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U sklopu diplomskog rada opisana je priprava triju novih alifatskih triazolnih derivata
manoziliranog desmuramdipeptida, L-Ala-D-isoGIn. U konvergentnom pristupu sintezi

zasebno su pripravljene tri podjedinice: dipeptid, alifatski triazolni amin i nmarmadjedinica,

NRMH VX |DWLP PHYyXVREQR SRYH]DQH DPLGQLP YH]DPD .D
]DAWLUHQLK DPLQRNLYVHRA2DIIKOBNE Alifatske Mk Qndvpbidjétliri€e
pripravljene su Kklikreakcijom, bakrom(l) kataliziranom azadkinskom cikloadicijom

(CuAAC) Boc]DAWLUHQRJ SURSDUJLODPLQD L R&BRYRUDMXIULY
(adamantl-il)etil-azida. Nakon uklanjanja BoDaWLWH GRELYHQL DOLIDWVNL
prethodno pripravljen dodecilni analog vezani su amidnom vezomkaboksilnu skupinu

dipeptida BoeL.-Ala-D-*OX 2%Q %HQ]JLOLPD ]Da&WLUHQD PDQR]QD S
poveznicom pripravljena je hidrolizorRGJRYDUDMXiUHJ HVWHUD $OLIDWYV
desmuramiGLSHSWLGD QDNRQ XNODQMD QM D -$kupife paive baVH Y H] I
karboksilnu skupinu manozne podjedinice. U zadnjem koraku reakcije uklanjanjem svih
EHQJLOQLK ]D&aWIDWNE@LK RN NDVODOUWLPpNH KLGURJHQROL]H X
PROHNXOH RYRJ UDGD NRM InRio adjuvaNtBkQ &kiMQ@dst FLOM LVSLWDW
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In this diploma thesis, the preparation of three new lipophilic aliphatic triazole derivatives of
manosylated desmuramyl dipeptide;Ala-D-isoGIn, were described. In the convergent
synthesis approach, three subunits were prepared separately: the dipepadphatic triazole
amine, and the mannose subunit, which were then interconnected by amide borAdal&oc
D-Glu(OBn) was prepared as the starting dipeptide from the corresponding protected amino
acids. Aliphatic triazole subunits were prepared ligkaeaction, copper(l) catalyzed azide
alkyne cycloaddition (CUAAC) of Beprotected propargylamine and the corresponding azides,
hexadecylazide and Zadamantl-yl)ethyl-azide. After the removal of Boc, the resulting
aliphatic triazole amines and theepiously prepared dodecyl analog were attached by an amide
ERQG Wdarbokildroup of the dipeptide BacAla-D-Glu(OBn). The benzyprotected
mannose subunit with an acetyl linker was prepared by hydrolysis of the corresponding ester.
After removalof Boc-protection group aliphatic triazole derivatives of desmuramyl dipeptide
were coupled through the carboxyl group of the mannose subunit and the amino groups of
alanine. In the last reaction step, all benzyl protecting groups were removed by tyigccatal
hydrogenolysis reaction and the target molecules of this work were successfully prepared with
the final goal of testing thein vivo adjuvant activity.

(68 + xxxiii pages, 43 figures, 2 tables, &arences, original in Croatian

Thesis depositedh Central Chemical Library, Faculty of Science, University of Zagreb,
Horvatovac 102a, Zagrelgroatia and in Repository of the Faculty of Science, University of
Zagreb
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T . Uvod 1

T UVOD

$GMXYDQWL VX WYDUL NRMH VH GRGDMX FMHSrmohase®® NDNR
reakcija organiza QD R GUHYVyH®IL PIHOSRYYIHHiooa RWSRUQRVW QD RG
patogenUlogu adjuvanata mogu imati razne aluminjeve soli, bakterijskzpodi, emulzije

na bazi ulja te liposomi, ali i derivati murandiipeptida(MDP), koji su tema ovog diplomskog

rada.

Murami-SHSWLGL VX GLMHORYL SHSWLGRJOLNDQD SULUR
stijenke Grarnpozitivnih i Gramnegativnih bakteja. lako skm muramitdipeptid pokazuje
adjuvantsku aktivnost, njegayprimienaX ] URNXMH RGUHYHQH QXVmRMDYH ]
PLVWRJ FXUSHIVOLGD NDR DGMXY D Q Wdomtakh@lazn@nistverikgD AL Y M |
na sintezu brojnimjegovihderivata.

,2VWUDALYDQMHP RG QR Véng/Struciind AcHvityHRadlatiDMiBARY,Q R VW L
XWY Uy H QRcadlmur@ninskkiselina, MuNAc, kao dio strukture muramdipeptida
QLMH NONMegp\Q DGRMXYDQWVNX DNWLYQRVW ,] WRJ UD]JORJ
modifikacijama dipeptidnog dijela molekule-alanitD-izoglutaming NRML VH QD]JLYD M
desmuramidipeptid (OMP), SRNXaDYD SRVWLUL aWR BEBRXGNKL LL FX0Q RWQ
poznato dananozD JERJ LQWHUDNFLMH V PDQR]QLP UHFHSWRULPD
imunosnog sustavaP RaH SRYHUDWL LPXQRVQL jRitIGIYsRuktuihRUJD QL
modifikacija DMPRD SURYHGHQD QD =DYRGX ]D RUJDQVNX NHPLN
manone podjethice. Dodatnopokazalo se das¥ YRYHQMHP DOLIDWVNLK IUDJPH
desmuramildipeptida poput primjerice adamantanB,RaH SRYHUDWL QMHJRYD OLS|
i ulaz u stanicu kroz lipidni dvosloj pasivnom apsorpcijohuloga triazolne podjedice kao
SRYH]QLFH L]JPHyX GLSHSWLGD L DOLIDWVNRJ GLMHOD MRa
GRVDGDaQMLK UH]XOWDWD pLQL VH GD SRYROMQR XWMHDpH

Cilj ovog diplomskog rada jest priprava triju novih alifatskih triazolnih derivata
manoziliranog desmuramidlipeptida (slika 1)Za pripravunavedenih ciljnih molekul&oristit
UH tewkonvergentnipristup 7DNDY SULVWXS XNOMXpXMH ]DVHEQX S
NRQNUHWQR PDQR]JQRJ SUHNXUWRWLD ] R G QR X DUADLMOU MKH DALY
se pogodnim redoslijedom spaijiti u ciline molekuleDR SROD]QL GL SH.S\EikG SULUH
D-glutaminska kiselina (Boec-Ala-D-*OX X NRMRM MH NDUERNVLOQD VNXS



T . Uvod 2

JOXWDPLQVNH N L beAdrio@ Hskudmarw (Bin}l @ Bmirskupina alaninatert-
EXWLORVLNDUERQLOQRP JDAWLWRP %RF 7DNR SULUHYHQ
SUHNR V O-RaRKSIReH skupine glutamata s amstapinom alifatskih triazolnih
GHULYDWD GYMHPORGDRDL PIPALIG®D PLMH 7ULD]JROQL DOLIDWYV
reakcijom, bakar(l) kataliziranom azZDONLQVNRP FLNORDGLFLMRP &X$3$&
terminalnog alkina, propargilamina, i alifatskih azi#ia-(adamantl-il)etil -azida i heksadeeil
azida.UUDGX UH VH NRULVWLWL L WUL D] RreaRdijoi édd€XitzidaH WK R G Q
L SURSUDJLODPLQD .RQDpPpQR WUL DOLGDWNSWL\GOLDHRDW L
DPLGQRP YH]RP ]D SUHWKRGQR SULUHYHQL |®&WizdiHQL PD
ostvariti preko terminalne amirgkupine alanina alifatskih triazolnih dipeptida i karboksilne
VNXSLQH PDQR]QH SR G MteBGoSLIRFIHHYV@IVFHAWH QB RIMD QD & SRO
7DNR SULUHYHQLP GHULY D W L WikioKerjdbénilkeH B aMR.WINHX VN X S'L
NDWDOKWEYRIRQLUDQMHP inWvé DG MOPY DI WV S ILWKhWQ D N

CH; OH

OH

Olll

T,

o,

Slika 1. Strukturne formule molekula: a) murawiippeptida (MDP) i b) ciljnih molekula

diplomskog radatalifatskihtriazolnih derivata maoziliranog desmuranytlipeptida
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T  LITERATURNI PREGLED

2.1. Peptidni adjuvanti
2.1.1. Adjuvanti

&LMHSOMHQMH VH VP prigfupdn Qr&vdhadjpdrazNAiROSIEANV. ITheljna ideja
cijepljenja jest unos oslabljenog ili inaktiviranog patogena ili neke njegove komponente u
RUJDQL]DP NRML WRP SULOLNRP QH SRGiunbshiaddoydd.UD]JL QL
SRNUHWDQMHP LPXQRYV @ RMKRiBSKERNYURASIMR Stavnidd kgietshdvljaju
efikasnu obranu organizma ukoliko se on ponovno susretne s istim patoznom

&MHSLYD VH RSUHQLWR PRJX SRGLMHOLWL QD aLYD L
RVODEOMHQL LOL LOQDNWWRUHRDQLWRE BQD RRWHY WO B U &SHD X P
QHNX QMHJRY X R G U H piirgeKce NaRtigehR Qs vevedenih  tradicionalnih
FMHSLYD SRVOMHGQMLK QHNROLNR GHVHWOMHUD VYH VH Y
SRGMHGLQLpQDAFEMPIS LD SHNRP P, HitugnDv@kio ) MR Bjapitali Q
VOLHQR

=D UD]JOLNX RG 4ALYLK FMHSLYD LPXQL]DFLMD SURpLACU
rezultira skromnijim imunsnim RGJRYRURP SRQDMYLaAH ]JERJ QHPRJXIU
inducira sazrijefy DQMH G HQ G U, pnai Istanivak@eQorezEntiraju antigen i time
XWMHpX QD DNOgRGFRMRUIP XOPRDYHGHQRJ UDJORJD X VDV\
se XNOMXpLWL SRPRUQH WYDUL NDNR EL VH SRRHSIRKDpPDOR Q
LPXQRVQL RGJRYRU 1DYHGHQH SRPRUQH WYDUL QBJLYDMX
Imunomodulatorsu WYDUL NRMH XW ddgrbpoX u@iDaniznisika 2) Osim gore
opisanih imunostimulatora koji se dodaju cjepivima koja nisu @WQR LPXQRJHQLpPpQD
L DGMXYDQWL V LPXQRVXSUHVRUMNIHR VN R Mcy@XpHFHRID 2QL V)
VOXpDMX NDGD MH SRWUHEQR VPDQMLWL UHDNFLMX LPXQF
NDR a4WR VX UD]Q@igamil LtiDaQilaGt@nune Ddlesii H

.DR 8WR MH UDPXQRVWHFPHKOHOWRUL SRM DbDiganizmah® LPXQR
R G U Hpatd@geh. Osim togaELWQR MH QDJODVLWL GD LPDMX L VSRVF
RGUHYHQRY. PMMBILXDPDQMH VNORQLPD GHJUDGDFLML .DR G
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dugi niz godine koristese aluminijevi spojevi poput aluminijewg hidroksida, aluminijevog
fosfaa te aluminijevog kalijevog fosfatdJlogu adjuvanata mogu imaiirazni bakterijski

proizvodi, emulzije na bazi ulja te liposoffi#¢8

I
. -
L s N
» s
R
N
< P
. o e
« .57
P ole A
y/’\g\'//l -
8 N RN
| R Pl
Ve ’
s " d
= P 2% 4 A

Slika 2:Imunosni odgovou organizmua)bez ib) uz dodatak adjuvanta

S druge straneQDMVQDAaQLMLP DGMXYDQWRP WH LVWR WDNR
aktivnosti smatra se Freundov potpuni adjufangl.Freud's Complete AjuvarfECA). Glavni
sastojak Freundovog adjuvanata su toplinskirtuliene mikobakterije Mycobacterium
tuberculesis), aosimtogav DGUAaL L HPXO]JLMX YRGH L XOMD )&% PRaH
L VWDuhgs@IRGJRYRU 1DADORVW YLVRND WRNVLEPQRVW RQ
N O L Qdvin®&l Hanimljivo je to da navedeni adjuvamntbez dodatkabakterije pokaaje
DGMXYDQW YV hazivaX p. Y&uNdov nepotpuni adjuvant (erigtomplete Freud's
adjuvant IFA).&10

=DGQMLK JRGLQD VYH VH YL4H SD&AQMH XVPMHUDYD I
odnosngpeptidne adjuvante. Do danas je otkriven vddito] peptidh i peptidnih derivata bilo
sintetskog ili prirodnog porijekla koji mogu utjecati na imunosni odogovor kod sisavaca. Zbog
navedenog svojstvadjuvantipeptidrog porijeklapredmesu brojnih| QDQVWYHQLK LVWUD
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Neki poznati peptidni adjuvéinpoputtimopeptira tuftsina, muramitdipeptica te rigina svoju
suprimjenu YHUO SURQD&OL X REOLNX UD]J]QLK WHUDSHXWLND 6
SURWHLQD PRaH ELWL UD]J]QROLNR 2QL PRJX L]JJUDYyLYDWI

metabolitj dijelovi imunoglobulina ili ostalih plazma proteifa?!

2.1.2. Muramil-dipeptid kao adjuvant

8 SRWUDI]L |D QRYLP L XpLQNRYLWLMLP DGMXYDQWLPD YHO
GLSHSWLGD -R& MH J R G L Qdipe@itRrdjmqin)i @iB p&pbdoglikhnB X UD P L
koji ima sposobnost zamijeni X p L Q [eN bBkterie Mycobacterium tuberculosisi

Freundovom adjuvantu.

Muramil-peptidi su dijelovi peptidoglikanglika3) SULURGQLK SROLPHUD NF
VWDQLpPpQH V\WiziMHIQ Kimngdatinih bakterjaPHSWLGRJOLNDQL VX JU
DOWHUQLUD M XNidcHtilgiBKRZ2rmHinNaX (GRIAC) i N-acetilmuraminske kiseline
(MuN$F SRYH]DQLKR]JLGQRP YH]RP WH PHYXVREQR XPUHAHC

vezanih na MuxAc.}®

Slika 3:Muramil-GLSHSWLG NDR GLR SHSWLGRJOLNDQVNH VWL

Muramil-dipeptid (MDP) odnosnoN-acetilmuramiL-alanitD-izoglutamin najmanja
je strukturna jedinica peptidoglikana koja posjeduje imunagéoijsku aktivnost. 1DaDORV W
sam muramiGLSHSWLG RVLP LPXQRVWLPXODFLMVNRJ XpLQND
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DULWURJHQRVWoOoL QHRNS RYRROWDYDMXUX VSRVREQRVW SUR
navedenimedostataka XSRUDED pakat/d&BMBBDQWD QLNDG QLMH ]JDALY
Kako bi se smanijile Al 8 H Onlvspofavte SRYHUDOD LPXQRVWLP-XODFLMYV
veliki je interes usmjeren prema sintezi novih derivata MDP 3AURXPpDYDQMHP RGQRVE
I adjuvatske aktivnosti raznih serija derivataramit GL SH S W L G DneékdiilkoQ R NVak & R
0 odnosu strukture i aktivnostPokazalo se da slobodn@ER PHUQD KLGURNVAOQD VN
QLMH NOMXpQD ]D DGMXYDWVNX DNWLYQRVW WhpmtH PRAH
metilne. Nadalje, D SRORAEM XH&dje PisU@stDPLGQH VNXSLQH QR RQD
modificirana primjerice u acilamido/ NXSLQ X 7TDNRYyHU PRINUD MH
acetilglukozamina nekim drugim utdphidratnim izomerom.S druge stranezamjenalL-
alaninabp-alaninom dovodi do potpune inaktivacije spoja, dok zamjen@ianina drugon.-

aminokiselinom N D R FwWhieridied-glicin i L-treonin, spoj ne gubi adjuvaktsaktivnostt-°

2.1.2.1. Mehanizam djelovanja murarndipeptida

0'3 DNWLYLUD XURYyHQ@DL®RRIRY GID Wikc¥bagenyNUCRotide
Oligomerization Domaincontaining), porodicu citoplazmatskih proteina. Jedan od takvih
SURWHLQD MH L LQWUDFHOXODUQL SURWHLQ 12" 2Q SULSD
proteina €éngl. Pattern RecognitionReceptors PRR) VXGMHOXMH X VWDQLPpQRP S
SHSWLGQLK IUDJPHQWD WH SULSDGD OM X @ Wi BoBsobhbRty HQ R P
preponavanja slijedaMurNAc-L-Ala-D-isoGIn, odnosno fragmenta priswwg u muramd
GLSHSWLGX WH NOBD2pRt&H zapkhud su@jBluje u signaliziranju odgovora na
peptidoglikanski fragment, fragment koji je prepoznat kao molekulazorak povezan s
SDWRJHQRP =DQLPOMLYR MH GD VH 12' PXWDFLMH pHVWI
EROHAUX iPXSRUIKQUIEDNMR XND]XMH GNIDDRQuDth D MktiQit&nju
imuniteta.

NOD?2 pripada obitelji ATRazap LM D MpjeHdS Bgnalax] SRPRUO L]PMHQH $'3
a za ATPte se sastoji od dvijdl-terminalne domene za regrutiranje kasparegl Caspase
Activation and Recruitment Domai& $5'V.  ROLJRPHUL]DFLMVNH GRPHQH N
(NOD) i regije bogateducinom éngl. LeucineRich RepeatDomain LRR) za kop se znala
djeluje kao senzor za MDPTDNRWHW NN SHULPHQWDOQR MH XWYUYHQR N
ostdci odgovorni za MDFNOD?2 interakciju. To su redom Phe831, Arg8%ip911 i Ser913.
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Osimtoga, W yHQR MH GD L aHUHUQL L SHSWLGQL GLR XWMHpX
SRPRiU DURPRMQRURBMIPITIQ N D

Nakon vezanja muramdipeptida za NOD protein odnosno LRR regiju, dolazi do
VORAHQLK NRQIRUPDFLMV tbg¢dilSADR-BMHQPPNERR EAZQYHRPRJX
dodatne povoljne strukturne promjene u NOD proteinu koje rezultiraju oligomerizacijom
proteina te CARBCARD interakcijama s enzimom RIF&ngl.Re@ptore-Interaction Protein
2, RIP2) - kinazom koji pak aktivira N %(engl. Nuclear Factor Kappa Bproteinski
NRPSOHNV $NWLYDFLMD QDYHGHQRJ NRPSOHNVD -UH]XOWI

stanicaodnosnamunosnimodgovorom (slika 4)

Slika 4: Vezanje MDRx na NOD2 proteit

2.1.3. Desmuramidipeptid

.DR a@aWR MH U D QikuthbistiQdeeétiHbegIHikQZamirga u strukturi derivata MB#nije
NOMzpihovu LPXQRVWLPXOLUDMXUX DNWLYQRVW ] WRJ UD]C(
navedeni dio strukture potpuno modificira ilamjenuje nekom drugom funkggkom
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VNXSLQRP 7DNR VX SUL U HabdA-ac iR gluk&&minaRop34/ havaju
desmuramidipeptidi i najmanje su jedinice peptidoglikanakoje posjeduje adjuvasitu

aktivnost!?

2.1.3.1 Lipofilni derivati desmuram#dipeptida

Dokazano je danolekuledesmuramidipeptich (DMP)ulaze u stanicu pasivhom apsorpcijom,
koja pak izravno ovisi o njihovoj lipofilnosti. 1z tog razloga, u struktdesmuramiudipeptida
uvodese OLSRIL O Q nevNHG REREX )XMH EROMD XJUDGQMD X OLSR
samim time i bolja imunomodulacijska aktivno3¢danRG QDpPpLQD SREROMAaADYDQM
desmuramidipeptida jes XYRYHQMH B @ddjedhi@eMl@MQ XJOMLNARMBMRGLPpQR.
Poznato je daslki EURM VSRMHYD NR MddaXantiv pbXjédinictgdkaxuP G U a
razO L [HLVRI® R [&INNEiHe, adamantilna strukturna jedinica odlikuje se dobro definiranom
' NRQIRUPDFLMRP KLRBRIRIBEQRMNMO A GLXMme GdofpRr I OQR

adamarithom podjedinicom u svojogtruktui SRVMHGXMX SREROMAaDQD VYRMV
ELRORANH PHPEUDQH

-HGDQ RG QDMpHauUH NRUL&AWHQLK ELROR&NL DNWLYQL
adamantiln podjedinicue Gludantan(slika 5), adamantaminski konjugat glukoronske kiseline
NRML VH NRULVWL NDR DQWLYLUXVQR VUHGVWYR DOL L

depresije- 1113

OH
NH

OH

OH

OH
Slika 5: Strukturna formula molekule Gludantahigka |D OLMHpPpHQMH 3DUNLQ

bolesti i depresije

8YRYHQMH [&Gdijednigavils®uRturu desmuramdipeptida vrloje dobro
L VW U Dakd (@ Rrimjerice sintetiziran adamantanom supstituirani desmuralipiéptid,
adamantilamietlipeptid (AdDP) NRML X VYRMRM Vadamahbamvndpoznitd G U a L
antivirusno sredstvo. Adamand podjedinicavezana jeamidnom vezom prek&arboksilre
skupinH ER p Q R J 0Ridoglmt&rinB (slika 6)AdDP sepokazadkao QHWRNVLPpDQ L XpLC
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adjuvant. Nadalje, adamantanska skupina vezgmai na DMP u kojem je N-

acetilglukozaminska jedinica iz MB& zamijenjena adamantilglicnopmUL pHPX VX SULUH}

izomeri povezani preka@oma ugljika C-1 i C-2 adamantilnog prsten&vi sintetizirani
WULSHSWLGL WDNRYHU VX SRND]DOL LPX@RPRQ@RODMWRUNDN

djelovanju s obzirom na slijedoweL-D i L-L-D.

OONH,

@]
Ol

Slika 6: Strukturna formula molekule adaméartiid-dipeptida(AdDP) spoja

s adjuvantskim svojstvima

Za razliku od derivata desmuran@ LSHSWLGD NRML X VYRMRM VWUXN
SRGMHGLQLFX XYRYKQOMLARYR]G UDDRIQ® A natho pe nvanjd) X N X U X
LVWUDAHQR 3R]QDWR M H kQjHiN®|0] sthiRuiGHajed yDnavederd Binac
WH VH NRUL \sWhe Takdyeptirgjerigd rifamurtid koji je po strukturi liposomski

muramiktripeptid-fosfatidiletanolamin, L-MTP-PE (engl. Liposomal Muramyl Tripeptide
PhosphatidyEthanolamineL-MTP-PE), svojuprimjenu S U R Q D & D Ru osténkaktiddna.Q M

IDYHGHQL VS RihaSoddovoD ¥ Be kao takav koristi kao adjuvasstandardnoj

kemoterapiji®



t . Literaturni pregled 10

OH

IIIIIII\

O/\ _OH 0

H O)Y ey
(0]

HN\/ 0
O
O
O

Slika 7: Strukturna formulenolekulemifamurtida,lipofilnog derivata muramitlipeptida

Iz

s medicinskom primjenoth

2.1.3.2.Manozilirani derivati desmuramiflipeptida

/I[HNWLQL VX SURWHLQL NRML LPDMX VSRVREQRVW VSHFLILD
PRQRVDKDULGH L ROLJRVDKDULGH WH VDPL QH SRND]XMX
na stotine sahari] lektini imaju sposobnost prepoznavanja samito nekoliko. Aktivni dio
OHNWLQD RGJRYRUDQ ]D YH]DQ Mhyl. EatlioHyd@teRpdyhittoD VH L
Domain WH VH RQ QD WHPHOMX DPLQRNLVHOLQVNRJ VOLMHGI
na [etiri tipa £C, S,P i l. Jedan od lektina je$ URWHLQ VSHFLILPpDQ NNBPYH]DQM|
(engl.Mannosebinding protein NRML VDGUAL &5' WLSD &
MBP-isuALURIMRSURVWUDQMHQL X OMXGVNRP VHUXPX WH
od patogenilorganizama. MBP ima sposobnost vezanja patogena prekaj&polipeptidnog
lanca, dok preko NNUDMD QD VHEH YHAaH PDNURIDJH 7LPH RPRJXIU
XURYHQRJ LPXQRVQRJ VXVWDY Be LORQQ RIR Y UAH Rith SisfERCGIR. WQHBDCL,
QD PDNURID]JLPD a8WR LP GDMH XORJX X XURyHK&&adleLPXQRV\
QD GHQWULW L jdjepre2émirgj@ntigend FFfdanicama imurgnog sustava, nakon
pHIJD VOLMHGL KXPR U D iin@nbsio@gbRoY. R tbglLrazlipa \MANDADilrdxEpltori
smatrajse UHFHSWRULPD ]|D SUHSR]QDYDQMH SDWRJHQD EXGXUul
komponenata povezanih s patogeni@® VUHGXMX HQGRFLWR]L L IDIJRFLWR]
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NRMLPD VH XWMHpH QD VWH pWDQXOIMPDXNDR WW ] XR GIPRIY R RX SR
imunosti

,ZVWUD&SLSRRYMDOD GD XYRYHQMH PDQRGH SHS8W UGN WRWA
LPDWL ]1QDpDMQX XO rRanosnkdg odyudoraX Ndintel. Mdzanje manoze na
desmuramdiGLSHSWLG PRAaH S U\aGiRd@sindiidamidipeptidddSRMMUDQH YHL
VSRPHQXWLK VSHFLILpQLK PDQR]@uKosdiistdhiSam&DuugimH NV SULF
ULMHpLPD XYRYVHQMH PDQR]JH X VWUXNWXUX SRWHQFLMD
prepoznavanju navedene molekule od strah DQLPp QLK UHFHSW RruboshiD WD NR
odgovor u organizmu.

Iz navedeno razloga, sintetiziran je niz derivata desmudipeiptida koji u svojoj
struk XUL VDGUA&H PDQRIGPNRRGMHGENVSLMWYOQ MH XWMHFDM P
aktivnost adamantilripeptida. Kod navedenih spojeva mijenjana je stereokemija na poveznici
LIPHYX PDQR]H -tip&pGdatP fe@evkemlja na aminokiselinskomnjaiu molekule.
7DNR MH XWY ghysii@uRaciBibuiddtiog RGJRY RUD FEkardigleadia ia
hidroksiizobutirilnoj poveznici. Najbolju adjuvému aktivnost uin vivo eksperimentima
pokazao je derivat ManAdTP (sli&a NRML NRQILIJXUDFLMX QD J OIGIRD/QIR F
GLMHOX aNdR-kpfiguddciiu na hidroksiizobutiriinoj poveznici. Tég¢ glikopeptid
SRND]DR MHGQDNR GREDU LPXQRYMWRN X QMH- L MADNPL XXo[d_LAONDRNY I\
U prilog navedenom spojl, GH L WR &aWR pQkhadjel véNkia ISteHilfpadStQe dobru

topljivost u vodit?°
OH
OH

HO

Ho %@J*

CONH,

Slika 8: Strukturna formula molekule amziliiranog adamantiliog derivaa DMP-a

S izrazito dobrim adjuvantnim svojstvima
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22. 1DpLQL SULSUDYH DPLGD

221. 6BWUXNWXUD L YDAQRVW DPLGD

Amidi su derivati karboksilih kiselina koji u svojoj strukuri, osim karbonilne, posjeduju i
aminaskupinu izravno vezanu na karbonilni uglisy atom Naime, zbog rezonancijske
VWDELOL]DFLMH -IRQOROMANILP HVO'HRRMWOWRYQQPD GXAaLNRYD DW
njegovog slobodnog elektronskog pasmidi spadaju u najstabilnije derivate karboksilnih

kiselina (slika 9)

— . O.. -
ek :0:
e

®
R .NH; R

NH,

Slika 9: Rezonacijskastabilizacija amid&

Najrasprostranjeniji i najpoznatiji primjer amidne veze svakgk@eptidna veza,
odnosno veza ko se aminokiselire povezujuu YHUH VWUXNWXUH W OR PIHW L KS
Y H O Lgakv@do proteire. Osimusastau SURWHLQD WH SULURGQLK L VLQWH
vezaprisutna je u strukturi brojnibioaktivnih molekula, kakoonih prirodnih tako i onih
pripravlienih X ODERUDWRULMX 3RYROMQD VYRMVWYD NDR &WR
visoka stabilnost, H NRQIRUPDFLMVND UD]JQROLNRVW pLQH DP
najpopularnijih funkgskih skupina u svim granama organske kemije.

, GRN X ELRORANLP RUJDQL]PLPD DPLGQD YH]D PRa&H C
SXWHYLPD Xshht@zad MdpHdd Xajasedvija na ribosomimaATP-ovisru sintezute
druge enzimske puteve temeljene na razemimima,u organskoj sintezi nastanak amidne
veze nije uvijek trivijalan. Naime, iako su amidi najstabilniji derivati karboksilnih kiselihé i H
nastatiU H D N F L MuRamiha] ikatrfoksilne kiseline takvo URUHDNFLML XPMHVWR DI
GR L]JPMHQH SURWRQD WH i{H X SUDY 'ONaSt@aMaWRWOIL PRAR V!
se LIEMSHUIR Y Ry HQ M H& visbkiCienriperbtuid (160 f &+ f& QR BXBXUL G
velikibro RUJDQVNLK VSRMHYD UDVSDGD LOL SRGHizNaHh&aH G U X J|
QLALP WHPSHUDW X ibtezDamialy b oimse iz bjsgarx S
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Slikal0: KiseleED ] Q D U H D N karihisilihe KdelinX i amina

Dodatan problemkod nastankaDPLGQH YH]H PRaH VvVwYDdhDWL L
hidroksilnih ili amineskupinau molekulama reaktanatje je u pravilu potrebo |DAWLWLWL
RGJRY DnU|D M Wilsigihana 7DNRYyHU XYER@RNMAMWBERWRE|LU SLWDC
UDFHPL]DFLMH XNROLNR VH NDR SROD]QL UHIovatoietaWL NRUL
NHPLpDUH GD VH VYH YLaAH SULNODQMDMX Haprigyap@LMLP L
i inovativne metode amidgeisvesu WUD&HQLMH X NHPLMVNRM®E IDUPDFHX

2.2.2. Kondenzacijski reagensi

-HGDQ RG QDMpHAaULK SULVWXSD X VLQWH]L DPLGQH YH]H I
QHNL VYRM DNWLYLUDQXQLREOHNIBRYRU 1IDVWDOL PHYyXSUR
UHDJLUDWL V DPLQRP NDR QXNOHRS$RGRID]|&PMMWXIKiY DD BUG Y
hidroksilneskupire karboksilne kiseline u bolju izlaznu skupinu prije reakcije s amiri@ako

VH NDUERNVLOQD NLVHOLQD PR&H SUHYHVWL X UHDNWL)
KDORJHQLGL PMHER@KL®ULDQ KLINAKtShaHesMet Kofi € Lu@iém
VOXpPDMHYLPD PRJX D X GUXJLPD QH PRJX fripife@unekb WL 8 QI
od najpopularnijin kondenzacijskih reagef%&.

2.2.2.1. TionHklorid

Jedan od najjednostavnijih reagensa koji se korigbregevorbukarboksilnih kiselinau amide

je tionil-klorid (SOCh % XGXUL GDOWRUMWA RQIOAR KODSOMLYD WHNXUL
PRAH ODNR XNORQLWL GHVWLODFLMRP Uha®tedd] MakbliH VH L
karboksilna kiselina prevodeu svoj reaktivni derivattacil-klorid koji daljereagiras aminom

kao nukleofilom G D M X i L (slik& L1p'°>'° Reakcija aciklorida i amina odvija se
PHKDQL]PRP QXNOHRILOQH VXSVWLWXFLMH NDUDNWHULVW
Navedena reakcijapraviu VH SURYRGL X] GRGDWDN RGJRYDUDMXUH Q
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trietilamin ili N-metilmorfolin k&o bi se neutralizirao nasit&lorovodk 7DNRYHU UHDNFLI
pHVWR XEU]J]DYD GRGDWNRP N DMW\BddrietdmipdpiitinCRIBR)pLQ D SL UL

©)
crey
"o o o
)J\/—\ || — )\ ! — )k L! . HCl
OH o e N 7N
tionil-klorid nestabllan mtermedl]er destilacija
H
® o 0 <0| o
ﬁ (OH ” |
—_—
- )k s > 8 )k
)k N R o ¢ R! o N R' cl

(0]
Jk R?NH,
1 :

R Cl cr

1. |

amid

6O0OLND 1IDVWDQDN DPLGD L] NDU-EI&tila&v LOQH NLVHOL

R?

OHyXWLP LDNR MH SUHWYRUED NDUERN V®dalK NLVHC
PQRJLP VOXpDMHYLPD WWJDRU XE SIMWHDA Q DV YW MRIQOBaH VWUDQ
tionil-klorida jest taj da je orL]QL P QR Q ®iXkorbjivhdityat, pa senjegova uporaba,
QDURpPpWR/MLIMIG RGQRVQR X UWIH/XN@ DL MHE-MIHPDWNDD QU PP WRJL
reakciji dolazi do nastanka klorovodikadnosno znatnogorasta kiselostieakcijske smjese
pLPPMRAH GRUL GR UD]JQLK QHAaHIOMHPQR JURDWFX MDM HDINRD) H
UDFHPL]DFLMH BHOMHQRJ VSRMD

2.2.2.2 Karbodiimidi

Najpopularnija irsitu sredstvaa kondenaciju u pripravi amidasu karbodiimidi reagensi
Jedan od prvih takvih reagensaN#\-dicikloheksilkarbodiimid (DCCslika 19 koji se koristi
kao kondenacijski reagens od 1955 godine. Osim D@C poznati kondenzacijski
karbodiimidni UHDJHQVL VX NMNBIN8ydpilkarbbdiimid (DIC) te N-(3-

dimetilaminopropil)N'-etilkarbodiimid-hidroklorid (EDC + &.0
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\NK
N/C
/\N:C:N/\/\N/ )\
N——C——=N ‘ HCl1
DCC

EDC- HCI DIC

60OLND 6WUXNWXUQH IRUPXOH PROHNXOD QDMpH&ULK NL

Djelovang karbodiimida kao kondenzacijskog reagensa prikaganna slicil3. U
SUYRP NRUDNX GROD]L GR UHDNFLMH L]PHYX NDBtwWERIGLLPLGI
karbodiimichdvasuVODER ED]LpQD GXALNRYD DWRPD aWR MH GRYRC(
i GRAOR GROQBINWEBe@MPPHYXSURBANVAIHDMHUDWL QD UD]OLplL
$PLG WDNR PRaH QDVWDWL L]JUDYQLP VSDMDQMHP V DPLC
nusprodukt (put A) 2VLP WRJD PBYXBIURGRXWHD PRaH UHDJLUD
PROHNXORP NDUERNVLOQH NLYVH @ut8)HojGdalmjxm tekajdnPHW U L Q |
aminom dg AHOMHQL DPLG $PLG PRaH QDVWDBMNFL @ LQAOX WHIB (AR ¢
FLNOL]JLUDWL WYRUHUL (R KO)Y W iamidk N SVidn Ra@eldaDim
reakcijama dolazi AoORVOREDYDQMDHRGGRYDYDWR XUHH NRML VH F
VWDELOQRAaUX a4WR MH L SRNUHWDpPND VLOD |]D SURYRYHQM
MH L QHAHOMHQD UHDNFLM DOcilizBuveR MN-@diu@eB(put [ Roj& UH JUD G
GDOMH QH PRHFF>UHDJILUDWL
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Kiselinski anhidrid

Oksazolon
\ (@] /
R4-NH, )k
R4
R N

Amid

60OLND 1DVWDQDN DPLGQH YH]H X] RGJRYDUDMXUuL NDU

SvakiodkarbdLLPLGQLK UHDJHQVD LPD RGUHYHQH SUHGQRVYV
jedan odQ D M G X O M HohdenzaciskiHr€agéhisa, njegova uporaba se smanjuje. Naime
tijekom kemijske reakcije kao nusprodukt nastaje dicikloheksiljopéaM & RISOMLYRVW X Y
organskihotapala]QDWQD SD MH QMHQR XNODQMDQMH L] UHDNFL
OHYXWLP '&& VH L GDOMH LQWHQ]LYQR BNRIUQR WILV$OLL@LDN P
tert-butiloksikarbonilnom Boc) | DaAWLWQRP VN X Slc®&PHNNMLPHIHD VH P
ukloniti iz reakcijske smjesa prisutnosti trifluoroctene kiseindN RMD VH XRELpDMQR N
XNODQMD Q Melgk@piRF 1DaAWLWQ

DC& X VYH YLaAH VOXpDMHYD X RWITSHOR prijend BDEQ WH]L ]C
kaonusproduknastajeureadobrotopljivauvodi SD VH ODNR PR&H XNORQLWL L] |

ekstrakcijom. Za razliku o&EDC-a, DIC je svoju primjenu kao kondenzacijski reagens
S U R Qux@Rpeptidana p Y U taxilRA4°
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6 S UM tadenivdziie M H

.DR &4WR MH QDYHGHQR XORAUHY®IQUWRDVPRADB MHYRWPIDWL RNV
GROD]L GR HSLPHUL]DFLMH &a&aWR MH RVRELWR SUREOHPDWL
VDGU&H VWHUHRNHBIRMW\RNID M6 H NLDERKIEEMBL Kako I Be smanijila
HSLPHUL]DFLMD X VOXpDMX NRUL&AWHQMD NDU HiRrGksiL PL GD
1H-benzotriazola (HOBt) kao adiyaRGQRVQR VUHGVWYD |]D VSUHPDYD
Navedenisu aditivi upravo iz gore spomerag razloggpostali gotovo nezamjenjivi u sintezi
peptida®®

Vjeruje se da HOBt djelujgako GD X SRpHWNXDBEHOILIROUHWRP GDMX
reaktivniji oblik kisdine zaktiviran ester VOLND 1IDYHGHQL HVWHU PRAaH
VD &aHOMHRR PE X®X @bpristup amina stabiliziran vodikom veom 7DNRVYHU
navedeni aditiviV S U M H ptiavabjdiN>aciluree SD VDPLP WLPH SRYHUDYDMX
reakcije. OSMHOBAE NDR DGLWLY VH P RE&RNINKRHZ-a24ANEnzbirlazel Rk
RGUHYHQLP VOXpDMHYLPD GDME#?EROMH UH]XOWDWH QHJIR -

N/

R2 R2
0 5 ~
—l s DI
N 1
R o II R! o NH
NH (U |

(0]

A

+
R! OH R%
RY® " ,
R
/ \ O oy
N — O-acilizourea
N U\H

HOBt

\

>:
\1

T
>:
\Z —z

R’ o}

aktivirani ester
Amid

Slika 14: Uloga HOBau VSUMHpPDYDQMX UDFHPL]DFLMH

2.2.2.2 Kondenzacijski reagensi na bazhidroksi1H-benzotriazola
%D]LUDM XU lt-wM bstéadit®Ritha |D VSUHpDYDQMH UDBéndRlvidleFLMH U
NRQGHQ]DFLMVNLK UHDJHQVD NRML X VYRMRM VWUXNWXUL
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fosfonijevu sOONDMpHAaUH NRULAaWH Q $u @ HHDReHAQtazGIR W RILN,NWN-S D
tetrametiluronijev haksafluorofosfaRGQRVQR +% 78 WH e HADQW iIVIBR MHYL N
(TBTU) 1DYHGHQL UHDJHQVL GMHOXMX QD QDpLQ GD UHDJLU]I
nestabilnuO-acilizouronijew sol (slika 155 2QD GDOMH PR&H UHDJLUDWL V
D Q L R Q R Rk@vitakkeXstére koji reagip@s aminima utA). Tijekom kondenzacije estera
aktiviranog benzotriazom GROD]L L GR QDVWDQND VWDELOQ®J QXVSI
XMHGQR L SRNUHWDpPND VLODIYUBERURFPRWQEUB RRX @B DRF\L
NDUERNVLOQH NLVHOLQH L DPLQ PR&H UHDJLUDWL V NRQG
kao nusproduk{put B). 1z tog razloga kod ovakvih reakcija redoslijed dodatka reaktanata u
reeNFLMVNX VPMHVX PRaH ELWh rdagenss seH Y ¥ravuodayuDida Q R VW L
ekvimolarnom omjeru s karboksilnom kiselinom. HBTU i HATU vrlo su efikasni u
VSUMHpDYDQMX UDFHPL]DFLMH SUL pHPX +$78 SRND]XMH
zahtjevnijim spojevima. Upravo zbog tog svojstva, primjena ovih reagensa je estikto u

sintezi peptd JGMH SRVWRML QDMYHUD*RSDVQRVW RG UDFHPL]DF

Slika 15: Mehanizam djelovanja kondenzacijskog reagensa HBTU
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2.2.2.3Kondenzacip SUHNR PMHARYLWRJ DQKLGULGD
.RQGHQ]DFLMD SUHNR P NDRRFH WFRSAN/BDG L& ik 8l Dnetoda
formiranja amidne veze8 R E L [r&alye@Qskoji se korise u tu svrhusuklorformijatni reagensi
poputsecbutil-klorformijata ili izobutil-klorformijata. Postoje dvaUD]|]OLpLWDQWEPQ pPpHQ M
djelovanja klorformijatnog reagensa. U prveklorformijat reagiras karboksilnom kiselinom
u prisutnostibaz N D R aNAhietilkhdifolin (NMM) WY RUHUOL RGJRYDUDMXUL PMH
(slika 16) Po drugoj teorijiN-metilmofolin RVLP &WR GaddHidaxujséehoNuliu
QXNOHRILOD WH QDSDGD N O Rajd &eHeeii 5 salinGrDde PIM.HN R ¥ WW U Q
anhidrid. -HGQRP NDG QDVWDQH PMHARYLWL DQKLGUAG PR&H |
7DNR {rébbl obratit SDAQ MaM BORUIRUPLMDWQL UHDJHQVk#@RAaH UHL
nukleofilom, pa se amin dodaje u reakcijsku smjesu tek nakon aktivacije kiseline.

U opisanoj reakcijpotencijalniproblem P R aH S U H Giégloseieidiwmdsijet amin
mRaH UH Bdtughmd Wailbohilrom skupiom PMHARY LW R B)D/MQKR GHIILIG XU H W D C
pHPX VH PRaH VPDQMLWL LVNRULAWHQMH UHje NtEjldsIH 7DNF
NDUERNVLOQD NLVHOLQD LPD WHQGHQFLMX VWYDUDQMD VI
karboksilne kiselinénastalogn M H & RahhitvidR E). TimseSUREOHPLPD X RGUHYHQ
PR4&H GRVNRpPLWL SURYRYHQMHP NR®¥EHQ]IDFLMH QD QLVNRN

6O0OLND 1DVWDMDQMH DPLGQH YH]H SUHNR PMHa

uz klorformijatni kondenzacijski reagens
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223. =DAWLWQH VNXSLQH

8 YHOLNRP EURMX VOXpDMHYD a8HOMHQD VH NHPLMVND UH
reaktivirom mjestu uP ROHN X OL N R MrikcidihGkiifiha Ya ki € to postiglajruga

reaktivna mjesta moraju biti privremeno blokirana. Iz navedenog razloga, koriste se i razvijaju
EURMQH ]DaWRedgens DV X XB | 1@ 1 B @ektiN@morapRVMHGRYDWL RGU
svojstva.Primjerice, morabrzo i potpuro reagirati VD aH O M H @k skXp@ohEHiti

stabian X aLURNRP UDVSRQX UN B NF&dIdNiL&ko >XukbMtHW Krajuwv H
VLQWHWVNRJ SURFHVD LOL#®GUXJRP &HOMHQRP WUHQXWN

2231.=DawLWdupteLQR
9HOLN EURM ]D ar'wintje@ez\Wjel 2pstEeb®imez SHSWLGD QR EU]JR MH S
] D & Wihk@yjskih skupina U D] O L p L Whokek@aUDDJAL K\AhiInaskupine aminokiselina
jednoje RG QDMYDAQLMLK SLWDQXEQX MNAEWPE MILMSH & & D GIR WV/IHP H
DPLQRNLVHOLQH QDNR QeDNHW L @ D F\IMHW [ DGXHIEWADG D NDNR
pYUVWRNR JD $ibjeruod C-terminusgorema Nterminusu | D @&Vgkuihena amine
skupirmamauklanjaju se nekoliko puta tijekom sinteze. Iz tog razloga, njihovo se uklanjanje
mora odvijati u blagim reakcijskim uvjetima koQH XWMHpX QD SUHRVWDOH ]
prisutne u molekiu koje se u pravilwklanjajuna kraju sinteskog procesa/ DNRyHU UHDJHQ
]D XY RYVYHQ M skupbend/dmiiéeskupinutrebal bi biti topljivi X QD MpNRWLAWHQLP
orgagnskimRWDSDOLPD WH LVWR WDNR VSUMHpDY Drdkcije OL PLQL
.RQDpQR XNODQMDQMH |DAWLWQLK VNXSLPD WUHEDOR EL |
Utablicil QDYHGHQR MH QHNROLNR QDMpHAaULK ]|DaAWLWQLE
aminoskupine kakokod aminikiselinaako ikod drugih spojevaNRML MH VDGH#&H X VWU
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7DEOLFD NRWpHEIMHN QH V NoxsRUpRH?3® DPLQ
= D a WakupiQeD Struktura 1DpLQ 1DpLQ Karakteristike
XY RYHC uklanjanja
20 % piperidin/DMF

ili
FmocCl, Fmoc

9-fluorenilmetoksikarbonil 1-5 % DBU/DMF Otpornos.,t na kisele
Osu, FmoeNs » . uvjete
(Fmoc) ili morfolin/DMF
(1:1)
.DWDOLWI

) o Opornost prema
hidrogeniranje

Cbzklorid/slaba o o elektrofilima i
ili uz jake kiseline

Benzolikarbonil (Cbz) baza ) slabim kiselinama
(HBr u octenoj L
o (primjerice TFA)
kiselini)
2550% TFA/ DCM
ili Otpornost na baze,
(t-BuOCO»O/ HCI (c = 4 mol dm?) nukleofile te
tert -butiloksikarbonil (Boc) baza /dioksanili NDWDOLMW
MeSGH/dioksan hidrogeniranje

22.32.=DawLWD NDUERNVLOQH VNXSLQH
=DaAWLWD ebkupiEeFSNNMRLYARIGL VH L] YLAH UD]JORJD 2VLP a@WR V
konkurentnureakcijunukleofilne supstitucik X RGUHYHQLP MH VOX$DMMNhLPWD L
kiselo-baznu reakciju karboksilne skupine, osobitceakcipmau kojima je potrebna bazna
katalL][D 2VLP WRJD ]DaAawWLWRP NégshtaRjiNMb@aopivostwvued LQD P F
NDR L S Rikdvallidapljivof Msvrhu analize plinskom kromatografijddbha se aspekta
UHDNWLYQRVWL NDUERNVLOQLK NLVHOLQIhaXiésSaveH@a@ER PR JX
HVWHUVND |DaWLWD NDUERNVLOQH VNXSLQH QDMpHAaUL QD
Hidroliza je X R E L p@DMH.@ X NeSr@<RiV D ®MEWpe. SULEOLADQ UHGRYV
reaktivnostiX RE L pa&3tdeaN.AKML VH PRJX NRUL\WOQW M B RERNGBNGMIQH 2/
< OMe < CPh < SPh < OCKECN < O4-nitrofenil < OSu < OGCls< OGFs 7L pLPEHQLFL V
YDaQL X VHOHNWLYQRM ]DAWLWL VSRMHYD NRMEo¥DGUAaH
QDMpH&EUH NRUL&AWHQLK ]D avskipimQnakedénsy 8 talifi2.iD NDUERNVL(
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7DEOLFD NRMPHEIMDHNQH VNXS uektpifPRDUERNVLOQ

=DawLWQD ' Struktura 1DpLQ 1DpLQ Karakteristike
XYRYyHQ uklanjanja
Metil (Me) MeOH/H2SCy ili Otpornost na kisele
MesSiCl,MeOH LiOH/H202 uvjete
Bn (benzil) U pravilu otpornost i

BnOCOCI/py/DMAP Hz, Pd/C ili HBr na kiseline i na baze

tert -butil TFA/DCM ili Otpornost od
Izobuten/H HCl/dioksan nukleofila i baza

2.3. Azid-alkinska cikloadicija
2.3.1. 1,2,3Triazoli

7ULD]JROL VX KHWHURFLNOLpPNL VSRMHYL NRML X VYRPH SL
ugljika. Postoje dva strukturna izomera triazolnog prsteh2,3triazoli 1,2,4triazol. 1,2,3
W U L D |SRe@akivajuR\atriazoli (slika 17)°27

Slika 17: Strukturne formule tautomernih oblika 1;#j8zolnih prstena

2YL KHWHURFLNOLpPNL VSRMHYL LPDMX SODQDUQX VWI
UD]PMHAWDM DWRPD GD PRJX RSRQDHEDWX BHRBOWRANLRP MXLY W
Triazoli imaju analogan profil vodikove veze kao i anfjeptidi) (slikal8) SUL pHPX & DWR
GMHOXMH NDR GRQRU YR GL NBz¢kan¥ 2 |3HS FOPEWjR Blabd&lE LN D QL
elektronskih parova kao njeni akceptoMi R Q D L V Waton® O X & kB WRpeptidnoj

vezi2829
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60OLND 60LPQRVW Stih&dih GredaY H]H L

OHYyXWLP ]D UDJOLNX RG SHSWLGQH YH]H WULD]JROQL
VNORQRVW KLGUROL]JL 2QL VH ]DKYDOMXMXuL VYRMRM D
VWDELOQRA&AUX L X XYMHWILAFPD XWHDYQVRNRP RWSRUQRAEUX QD
XYMHWH 'RGDWQR WULD]JROL SRVMHGsM Xa hepRddd ez, YHUL (
Zbog tog svojstva, triazoli mogu sudjelovati u stvaranju vodikovih veza te u-dippall
LQWHUDNFLMDPD aWR PRaH XYHOLNH XWMHFDWL QD WRSO
vezanje na ciljnu molekulu u organizmu.

Navedena ¥ RMVWYD pLQH WULD]J]ROH YUOR ]DQLPOMLYR!
NRPSRQHQWRP UD]QLK ELRORANL DNWLYQLK \MrarOoMBYD WH
DQWLPLNUREQRP DQWLWXPRUVNRP DQWLBDRWHWRIMILVMNRANPDW
farmaceWWVNL DNWLYQLK VSRMHYD NR MiiazolrV pr&dd & jstaxvod/ U X N W X |
takvihjei- ODNWDPVNL DQWLELRWLN FHIDWUL]LQ VOLND Ol
spektra bakterijskih infekcij&.?*28

60OLND 6WUXNXUQD IRUPXOD PROHNXOH FHIDWUL
NRML X VYRMRM V Wid2¢INiywstadl VDGUAL
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2.3.2. Bakrom(l) katalizirana aziglkinska cikloadicijafl CUAAC)

.DR a4WR MH QDYHGHQRVWWXINDYXOH PIQBDYXKMEXLRORA&NL YD
zanimljivo je da se 1,23VULD]ROL QH PRJX L]JROLUDWL L] SR]QDWLL
QHPRJIJXUQRVWL QMLKRYH LJRODFLMH L] SULURGQLK PDWHL
sintezon?’
Jedan od QDpLQD SULSUDYH WULD]JROQLK SUVWHQRYD N
terminalnog alknaiazidaOHYyXWLP LDNR SRV MskékEnijiske Yz, Ravetdem) HU J
UHDNWDQWVYXSRSQH®/ILPpAR LOQWHUWQL X YHELQR NER RIQPDANLRQ
funkcijskin skupina, te u velikom rasponpH-vrijednosti i temperaturé3°3! Energija
aktivacije nekataliziramg nastaka WULD]ROD L] RGJRY D UD MdoijénglildONLQD L
(Ea = 109kJmol) te je takva reakcija na sobnoj temperaturi vriorapOsim toga, kod takve
reakcije postoji i problem stereoselektivngsti PRaH GRiUL GR QDVWDIYND GYDM
disupstituiramg 1,2,3triazola i 1,5-disupstituiramg 1,2,3triazola % XGXuL GD MH X VC
nekatalizirane reakcije enéjgka barijeraza nastanak 1;4 1,5-disupstituiranih triazola vrlo
VOLPp®RDSUDYLOX GROD]L GR QDVWDQND VPMHVH SURGXND
RGJRYDUDMXuL NDWDOL]DWRU ]|D QDYHGHQX UHDNFLMX
-HGDQ RG YUOR XpLQNRYL4WduldstiQiapih Qidzols \ Yaid) D Q M D
alkinska cikloadicija katalizirana bakrom(l) koja je poznata i pod nazivonsgduoa 1,3

dipolarna cikloadicija te spada u skupinu kiéakcija(slika 20)?3+33

Slika 20: Nastarlal,4disupstituiranin 1,23WULD]JROD L] RGJRYDUDMXULK D
a) bez b) sadodatka bakrovog(l) katalizatora

Cu(l)-katalizirana 1,%ikloadicija je do 16 SXWD EUA&D RG QHNDWDOL]JLU
XYRYHQMH EDNUD , X UHDN®RN S BRH HEI\ERIHDM jpiakKe UD VWL |
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u navedenoj reakciji dolazi do nastanka samedisdpstituiranog produkta. Navedena reakcija

PRAH VH RGYLMDWL X YUOR YXNOOM R o BxviEFRauixe Whidkin® H U D W X
VOXpDMHY pé&tipmpgdianikrovalnm JUDRMQMDQLPOMLYR MH L GD V
HOHNWURQVND VYRMVWYD VXSVWLWXHQDWD QH XWMHpX E
NRQDpPpQL SURGXNW UHDNF LMD XDSUWFERYLED D YOLWIH S R /N HLEVQX
provodLWL X YRGHQRP PHGLMX QR XVSMHaAQR VH SURYRGL L X
acetonitril, THF tert-butilnol te aceton.

Klik -reakcija u pravilu pokazuje veliku toledu SUHPD QH]DAWLUHQLP DON
NDUERNVLOQLP NLVHOLQDPD NDR L Sp&veiboy dhHiazblpiNL RP HW
seprstennas@a S R PKlik-UHDNFLMH JDKYDOMXMXuL VYRMRM VWDELC
korist kao inertni linker, odngno poveznia LIPHYyX UD]J]OLpLWLK GLMHORYD PRO
samoje pridonijela popularnostikikUHDNFLMH EXGXUL GD RPRJXUXMH VLQV
VXVWDYD pLiMijetibmdukejiim@ Bédakcip provodine mijenjaju svojstva.

3 RV O M bpadnpifal® primjena Cukataliziranih klikreakcija je velika. S jedne
strane QDYH G HQD U Kékoribtiti MaDpoReRiganje raznih peptida s ugljikohidratima te
raznim drugim organskim molekulant@ polimerima S duge strangl,2,3triazolne jezge
PRJX pLQLWL RVQRYX PDOLK IDUPDFHXWVNL DNWLYQLK PRC

YHOLNX SULPMHQX X NHPLML ELRORJLML WH VLQWH]L UD]Q
28,31-32

2.3.2.1.I1zvorn bakra u azidalkinskoj cikloadiciji
%XGXiUL GD MH EDNDU X ,RI$RISGD PLLY QURRGFARKE Gdoadizi)
RGUHYHQX SDaQMia R/@BIEIDU XR/®@ VMRDLWDLVBéKaK1) ulrdak&jlsdd E DN U D
PRAH XYRGLWL PRAMY QHRQrislL BB} vrilose ODNR PRaH RNVLGLU
EDNUD ,, NRML MH NDWDOLWLpPpNL LQDNWLYDQ 2Q SDN PRal
WH XJURNRYDWL QDVWDQDN QHAHOMHQLK SURGXNDWD

Odabir katalizatora jako oviso reakcijskim wy MHWLPD 3ULPMHULFH X VO
supstrata kao otapalo &eristi voda, dokje L]YRU EDNUD EDNURY ,, VXOIDW
bakar ,, SRWUHEQR SUHYHVWL GR EDNUD , X] RGJRYDUDMXUuUH
askorbat. Dodatno, bakar( VH PR&H X VXVWDY XYRGLWL L LIUDYQR QR
EXGH NRRUGLQLUDQ RGUHYHQLP OLJDQGLPD NRML VSUMEF
SREROMa&DWL NDWDOLWLPpND VYRMVWYD -AadtitiH-RZ:3 WDNY LK
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triazob4iO PHWLO@DPLQ WH EDWRIHQDQWUROLQ 7DNRYHU Q

NDR DNFHSWRUL SURWRQD pLPH VH VPDQMXMH SRWUHED ]|
=DQLPOMLYR EDNDU , PRAH VH JHQHULUDWL L VLQSUR

bakra(ll). Takva ré® N F L M e pdtisliWkIliko supstrati u reakciji posjeduju funjstie

skupine koje su osjetljive na askorbat ili produkte njegove oksid&cfe.

2.3.3. Mehanizam Cu(l) aztdlkinske cikloadicije
Na slici 21 prikazanje pretpostavljeni mehanizam CuA&Areakcije U prvom koraku reakcije
&X , NRRUBOG®NWUREQH WHUPLQD O Q R-kobeksLt@hBa SdlkihapH P X Q
$ SBULWRP GROD]L GR L]ODVND MHGQRJ OLJDQGD L] NRRUGC
i YRGD XNROLNR VH UHDNFLMD SURYRGL X YRGHQRP PHGI
koordinacijske sfere bakra egzotermno, to dodatno pogoduje reakciji. Navedenom
koordinacijom bakra(l) na trostruku vezu ugljikljik dolazi i do smanjenjaKa-vrijednosti
terminalnogvodikovog atomalkina za do 1@pKa MHGLQLFD 7LPH VH RagRJXUXMH
WH QDVWDMDQMH RGJRYDUDMXUHJ DFHWLWOQIB B G I HIP BNHRJ U
GROD]L GR NRRUGLQDFLMH D]PEDPXQ@D EEGNDW] BW L A I$ R X IO
X @8HVWHURpPDQL SUVWHQ 'V N GiMibmXbakia. Rz2MpRtenaVDAglajooiN W X U L
pregradnjom nastaje triazolil E. U zadnjem koraku dolazi do piretgatriazolila E,nastanka
R GJRY D U Daupstittirdiog 1,2,3triazola, teUHIJHQHUDFLMH EDNUD , NRML !
QRYL NDWDGBMWLPNL FLNOXV
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Slika 21: Mehanizam bakrom(l) katalizirane aai#inske cikloadicije (CuAAc)
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T EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

3.1.1.Kemikalije i otapala
Spojevi 2-tert-butil-(2,3,4,6tetraO-benzil .-D-manopiranoziloksi)acetat 2-(adamanta-
il)etil-azid,te dodecilni triazolni derivat desmurandipeptidaN R U Liiidivitdz) prethodno su
pripravljeni u laboratoriju literaturno opisanim postupcima, a svi ostali reagensi i otapala
NRPHUFLMDOQR VX GRVWXSQL L DQDOLWLpPNH A5HPLVWRUOH
Kemikg, di-tert-butil-dikarbonat (BogO, Fluka), ((2-(1H-benzotriazoll-il)-1,1,3,3
tetrametiluroni) (HBTU, SigmaAldrich), heksadecibromid §luka), hidroksibenzotriazol
(HOBt, SigmaAldrich  NORURY R GL p Q DafblEvbd O LQIDN-EEIGNDIAL Giga
Aldrich), natrijev azid (Nahl SigmaAldrich), natrijev hidrogenkarbonat (NaHGOGram
mol), natrijev klorid (NaClKemikg, natrijev sulfat (Ne&SQs, Gram mo}, n-butil-klorformijat
(SigmaAldrich, N-eti-N“(3-GLPHWLODPLQRSURSLO NDUERGLLPLG K1
SigmaAldrich), N-(t-butiloksikarbonil} galanirnthidroksisukcinimidni ester (Be@Ala-OSu,
SigmaAldrich), N-metilmorfolin (NMM, SigmaAldrich), propargilamin $igmaAldrich),
sumporna kiselina (#%Qs, Fluka), trietilamin (TEA, SigmaAldrich), trifluoroctena kiselina
(TFA, MerckK).

.RULAWHQD RWDSDOD NRPHUOBRWUHER VX &GRMNXSIQBDWK
literaturnim postupcima: dietgter (EtO, J. T. Bake), diklormetan (DCMCarlo Erba), 1,4
dioksan Kemik3, etanol (EtOHKemik3, etil-acetat (EtOAcCarlo Erba), kloroform (CHC},
Carlo Erba), metanol (MeOH Fluka), N,N-dimetilformamid (DMF, Fisher Chemicg| n-
heksan CsH14, Scharlay, tetrahidrofuran (THFSigmaAldrich).

3.1.2.Metode

Tijek reakcija, sastav frakcijakod URPDWRJUDIVNRJ SURpLAUDYDQMD QD \

VLQWHWL]JLUDQLK VSRMHYD SUDUHQL VX WDQNRVORMQRP N
) PP )OXND '"HWHNFLMD VSRMHYD QD 7/& SORPLFC

JUDpPpHQM B3I nm), prskanjem vodenom otopinom sumporne kiseline (0 %) uz

zagrijavanje te prskanjem otopinom ninhidrina uz zagrijavanje. Za kromatografska
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SURpPLAUDYDQMD QD VWXSFX NRUL&WXXRQO0 Mri(Sign@AldNcB)J HO Y
Flash kronatografije spoja provedene su na CombiFlash Rf+ Lumen automatiziranom sustavu
za flash kromatografiju (Teledyne ISCO) uz UV/VIS detekitidrogenolize(debenziliranja)
suprovedeea X S DUURY X XUHyYyDMX

,GHQWLILNDFLMD L NRQWURYD $URWHGH QD MW H/RLP|R U XD (
spektroskopije (IR), spektroskopije nuklearne magnetske rezonancije (NMR) i spektrometrije
masa (MS)I5 VSHNWUL VX VQLPMRWERL((QPHXIUHFBDMXUXP 7ZR X ST
od GR FPiUDJIOXpLYDQ MpekRiGIMREP 1*C DEPTQ) snimljeni su
SRPRUX LQVWUXPHQWD $YDQFH !H)i400 RMHz Q) JeutSrldanim 0 +]
otapalima (navedeno u tekstu). Kemijski pomagiu(spektrimd+ 105 LJUD&AHQL VX X SS
odnosu nadtrametilsilan (TMS, 0 ppm) kao unutarstandarg dok su spektrtC NMR
kalibrirani prema srednjem signalu otapala. Multipliciteti signala navedeni su-kammlst, d
dublet,dd-dublet dubletat-triplet, g-kvartet i mmultiplet. Spektri masa priprgehih spojeva
VQLPOMHQL VX SRPRUX XUHYDMD $JLOHQW XT]MSDHNWUR L
,QWHUYDO WDOLaAWD pYUVWLK V%RRMHYDOHR GBIFGPHIR MGIWSR P R

3.2. Priprava peptidnog prekursora
3.2.1.Pripravaspojal +BocL-Ala-D-Glu(OBn)}OH

Prethodno sintetizirana-Glu(OBn) (2,00 g 8,43 mmol) otopi se u suhdrkiF-u (35,0 mL).

Reakcijska smjesa se ohladi nafo& X DWPRVIHUL DUJRQD 1DNRQ PL

reakcijsku smjesu doda se Bo@la-OSu (2,34 g, 8,16 mmol WH 7($ 1 P/

mmol). Pripravljena smjesa nastaviBeL MH&A&DWL MRA& PLQ X OHGHQRM NXS

sobnoj temperaturi u atmosferi argongek reakcije prati se TL&@m u sustavu otapala CHCI

: MeOH = 3: 1. Nakon 24 h reakcijskmjesa se upari do suha, a upareni ostatak otopi u EtOAc

(70 mL). Dobivena otopinispere se otopinom H&l(100 mL,c = 0,1 mol dn¥), a vodeni sloj

ekstrahira EtOAc 1 P/ 6SRMHQL RUJDQVNL VORMHYL LV&SHUX VH
1 P/ Vnéd khagnezijevim sulfatore XSDUH QD URWDFLMVNRP XSDUL

spojl (slika 22)u obliku bezbojnepp @aNDVWH NUXWLQHMD MB VWUXNWXUD

spektroskopijomNMR.
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Slika 22: Strukturna formula molekule spdja

Rr= 0,33 (CHC}: MeOH = 3 : 1)

C=77 f&

'H NMR i DEPTQ: Dodatak 1

'H NMR (CD30D) //ppm: 7,35 + P+ T &+ %9,08(m, 2H, Ch, Bn);

4,47 +4,43(m, 1H,CH, Ala); 4,09 +4,04(m, 1H, CH, Glu); 2,46t(2H, J= 7,6 Hz, Ch,

Glu); 2,29 +2,20(m, 1H, CH, Glu); 2,02+1,92(m, 1H,CH *O X Voo T &+

Boc); 1,29 (d, 3HJ = 7,2 Hz,CHs, Ala).

13C NMR (CDsOD) /lppm: 174,59, 173,12, 172,71, 156,19 {€=0 ); 136,15 (CBn);
128,13, 127,84, 127,7€H, Bn); 79,30 (C, Boc); 66,00 (CHIBn); 51,32 (CH, Glu); 50,49
(CH, Ala); 29,80 (CH, Glu); 27,29 (31 & %, Boo); 26,44 CHy, Glu); 16,85 (CH, Ala).
ESI-MS: m/z431,2 [M+Na]

3.3. Priprava 1,4-disupstituiranog 2-(adamantan1-il)etil -triazolnog
prekursora (3)

3.3.1.Pripravaspoja2 t-butil-{1-[(2-(adamantanl-il)etan-1-il]-1H-1,2,3triazol-4-
il}metikkarbamata

U smjesu dioksana i vode (13 mL, 4 : 3) doda se propargilamin (349,36 mmol), BoeO

(2,59 g, 7,31 mmol) i TEA (1,11 mL, 7,94 mmol). Nakon 90 minuta, u reakcijsku smjesu
]JDAWLUHQRJ SURSDUJLODPLQD -@dReantaxdi)es tAHMLIOR @,8/R SULULE
mmol), otopinanatrijevalL-askorbata (2,44 mlg = 1 mol dn?) i otopinabakrova(ll) sulfata
pentahidrat€0,730 mL,c=1 moldmw® S5HDNFLMD VH SURYRGL QD f& X
Tijek reakcije prati se TL@m u sustavu otapala DCM : EtOAc3 : 1. Nakon 24ata u
UHDNFLMVNX VPMHVX GR GdL-askorodt® 6,22 WR SL1Qrdl @DO)WULMHY
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bakrova(ll) sulfatgpentahidratg0,365 mL,c = 1 mol dm®). Nakon 4 h reakcija se prekine.
SHDNFLMVND VPMHVD V Ha&al taloghiilipia frekoRihhetowagHijeVia.
ODWLPQLFD VH QD N3RQL)EkstEDMENDBCYR(ES H80 mL). Organski sloj se

RvXxaL QDG PDJQH]LMHYLP VXOIDWRP WH XSDUL 2UJDQ
automatiziranom flash kromatogifem gUDGLMHQWQLP HOXLUDQM&ad SRpHYa
sustava DCM : EtOAc = 1 : Dobiven je spop (slika23) ELMHOD pYUVWD WYDU
pLMD MH VWUXNWXUD SRWYUYyHQD VSHNWURVNRSLMRP 105

Slika 23: Strukturna formula molekule sp@ja

R =0,29 (DCM : EtOAc = 3: 1)

'H NMR i DEPTQ: Dodatak 2

IH NMR (CDCls) //ppm: 7,52 (s, 1H, CH, triazol); 5,13 (s, 1H, NH); 4,@8 2H,J = 5,6 Hz,
CHz, poveznica NHriazol); 4,35+4,32(m, 2H, C1Et); 1,99 (s3H, H ); 1,75 £1,63(m, 8H:
6H, H- ; 2H, CH, C2Et); 1,55 (d, 6HJ= 2,4 Hz,H- .); 1,44 (s, 9H, 31 & 3 BooQ.

13C NMR (CDCl3) //ppm: & WULD]RO & %RF 2 Et);
42,12 (CH ); 36,85 (CH .); 36,07 (CH, poveznica NHriazol); 28,42 (CH ); )
CHzs, Boc).

ESI-MS: m/z361,2 [M+H]

3.3.2.Pripravaspoja3 +{1-[2-(adamantanl-il) etan1-il]-1H-1,2,3triazol-4-
il}metilamonijewg trifluoracetata

Uzorak spoj& (600 mg, 1,74 mmol) otopi se u suh@GM-u P/ 3ULUHYHQRM RWRS
seTFA P/ PPRO 1DNRQ K PLMHADQMD QD VREQRM W
GRGD THA (M3, 6,53 mmol). Tijek reakcije prati se Tidin u sustaw otapala CHGI
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: MeOH = 3 : 1. Nakon 90 minuta reakcija se prekine. Reakcijska smjesa se upari do suhoga te

se organski ostatagpere eteron2 115 mL). Dodatkom etera dolazi do nastanka bijele krutine
NRMD VH SURILOWULUD SUHINRD @ M K CELUWRIYORL) S(LBEANYDN/DV L, JW (
75%,sOLND pbLMD MH VWUXNWXUD SRWYUYHQD VSHNWURVN

Slika 24: Strukturna formula molekule sp@ja

Rr=0,83 CHCl: MeOH = 3: 1)

G=147- f&

'H NMR i DEPTQ: Dodatak 3

'H NMR (DMSO-ds) //ppm: 8,23 (s, 3H, NH'); 8,15 (s, 1H, CH, triazol); 4,434,38 (m,

2H, CH, C1-Et); 4,11 (s, 2HCH>, poveznica NH'-triazol); 1,94 (s3H, H- ); 1,70 +1,58
(m, 8H:6H, H- ; 2H, CH, C2Et); 1,52 (d, 6H,J) = 2,2 Hz,H- .).

13C NMR (DMSO-ds) //ppm: &+ WULD]RO 2, Et); 41,32CHg +
); 36,32 (CH .); 33,85 CHz, poveznicaNHsz*-triazol); 27,79 (CH ).

ESI-MS: m/z261,2 [M+H]

3.4. Priprava 1,4-disupstituiranog heksadecittriazolnog prekursora (6)

3.4.1.Pripravaspoja4 theksadecihzida

Natrijev azid(400 mg, 6,15 mmol) otopi se u 9 mL suhog DIsIFX &34 Boda heksadecil

EURPLG P/ PPRO 5HDNFLMVND VPMHVD VH ]DJULM]

se zaustavi dodatkom vodeO(mL). Reakcijska smjesa se ekstrat@M-om (3 7 20 mL),

organski sloj se ispere vodom {3 P/ L RV Xattje@m sulfatom Nakon uparavanja

QD URWDFLMVNRP XSDULYDPXXGREQYNR QDBPUDIQPRBAN KU RGCIM
pbLMD MH VWUXNWXUD SRWYUYyHQD VSHNWURMENMEZSLMRP

GRGDWQRJ SURpLaAaUDYDQMD NRUL&AWHQ X GDOMQMRM VLQW



T . Eksperimentalni dio 33

Slika 25: Strukturna formula molekulegjp4

'H NMR, DEPTQ: Dodatak 4

,5 1D&O S Udi:12BZ5 (asC-H (CHz)); 2854 (sC-H (CH)); 2096 ( 1 A1 Isc
CHz).

'H NMR (DMSO-ds) //ppm: 3,30 (t, 2H,J = 6,9 Hz,CH, (C1) Gg); 1,551,48 (m, 2HCH,
(C2) G); 1,27-1,24 pr V + CHp, (C3C15) Gg); 0,85 (t, 3HJ = 6,9 Hz, CH).

13C NMR (DMSO-ds) //ppm: 50,53 (C1); 31,2{C2); 28,92, 28,82, 28,628,42 28,14,26,03
(C3-C14); 22,01(C15); 13,87 (C16).

3.4.2. Pripravaspoja5 +t-butil-[ 1-(heksadekd-il)-1H-1,2,3triazol-4-il metikkarbamata

Propargilamin (87,8L, 1,33 mmol) otopi se u smjesi dioksana i vode (7 mL, 4:3). Pripravljena

VPMHVD RKODGL VH QD f & W-B (A2Bm§, R, 92 Rmol i TEA R76IRGD M X %
1,98 mmol). Reakcijska smjesa &DMSULMH PLMHAD X] KODYHQMH OHGRF
PLQXWD QD VREQRM WHPSHUDW XU{azi@ @, 18%qg plk22nmbh, GRGD NV

vodena otopina natrijevia-askorbata (610L, ¢ = 1 mol dn?’) i vodena otopindakrova(ll)

sulfata(183 L,c=1moldm®). 5SHDNFLMVND VPMHVD JDJULMH VH GR

atmosferi argona. &kon 3 h, reakcijskoj smjedodase M R & R WaRijBVaQadskorbatg305
/ ¢=1 mol dm®) i bakrova(ll) sulfatd91,5 / c¢=1 mol dm?). Tijek reakcije prati se TLE

om u sustavu otapala DCM : EtOAc = B. Nakon 24 h reakcija se prekine. Reakcijska smjesa

NRMD VH VDWAPRIMHIR® DAXRUD WH VPHYH PDWLPQLFH SURILC
OLMHYND D WDORJ VH RVX&aQD@MH\HDWK QR ENRGRQ XW\DIORLN
DXWRPDWL]JLUDQRP IODVK NURPDWRJUDILMR-Bddsusta’ra M HQW C
DCM : EtOAc=1:1'RELYHQ MH ELMHGIO,350 g§,\6@/BIOUIND. VSBHPMMD N

VWUXNWXUD SRWYdhyN @D VSHNWURVNRSL
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Slika 26: Strukturna formula molekule sp&ja

Rr= 0,28 (DCM : EtOACc =3:1)

¢=76,5 f&

'H NMR, DEPTQ: Dodatak 5

!H NMR (CDCls) //[ppm: 7,49 (s, 1H, CH, triazol); 3,1 (br s, 1H, NH); 4,9 (s, 2H,CHa,
poveznica NHtriazol); 432 (t, 2H,J = 7,2 Hz, CH, (C1) Ci); 1,90 £1,86(m, 2H, ChH, (C2)
Cuwe);1,44 V  + CH§ Boc); 1,30£1,5 P + T2, &G3-C15) Ge); 0,83 (t, 3H,J
= 7,2 Hz, CH, Cus).

13C NMR (CDCl3) //ppm: 155,82 (C, tiazol); 79,64 (C, Boc); 50,4@CH;, (C1) Ge); 36,22
(CH., poveznicaNH-triazol); 31,91 (CH, (C2) Gs); 30,24, 29,64, 29,59, 29,50, 29,37, 29,34,
28,99, 26,49 ( CH (C3-C14)Css 13,86c); 22,68 (CH, (C15)C16); 14,11 (CH
Cus).

ESI-MS: m/z423,3 [M+H]'

3.4.3. Pripravaspoja6 #[1-(heksadekd-il)-1H-1,2,3triazol-4-il] metilamonijevog
trifluoracetata

Uzorak spojab (1,65 g, 3,77 mmol) otopi se u u suhom DCX/ P/ 3ULUHYHQRM R\
doda se TFA (4,331 mL, 0,057 mol). Tijek reakcije prati se -Db€u sustavu otapala CHCI

: MeOH = 4: 1IDNRQ K PLMH&DQMD QD VREQRM WHPSHUDWXUL
eterom (21 P/ aXMWPRIyL X O M D V altonatizikaGoNlegh Kidmatografijom
JUDGLMHQWQLP HOQHGER QAMHE: RAB:QH. \£\W R1J Dobiven je bijeli

S U Dt talbg spojab (1,57 g, 95 %sOLND bLMD MH VWUXNWXUD SRWY
NMR.
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Slika 27: Strukturna formula molekule sp6ja

Ri=0,4 (DCM : EtOAc=4:1)

¢=91,8 f&

H NMR, DEPTQ: Dodatak 6

!H NMR (CDCI3) //ppm: 8,30 (s, 3H, NH); 8,13 (s, 1H, €, triazol); 4,38 (t2H,J= 7,1
Hz, CHy, (C1) Cie); 4,12 (s, 2H,CH., poveznica NH-triazol); 1,83 +1,75 (m 2H, CH, (C2)
Cie); 1,23(brs, 264,1 1 &#4(C3 C15) Ge); 0,85(t, 3H,J = 6,8 Hz,CHs, Cie).

13C NMR (DMSO-d6) //ppm: 123,91 (CH, triazol); 49,35 (CH (C1) Gg); 34,10 CH,
poveznica NH'-triazol); 31,22 (CH, (C2) Ge); 29,72, 28,96, 28,81, 28,62, 28,33, 252,
(C3-C14)Cae); 22,02 (CH, (C15)Cie); 13,88 (CH, Cus).

ESI-MS: m/z423,3 [M+H]'

3.5. Priprava 2-(adamantan1-il)etil -triazolnog derivata desmuramik
dipeptida (8)

3.5.1. Pripravaspoja7 tbenzit(4R)-4-{1-[ (2-(adamantarl-il)etan-1-il)-1H-1,2,3triazol-4-
illmetilaminokarboni-4-[(2S)-2-(t-butiloksikarbonilamino)propanamido]butanoata

Metoda |

Uzorak dipeptidd (250 mg, 0,613 mmol) otopi se u suhom FHlANastala otopina ohladi se

na- f& 1DNRQ PLQXWD X UH DNbutiMafarijatPMHV X GRGD VH
PPRO 100 1,23 mmol) te spd} prethodno otopljen DCM-u. Reakcijska smjesa
PLMH&D VH -PEQXWDWFRVIHUL DUJRQD WH VH QDNRQ WRJ
temperaturi. Tijek reakcije prati se Tk@n u sustavu otapala CHCIMeOH = 15 : 1. Nakon

3 h rHDNFLMD MH SUHNLQXWD 5HDNFLMVNRMatNje&@MHVL G
hidrogenkarbonat&l0 mL) te se ekstrahiRCM-om (2 7 15 mL). Organski se sloj nakon

V X aHQ MabijeQid GulfatomXSDUL QD URWDFLMVNRP XSDULYDpPpX 2U.
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kromatografijom na stupcu silikagela u sustavu ota@#&ls : MeOH = 15 : 1 Dobiven je
ELMHOL SUD&NBYNWYL654RGXDNW pLMD MH VWUXNWXUD SRWY

NMR i spektrometrijom masa.

Slika 28: Strukturna formula molekule sp@ja

Rr = 0,37 (kloroform : MeOH = 15 : 1)

¢=71- f&

'H NMR, DEPTQ: Dodatak 7

'H NMR (CDCl3) /lppm: 7,51 (s, 1H, CH, triazol); 7,45 (s, 1H, NH); 7,36 P+ [}
CH, Bn); 7,13 (d1H, J= 7,7 Hz,NH); 5,11(d, 2H,J = 3,8 Hz, CHy, Bn); 5,07 £5,05 (m 1H,
NH); 4,54 £4,43 (m, 3H: 2HCH., poveznica amidriazol; 1H, CH, isoGIn); 4,32 +4,28 (m,
2H, CH, C1-Et); 4,06 +4,00 (m, 1H, CH, Ala)2,56 +2,42 (m, 2H, CH, isoGIn); 2,24 +2,20
(m, 1H, CH, isoGIn); 2,05 +1,98 (m, 4H3H, H- ; 1H, CHp, isoGIn); 1,741,62 (m, 8HBH,
H- ; 2H, CHz, C2Et); 1,54 (d, &1, J= 2,4 Hz,H- ); 1,38 (s, 9H, 3i CHj3, Boc); 1,32 (d, 3H,]
=7,1 Hz,CHs, Ala).

13C NMR (CDCl3) Gpm: C=0); 144,84 (C=0, Boc); 135,64 (C,
Bn); 128,61, 128,27GH, Bn); 121,89 (CH, triazol); 80,46 (C, Boc); 66,67 (£1Bn); 52,85
(CH,is0GlIn); 50,74 (CH, Ala); 45,7444,34 ( 1CHy, Et); 42,14 CH. ); 36,88 CH. .); 35,30
(CHg, poveznica amidriazol); 31,97 (C, triazol); 30,59 (GHsoGIn); 28,45 (CH ); 28,27 (3

T & % Boc); 26,91 (CH isoGlIn); 17,86 (CH, Ala).

ESI-MS: m/z651,8[M+H]*
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3.5.2.Pripravaspoja8 +(15)-1-{[N-(1R)-{3-benziloksilarbonH1-{[1-(2-(adamantaril-
i) etan-1-il]-1H-1,2,3triazol-4-illmetilaminokarboniljpropan 1-
illaminokarbonil}etilamonijevog trifluoracetata

Uzorak spoja& (204 mg, 0,307 mmol) otopi se u suhom DCX/ P/ 8 SULUHYHQX RW
doda seTFA / PPRO G5HDNFLMD VH PLMHAaD QD VREQRM
prati se TLGom u sustavu otapala CHCIMeOH = 4 : 1. Nakon 4 h, reakd{jgj smjesi doda

VH THFHRa / PPRO IDNRQ K PLMHADQMD UHDNFLMVN
HWHURP i P/ 'RELYHQL VPHYyL RVWDWDN SURpPpLVWL VH
u sustavu otapal@HCl; : MeOH = 4 : 1 Dobiven je spoBu REOLNX EOLMHGRAXWLK N
mg, 89 %sOLND pLMD MH VWUXNXUD SRWYUYyHQD VSHNWURV!I

Slika 29: Strukturna formula molekule sp@ja

Rr= 0,38 (kloroform : MeOH =4 : 1)

C=6466 f &

'H NMR, DEPTQ: Dodatak 8

'H NMR (CD30D) // ppm: 7,86 (s, 1H, CH, triazol); 7,34 P+ T &+ %Q
(s, 2H, CH, Bn); 4,43 +4,36 (m, 5H 2H, CH, poveznica amidriazol; 2H, CH,, C1-Et; 1H,
CH, isoGIn); 3,98 £3,93(m, 1H, CH, Ala);2,44 (t, H, CH,, J = 75 Hz, isoGIn); 2,19 +2,10
(m, 1H, CH, isoGIn); 2,01 +1,96(m, 4H: 3H, H +CHpy, isoGIn); 1,78 £1,64 (m, 8H6EH,

H- ; 2H, CH,, C2Et); 1,58 (s, 6H, H); 1,48 (d, 3H,J=7,0 Hz,CHs, Ala).

13C NMR (CDsOD) Gppm: 17250, 171,84, i & 2 09 (C, Bn); 128,18;
127,83 CH, Bn), 66,09 (CH, Bn); 52,72 (CHjsoGIn); 48,89 (CH, Ala); 45,5044,12(CH,
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Et);44,71(CH ); 36,58 CH: .); 34,28 (CH, poveznica amidriazol); 31,63 (C, triazol); 29,84
(CHy, isoGIn); 2860 (CH2 ); 26,77 (CH, isoGIn); 16,22 (CH, Ala).
ESI-MS: m/z5517 [M+H]*

3.6. Priprava heksadecittriazolnog derivata desmuramil-dipeptida (10)

3.61. Pripravaspoja9 zbenzit(4R)-4-{[1-(heksadeksd-il)-1H-1,2,3triazol-4-
illmetilaminokarbonil}4-[(2 S)-2-(t-butiloksikarbonilamino)propanamidblitanoata

Metoda 1

Uzorak bociranog dipeptidd (73 mg, 0,179 mmol) otopi se u 2 mL suhog FalFTako
SULUHYHQD RWRS-LQM& RKHD MKRIM WHH QR.GM@B58 Grdnol),n-butil-

klorformijat (45,5 L, 0,3% mmol) te spop (94 mg, 0,215 mmol) koji je prethodno otopljen u

smjesi DCMa i THFa 0,5 mL,1: 5HDNFLMVND VPMHVDn&-L &R VH
atmosferi argona te se nakon toga prebaci na sobnu temperaturu. Tijek reakcije prati se TLC

om u sustavu otapala CHClI OH 2 + 1IDNRQ PLQXWD UHDNFLMVNEF
NMM-a (9,8 L, 0,0895 mmol) in-butil-klorformijata (11,4 / PPRO IDNRQ MRA
PLQXWD PLMHADQMD QD VREQRM WHPSHUDWXUbhattjgt® NFLMD
hidrogenkarbonata P/ QDNRQ pHJD MH XVOOVNMARE@LOID mINVWUDNEF
2UJDQVNL VioRhtreMnmnRsuiigdtamWH VH XSDUL QD URWDFLMVNRP X
VPHYL XOMDVWL <kbRaEogidijemShd Rypbusikag®idiu sustavu otafai€ls

: MeOH = 15: 1SSHNWURVNRSLMR Fe tl® savsdny priddklR_. MH XVSMH&aQ

pripravljen
Metoda Il

Uzorak spojal (263 mg, 0,645 mmol) otopi se u smjddHF-ai DCM-a (10 mL, 1: 1).
BULUHYHQRM RWRSLQL GRGD VH +%78 L, 1,2P@mol) i speP RO 7 (4
(338 mg, 0,774 mmol) prethodno otopljen u smjesi FHFSuhog DCMa. Reakcijska smjesa
PLMH&D VH K X DWPRVIHUL DUJRQ@QDu dostavu MapdNa CHEIDNFL M H
OH2+ 3R ][DYUAGHWNX UHDNFLMH U HrU)tE sd/lsvhdsaM VP Mt
ekstrahiraDCM-om (2 1 P/ 2UJDQVNL VORM VH SRWRPNa€lkHUH ]DV
P/ RVX aatrijevbnGsulfatomL XSDUL 'RELYHQL QDUDQpPDVWL R\

kromatografijom na stupcu silikagela u sustavu ota@#&l; : MeOH = 15 : 1 Dobiven je
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ELMHOL SUD3®MNWY,B79Y4FR0ANNDW  pLMD MH VWUXNWXUD SRWY
NMR i spektrometrijom masa.

Slika 30: Strukturna formula molekule sp8ja

R = 0,38 (CHC}: MeOH =15: 1)

¢=90 f&

'H NMR (CDCl3) /l[ppm: 7,50 (s, 1H, CH, triazol); 7,4®&( s, 1H, NH); 7,38+7,30 (m 5H,
5 1 CH, Bn); 7,16 (d, 1HJ = 7,6 Hz, NH); 5,14 +5,07(m, 3H 2H, CH,, Bn; 1H, NH); 4,55 +
444 (m, 3H:2H, CH, poveznicamidtriazol; 1H, CH, Gl; 4,27 (t, 2H, CH, (C1) C1¢); 4,06
+3,99 (m, 1H, CH, Ala)2,57 £2,40(m, 2H, CH, (C2) Cie); 2,27 £2,18(m, 1H, CH, Glu);
2,06 £1,97(m, 1H, CH, Glu); 1,86 (t, 2HJ = 6,9 Hz,CHy, (C2) Gs); 1,38 (s, 9H, 3i CHs,
Boo); 1,31 (d, 3HJ = 7,1 Hz, CH, Ala); 1,30 +1,25 (m, 26H, 13i CHy, Ala); 0,88 (t, 3H,
CHs, J=6,8 Hz,Ala).

13C NMR (CDCl3z) @&pm T & 2 & 2 %RF
Bn); 128,60, 128,35, 128,2CH, Bn); 121,97; (CHtriazol); 80,41 (C, Boc); 66,66 (CHBN);
52,85 (CH, Glu); 50,73 (CH, Ala); 50,36 (gHC1) Ge); 35,29 (CH, poveznica amidriazol);
31,92 (CH, (C2) Gs); 30,58 (CH, Glu); 30,28, 29,68, 29,55, 29,41, 29,36, 29,03QE3-
C13) Cue); 28,25 (CH, Boc), 26,90 (CH, Glu,); 26,52 (CH, (C14) Gs); 22,69 (CH, (C15)
Cie); 17,85 (CH, Ala); 14,13 (CH, Cus).

ESI-MS: m/z714,0[M+H]*

3.6.2. Pripravaspojal0 +(1S)-1-{[ N-(1R)-{3-benziloksilarbonH1-{[1 -(heksadekd.-il)-1H-
1,2,3triazol-4-iljmetilaminokarbonil}propanl-illaminokarbonil}etilamonijevog
trifluoracetata
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Uzorak spoj& (435 mg, 0,613 mmol) otopi se u 5 mL sulivgM-ate mu se dod&FA (703

/ PPRO 5HDNFLMVND VPMHVD PLMH & Rakcie Qdd s RIEQRM WH
om u sustavu otapala CHCIMeOH = 4: 1. Nakon 5 h, reakcija je prekinuta, a reakcijska
VPMHVD XSDUHQD 2UJDQVNL RVWDWDN MH LVSUDQ HWHURF
na stupcu silikagela u sustavu otapala GH®le 2 + 'RELYHQ MH ELMHOL SUL
10. (372 mg, 86 %,sOLND pLMD MH VWUXNWXUD SRWYUVHQL

spektrometrijom masa.

Slika 31: Strukturna formula molekule spd@a

Ri=0,51 (CHC}: MeOH =4 :1)

¢=752 f&

'H NMR (CD30D) //ppm: 7,84 (s,1H, CH, triazol); 7,35¢7,31 P  + T &+ %Q
(s, 2H, CH, Bn); 4,43 (d 2H,J =3,8 Hz,CH., poveznicamid-triazol), 4,39+4,23(m, 3H:
2H, CHy, (C1) Gs; 1H,CH, Glu); 3,97 +3,93(m, 1H, CH, Ala); 2,44 (t, 2H, CKl Glu); 2,18
+2,09(m, 1H, CH, Glu); 2,02+1,94(m, 1H, CH, Glu); 1,90+1,83(m, 2H, CH, (C2) Gg);
1,48 (d, 3H, CH Ala); 1,27 (26+ T & €i6); 0,89 (t, 3H, CH, Cue)

13C NMR (CD30OD) @®pm i & 07 (C, Bn); 128,17,
127,86 CH, Bn); 122,77 (CH, triazol); 66,10 (GHBn); 52,69 (CH, Glu); 49,97 (GH(C1)
Ci6); 48,88 (CH, Ala); 34,28 (Ckl poveznicamidtriazol); 31,66 (CH, (C2) Gs); 29,90
(CHy, Glu); 29,83, 29,37, 29,25, 29,16, 29,06, 28,704CEI3-13) C16); 26,77 (CH, Glu);
26,07 (CH, (C14)Cug¢); 22,33 (CH, (C15)C16); 16,21 (CH, Ala); 13,03 (CH, Cis)
ESI-MS: m/z613,8[M+H] *
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3.7. Priprava manozne podijedinice (1)
3.7.1.Pripravaspojall +2-(2,3,4,6tetra-O-benzit .-D-manopiranoziloksi)octene kiseline

SUHWKRGQR S Uterthdtiind@dstexdgRiWibi N D PJ PPRO RWRSL
DCM-u P/ 3ULUHYHQRMTRANRSLQL GRR®PMRUH 5HDNFLMVND VPN
VH PLMHaAabDwWwL QD VREQRM WHPSHUBRAWXUL WH MPNR ¥ H DLIMHN
reakcije prati se TL&m usustavu otapala CHEI CH:CN = 3 : 1. Nakon 24 h u reakcijsku

VPMHVX GRGPAQR MH MR&PPRO WH VH UHDNFLMD QDNRQ K
smjesa se nakon dodatkeCM-a (15 P/ XSDUL QD URWDFLMVNRP XSDULYD
ispere se etéR P ) P/ 6 XKL RVWDWDN SURpPLVWL VH NURPDWR
sustavu otapala CHEICHCN = 3 : 1. Dobiven je bezbojni uljasti produkt (170 mg, 60 %,

SOLND pbLMD MH VWUXNWXUD SRWYUYyHQD VSHNWURVNRSL

Slika 32: Strukturna formula molekule spdjh

Ri=0,62 (CHC}: CH:CN =3 : 1)

!H NMR (CDCls) //ppm: 7,387,13 (m, 20H, CH, Bn), 5,02 (s, 1H;H; 4,85 (d, 1HJgem=
10,8 Hz, CH, Bn); 4,75 (d, 1HJgem= 12,4 Hz, CH, Bn); 4,72 (d, 1HJgem= 12,4 Hz, CH,
Bn); 4,63 (d, 1HJgem= 12,2 Hz, CH, Bn); 4,59 (s, 2H, CH Bn); 4,53 (d, 1HJgem= 12,2 Hz,
CHz, Bn); 4,49 (d, 1HJgem= 10,9 Hz, CH, Bn); 4,23 (d, 1HJgem= 17,0 H, CH,, acetilna
poveznic 4,16 (d, 1HJgem= 17,0 Hz, CH, acetilna poveznida3,998,90 (m, 3H H-2; H-
3; H-4); 3,8018,68 (m, 3H H-5; H6a; H-6b).

13C NMR (CDClI3) //ppm: 1739 (C=0); 1384, 1383, 138,1, 138, (4 1 C, Bn); 1284 27,6
(CH, Bn); 979 (C1); 79,6, 74,6, 74,3, 72,4 (825); 751, 73,4, 7%, 72,1 (41 CHy, Bn); 69,1
(C6); 63,2 (CH, acetilnapoveznica).

ESI-MS: m/z[M + Na]* 621,2.
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3.8. Kondenzacija peptidnih prekursora s manoznom podjedinicom

3.8.1.Pripravaspojal2 tbenzit(4R)-4-{N-{1-[(2-(adamantanl-il)etan-1-il] -1H-1,2,3
triazol-4-il }metilkarbamoil}4-{(29)-2-[ (2,3,4,6tetra-O-benzi} .-D-
manopiranoziloksi)etanamido]propanamido}butanoata

Spoj11 (158 mg, 0,264 mmol) otopi se u 6 mL suidgM-a 3ULUHYHQD RWRSLQD VI
f& WH MRM VH GRGD +2%7 HZUD (62,2 mg, MBEOnmal) hakon

pHJD VH VPMHVD PLMHAaD PEQAYXWDOX® RKAQDIBDQARFPMHV X

(135mg, 0,203 mmol ) otopljen u suhodCM-u te TEA / PPRO O5HDNFLM

VPMHVD QDVWDYL PLMHADWL VD Whasoidd) tdrgperauidu atfindsfed SR W F

argona. Tijekreakcije pré seTLC-om u 6 % MeOH (CHClz-u. Nakon 24h reakcijskoj smjesi

GRGDQREWH MRA PPRO WH MH PLMHADQMH QDVWDYOMHC

se prekine. Reakcijska smjesa je nakon dodatka vode (15 mL) esktrdttiCahaom 7

P/ 6DNXSOMHQL RUJD Q adNnatrij¢dnR Sukaoin iVulae na/ tdtachskom

XSDULYDpX 'RELYHQL RUJDQVNL RVWDWDN SURpLVWL VH

JUDGLMHQWQLP HO XL U-B QivstHistav@%e MeQN W RtOA&& Dobiven je

bezbojni staklasti produktl2 (130 mg, ¥ %, sOLND pLMD MH VWUXNWX

spektroskopijom NMR i spektrometrijom masa.

Slika 33: Strukturna formula molekule spdja

Rr= 0,49 (6 % MeOH u DCM)
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'H NMR (CD30OD) G ppm: 7,74 (s, 1H, triazol)7,39 +7,16 P + T &+50980,
2H, CH, Bnester)4,99 (d, 1H,J1 .= 1,3 Hz, H1); 4,67(s, 2H, CH, poveznica amidriazol);
4,82 +4,32(m, 10H: 8H, 4 1 CHy, Bn; 1H, CH, Ala, 1H, CH, isoGIn); 4,29-4,25 (m, 2H,CH,
C1-Et); 4,15 £3,90 (m, 5H:2H, CH., acetilna poveznic&8H, H-2, H-3, H-4); 3,78 3,75 (m,
1H, H5); 3,2 +3,64 (m, 2H, H6a, H6b); 2,4 (t, 2H,J = 73 Hz, Ch, isoGlIn); 2,23 +2,15
(m, 1H,CHg, isoGlIn); 1,98 +1,91(m, 1H,CHz, isoGlIn); 1,90 (br s, 3HH- B; 1,73 +1,62(m,
6H, H J, 1,59 +1,54(m, CHy, C2Et); 150(br s 6H, H D; 1,3 (d, 3H,J= 7,1 Hz, Ch;, Ala).
13C NMR (CD3OD) //ppm: 178,64, 177,86, 17,09, 175,38 (4 T C=0), 149,82, 14348,
14327,143,16 (4 1 C, Bn), 13300-132,8 (CH, Bn), 127,64 (CH, triazol) 103,16 (C1)84,5%,
79,61, 7939, 77,26 (C2-C5), 79,46, 78,®, 7739, 76,8 (4 T CH>, Bn); 73,8 (C6), 71,D (CH,
Bn-ester) 70,73 (CH., acetilna poveznicap7,80 (CH,soGlIn); 54,04 (CH, Ala); 50,43, 49,
T &;Et), 4668(CH> . 7 (CH2 47 (CHg, poveznica amidriazol); 35,d (CHz,
isoGIn); 33, % &+ 3 (CHy, isoGIn); 21,51 (CHs, Ala).
ESI-MS: m/z113L,4 [M+H]*
3.8.2. Pripravaspojal3 tbenzit(4R)-4-{[1-(heksadekd-il)-1H-1,2,3triazol-4-

illmetilaminokarbonil}4-(29)-2-[ 2,3,4,6tetra-O-benzit .-D-
manopiranoziloksgtaramidojpropanamidgbutanoata

Spoj11 (130 mg, 0,204 mmol) se otopi u 4 mL suiogM-a 3ULUHYHQD RWRSLQD VI

QD fERWVHVH GRGD +2%7 PJ PPRO L (& +&0O P
pHJD VH VPMHVD PLMHAaD PR IQXXWDDQD R K@D AHDQIR ®OP M HV X C
(149mg, 0,204 mmol ) otopljen u suhddCM-u te TEA / PPRO OS5HDNFLM

smMHVD QDVWDYL VH PLMH&ADWL VDW YUHPHQD QD f& D S
atmosferi argona. Tijek reakcijeati seTLC-om u sustavu otapala 6 % MeOHQHCls-u.

1DNRQ |DYUAHWND UHDNFLMH UHDNFLMVNDUE®MHIY2D VH XSD
P/ 7DNR SULUHYHQD RWRSLQD HNVWUDKLUD VH YRGRP
natrijevim sulffatomWH XSDUL QD URWDFLMVNRP XSDULYDpX 'RELY
kromatografijom natupcu silikagela uz gradijentnim eluirethHP R G p L VaWdslista/d

3% MeOH u EtOAeu. Dobiven je bezbojni uljasti produt (196 mg, 81 %sO L ND pLMD M
VWUXNWXUD SRWYUYyHQD VSHNWURVNRSLMRP 105 L VSHNWL
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Slika 34: Strukturna formula molekule spdja

Ri= 0,38 (6 %dMeOH u DCMu)

!H NMR (CD30D) // ppm: 7,72 (s, 1H, CH, triazol); 39 7,17 P + T &+ %Q
5,09 (s, 2H, CH Bn ester)4,99 (s, 1H, H1); 4,69(s, 2H, CH, poveznicaamidtriazol); 460
+4,34(m, 10H: 8H, 4 T CHy, Bn; 1H, CH, Ala; 1H, CH, Glu); 4,24 (t, 2H, J = 7,0 Hz,CHa,
(C1) Cue); 4,15 £3,90(m, 5H 2H, CHy, acetilna povezni¢a3H, H-2, H-3, H-4); 3,76 +3,72
(m, 1H, H5); 3,69 +3,64(m, 2H: H6a;H-6b); 2,44 (t, 2H,J = 7,2Hz, CHy, isoGIn); 2,21 +
2,17(m, 1H, CH, isoGIn); 1,97 +£1,91(m, 1H, ChH, isoGIn); 1,79 +1,76(m, 2H, CH, (C2)
Cu); 1,34 (d, 3H,J=7,1Hz, CHs, Ala); 126 (brs, 264,13 T & # (C3-C16)Cas); 0,89 (t, 3H,
J=6,3Hz, CHs, Cig).

13C NMR (CD30OD) //ppm: 173,64, 172,85, 171,12 10,32 ( 1 & )2 144,77, 138,48,
138,28, 138,16(4 7 & ¥6128,16-127,28 (CH, Bn); 12,68 (CH, triazol); 8,17 (C1); 79,55,
74,60, 74,39, 72,26 (C2-C5); 74,47, 73,03, 72,39 71,63( 1CH>,Bn); 68,93 (C6); 65,11 (CHo,
Bn-ester) 65,74 (CHz, acetilna povezniga52,81 (CH, isoGlIn); 49,92 (CH,, (C1) Cis); 49,03
(CH, Ala); 3,46 (CH>, poveznica amidriazol); 31,67 (CH., (C2) Css); 30,01-28,70(CH2: (C3
C13) Cue, 26,32 (CHg, is0GIn); 26,06 (CH, (C14) Ge); 22,34 (CH2, (C15) Ge); 16,53 (CHs,
Ala) 13,05 (CHa, Cus).

ESI-MS: m/z1194,5 [M+H] "

3.8.3. Pripravaspojal4 tbenzil(4R)-4-{[1-(dodekal-il)-1H-1,2,3triazol-4-
iljmetilaminokarbonil}4-(2S)-2-[ 2,3,4,6tetra-O-benzit .-D-
manopiranoziloksgtaramido]propanamiddjutanoata

3UHWKRGQR S WI(TDHgHOQLL 7 FrrhdlHdiopi se u 3 mL suldbGM-a 3ULUHYHQD
RWRSLQD RKODGL VH QD f& WH MRM VH GRGD +2%7

P
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PPRO QDNRQMHHUD FIHVVARD PLQXWD QD f& 1DNRQ
VPMHVX VH GRGD VH SUHWKRGQR SULUHYHQ GRGHFLOQL C
mmol) otopljen u suhor®CM-ute TEA / PPRO O5HDNFLMVND VPMH
PLMHADWL VOW YARHPIHQ@RWRP MRA VDWD QD VREQRM WHF
Tijek reakcije pati seTLC-om u 6 % MeOH CHCl-u. Nakon 24 sata u reakcijsku smjesu
doda seTEA O PPRO +2%7 PJ PPRO L (& +&0O
PPRO G5HDNFLMVND VPMHVD QDVWDYL VH PLMH&ADWL X DWI
prekinuta. Reakcijska smjesa se upari, a upareni ostatak otopt@écu (15 mL) i ekstahira
YRGRP i P/ 2UJDQV N LnatrieRriv sifatotréiel upati n&pGjskom
XSDULYDpX 'RELYHQL RVWDWDN SURpLVWL VH NURPDWRJU
HOXLUDQMHP R&ddgdugtavir3IPo ' MdDH u EtOAc Dobiven g bezbojni uljasti
produkt 14 (70 mg, 69 %,sOLND pLMD MH VWUXNWXUD SRWYUVHQ

spektrometrijom masa.

Slika 35:Strukturna formula molekule spol#

Rr= 0,70 (9 % MeOH u DCM)

'H NMR (CD30D) // ppm: 7,72 (s, 1H, CH, triazol); 7,4Gt7,16 P + T &+ %Q
5,09 (s, 2H, CH Bn ester)4,99 (d, 1H,J=1,8Hz, H-1); 4,70(s, 2H, CH, poveznica amid
triazol); 4,82 £4,32(m, 10H: 8H, 4 1 CH, Bn; 1H, CH, Ala; 1H, CH, Glu); 4,24 (t, 2H, J =

7,1 Hz,CHg, (C1)Cy2); 4,15 £3,92(m, 5H:2H, CH,, acetilna povezni¢8H, H-2, H-3, H-4);

3,77 +3,74 (m, 1H, H5); 3,72 +3,64 (m, 2H: H6a; H-6b); 2,44 (t, 2H,J = 7,3 Hz, CHj,
iIsoGlIn); 222 +2,16(m, 1H, CH, isoGIn); 1,98 +£1,91(m, 1H, CH, isoGIn); 1,81 +1,74(m,

2H, CH, (C2)C12); 1,35 (d, 3HJ =7,1Hz, CHs, Ala); 128 £1,24(m, 184,917 & % (C3
C11)Cy2); 0,83 (t, 3H,J=6,9Hz, CHs, Cyr2).
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13C NMR T & 2 8,143,174 7 &
Bn); 133,17132,8 (CH, Bn); 127,8 (CH, triazol); 103, (CH, C1); 84,5, 79,8, 7939
77,2, (CH, C2C5); 79,4, 78,(8, 7739, 76,64 (CHz, Bn); 73,8 (CHz, C6); 71,1 (CHz, Bn-
ester); 70,3 (CHz, acetilna poveznica); 528CH, isoGIn); 54,8 (CH, (C1) Ci2); 54,8 (CH,
Ala); 39,46 (CH., poveznica amidriazol); 36,& (CH., (C2) C12); 35,®, 34,%, 34,3, 34,7,
34,17, 3408, 33,7, 31,2, 31,07 (CH2, (C3-C10) C12 1 &4s0GlIn); 27,3 (CHy, (C11)
C12); 21,3 (CHg, Ala); 18,@ (CHjz, C1).

ESI-MS: m/z1137,5 [M+H] *

39 SNODQMDQMH EHQ]JLOQLK 1DawawWQALK VNXSLQD
priprava ciljnih molekula 15, 16i 17

391 2SUHQLWL SRVWXSDN XNODQMDQMD E,Q3iL@ QLK [DAWLW

Konjugati benzilirane manoze i alifatskih triazolnih dipeptida13i 14 otope se u etanolu
QDNRQ pHJD VH X RWRSLQXWPR® G D0 S Ddbdsriptaviebsnies® M L N X
PLMHaAD VH K X D\ R8hdd aLtijekReakcieprati se TG u sustavu
otapalaCHsCN : H.0 3R ][ DYUAHWNX UHDNFLMH VPMHVD VH SUR
GR VXKD 6PMHVD VH SURpLVWL NURPDWRJUDILM®RP QD VW)
H.O=5:1.

3.9.2 Pripravaspojal5 +(4R)-4-{N-{1-[(2-(adamantarl-il)etan-1-il] -1H-1,2,3triazol-4-
iltmetilkarbamoil}-4-{(2S)-2- > -D-
manopiranoziloksi)etanamido]propanamido}busie kiseline

Spoj12 (50,1 mg0,0444 mmolotoplienjeu EtOHEML X aWR MH GQR@YONQKNG &

24 h reakcija je prekinuta te jeakcijska smjesa profiltrirana u svrhu uklanjanja katalizatora.
ODWLPQLFD MH XI$SRQ HNQUIR WHVMRHAUD IVNRJ SURBRQLAGNPHNDQMD G
%, dlika 35).
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Slika 35: Strukturna formula molekule spdja

Ri=030(CHCN: H0=5:1)

'H NMR (CDsOD) @Gppm: 7,86 (s, 1H, triazol); 4,83 (d, 1H; 2= 1,7 Hz, H1); 4,45 (s, 2H,
CHz, poveznicaamid-triazol); 4,42 +4,38(m, 3H:1H, CH, Ala; 2H, CH,, C1-Et); 4,37 +4,33
(m, 1H,CH, isoGIn); 4,19 (d, 1HJgem= 15,2 Hz, CH, acetilna poveznica), 4,07 (d, 1iem=

15,2 Hz, CH, acetilna poveznica); 9dd, 1H,J>3= 3,4 Hz,J1,» = 1,7 Hz, H2); 3,84 (1H,
dd, Jea,6b= 11,8 Hz,J5 6a= 2,1 Hz, H6b); 3,79 (dd, 1H,J34= 9,0 Hz,J>3= 3,4 Hz, H3); 3,70

(dd, 1H,Jsa,6b= 11,8 Hz J5 6b= 5,7 Hz, H63); 3,63 (app t, 1HJ = 9,4 Hz, H4); 3,60 £3,55m,

1H, H-5); 2,3 (t, 2H,J = 7,1 Hz, CH, isoGIn); 2,21 +2,1Am, 1H, CH, isoGlIn); 1,97 +1,88
(br s, 4H:3H, H- E 1H, CH, isoGIn); 1,78 +1,65(m, 8H: 6H- J CH,, C2Et); 1,59 (br s, 6H,
H-D; 1,40 (d, 3H,J = 7,1 Hz, CH, Ala).

13C NMR (CD30OD) // ppm: 173,70, 172,33, 170,48 (4 1 C=0), 122,80 (CH, triazol) 100,36

(C1); 73,89, 70,95, 70,27, 67,16 (C2-C5); 65,47 (C6), 61,42 (CH., acetilna poveznicap3,07

(CH,isoGIn),49,05(CH, Ala); 45,51, 44,12 1 &+Et); 41,72(CH, . ;36,61(CH. ;34,41

(CH>, poveznica amidriazol); 29,34 (CHy, isoGIn); 2862 & + ; 26,58 (CHy, isoGIn); 16,56

(CHs, Ala).

ESI-MS: m/z681,2 [M+H]*

3.9.3. Pripravaspoajl6 £(4R)-4-{N-[1-(heksadekd-il)-1H-1,2,3triazol-4-
illmetilkarbamoil}4-{(2S)-2- > -D-
manopiranoziloksi)etanamido]propanamido}busi&e kiseline

Spoj13(44,5 mg0,0373 mmolotoplienje u EFOHEML X aWR MH GR@YONQKNG &
24 h reakcija je prekinuta te je reakcijska smjesa profiltrirana u svrhu uklanjanja katalizatora.
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ODWLPQLFD MH XSDUHQD WH MH QDNRQ BpdjRARIBWMRgB3 D IV NRJ
%, dika 36).

Slika 36: Strukturna formula molekule spdja

Ri=045(CHCN: H0=5:1)

'H NMR (CD30D) // ppm: 7,84 (s, 1H, CH, triazol); 4,83 (d, 1bk2 = 1,7 Hz, H1); 4,56

(d, 2H,J = 1,2 Hz, CH, poveznia amidtriazol); 4,42 +4,35(m, 3H 2H, CHy, (C1) Gs; 1H,

CH, Ala); 4,34 +4,30 (m, 1H, CH, isoGIn); 4,19 (d, 1H,Jgem = 15,2 Hz, CH, acetilna
poveznica), 4,06 (d, 1Hgem= 15,2 Hz, CH, acetilna poveznica); 3,95 (dd, 18,3 = 3,4 Hz,
J1,2=1,7 Hz, H2); 3,84 (1H, ddJsaeb= 11,8 HzJs6a= 2,0 Hz, H6b); 379(dd, 1H,J34= 8,8

Hz,J23= 3,4 Hz, H3); 369 (dd, 1H,Jsa,6b= 11,8 Hz,J5 6b= 5,6 Hz, H6a); 3,64+3,54 (M, 2H:

H-4,H-5); 234 (t, 2H,J= 7,2 Hz, CH, isoGIn); 2,18 #2,10(m, 1H, CH, isoGIn); 1,8 +1,86
(m, 3H 2H, CHy, (C2) Gs¢; 1H, CHy, isoGIn); 1,40 (d, 3HJ= 7,1 Hz, CH, Ala);1,2 +1,28m,

26H,13 T & % (C3-C15)Cue); 089(t, 3H,J = 6,9 Hz, CH, Cie).

13C NMR (CD30D) // ppm: 173,63, 172,41, 170,42, 144,84 (4 1 C=0); 122,82 (CH, triazol);

101,37 (C1); 73,93, 70,98, 70,29, 67,21 (C2-C5); 65,46 (C6); 61,50 (CH>, acetilna poveznica)
53,28 (CH, isoGIn); 49,99 (CHy, (C1) Ge); 48,99 (CH, Ala); 34,44 (poveznica amidriazol),

31,68 (CHz, (C2) Gg); 30,81-26,10 (CH2, (C3-C14)Css T &1s0GIn,); 22,33 (CHy, (C15)

Cie); 16,63 (CHs, Ala), 13,04 (CHz, Cag).

ESI-MS: m/z743,9 [M+H]*

3.94. Pripravaspojal7 £(4R)-4-{N-[1-(dodekal-il)-1H-1,2,3triazol-4-
illmetilkarbamoil}4-{(2S)-2- > -D-
manopiranoziloksi)etanamido]propanamido}busi&e kiseline

Spoj14 (55 mg 0,0483 mmal otopljen je u EFOHE ML X aWR MH QRMDNRKEG &

24 h reakcija je prekinuta te je reakcijska smjesa profiltrirana u svrhu uklanjanja katalizatora.
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ODWLPQLFD MH XSDUHQD WH MH QDNRQ BpdjRRIZR/MgIMBD I VNRJ
%, dika 37).

Slika 37: Strukturna formula molekule spdja

Rr=053(CH3CN: HO=5:1)

'H NMR (CD30OD) // ppm: 7,84 (s, 1H, CH, triazol)4,83 (d, 1H,J1> = 1,5 Hz, H1); 4,45
(d, 2H,J = 2,6 Hz,CH>, poveznicamidtriazol); 4,42 +4,34(m, 4H:2H, CHy, (C1) Gz 1H,
CH, Ala; 1H, CH, isoGIn); 4,19(d, 1H,Jgem= 152 Hz, CH, acetilna poveznica), 4/dd, 1H,
Jgem= 152 Hz, CH, acetilna poveznica); 339dd, 1H, J>.3= 3,3Hz, J1,» = 1,7 Hz, H2); 3,84
(1H, dd,Jsa6b= 11,8 Hz,J5 6a= 2,0 Hz, H6b); 3,79 (dd, 1H,J34= 9,0 Hz,J> 3= 3,4 Hz, H3);
3,69 (dd, 1H,Jsa,60= 11,8 Hz,J56b = 5,8 Hz, H63); 3,61 (app t, 1HJ = 9,4 Hz, H4); 3,59 *
3,55(m, 1H, H5); 235 (t, 2H,J = 6,9 Hz, CH, isoGIn); 2,19 £2,12(m, 1H, CH;, isoGIn);
1,98 +1,86(m, 3H 2H, CHg, (C2) C12, 1H, CHy, isoGIn); 1,40(d, 3H,J = 7,1 Hz, CH, Ala);
1,32 #1,28(m, 18H, CH, (C3-C1]) Cy12); 0,89 (t, 3H,J = 6,9 Hz, CH, C1).

13C NMR (CD30D) // ppm: 173,64, 172,39, 170,44 (4 T C=0); 122,83 (CH, triazol); 1@,37
(C1); 73,94, 70,99, 70,29, 67,21 (C2-C5); 65,45 (C6); 61,62 (CH, acetilna poveznicap3,21
(CH, isoGIn); 49,99 (CHy, (C1) G2); 4899 (CH, Ala); 34,44 (poveznica amidriazol); 31,67
(CHg, (C2) Go); 30,65-26,09(8 T & % (C3-C10)Ca2 T &14s0GlIn,); 22,33 (CHz, (C11)
C12); 16,63 (CHs, Ala), 13,04 (CHs, C12).

ESI-MS: m/z687,3 [M+H] ™"

3.10. Ispitivanje adjuvantskog djelovanja spojeva 15, 1617

7HVWLUDQMD GNRYMBWQOMDPX /DERUDWRULMKad®y/ W LW XW
+UYDWVNLP |DNRQRP R (NNRLE/LDBG. rivihizaciskiRkakaiashj se od

prvotne imunizacije kao i dva kasnija docijepljivanja u razmaku od 21 dan. Imunizacija je
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provedena DOEXPLQRP 29% NDR WHVWQLpronQ Belséda Bara 9D Y H C
nakon svakog docjepljivanja3 RN XVQH ALYRWLQMH V NXS8rizpate BRWGG SHW
ovalbuminom uz dodatak ciljnih molekulsb, 161 17 pLMX DGMXYDQWVNX DNWLYC
Prikupljeniserumn GHNRPSOHPHQWLUDQL VX @ Bupohrar§eninhe M HINR P Pl
do ispitivanja. (NVSHULPHQWDOQH VNXSLQH RG SHW PLAHYD FLMl
UHSD VD —/WHVWQH RWRSLQH SR PLAXQR MH XNKYQROR &
29% L testifarog spoja.Nakontoga, @zimskim imunotestom (ELISAengl. Enzyme

Linked ImmunoSorbent AssayR G U HYNHROLKEHQ D D QW LW LiaWGhttielaVR X N X S
kao pokazatelja intenziteta ukupmsunoreakcie ,VWR WDNR RGUHanti@®e MH L N
podipalgG1l i IgG2akao pokazateljgmjera imunoreakcijeRezultatiprovedenogspitivanja

QDOD]H VH X ID]L REUD GH oxXDaQDR5 MHEL ¥ NV\AOMeMhWHDQGD. GIRAEFV B 6 M T
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T REZULTATI | RASPRAVA
4.1 Uvod

U sklopu diplomskog radaXVSMB@@ERJLUHYHQD WUL DOLIDWVND W
desmuramidipeptida L-Ala-D-isoGlIn, koji su dodatnomodificiran XYRYHQMHP PDQR]C
SRGMHGLQLFH 3R]QDWR MH-GL5HNRVULGE W HNDVRH DGHNAPYOUIDW D
QXVSRMDYH SD VH L] WRJ UD]JORJD RYD PROHNXOD VWU>
ELRORANLK VYRMVWDYD ORGLILNDFLNMINCGMRYLHGEHODD MH VM
alifatskih triazolnih pdjedinicau strukturumolekuledesmuramidipeptida naDugljikov atom

glutaminske kiseline. RazloX Y R y Hi@akélh podjedinica O H anjind¢oj hidrofobnosti

odnosno lipofilnostizbog koePRJX SRYHUDWL LQWHUDNFLMX V OLSLGQL
SREROMADWL SUL M ktehR(gasio kpsohEpim. W $or nislu u sklopu ovog

rada kao alifatske lipofilne podjedinice odabrane su adamantilna podjesiipasaeznicom od

dva atana ugljikate dva alifatska nerazgranana lanthD ] O L p L W(Eh> GCedD Mlbga H
WULD]JROQRJ SUVWHQD MH SRY H]D Wifatskiydodjddinjed Ldideptidd |UD JP |
aNDR VWUXNWXUQL PRWLYVREB DIERMMH G X MidstE BRRIWRARANX BN W
strukturualifatskih triazolnih derivata desmurandiipeptidauvedena je i manozna podjedinica
SRPRUX DFHWDWQH SRYH]QLFH 8YRYHQMH PDQR]QH SRGMF
potencijalnog adjuvanta od strane receptt® HF L | L P@QLCKR | B V P MaHsiaviddr@a. K
LPXQRORANRJ VXVWDYD pLPH VH PR aStrekRikaSiljhiH enblekillaL LP X Q'
ovog rada dizajnirana je na temeljadavno objavljeri rezultan LVWUDALYDQMD SURYF
Zavodu za organsku kemiju Kemijskogspgka PMFD X VXUDGQML VD 6YHXpLOLI
9DUDAGLQ L ,QVWLWXWRP Ekofay slkaDREMN RYD 4SRAVDHIQAREMD O
triazolne adamantile podjedinice u strukturu manoziliranog desmudgpeiptidau smislu
SRYHUDQMD DG M X YspitQn&/ tinNib okusimay QRVWL L

Za pripravu ciljnih molekula upotrijebljen je konvergentni prisgiptezi (slika 36),
RGOQRVQR VSRM MH SULUHYyHQ WDNR GD VH QDMSULMH VLQ
SRYH]XMX ORJL p Q LKkonki¢in@d, Ralff@dkiMitth@RiPamin, dipeptid i manozna
SRGMHGLQLFD SULUHYHQL VX X WUL UD]OL pLréakijamaQ WHW V |
DPLGDFLMH L WR QDMSULMH WULD]JROQL DPLQ L GLSHSWLG
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Polazni dpepid 1, BocL-Ala-D-Glu(OBn}OH, SULUHYHQ M thendild® NFLMRF
] D aW Lor¢glu@anrhinska kiseline,D-Glu(OBn), i Boc]DaWLUHQRJ DODQLQD V D
karboksilnom skupinom, Bec-Ala-OSu. K RU Ljg@WIHEW LU H QLK Duwrha@eRewdjVHOL QL
reakciji MH QRkakdbRse izbjeglePRIXQHAHOMHQH UHDNFLMH 2$®LIDWVN
pripravljeni su reakcijom propargilaminadabranimalifatskim azidimaheksaecilazidom i
2-(adamantl-il)etil-azidom, klik -reakcijom uzprethodmw in situ [ DAWLULY Dsipike DPLQR
propargilamina Boc] D aW LW Q R P %/INWKH5[L QVidiiePot Yé4RCiji u kojoj se najprije
]DaW L u X MkdpibaPdrdpdrgilamina, a odmah potom, bez izolacije produkta, slijedi klik
reakcija s azidom. Klik -reakcijom, konkretno bakar(l) kataliziranom aailitinskom
cikloadicijom(CuAAC), nastaju alifatski 14riazolni derivati propargilaminaizide potrebne
za ovu reakcijbiloje SRWUHEQR VLQWHWL]LUDWL L] RGJRYDUDMXULI
U sklopu rada pripravijen je heksadea#lid @) dok je 2(adamantl-il)etil-azid prethodno
VLQWHWL]LUDQ X O DER U D #édatddnmifluoBocte@eNisenigkioRiégheMirR U D N X
]DAWLWQH V N-Xkbphirga ipripfaul)dnih @lRatskih triazolnilerivata2i 5 SUL pHP X VX
dobiveni spojevBi 6 u obliku RGJRY D WIRNDX. U LMD NR S U LantthyrhioQu_préktd LD ] R O C
slobodne aminoV NXSLQH UHDJLUDWL V ND U-BgRikovaorOdomBD-VNXSLQI
JOXWDPLQVNH NLVHOLQH UDQ LdekHje Spj3UuXyY S REQRL IHPWILG
dipeptidom 1 uz dodatak n-butil-klorformijata kao kondenzacijskog reagensa Ni
PHWLOPRUIROLQD NDR EQDN HGBIWMOUIIPHWERGD QLMH VH SR
kondenzaciju dipeptida i triazola6. Navedeni spojevi uspeQR VX NRQGHQ]JLUDQL X
HBTU-a kao kondenzacijskog reagen§aD M X UL & U Rv@nXthtvwhom prinosuTako
SULUHgpajevloa7 i 9 u nastavku sinteze uklonjena ppRF ]|DaAWLWQD V¥NXSLQD
skupine alania SUL pHP X V)alifatski tiadgim qetivati desmuramdipeptida8i 10u
obliku soli trifluoroctene kiseline. Spojetii 10 WH U D Q L MdddegilniLttiakFojnHd@rivat
VDGUAH VORBRGIQXNPWDQRRAH UHDJLUDWL V NDUERNVLOQF
manozne podjedinicdl. Manozna podjedinicdl dobivenaje hidrolizom UDQLMH SULUHYH
tert-butilnogesterauz dodatakrifluoroctene kiseline. Kondenzacija manozne podjedifice
triazolnih derivataGLSHSWLGD SURYHGHQD MH X] NRQGHQ]DFLMVN
HOBt-D X VYUKX VSUMHpDYDQMD L]JRPHUL]JDFLMH 1DYHGHC
XVSMH&aQRP WiHmMmanxzniSKkonjudatigiddr@uramidipeptidal12-14. U posljednjem
NRUDNX KLGURJHQROL]JRP VX XNORQMHQH EHQ]JLOQH ]D&W
EHQ]JLOQD ]DAWLWQD VNXSLQD QD ERPpQRP RJUDQNX JOXWD
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1517 9DAQRDSRIPAQXWL GD MH PRJIJXUQRVW XNODQMDQMD V°
posljednjem korakueakcije Q DM Y D & Q hj¥idvoty @aplJI9DOMD WDNRYHU LVWD
RGDEUDQD RQD ]DAWLWQD VNXSLQD NRMD VH PRaH XNORC
katalLWLPpND KLGURJHQR O kémijskdsRabiindsH ifeMriodt>oktdiQdDrukturnih

fragmenata u molekuli.

60OLND 6DAHWL SULND] SURYHGHQLK VLQW!|

4.2 Priprava dipeptida 1

Polazni dpeptid 1 pripravlienje NRQGHQ]DFLMVNRP D-glidaxita M kofenLjéP Hy X
ERPpQL RIJUDQDN SUHWKRGQR ]D-B5WOBMH,@ kErrt@alh@dosRIPNOgN X SL Q|
sukcinimidnog estera alanin®@oc-L-Ala-26 X [DaWL UHQ RiajuEdc PDPAAVQIRW QR P
skupinom (sika 37). Ovakav derivat alaninaealan je za reakcijuasslobodnomamino-
VNXSLQRP |JDAWLUHRRU VODXGOUWAPDWMWMWLYLUDQX NDUERNVL
SKFLQLPLGQRJ HVWHUD-WHNEK §D@ ¥ X4 QYU KDP VGRIMHPpDYDQMD
Dipeptid1 SULUHYHQ-XHKIXLYNRULAWHQMH RG X] WULHWLOTL
UHDNFLMD MH SURYHGHQD EH] SRWUHEH ]D NURP®WRJUDI
QDSRPHQXWL NDNR VX |D SURYRYHQMH RYH NRQGHQ]DFLMI

THF, i inertna atmosfera argona.
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Slika 37: Shematski prikaz priprave dipeptida
4.3.Priprava alifatskih 1,4-disupstituiranih triazolnih prekursora
4.3.1 Priprava heksadeciadzida @)

Heksadectazid 4 SULUHYHQ MH VXSVWLWXFLMVNRP UHDNFLMRP |1
bromida i natrijevog azidasl(ka 38).U navedenoj reakciji dolazi do supstituci@mmabroma

vezanog ngprimarn XJOMLNRY DWRPD DJLGQLP DQLRQRP %XGXUL
nukleofil te senukleofini QDSDG GRJDYD QUDWHILLPINULQRRRPHWDQRP X
atomy reakcija slijedi 82 mehanizamS obzirom da je poznato da navedeni reakcijski
mehanizampreferirapolatna DSURWLPpQD R W D SuDréekciji NBR Ljg WD OR
5HDNFLMD MH SURYHGHQD X] |[DJULMDYDQMH K ,] UHDNFL
ekstrakcijomX] YHOLNX NROLPLQX YRG Ha ¢ réaXdjskeXsmj@s© RaRthBkQ M D ' C
DJLGD SUDiUHQ MH ,5 VSHNWURVNRSLMRP JGMH MH ER4A0R G
koja odgovaraD V L P H WistdzarQuURRJ RVW U XNH YH]H L]PHYyX DWRPD GXalL

Slika 38: Shematski prikaz priprave heksadeciaaiglad

4.3.2 Priprava alifatskih triazolnih derivata propargilaming 3-cikloadicijskomreakcijom

Spojevi 2 i 5 sintetizirani su bakrom(l)kataliziranom aziehlkinskom 13-dipolarnom
cikloadicijom (CuAAC)kojom nastge 1,4-disupstituiramn 1,2,3triazolnd prsten.Reakcija je
SURYHGHQD L]PHygiHaKRE8QRE R RL 0D Q L2Nadarsadil-i)dtlydzigaR J
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propargilamina gika 39). Prije dodatkaR G JR Y D lDdd X Kdteffizatora aminskupina
SURSDUJLODPLQD {mEaWLIWRD HEB]ORRF |DANXSIILY B QNWH B M
prethodno provedena ki HDNFLMD QH]DaW L U H-@zRIdadadhBmauddit® DP L QD
genHULUDQL EDNDU , QLMH UH]XOWLUDOD aQ&\VOWDRINRP &H
REMDAQMHQMH QHQDVW DM D QaddlaRi pdlinterakBije drekirsndk@@pdni WD M |
DWRPD GXALND VONRERGCGHHLDEPRDPBRD , NDR NIXWBOINDW R pIDY ®
bakrgl) X UDQLMH RSLVDQL NDWDOLWLpPpNL FLNOXV SRJODYOM
sudionikaove reakcip.?

SYRYHQMB &R QH VN XS L Q HeS -buR-dikatheh@x RadAdonBeds L
a i dodataktrietilamina kao bae % H] LIRODFLMH JDAWLUHQRJ SURGXNWL
]DWLP GRGDQL RGJRYDUDMXIUL Badk@batkek6 hirbsitd OSARIACOR L Q D W
generiranja bakra(l)katalizatora za kliteakciju Ovakve uzastopne reakcije wjkna se
SURGXNW SUYH UHDNFLMH EH] LIRODFLMH NRbowYSavé NDR UH
pot reakcije. Vrijeme trajanja ovih reakcija bilge RNR K NRQDPpQL SURGXNW
NURPDWRJUDIVNLP SURpPpLAUDYDQMHP 3® (QNBRBGPTieWdNRUL &AW
QDSRPHQXWL GD MH X SUHWHKRGQ® DR L FMWAMND YUDHRHHIER M D QD
isprobana usrebro()kao KDWDOL]DWRU QR WULD]ROQL SUVWHQ QLMH

Slika 39: Shematski prikaz sinteze spojéiéd CuAAC klik-reakcijom

433 8NODQMDQMH %RF |DAW2RWQH VNXSLQH VD VSRMHYD
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8NODQMDQMH %RF ]DawW L2Wspidvadsns & luRiseliv edijSRid bjetdnia/ D

uz dodatak trifluoroctene kiseline (TFA) u suhom dioklormetanu kao otagida 40). Kao

AaWR MH UDQ(paglavii@Z2B3H )G B QRN O D Q M D Q MikuipheRobtrénasy kissiQ H

uvjeti, a trifluorctena kiselina se pokazala kaovoljno jakaNLVHOLQD ]D aHOMHQX
7TDNRYyHU NRULAWHQMX WULIOXRUFWHQH NLVHOLQH GRGDW
bHJD VH PR&H ODNR X N$nje&Luparavarjerd HkBrKrEthdhNCHX p® M X ]
navedenu reakciju bilo je potrebno 15 molarnih ekvivalenata trifluoroctene kiddimmalno

vrijeme trajanja reakcija bilo je 3 h, a ovisno o napredovanju reakdipMH MH SUDUH
tankoslojnom kromatografijonrprema potrebi je dodavana kiselitNakon kromatograskog
SURpLaAUDYDQMDNRUR &W D WhDsild FED4)F 29Wo6 6 .RQDPQL SURGXN
sudobiven X REOLNX 7)$ VROL aWR MH L SRWYUVyHQR VSHNWURYV

Slika 40: Shematski prikaz uklanjarB@c- | DaWLWQH VNXS3iI5QH VD VSRMH

| priprava spojevai 6

4.4. Priprava alifatskih triazolnih derivata desmuramil -dipeptida

8 VOMHGHULP VWXSQMHYLPD VLQWH]H ELOR3MHvGRWUHEQR
dipeptidl X] VWYDUDQMH DPLGQH YH]H-]DLASHISMWQKEP WHN XB&W R P
prilikom kondenzacije s alifatskim triazolnim aminiBa6 QH EL 6 BafnOKendenzacije

GLSHSWLGD 2VLP WRJD SULOLNRP QDVWDQND DPLGQH YH]I
centimauUDSRORADMX X RGQRVX QD NDUE RpMautnid Q HipaptitM SLQH D
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% X G X jeza@dakcig u kojima nastajamidra veza u pravilu potrebnabaz, navedenom
koraku sinteze trebalo je pristupiti s oprezom.

4.4.1 Kondenzacija adamantl-il)etil-triazolnog derivata3 s dipeptidoml

Reakcija kondenzacije triazolnog derivata dipeptidomrk SURYHGHQD MH PHWRGRP |
anhidrida ua-butil-klorformijat kao kondenzacijski reagensazuN-metilmorfolin (Slika 41).

Prvi korak reakcije je aktivacija karboksilne skupine na glutanmatikcijom sn-butil-
klorformijatom .DR a@WR MH RaSIjuR2R.OR kxrb&Bildu skupinu bilo je potrebno
DNWLYLUDQL SULMH GRGDWND R GadRnaB saBxModdnidrd a@dddN O HR | L C
skupinom. Ukoliko se sp@ doda ranije, umjesto reakcije karboksilne skupine dipeptsia
butil-klorformijatom PRaAH UHDJZ UPWMXBIRWR X YLGX UHDNFLMD MH
WHPSHUDWXUL NDNR EL VH LIEMHJOH RSLVDQH QHAHOMHQ]
PRAaH LPDWL XORDRQXSIPMHRIDWD UDYQRWH &hemti#tezD UHD NW
amidne veze, reakcija je provedena u suhim uvjetima u atmosferi argona. Reakcija je trajala
QHNROLNR VDWL D SUHNLQXWD MH X WUHQXWNX NDGD WL
napredak reakcije. Nastali produkt izdvojen je iz reakcijske sthigd NVWUDNFLMRP WH ¢
NURPDWRJUDILMRP QD VWXSFX VLOLNDJHOD ,VNRUL&AWHQM
105 SRWYUyHQR MH GD QLMH GRAOR GR L]RPHUL]DFLMH GLS

Slika 41: Shematski prikaz kondenzadj¢éadamantl-il)etil-triazolnog derivat®
s dipeptidomL

4.4.2 Kondenzacija heksadediliazolnog derivate s dipeptidoni

Reakcija kondenzacije triazolnog derivéa dipeptidoml najprije je provedena metodom
PMHARYLWRJ Dritil-ddsfar@ifat kap kondenzacijski reagens teazu N-

metilmorfolin (Sika 42). Reakcija je provedena nekoliko puta u jednakim uvjetima kao i
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kondenzacija derivata s dipeptidoml P Hy X W L Pnipfotukt YYD MH XVSMHAaAQR L]R
BRWHANRUH NRMH VX VH aMtBraogehet aeitraliar eipeprid( DpFlikdm
NRQGHQ]DFLMH &aWR MH XVWDQRYOMHQR VSHNWURVNRSLMN
spojab koji se od produkta nije mogaspjHAa WM ]|]GYRMLWL NURPDWRJUDIVNLP
Iz navedenih razloga bilo je potrebno razmositernativnemetoce kondenzacije.

‘'UXJD PHWRGD NRMD MH LVSUREDQD |]D SWWEKIB@EYX DPLC
PHWRGD N R Mdakk KBVIUa kaxokbhidenzacijskog reagensa i trietilamina kao baze.
Reakcija je trajala 24 h, a provedena je u smjesi tetrahidrofurana i diklormetana kao otapala, te
X DWPRVIHUL DUJRQD &4HOMHQL SURGXNW MH L]JROLUDQ HI
VWXSFX SMH IpUHYPRXULAWHQMH UHDNFLMH L]QRVLOR 1DYH
]D QDVWDMDQMH DPLGQHI tridtplHod Jétieyd®X GLSHSWLGD

Slika 42: Shematski prikaz metoda kondenzacije heksaliea@blnog denata6
s dipeptidoml

4.43.UklanjanjeBoc | DAWLWQH VNX3ILOQD VD VSRMHYD

Kako bi amineskupina sN-terminalnog kraja pripravljenih triazolnih derivata desmuramil
dipeptida, spojev& i 9, mogla reagirati s karboksilnom skupinom manoznog prekursora,
potrebno je s nje ukloniti Be¢ D a W L W Q >Pri\ikiinX Salvé@iéhe reakcije trebalo je obratiti
pozornostL QD EHQJLOQX ]DaAWLWQEX VNXSLQX ERPQRJ RJIJUDQ
XNODQMDQMHPDEFREIORNBDLMRAE MHGQH N RP EHRNVLID @ HOMKEX Q
X VO MH G H U HzPtodN rRalb@a\bXo je potrebno koristitireakcijske uvjete kojiQH U H
hidrolizirati benzilni ester.,Pogodni uvjeti za uklanjanjeBoc-]DaW LW Q Hiprdw XI5 L Q H
LGHQWLPQL RQLPD RSLYV DaRleddvdxtals A Qsiks @8Midkon provedene
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UHDNFLMH L NURPDWRJUDIVNRJ SURDpLan prédQisiDlO@QD NROR
REOLNX 7)$ VROL aWR MH SRWYUYHQR VS HNMWIJRVS8ORELMRP
(spoj8) i 86 % (spojLO).

Slika 43:Shematski pkaz uklanjangBoc- | DaWLWQH VNX®BIOQH VD VSRMH
| priprava spojevai 10

4.5. Kondenzacija triazolnih peptidnih prekursora s manoznom
podjedinicom

4.5.1.Priprava manozne podjedinidd

Neposredno prije kondenzacije s triazolnim peptidnim prekursorima hidrolizom marterrog

butiinog esteraUDQLMH VLQWHWL]JLUDQRJ X LVWRP ODERUDWRUL
podjedinicall. Hidroliza je provedena uz dodatak trifluorctene kiselinglp pHPX GROD]L (
QDVWDQND NDUERNVLOQH NLVHOLQH NRMD GDOMH PR&H V
koraku. Produkil LIROLUDQ MH X] LWNRULAWHQMH RG
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Slika 44: Shematski prikaz sinteze manoznog prekutsbra

4.5.2.Kondenzacija manozne podjedinites peptidinim prekursorima

U nastavku diplomskog rada pripravljene TFA soli triazolnih peptidnih prekuBbptD te
analognitriazolni peptidni prekursoV XJOMLNRYRGLpPpQLP ODQFH&IRG XJC
pripremljen u istom laboratoriju kondenzirane su s manoznom podjediriitp(2,3,4,6
tetraO-benzit -D-PDQRSLUDQR]JLORNVL RFWHQRP NLVHOLQRP VOL
KLGURNVLOQH VNXSLQH PDQR]H JDaWL U HQddsilNaXskEgih® ]LO QL F
ERpPQRJ RIJUDQND JOXWDPLQVNH NLVHOLQH GLSHSWLGD NDI
u istim reakcijskim uvjetima, reakcijotidrogenoliz. Kondenzacije manoznog prekursafa

i triju triazolnih peptidnih prekursora provedenesu@R GDWDN ('& +&0O NDR NRQGH
reagensa, HOB4a kao aditiate TEA kao baze% XGXuL GD SULOLNRP DNWLYDI
NLVHOLQH NDR QXVS WRXGEANW UMD HS R D DBWDOMWLH L VPI
UHDNFLMH Xe&&ip SWWXYHEMR SURYRGLWL QD RNILM H@QIRIM QV
XVSMHSQR WX HQ2 (57 $R1E (8l %) i14 (69 %).
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Slika 45: Shematski prikaz kondenzacije manoznog prekutdmgeptidnim prekursorima

i priprava spojevd2-14

4.5.3.Priprava ciljnih molekulal5, 16 17

Nakon kondenzacije triazolnih dipeptida s manoznom podjedinicom preostalo je ukloniti
SUHRVWDOH ] DpisMthed @alekuldhnaSiblgvenih manokonjugeatd-14, odnosno

ukloniti benzile s hidroksilnih skupina manoze te benkéboksilne skupinee R¢g ogranka
GLSHSWLGD 7UHEDOR MH L]DENODMNWAMPRQIRY QDY M S HQ [PKH \WIR
NRMRP QH EL GRAOR GR G HKaytdetddd adisbifa pakialaOskeD WRO@H ML N
hidrogenoliauz dodatak metalnog katalizatotareakciji kgaseprovadiu SDUURYRP XUHVYDI
XVSMHARROR®OMHQH VYH EHQ]JLOQH ]DAWLWQH VNXSLQH V
desmuramidipeptidal2-14 pLPH VX SULUHYVHQZ5, Bl O/Nslix&46).Réalktidg X O H
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su provedene na miligramskoj skali (45R PJ D NDR NDWDOL]DWRU X UHI
paladij na ugljiku v = 10 %). Nastanak spojeu®, 16i 17 NDR L XNODQMDQMH |Dawl
SRWYUYyHQR MH VSHNWURVNRSLMRP 105 L VSHNWURPHWULM

Slika 46. Shemaki prikaz sinteze ciljnih molekul&7-19 N D W D O hidkblggnidiRden

4.6. Ispitivanje adjuvantskogdjelovanja spojeva 1517 X PLaMHP PRGHOX

.DR @aWR MH UDQLMH UHpPHQR DGMXYDQWL VXSWR¥DWYD ONNRM
imunssnaUHDNFLMD QD V SHresnoLfphbsrio® akdjsinQu organizmu dolazi do
VWYDUDQMD NDUDNWHULVWLpQ L KOWICPV BaNNEHSIROM DB Y DIV X
imunosnu reakcijumogu je i usmjeriti prema Thl ili Th2 tipuThl karakterizraVWDQLpPQL
odgovori djelovanje T stanicaVW D QL p Q Ddak XKXWDRXMMWD MRGIJRYRUD % VWDQL
antitijela(humoralni imuosniodgovor) MM HUHQMHP NROLPLQH SRMHGLQH YL
njihovog omjera PRJX U H M Wst8 ichDndéie Véakcie. OSUHQLW RV @ M HERAW®R HM H
RPMHU DQWLWLMHOD ,J* ,J ,D*Di) W D@ MALHISKEYIRIG R MI®DU H D N F |
Y Ladrhjerena prema Th1tipuP XQRORANRJ RGJRYRUD VWDOQLSQL WLS
GUXJH VWUDQH X VOXpDMX SRYPXKDRKREBNE h MO@QHM,H*Y IDEAHWAN
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prema Th2 tipu 9DAQR MH QDSRPHQXWL GB ER]PDWR GD LPXQR\
usmjerava prema Th2 tiptt3

Prilikom mjerenja adjuvantske aktivhosfpojeval5-17 NRULAWHQ MH RYDOEXP
doksu kkoHNVSHULPHQWDOQH ALYRWLQMH NRULAWHQL PLAHYL
NRML SRVMHGXMH UHODWLYQR VODEX LPXQRJHQLpPQRVW !
potencijalnih adjuvanata 8VSMHAaAQR GMHORYDQMH DG MakelxriawoD MH X
SRYL&HQRP nt-OVA @nitifelalu organizmu u odnosu nateOVA DQWLWLMHOD X V!
PLVWRJ RYMO-OWPIg® BntiOVA IgGlianti29% ,J* D RGUHYHQL VX X V
P L @HELISA metodom nakon drugog docjepljivanj WUDALYDQMD VX SURYHGHC
6YHXpLOLAWHP 6MHYHU 9DUDAGLQ L ,Q\extawwnavederRogs Xy HU
LVWUDALYDQMD MR& VX X ID]JL REUDGH
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_I_

=$./-8y8$.

UVSMHAQR MH SURYHGHQD VL BWHAR-O-OI&EGBNIGHIR J GLSH S
benzilom ]D & W L io-b@fddata D-GIu(OBn), te sukcinimidnog esteraBoc-

]D aw L él&h@dBbc-L-Ala-OSu Dipeptidl XVSMHBEROMWBHDQ X] LVNRULA!
93 %bez potrebe zdodatniimSURpPLAUDYDQMHP

Iz propargilamina te odabranih alifatskih aziteksadectazida4 i 2-(admantl-
il)etil-azida, Klik-reakcijom azidalkinske cikloadicije uz bakar(l) kao katalizator
(CuAAC) provedena je sintez8oc- ] D a W L fiigzQnilK amina,spojeva2 i 5, u
]DGRYRO M priid3utM58PHAA spoj2 i 68 % za spoj5). U navedenimklik -
UHDNFLMDPD EDjd gdberirarx \sifuveduicdn bakrovog(ll) sulfata uz
SRPRU QD WwWadkoNadtarekdadecHazid4 pripravljen je reakcijom heksadecil
bromida i natrijeva azidadok je 2-(admantl-il)etil-azid prethodno pripravijen u
laboratoriju.

Za kondenzacij alifatskih triazolnihamina3 i 6, dobivenih uklanjanjem Be¢ Da W L W H

sa spojev& i 5, s dipeptidoml isprobane su dvije metode amidacipoj7 XVSMHAaQR

je SULUHYHQ X] LVNR Un-ButMKogfdvinijaRk&o kondeXZaciis reages

i bazuN-metilmoroflin. Spoj9 XVSMHaAQR MH SULSUDYOMHQ UHDNFLN
HBTU-a kao kondenzacijskog reagensd YLVRNR LVNRULAWHQMH RG

Uklanjanje Boe]DAWLWQH VNXSLQH ELOR MH SRWUHEQR SUR
odnosno prilikom priprave spojevai 6te8i10 8 VYLP VOXpDMHYLPD WUL
kiselina pokazalsekao dobarodabirza uklanjanje Boc] D a WV WRIU LraéakdjeQ M D

bila suod 75% do 95% a produkti su dobiveni u obliku TFA soliU uvjetima

uklanjanja Boe] D & Wskpi@ nije se uklonilabenziha skupina prisutna u molekuli

Kondenzacijom alifatskih triazolnih derivati@smuramilsipeptid8-10sa I D&aWLUHQRP
manoznom podjedinicotl XVSMHaAQR VX SULRUID Pridovh 4 kaoV SR M H Y
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6.

kondenzacijski reagens koristtDC + & OH@BHI NDR DGLWLY 3URGXNWL \
LIROLUDQL X] LVNR#MILAW H QM R pL¥t# Eb@ekhife:

SRVOMHGQML NRUDN X VLQWH]DPD ELR MH1IZKMODQMDC
EHQJLOQLK ]JDAWLWLQLK VNXSLQD V KLGURNVLOQLK VN
ERpQRJ Rzbglhaphseke kiseindtdHDNFLMRP NDWDOUMPAIENH KL G L
kao katalizator.Ovom su reakcijom iz spojevi2-14 XVSMHAaAQR SULSUDYOMI
molekulel517 X] LVNRULAWHQMD RG GR

Strukture svih pripravljenih spojeva S RW Y Usia HsQekitroskopijom NMR te
VSHNWURPHWULMRP PDVD WH X RGDEUDQLP VOXpDMH"®

Svrha pripravemanoziliranh alifatskin triazolnih derivata desmuramidipeptida

spojea 15-17, bila je R G U H y inWwiv@ladjltvantske aktivnosttiako bi se ispitao

XWMHFLDWLKDPOAISRILOQLK SRGMHGLQRRED UDDY QRR QR PRE
DOLIDWVNLK ODQDFD LVWUDALW UH VH XWMHFDM GX
podjediniceY H][DQH SUHNR SRYH]QLFH RG GYD DWRPD XJOM
pripravljenim adamait OQLP GHULYDWRP X VWUXNWXUL NRMHJ
LIPHYyX DGDPDQWDQVNH L nif¢ bilaDgrR@n@.ebr&IR Gkukh@GL Q L F H

provedenih pokusa je u tijeku.



T . Popis oznaka, kratica i simbola

T POPIS OZNAKA, KRATIC A | SIMBOL A

Ac acetil

AcN acetonitril

Bn benzil

Boc t-butiloksikarbonil

Cbz benziloksikarbonil

CuAAC bakrom katalizirana azidlkin cikloadicija (englCu catalyzed azidalkyne
cycloadditior)

DCC dicikloheksilkarbodiimid

DCM diklormetan

DMAP dimetilamino piridin

DMP desmuramidipeptid

DMF N,N-dimetilformamid

EDC + & O N-(3-dimetilaminopropiljN'-etilkarbodiimid-hidroklorid
EtOAc etil-acetat

EtOH etanol

Fmoc 9-fluorenilmetiloksikarbonil

HOBt 1-hidrokst1H-benzotriazol

HOSu N-hidroksisikcinimid

MDP muramitdipeptid

Me metil

MeOH metanol

NMM N-metilmorfolin

NMR nuklearna magnetska rezonancija
PGM peptidoglikan monomer

TEA trietilamin

TFA trifluoroctena kiselina

THF tetrahidrofuran

TLC tankoslojna kromatografija (enthin-layer chromatography

TMS tetrametilsilan
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