranje jakih glikozil donorskih svojstava, §to dovodi do
zeljenog glikozida (Slika 9.). Uporabom jace baze reakcija ide stereospecifi¢no prema o-

anomeru [24].

Zbog slabe bazi¢nosti oslobodenog trikloroacetamida, (Lewisova) kiselina potrebna
za aktivaciju O-glikozil trikloroacetimida se otpusta i spremna je za daljnju aktivaciju

neizreagiranih glikozilnih donora [22].

Ako je monosaharid zasti¢en npr. acetatima, reakcija glikozilacije dat ¢e 1,2-trans
glikozid dok se 1,2-cis glikozidi mogu pripraviti uporabom jace Lewisove kiseline i

polarnijeg otapala te izvodenjem reakcije pri neSto viSoj temperaturi [24].
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Slika 9. Shema Trikloracetimidne metode

2.2.1.3 KONIGS- KNORR METODA

Aktivacija secera koja se dogada izmjenom anomerne hidroksilne skupine pomocu
broma i klora, a kojom nastaju glikozil halogenidi, dobro je poznata kao Konigs-Knorr
metoda (Slika 10.) [22]. Metoda je opcenito manje uinkovita za oligosaharide. Nastali
halogenid, a-haloeter, se lako moze aktivirati u koraku glikozilacije pomocu halofilnih
promotora, obi¢no teSkih metala (soli srebra i zive), §to rezultira nepovratnim nastankom

glikozida [22].

Opcenito, zahtjev za barem ekvimolarnom koli¢inom (Cesto do 4 ekv.) metalne soli
kao promotora i problemi oko odlaganja otpadnog materijala (npr. zivine soli) mogu biti

ogranicavajuci ¢imbenici za velike pripravke ovom metodom [22].

Neovisno o zastitnim skupinama 1 njihovoj participaciji te c¢injenici da
halogeniranjem anomernog centra zbog anomernog efekta nastaju a-anomeri, ova metoda

stereospecifi¢no daje 1,2-trans glikozide [24].
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Slika 10. Shema Konigs-Knorr metode

2.3 LEKTINI

Lektini su proteini koji vezu ugljikohidrate i biomolekule koje sadrze ugljikohidratne
skupine [25]. Sveprisutni su u prirodi, u zivotinjama, biljkama, virusima i
mikroorganizmima. Lektin obi¢no sadrzi dva ili vise veznih mjesta za ugljikohidrate, a
specifi¢nost vezanja ugljikohidrata na lektin odredena je aminokiselinskim ostacima [25].
Aktivni dio lektina naziva se domenom za prepoznavanje lektina ili CRD domenom (engl.
Carbohydrate-recognition domain). Ugljikohidrati na povr$ini jedne stanice vezu se na
vezna mjesta lektina prisutnih na povrsini druge stanice. Na temelju aminokiselinskog
slijeda CRD domene i ostalih biokemijskih svojstava, lektini se mogu podijeliti na 4 velike
skupine; C-tip, S-tip, P-tip i I-tip lektina [25]. Opcenito se dijele na pet osnovnih skupina s
obzirom na SeCer prema kojem pokazuju najveci afinitet; manoza, galaktoza/N-

acetilgalaktozamin, N-acetilglukozamin, fukoza i N-acetilneuraminska kiselina.

Lektini tipa C ¢ine najve¢u skupinu i tako su nazvani jer ovise o ionu kalcija (Ca?").
Ion kalcija na proteinu djeluje kao most izmedu proteina i Secera izravnim interakcijama sa
Se¢ernom -OH skupinom [26]. Primjeri lektina tipa C uklju¢uju trombomodulin, koji
regulira koagulaciju krvi ovisnu o trombocitima, i selektine koji kontroliraju kretanje
bijelih krvnih stanica tijekom upale. Elektrostatske interakcije, van der Waalsove te
vodikove veze su odgovorne za snagu i stabilnost kompleksa lektina i ugljikohidrata [26].
Lektini utjeCu na Sirok raspon bioloskih procesa npr. mnogi lektini bakterija i sisavaca
kontroliraju kako se stanice kre¢u i pridrzavaju jedna drugu, dok su neki biljni lektini,

osobito ricin i abrin, poznati po njihovoj letalnosti [27].
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Lektini imaju mnoge razli¢ite bioloske funkcijama kod Zzivotinja, od regulacije
stani¢ne adhezije do sinteze glikoproteina i kontrole razine proteina u krvi. Oni takoder
mogu vezati topljive izvanstani¢ne i unutarstani¢ne glikoproteine. Neki se lektini nalaze na
povrsini jetrenih stanica sisavaca koje specificno prepoznaju ostatke galaktoze. Vjeruje se
da su ti receptori s povrsine stanice odgovorni za uklanjanje odredenih glikoproteina iz
cirkulacijskog sustava. Takoder, lektini imaju vaznu ulogu i u imunolo§kom sustavu.
Unutar imunoloskog sustava lektini, kao $to je lektin koji veze manozu (MBL, engl.
mannose-binding lectin), pomaZzu u posredovanju prve linije obrane od invazivnih

mikroorganizama [26].

Lektini iz biljaka mahunarki, kao $to je konkanavalin A, Siroko se koriste kao
modelni sustavi za razumijevanje molekularne osnove procesa u kojem proteini prepoznaju
ugljikohidrate. Oni su relativno jednostavni za dobivanje i imaju Sirok izbor specifi¢nih
Secera [23]. Mnoge kristalne strukture leguminoznih lektina dovele su do detaljnog uvida u

atomske interakcije izmedu ugljikohidrata i proteina.

2.3.1 LEKTINI KOJI VEZU MANOZU

U skupini C lektina isticu se lektini koji vezu manozu ili MBL lektini, i manozni
receptori (MR). MBL je klju¢ni topljivi efektor urodenog imunoloskog sustava Koji

prepoznaje patogene polisaharide na povrsini stanica [28].

MBL specifi¢no prepoznaje uzorke ugljikohidrata koji se nalaze na povrsini velikog
broja patogenih mikroorganizama, ukljucujuéi bakterije, viruse, protozoe i gljivice [29].
Vezanje MBL na mikroorganizam rezultira aktivacijom lektinskih  putova
komplementarnog sustava. MBL se veze na niz Secera ukljucujuci N-acetil-D-glukozamin,
manozu, N-acetil-manozamin, fukozu i glukozu [28]. Interakcije lektin-manoza ostvaruju
se tako da se dvije molekule glutamata iz proteina vezu na Ca®" i na Secer, tvoreéi tako jake

vodikove veze s hidroksilnim skupinama na C3 i C4 polozaju manoze [25].

Genetska, bioloSka, i klinicka svojstva MBL-a su S§iroko istraZivana tijekom

poznat. Prepoznavanje izmedu ugljikohidrata 1 lektina se intezivno proucava u svrhu
razvoja glikofarmaceutika. TeZi se ka sintezi boljih i sigurnijih lijekova, uz olakSavanje

dostave lijekova do mjesta djelovanja.
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALI | METODE

3.1.1 KEMIKALIJE

Svi reagensi i kemikalije koriSteni u sintezi bili su analitiCke Cistoce. Popis
koristenih kemikalija:

a-D-(+)-manoza (M = 180,16 g/mol, p.a. Sigma — Aldrich)

acetanhidrid (M = 102,09 g/mol, p.a. Sigma — Aldrich)

elementarni kristalni jod (M = 253,81 g/mol, p.a. Sigma — Aldrich)

natrijev tiosulfat pentahidrat (M = 248,18 g/mol, p.a. Merck)

natrijev karbonat (M = 105, 98 g/mol, p.a. GRAM — MOL)

magnezijev sulfat (M = 120,36 g/mol, p.a. GRAM — MOL)

cinkov acetat dihidrat (M =219, 51 g/mol, p.a. Merck)

natrijev sulfat (M = 142,04 g/mol, p. a. GRAM — MOL)

amonijev acetat (M = 77,08 g/mol, p.a. GRAM — MOL)

morfolin (M = 87,12 g/mol, p.a. Sigma — Aldrich)

natrijev hidrogen karbonat (M = 84,01 g/mol, p.a. GRAM — MOL)

natrijev klorid (M = 58,44 g/mol, p.a. GRAM — MOL)

tert-butil-bromacetat (M = 196,05 g/mol, p.a. Sigma — Aldrich)

kalijev karbonat (M = 100,09 g/mol, p.a. T.T.T. d.o.0. Sveta Nedjelja)

trifluoroctena kiselina (M = 114,02 g/mol, p.a. Fluka)

klorovodi¢na kiselina (M = 36, 46 g/mol, p.a. CARLO ERBA)

3.1.1.1 OTAPALA

U radu su Koristena otapala: diklormetan, heksan, metanol, tetrahidrofuran,
kloroform, acetonitril, voda, N,N-dimetilformamid, dietil-eter i etil-acetat.

Otapala korisStena u radu proc¢iS¢ena su prema standardnim literaturnim postupcima:
pripravljeno je 250 ml suhog diklormetana. Najprije se 250 mL diklormetana izmucka u
lijevku za odjeljivanje od 1L sa 300 ml 5% Na>COs te se odvoji donji organski sloj.
Organski sloj se zatim ispere s 600 mL vode, izlije u suhu Erlenmeyerovu tikvicu te se

dodaje CaCl> sve dok se ne prestane stvarati talog. Otopina se ostavi susiti preko no¢i te se
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idu¢i dan napravi destilacija diklormetana. Slozi se aparatura kao na Slici 11. U okruglu
tikvicu od 1 L se ulije 250 mL suhog diklormetana kroz lijevak s malo vate i dodaju
kamenci¢i za vrenje. Otopina se grije na grijacoj kapi te skuplja frakcija koja destilira pri

38 °C.

Slika 11. Aparatura za destilaciju diklormetana

3.1.2 METODE

Tijek reakcija, sastav frakcija i kontrola Cistoce sintetiziranih spojeva ispitivani su
tankoslojnom kromatografijom (TLC) na plocicama silikagela ALUGRAM®, 0,20 mm
tvrtke Macherey-Nagel. Detekcija je provedena prskanjem 10 %-tnom sumpornom
kiselinom uz zagrijavanje. Za kromatografiju na stupcu koristen je silikagel veli¢ine zrna
0,063-0,200 mm (Merck). Identifikacija i kontrola ¢istoCe sintetiziranih spojeva provedena

je TLC-om, te pomoc¢u nuklearne magnetske rezonancije (NMR).
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1H i 13C NMR spektri snimljeni su na spektrometru Bruker AV600 (600 MHz za
'H, 150 MHz za 3C). Kemijski pomaci (8) izraZeni su prema tetrametilsilanu (TMS,

[(CH3)4Si]) kao unutarnjem standardu.

3.2 PRIPRAVA | KARAKTERIZACIJA SPOJEVA

3.2.1 ACETILIRANJE a-D-MANOPIRANOZE

U prvom koraku pripremljena je 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a-D-manopiranoza (2)
(Slika 12.).

U okruglu se tikvicu doda a-D-(+) manoza (1) (2,071 g, 11,5 mmol), acetanhidrid
(14 ml) te elementarni kristalni jod (0,1234 g). Na tikvicu se stavi klor-kalcijeva cjev¢ica i
reakcijska se smjesa mijeSa pomo¢u magnetske mijesalice na sobnoj temperaturi 1h i 30
minuta. Nastala smjesa je smede boje i uocavaju se pare joda. Nakon zavrsetka reakcije,
reakcijska smjesa se razrijedi s diklormetanom (100 mL) i prebaci u lijevak za odjeljivanje
u kojem se nalazila otopina natrijevog tiosulfata (2,5 mol/dm?, 100 mL) i usitnjeni led.
Nakon ekstrakcije organski se sloj obojio svijetlo-zutom bojom. Slojevi se odvoje, a
organski sloj se ekstrahira jo$ dva puta sa zasicenom otopinom natrijevog karbonata (100
mL). Nakon $to se slojevi ponovno odvoje, organski sloj se su$i na bezvodnom
magnezijevom sulfatu. Otopina se profiltrira i otapalo se upari. Dobiveni produkt je u
obliku Zute uljaste tekuéine. Zatim se produkt se otopi u dietil-eteru te se na otopinu dodaje
heksan dok otopina ne postane mlije¢no-bijela i zamuti se. Otopina se ostavi u frizideru
dva dana dok se faze ne odvoje. Otapalo se ukloni kapalicom, a produkt zaostane na dnu
tikvice u obliku zute uljaste tekuéine. Dobiveno je 4,321 g (97 %) &istog produkta 2, a-
konfiguracije.

Rf = 0,66 (kloroform : acetonitril = 3:1)

IH NMR (CDCls) J / ppm: 6,09 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-1a); 5,35 (m, 2H, H-3, H-4); 5,26
(m, 1H, H-2); 4,29 (dd, 1H, J = 4,8 Hz, J = 12,4 Hz, H-6a); 4,06-4,14 (m, H-5, H-6b); 2,18
(s, 3H, CHa), 2,17 (s, 3H, CHs), 2,10 (s, 3H, CHa), 2,06 (s, 3H, CHs), 2,01 (s, 3H, CHa).

13C NMR (CDClz) ¢ / ppm: 170,64; 169,99; 169,74; 169,55; 168,09 (5 C=0; Ac); 90,61

(C1); 70,62; 68,76; 68,35; 65,55 (C2-C5); 62,11 (C6); 20,85; 20,76; 20,71; 20,66; 20,63 (5
CHs; Ac).
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Slika 12. Uvodenje acetatne zastitne skupine. Reakcijski uvjeti: acetanhidrid, elementarni kristalni jod

3.2.2 ANOMERNA DEACETILACIJA

U drugom koraku (na tri naina) pripremljena je 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-

manopiranoza (3) (Slika 13.).

IH NMR (CDCls) & / ppm: 5,42 (dd, 1H, J23= 3,2 Hz, Js4 = 10,0 Hz, H-3); 5,34-5,24 (m,
3H, H1, H-4, OH); 4,29-4,12 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b); 3,71 (d, 1H, J23 = 3,9 Hz, H2);
2,17 (s, 3H, CHs), 2,11 (s, 3H, CH3), 2,06 (s, 3H, CHs), 2,01 (s, 3H, CHa).

13C NMR (CDCls) J / ppm: 170,86; 170,21; 170,05; 169,80 (4 C=0; Ac); 92,13 (C1);
70,00; 68,73; 68,44 66,14 (C2-C5); 62,54 (C6); 20,88; 20,74; 20,68; 20,67 (4 CHs; Ac).
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Slika 13. Anomerna deacetilacija na tri nacina: cinkov acetat dihidrat, metanol; amonijev acetat,
smjesa otapala THF : metanol = 1 : 1, morfolin, diklormetan;

3.2.2.1 DEACETILACIJA UZ CINKOV ACETAT

Spoj 2 (1 g, 2,6 mmol) otopi se u apsolutnom metanolu (25,5 mL). U otopinu se

doda cinkov acetat dihidrat (62,8 mg). Na tikvicu se stavi klor-kalcijeva cjevcica i

reakcijska smjesa se mijesa 18h na sobnoj temperaturi. Metanol se upari, a dobiveni se

produkt otopi u etil-acetatu (15 mL) i prebaci u lijevak za odjeljivanje. U lijevak se doda

voda (30 mL) i sadrzaj lijevka dobro izmucka. Organski ekstrakti se spoje i odvoje u suhu

Erlenmeyerovu tikvicu, a vodeni sloj se ekstrahira jo§ dva puta s etil-acetatom (2x15 mL).

Organski ekstrakti se spoje 1 suSe na bezvodnom natrijevom sulfatu. Smjesa se profiltrira, a

otapalo upari. Sirovi produkt (0,528 g) se procisti kromatografijom na stupcu silikagela uz
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kloroform : acetonitril = 3:1 kao eluens. Dobiveno je 0,313 g (35 %) Cistog produkta 3, u

obliku zute uljaste tekucine.

Rf= 0,59 (kloroform : acetonitril = 3:1)

3.2.2.2 DEACETILACIJAUZ AMONIJEV ACETAT

Spoj 2 (1,046 g, 2,7 mmol) se otopi u smjesi THF : metanol = 1:1 (THF = 2 mL,
metanol = 2 mL). Doda se amonijev acetat (0,418 g). Na reakcijsku smjesu se stavi klor-
kalcijeva cijevcica te se smjesa mijeSa 24h na magnetnoj mijesalici pri sobnoj temperaturi.
Dobiveni produkt 3 (1,307 g) se procisti kromatografijom na stupcu silikagela uz
kloroform : acetonitril = 3:1 kao eluens. Dobiveno je 0,754 g (81 %) ¢istog produkta 3.

Rf= 0,61 (kloroform : acetonitril = 3:1)

3.2.2.3 DEACETILACIJA UZ MORFOLIN

Spoj 2 (1 g, 2,6 mmol) se otopi u diklormetanu (1 mL). U otopinu se doda morfolin
(0,895 mL). Reakcijska smjesa se mijeSa 1h na magnetnoj mijesalici na sobnoj temperaturi
u zatvorenoj tikvici. Reakcijska smjesa se nakon zavrSetka reakcije razrijedi s etil-acetatom
i ispere se vodenim otopinama HCI i 5% NaHCO3, zatim vodom, zasi¢enom otopinom
NaCl i na kraju se susi u bezvodnom natrijevom sulfatu. Reakcijska smjesa se profiltrira te
se upari otapalo. Produkt 3 (0,514 g) je dobiven kao prozirna uljasta tekucina. Prodisti se
kromatografijom na stupcu silikagela uz kloroform : acetonitril = 3:1 kao eluens. Dobiveno
je 0,391 g (43 %) cistog produkta 3.

Rf = 0,58 (kloroform : acetonitril = 3:1)

3.2.3 SINTEZA O-MANOZIDA

U tre¢em koraku pripremljen je spoj tert-butil-2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
manopiranoziloksi)acetat (4) (Slika 14.). U Tablici 4. su prikazani reakcijski uvjeti te
koli¢ine reaktanata za sva tri nacina, kao i iskoristenja reakcije (cinkov acetat, amonijev

acetat i morfolin).
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Spoj 3 otopi se u suhom N,N-dimetilformamidu. U otopinu se doda tert-butil-
bromacetat i kalijev karbonat . Reakcijska smjesa se mijeSa na magnetnoj mijesalici 2h na
sobnoj temperaturi u zatvorenoj tikvici. Nakon zavrSetka reakcije smjesa se profiltrira u
epruvetu za odsisavanje, preko Hirschovog lijevka. Tikvica se ispere s dietil-eterom i
profiltrira u epruvetu. Dobivena otopina se prebaci u lijevak za odjeljivanje i ispere tri puta
s vodom. Organski sloj se prebaci u suhu tikvicu i osusi na bezvodnom natrijevom sulfatu.
Nakon sus$enja, otopina se profiltrira preko lijevka s malo vate, a otapalo upari. Dobiveni
sirovi produkt 4 prodisti se kromatografijom na stupcu silikagela gdje se kao eluens koristi
smjesa otapala kloroform : acetonitril = 3:1. Dobiveni produkt 4 je bio u obliku zute uljaste

tekuéine.

IH NMR (CDCls) & / ppm: 5,41-5,28 (m, 3H, H-2, H-3, H-4); 4,96 (d, 1H, Ji2 = 1,0 Hz;
H-1); 4,30 (dd, 1H, Js6 = 4,8 Hz, Jsaeb = 12,2 Hz, H-6b); 4,20 - 4,02 (m, 4H, H-5, H-6a,
OCHy); 2,26 (s, 3H, CHa); 2,11 (s, 3H, CHa); 2,04 (s, 3H, CHa); 1,99 (s, 3H, CHz); 1,48 (s,
9H; CHs; t-Bu).

13C NMR (CDCls) & / ppm: 170,62; 169,78; 169,75; 169.69; 168,17 (5 C=0); 97,70 (C1);
82,30 (C; t-Bu); 69,32; 69,03; 68,87; 65,92 (C2, C3, C4, C5); 64,89; 62,29 (C6, OCHy>);
28,03 (CHs; t-Bu); 20,84;20,73; 20,68; 20,64 (4 CHa).

Tablica 4. Reakcijski uvjeti za sintezu tert-butil-2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-manopiranoziloksi)acetata (4).

Metoda Reagensi Vrijeme | Masa Cistog Rr

deacetilacije reakcije | produktain | (kloroform:

acetonitril =
3:1)
0,74

Spoj 3 (0,313 g, 9 mmol)
DMF (1,5 mL)
tert-butil-bromacetat
(0,210 mL)

K2COs3 (0,678 mg)

0,252 g, 60 %
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Spoj 3 (0,754 g, 2,2 2h 0,405 g, 40 % 0,71
mmol)
SIS DMF (6 mL)
acetat tert-butil-bromacetat
(0,485 mL)
K2COs3 (1,62 g)
Spoj 3 (0,782 g, 2,2 2h 0,430 g, 42 % 0,70
mmol)
DMF (8 mL)
Morfolin tert-butil-bromacetat
(0,495 mL)
K2CO3(1,55 g)

OAc OAc
OAc OA
AcO —0 9y DMF AcO =0
AcO K,CO, o AcO H
BrCH,COOC(CH,),
OH OCH,COOC(CH3)s
3 4

Slika 14. Sinteza O-manozida. Reakcijski uvjeti: N,N-dimetilformamid, kalijev karbonat i tert-butil-
bromacetat

3.2.4 UKLANJANJE TERT-BUTILNE ZASTITE

U Cetvrtom i posljednjem koraku pripremljena je 2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
manopiranoziloksi)octena kiselina (5) (Slika 15.). U Tablici 5. su prikazani reakcijski
uvjeti te koliCine za sva tri nacina, kao 1 iskoriStenja reakcije (cinkov acetat, amonijev
acetat i morfolin).

Spoj 4 otopi se u suhom diklormetanu te se doda trifluoroctena kiselina. Na tikvicu

se stavi klor-kalcijeva cjev¢ica. Reakcijska smjesa se mijeSa na magnetnoj mijeSalici 30
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min. Nakon zavrsetka reakcije, smjesa se razrijedi s 30 mL diklormetana i prebaci u lijevak
za odjeljivanje. Zatim se reakcijska smjesa ispere s 20 mL vode. Nakon $to se slojevi
odijele, donji organski sloj se ispusti u suhu tikvicu, a vodeni sloj se dodatno ekstrahira s
20 mL diklormetana.

Organski slojevi se spoje u tikvicu i osuse na bezvodnom natrijevom sulfatu. Nakon
toga se otopina profiltrira, a otapalo upari na rotacijskom uparivacu. Dobiveni sirovi Spoj 5
se prodisti kromatografijom na stupcu silikagela uz kloroform : metanol = 15:1 kao eluens.

Dobiveni produkt 5 je bio u obliku Zute uljaste tekuéine.

'H NMR (CD3OD) ¢ / ppm: 5,35-5,25 (m, 3H, H-2, H-3, H-4); 4,95 (d, 1H, J12= 0,9 Hz;
H-1); 4,58 (s, <1H, OH); 4,32-4,16 (m, 4H, H-5, H-6a, OCH>); 4,11 (dd, 1H, Js¢= 1,7 Hz,
Jsash = 11,5 Hz, H-6b); 2,14 (s, 3H, CHa); 2,06 (s, 3H, CHs); 2,04 (s, 3H, CHa); 1,96 (s,
3H, CHa).

13C NMR (CDs0D) ¢ / ppm: 172,45; 172,57; 171,50 (5 C=0); 99,17 (C1); 70,69; 70,49;
70,42; 67,16 (C2, C3, C4, C5); 63,50 (C6, OCH>); 20,68; 20,65; 20,60 (4 CHs).
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Tablica 5. Reakcijski uvjeti za sintezu 2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-manopiranoziloksi)octene kiseline

).

Metoda Reagensi Vrijeme Masa Cistog Ry

deacetilacije reakcije produkta iz (kloroform :

metanol =
15:1)

Spoj 4 (0,252 g,
0,54 mmol)

ol eVEEIE DCM (1,3 mL)
TFA (0,455 mL)
Spoj 4 (0,405 g, 30 minuta 0,169 g, 48 % 0,60
0,88 mmol)

DCM (2 mL)

TFA (0,730 mL)

Spoj 4 (0,430 g, 30 minuta 0,133 g, 35% 0,59
0,93 mmol)

Morfolin DCM (2,2 mL)

TFA (0,77 mL)

30 minuta 0,142 g, 65 %

OAc OAc
OA OA
ACO gate DCM AcO ghge]
H —_— H
AcO
AcO TFA ©
OCH,COOC(CHs), OCH,COOH
5
4

Slika 15. Uklanjanje tert-butilne zastite. Reakcijski uvjeti: DCM, trifluoroctena kiselina
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4 REZULTATI | RASPRAVA

4.1 ZASTITA HIDROKSILNIH SKUPINA D-MANOZE

Polazni spoj u sintezi manozilirane karboksilne kiseline je 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-
a-D-manopiranoza (2). Kako bi se provela regioselektivna transformacija skupine na
anomernom centru, prvo su uvedene zastite na slobodne hidroksilne skupine. KoriStena je
acetatna zastita koja je uvedena u molekulu reakcijom acetanhidrida i manoze uz prisutnost

joda kao aktivatora uz iskoriStenje od 97 % (Slika 12.).

Jod tvori kompleks s kisikovim atomom jedne od Kkarbonilnih skupina
acetanhidrida, dodatno polarizirajuéi C=0O vezu, ¢ime je olakSan nukleofilni napad
hidroksilnih skupina D-manoze (Slika 16.). Pri obradi reakcijske smjese, jod se uklanja
ekstrakcijom s otopinom natrijevog tiosulfata pentahidrata, a suviSak acetanhidrida i

nastala octena kiselina ispiranjem zasi¢enom otopinom natrijevog karbonata.

6]

R R S o+ S5— e/o 0
+ =0 - -
>: ° 6 >: T o \'4 R
o + 0: P
R R

Slika 16. Mehanizam djelovanja joda kao katalizatora reakcije acetiliranja

Reakcija je egzotermna i odvija se 1 sat i 30 minuta. TLC pokazuje prisutnost
iskljuéivo nastalog pentaacetata s gotovo kvantitativnim iskoriStenjem. Struktura spoja 2
potvrdena je *H NMR i °C NMR, i dodatno tankoslojnom kromatografijom usporedbom

sa standardom.
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4.2 SELEKTIVNA DEACETILACIJA ANOMERNOG UGLJIKOVOG ATOMA

Dobivenoj 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a-manopiranozi 2 selektivno je uklonjena
anomerna acetatna zaStita i to na tri naCina: pomoc¢u cinkova acetata dihidrata u
apsolutnom metanolu, pomoc¢u morfolina i tre¢i nacin uz amonijev acetat kao reagens.
Dobivena je 2,3,4,6- tetra-O-acetil-manopiranoza 3 (Slika 13.). Tijek reakcije kontroliran

je TLC-om u sustavu otapala kloroform : acetonitril = 3:1.

Struktura spoja 3 potvrdena je 'H NMR i 3C NMR spektroskopijama, i dodatno
tankoslojnom kromatografijom usporedbom sa standardom.

4.2.1 DEACETILACIJA UZ CINKOV ACETAT

Ovom metodom nastala je smjesa a i p anomera tetraacetilirane manoze §to se
moglo vidjeti na TLC plo¢icama. Reakcijska smjesa se mijesala 18 h pri sobnoj
temperaturi. Od pocetnih 1 g pentaacetilirane manoze nastalo je 0,528 g produkta. Nakon
procis¢avanja kromatografijom na stupcu uz kloroform : acetonitril = 3:1 kao eluens,
ostalo je 0,313 g ciste tetraacetilirane manoze. IskoriStenje reakcije je 35 %. Obzirom da
nam je u ovoj reakciji nastala smjesa anomera, koje je bilo zahtjevno procistiti
kromatografijom na stupcu te smo dobili najmanje iskoristenje, ova metoda nam se je

pokazala najlosijom.

4.2.2 DEACETILACIJA UZ AMONIJEV ACETAT

Deacetilacijom uz amonijev acetat u smjesi otapala THF : metanol = 1:1, od
pocetnih 1,046 g pentaacetilirane manoze nastalo je 1,307 g sirovog produkta. Nakon
prociS¢avanja kromatografijom na stupcu uz kloroform : acetonitril = 3:1 kao eluens,
ostalo je 0,754 g Ciste tetracetilirane manoze. Ovaj postupak deacetilacije je trajao 24h i
nije napravljena ekstrakcija nakon zavrsetka mijesanja reakcijske smjese, Samo je upareno
otapalo. IskoriStenje dobiveno ovim na¢inom iznosilo je 81 % Sto je i najvece iskoriStenje
usporedbom s ostala dva nacina selektivne deacetilacije. Reakcija deacetilacije u

navedenoj smjesi otapala je razvijena u sklopu ovog diplomskog rada. Literaturno je
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poznata deacetilacija uz amonijev acetat u suhom DMF-u, ali zbog velike polarnosti
otapala, a time i teSkog uklanjanja iz reakcijske smjese, odlucili smo se promijeniti otapalo

i pronasli dobar sustav [30].

423 DEACETILACIJA UZ MORFOLIN

Deacetilacija uz morfolin je napravljena viSe puta. Najprije je s 0,8 ¢
pentaacetilirane manoze dobiveno 0,421 g produkta. Prve TLC-plocice indicirale da je
produkta vrlo malo nastalo, pa samo dodali nove koli¢ine (diklormetan = 1 mL i morfolin
= 375 plL) reaktanata i produzili reakciju. Medutim, kada smo nakapali smjesu i standard,
uocili smo da je produkt prisutan i da daljnjim napredovanjem reakcije dolazi do
postepenog uklanjanja i preostalih acetata §to dovodi do nastanka triacetiliranih produkata.
Iz prethodno opisanih razloga, reakcija se zaustavlja nakon vremena navedenog prema
literaturi [31] te se neizreagirana pentaacetilirana manoza 2 odvaja prilikom
kromatografskog procis¢avanja spoja 3 i ponovno Koristi u sljedecoj selektivnoj

deprotekciji.

S novom koli¢inom pentaacetilirane manoze od 0,706 g ponovno je provedena
reakcija selektivne deacetilacije. Za razliku od ostalih pokusaja, u ovom je koriSten dietil-
eter za ekstrakciju produkta, ali se nije pokazao kao najbolje rjesenje. Na TLC ploCicama
je vidljivo da je doslo do uklanjanja i preostalih acetatnih skupina. Ipak, nastalo je 0,290 g
produkta.

Zadnjim pokusajem s 1 g pentaacetilirane manoze dobiveno je 0,514 g sirovog
produkta, a nakon proc¢is¢avanja kromatografijom na stupcu uz kloroform : acetonitril =
3:1 kao eluens, dobiveno je 0,391 g Ciste tetraacetilirane manoze. IskoriStenje ovim
postupkom iznosilo je 43 %. U ovoj sintezi vrijeme je imalo znacajnu ulogu, trebalo je
znati kada prekinuti reakciju, ovisno o koli¢ini polaznog spoja kojem se uklanja zastitna
skupina. U zadnjem pokusaju reakcijska smjesa se mijesala 40 minuta i to vrijeme nam se

je pokazalo optimalnim.

Takoder, koli¢ine od 0,267 g i 0,390 g su spojene i nakon procis¢avanja
kromatografijom na koloni nastalo je 0,394 g ¢iste tetraacetilirane manoze. Ova koli¢ina je
spojena s koli¢inom od 0,391 g i nakon njihovog uparavanja dobivena je smjesa od 0,782 g

Ciste tetraacetilirane manoze koja je koristena u daljnjem postupku u sintezi O-manozida.
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4.3 SINTEZA O-GLIKOZIDA

Reakcijom 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-manopiranoze 3 i tert-butil-bromoacetata uz
kalijev karbonat u suhom N,N-dimetilformamidu, provedena je O-glikozilacija.
Mehanizam reakcije glikozilacije je prili¢no jednostavan i ide u jednom koraku. Odnosi se
na Sn2 mehanizam u kojem se brom iz tert-butil-bromacetata supstituira s tetraacetiliranom

manozom a-konfiguracije (Slika 17.).

OAc OAc

AcO O - - OAc
’\‘ AcO -Q
. -HBr
:OH '.B.f\)k )< AcO H
s o
U OCH,COOC(CHj)s
3

Slika 17. Mehanizam sinteze O-manozida. Reakcijski uvjeti: tert-butil-bromoacetat, kalijev karbonat,

suhi N,N-dimetilformamid

Reakcija glikozilacije pri navedenim reakcijskim uvjetima rezultirala je preferentno
a anomerom O-manozida. Veca zastupljenost oo manozida objasnjava se njegovom ve¢om
termodinamickom stabilno$¢u koja je posljedica snaznog anomernog efekta. Jedino je
sintezom u kojoj je kao reagens koristen cinkov acetat nastala smjesa anomera.

Sirova reakcijska smjesa procis¢ena je kromatografijom na stupcu silikagela uz
kloroform : acetonitril = 3:1 kao eluens. IskoriStenja za cinkov acetat, amonijev acetat i
morfolin su redom iznosila: 60 %, 40 % i 42 %.

Struktura spoja 4 potvrdena *H NMR i 13C NMR spektroskopijom, te tankoslojnom

kromatografijom usporedbom sa standardom.
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4.4 UKLANJANJE TERT-BUTILNE ZASTITE

Anomerno Cistom esteru 4 uklonjena je tert-butilna zaStita pomocu trifluoroctene
kiseline u suhom diklormetanu (Slika 13.). Nakon pro¢iS¢avanja kromatografijom na
stupcu silikagela uz kloroform : metalnol = 15:1 kao eluens, iskoristenja za cinkov acetat,
amonijev acetat i morfolin iznosila su redom kako slijedi: 65 %, 48 % i 35 %. Struktura
spoja 5 potvrdena je *H NMR i **C NMR spektroskopijama. Vazno je naglasiti kako je i u
ovom koraku bitno vrijeme odvijanja reakcije. Nakon nekoliko ponavljanja ovog koraka
sinteze, pokazalo se da je 1 20 minuta (do najviSe pola sata, ovisno o koli¢ini reaktanta)
dovoljno za selektivno uklanjanje tert-butilne zastite. Ukoliko se reakcija provodi dulje od

navedenog vremena, uklanjaju se i acetatne skupine s hidroksilnih skupina manoze.
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5 ZAKLJUCAK

U okviru ovog diplomskog rada razvijena je metoda za pripravu spoja 2-(2,3,4,6-tetra-
O-acetil-a-D-manopiranoziloksi)octene kiseline, vazne podstrukture u sintezi spoja koji bi
bio potencijalni adjuvant. Ciljni spoj se sastoji od manoze koja je na anomernom
ugljikovom atomu funkcionalizirana s karboksilnom skupinom na kojoj ¢e se u daljnjem

istrazivanju provoditi zeljene reakcije.

2,3,4,6-tetra-O-acetil-o-D-manopiranoza dobivena je regio i stereoselektivnom
deacetilacijom 1,2,3,4.6-penta-O-acetil-a-D-manopiranoze uz pomo¢ cinkovog acetata
dihidrata, amonijevog acetata i morfolina, te je potom stereospecificnom reakcijom
nukleofilne supstitucije nastao O-manozid, to¢nije tert-butil-2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
manopiranoziloksi)acetat. U posljednjem je koraku uklonjena tert-butilna zastita i nastao
ciljni spoj 2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-manopiranoziloksi)octena kiselina. Klju¢ni korak
sinteze je zapravo drugi korak, a metoda koja se pokazala najboljom je ona uz amonijev
acetat kao reagens u smjesi otapala THF : metanol = 1 : 1. Iskoristenje ove reakcije je bilo
jako zadovoljavaju¢e (81 %). Osim iskoriStenja, reakcija se pokazala dobrom jer nije
nastala smjesa anomera, niti je do$lo do uklanjanja preostalih acetata kao $to je bio slucaj
kod ostale dvije metode.

Struktura ciljne molekule kao i svih meduprodukata u pojedinim reakcijskim

koracima, potvrdena je *H i 3C NMR spektroskopijama.
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7 DODACI

DODACI

7.1 POPIS KRATICA

DNA
RNA
ATP
MBP
GPI

LA

DBU
TMSOTTf

CRD
MR
NMR

TLC
TMS
DMF
THF
Ac20

12

Ac

ROH
AlIOH
ZnClz
HCIO,-SiO>
BF3-Et20
SnCls
NaH,
K2COs3
CIsCN
Ca*
Na2COs3
C&Clz
THF
HCI
NaHCOs
NaCl
DCM
TFA

BrCH:COOC(CHs)s

deoksiribonukleinska kiselina

ribonukleinska kiselina

adenozin trifosfat

Proteini koji vezu manozu (engl. mannose-binding proteins)
glikozilfosfatidilinozitol

Lewisova kiselina (engl. Lewis acid)

diazabiciklo undekan

trimetilsilil trifluoro metan sulfonat

domena koja prepoznaje ugljikohidrate (engl. carbohydrate-
recognition domain)

manozni receptor

nuklearna magnetna rezonancija (engl. nuclear magnetic
resonance)

tankoslojna kromatografija (engl. thin-layer chromatography)
trimetilsilan

N,N-dimetilformamid

tetrahidrofuran

acetanhidrid

jod

acetat

opc¢a formula alkohola

alilni alkohol

cinkov klorid

perklorna kiselina-silicijev dioksid

kompleks borova (111) fluorida i dietil-etera

kositrov Klorid

natrijev hidrid

kalijev karbonat

trikloronitril

dvovalentni ion kalcija

natrijev karbonat

kalcijev klorid

tetrahidrofuran

klorovodic¢na kiselina

natrijev hidrogen karbonat

natrijev Kklorid

diklormetan

trifluoroctena kiselina

tert-butilbromacetat
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