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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

1.1. Od Bioprospectinga do totalne sinteze sekundarnih metabolita

Veliki broj prirodnih spojeva izoliranih iz morskih organizama nerijetko pokazuje bioaktivna
svojstva i na taj na¢in dobar su trag u otkrivanju lijekova, ali njihova dostupnost i iskoristivost
je vrlo ogranicena.! Bioprospecting kao novi koncept odrZivog koristenja bioloske raznolikosti
pruza mogucénost za ocCuvanjem bioloskih resursa. IstraZzivanjem prirodnih izvora malih
molekula i makromolekula, te proucavanjem kemijske i genetske osnove, moze dovesti do
vrijednih proizvoda koji svoju primjenu mogu na¢i u prehrambenoj, kozmetickoj,
farmaceutskoj industriji i mnogim drugima.?® Vaznost izolacije i totalne sinteze prirodnog
spoja dolazi do izrazaja ako novootkriveni spojevi posjeduju inovativne strukture koje sadrze i
do nekoliko kiralnih sredista, te pokazuju karakteristi¢na farmakoloSka svojstva koja se mogu
primijeniti u medicini ili farmaciji.* Totalna sinteza grana je organske sinteze koja opisuje
kemijsku sintezu ciljne molekule de novo, od pocetka do kraja, iz jednostavnih i jeftinih
polaznih spojeva. Kako bi se odredio slijed reakcija, koje ¢e dovesti do ciljne molekule, koristi
se pristup poznat kao retrosintetska analiza. To je misaoni proces u kojem se neka ciljna
molekula rastavlja na jednostavnije fragmente, sintone, koji se zatim odabirom dobrih uvjeta
i/ili varijacijom istih, spajaju u Zeljenu (ciljnu) molekulu.®

Proizvodi bioprospectinga, marinoaziridini A i B (Slika 1), kiralni su alkaloidi izolirani iz
Gram negativnih bakterija reda Cytophagales morskog sedimenta s podru¢ja Palmyra otocja
(Tihi ocean). U svojoj strukturi sadrze dva heterocikli¢ka prstena, od ¢ega je jedan kinolin-

2(1H)-onski, a drugi aziridinski.

marinoaziridin A marinoaziridin B
Slika 1. Strukturne formule izoliranih prirodnih spojeva: marinoaziridin A i marinoaziridin B.
Temeljem vrlo ogranic¢enih bioloskih ispitivanja na Pontibacillus sp. i V. shiloi utvrdeno je da
marinoaziridini A i B ne pokazuju antibiotsko djelovanje. Relativha konfiguracija

marinoaziridina je poznata, ali ne i apsolutna konfiguracija jedinog kiralnog centra u molekuli.
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§ 1. Uvod 2

Zanimljivi strukturni elementi, kinolin-2(1H)-onski i aziridinski prsten, te potencijalna bioloska
aktivnost predstavljaju dobre razloge za totalnu sintezu ovih molekula, koja jo§ uvijek nije

opisana u literaturi.

1.1.1. Ciljevi i svrha rada

Gradevni elementi prirodnih spojeva, kinolin-2(1H)-onski i aziridinski prsten, Cesti su
strukturni motivi bioaktivnih prirodnih i sintetskih molekula.”® Spoznaja o njihovoj raznovrsnoj
bioloskoj aktivnosti stavlja ih u fokus istrazivanja u organskoj i medicinskoj kemiji. Aziridini
se opisuju kao vrlo reaktivni spojevi, koji su podlozni reakcijama otvaranja prstena s razli¢itim
nukleofilima, pri ¢emu se moze posti¢i izvrsna stereo- i regiokontrola u pripravi raznovrsnih
molekula poput alkaloida, s-laktama, aminokiselina i mnogih drugih.® Potaknuti navedenim te
¢injenicom da u literaturi jo$ uvijek nije opisana totalna sinteza marinoaziridina A i B, kao niti
poznata apsolutna konfiguracija jedinog kiralnog centra u molekuli, usmjerili smo nase
istrazivanje na razvoj sintetskog protokola za pripravu marinoaziridina A i B. Zadaci i

aktivnosti provedeni u ovom doktorskom radu prikazani su na slici 2.

Molekulsko
modeliranje

Bioloska
ispitivanja

Totalna
sinteza

Razdvajanje
enantiomera

Apsolutna
konfiguracija

Slika 2. Shematski prikaz zadataka i aktivnosti u doktorskom radu.

U prvoj fazi ovog doktorskog rada provedena su preliminarna istrazivanja kako bi se dobio
uvid u strukturu molekule prirodnih spojeva s kemijskog i farmakoloskog aspekta primjenom
racunalnih metoda. Odredene su ravnotezne strukture keto- i enol-tautomernih oblika u
kloroformu primjenom DFT hibridnog funkcionala B3LYP u kombinaciji s baznim skupom 6-
311++G(d,p). Zbog konformacijske slobode aziridinskog prstena, izracunati su i pripadni
energijski profili. Kako bi se potvrdila struktura izoliranih prirodnih spojeva predvideni su i

NMR spektri za po dvije moguce ravnotezne konformacije marinoaziridina A 1 B te njihova
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§ 1. Uvod 3

dva moguca tautomerna stanja koristenjem istog DFT pristupa (SMD)/B3LYP/6-311++G(d,p)
uz upotrebu metode GIAO (engl. Gauge-Independent Atomic Orbital). Uvid u farmakoloski i
toksikoloski profil te prijedlog strukturnih derivata marinoaziridina s potencijalno boljim
bioloskim svojstvima dat je primjenom rac¢unalnog programa admetPredictor TM 9.5 te
internetskih posluzitelja SwissADME-a, admetSAR-a i pkCSM-a. Primjenom internetskog
posluzitelja SwissTargetPrediction-a predvidene su bioloske mete za marinoaziridin A i B.
Takoder, predviden je farmakoloski i toksikoloSki profil marinoepoksida (rac-11-16) kao
prekursora marinoaziridina i derivata, te zanimljivih kinolin-2(1H)-onskih derivata, koji u
svojoj strukturi sadrze ciklopropanski prsten, nazvanih marinociklopropani (rac-76,77).

U drugoj fazi ovog doktorskog rada razradena je retrosintetska analiza marinoaziridina A i
B te predlozenih strukturnih derivata.

Za pripravu marinoaziridina A 1 B, predloZeno je nekoliko sintetskih pristupa sintezi ciljnih
molekula prikazanih na shemi 1. Retrosintetski pristup A) opisuje jedan od potencijalnih nac¢ina
priprave marinoaziridina A i1 B, kori$tenjem akiralne sulfonijeve soli A i ketimina B, reakcijom
poznatom kao Johnson Corey Chaykovsky reakcija. Retrosintetski pristup B) opisuje
stereoselektivnu pripravu marinoaziridina A i B iz kiralne oksatianske soli C i ketimina B, pri
¢emu oksatian ima ulogu kiralnog induktora. Retrosintetski pristup C) opisuje potencijalnu
pripravu marinoaziridina A i B, preko epoksidnog prekursora D, reakcijom poznatom kao
Staudingerova reakcija u kojoj se epoksidi regioselektivno otvaraju u odgovarajuce
azidoalkohole koji se potom prevode u aziridine termi¢kom ciklizacijom. Retrosintetska analiza
epoksidnog meduprodukta D moZze se razmotriti na dva nacina. Prvi pristup sintezi epoksida D
opisuje reakciju izmedu akiralne sulfonijeve soli F i odgovaraju¢eg aldehida E, reakcijom
poznatom kao Johnson Corey Chaykovski, dok drugi nacin opisuje oksidaciju dvostruke veze
spoja G u prisustvu oksidansa. Cilj doktorskog rada bio je razviti jedan od sintetskih pristupa
sintezi ciljnih molekula. Uspjesno je razvijena prva totalna sinteza marinoaziridina B (rac-23),
derivata marinoaziridina B (rac-24) i marinoaziridina A (rac-25) preko epoksidnog prekursora
D (retrosintetski pristup C). Epoksidni prekursori pripravljeni su iz aldehida E i akiralne
sulfonijeve soli F. Derivat marinoaziridina A (rac-25) posjeduje metilnu skupinu na internoj
amidnoj vezi kinolin-2(1H)-ona, dok derivat marinoaziridina B (rac-24) posjeduje benzilnu
skupinu. Nazalost stereoselektivna sinteza marinoaziridina nije uspje$no razvijena, ali su

sintetizirani prekursori i dobivena su vrijedna saznanja o na¢inima provedbe njihove sinteze.
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§ 1. Uvod 4
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Shema 1. Retrosintetska analiza marinoaziridina A i B: A) retro-Johnson Corey Chaykovsky
reakcija, B) retro-Johnson Corey Chaykovsky reakcija — stereoselektivni pristup, C) retro-

Staudingerova reakcija.

Razvijena metodologija zapoc€inje pripravom kinolin-2(1H)-ona 3 iz komercijalno dostupnih
kemikalija anilina i etil-acetoacetata u dva sintetska koraka reakcijom poznatom kao Knorrova
sinteza. U sljede¢em koraku, Knorrov produkt 3 oksidiran je u aldehid 6 reakcijom poznatom
kao Rileyeva oksidacija. Nakon uspjeSne priprave jednog od fragmenata, provedena je i
priprava drugog fragmenta, akiralne sulfonijeve soli 9, iz komercijalno dostupnih polaznih
kemikalija 2-brompropana i dimetil-sulfida u prisustvu srebrovog tetrafluorborata. U reakciji

poznatoj kao Johnson Corey Chayovsky, generiran je in situ sumporov ilid iz sulfonijeve soli 9
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§ 1. Uvod 5

u prisustvu tert-butil-litija, te u reakciji s aldehidom pripravljen je epoksid koji je nazvan
marinoepoksid (rac-11). U sljedeCem koraku provedena je reakcija nukleofilnog otvaranja
epoksida u azidoalkohol, koji je preveden u marinoaziridin B (rac-23) primjenom termicki
potpomognute ciklizacije. 1z marinoaziridina B u prisustvu baze i metil-jodida, pripravljen je
derivat marinoaziridina A (rac-25).

Retrosintetska analiza predlozenih strukturnih derivata rac-44-63 prikazana je na shemi 2.
Retrosintetski pristup opisuje pripravu disupstituiranih derivata marinoaziridina rac-44-63

reakcijom izmedu akiralnih sulfonijevih soli A i N-tosil-aldimina H.

g .
X i T S*OTF T
2xDIS X '
SN —— + H
O retro-Johnson N O X
N0 H
H

Corey

Chaykovsky A H
cM reakcija
Shema 2. Retrosintetska analiza disupstituiranih derivata marinoaziridina; retro-Johnson

Corey Chaykovsky reakcija.

Razvijena metodologija zapocinje pripravom Knorrovih produkata (3-5) te potom aldehida (7—
8) istom metodologijom ranije opisanom. U sljede¢em sintetskom koraku Rileyevi produkti
(7,8) reducirani su u odgovarajuce alkohole (28,29) u prisustvu natrijevog borhidrida. Alkohol
27 pripravljen je u dva sintetska koraka iz komercijalno dostupne Kkiseline, koja je prevedena u
ester 26, koji je potom reduciran u Zeljeni alkohol 27 u prisustvu DiBAI-H reducirajuceg
agensa. Pripravljeni alkoholi (27-29) kemijskom trasformacijom poznatom kao Appelova
reakcija prevedeni su u odgovarajué¢e bromidne produkte (30-32), iz kojih su pripravljene
akiralne sulfonijeve soli (33-35). Drugi fragment, N-tosil-zasti¢enih imini (36—43), pripravljeni
su reakcijom izmedu razli¢itih aldehida i tosil-amida u prisustvu kiselog katalizatora. U reakciji
izmedu akiralnih sulfonijevih soli (33-35) i odgovarajuc¢ih imina (36—43) uz koriStenje
kalijevog hidroksida u acetonitrilu pripravljeni su odgovarajuci N-tosil zasti¢eni aziridini (rac-
44-63) kao smjese cis i trans izomera. Dijastereoselektivnost reakcije je razlicita i ovisna je o
iminskom supstituentu. U veéini slu¢ajeva prevladava trans izomer. U slucaju aziridina koji u
iminskom supstituentu posjeduju dva atoma fluora u di-ortho polozajima fenilnog prstena,
postignta je 100 %-tna trans selektivnost. Dok je kod derivata marinoaziridina, koji u meta

polozaju fenilnog prstena (iminski supstituent) sadrze atom fluora, dobivena 100 %-tna cis
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selektivnost. Da bi objasnili 100 %-tnu trans, odnosno 100 %-tnu cis dijastereoselektivnost
provedeno je racunalno istrazivanje reakcijskih profila dviju aziridinacijskih reakcija
koristenjem DFT pristupa uzimajuci u obzir implicitni uc¢inak otapala.

Za pripravu marinoaziridina A, B i njihovih derivata primjenjene su metode sintetske
organske kemije. Tijek reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom i/ili tekuc¢inskom
kromatografijom visoke djelotvornosti (engl. High-performance liquid chromatography,
HPLC). Pripravljeni produkti okarakterizirani su razli¢itim analitickim metodama poput NMR
spektroskopije (1D, 2D), IR spektroskopije, spektrometrije masa visoke rezolucije (engl. High-
resolution mass spectrometry, HR-MS), HPLC-a i superkriti¢ne fluidne kromatografije (engl.
supercritical fluid chromatography, SFC), te im je odredena tocka taljenja.

U trecoj fazi ovog doktorskog rada razvijena je enantioselektivna HPLC i SFC metoda za
razdvajanje marinoepoksida (rac-11-16), marinoaziridina B (rac-23), derivata marinoaziridina
A (rac-25) te disupstituiranih derivata marinoaziridina (rac-52—69) na polisaharidnim kiralnim
nepokretnim fazama koje su utemeljene na derivatima celuloze i amiloze. Ispitano je koji kiralni
selektor pokazuje najbolje kiralno prepoznavanje za novosintetizirane spojeve. Na temelju
kromatografske evaluacije, objasnjen je mehanizam kiralnog prepoznavanja izmedu
novosintetiziranih spojeva i selektora. Za svaku kombinaciju sastava pokretne faze i
polisaharidne kiralne nepokretne faze odredeni su kromatografski parametri: faktor zadrzavanja
enantiomera ki i kz, separacijski faktor a i razlucivanje enantiomera Rs. Najbolji postignuti
kromatografski parametri primjenjeni su na preparativnoj skali u svrhu izolacije enantiomerno
Cistih spojeva u svrhu odredivanja apsolutne konfiguracije.

U cetrvrtoj fazi ovog doktorskog rada odredena je apsolutna konfiguracija enantiomerno
¢istih marinoepoksida (14a, 14b) marinoaziridina B (23a, 23b) i derivata marinoaziridina A
(25a, 25b) primjenom racunalnih i eksperimentalnih tehnika temeljenih na elektroni¢kom
cirkularnom dikroizmu (engl. Electronic Circular Dichroism, ECD) i vibracijskom cirkularnom
dikroizmu (engl. Vibrational Circular Dichroism, VCD) uz koristenje kvantno-mehanicke
TDDFT metode (engl. Time-Dependent Density Functional Theory).

U petoj fazi ovog doktorskog rada provedena su bioloska ispitivanja marinoaziridina B
(rac-23), derivata marinoaziridina A (rac-25) te odabranih derivata na tri stanic¢ne linije (MCF-
7 rak dojke, H-460 rak pluca, HEK293T zdrave stanice embrionalnog bubrega) te na
bakterijskim kulturama Escherichia coli i Staphylococcus aureus u in vitro uvjetima.

Toksikoloska ispitivanja provedena su upotrebom modelnog organizma zebrice Danio rerio.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Aziridini

2.1.1. Uvod u strukturu i reaktivnost aziridina

Aziridini, poznati joS 1 kao azaciklopropani ili etilenimini, zasi¢eni su najmanji troclani
heterocikli¢ki spojevi s jednim dusikovim atomom u prstenu (Slika 3).! Otkriée aziridina datira
iz 1888. godine i pripada Siegmundu Gabrielu,'° te predstavlja uvod u sintezu nove skupine
heterociklickih spojeva.

NH
R1“'7A;<R3

2

RZ R
Slika 3. Opcéenita strukturna formula aziridina.

Zbog izrazene polarnosti uzrokovane dusikovim atomom u prstenu, aziridini se opisuju kao
vrlo reaktivni spojevi.t!! Osim dusikova atoma, na reaktivnost utjece i strukturna rigidnost
(kutna napetost ili deformacija) tro¢lanog prstena. Vezni kutovi C—-N-C kod aziridinskog
troclanog prstena iznose priblizno 60°, $to je znatno manje od veznih kutova ugljikovih atoma
u simetri€no supstituiranim zasi¢enim molekulama metana i tetraklormetana, koji iznose
109,5°.1112 Baeyer je jo§ 1885. godine postavio teoriju o napetosti kutova kod cikloalkana,
prema kojoj se razlika izmedu tetraedarskog kuta 1 unutraSnjeg kuta cikloalkana, uzima kao
mjerilo stabilnosti molekule. Aziridini, prema njegovoj teoriji, imaju povecani stupanj tzv.
Baeyerove napetosti kuta.!* Odstupanje veznih kutova od 109,5° dovodi do dodatnog
naprezanja i visoke kutne napetosti (koja je procijenjena na oko 111 kJ mol za etilenimin). S
obzirom na kutnu deformaciju i nestabilnost heterociklickog prstena, aziridini pokazuju visoku
elektrofilnu reaktivnost.!* Kao posljedica elektrofilne reaktivnosti, aziridini su podlozni
reakcijama otvaranja prstena, u blagim reakcijskim uvjetima, s razli¢itim ugljikovim,®
kisikovim,'® dusikovim,'®'’ sumporovim®® i halogenim nukleofilima.l® Otvaranjem prstena
omogucena je regio- i stereoselektivna sinteza razli¢itih 1,2-bifunkcionalnih molekula sa
zanimljivom topologijom, §to ¢ini aziridine vrlo korisnim meduproduktima i gradevnim
blokovima u sintezi bioloski aktivnih prirodnih i sintetskih molekula.?

Priroda vezivanja unutar aziridinskog prstena moze utjecati na njegova kemijska svojstva.

Nepodijeljeni elektronski par na dusikovom atomu aziridinskog prstena u neposrednoj blizini
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je jezgre, pa orbitala u kojoj su smjesteni ti elektroni ima veci S karakter, dok ¢e doprinos
orbitale nepodijeljenog para elektrona veznim orbitalama C—N imati ve¢i p karakter. Kao
posljedica povecanog S karaktera nepodijeljenog para elektrona na dusSikovom atomu, aziridini
su manje bazi¢ni (pKa = 7,9), u odnosu na acikli¢ke sekundarne amine (pKa = 11).1:%

Kutno naprezanje u aziridinskom prstenu odreduje vrijednost energije inverzije dusikova
atoma u prstenu. Proces inverzije duSikova atoma ukljucuje meduprodukt u kojem dusik ima
sp? hibridizaciju. Kutna deformacija i elektronska struktura molekule smanjuju p karakter N—C

prstenastih veza (Shema 3).%

[>N0 —_— Q—H ‘——~|;Q/Nﬂ

N 0
sp? sp? sp®
Shema 3. N-inverzija u prstenu.
Ukoliko se kao supstituenti na dusikovom atomu upotrebljavaju skupine koje imaju elektron-
odvlaceca svojstva, utoliko se mogu ocekivati nize vrijednosti energija tzv. Waldenove
inverzije prstena. Tako primjerice, esterska skupina CO2Me, koja je konjugirana s elektronskim
parom dusikova atoma, doprinosi smanjenju energije inverzije. Drugim rijeCima, energija
aktivacije ovisi o prirodi supstituenata vezanih na dusikovom atomu aziridinskog prstena (Slika

4).%

SO,Ph CO,Me
Me | Ph

H

52,25 37,30 22,94

w

Epy (kI mol')=" 7091 71,0
(t=25°C)
Slika 4. Izracunate energije N-inverzije supstituiranih aziridina.
Ako supstituenti nisu konjugirani s elektronskim parom duSikova atoma, onda je energija
aktivacije veéa, odnosno inverzija je sporija zbog pove¢anog kutnog naprezanja u sp?
hibridiziranom meduproduktu. Vezanje atoma klora na dusikov atom, dovodi do porasta

energije inverzije.

0
N % CO,CH,CH
Cl 2 2 3
7 N N “n
o CO,CH,CH3
o
/1 1 m
Slika 5. Strukture spojeva I, 11, 111 s visokom barijerom inverzije.
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Primjerice spoj | s barijerom inverzije 112 kJ mol postoji kao Z-izomer, te ne epimirizira ni
kad se otopina zagrije na 50 °C (Slika 5). Spojevi Il i 111 posjeduju barijeru inverzije od oko
250 kJ mol 2324

2.1.2. Reakcije otvaranja aziridinskog prstena

Iako su i sami aziridini strukturne podjedinice mnogih bioloski aktivnih prirodnih i sintetskih
molekula te pokazuju antikarcinogeno, antifungalno i antibakterijsko djelovanje, njihova
primjena uvelike je vezana i uz brojne transformacije kojima podlijeze aziridinski prsten, zbog
ega se &esto isti¢u kao gradevni blokovi u organskoj sintezi.?® S obzirom da je rije¢ o krutim
I napetim cikli¢kim strukturama, aziridini su opisani kao vrlo reaktivni spojevi s tendecijom
prema otvaranju prstena, odnosno pucanju C—-N veze.!11?% Aziridinski prsten uspjesno se moze
otvoriti velikim brojem nukleofilnih reagensa u prisustvu razlicitih katalitickih sustava, kao Sto
su primjerice Lewisove Kiseline i baze, prijelazni metali ili tetrabutilamonijev fluorid.?"?2 U
literaturi postoje i primjeri fotoredoks reakcija otvaranja prstena uz koriStenje katalitickih
kompleksa prijelaznih metala.®® Produkti otvaranja prstena su spojevi sa zanimljivim

funkcionalnim skupinama u o i f poloZaju prema dusikovom atomu (shema 4).2°

nu}—%
HN—R"

O2N \\\\

1 $O'ix IIu}—i—
‘N& / NH—R'
N

Im}—{\—
s NCS
NG 3 HN—R'

(@)
N
= Z
: O
:q/,
T
A,
4
F
_m —»‘
%\

AcQ S RQ $
""}-i— HO S Iluy—fr
HN_R1 i) < NH_R1

HN—R!

Shema 4. Pregled mogucih nukleofilnih reakcija otvaranja aziridinskog prstena.
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S obzirom na elektronska svojstva supstituenata vezanih na dusSikov atom troclanog prstena,
aziridini se u osnovi dijele na aktivirane i neaktivirane.3!

Aktivirani aziridini posjeduju rezonanciju izmedu dusikovog neveznog elektronskog para i
elektron-odvlacec¢e sulfonilne, sulfinilne, fosforilne, fosfinilne ili acilne skupine (Slika 6).
Kineticka aktivacija koju osiguravaju N-supstituenti javlja se kao rezultat induktivnog i

termodinami¢kog efekta.l

O\\X{?1@ O\)I(I'R1
N N®
L\R AR
0" 0" R10. O Rl oy >
o0~ \N@ & \N@ o \N@ (o \N@ % oD o N O
AR AR AR AR AR AR

Slika 6. Pregled N-aktiviranih aziridina.

Ukoliko su na dusikov atom vezane alkilne i arilne skupine ili vodikov atom, utoliko govorimo
0 neaktiviranim aziridinima. Prilikom otvaranja prstena neaktiviranog aziridina, potrebno je

provesti protoniranje, odnosno kvartenizaciju dusikova atoma ili stvaranje adukta s Lewisovom

kiselinom (Shema 5).%3

Y Y
HN" \ Y\N Nu: HN y .
u: R ! - ~
- —— Nu\)\ ili

N“\)\R v=ewe " “v=rpe R N/\/
Nu

Nu:

X e
+N R
[N/

EWG-(engl. electron-withdrawing group) — elektron-odvlaceca skupina
EDG-(engl. electron-donating group) — elektron-donirajuca skupina

Shema 5. Reakcije otvaranja prstena aktiviranih i neaktiviranih aziridina.

Reakcije otvaranja aktiviranih i neaktiviranih aziridina mogu se odvijati jednim od mehanizama

nukleofilne supstitucije, tzv. Sn1 i Sn2 reakcije. Kada reakcije otvaranja aziridinskog prstena
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slijede Sn1 mehanizam, mjesto nukleofilnog napada Cesto je vise supstituirani ugljikov atom, a
reakcija se odvija u dva koraka. U prvom koraku, protoniranjem dusika, nastaje nestabilno
prijelazno stanje 1V u kojem dolazi do pucanja C-N veze. Pucanjem C-N veze nastaje
meduprodukt — karbokation V, ¢emu slijedi nukleofilan napad i nastanak kona¢nog produkta
VI (Shema 6).32%

Nu-
X X * Nu
| | \»Rf 1
N HA +NH XNH
—_— \ —> XNH - > z
2, ol . . 2 + 1 ) R2
R= H Huee IR 4 R H\\
R" H H R H H H
v v VI

Shema 6. Reakcija otvaranja aziridinskog prstena u kiselim reakcijskim uvjetima, Sn1

mehanizmom.

Sn2 mehanizam najc¢esce prevladava u bazi¢nim uvjetima (pH > 7), a mjesto nukleofilnog
napada Cesto je manje supstituirani ugljikov atom. U prijelaznom stanju dolazi do istodobnog
stvaranja nove i1 pucanja postojece veze (VI1I), a protoniranjem duSika (VI11) nastaje konacni

produkt, S-supstituirani amin 1X (Shema 7).32:33

X ;
N X NX . NXH
R“--A“H o | Ry LoH | ——— Ry ~H L Ry H
R [ H R% " R® "4 R [y
N N
Nu- u u Nu
' Vil Vil IX

Shema 7. Reakcija otvaranja aziridinskog prstena u baznim reakcijskim uvjetima, Sn2

mehanizmom.

2.1.3. Bioloski aktivni aziridini

Heterocikli¢ki spojevi ¢ine najvecu i najraznovrsniju obitelj organskih spojeva s kemijskim,
biomedicinskim i industrijskim znadajem.** Naime, oni su jedni od najvaznijih gradevnih
blokova velikog broja makromolekula ukljucujuéi enzime, vitamine, hormone, nukleinske
kiseline, alkaloide te mnoge druge. Spoznaja o njihovoj raznovrsnoj bioloskoj aktivnosti stavlja

ih u fokus istrazivanja u podru¢ju organske i medicinske kemije.*® Prema provedenom
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istrazivanju ameriCkih znanstvenika, heterociklicki spojevi koji sadrze dusik, najzastupljenije
su strukture u medunarodno odobrenim lijekovima od strane Americke agencije za lijekove i
hranu (engl. Food and Drug Administration, FDA).3® Premda su aziridini najmaniji
rasprostranjena. Aziridinski strukturni motiv pojavljuje se u mnogobrojnim bioaktivnim
prirodnim i sintetskim spojevima, a ono S§to predstavlja dodatan interes organskim i
medicinskim kemi¢arima jest spoznaja da je aziridinski prsten nositelj bioloske aktivnosti.
Zanimljiva bioloSka aktivnost proizlazi iz njegove kemijske sposobnosti da djeluje kao
alkilirajuéi agens u vaznim biokemijskim procesima.®’

Najpoznatiji predstavnici bioaktivnih aziridina su mitozani (Slika 7). Izolirani su iz Gram
pozitivne bakterije Streptomyces verticillatus te pokazuju antitumorsko i antibakterijsko
djelovanje.®® Najvazniji predstavnik ove skupine, mitomicin C, jedan je od najmoénijih
antitumorskih agenasa u klini¢koj kemoterapiji. Do sada, veliki broj njegovih sintetskih analoga

je pripravljen i testiran na antitumorsku aktivnost.

Mitomicin A, X=OMe, Y =Me, Z=H Mitomicin G, X = NH,, Y = Me
Mitomicin B, X =0OMe, Y =H, Z=Me Mitomicin H, X = OMe, Y =H,
Mitomicin C, X =NH,, Y=Me,Z=H Mitomicin K, X = OMe, Y = Me

Porfiromicin, X = NH,, Y = Me, Z = Me
Slika 7. Strukturne formule bioloski aktivnih spojeva: mitozani.

Mehanizam djelovanja mitomicina C prikazan je na shemi 8. Prikazani proces opisuje
alkiliranje DNA s mitomicinom C u nekoliko sintetskih koraka. Reakcija zapocinje
reduktivnom aktivacijom kinonskog oblika u hidrokinon X, koji se onda, u drugom i treCem
koraku, kemijskim transformacijama prevodi u indolaziridin XI1. U ¢etvrtom koraku provedena
je reakcija otvaranja aziridinskog prstena u meduprodukt X111, nakon ¢ega slijedi nukleofilni
napad dusi¢ne baze gvanina iz molekule DNA na elektrofilni ugljikov atom, pri ¢emu nastaje
kovalentna veza izmedu duSi¢ne baze i mitomicina C (XVI). Drugim rije¢ima, dolazi do

alkilacije i premostavanja DNA uzvojnice, $to u konacnici uzrokuje umrezavanje medulancanih
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DNA. Povezivanje dvaju antiparalelnih lanaca unutar iste molekule DNA dovodi do prekida

stani¢nog ciklusa i utjee na sposobnost stanica raka da se razmnozavaju.>®

Q 0
>/NH2 >/NH2

0 o}

HZN H2

CHs 2¢7, 2H*
—_—

&
S

OH

Xl
30

{\OH o}
H,N
-— A\
4° ~
N NH
OH
Xl

XVI
Shema 8. Otvaranje aziridinskog prstena mitomicina C i alkilacija DNA.

PBI — obitelj predstavlja drugu DNA — alkiliraju¢u vrstu kinonskih aziridina. U strukturi ovih
spojeva, aziridinski prsten direktno je vezan na kinonsku podjedinicu te podlijeze nukleofilnom
napadu fosfatne skupine DNA (Shema 9), a ne dusikovom atomu purinske baze kao $to je to

slu¢aj kod mitomicina C.1

- T

o o)
Aot %ﬁ )
0 o/o/\o B /g)/B

\ d
A\ 7 on o OH
R A“v || O H
4 H A R N R
N
PBI-A R=OAc N
OH

PBI-B R=OCONH, OH

PBI-C R=H XVl XVII
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Shema 9. Otvaranje aziridinskog prstena PBI-a i alkilacija DNA.

Azinomicini Ai B (Slika 8a) izolirani su iz Gram pozitivne bakterije Streptomyces griseofuscus
te pokazuju antitumorsko djelovanje. Ova klasa spojeva inhibira replikaciju DNA uz pomo¢
elektrofilnih epoksida i1 aziridina kao alkiliraju¢ih agenasa, oboje prisutnih u strukturi
molekula.***! 1z mikroorganizma Streptomyces ficellus izoliran je ficelomicin (Slika 8b), koji
pokazuje iznimnu mo¢ u borbi protiv Gram pozitivnih bakterija in vitro, te pokazuje in vivo
uc¢inkovitost protiv Gram pozitivne bakterije Staphylococcus aureus. Takoder je dokazano da
inhibira DNA replikaciju kod Escherchie Coli alkilacijom DNA.*> Azicemicin (Slika 8c),
strukturno je vrlo zanimljivi aromati¢ni poliketid, koji se sastoji od anguciklinske jezgre na koju
je vezan aziridinski prsten na polozaju C-3. lIzoliran je iz Kibdelosporangium sp. te pokazuje
antimikrobno djelovanje protiv Gram pozitivnih bakterija, ali i male znakove toksi¢nosti za

miseve.*

Azinomicin A, R=H
Azinomicin B, R=CHO ficelomicin azicemicin

Slika 8. Strukturne formule bioloski aktivnih spojeva: a) azinomicini b) ficelomicin, c)

azicemicin.

Miraziridin A (Slika 9a), izoliran je iz morske spuzve Theonella mirabilis te djeluje kao
inhibitor enzima proteaze katepsin B (ICso = 1,4 mg mL™%; 2,1 pmol L) vezanjem aziridinske
podjedinice na cistein u aktivno mjesto.** 1z mikroorganizma Actinomadura madurae izoliran
je madurastatin A1l (Slika 9b). Njegovo djelovanje temelji se na kompleksiranju s Fe3* ionima
te se pretpostavlja da prenosi Fe*" iz okolisa u bakterijsku stanicu i da ima sideropori¢no
djelovanje.*® Maduropeptin (Slika 9c), izoliran iz Actinomadure sp., jedan je od strukturno

prsten. Pokazuje antibakterijsko i antitumorsko djelovanje.*®
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Slika 9. Strukturne formule bioloski aktivnih spojeva: a) miraziridin A, b) madurastatini ¢)

kromofor maduropeptina.

2.1.4. Stereoselektivna sinteza aziridina

Spoznaja o prisutnosti aziridina u mnogobrojnim bioaktivnim prirodnim spojevima,! te o
njihovoj jednostavnoj transformaciji u farmakoloski i bioloski aktivne dusikove spojeve, kao i
o njithovoj Sirokoj primjeni u stereoselektivnoj sintezi, potakla je razvoj razliCitih strategija
kojima se moze pristupiti Zeljenom opticki aktivnom spoju.>*"*® Razvijene metode ukljucuju
pripravu enantiomera iz racemi¢ne smjese (rezolucijske metode), iz opticki aktivnih prirodnih
spojeva (engl. chiral pool) te iz prokiralnih supstrata u stereoselektivnoj sintezi.
Stereoselektivna indukcija u tijeku reakcije moze se ostvariti pod kontrolom supstrata
(pomo¢na kiralna sredstva), kiralnog reagensa ili koristenjem kiralnog katalizatora.*® Medu
njima, najveci napredak postignut je upotrebom pomo¢nih kiralnih sredstava ili opticki aktivnih
prirodnih spojeva, koji se ugraduju u molekulu u jednom sintetskom koraku. Za razliku od
prirodnih materijala koji se koriste u sintezi iz kiralnog spremnika, kiralna pomoc¢na sredstva
nisu dio strukture kona¢nog produkta. Iako se jednostavno uvode i uklanjaju u blagim
reakcijskim uvjetima, te imaju sposobnost da se recikliraju, jedini nedostatak priprave ovom

metodom zahtijeva dva dodatna koraka u sintezi. Uz to, nisu pogodna za provodenje reakcija
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na velikim skalama. Na shemi 10, prikazana su tri temeljna retrosintetska puta gdje je ciljna
molekula (CM) opisana aziridinskom strukturom,®%°!

R
/
HN
3
R /F|{ )
c
" R3
R R N/R
Ph_+_Ph + |
M R?” R!
R4J_\R3

Shema 10. Retrosintetski pristup dobivanja aziridina: A sinteza iz prokiralnih supstrata
ciklizacijom, B adicija nitrena ili nitrenoida na alkene, C adicija karbena ili karbenoida na

imine.

Jedna od najstarijih i najjednostavnijih metoda opisana je reakcijom intramolekulske ciklizacije
razli¢itih aminskih derivata A. Premda su olefini naj¢esc¢e koriSteni polazni spojevi, uspjesna
aziridinacija postiZe se transferom povoljnog izvora duSikova atoma na dvostruku vezu C=C,

B, kao i adicijom karbenskih ekvivalenata na imine C.

2.14.1. Sinteza aziridina intramolekulskom ciklizacijom (A)

Reakcija ciklizacije jedna je od najstarijih i najjednostavnijih pristupa u sintezi aziridina.
Aziridini se mogu lako pripraviti intramolekulskom ciklizacijom prema Sn2 mehanizmu iz
razli¢itih aminskih prekursora poput 2-aminoalkohola, 2-aminohalida, 2-aminosulfida, 2-
aminoselenida te epoksida, Sto predstavlja jedan od najsvestranijih puteva za pripravu
aziridina.®® Tijekom posljednjih nekoliko desetlje¢a, razvijene su brojne stereoselektivne
metode koje su omogucdile pristup slozenim kiralnim organskim strukturama.

Prva takva opisana priprava aziridina bila je Gabrielova reakcija, koja je ime dobila po
njemackom kemicaru Siegmundu Gabrielu, koji ju je 1888. g prvi put proveo.!® U reakciji

sudjeluje aminoalkohol i kalijev hidroksid, a hipoteza reakcije, odnosno cilj reakcije bio je
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pripraviti vinil-amin (Shema 11). Nakon niza neuspje$nih pokusaja, Marckwald je ustanovio i
objasnio da je rije¢ o ciklickoj strukturi koja ima jedan duSikov atom, kasnije nazvana

aziridin.5253

HIPOTEZA: MO, KOH A,
Ek: tal Itat HO T
sperimentalni rezultat:
p \/\NHZ KOH N
[\

Shema 11. Prva Gabrielova sinteza aziridina iz 1888. godine.

1935. godine Wenker je razvio protokol, koji se temelji na reakciji izmedu etanolamina i
sumporne kiseline, pri ¢emu in situ nastaje ciklicki sulfamidat XX, iz kojeg se destilacijom u
prisustvu kalijevog hidroksida dobiva aziridin (Shema 12).>* Nedostatci razvijene
metodologije, kao Sto su kiseli reakcijski uvjeti koji dovode do kompetitivnih reakcija
eliminacije i supstitucije, usmjerili su istrazivanje na razvoj novih metodologija koje ¢e biti

fokusirane na aktivaciji hidroksilne skupine u blagim reakcijskim uvjetima.

H.SO f\ KOH H
HO\/\NH 2o ‘:, 5 /NH — > N
2 >250°C ~g destilacija /\
02
XIX 26,5 %

Shema 12. Wenkerova sinteza aziridina.

U nekoliko zadnjih desetljeca, razvijene su brojne metode za aktivaciju hidroksilnih skupina,
medu kojima se posebno istiCe oksifosfonijeva aktivacija u Mitsunobu uvjetima. Rije€ je o
reakciji u kojoj se hidroksilna skupina aktivira uz pomo¢ dietil-azodikarboksilata (DEAD),
bromida ili tetraklormetana te se potom u prisustvu trifenilfosfina prevodi u aziridin reakcijom

intramolekulske ciklizacije (Shema 13).%°

/ \ R / \ \R R=M 0
o o = Me, 87 %
a) N PPhs DEAD H R = nBu, 92 %
H  hno ,Ph N R=Bn, 91 %
\( D\Ph
OH
Ts
CF
b) TsHN/Y 3 DEAD, PPh, !
—_—
OH THF /\ACFs

91 %, ee > 98 %
Shema 13. Aktivacija hidroksilne skupine u Mitsunobu uvjetima i priprava aziridina.
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Lindsley i sur. su 2009. godine izvijestili o enantioselektivnoj sintezi N-alkilnih aziridina uz
koristenje organokatalizatora (R,R)-K1, gdje je veliki broj strukturno razli¢itih aziridina
pripravljeno u iskoriStenju od 51-75 % s visokom enantioselektivnosc¢u (> 90 ee) (Shema 14).
Razvijeni protokol sastoji se od tri koraka, koji opisuju enantioselektivno a-kloriranje aldehida,
nakon cega slijedi reduktivna aminacija koriStenjem primarnih amina, te na kraju bazno-
inducirana ciklizacija.>® Godinu dana kasnije, uspjesno su prosirili razvijenu metodologiju i za
enantioselektivno a-fluoriranje aldehida, nakon ¢ega u reakciji s primarnim aminima nastaju
kiralni fluoramini od farmaceutskog znacaja, koji se u uvjetima intramolekulske ciklizacije

mogu transformirati u aziridine.>’

(R,R)-K1 o

o)
Rk)j\ 10 mol % . R1(S)
H  NCS, CH,Cl, H
Cl
1) RyNH,, NaB(OAc)sH /O
4 AMS, -78 °C, 24h P\ "Ph
2) KOH, THF:H,0 (1:1) H
65°C, 24 h (R.R)-K1
"N—R?
>
K 40-65%
78:22-98:2 er

Shema 14. Priprava N-alkilnih aziridina kori$tenjem organokatalizatora.

Kako bi pridonijeli raznovrsnosti sintetskih pristupa opticki aktivnim aziridinima, Wei i sur.
razvili su postupak za jednostavnu i brzu metodu, kojom se produkti dobivaju u visokim
prinosima (> 99 %) i dijastereomernim viskovima (dv > 99:1). Ova metodologija temelji se na
reakciji intramolekulske ciklizacije, gdje se razli¢iti 1,2-vicinalni haloamini izvedeni iz
elektron-siromasnih olefina u prisustvu bezvodnog kalijevog karbonata te uz kataliticku
koli¢inu uree, primjenom mehanokemije, prevode u N-tosil-aziridine. Urea ima ulogu jakog
donora 1 akceptora vodikove veze S§to pospjeSuje intramolekulsku ciklizaciju. Na temelju

provedenih studija, predloZen je mehanizam reakcije prikazan na shemi 15.58
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[ ~ : R?
0 NH5 l\‘l Rﬂ/\r
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N_ _O
1J\/R2 10 mol % R '\“ 0o H:"' \ﬁiAr
R e —_———— ' f } )L
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>99% H /K+ H
dr>99:1 NHz ’T‘
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Shema 15. Priprava N-Ts-aziridina reakcijom intramolekulske ciklizacije katalizirane ureom.

Priprava aziridina iz epoksida od iznimne vaznosti je za ovu doktorsku disertaciju. Epoksidi su
kisikovi analozi aziridinima, te su i jedni i drugi iznimno korisni sintetski meduprodukti.
Medutim, postoji neusporedivo veci broj metoda za pripravu epoksida, pa ne ¢udi ni ¢injenica
na dostupnost velikog broja enantiomerno &istih epoksida.*® Epoksidne molekule opisane su
kao tro€lani heterocikli¢ki spojevi s kisikom i tendencijom prema otvaranju prstena, odnosno
pucanju C-O veze. Njihova zanimljiva elektrofilna reaktivnost prema razli¢itim nukleofilima,
stavila je fokus na istraZzivanja primjene epoksida kao meduprodukata sinteze racemic¢nih ili
opticki aktivnih aziridina.>®%

Najcesce koristena Staudingerova reakcija, u kojoj epoksidne strukture podlijezu reakciji
poznatoj kao azidoliza, gdje dolazi do nukleofilnog otvaranja prstena i nastanka smjese
regioizomera zanimljivih struktura s azidnom funkcionalnom skupinom u S-polozaju prema
atomu kisika. Tako dobiveni 1,2-azidoalkoholi pokazuju razli¢itu aktivnost s trifenilfosfinom
te prelaze u oksazafosfolidin, iz kojeg nastaju aziridini termicki potpomognutom
ciklizacijom.®-62

Na shemi 16 prikazana je jedna od prvih sinteza aziridina primjenom Staudingerove
reakcije. Reakcija opisuje nukleofilno otvaranje epoksida u biciklickoj strukturi koriStenjem
natrijevog azida u vodi. Zatim slijedi redukcija azidnog dijela molekule s trifenilfosfinom, pri
¢emu nastaje iminofosforan. Aziridin je dobiven preko oksafosfolidinskog meduprodukta, koji

se termic¢ki induciranom ciklizacijom prevodi u kona¢an produkt.®364
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O O N3 O 0
+
o) NaN3, HZO Ph3P N_PF)h3 > NH
N, _ -PPh;0

Shema 16. Staudingerova aziridinacija.

Na shemi 17 prikazan je drugi primjer Staudingerove sinteze aziridina-2,3-dikarboksilnog

estera, koji je dobiven u dobrom iskoristenju i visoke enantioselektivnosti.®®

H
0 Tsn, | E0:G . oPh EtOZC\—J002Et H
Et0,C"  YCO,Et § Hr\T % TPPho o E0,C7 COEt
N3 CO2Et \P/
Phg (2S,38) 71%
ee 95%

Shema 17. Staudingerova sinteza aziridina-2,3-dikarboksilnog estera.

Svijest o visokoj reaktivnosti epoksidnih molekula prema razli¢itim nukleofilima, pobudila je
interes za proucavanjem i razvojem novih strategija za sintezu aziridina preko epoksidnih
struktura.

Enantiomerno Cisti aziridini mogu se dobiti 1 “indirektnom” kinetickom rezolucijom iz
racemi¢nih epoksida. Jacobsen 1 sur. su 2004. godine izvijestili o razvoju ucinkovite
metodologije, koja se temelji na kinetickoj rezoluciji racemic¢nih epoksida koriStenjem
karbamata kao nukleofila i Co'" Salen katalitickog kompleksa (S,S-K2). Sintetska strategija
opisuje neuskladeno otvaranje enantiomera epoksida, $to dovodi do priprave enantiomerno
obogacenih 1,2-aminoalkohola, koji se potom transformiraju u N-sulfonil-aziridine.
Neizreagirani (R)-enantiomer izoliran je, te potom podvrgnut reakciji s karbamatom i opisanim
katalizatorom, uz prethodno aktiviranu hidroksilnu skupinu i bazno-potpomognutu

intramolekulsku ciklizaciju (shema 18).%
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Shema 18. Priprava N-sulfonil-aziridina primjenom metode kineti¢ke rezolucije.

Bartoli i suradnici, uspjeSno su prosirili razvijeni protokol na dobivanje enantiomerno
obogacenih N-Boc-aziridina primjenom stereoselektivne aminoliticke kineticke rezolucije
(shema 19). Proces se temelji na Kinetickoj rezoluciji terminalnih epoksida u prisustvu vode
kao nukleofila i (S,S)-katalitickog kompleksa—K2, pri ¢emu dolazi do otvaranja prstena (S)-
enantiomera terminalnog epoksida. Neizreagirani (R)-enatiomer podvrgnut je nukleofilnom
napadu N-Boc-karbamata u svrhu priprave enantiomerno obogacenih N-Boc-zasti¢enih
aminoalkohola, koji se u nastavku reakcijom intramolekulske ciklizacije, uz prethodnu
aktivacije hidroksilne skupine, transformiraju u N-Boc-aziridine u dobrom prinosu i visoke

enantiomerne &istoée.’

0 (S,S)-K2 OH
A + HgNo_ 2 mol % H
R Boc - : - - /k/N\
p-nitrobenzojeva kiselina R(R) Boc
rac (2 mol %) 4o
2,2 ekv. 1 ekv. TBME, RT — '\ / —
Co
N
TsCl, NaH tBu 0|0 tBu
R = alkil, aril THF, 5h OAc
tBu tBu
I?oc (S,S)-K2
N
LkR

Shema 19. Priprava enantiomerno obogac¢enih N-Boc-aziridina primjenom aminoliticke

kineticke rezolucije.

Osim navedenih metoda koje koriste epokside kao polazne spojeve, postoji jos mnostvo drugih

koji koriste akiralne ili kiralne prekursore poput aminoalkohola, hidroksikiselina, imina te
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vicinalnih diola, koji se u nekoliko sintetskih koraka prevode u aziridine. Jedan od zanimljivih
pristupa sintezi enantiomerno obogacenih aziridina, razvili su David i sur.®® te Ellman.®® Rijec¢
je o dijastereoselektivnoj adiciji organometalnog reagensa na N-sulfinil-imine. Nedavno, De
Kimpe i sur.”® objavili su rad u kojem su opisali adiciju Grignardevog reagensa na a-halo-N-
sulfinil-aldimine, koji su u nastavku podvrgnuti bazno-induciranoj ciklizaciji i deprotekciji u
svrhu priprave NH-aziridina (Shema 20). Godinu dana kasnije, autori su razvijenu strategiju

primjenili i za pripravu NH-aziridina iz odgovarajuéih kiralnih ketimina.’*

tBu

Y Se (R) 37 dioksiran,
N/S%O 1) 1,1 ekv. R'MgX, HN SO KOH, THF/H,0 R ,1‘ g(n;wlin RT H

= CHoClp 78C R g 50°C, 24h Vi 5.”’(0"’)1 ’ R: A (®)
5 H 2) NH,CI (aq), -40°C R R R R Ky

& Cl 82-99% 92-99%

dr 62:38-96:4 >80%
Rs,R
(Rs) RsR) apsolutna konfiguracija
R = Me, Et (Rs,R)
Shema 20. Dijastereoselektivna adicija organometalnog reagensa na N-sulfinil-imine, te
potom bazno-inducirana intramolekulska ciklizacija.

2.1.4.2. Sinteza aziridina transferom dusika na olefine (B)

Zbog dostupnosti velikog broja olefina, prijenos duSika na olefine posebno je privlacna
strategija za pripravu strukturno razli¢itih aziridina. Postoje dvije opéenite metode adicije
nitrena ili nitrenoida na olefine, koje ukljucuju jedno- ili dvo-stupanjski proces. Nitreni ili
metalonitreni reagiraju s alkenima u jednom stupnju direktnom aziridinacijom, dok nemetalni
nitrenoidi reagiraju obi¢no kroz adicijsko-eliminacijski mehanizam.”? U ovom dijelu razmotrit
¢e se dva pristupa sintezi opticki aktivnih aziridina, koja se razlikuju po nacinu na koji se

generira aktivna nitrenska vrsta.*

a) Adicija metal-nitrena na olefin

b) Generiranje nitrena oksidacijom N-aminoimida
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a) Adicija metal-nitrena na olefin

Nitreni su vrlo reaktivne vrste u kojima dusikov atom nosi jednu elektron-odvlacecu skupinu i
dva nesparena elektrona. Mogu biti generirani iz razli¢itih "nitrenskih izvora” kao $to su aril-
azidi, sulfonil-azidi, iminoiodinani, haloamini i tosiloksi karbamati (Shema 21). Aziridinacija
se Cesto provodi u prisustvu liganda (porfirin, bisooksazolin, acetilaceton, imin, diimin) te

kataliti¢ke koli¢ine metala skupine 7-11.%°

. I|EWG
R i ‘N-EWG R N
MLn \R'l
izvor metal-nitrena metal-nitren vrsta
_EWG N=N=N-EWG
PhI=N N ~ X M=Cu, Co, Ru, Rh, Mn, Fe
M: N—EWG ’ﬁ‘
TsO, & \\‘ EWG-N/CI(Br) Mbn Lnl\/|=i\i\ LnM'—i\i'\
HN-CO,R “Na EWG EWG
PhI(OAc), + EWG-NH, singlet triplet

Shema 21. Adicija metal-nitrena na olefin.

Metal-nitren ili metalni nitrenoid, intermedijeri su koji igraju vaznu ulogu u katalitickom
prijenosu duSikova atoma na olefin. Medutim, postoji jo§ uvijek neizvjesnost u mehanizmu ovih
reakcija i prirodi aktivne vrste koja je uklju¢ena. Uvidom u strukturu elektrofilnog metal-nitren
intermedijera, predloZzen je mehanizam metal-nitren aziridinacije, koja se odvija u jednom
stupnju, tzv. direktnom aziridinacijom. Multiplicitet (singlet ili triplet) nitrenske vrste vazni su
parametri sa stereokemijskog aspekta. Singletni nitreni reagiraju stereospecifi¢no, uskladenim
mehanizmom, zadrZavaju¢i prostorni odnos skupina kao kod polaznog olefina. Za razliku od
njih, tripletni nitreni ne reagiraju stereospecificno jer kao meduprodukt nastaje biradikal, kod

kojeg je moguca rotacija oko C—C veze (Shema 22).”3
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=N R N
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Shema 22. Stereospecifi¢na adicija singletnog nitrena i nestereospecifi¢na adicija tripletnog

nitrena.

Siroko je rasprostranjena upotreba nitren vrste iz sulfonil-iminoiodinana poput PhI=NTs i
PhI=NNs, koji mogu biti jednostavno generirani iz sulfonil-amida. Nedostatak njihove upotrebe
lezi u uklanjanju N-sulfonilne skupine u Zestokim reakcijskim uvjetima, u uvjetima u kojima
aziridinski prsten nije stabilan, takoder i potreba za izolacijom nitrenskog prekursora. Medu
prvima, koji su zapoceli sintezu aziridinskih motiva primjenom ove metodologije, bili su Evans
i sur.,* koji su 1993. godine objavili prvu stereoselektivnu aziridinaciju alkena koristenjem
PhI=NTs uz katalizu bakrom. Gotovo istovremeno s Evansovom grupom, Jacobsen i sur.”
opisali su upotrebu kiralnih 1,2-diiminskih derivata u kombinaciji s bakrovim triflatom kao
katalizatorom. Razvijena metodologija uspjeSno je primjenjena u totalnoj sintezi bioaktivnih
molekula, kao §to je primjerice (+)-agelastatin A (Shema 23), koji posjeduje nanomolarnu

aktivnost protiv nekoliko stani¢nih linija raka te inhibira glikogen sintazu kinazu-34."
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Shema 23. Totalna sinteza (+)-agelastatina primjenom Evansonove i Jacobsonove

metodologije.

Suga i sur.,’® razvili su protokol za enantioselektivnu aziridnaciju trans-cinamil-estera i halkona
u prisustvu katalitiCkog sustava, koji se sastoji od (R)-BINIM-DC-L1 kiralnog liganda i
[Cu(MeCN)4]PFe kao izvora bakrovih iona (Shema 24). Autori su objavili da reakcijski uvjeti

poput temperature i otapala utjeCu na enantioselektivnost reakcije. Najbolji rezultat postignut

je pri -40 °C u diklormetanu kao otapalu.

Cl

0 [Cu(MeCN)JPFs o /
/\)J\ (R)-BINIM-DC N JJ\ N
(5 ekV.) R R1 R(Q\\\\\\ R'I

CH,Cl, -20 °C, -40 °C

.
2S,3R N
Phi=NHTs (25.3R) N\
R = aril, 52-87 %

er>83:17 Cl

(R)-BINIM-DC-L1

Shema 24. Priprava N-Ts-aziridina adicijom nitrena na olefin u prisustvu katalitickog sustava

(R)-BINIM-DC-Cu.
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Glavni nedostatak opisanih metoda potreba je za prethodnom pripravom i izolacijom
imidojodinana, koji su u veéini slucajeva eksplozivni i nestabilni. Kako bi se rijesio problem,
razvijene su metode koje omogucuju in situ generiranje imidojodinana. Na shemi 25 prikazan
je proces u kojem se aktivne vrste metal-nitren generiraju oksidacijom amina s viSevalentnim
jodnim reagensom. Sulfonamidi, sulfonimidamidi i sulfamati predstavljaju korisne dusikove

donore u prisustvu oksidansa.*

@ >l\|j R
Xﬁ"bX XR/A/
PhI' X-N=(M) /=/R

dusikovi donori X-NH,

N N\ \,
NH, NH, NH,

sulfonamid sulfonimidamid  sulfamat

@ =Cu, Rh oksidans: Phl=0, Phl(OAc),

Shema 25. Proces generiranja metal-nitren vrste iz odgovarajuc¢ih amina u prisustvu

oksidansa.

Dauban i sur. izvijestili su o upotrebi 2-trimetilsililetansulfonamida (SES-NH>) kao dusikovog
donora u enantioselektivnoj aziridinaciji (R)-a-alilglicin-derivata u prisustvu bakrovog
katalitickog sustava (Shema 26). Reakcija je provedena uz Cu(MeCN)sPF¢ kao izvor bakra i
PhI=0 kao oksidans za generiranje metal-nitren prekursora iz Ses-NH.. Reakcija je provedena

uz losu konverziju i skromnu dijastereoselektivnost.”’

_J Phi=0 (1,2 ekv.) ﬁN_SES }(S':l)—SES
SES-NH, (1,2 ekv.) R 07>§/0
ZNAA 2 =
HN(gyCOZBU  Cu(MeCN).PF (25 %) TH(R;C oy - /(R}Coz‘Bu ;/N "2\2
R t
L2 (35 %) R R Bu L2
MeCN, st, 20 °C 16-26 %

dr (R,R)/(R,S): 75/25
Shema 26. Dijastereoselektivna Cu-katalizirana aziridinacija (R)-a-alilglicin-derivata u

prisustvu oksidansa.
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Organski azidi predstavljaju korisne dusSikove izvore za C—H aminaciju i aziridinacijske
reakcije. Aril-azidi mogu se lako pripraviti iz amina i kompatibilni su s razli¢itim funkcijskim
skupinama. Takoder, predstavljaju idealne metal-nitren prekursore u pogledu atomske
ucinkovitosti i odrzivosti. Nedostatak njihove upotrebe sinteza je u nekoliko sintetskih koraka,
slabija reaktivnost azidnog iona, Sto za posljedicu ima upotrebu zestokih uvjeta poput
zagrijavanja ili UV ozradivanja.®® Prve radove u ovom podruéju objavili su Jacobsen i sur.”
koji su opisali stereoselektivnu aziridinaciju uz koriStenje tosil-azida u prisustvu kiralnog Cu-
diimina. lako je kataliza bakrovim katalitickim sustavima najbolje istraZzena, do danas su
razvijeni i drugi razliCiti katalizatori koji osim bakra koriste i druge metale poput rodija,
mangana, kobalta i rutenija, u razli¢itim oksidacijskim stanjima. Primjer takve reakcije objavili
su Muller i sur.,”® koja uklju¢uje aziridinaciju olefina uz koristenje nosil-azida i katalizu
kiralnim Rh-bisnaftol-fosfatnim kompleksom. U obje reakcije, obavezna je upotreba UV
zraenja. Znacajan napredak postigli su Katsuki i sur.,®! koji su razvili kataliti¢ki kompleks Ru-
salen-(CO)—K4, koji se pokazao vrlo u¢inkovitim u stereoselektivnim aziridinacijama stirena

sa sulfonil-azidom (Shema 27).
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|
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Shema 27. Stereoselektivna aziridinacija stirena uz Ru-kataliticki sustav.

b) DusSikovi izvori generirani oksidacijom N-aminoimida

N-aminoftalimidi mogu se Koristiti kao izvor nitrena za upotrebu u stereoselektivnoj
aziridinaciji olefina. Mehanizam ovih reakcija proucavali su Atkinson,%28% Chan® i Yudin,
koji su izvijestili da je N-acetoksiaminoftalimid aktivna aziridinacijska vrsta. Medutim, kao
aktivna vrsta moze biti generirana iz N-aminoftalimida u prisustvu kemijskog oksidansa

(Pb(OAC)4) ili elektrokemijski (Shema 28). U nastavku, Yudin i sur. izvijestili su da se aktivna
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nitrenska vrsta moze generirati koriStenjem i manje toksi¢nog kemijskog oksidansa PhI(OAc)>.
(PIDA).>® Protokol elektrokemijske aziridinacije omoguéuje pristup sintezi razlicitih
strukturnih aziridina u odli¢nom iskoriStenju. Acetatni ion u reakciji ima ulogu da sprijeci
dimerizaciju ftalimida, koja bi ujedno dovela do zaustavljanja reakcije aziridinacije u
nedostatku aktivne nitrenske vrste. Takoder je uoceno da koncentracija acetatnog iona diktira
iskoristenje reakcije aziridinacije. U odnosu na elektrokemijsku aziridinaciju, kemijski proces
uz primjenu PIDA-a ima nekoliko prednosti. Uz to $to ne zahtjeva dodatnu laboratorijsku
opremu, postupak reakcije je jednostavan i pristupacan. Jedini nusprodukt reakcije je
jodbenzen, koji se lako uklanja iz reakcijske smjese i ne predstavlja opasnost za druge
funkcijske skupine. Takoder, primjec¢eno je da se aktivna vrsta generira iz N-aminoftalimida i

PIDA u nedostatku metalnih aditiva.®

Pb(OAc),

— — aktivna
aziridinacijska
vrsta

OAc
+  Ph—I —— | OO\ O -
I n
o) ’i‘ O OAc Ph\I/NH Phli o . o
NH, | I
OAc _NH
AcO
+
PhthNH AcO”
0 Phth-NH,
HN§3© <Moo N=N-Phth <————  Phth-NH-NH-Phth
)
O 'il (0] - Nl
NH :
AcO”

Shema 28. Generiranje aktivnih nitrenskih vrsta primjenom oksidansa ili elektrokemijski.>°
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2.1.4.3. Sinteza aziridina adicijom karbena ili karbenoida na imine (C)

Za razliku od adicije nitrena na olefin, gdje dolazi do nastanka dviju C—N veza, adicijom
karbena ili karbenoida na imine, nastaju jedna C—N veza, te druga C—C veza. U ovom podrucju,
aziridini se mogu pripraviti na viSe na¢ina: a) reakcije imina s karbenima, b) aza-Darzensenova
reakcija i c) reakcije imina s ilidima.

Za ovu doktorsku disertaciju od posebnog znacaja je priprava aziridina adicijom ilida,

izvedenih iz sulfonijevih soli, na dvostruku vezu C=N odgovarajuc¢ih imina.

a) Reakcije imina s karbenima

Sinteza 2,3-disupstituiranih aziridina iz imina i diazo spojeva vrlo je zanimljiva strategija koja
se uspjesno razvija ve¢ nekoliko desetljeca. Ovaj proces moze se odvijati kroz dva razlicita
mehanizma: aa) adicija karbena na imin u prisustvu metalnog katalizatora, ab) direktna

aziridinacija diazo spojeva s Lewisovim ili Brenstedovim kiselo-aktiviranim iminima.>°

aa) adicije karbena na imin u prisustvu metalnog katalizatora

Adicija metalnog karbena generiranog iz diazo spoja na imin, u prisustvu bakrovog ili rodijevog
katalizatora, opisana je u literaturi.>® Prve stereoselektivne sinteze aziridina primjenom karben—
imin metodologije, objavili su Jacobsen® i Jorgensen.®” Razvijene metodologije, temelje se na
reakciji imina i etil-diazoacetata (EDC), uz katalizu bakrovim solima u prisustvu kiralnih
bisoksazolinskih liganada. Aziridini su dobiveni u rasponu iskoriStenja 10-90 %, dobre
dijastereoselektivnosti (dr (cis/trans) > 10:1) u korist cis izomera, dok je enantioselektivnost
bila niska u mnogim slucajevima (< 44 % ee). Isti proces proveden je i s rodijevim acetatom i
drugim rodijevim kompleksima, ali uz nezadovoljavajuée rezultate.®

Mehanisticke studije pokazale su da se reakcija odvija u tri koraka. U prvom koraku
reakcijom izmedu metala i diazo spoja nastaje metal-karben kompleks XX, koji se adira na
dvostruku vezu C=N uz formiranje meduprodukta, azometan—ilida XXI,XXII, koji se
reakcijom intramolekulske ciklizacije prevodi u aziridin. Enantioselektivnost reakcije uvedena

je u koraku u kojem ligand koordinira s metalnim centrom (Shema 29).%°

Andela Buljan Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 30
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Shema 29. Mehanizam adicije karbena na imin katalizirane metalom.

2003. godine, Tilley i sur. opisali su upotrebu novog katalizatora. Za razliku od tradicionalnih
katalizatora za transfer karbena, novi katalizator sastoji se od monomernog Rh-(I1)-kompleksa
s bisoksazolinskim ligandima. Rodijem Katalizirane reakcije serije N-aril-imina s EDA u
tetrahidrofuranu dale su odgovarajuce aziridine u rasponu iskoristenja 10—73 %, uz varijabilnu
dijastereoselektivnost i nisku enantioselektivnost.®

Zhang i sur. izvijestili su o dijastereoselektivnoj sintezi visoko funkcionaliziranih aziridina
iz raznovrsnih derivata diazoacetata i N-para-metoksifenil-imina, izvedenih iz aromatskih
aldehida (Shema 30). Provedena je optimizacija metalnog katalizatora te je dokazano da
najbolji izbor pripada di-rodijevom tetraacetatu. Rijec je o visoko ucinkovitom katalizatoru za

enantiokontrolu u metal-karben transformacijama.*

M o o FMP
N 3
I RZJ\H/U\R3 Rna(OAC)s COR
R’ N, DCE, refluks R COR?
84-99 %
cis izomer

Shema 30. Dijastereoselektivna sinteza aziridina primjenom metal—karben metodologije.

Unatoc¢ napretcima ostvarenima u ovom podrucju, stereoselektivne transformacije koje dovode
do ciljnih aziridinskih struktura, jo§ uvijek predstavljaju najveci izazov s gledista iskoristenja i

enantioselektivnosti reakcije.
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ab) direktna aziridinacija diazo spojeva s Lewisovim ili Brenstedovim kiselo aktiviranim

iminima

Lewisove/Bronstedove kiseline u osnovi su organokatalizatori. Njihova donorska svojstva u
interakciji sa supstratom ili strukturom u prijelaznom stanju omogucuju kataliziranje razli¢itih
procesa.’! Aktivacija supstrata temelji se na nekovalentnim interakcijama koje se javljaju
izmedu supstrata 1 katalizatora. U odnosu na kovalentne veze, nekovalentne interakcije
(elektrostatske interakcije, vodikova veza) su slabije, kratkog dometa i manje su usmjerene.
Aktivacija moze biti ostvarena preko ionskog para supstrat—katalizator ili odgovarajuceg
kompleksa.®?

U ovom podruéju, Antila i Wulf®*®* razvili su najucinkovitiji i sintetski najkorisniji pristup
sintezi aziridina iz imina i diazo spojeva. Razvijena metodologija ukljucuje aziridinaciju N-
difenilmetilimina s etil-diazoacetatom u prisustvu VAPOL-BH3 katalizatora pripravljenog iz
trifenilborata i kiralnog biaril-liganda VAPOL ili VANOL. Reakcijom su dobiveni aziridini
visoke cis dijastereoselektivnosti i enantiomerne ¢istoée 90 % ee. U nastavku je provedena
optimizacija Lewisove kiseline za rekciju, pri ¢emu je utvrdeno da se najbolji rezulati postizu
kombinacijom trifenilborata s VANOL-L3 i VAPOL-L4 ligandima (Shema 31).

H Ph EDC ||Dh
)\)\ B(OPh), N
R™ N Ph >

CH,Cly, rt RACOZEt

(S)-VANOL-L3 (S)-VAPOL-L4

Shema 31. Wulfova kataliti¢ka stereoselektivna sinteza aziridina.

Mehanisti¢ke studije opisuju adiciju diazo spojeva na aktivirane imine, pri ¢emu nastaje o-
diazonium-g-amino-karbonilni meduprodukt, koji intramolekulskom supstitucijom daje
aziridin. Proucavanjem kinetickog izotopnog efekta dokazano je da stvaranje C—N veze
predstavlja odlucuju¢i korak koji odreduje dijastereoselektivnost i enantioselektivnost

reakcije.® Prilikom adicije nukleofila u prisutnosti kiralnog liganda (ili drugog izvora
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kiralnosti), vrlo je vjerojatno da preferencije za adiciju na Si i Re prokiralnu stranu elektrofila
nisu jednake. Kiralni ligand moze pokazati sklonost formiranju interakcijskog kompleksa s
jednom od mogucih orijentacija prokiralnog supstrata, ¢ine¢i jednu od prokiralnih strana
podloznijom nukleofilnom napadu. U ovom slucaju, postoje ¢etiri moguce kombinacije (Si—Si,
Si-Re, Re—Re, Re-Si) iz kojih nakon zatvaranja prstena mogu nastati Cetiri stereoizomera.
Kako bi smanjili broj sintetskih koraka, Wulf i sur.®®®" razvili su prvu visekomponentnu
katalitiCku stereoselektivnu aziridinaciju za pripravu aziridin-2-karboksilnog estera visoke
enantioselektivnosti i dijastereoselektivnosti (Shema 32). U reakciji sudjeluje aldehid, amin i
diazo spoj u prisustvu kiralnog poliboratnog anionskog katalizatora, koji je generiran in situ iz
biaril-liganda i B(OPh)suz pomo¢ aminskog supstrata. Kako bi provjerili u¢inkovitost razvijene
metode, ispitali su mogu¢nost upotrebe VANOL-L3, VAPOL-L4 i t-Bu;VANOL-BOROX—
K5 Kkatalizatora u prisustvu amina u reakcijama sa raznovrsnim aldehidima. Na temelju
dobivenih rezultata, uoceno je da sva tri opisana liganda pokazuju visoku stereoselektivnu
indukciju u reakcijama s arenkarbaldehidima, dok su visa iskoriStenja reakcija zabiljeZena
upotrebom supstituiranih liganada (t-Bu2VANOL-BOROX) u reakcijama s alifatskim

aldehidima.

0 R’

R NH 't BOROX-K5 N
NHp + ] —_— |
R >H [ ©OF toluen, 25 °C, 24h AN :
N R COLEt |

' +
dr (cisitrans): > 99:1 | [H3N-MEDAM]

BOROX-K5

Shema 32. Wulfova visekomponentna stereoselektivna sinteza aziridina.

2012. godine Wulf i sur.®® objavili su jedan primjer reakcije, u kojoj se koristi (R)-kiralni imin
u kombinaciji s kiralnim ligandom (S)-VANOL ili (R)-VANOL ili VAPOL s ciljem poboljsanja

stereoselektivne indukcije (Shema 33).
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Shema 33. Wulfova stereoselektivna sinteza aziridina primjenom dvostruke

(R)

stereodiferencijacije.

b) Aza-Darzensova reakcija

Jedna od najstarijih i najvaznijih metoda za pripravu aziridina jest aza-Darzensova reakcija.
Rijec je o opce poznatoj kondezacijskoj reakciji priprave aziridina iz odgovarajucih imina i a-
haloenolata u prisustvu baze.®® Mehanizam reakcije predlozio je organski kemicar Auguste
Georges Darzens davne 1904. godine.”® Na shemi 34, prikazan je mehanizam reakcije, koji
zapocinje odcjepljenjem protona na a-ugljikovom atomu XXIII jakom bazom. Cijepanjem
protona dolazi do nastanka rezonantno-stabiliziranog enolata XX1Va,XXIVb, koji nosi ulogu
nukleofila u sljede¢em koraku reakcije, intramolekularne Sn2 supstitucije. Pucanjem veze
izmedu halogenida i atoma ugljika XXV dolazi do nukleofilnog napada dusikova atoma te

formiranja aziridinskog prstena XXV1.1%°

H

N
o} /K’_\v
C -BH (oX 0 NR'
a5 - > — >
EtO C Q Cl )J\/Cl EtO NR'
EtO Et0” \f' EtO,C

6]
XXV

o B XXIVa XXIVb
Shema 34. Mehanizam aza-Darzensove reakcije.

XXVI

Stereoselektivna varijanta aza-Darzensove reakcije moze se postici pomoénim kiralnim
sredstvom koje moze biti dio ili imina ili enolatnog aniona, ali 1 sintezom iz opticki aktivnih
imina ili enolata.>

Yadav i sur.!%' objavili su prvi primjer dijastereoselektivne nitroaziridinacije u kojoj
sudjeluju N-tosil-aldimin i 1-bromnitroalkan (Shema 35). Metanol i natrijev acetat pokazali su
se najboljim izborom otapalo/baza. Pripravljeni su aziridini u rasponu iskoriStenja 78 — 92 %

dobre dijastereoselektivnosti (dr (cis/trans) = 81:19-98:2).
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dr (cis/trans) = 81:19 - 98:2

Shema 35. Yadavova dijastereoselektivna sinteza aziridina.

Davis i sur.1921% jzvijestili su primjer aza-Darzensove reakcije primjenom strategije kiralnog
imina, pri ¢emu su koristili enantiomerno ¢isti N-(benziliden)-toluensulfinil u reakciji s
bromenolatima. U reakciji su dobiveni aziridin-2-karboksilati u dobrom iskoristenju i visoke
dijastereoselektivnosti.

Primjer reakcije koja umjesto kiralnog imina koristi kiralni enolat dao je Sweeney i sur
(Shema 36).1%* U reakeciji sudjeluju razli¢ito supstituirani N-difenilfosfinil-imini (Dpp) i kiralni
2-(R)-N-bromacetilkamforsultam, pri ¢emu su pripravljeni Cis aziridini u rasponu iskoristenja
40-78 % visoke dijastereoselektivnosti u korist cis izomera. Uvidom u apsolutnu konfiguraciju,
predlozeno je da se reakcija odvija kroz sin-selektivnu aza-aldolnu reakciju, koja ukljucuje

nukleofilni napad Si-strane enolatnog iona na Si-stranu prokiralnog imina.

/TS N
i\l N NaHMDS _ s/ el
R1J ’ / >/\ THF, -78°C J o O \
N\ Br R

\OO

O=(}

40-78%
dr (cis/trans) >99:1

Shema 36. Stereoselektivna Sweeneyeva reakcija upotrebom kiralnog enolata.

c) Adicija ilida na imine (aza-Johnson Corey Chaykovsky reakcija)

Kao alternativa adiciji karbena na imin, razvijena je metoda za sintezu racemicnih ili optickih
aktivnih jednostavnih 1/ili sloZzenih molekula aziridina, polaze¢i iz aktiviranih imina 1
sumporovih ilida.> Interes za razvojem ove sintetske metode pobudio je organski kemidar A.
William Johnson, koji je davne 1958. godine, pomoc¢u 9-dimetilsulfonijevog fluorida, generirao

sumporov ilid te u reakciji s aldehidom (4-nitrobenzaldehid) priredio epoksid u samo jednom
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sintetskom koraku. Nekoliko godina poslije, Elias James Corey i Michael Chaykovsky opisali
su novu sintetsku metodologiju, u kojoj su istaknuli vaznost sumpornih ilida kao vrlo reaktivnih
nukleofila u reakcijama s razli¢itim elektrofilima. Johnson Corey Chaykovsky reakcija Siroko
je primjenjiva u sintezi racemiénih ili opticki aktivnih epoksida, ciklopropana i aziridina.1%>10

Opée prihvaéeni mehanizam reakcije ukljucuje tri koraka: adiciju, rotaciju veze te
intramolekulsku ciklizaciju (eliminaciju). U prvom koraku, adicija ilida na imin, moZze dovesti
do stvaranja dva dijastereoizomerna betaina sin i anti, i on je Cesto stereoselektivni odluc¢ujuéi
korak. Budu¢i da u ovom koraku mogu biti uklju¢ene Si i Re strane imina i ilida, moguca su
¢etiri nukleofilno-adicijska ishoda (Si-Si, Si-Re, Re-Si, Re-Re). Si-Si (Re—Re) vode do sin
betaina, dok Si—Re (Re-Si) vode do trans betaina. U svakom sluc¢aju, cisoidno prijelazno stanje

daje gauche betaine, dok transoidno prijelazno stanje proizvodi trans betain (Shema 37).%°

_PG |

J\i\ . /§YR1 baza/otapalo
RZSiTH SilRe |} Th
-_PG -_PG
Nig N
Si Si
_fotacija_ R* \H R* \d . fotaciia, R
MesS " veze RO H SMe, Veze
Si Re
sin betain SMe, R anti betain SMez

G G

|

H///M\H Hin,/ \ R
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Z2—1U —=-——

z

Shema 37. Opceniti mehanizam sinteze aziridina adicijom sumporovog ilida na imin.

U sluéaju semistabiliziranih ilida (R2.SCHR?, R = aril, alkenil), stereoselektivno odlucujuéi
korak je adicija ilida na imin, budu¢i da je reakcija ireverzibilna i pod kinetickom kontrolom.
Ireverzibilnost reakcije moze se prikazati kroz cross-over eksperimente i racunalne studije. U
slucaju stabiliziraju¢ih ilida, situacija je pomalo drukcija, cross-over i racunalne studije,
ukazuju da stereoselektivno odlucujuci korak nije korak u kojem nastaje betain, ve¢ korak
ciklizacije u aziridin. Uslijed stabilizacije ilida, vjerojatno adicijski korak je reverzibilan, ¢ineci

prijelazno stanje zatvaranja prstena najviSom tockom na energetskom profilu unutar procesa.
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Medutim, objavljene studije nisu uvjerljive i jo§ uvijek moze se uociti varijabilnost
dijastereoselektivnosti ovisno o prirodi imina i ilida. Kao opc¢enito pravilo vrijedi,
semistabilizirajuci ilidi daju nisku trans dijastereoselektivnost, dok stabilizirajuci ilidi pokazuju
losu cis dijastereoselektivnost. Najve¢i doprinos u ra¢unalnom istrazivanju mehanizma i
stereoselektivnosti aza-Johnson Corey Chaykovski reakcije dali su Robiette,}*” Sunoj i
Janardanan,'%8 ¢iji su rezultati istrazivanja u osnovi vrlo sli¢ni.

Prva uspjesna aziridinacija imina sumpornim ilidima dogodila se 1995. godine kada je
nekoliko znanstvenika objavilo studiju na tu temu. Stereoselektivnost reakcije moze se posti¢i
koristenjem kiralnog imina ili kiralne sulfonijeve soli.

Garcia-Ruano i Davis, !9 objavili su nekoliko radova koji opisuju upotrebu Kiralnih
imina, tert-butilsulfinilimina za pripravu mono-, di- i trisupstituiranih aziridina. Na shemi 38a
prikazan je primjer supstratom kontrolirane stereoselektivne aziridinacije (S)-(+)-sulfinilimina
dimetilsulfoksonijevim metilidom u prisustvu baze. Reakcijom su dobiveni 2-supstituirani
aziridini u dobrom iskoriStenju kao smjesa dva dijastereoizomera. Ispitivanjem sustava
otapalo/baza utvrdeno je da se najbolji prinosi postizu koriStenjem NaHMDS/THF uz najbolju
dijastereoselektivnost od dr (cis/trans) = 84:16. Pripravljeni 2-supstituirani aziridini prekursori
su bioaktivnih sin-g-hidroksi-a-amino kiselina, koje su sastavni dio mnogih bioaktivnih
molekula koje posjeduju antibiotsku aktivnost. Dijastereoizomeri uspjesno su odijeljeni uz
pomo¢ preparativnog TLC na silikagelu u odlicnom iskoriStenju. Apsolutna konfiguracija
odredena je prevodenjem pripravljenih spojeva u spojeve poznate apsolutne konfiguracije

oksidacijom uz pomo¢ m-CPBA (Shema 38b).

H ?(O)—Ar ?(O)-Ar
2) Ons Me;SO)CLB N N
ATTONT R /A AN
THF, -78°C R R
(S)_(+) (SS’S) (S‘,R)
?(0)—Ar (SO),-tolil-p
|
b) N m-CPBA N
o 92-96% R/A
(SsS) (S)-(+)

Shema 38. Stereoselektivna sinteza aziridina kontrolirana supstratom.
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Stockman i sur.,}1112113 primjenili su istu metodologiju za pripravu opticki aktivnih aziridina
(Shema 39). U reakciji su koriSteni aromatski i alifatski (Rs)-tert-butilsulfinilimini sa
dimetilsulfonijevim metilidom u DMSO-u, pri ¢emu je za generiranje ilida koriSten NaH kao

baza. Dobiveni su aziridini u dobrom iskoristenju i umjerene dijastereoselektivnosti.

t-Bu O t-Bu 0
o H +5— \]/ Y
[ C O\ N
S AN, L —_ H He N H
tB” N "R g 0L THE NALS N
uOLi, RV "N ~ Ny
trans cis

Shema 39. Stockmanova stereoselektivna sinteza aziridina kontrolirana supstratom.

Primjenu enantiomerno c¢istih sumporovih ilida u reakcijama aziridinacije, prvi su razvili
Aggarwal i Dai.>01

Aggarwalova razvijena metoda temelji se na aziridinaciji imina sumpornim ilidima
koristenjem diazo-spojeva i metalnih katalizatora, te predstavlja alternativnu metodu za
pripravu sumpornog ilida. Na shemi 40, prikazan je kataliticki ciklus koji ukljucuje raspad
diazo-spoja u prisustvu prijelaznog metala. Novonastali karben prenosi se na sulfid, formirajuci
sumporov ilid, koji onda podlijeZe reakciji s odgovaraju¢im iminom, daju¢i tako konac¢ni
produkt, opticki aktivni aziridin. Nastankom aziridina, sulfid se vraca u ciklus i omogucava
ponovno formiranje ilida. Osnovna prednost ove metodologije jest Cinjenica da su metalni
karbeni izrazito reaktivni spojevi, pa je izbor alkil-halogenida za pripravu sulfonijeve soli puno
§iri. Na ovaj nacin pripravljeni su opticki aktivni (R,R)-aziridini u dobrom iskoriStenju i uz

visoku enantioselektivnost. Uogena je visoka trans selektivnost u svim slu¢ajevima.*
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Shema 40. Aggarwalova kataliticka stereoselektivna sinteza aziridina.

Dai. i sur,!*517 opisali su aziridinaciju N-sulfonilimina s alilnim sulfonijevim, telurijevim i
arsenijevim ilidima, pri ¢emu su dobiveni vinilaziridini lose dijastereoselektivnosti.

Solladi¢-Cavallo i sur.!*® su 2004. godine izvijestili o stereoselektivnoj sintezi 2,3-
disupstituiranih N-tosilaziridina iz N-tosil-imina i kiralne (R,R,R,Ss)-(-)-benzil-sulfonijeve soli
izvedene iz Elielovog oksatiana (Shema 41). Kao baza za generiranje ilida koriStena je
fosfazenska baza EtP». U reakciji nastaju smjese dijastereoizomera cis/trans aziridina iznimno
visoke enantioselektivnosti (98,7-99,9 %). Na temelju dobivenih rezultata zakljucili su da
dijastereoselektivnost ovisi o iminskom supstituentu. U slu¢aju tert-butilnog supstituenta,
postigli su 100 %-tnu cis dijastereoselektivnost.

Nekoliko godina poslije, HamerSak i sur. 2008. godine istrazili su moguénost zamjene
toksi¢ne 1 skupe EtP> baze s NaH u reakcijama aziridinacije N-zasti¢enih imina s kiralnom
(R,R,R,Ss)-(-)-benzil-sulfonijevom soli. Pripravljen je niz razli¢ito supstituiranih aziridina bez
gubitka iskoriStenja, enantioselektivnosti i dijastereoselektivnosti. Na temelju provedenog
istrazivanja, zakljucili su da dijastereoselektivnost reakcije ovisi o iminskom supstituentu i
strukturi sulfida. Usporedivanjem dijastereoselektivnosti, N-zaStitne skupine mogu se poredati
u nizu s opadajucom trans dijastereoselektivnoséu: Boc > SES > Ts > ONs. U reakciji
aziridinacije N-Ts-terc-butil-aldimina i N-SES-terc-butil-aldimina s kiralnom benzil-
sulfonijevom soli dobiveni su kona¢ni produkti sa 100 %-tnom cis dijastereoselektivnoscu.

Mehanisticke studije potvrdile su da rotacija—korak odreduje brzinu i selektivnost reakcije. S
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obzirom da je barijera za rotaciju cisoid—anti betaina u transoid—anti betain previsoka, u reakciji

dominira sin put koji dovodi do visoke cis dijastereoselektivnosti.11%120

anit
o
Emm—
o=

()-"".n + OTf
(RRR)

! B: EtP,, NaH

1
R1 N—R
A

. R = aril, alkil
cis A, ’
Ph R

R' = Ts, SES, ONs, Boc

trans

Shema 41. Stereoselektivna sinteza N-tosil-aziridina iz N-tosil-imina i kiralne benzil-

sulfonijeve soli.

Huang i sur.,*?! izvijestili su o upotrebi kiralnog sulfonijevog ilida generiranog in situ iz Co—
simetri¢nih sulfida i benzil-bromida u prisustvu kalijevog karbonata. U reakciji s opisanim
ilidom sudjeluju aromatski N-tosil-imini, pri ¢emu se reakcija provodi u acetonitrilu uz
upotrebu phase-transfer katalizatora TBAI. Pripravljeni su Zeljeni trans aziridini u dobrom
iskoristenju 1 odlicne enantioselektivnosti.

Connon i sur.'?? objavili su stereoselektivnu sintezu aziridina transferom metilena iz
kiralnog sumporovog ilida (Shema 42). TPS-supstituirani imini, dobiveni iz aromatskih,
alifatskih i a,f-nezasi¢enih aldehida, prevedeni su u odgovaraju¢e aziridine u dobrom
iskoriStenju. Za generiranje kiralnog ilida iz kiralne sulfonijeve soli koriStena je jaka organska
baza. Unato¢ niskoj enantioselektivnosti, razvijena metodologija jedan je od rijetkih primjera

za pripravu kiralnih aziridina.
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Shema 42. Connonova stereoselektivna sinteza aziridina.

Aggarwal i sur.'?® objavili su zanimljiv pristup dijastereoselektivnoj aziridinaciji imina s
nestabiliziraju¢im sumporovim ilidima, te je po prvi puta objavljena studija cis/trans
selektivnosti (shema 43). U reakciji sudjeluju tri komponente: difenilvinilsulfonijev triflat,
nukleofil i imin. Nukleofil reagira sa sulfonijevom soli dajuéi nestabilizirani ilid, koji dalje
reagira s iminima daju¢i aziridine. U gotovo svim sluCajevima postignuta je CiS
dijastereoselektivnost. Preferencija za nastanak trans izomera uocena je u sluc¢aju alkohola kao
nukleofila. Na temelju mehanistickih studija predloZen je model koji objaSnjava da uocena
dijastereoselektivnost ukljucuje sin—transoidno prijelazno stanje koje dovodi do cis aziridina,
favorizirano kod elektron-bogatih imina zbog nastanka m—m interakcija izmedu skupina. U
prisustvu alkohola kao nukleofila, pretpostavlja se da f-alkoksi skupina ilida moze stvoriti
stabiliziraju¢u vodikovu vezu s iminom C—H u anti—cisoidnom prijelaznom stanju, vode¢i do

trans konfiguracije aziridina.
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Shema 43. Aggarwalova dijastercoselektivna aziridinacija imina s nestabiliziraju¢im ilidima.
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2.2. Kinolinoni

2.2.1. Uvod u strukturu i reaktivnost kinolinona

Kinolinoni su heterociklicki spojevi koji se sastoje od dva kondenzirana Sestero¢lana prstena,
od Cega je jedan benzenski, a drugi a- ili y- piridinonski. Piridinoni pripadaju skupini
Sesteroc¢lanih heterociklickih spojeva koji sadrze duSikov atom u prstenu te karbonilnu skupinu,
koja je vezana na prsten u ortho ili para polozaj u odnosu na dusikov atom.

S obzirom na poloZzaj karbonilne skupine, u osnovi se dijele na dva strukturna izomera:
benzo-a-piridinon (kinolin-2(1H)-on) i benzo-y-piridinon (kinolin-4(1H)-on) (Slika 10).1%*

Mogu se izolirati iz prirodnog izvora, sintetizirati, a neki od njih su i komercijalno

dostupni 124,125,126
a) b) o
N 0 N
H H

kinolin-2(1H)-on kinolin-4(1H)-on
Slika 10. Opc¢enita strukturna formula a) kinolin-2(1H)-on, b) kinolin-4(1H)-on.

Benzo-a-piridinoni ili kinolin-2(1H)-oni javljaju se u dva tautomerna oblika XXVI11 i XXVIII
(Shema 44).1?" Keto-enolna tautomerija ukljuéuje intramolekularni transfer protona od
duSikova atoma do karbonilne skupine. Ovakav prijenos protona iznimno je vaZan u
biokemijskim procesima. No, nije uvijek jasno koji ¢e tautomerni oblik biti odgovoran za
biolosku aktivnost nekog spoja, termodinamicki stabilniji ili onaj manje stabilan, koji posjeduje
odredena kiselo-bazna, elektrofilno-nukleofilna ili samo geometrijska svojstva. Provedena
istrazivanja koja se temelje na primjeni kalorimetrijskih metoda u plinovitoj fazi, ukazuju da je
laktim “enol-oblik” XXVII stabilniji od laktama "keto-oblika” XXVIII za 0,3 kcal mol.
Medutim, utvrdeno je da je solvatirani laktam stabiliziran zwitterionskom rezonatnom
strukturom §to doprinosi stabilizaciji i pomice ravnotezu u smjeru keto-oblika. U zwitterionskoj
rezonatnoj strukturi XX1X, dusikov atom nosi pozitivan naboj, a kisikov atom negativan naboj.
Polarna otapala mogu dodatno stabilizirati zwitterionsku rezonatnu strukturu XXIX sto dovodi

do smanjenja energije laktama XXV111 u odnosu na laktim XXV11.1%7:128
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Shema 44. Prikaz tautomernih i rezonatnih struktura kinolin-2(1H)-ona.

Jednostavnim sintetskim modifikacijama uvodenjem supstituenata na razliCite polozaje u
prstenu moguca je priprava velikog broja spojeva koji pokazuju razli¢ita bioloSka svojstva,
poput antimikrobnog, antitumorskog, antioksidativnog, antibakterijskog djelovanja. Opisana
skupina spojeva posjeduje elektrofilna i nukleofilna svojstva. Zbog razli¢ite reaktivnosti
pojedinih polozaja, ovakvi sustavi ulaze u razliCite tipove kemijskih reakcija (Slika 11).
Ugljikov atom u polozaju 3 visoko je aktiviran zbog utjecaja karbonilne skupine, koja ima
svojstva elektron-odvlacece skupine. Takoder, dolazi do konjugacije z-elektrona iz dvostruke
veze i usamljenog para elektrona iz atoma kisika. To dovodi do visoke reaktivnosti prema
razli¢itim elektrofilima, pri ¢emu sudjeluju u reakcijama poput elektrofilne aromatske
supstitucije, aldolne kondezacije (produkti a,5-nezasi¢eni karbonilni spojevi), Mannichove
reakcije (f-aminokarbonilni spojevi) i Michaelove reakcije. Karbonilna skupina podlozna je

nukleofilnom napadu, dok dusikov atom amidne veze sudjeluje kao nukleofil u reakcijama.'?8

Slika 11. Kemijska reaktivnost a) kinolin-2(1H)-ona, b) 4-hidroksi-kinolin-2(1H)-ona.

4-hidroksi-benzo-a-piridinon pokazuje sli¢nu reaktivnost kao i benzo-a-piridinon, no za razliku
od njega sadrzi hidroksilnu skupinu kao dodatni reaktivni centar, ¢ime je otvoren put ka sintezi
mnostva drugih spojeva. Hidroksilna skupina ulazi u reakcije karakteristicne za primarne
alkohole, pri ¢emu hidroksilna skupina moZe stvarati etere 1 estere, a koji produkt ¢e nastati
ovisi o vrsti 1 koli€ini reagensa 1 baze koriStene u reakciji. Lako se transformira u dobre izlazne

skupine koje se mogu lako supstituirati razli¢itim funkcijskim skupinama.t?812°
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2.2.2. Bioloski aktivni prirodni i sintetski kinolinoni

Kinolinoni su strukturne podjedinice bioloski aktivnih prirodnih i sintetskih molekula, te
pokazuju antibakterijsko, antitumorsko i antifungalno djelovanje, zbog Cega se prvenstveno
istiCu kao intermedijeri u sintezi spojeva s benzo-a-piridinonskim i benzo-y-piridinonskim
motivima.®13%131 K Jini¢ka primjena kinolinonskog motiva prvi puta zabiljeZena je 1962. godine
kada je nalidiksi¢na kiselina kao antimikrobni agens dobivena kao meduprodukt u sintezi
antimalarijskog lijeka klorkina (Slika 12). Nalidiksi¢na kiselina prvi je sintetski antibiotik koji
inhibira rast Gram negativnih bakterija, te pokazuje manju uc¢inkovitost prema Gram pozitivnim

bakterijama.t®2

Slika 12. Strukturna formula nalidiksi¢ne kiseline.

Najpoznatiji bioaktivni kinolinoni su fluorkinolinonski antibiotici, koji sadrze atom fluora u
bicikli¢koj strukturi kinolin-4(1H)-ona (Slika 13). Najbolji primjer ove skupine je
ciprofloksacin, jedan od najcesée koriStenih antibiotika u svijetu, koji inhibira rast Gram
negativnih i Gram pozitivnih bakterija. Levofloksacin poznat je kao respiratorni antibiotik, koji
pokazuje ucinkovitost protiv Gram pozitivne bakterije Streptococcus aureus te ima Siroku
primjenu u lijeCenju infekcije respiratornog i mokraénog sustava, tuberkuloze 1 meningitisa.
Trovafloksacin je antibiotik $iroke primjene, koji inhibira rast bakterija blokirajuci aktivnost
DNA-giraze i topoizomeraze IV. lako je pokazao bolju aktivnost prema Gram pozitivnim

bakterijama, povuéen je s trzista zbog rizika o hepatoksié¢nosti.*3

N _NH,
: Ny ~C
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ciprofloksacin levofloksacin trovafloksacin

Slika 13. Strukturne formule 4-fluorkinolinonskih antibiotika.

Andela Buljan Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 45

Bioaktivni kinolin-2(1H)-onski alkaloidi naj¢es¢e pokazuju antibakterijsko i citotoksi¢no
djelovanje (Slika 14). Viridikatin je gljivicni metabolit izoliran iz razli¢itih vrsta Peniciliuma,
koji pokazuje antibakterijsku aktivnost. 1z kore korijena izolirani su zantosimulin i
huajisimulin za koje je utvrdeno da pokazuju citotoksi¢no djelovanje protiv stani¢nih linija
raka. Piranokinolinonski alkaloid flindersin pokazuje citotoksi¢no djelovanje protiv Hela

stani¢nih linija. 134

viridikatin zantosimulin huajiosimulin flindersin
Slika 14. Strukturne formule bioloski aktivnih prirodnih spojeva s kinolin-2(1H)-onskim

motivom.

2.2.3. Sinteza kinolinona

Znacaj kinolinonskog motiva u bioloski aktivnim prirodnim 1 sintetskim spojevima inspirirao
je mnoga istrazivanja koja su se usmjerila na razvoj u¢inkovitih metoda za njegovu pripravu.
Sintetski pristupi ovim spojevima temelje se na reakcijama kondezacije i intramolekulske
ciklizacije, pri ¢emu mogu nastati kinolin-2(1H)-oni (Conrad-Limpach—Knorr sinteza) ili
kinolin-4(1H)-oni (Conrad-Limpach sinteza). Druge klasi¢ne metode vode do nastanka C3—-C4
veze ukljucuju¢i Friedlanderovu sinezu, Campsove modifikacije i Niementowsku
Sintezu.124135'136'137

Prva opisana priprava kinolin-2(1H)-ona i kinolin-4(1H)-ona bila je Knorrova sinteza, koja
je ime dobila po Ludwigu Knorru, koji ju 1886. godine prvi puta proveo. Rije¢ je o dvo-
stupanjskom procesu u kojem iz komercijalno dostupnih kemikalija, odgovarajucih anilina
(meta- ili para-anilina, meta- ili para-nitroanilina ili meta-metoksianilina) i etil-acetoacetata, u
prisustvu kiselog katalizatora (para-toluensulfonske kiseline ili octene kiseline) nastaju S-keto-
anilidi. Regioselektivnost ovog stupnja reakcije ovisi o temperaturi. Kada se reakcija provodi

pri sobnoj temperaturi, tada do nukleofilnog napada dolazi na keto-skupini, $to dovodi do
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nastanka kineti¢ckog produkta (kinolin-4(1H)-ona). Pri vis$im temperaturama (> 140 °C) dolazi
do nukleofilnog napada na estersku skupinu p-keto-estera i nastanka termodinamickog

produkta (kinolin-2(1H)-ona). 1z nastalih regioizomera elektrofilnom aromatskom

supstitucijom uz eliminaciju vode dobivaju se kona¢ni Knorrovi produkti (Shema 45).1%
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Shema 45. Reakcijski mehanizam nastanka a) kineti¢kog produkta, b) termodinamic¢kog

produkta.

Zbog lose konverzije 1 agresivnih reakcijskih uvjeta te kompetitivnih reakcija javila se potreba
za modifikacijom opisane Knorrove sinteze. Osim klasi¢nog pristupa, ¢esto se provodi i
mikrovalno-potpomognuta Knorrova sinteza. U odnosu na konvencionalnu sintezu, mikrovalna
sinteza znacajno skracuje vrijeme trajanja kemijske reakcije (s nekoliko dana na nekoliko sati),
smanjuje broj nusprodukata, pruza bolja iskoristenja te vecu Cisto¢u izoliranih produkata. Do
zagrijavanja reakcijske smjese tijekom mikrovalne sinteze dolazi zbog direktne interakcije
molekula otapala, reagensa ili katalizatora, koji su prisutni u reakcijskom mediju, s MW
zraenjem. Ostale razvijene strategije ukljucuju bazno-kataliziranu Friedlanderovu
kondezaciju, Baylis-Hillmanovu reakciju,'®® metalno-katalizirane karbonilacije internih
alkina,'*° paladij kataliziranu tandemnu ciklizaciju 2-bromcinamida i aril-jodida i mnoge

druge.}#
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1978. Heck i sur.2 razvili su protokol, koji se temelji na reakciji izmedu 1,2-disupstituiranih
olefina s 2-iodanilinom u prisustvu Pd(OAC). kao katalizatora i EtsN kao baze, pri ¢emu in situ

nastaje Z-izomer koji ciklizira u konacan produkt u iskoristenju od 30-72 % (Shema 46).

COZMe COzMe
R
CO?Me PA(OAC), EtN R N N
—_—
T100°C, 2450 Co,Me
CO,Me NH, N o
R = H, Br, OH 20.72%

Shema 46. Heckova sinteza kinolin-2(1H)-ona iz 1,2 disupstituiranih olefina i 2-iodanilina.

Pace i sur.}* izvijestili su o sintezi 3,4-disupstituiranih kinolin-2(1H)-ona, koja se temelji na
Pd-kataliziranom povezivanju etil N-(2-etinil)malonanilidu s arilom, heteroarilom, vinil-
triflatom, vinil-halidom. U reakciji nastaju meduprodukti XXX, koji intramolekulskom
ciklizacijom u baznim uvjetima, daju konac¢ne produkte. Mehanizam reakcije temelji se na
karbociklizaciji, koja ukljuéuje intramolekulski nukleofilni napad karbaniona, generiranog iz
R, na C=C vezu, nakon ¢ega slijedi protoniranje te potom izomerizacija, koja dovodi do
nastanka produkata u rasponu iskoristenja 30—75 % (Shema 47). Dokazano je da supstituenti

koji sadrze elektron-odvlacece skupine na aromatskom sustavu doprinose vi§im prinosima.

R R
4 4 CO,Et
o) 9] i) 0] o ii) X 2
M - R )J\/U\ T
N OEt N OEt
H H ” 0
30-75 %

=1, Br, OTf
R = Ph, 4-COMePh, 4-FPh, 3-NO,Ph, 3-CF3Ph, 3-CO,EtPh, 2-CO,MePh

i) Pd(OAC)o(PPhs), (4 mol %), Cul (1 mol %), Et,NH ili i-Pr,NH, DMF, st ili 60 °C, 0,25-3h
ii) NaH ili KOt-Bu, DMSO, 110 °C, 0,25-7h.

Shema 47. Sonogashira sinteza 3,4-disupstituiranih kinolin-2(1H)-ona uz Pd kao katalizator.

Larock, Jia i sur.!* razvili su sintetski protokol za ucinkovitu sintezu 4,5-fuzioniranih
triciklickih kinolin-2(1H)-ona koji se temelji na intramolekulskoj karbonilativnoj anulaciji
alkina supstituiranog o0-jodanilinom. Uoc¢eno je da koriStenje trifenilfosfina doprinosi

pozitivnom ishodu reakcije, ali nije utvrdeno koju ulogu ima u reakciji.
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1979. Ban i sur.,'*® opisali su Pd-kataliziranu karbonilaciju vinil-bromida koji sadrze internu
amidnu skupinu. U prisustvu katalitickog sustava Pd(OAc): i trifenilfosfina, nastaje Z-izomer
vinil-bromid iz kojeg nastaje kinolin-2(1H)-on (Shema 48). Pri istim reakcijskim uvjetima

zabiljezen je nastanak i E-izomera iz kojeg nastaje isti produkt u iskoriStenju od 7,7 %.

X Br
—
H
58 %

i) Pd(OAc);, (2 mol%), PPh3 (10 mol%), CO (1 atm),Bu3N (1,2 ekv.),
HMPA (0,7 5 ekv.), 70 °C, 24h

Shema 48. Sinteza kinolin-2(1H)-ona Pd-kataliziranoj karbonilacijom vinil bromide.

Alper i sur®® jzvijestili su o Pd-kataliziranoj stereoselektivnoj ciklokarbonilaciji 2-(1-
metilvinil)anilina, pri ¢emu nastaju derivati kinolin-2(1H)-ona u iskoristenju od 48-99 % lose

enantiomerne Cistoce (0-54 % ee) (Shema 49).

R1
R? §
i)
e
R® NH, N 0
H
R4
48-99 %
R'=H, OMe 0-54 % ee
R2 = H, OMe, Br
R3 = H, OMe,

R%=H, OMe, Me, Br, i-Pr
i) Pd(OAC),-2-(-)-DIOP, CO (500 psi), Hz (100 psi), CH,Cly, 100 °C, 48 h
Shema 49. Stereoselektivna ciklokarbonilacija 2-(1-metilvinil)-anilina.

Jedan od primjera Ullmanove reakcije opisuje cross-coupling reakciju p-bromestera 1-brom-2-
nitrobenzena, pri ¢emu nastaje nitro-ester XXXI, koji je podvrgnut hidrogeniranju uz Ho/Pd-

kataliti¢ki sustav, pri éemu nastaje Kinolin-2(1H)-on (Shema 50).14
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Br COo,Me Q
SO L
+ — —_—
Br
NO, ‘ N O

CO,Me

XXXI 78 %
39 %

i) Cu (5 ekv.), Pd (0) (3 mol %), DMSO, 80 °C, 2 h

i) Hy (1 atm), MeOH, 10 % Pd/C, 18 °C, 1 h

Shema 50. Sinteza kinolin-2(1H)-ona Pd-posredovanom Ullmanovom reakcijom.

Buchwald-Hartwigova reakcija opisuje povezivanje =zaSticenih N-hidroksiamida s
benzaldehidima ili benzoatima u prisustvu Pd-katalizatora Buchwaldovog tipa, pri ¢emu nastaje

C—N veza nakon Cega slijedi proces ciklodehidratacije, koji dovodi do nastanka kinolin-2(1H)-

ona (Shema 51).148

RHN g NHR

",

Br

54-99% R'=R?=PPh,
67:33 - 88:12 er R'= PPh,, R2= OMe

R = Me, Bu, i-Pr, Bn, 4-OMeBn, Ph, 2,6-Me,Ph, 1-naftil
i) Pd(OAC)2 (3,3 mol%), B (1,4 ekv.), THF, 65°C, 24h

Shema 51. Sinteza enentiomernodistih 3,4-dihidrokinolin-2(1H)-ona primjenom
enantioselektivne Buchwald-Hartwigove reakcije.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode
3.1.1. Molekulsko modeliranje

3.1.1.1 Metode i parametri kvantno-kemijskih izracuna

Svi racuni provedeni su upotrebom programskog paketa Gaussian 16 C.01. [Frisch, M.J,;
Trucks, G.W.; Schlegel, H.B.; Scuseria, G.E.; Robb, M.A.; Cheeseman, J.R.; Scalmani, G.;
Barone, V.; Petersson, G.A.; Nakatsuji, H.; et al. Gaussian 16, Revision C.01; Gaussian, Inc.:
Wallingford, CT, USA, 2016] na klasteru Isabella Sveuc¢ilisnog racunalnog centra (SRCE) u
Zagrebu (www.srce.hr). U svrhu vizualizacije dobivenih rezultata, koriSten je program
GaussView (Gaussian, Inc., Carnegie Office Park, Pittsburgh, PA). Ravnotezne strukture keto-
i enol-tautomernih oblika marinoaziridina A i B u kloroformu odredene su koristenjem DFT
hibridnog funkcionala B3LYP u kombinaciji s baznim skupom 6-311++G(d,p). Zbog
konformacijske slobode aziridinskog supstituenta, izraunati su i pripadni energijski profili.
Utjecaj otapala opisan je implicitno koristenjem SCRF (engl. Self-Consistent Reaction Field)
modela SMD. U tom modelu otapalo je opisano kao polarizabilni kontinuum pri ¢emu se
otopljena tvar smjesta u stvorenu Supljinu u modeliranom tzv. reakcijskom polju otapala.

NMR spektri predvideni su za po dvije moguce ravnotezne konformacije marinoaziridina
A i B te njihova dva moguca tautomerna stanja. NMR spektri predvideni su s istim DFT
pristupom (SMD)/B3LYP/6-311++G(d,p) uz upotrebu metode GIAO (engl. Gauge-
Independent Atomic Orbital ) za izra¢un NMR tenzora zasjenjenja (engl. shielding tensors).14°
Referenti spoj TMS je izracunat na isti nacin.

Ravnotezne konformacije reaktanata, betainskih meduprodukata, prijelaznih stanja i
produkata aziridina u acetonitrilu (ACN) optimizirane su koristenjem DFT pristupa temeljenog

na hibridnom funkcionalu M062X u kombinaciji s osnovnim skupom 6-31+G(d,p).

3112 In silico karakterizacija marinoepoksida, marinoaziridina A i B te derivata

In silico karakterizacija marinoepoksida rac-11-13, rac-14-16, marinoaziridina A, B, njihovih
derivata (rac-44-63) te kinolin-2(1H)-onskih derivata (rac-76,77) provedena je primjenom
internetskih  posluzitelja ~ SwissADME-a  (http://www.swissadme.ch.), admetSAR-a
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(http://Immd.ecust.edu.cn/admetSAR2), pkCSM
(https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/prediction_single/absorption_1667239457.82) ili
racunalnog programa admetPredictor TM 9.5. Primjenom internetskog posluzitelja
SwissTargetPrediction-a (http://www.swisstargetprediction.ch) predvidene su bioloske mete za
marinoaziridin A i B. Primjenjeni posluzitelji zasnivaju se na ucrtavanju strukture kemijskog
spoja ili unoSenju njegove SMILES oznake. SMILES (engl. simplified molecular-input line-
entry system) je jednodimenzioanalni kodirani ASCII zapis koji sadrzi podatke o strukturi
kemijske molekule te kao takav unosi se u radunalne programe ili posluzitelje.* Strukture svih
spojeva nacrtane su u racunalnom programu ChemDraw Professional 16.0 i sacuvane su u
SMILES formatu. Primjer SMILES =zapisa za molekulu marinoaziridina A je
O=C1NC2=CC=CC=C2C(C3C(C)(C)N3C)=C1.

3.1.1.2.1. Primjena posluzitelja SwissADME-a

Internetski posluzitelj swissADME koristen je za predvidanje fizikalno-kemijskih svojstava kao
Sto su broj rotirajucih veza, broj vodikovih akceptora (HBD) 1 donora (HBD), topoloSka ukupna
polarna povrsina (TPSA); lipofilnost (log Pow); topljivost u vodi (log S); farmakokinetike
ukljucujuéi parametre koji opisuju vjerojatnost prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru (BBB),
jesu li spojevi supstrati ili inhibitori CYP izoenzima (citokrom P450), permeabilnost koze (log

Kp) i "drug-likeness™ koji se temelji na 5 pravila (Lipinski, Ghose, Veber, Egan i Muegge).

3.1.1.2.2. Primjena posluZitelja admetSAR-a

Internetski posluzitelj admetSAR (http://Immd.ecust.edu.cn/admetSAR2) koristen je za

predvidanje parametara koji opisuju toksic¢nost organa, genomsku toksi¢nost i eko-toksi¢nost.
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3.1.1.2.3. Primjena posluzitelja pkCSM-a

Internetski posluzitelj pkCSM
(https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/prediction_single/absorption_1667239457.82) koristen je

za predvidanje parametara koji opisuju eliminaciju lijeka iz organizma.

3.1.1.2.4. Primjena racunalnog programa admetPredictor-a TM 9.5.

Racunalni program admetPredictor TM 9.5. (Simulations Plus Inc.) koristen je za predvidanje
parametara kao $to su molekulski deskriptori: broj donora vodikovih vaza (engl. Hydrogen
Bond Donor, HBD), broj akceptora vodikovih veza (engl. Hydrogen Bond Acceptor, HBA),
topoloska ukupna polarna povrsina (engl. Topological PolarSurface Area, TPSA), topljivost u
vodi (S+Sw), lipofilnost (S+logP), permeabilnost (S+Peff), vjerojatnost prolaska kroz krvno-
mozdanu barijeru (BBB), udio spoja vezanog za protein plazme i slobodnog u plazmi
(hum_fup), omjer koncentracije lijeka u krvi i plazmi (RBP), vjerojatnost inhibicije P-
glikoproteina (P-gp), akutna toksi¢nost (Rat_Acute), kroni¢na toksi¢nost (Rat_TD50),
parametri hepatotoksi¢nosti (Ser_AlkPhos, Ser ALT, Ser AST, Ser_ GGT i Ser_LDH).
Primjenom ovog programa procijenjeni su rizici prolaska kroz stijenku crijeva i ulaska u krv
(Absn_Risk) te broj potencijalnih problema koje sa toksi¢no$¢u moze imati ispitivani spoj
(Tox_Risk).1°t

3.1.1.25. Primjena posluzitelja SwissTargetPrediction-a

Internetski posluzitelj SwissTargetPrediction (http://www.swisstargetprediction.ch) koristen je

za predvidanje bioloskih meta marinoaziridina A i B.
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3.1.2. Totalna sinteza

3.1.2.1. Kemikalije, reagensi i otapala koristena u sintezama

U sintezama su koristeni komercijalno dostupni polazni spojevi, reagensi i otapala (analiticke i
HPLC Cdistoce). Otapala potrebna za provodenje reakcija te obradom istih, koriStena su uz
prethodnu destilaciju. Bezvodna otapala suSena su na molekulskim sitima 4 A, a odredene
reakcije provedene su u inertnim uvjetima, u atmosferi argona. Reagensi 1 otapala koriSteni u
sintezama bili su sljede¢i: Amberlyst® 15 (CisH1803S, Sigma Aldrich), anhidrid
trifluormetansulfonske kiseline (Tf20, Sigma Aldrich), amonijak (NH3, Kemika), anilin (Sigma
Aldrich), argon (Ar, Messer), amonijev klorid (NH4Cl, Kemika), benzil-bromid (CsHsCH2Br,
Sigma Aldrich), benzil-klorid (CeHsCH.CI, Sigma Aldrich), 4-brommetil-kinolin-2(1H)-on
(Alfa Aesar), dietilaluminijev Kklorid (Et2AICI, Sigma Aldrich), dimetil-sulfid ((CHs)2S, Sigma
Aldrich), etil-acetoacetat (Sigma Aldrich), fosfazenska baza (EtP,, Sigma Aldrich),
hidroksilamin hidroklorid (Sigma Aldrich), kalijev karbonat (K.COs, Kemika), klorovodi¢na
kiselina (HCI, 36,5 %, Kemika), 18-kruna-6-eter (C12H240s, Sigma Aldrich), magnezij (Mg,
Sigma Aldrich), natrijev azid (NaNs, Sigma Aldrich), natrijev borhidrid (NaBH4, Sigma
Aldrich), natrijev hidroksid (NaOH, Merck), natrijev hidrogenkarbonat (NaHCOs, Merck),
natrijev klorid (NaCl), natrijev sulfat (Na.SO4, Gram Mol), selenov dioksid (SeO., Sigma
Aldrich), srebrov perklorat (AgClOa4, Sigma Aldrich), trifluorometansulfonat (AgOTf, Sigma
Aldrich), sumporna kiselina (H2SO4, Sigma Aldrich), tert-butil-litij (tBuLi, Sigma Aldrich),
trietilamin (EtsN, Fluka), trifenilfosfin (PPhs, Sigma Aldrich), ugljikov tetrabromid (CBrys,
Sigma Aldrich), aceton, acetonitril (CH3CN), benzen, dietil-eter (Et.O), diklormetan (CH2Cly),
dimetilformamid (DMF), dimetil-sulfoksid (DMSO), etanol (EtOH), etil-acetat (EtOAcC),
metanol (CH3OH), nitrometan, n-heksan, pentan, petrol-eter, tetrahidrofuran (THF), toluen,
ugljikov tetraklorid (CCly).

3.1.2.2. Koristene metode za pracenje tijeka reakcije i procis¢avanje pripravljenih

spojeva

Za pracenje tijeka reakcije, kontrolu Cistoce spojeva i preliminarnu identifikaciju produkata
koristena je tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti i tankoslojna kromatografija na

aluminijskim plo¢icama presvucenim tankim slojem silikagela (Kieselgel 60 F254 0,25 mm,
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Merck). Analize tekué¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti provedene su tehnikom
obrnutih faza instrumentom Shimadzu 10A VP HPLC-DAD sustavu, na HPLC kolonama
Nucleosil 100-5-C18 (250 x 4,6 mm) uz gradijentno eluiranje 50-100 %. Mijerenja su
provedena pri 35 °C uz protok 1 mL min™, a sastav otapala pokretnih faza bio je za fazu A: 10
% metanol; 90 % voda (0,5 % fosforna kiselina), fazu B: 100 % metanol. Tijekom provodenja
TLC-analize, spojevi su detektirani UV svjetlom (4 = 254 nm) te otopinama cerijevog
amonijevog molibdata, para-anisaldehida ili ninhidrina uz zagrijavanje. Otopina cerijevog
amonijevog molibdata pripravljena je otapanjem amonijevog molibdata (5 g) i cerijevog sulfata
(200 mg) u 5 %-tnoj sumpornoj kiselini (100 mL). Otopina p-anisaldehida pripravljena je
dodatkom koncentrirane sumporne kiseline (5 mL), ledene octene kiseline (1,5 mL) i para-
anisaldehida (3,7 mL) apsolutnom etanolu (135 mL). Otopina ninhidrina pripravljena je
otapanjem ninhidrina (862 mg) u etanolu (100 mL).

Pripravljeni spojevi procis¢eni su postupcima kolonske kromatografije s obi¢nim
silikagelom (Kieselgel 60 F2s4 0,063-0,200 mm, Merck) ili flash silikagelom (Kieselgel 60 Fs4
0,040-0,063 mm, Merck) kao stacionarnoj fazi uz odgovarajuce sustave otapala kao eluens, te

su, po potrebi, dodatno prociséeni postupcima prekristalizacije ili trituriranja.

3.1.2.3. Strukturna karakterizacija pripravljenih spojeva

Strukturna karakterizacija sintetiziranih spojeva provedena je pomocu spektroskopije nuklearne
magnetske rezonancije (NMR), infracrvene spektroskopije (IR) i spektrometrije masa (MS),
odnosno spektrometrije masa visoke rezolucije (HR-MS). Pripravljenim spojevima odredena je
temperatura taljenja.

NMR spektri snimljeni su u odgovaraju¢im deuteriranim otapalima (DMSO-ds, (CD3)2CO,
CDCl3, CD3CN) pri temperaturi od 298 K uz tetrametilsilan ((CH3)4Si) kao unutarnji standard
instrumentom Bruker Avance 300 (300,13 MHz (*H) i 75,47 MHz (*3C)), te Bruker Avance
600 (600,13 MHz (*H) i 150,92 MHz (*3C)). Snimljeni NMR spektri obradeni su u program
MestReNova (verzija 6,0,2-5475, Mestrelab Research S,L; 2009.). Uz jednodimenzionalne *H
i C NMR tehnike, za asignaciju signala koristene su i dvodimenzionalne NMR tehnike: COSY
(engl.  Correlation  Spectroscopy), HMQC  (engl.  Heteronuclear  Multiple-
QuantumCorrelation), HSQC (engl. Heteronuclear Single Quantum Coherence) i NOESY
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(engl. Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy). Kemijski pomaci (6) izrazeni su u ppm
vrijednostima, relativno u odnosu na rezidualne pikove deuteriranih otapala (DMSO-ds: 'H
NMR ¢ = 2,50 ppm, 3C NMR 6 = 39,52 + 0,06 ppm, (CD3)2.CO: *H NMR 6 =2,05 ppm, 2C
NMR 6 =29,84 + 0,01 ppm, 206,26 + 0,13 ppm, CDCls: *H NMR ¢ = 7,26 ppm, *C NMR ¢ =
77,16 + 0,06 ppm, 206,26 + 0,13 ppm, CD3sCN: *H NMR 6 = 1,94 ppm, *C NMR 6 = 1,32 +
0,02 ppm, 118,26 + 0,02 ppm). *H spektri prikazani su kako slijedi: *H NMR (otapalo,
frekvencija spektrometra): & kemijski pomak (multiplicitet, konstante sprege, broj protona). *3C
spektri prikazani su kako slijedi: 3C NMR (otapalo, frekvencija spektrometra): & kemijski
pomak (konstante sprege, broj ugljikovih atoma (gdje je primjenjivo)). Multipliciteti signala
izrazeni su kao: s (singlet), d (dublet), br s (broad singleta), br d (broad dubleta), dd (dublet
dubleta), td (triplet dubleta), t (triplet), dt (dublet tripleta), q (kvartet), dg (dublet kvarteta), m
(multiplet) i p (pentet). Konstante sprega (J) izrazene su u Hz.

IR spektri snimljeni su instrumentom PerkinElmer UATR Two. Snimano je u ATR modu u
rasponu 4504000 cmL, uz razluc¢ivanje od 4 cm™ i osam snimaka po spektru.

Spektri mase (MS) snimljeni su uredajem Agilent 6420 Triple Quad tvrtke Agilent
Technologies (vezani sustav tekucinska kromatografija-spektrometrija masa (LC-MS)) uz
ionizaciju elektrorasprSenjem (ESI, engl. Electron Spray lonisation). Spektri su snimani u
pozitivnom (ESI+) i negativnom (ESI-) nadinu rada. Spektrometrija masa visoke rezolucije
provedena je instrumentom Agilent 6545 LC/Q-TOF MS uz pozitivhu ionizaciju
elektrorasprSenjem. Uzorci su otopljeni u smjesi metanol/acetonitril (9/1) i injektirani su
direktno u MS detektor uz sastav mobilne faze: 70 % acetonitrila (0,1 % mravlje kiseline),
odnosno 30 % vode (0,1 % mravlje kiseline), protoka 0,2 ml min~t. Snimanje i obrada podataka
provedeni su u Agilent MassHunter software.

Rendgenska strukturna analiza provedena je rendgenskim difraktometrom Xcalibur Nova R
(Oxzad Diffraction) uz snagu X-zraka oko 50 W.

Temperatura taljenja pripravljenih spojeva odredena je pomocu Electrothermal 9100
instrumenta u otvorenim kapilarama.

Opticko skretanje enantiomerno obogacenih produkata mjereno je instrumentom Autopol
IV (Rudolf Research Analytical, Flanders, USA).

Sustavni nazivi spojeva dobiveni su iz programa ChemDraw Ultra (verzija 16.0) i ne slijede

nuzno IUPAC-ovu konvenciju.
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3.1.2.4. Totalna sinteza marinoaziridina A i B te njihovih derivata

3.1.2.4.1. Priprava N-benzilanilina (1c)

(s

O
Reakcijska smjesa sastavljena od anilina (12,00 mL, 129,0 mmol), natrijevog
hidrogenkarbonata (3,42 g, 40,0 mmol) i vode (3,60 mL) mije$ana je tijekom 5 min pri
temperaturi od 95 °C. U nastalu suspenziju dodan je benzil-klorid (3,90 mL, 33,3 mmol) te se
reakcijska smjesa nastavila mijesati na navedenoj temperaturi tijekom 4 h dok se tankoslojnom
kromatografijom (petrol-eter/etil-acetat = 30/1) nije utvrdio zavrSetak reakcije. Reakcija je
zaustavljena dodatkom vode (40 mL) te potom ekstrahirana diklormetanom (3 x 20 mL).
Spojeni organski slojevi isprani su zasicenom vodenom otopinom natrijevog klorida (2 x 15
mL). Organski ekstrakt osusen je nad bezvodnim natrijevim sulfatom, filtriran i uparen pod
vakuumom. Sirovi produkt procis¢en je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz
koristenje pokretne faze petrol-eter/etil-acetat = 30/1 (Rf = 0,31). Dobiven je spoj 1c (5,19 g,

86 %) u obliku zutog ulja koje kristalizira snizenjem temperature.

t.t. = 37,9-39,0 °C

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 4,01 (1H, s); 4,32 (s, 2H); 6,63 (dd, J1=1,1 Hz, J> = 8,6
Hz, 2H); 6,71 (tt, J1= 1,0 Hz, J.=7,3 Hz, 1H); 7,17 (ddd, J1 = 2,1 Hz, J>= 4,1 Hz, J3= 10,6 Hz,
2H); 7,23-7,38 (m, 5H).

13C (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 48,4; 112,9 (2C); 117,6; 127,3 (2C); 127,5 (2C); 128,7; 129,3
(2C); 139,5; 148,2.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za Ci3H13N, izracunato 184,11262, eksperimentalno odredeno
184,11299.
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3.1.24.2. Priprava Knorrovih produkata

Opceniti postupak 1:
Reakcijska smjesa sastavljena od spoja la,c (1ekv.) i etil-acetoacetata (2 ekv.) podvrgnuta je

mikrovalnom zracenju u reaktoru pri zadanim reakcijskim uvjetima (150 °C, 22-30 W, 1 h).
Reakcija je pracena HPLC — metodom (tr2a = 6,5 min, trop = 8,77 min). Po zavrsetku reakcije,
visak etil-acetoacetata je uparen pod visokim vakuumom (45 °C, 0,008 mmHg), a dobiveni
sirovi produkt 2a,c (1 ekv.) podvrgnut je sljede¢em sintetskom koraku, intramolekulskoj
ciklizaciji u prisustvu sumporne kiseline (23 mL, 70 %). Reakcija je mijeSana tijekom 1,5 h pri
temperaturi od 95 °C dok se tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (trz = 9 min,
trs = 12 min) nije utvrdio zavrSetak reakcije. Po zavrSetku reakcije, u nastalu suspenziju
dokapavana je otopina natrijevog hidroksida (c = 6 mol L™, 40 mL) dok se nije postigla pH
vrijednost 9. Vodena otopina ekstrahirana je etil-acetatom (3 x 30 mL). Organski slojevi spojeni
su, osuseni nad natrijevim sulfatom, filtrirani i upareni pod vakuumom. Sirova reakcijska
smjesa pro¢is¢ena je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz pokretnu fazu
diklormetan/metanol = 25/1 ili uz kloroform/etil-acetat = 30/1. Strukturna analiza dobivenih

produkata provedena je primjenom spektroskopskih tehnika.

3.1.2.4.2.1. Priprava 4-metil-kinolin-2(1H)-ona (3)

S
N O
H

3
Spoj 3 pripravljen je iz anilina 1a (1,00 g, 10,7 mmol) i etil-acetoacetata (2,80 g, 20,1 mmol)

prema opc¢enitom postupku 1 opisanom u poglavlju 3.1.2.4.2. Sirovi produkt proc¢iscen je flash
kromatografijom na stupcu silikagela uz koriStenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1

f=U, . bobiven je spo , , o) U obliku zute tine.
(R = 0,22). Dobiven je spoj 3 (0,66 g, 40 %) u obliku Zute kruti

t.t. =217,1-218,9 °C
'H (DMSO-ds, 600 MHz) d/ppm: 2,40 (d, J1 = 1,2 Hz, 3H); 6,38 (q, J. = 1,4 Hz, 1H);
7,17 (ddd, J1 = 1,2 Hz, J>= 7,3 Hz, J3= 8,3 Hz, 1H); 7,30 (dd, J: = 1,2 Hz, J>= 8,2 Hz,
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1H); 7,48 (ddd, J1 = 1,5 Hz, J,= 7,3 Hz, Js = 8,5 Hz, 1H); 7,68 (dd, J1 = 1,3 Hz, J;= 8,2
Hz, 1H): 11,57 (s, 1H).
13C (CDCls, 151 MHz) o/ppm: 18,89; 115,87; 120,05; 121,30; 122,09; 125,15; 130,71;
139,11; 148,36; 162,09.

3.1.2.4.2.2.  Priprava 1,4-dimetil-kinolin-2(1H)-ona (4)

Okrugla tikvica, opremljena s povratnim hladilom i magneticem za mijesanje, u kojoj su N-
metil-anilin 1b (6,00 mL, 55,4 mmol) i etil-acetoacetat (14,01 mL, 110,8 mmol), ispunjena je
argonom, te je dodana octena kiselina (30,0 mL). Reakcijska smjesa mijeSana je tijekom 48 h
pri temperaturi od 145 °C. Nastaje smeda otopina. Reakcija je prac¢ena tankoslojnom
kromatografijom u sustavu otapala diklormetan/metanol = 25/1. Po zavrSetku reakcije, visak
etil-acetoacetata je uparen pod visokim vakuumom (45 °C, 0,008 mmHg), a dobiveni produkt
2b podvrgnut je ciklizaciji u prisustvu sumporne kiseline (24 mL, 96 %) pri temperaturi od 100
°C. Reakcija je pracena tankoslojnom kromatografijom u sustavu otapala diklormetan/metanol
= 25/1 te teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti. Dobivena reakcijska smjesa
ohladena je i neutralizirana natrijevim hidroksidom (¢ = 6 mol L™1). Vodeni sloj ekstrahiran je
etil-acetatom (3 x 20 mL). Organski slojevi spojeni su, osuseni nad bezvodnim natrijevim
sulfatom i upareni pod vakuumom. Sirovi produkt procis¢en je flash kromatrografijom na
stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1 (R¢ = 0,60). Dobiven
je spoj 4 (2,54 g, 27 %) u obliku bijele krutine.

t.t. = 131,8-133,1 °C

IH NMR (CDCls, 300 MHz) o/ppm: 2,47 (s, 3H); 3,71 (s, 3H); 6,61 (s, 1H); 7,26 (d, J = 15,0
Hz, 1H); 7,38 (d, J1 = 8,4 Hz, 1H); 7,57 (t, J1 = 7,7 Hz, 1H); 7,71 (d, J. = 8,0 Hz, 1H).

13C (CDCls, 75 MHz) d/ppm: 18,96; 29,23; 114,41; 121,17; 121,47; 121,90; 125,22; 130,45;
139,86; 146,37, 162,14.
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IR #/cm-1= 2919, 2886, 2850, 1652, 1615, 1592, 1562, 1503, 1455, 1409, 1387, 1.371, 1322,
1268, 1162, 1139, 1113, 1066, 1041, 924, 874, 863, 843, 769, 753.

HRMS (ESI): m/z [M+H]* za C11H11NO, izrac¢unato 174,09189, eksperimentalno odredeno
174,09181.

3.1.2.4.2.3. Priprava 1-benzil-4-metil-kinolin-2(1H)-ona (5)

0

Spoj 5 pripravljen je iz N-benzil-anilina 1c (4,7 g, 26 mmol) i etil-acetoacetata (6,5 mL, 52
mmol) prema opcenitom postupku 1 opisanom u poglavlju 3.1.2.4.2. Sirovi produkt proc¢iséen
je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze kloroform/etil-acetat
= 30/1 (Rf=0,22). Dobiven je spoj 5 (3,15 g, 49 %) u obliku Zute krutine.

tt. =114,1-115,5 °C

!H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 2,51 (d, J1 = 1,0 Hz, 3H); 5,56 (s, 2H); 6,70 (d, J1 = 0,8
Hz, 1H); 7,17-7,32 (m, 7H); 7,42 (ddd, J1. = 1,5 Hz, J, = 7,1 Hz, J3= 8,6 Hz, 1H); 7,71 (dd, J1
=1,3,J2=8,0 Hz, 1H).

13C (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 18,66; 45,18; 114,85; 120,51; 121,19; 121,52; 124,78; 126,03
(2C); 126.69; 128,28 (2C); 129,96; 136,05; 138,67; 146,57; 161,77.

IR #/cmt: 3316, 3141, 3098, 3017, 2968, 2891, 2856, 2741, 1669,1651, 1594, 1511, 1473,
1435, 1403, 1267, 1206, 1145, 1130, 982.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C17H1sNO, izrac¢unato 250,12319, eksperimentalno odredeno
250,12365.
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3.1.2.4.3. Priprava 2-okso-1,2-dihidrokinolin-2(1H)-on-4-karbaldehida (6)

Okrugla tikvica, opremljena s povratnim hladilom i magneticem za mijeSanje, u kojoj je Spoj 3
(2,00 g, 12,6 mmol), selenijev dioksid (9,76 g, 88,1 mmol) i aktivirana molekulska sita (5 A,
3,80 0), ispunjena je argonom te je dodan ksilen (50 mL). Reakcijska smjesa mijeSana je tijekom
24 h pri temperaturi od 150 °C dok se tankoslojnom kromatografijom nije utvrdio zavrSetak
reakcije (kloroform/metanol = 5/1). U nastalu reakcijsku suspenziju dodan je diklormetan.
Nastali crni talog selenija odfiltriran je preko celita i ispran diklormetanom. Filtrat je uparen
pod vakuumom, a sirovi produkt reakcije proc¢iséen je flash kromatografijom na stupcu
silikagela uz koristenje pokretne faze kloroform/metanol = 5/1 (Rf = 0,54). Prekristalizacijom

iz metanola, dobiven je spoj 6 (1,20 g, 55 %) u obliku zute krutine.

t.t. =214,2-216,4 °C

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 7,16 (s, 1H); 7,35 (d, J1 = 8,0 Hz, 1H); 7,60 (m, 1H);
8,76 (d, J1 = 7,7 Hz, 1H); 10,21 (s, 1H); 10,88 (s, 1H).

13C (DMSO-ds, 75 MHz) o/ppm: 114,93; 115,67; 122,66; 125,17, 131,02, 131,61; 139,61;
141,18; 161,37; 194,74,

HRMS (ESI): m/z [M+H]* za C10H7NO,, izracunato 174,05550, eksperimentalno odredeno
174,05535.

3.1.24.4. Priprava kinolin-2(1H)-on-4-karbaldehida (7,8)

Op¢eniti postupak 2:
Zatvorena ampula, opremljena magneticem za mijesanje, u kojoj su polazni spojevi 4,5 (1 ekv.),

zagrijana je do 150 °C. U nastalu reakcijsku talinu dodan je selenijev dioksid (1,5 ekv.) te se
reakcija nastavila mijesati tijekom 3 sata pri temperaturi od 175 °C dok se tankoslojnom

kromatografijom (diklormetan/metanol = 25/1) nije utvrdio zavrSetak reakcije. U nastalu krutu
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masu dodan je diklormetan, a nastali crni talog selenija odfiltriran je preko celita i dodatno
ispran diklormetanom. Filtrat je uparen pod vakuumom, a sirovi produkt reakcije prociscen je
flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koriStenje pokretne faze diklormetan/metanol =
25/1.

3.1.2.4.4.1. Priprava 1-benzil-4-metil-kinolin-2(1H)-ona (7)

Spoj 7 pripravljen je iz spoja 4 (1,92 g, 11,1 mmol) i selenijevog dioksida (1,85 g, 16,6 mmol)
u zatvorenoj ampuli prema opéenitom postupku 2 opisanom u poglavlju 3.1.2.4.4.. Sirovi
produkt procisc¢en je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze
diklormetan/metanol = 25/1 (R¢ = 0,22). Dobiven je spoj 7 (1,30 g, 63 %) u obliku zute krutine.

t.t. = 187,1-189,2 °C

'H NMR (DMSO-dg, 300 MHZz) é/ppm: 3,67 (s, 3H); 7,28 (s, 1H); 7,36 (ddd, J1 = 1,2 Hz, J,
=7,1Hz, J3 =8,2 Hz, 1H); 7,62 (dd, J1 = 0,7 Hz, J> = 8,4 Hz, 1H); 7,71 (ddd, J1 = 1,5 Hz, J> =
7,1 Hz, J3 = 8,6 Hz, 1H); 8,67 (dd, J1 = 1,4 Hz, J> = 8,5 Hz, 1H); 10,19 (s, 1H).

13C (DMSO-ds, 151 MHz) é/ppm: 30,04; 115,74; 116,39; 123,29; 126,09; 130,93; 131,92;
140,18; 140,70; 161,15; 195,05.

IR #/cm™: 3024, 2882, 2772, 1698, 1659, 1587, 1453, 1412, 1392, 1326, 1053, 937, 898, 750,
656, 518, 468.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C11H9NO>, izra¢unato 188,07115, eksperimentalno odredeno
188,07098.
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3.1.2.4.4.2. Priprava 1-benzil-4-metil-kinolin-2(1H)-ona (8)

Spoj 8 pripravljen je iz spoja 5 (1,33 g; 5,34 mmol) i selenijevog dioksida (0,89 g; 8,0 mmol) u
zatvorenoj ampuli prema op¢enitom postupku 2 opisanom u poglavlju 3.1.2.4.4.. Sirovi produkt
pro¢is¢en je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koriStenje pokretne faze
diklormetan/metanol = 25/1 (R¢ = 0,18). Dobiven je spoj 8 (1,35 g, 96 %) u obliku naranéaste

krutine.

t.t. = 84,7-86,1 °C

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 5,60 (s, 2H); 7,19-7,37 (m, 8H); 7,50 (ddd, J1 = 1,6 Hz,
J2 =7,1Hz, J3 = 8,7 Hz, 1H); 8,84 (dd, J1 = 1,5 Hz, J> = 8,2 Hz, 1H); 10,20 (s, 1H).

13C (CDCls, 151 MHz) o6/ppm: 45,94; 114,88; 116,27; 122,91; 126,03 (2C); 126,17; 127,05;
128,44 (2C); 131,05; 131,10; 135,11; 139,51; 140,05; 161,32; 192,22.

IR (KBr) v/cm™: 3313, 3132, 3045, 3010, 2940, 2851, 2810, 2741, 1730, 1717, 1669,1651,
1594, 1511, 1473, 1435, 1403, 1267, 1206, 1145, 1130, 982.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C17H13NOg, izradunato 265,10245, eksperimentalno odredeno
265,10533.

3.1.245. Priprava izopropil(difenil)sulfonijevog tetrafluorborata (9)

S
9
Okrugla tikvica, opremljena s magneticem za mijesanje, u kojoj su 2-jodpropan (3,00 g, 17,6

mmol) i difenil sulfid (2,65 mL, 15,9 mmol), ispunjena je argonom te je dodan bezvodni
diklormetan (20 mL). Reakcijska smjesa ohladena je na temperaturu od -10 °C te je dodan
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srebrov tetrafluorborat (3,43 g, 15,9 mmol) u obrocima. Dolazi do taloZenja srebrovog jodida.
Reakcijska tikvica prekrivena je aluminijskom folijom. Reakcija se nastavila mijesati tijekom
24 h pri sobnoj temperaturi, a kraj reakcije utvrden je metodom tankoslojne kromatografije. Po
zavrSetku, nastali srebrov jodid odfiltriran je, a filtrat je uparen pod vakuumom i trituriran dietil-
eterom. Prekristalizacijom iz smjese otapala diklormetan/dietil-eter = 1/4 dobiven je spoj 9
(2,50 g, 50 %) u obliku bijele krutine.

tt. =122,3-123,5 °C

IH NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 1,50 (d, J1 = 6,6 Hz, 6H); 5,04 (p, 1H); 7,57-7,79 (m,
6H); 8,02-8,20 (m, 4H).

13C (CDCl3, 75 MHz) o/ppm: 18,54 (2C); 50,68; 123,81 (2C); 131,33 (4C); 131,66 (4C);
134,83 (2C).

3.1.2.4.6. Priprava benzil(dimetil)sulfonijevog perklorata (10)

O o
10
Okrugla tikvica, opremljena s magneticem za mijesanje, u kojoj je benzil-klorid (0,84 g, 4,9

mmol) i dimetil-sulfid (0,37 g, 5,9 mmol), ispunjena je argonom te je dodan bezvodni
diklormetan (20 mL). U nastalu otopinu dodan je srebrov perklorat (1,03 g, 4,9 mmol) u
obrocima. Dolazi do taloZenja srebrovog klorida. Reakcijska smjesa nastavila se mijesati
tijekom 3 h pri sobnoj temperaturi, dok se tankoslojnom kromatografijom nije utvrdio zavrsetak
reakcije. Po zavrsetku, reakcijska smjesa je filtrirana, a filtrat je uparen i trituriran dietil-eterom.
Dobiven je spoj 10 (1,18 g, 79 %) u obliku bijele krutine.

tt. =108,1-117,9 °C

IH NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 2,91 (s, 6H); 4,66 (s, 2H); 7,45 (m, 5H).

13C (CDCls, 151 MHz) o/ppm: 23,74 (2C): 45,75; 126,09; 129,85 (2C): 130,56; 130,86;
131,01.
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3.1.24.7. Pripravu racemicnih trisupstituiranih marinoepoksida (rac-11-13)

Opceniti postupak 3:

Schlenk tikvica, u kojoj je izopropil(difenil)sulfonijev tetrafluorborat 9 (1 ekv.), evakuirana je
0,5 h (p = 0,008 mmHg) i ispunjena je argonom. Dodano je nekoliko mililitara suhog
tetrahidrofurana (~1 mL na 0,10 g soli). Suspenzija je ohladena na -78 °C i dokapana je otopina
tert-butil-litija (1,9 mol L™!, 1,1 ekv.). Nastaje narancasta otopina. Reakcijska smjesa mijesana
je 0,5 h prije nego Sto je dodana otopina odgovaraju¢eg aldehida (1 ekv.) u suhom
tetrahidrofuranu. Nastaje smeda otopina. Nakon dodatka aldehida reakcija je mijeSana 5 h.
Tijek reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom u sustavu otapala diklormetan/metanol
= 25/1 i tekucinskom kromatografijom visoke djelotvornosti. Reakcija je zaustavljena
dodatkom vode. Sirova reakcijska smjesa ekstrahirana je diklormetanom (3 x 30 mL). Organski
slojevi spojeni su, osuSeni nad natrijevim sulfatom, filtrirani i upareni pod vakuumom.
Dobiveni sirovi talog procis¢en je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje
pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1. Strukturna analiza produkata provedena je

spektroskopskim tehnikama.

3.1.2.4.7.1.  Priprava racemcnog (+)-4-(3,3-dimetiloksiran-2-il)kiinolin-2(1H)-ona (rac-11)

A

N (0]

H

rac-11
Spoj rac-11 pripravljen je iz izopropil(difenil)sulfonijevog tetrafluorborata 9 (1,30 g, 4,0 mmol)
i aldehida 6 (0,32 g, 1,8 mmol), koristenjem baze tert-butil-litija (2,5 mL, 4,8 mmol) u

bezvodnom tetrahidrofuranu (70 mL) prema opéenitom postupku 3 opisanom u poglavlju

koriStenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1 (Rs = 0,32). Dobiven je spoj rac-11 (0,06
0, 14,6 %) u obliku bijele krutine.
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'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 1,14 (s, 3H); 1,65 (s, 3H); 4,05 (d, J1 = 0,3 Hz, 1H); 6,71
(d, J1 = 0,4 Hz, 1H); 7,26 (dd, J; = 0,9 Hz, J = 15,3 Hz, 1H); 7,40 (d, J1 = 8,2 Hz, 1H); 7,55
(ddd, J1 =1,3 Hz, J> =7,2 Hz, J3 = 8,3 Hz, 1H); 7,63 (dd, J1 = 1,3 Hz, J» = 8,0 Hz, 1 H); 11,32
(s, 1H).

13C (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 17,05; 23,45; 60,54; 60,68; 115,81; 117,55; 117,60; 121,78;
122,39; 129,81; 137,35; 146,34; 163,15.

IR (KBr) vw/cm™: 2983, 2963, 2850, 1651, 1612, 1557, 1437, 1373, 1190, 1119, 912, 885, 719,
695, 508.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C13H13NO, izratunato 216,10245, eksperimentalno odredeno
216,10226.

3.1.2.4.7.2.  Priprava racemcnog (+)-4-(3,3-dimetiloksiran-2-il)-1-metilkinolin-2(1H)-ona
(rac-12)

N O

rac-12
Spoj rac-12 pripravljen je iz izopropil(difenil)sulfonijevog tetrafluorborata 9 (0,80 g, 2,5 mmol)
i aldehida 7 (0,47 g, 2,7 mmol), koristenjem baze tert-butil-litija (1,6 mL, 3,0 mmol) u
bezvodnom tetrahidrofuranu (15 mL) prema opéenitom postupku 3 opisanom u poglavlju
3.1.2.4.7.. Dobiveni sirovi produkt procisc¢en je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz
koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1 (Rf= 0,57). Dobiven je spoj rac-12 (0,20
0, 35 %) u obliku bijele krutine.

t.t. =92,9-94,8 °C

'H NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm: 1,10 (s, 3H); 1,62 (s, 3H); 3,72 (s, 3H); 4,00 (d, J1 =0,9
Hz, 1H); 6,71 (d, J1 = 0,9 Hz, 1H); 7,26-7,29 (m, 1H); 7,41 (d, J1 = 8,3 Hz, 1H); 7, 60 (ddd, J1
=15Hz,J>=7,1Hz, J3=8,6 Hz, 1H); 7,64 (d, J1 = 1,5 Hz, J> = 7,9 Hz, 1H).

13C (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 18,07; 24,41; 29,36; 61,38; 61,55; 114,75; 119,22; 119,36;
122,14, 124,17, 130,75; 139,88; 144,56; 161,94.
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IR ¥/cm™: 2961, 2923, 1649, 1590, 1565, 1504, 1453, 1365, 1320, 1250, 1119, 1071, 933, 795,
750, 728, 693, 461.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C14H1sNOg, izratunato 230,11810, eksperimentalno odredeno
230,11866.

3.1.24.7.3.  Priprava racemicnog (+)-1-benzil-4-(3,3-dimetiloksiran-2-il)kiinolin-2(1H)-
ona (rac-13)

rac-13
Spoj rac-13 pripravljen je iz izopropil(difenil)sulfonijevog tetrafluorborata 9 (0,38 g, 1,2 mmol)
i aldehida 8 (0,32 g, 1,2 mmol), koristenjem baze tert-butil-litija (0,7 mL, 1,4 mmol) u
bezvodnom tetrahidrofuranu (7 mL) prema opcenitom postupku 3 opisanom u poglavlju
3.1.2.4.7.. Dobiveni sirovi produkt proc¢iséen je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz
koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1 (R = 0,72). Dobiven je spoj rac-13 (0,32
0, 86 %) u obliku bijele krutine.

t.t. = 140,0-142,0 °C

'H NMR (CDClz, 300 MHz) é/ppm: 1,16 (s, 3H); 1,65 (s, 3H); 4,03 (d, J1 = 1,1 Hz, 1H); 5,47
(d, J1 = 15,4 Hz, 1H); 5,65 (d, J1 = 16,2 Hz, 1H); 6,82 (d, J1 = 1,2 Hz, 1H); 7,19-7,26 (m, 4H);
7,26-7,35 (m, 3H); 7,46 (ddd, J. = 1,5 Hz, J> = 7,2 Hz, J3 = 8,6 Hz, 1H).

13C NMR (CDCls, 75 MHz) oé/ppm: 18,14; 24,44, 45,89; 61,49; 61,64; 115,65; 119,10;
119,60; 122,26; 124,24; 126,61 (2C); 127,30; 128,82 (2C); 130,75; 136,34; 139,29; 145,19;
162,10.

IR v/cm™: 2978, 1652, 1596, 1567, 1497, 1450, 1366, 1316, 1253, 1304, 1160, 1073, 929, 800,
753, 725, 715, 696, 576, 510, 458.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C20H19NOg, izratunato 306,14940, eksperimentalno odredeno
306,15009.
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3.1.2.4.8. Pripravu disupstituiranih marinoepoksida (rac-14—16)

Opéeniti postupak 4:

Schlenk tikvica, u kojoj je benzil-sulfonijeva sol (1 ekv.), odgovarajuci aldehid (1 ekv.) i kalijev
hidroksid (1,2 ekv.), evakuirana je 0,5 h (p = 0,008 mmHg) i ispunjena je argonom. Dodano je
nekoliko mililitara suhog acetonitrila (~1 mL na 0,10 g soli). Reakcijska smjesa mijesana je 20
h pri sobnoj temperaturi. Tijek reakcije prac¢en je tankoslojnom kromatografijom u sustavu
otapala diklormetan/metanol = 25/1 i teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti.
Reakcija je zaustavljena dodatkom vode. Sirova reakcijska smjesa ekstrahirana je
diklormetanom (3 x 30 mL). Organski slojevi spojeni su, osuseni nad natrijevim sulfatom,
filtrirani i upareni pod vakuumom. Dobiveni sirovi talog procisc¢en je flash kromatografijom na
stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1. Strukturna analiza

produkata provedena je spektroskopskim tehnikama.

Opéeniti postupak 5:

Schlenk tikvica, u kojoj je benzil-sulfonijeva sol (1 ekv.), evakuirana je 0,5 h (p = 0,008 mmHQ)
i ispunjena je argonom. Dodano je nekoliko mililitara suhog tetrahidrofurana (~1 mL na 0,1 g
soli). Suspenzija je ohladena na -78 °C i dokapana je fosfazenska baza (1,1 ekv.). Nastaje
narancasta otopina. Reakcijska smjesa mijeSana je 0,5 h prije nego Sto je dodana otopina
odgovarajuc¢eg aldehida (1 ekv.) u suhom tetrahidrofuranu. Nastaje smeda otopina. Nakon
dodatka aldehida reakcija je mijeSana 5 h. Tijek reakcije pracen je tankoslojnom
kromatografijom u sustavu otapala diklormetan/metanol = 25/1 i teku¢inskom kromatografijom
visoke djelotvornosti. Reakcija je zaustavljena dodatkom vode. Sirova reakcijska smjesa
ekstrahirana je diklormetanom (3 x 30 mL). Organski slojevi spojeni su, osuSeni nad natrijevim
sulfatom, filtrirani i upareni pod vakuumom. Dobiveni sirovi talog procis¢en je flash
kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1.

Strukturna analiza produkata provedena je spektroskopskim tehnikama.
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3.1.2.4.8.1. Priprava racemicnog (£)-4-(3-feniloksiran-2-il)kinolin-2(1H)-ona (rac-14)

o, o, Q,

N (0]
H

rac-14 PIK 1: (S,S)-(-)-14a-trans PIK 2: (R,R)-(+)-14b-trans

Spoj rac-14 pripravljen je iz benzil-sulfonijeve soli 10 (0,16 g, 0,52 mmol) i aldehida 6 (0,09
g, 0,5 mmol) u acetonitrilu (~10 mL) koristenjem kalijevog hidroksida (0,06 g, 1,0 mmol)
prema opcéenitom postupku 4 opisanom u poglavlju 3.1.2.4.8.. Produkt je izoliran flash
kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1
(Rf = 0,20). Dobiven je spoj rac-14 (0,11 g, 79 %) u obliku bijele krutine, kao smjesa trans/cis
izomera u omjeru 88/12. Omjer izomera odreden je NMR spektroskopijom na sirovoj

reakcijskoj smjesi prije kromatografije na stupcu silikagela.

Glavni izomer rac-14a-trans

t.t.= 254,9-257,0 °C (odredena na smjesi dvaju dijastereoizomera)

'H NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm: 3,87 (d, J1 = 1,9 Hz, 1H); 4,25 (dd, J1 = 1,0 Hz, J>= 2,0
Hz, 1H); 6,84 (d, J1 = 1,0 Hz, 1H); 7,18-7,23 (m, 1H); 7,23-7,32 (m, 1H); 7,38-7,47 (m, 5H);
7,55 (ddd, J1 = 1,3 Hz, J2 = 7,2 Hz, Js = 8,4 Hz, 1H); 7,64 (dd, J: = 1,3 Hz, J, = 8,1 Hz); 11,61
(s, 1H).

13C (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 59,18; 61,84; 116,51; 118,46; 122,88; 123,49; 125,67 (2C);
128,85 (2C); 128,94; 130,97; 136,04; 138,33; 147,55; 163,88.

IR v/cm™: 3002, 2847, 1652, 1557, 1510, 1438, 1425, 1380, 1351, 1265, 1240, 983, 883, 768,
751, 703, 583.

HRMS (ESI): m/z [M+H]* za C17H13NO>, izraunato 264,10245; eksperimentalno odredeno
264,10257.

Enantioselektivna kromatografija (SemiPrep-CHIRAL ART Amylose-SA, acetonitril/voda
=9/1, /. 254 nm, protok 1,0 mL min™?)

PIK 1 (tr = 6,29 min)

ee =99,9 %
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[a]2?=-92 (c 2,93 x 10 g mL%; MeOH)
PIK 2 (tr = 9,19 min)

ee=95%

[a]33=+110 (c 2,33 x 10° g mL™%; MeOH)

3.1.2.4.8.2.  Priprava racemicnog (+)-1-metil-4-(3-feniloksiran-2-il)kinolin-2(1H)-ona (rac-

15)
oL CO
N (@] l\ll (@]

rac-15a rac-15b
Spoj rac-15 pripravljen je iz benzil-sulfonijeve soli 10 (0,60 g, 2,1 mmol) i aldehida 7 (0,40 g,
2,1 mmol) u acetonitrilu (~12 ml) koristenjem kalijevog hidroksida (0,24 g, 4,2 mmol) prema
opcenitom postupku 4 opisanom u poglavlju 3.1.2.4.8.. Produkt je izoliran flash
kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1
(Rf = 0,22). Dobiven je spoj rac-15 (0,40 g, 75 %) u obliku bijele krutine, kao smjesa trans/cis
izomera u omjeru 87/13. Omjer izomera odreden je NMR spektroskopijom na sirovoj

reakcijskoj smjesi prije kromatografije na stupcu silikagela.

Glavni izomer rac-15a-trans

t.t. = 198,1-200,9 °C (odredena na smjesi dvaju dijastereoizomera)

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 3,74 (s, 3H); 3,84 (d, J1 = 2,0 Hz, 1H); 4,21 (dd, J1 = 0,9
Hz, J> = 2,0 Hz, 1H); 6,85 (d, J1 = 0,9 Hz, 1H); 7,22 (td, J1 = 0,8 Hz, J, = 8,1 Hz, 1H); 7,35~
7,50 (m, 6H); 7,60 (ddd, J. = 1,5 Hz, J, = 7,2 Hz, J3 = 8,6 Hz, 1H); 7,67 (dd, J1 =1,5Hz, J. =
8,0 Hz, 1H).

13C (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 29,43; 59,12; 61,60; 114,73; 117,02; 122,23; 124,16; 125,65
(2C); 128,82 (2C); 128,88; 130,94; 136,10; 139,95; 144,89; 162,10; 170,56.

IR #/cm™: 3060, 1650, 1592, 1568, 1499, 1456, 1415, 1378, 1324, 1272, 1163, 1083, 934, 881,
753, 701, 644, 608, 701, 591, 507, 480.
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HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C1gH1sNOg, izradunato 278,11810, eksperimentalno odredeno
278,11784.

3.1.2.4.83.  Priprava racemicnog (+)-1-benzil-4-(3-feniloksiran-2-il)kinolin-2(1H)-ona

(rac-16)
SO W

CrL %
N~ 0 N” 0
rac-16a i rac-16b C

Spoj rac-16 pripravljen je iz benzil-sulfonijeve soli 10 (0,17 g, 0,57 mmol) i aldehida 8 (0,15
g, 0,57 mmol) u acetonitrilu (~10 ml) koristenjem kalijevog hidroksida (0,06 g, 1,14 mmol)
prema opéenitom postupku 4 opisanom u poglavlju 3.1.2.4.8.. Produkt je izoliran flash
kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1
(Rf = 0,65). Dobiven je spoj rac-16 (0,16 g, 80 %) u obliku bijele krutine, kao smjesa trans/cis
izomera u omjeru 94/6. Omjer izomera odreden je NMR spektroskopijom na sirovoj reakcijskoj

smjesi prije kromatografije na stupcu silikagela.

Glavni izomer rac-16a-trans

t.t. = 161,4-163,6 °C

!H NMR (CDCls, 300 MHz) /ppm: 3,89 (d, J1 = 1,9 Hz, 1H); 4,23 (dd, J1 = 1,0 Hz, J> = 2,0,
1H); 5,58 (s, 2H); 6,94 (s, 1H); 7,16 (td, J. = 1,1 Hz, J, = 8,1 Hz, 1H); 7,20-7,26 (m, 3H); 7,26—
7,35 (m, 3H); 7,35-7,50 (m, 6H); 7,66 (dd, J. = 1,6 Hz, J> = 8,2 Hz, 1H).

13C NMR (CDCls, 75 MHz) o/ppm: 45,92; 59,19; 61,64; 115,66; 116,94; 119,50; 122,32;
124,23; 125,67 (2C); 126,60 (2C); 127,33; 128,84 (4C); 128,92; 130,88; 136,09; 136,28;
139,36, 145.49, 162,27.

IR v/cm™: 3034, 1652, 1590, 1564, 1496, 1454, 1379, 1314, 1073, 1029, 898, 840, 752, 723,
694, 594, 505.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C24H19NOy, izracunato 354,14940, eksperimentalno odredeno
354,15016.
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3.1.2.4.9. Priprava kinolin-2(1H)-on-azidoalkohola

Opceniti postupak 6:

U zatvorenu ampulu, redom su dodani odgovarajuc¢i marinoepoksid (1 ekv.), natrijev azid (3
ekv.), Lewisova kiselina (3 ekv.), kataliticka koli¢ina Amberlyst® 15 (10 % w) te otapalo.
Reakcijska smjesa podvrgnuta je ultrazvu¢noj kupelji te zatim mijeSana pri povisenoj
temperaturi dok se nije utvrdio zavrSetak reakcije. Tijek reakcije pracen je metodom
tankoslojne kromatografije, a reakcija je zaustavljena dodatkom vode. Reakcijska smjesa
ekstrahirana je diklormetanom ili etil-acetatom (3 x 20 mL), a sakupljeni i spojeni organski

slojevi osuSeni su nad natrijevim sulfatom, filtrirani te upareni pod vakuumom.

Opceniti postupak 7:

U toluenu pri 0 °C, suspendiran je natrijev azid (2,2 ekv.) u atomosferi argona. S kratkim
vremenskim odmakom dodana je sol dietilaluminijev klorid (2 ekv.). Reakcijska smjesa
mijesana je pri sobnoj temperaturi 6 h te je potom dodan prethodno otopljeni marinoepoksid.
Reakcija se mijeSala pri sobnoj temperaturi sve dok se tankoslojnom kromatografijom nije
utvrdio zavrsetak reakcije (diklormetan/metanol = 25/1). Reakcija je zaustavljena dodatkom
vode, potom ekstrahirana diklormetanom ili etil-acetatom (3 x 20 mL). Organski slojevi spojeni

su, osuseni nad natrijevom sulfatom te upareni pod vakuumom.

3.1.2.49.1. Priprava (+)-4-(1-azido-2-hidroksi-2-metilpropil)kinolin-2(1H)-ona (rac-17)

N3 HO
OH N3
X X
+
N O N (0]
H H
rac-17a rac-17b

Smjesa regioizomera rac-17a,b pripravljena je iz kinolin-2(1H)-onskog marinoepoksida rac-
11 (0,12 g, 0,5 mmol) i natrijevog azida (0,10 g, 1,6 mmol) u prisustvu amonijevog klorida
(0,09 g, 1,6 mmol) i Amberlyst® 15 (0,025 g) u bezvodnom metanolu (3 mL) prema opcenitom

postupku 6 opisanom u poglavlju 3.1.2.4.9.. Sirovi produkt prociscen je flash kromatografijom
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na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1 (Rf = 0,16).
Dobivena je smjesa regioizomera rac-17a,b (0,09 g, 63 %) u omjeru rac-17a/rac-17b = 80/20
u obliku zutog ulja. Omjer regioizomera odreden je NMR spektroskopijom na Sirovoj

reakcijskoj smjesi prije kromatografije na stupcu silikagela..

Glavni regioizomer rac-17a

'H NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm: 1,30 (s, 3H); 1,31 (s, 3H); 1,93 (s, 1H); 5,10 (s, 1H); 6,94
(s, 1H); 7,28 (ddd, J1=8,8 Hz, J = 7,3 Hz, J3 = 1,5 Hz, 1H); 7,38 (dd, J1 = 7,7 Hz, J> = 1,1 Hz,
1H); 7,55 (ddd, J. = 8,8 Hz, J» = 7,0 Hz, J3 = 1,2 Hz, 1H); 7,87 (d, J1 = 8,4 Hz, 1H); 11,10-
11,23 (m, 1H).

13C (CDClgs, 151 MHz) o/ppm: 26,17; 27,03; 68,62; 73,62; 116,71; 119,25; 121,98; 122,77;
124,84; 130,99; 138,08.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C13H14N4O3, izracunato 259,11950, eksperimentalno odredeno
259,11968.

Sporedni regioizomer rac-17b

'H NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm: 1,35-1,40 (m, 6H); 2,57 (br d, J1 = 3,7 Hz, 1H); 5,19 (d,
J1=2,9 Hz, 1H); 6,99 (s, 1H); 7,25 (t, J1 = 7,3 Hz, 1H); 7,34 (d, J1 = 8,1 Hz, 1H); 7,52 (br t, J:
=8,1 Hz, 1H); 7,83 (d, J1 = 8,1 Hz, 1H); 10,98-11,08 (m, 1H);

13C (CDClIs, 75 MHz) é/ppm: 22,33; 22,49; 65,01; 74,64; 116,56; 120,60; 122,54; 121,04;
125,07; 131,25; 147,29.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C13H14N4O3, izradunato 259,11950, eksperimentalno odredeno
259,11968.

3.1.2.49.2. Priprava (+)-4-(1-azido-2-hidroksi-2-metilpropil)-1-(metilkinolin-2(1H))-ona
(rac-18)

N3 HO
OH N3
X X
+
T 0 T (0]
rac-18a rac-18b

Smjesa regioizomera rac-18a,b pripravljena je iz kinolin-2(1H)-onskog marinoepoksida rac-

12 (0,07 g, 0,03 mmol) i natrijevog azida (0,60 g, 0,91 mmol) u bezvodnom metanolu prema
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opcenitom postupku 6 opisanom u poglavlju 3.1.2.4.9.. Sirovi produkt procis¢en je flash
kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1
(Re= 0,22). Dobivena je smjesa regioizomera rac-18a,b (0,05 g, 60 %) u omjeru rac-18a/rac-
18b = 56/44. Omjer regioizomera odreden je NMR spektroskopijom na sirovoj reakcijskoj
smjesi prije kromatografije na stupcu silikagela, a reakcija priprave smjese regioizomera rac-
18a,b ponovljena je uz promjenu reakcijskih uvjeta prema tablici 6 (4.2.1.5.1.) i opcenitim
postupcima 6 i 7 opisanim u poglavlju 3.1.2.4.9..

Glavni regioizomer rac-18a

t.t. =95,3-111,1 °C (odredena na smjesi dvaju regioizomera)

!H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 1,20 (d, J1 = 11,2 Hz, 3H); 1,29 (d, J: = 9,8 Hz, 3H);
3,45 (s, 3H); 3,67 (s, 1H); 6,89 (s, 1H); 7,23 (m, 2H); 7,37 (m, 1H); 7,84 (d, J1 = 8,1 Hz, 1H).
13C (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 21,74; 21,89; 25,22; 28,34; 63,85; 113,72; 113,94; 120,43 (2C);
120,88; 121,05; 129,54; 129,89; 165,47.

3.1.2.49.3. Priprava (+)-4-(1-azido-2-hidroksi-2-metilpropil)-1-(benzilkinolin-2(1H))-ona
(rac-19)

N3 HO.
OH N3
X X
+
N O N (0]
rac-19a rac-19b

Smjesa regioizomera rac-19a,b pripravljena je iz kinolin-2(1H)-onskog marinoepoksida rac-
13 (0,05 g; 0,16 mmol) i natrijevog azida (0,32 g, 0,50 mmol) u bezvodnom metanolu prema
opcenitom postupku 6 opisanom u poglavlju 3.1.2.4.9.. Sirovi produkt proc¢is¢en je flash
kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1
(Rf=0,54). Dobivena je smjesa regioizomera rac-19a,b (0,02 g, 39 %) u omjeru rac-19a-/rac-
19b = 54/46. Omjer regioizomera odreden je NMR spektroskopijom na sirovoj reakcijskoj
smjesi prije kromatografije na stupcu silikagela.
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Glavni regioizomer rac-19a

t.t.=77,9-93,4 °C (odredena na smjesi dvaju regioizomera)

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 1,40 (d, J1 = 7,23 Hz, 6H); 2,01 (s, 1H); 3,30 (s, 1H);
5,22 (s, 1H); 7,05 (s, 1H); 7,31 (m, 5H); 7,43 (ddd, J1 = 7,3 Hz J2 = 8,3 Hz, J3 = 15,5 Hz, 2H);
7,90 (m, 2H).

13C (CDCIlz, 151 MHz) o/ppm: 22,91; 45,97; 64,95; 73,65; 115,71; 120,27; 121,28; 122,16;
125,50; 126,44; 126,58 (2C); 127,35 (2C); 128,85 (2C); 130,59; 136,02; 139,20; 145,45;
161,99.

3.1.2.4.9.4. Priprava (+)-4-(1-azido-2-benzil-2-hidroksi)kinolin-2(1H)-ona (rac-20)

rac-20a rac-20b

Smjesa regioizomera rac-20a,b pripravljena je iz kinolin-2(1H)-onskog marinoepoksida rac-
14 (0,10 g, 0,36 mmol) i natrijevog azida (0,7 g, 1,08 mmol) u bezvodnom metanolu prema
opéenitom postupku 6 opisanom u poglavlju 3.1.2.4.9. Sirovi produkt procis¢en je flash
kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1
(Rf = 0,04). Dobivena je smjesa regioizomera rac-20a,b (0,06 g, 53 %) u omjeru rac-20a/rac-
20b (90/10). Omjer regioizomera odreden je NMR spektroskopijom na sirovoj reakcijskoj

smjesi prije kromatografije na stupcu silikagela.

Glavni regioizomer rac-20a

t.t. = 232,0-241,0 °C (odredena na smjesi dvaju regioizomera)

'H NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm: 4,93 (d, J1 = 5,8 Hz, 1H); 5,37 (d, J1= 5,8 Hz, 1H); 6,67
(s, 1H); 7,25 (m, 3H); 7,29 (d, J1 = 8,2 Hz, 1H); 7,36 (m, 3H); 7,52 (t, J. = 7,7 Hz, 1H); 7,77
(d, J1 = 8,1 Hz, 1H).

13C (CDCls, 75 MHz) o/ppm: 47,12; 65,84; 116,53; 118,46; 122,88; 123,49; 125,67 (2C);
128,85 (2C); 128,94; 130,94; 136,04; 138,33; 147,55; 163,88.
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IR #/cm™1: 3152, 2104, 1648, 1544, 1510, 1431, 1347, 1266, 1090, 881, 750, 697, 613.
HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C17H1aN4O3, izracunato 307,11950, eksperimentalno odredeno
307,11929.

3.1.2.4.9.5. Priprava (£)-4-(1-azido-2-benzil-2-hidroksi)-1-(metillkinolin-2(1H))-ona (rac-
21)

rac-21a rac-21b

Smjesa regioizomera rac-21a,b pripravljena je iz kinolin-2(1H)-onskog marinoepoksida rac-
15 (0,10 g, 0,37 mmol) i natrijevog azida (0,74 g, 1,11 mmol) u bezvodnom metanolu prema
opc¢enitom postupku 6. Sirovi produkt prociscen je flash kromatografijom na stupcu silikagela
uz koriStenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1 (Rf = 0,16). Dobivena je smjesa
regioizomera rac-21a,b (0,08 g, 69 %) u omjeru rac-21a/rac-21b (87/19). Omjer regioizomera
odreden je NMR spektroskopijom na sirovoj reakcijskoj smjesi prije kromatografije na stupcu
silikagela, a reakcija priprave smjese regioizomera rac-21a,b ponovljena je uz promjenu
reakcijskih uvjeta prema tablici 7 (4.2.1.5.2.) i op¢enitom postupku 6 i 7 opisanom u poglavlju
3.1.2.4.9.

Glavni regioizomer rac-21a

t.t. = 78,1-81,6 °C (odredena na smjesi dvaju regioizomera)

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 3,57 (s, 3H); 4,90 (d, J1 = 6,2 Hz, 1H); 5,34 (d, J1 = 6,5
Hz, 1H); 6,72 (s, 1H); 7,30 (m, 3H); 7,36 (m, 4H); 7,58 (ddd, J1 =1,2 Hz, J, =8,5 Hz, J3 = 15,7
Hz, 1H); 7,84 (dd, J1 = 7,74 Hz, J> = 1,4 Hz, 1H).

13C (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 29,33; 69,61; 72,18; 114,84 (2C); 120,55 (2C); 122,10 (2C);
124,73; 128,17 (2C); 128,79; (2C); 129,12 (2C); 130,57 (C); 161,86.

IR #/cm™: 3301, 2940, 2099, 1638, 1576, 1494, 1452, 1324, 1251, 1163, 1076, 1049, 936, 883,
750, 699, 550, 465.
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HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C1gH16N1O3, izracunato 321,13515, eksperimentalno odredeno
321,13513.

3.1.2.4.9.6. Priprava (+)-4-(1-azido-2-benzil-2-hidroksi)-1-(benzilkinolin-2(1H))-ona (rac-
22)

rac-22a rac-22b

Smjesa regioizomera rac-22a,b pripravljena je iz kinolin-2(1H)-onskog marinoepoksida rac-
16 (0,10 g, 0,28 mmol) i natrijevog azida (0,55 g, 0,84 mmol) u bezvodnom metanolu prema
opcenitom postupku 6 opisanom u poglavlju 3.1.2.4.9.. Sirovi produkt proc¢is¢en je flash
kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1
(Rf = 0,43). Dobivena je smjesa regioizomera rac-22a,b (0,10 g, 90 %) u omjeru regioizomera
rac-22al/rac-22b = 88/12. Omjer regioizomera odreden je NMR spektroskopijom na sSirovoj
reakcijskoj smjesi prije kromatografije na stupcu silikagela, a reakcija priprave smjese
regioizomera rac-22a,b ponovljena je uz promjenu reakcijskih uvjeta prema tablici 7

(4.2.1.5.2.) 1 op¢enitom postupku 6 i 7 opisanom u poglavlju 3.1.2.4.9..

Glavni regioizomer rac-22a

t.t. = 78,5-84,2 °C (odredena na smjesi dvaju regioizomera)

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 3,43 (s, 2H); 4,88 (d, J1 = 6,4 Hz, 1H); 5,33 (d, J1=6,4
Hz, 1H); 6,74 (s, 1H); 7,31 (m, 11H); 7,56 (m, 2H); 7,85 (m, 1H).

13C (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 28,14 (2C); 68,55 (2C); 71,17 (2C); 113,73 (2C); 118,20;
119,52 (2C); 121,14 (2C); 123,92 (2C); 127,13 (3C); 127,70 (3C); 127,96 (2C); 129,50 (20C);
134,41; 138,51; 147,70; 160,90.
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3.1.2.4.10. Priprava trisupstituiraninh marinoaziridina

Opceniti postupak 8:

Okrugla tikvica, opremljena s povratnim hladilom i magneticem za mijeSanje, u kojoj su
odgovarajuc¢i azidoalkohol (1 ekv.) i trifenilfosfin (1 ekv.), ispunjena je argonom te je dodan
acetonitril. Nastala suspenzija mijeSana je tijekom 2 h pri sobnoj temperaturi. Dolazi do
oslobadanja dusika. Reakcija se nastavila mijesati tijekom 24 h pri temperaturi od 85 °C dok se
tankoslojnom  kromatografijom (diklormetan/metanol = 25/1) i visokodjelotvornom
teku¢inskom kromatografijom nije utvrdio zavrSetak reakcije. Reakcija je zaustavljena
dodatkom vode. Sirova reakcijska smjesa ekstrahirana je diklormetanom (3 x 20 mL). Organski
slojevi spojeni su, osuSeni nad natrijevim sulfatom, filtrirani i upareni pod vakuumom.
Dobiveni sirovi talog proc¢iscen je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje
pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1. Strukturna analiza produkata provedena je

spektroskopskim tehnikama.

3.1.2.410.1. Priprava (¥)-marinoaziridina B (rac-23)

N (0] N 6}
H ” 0 H

marinoaziridin B, rac-23  PIK 1: (S)-(+)-marinoaziridin B, 23a PIK 2: (R)-(-)-marinoaziridin B, 23b

Marinoaziridin B, rac-23, pripravljen je iz azidoalkohola rac-17a (0,09 g, 0,33 mmol) i trifenil-
fosfina (0,10 g, 0,40 mmol) prema opcenitom postupku 8 opisanom u poglavlju 3.1.2.4.10..
Sirovi produkt procisc¢en je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne
faze kloroform/metanol = 5/1 (Rf = 0,62). Dobiven je marinoaziridin B, rac-23 (0,05 g; 80 %)

u obliku zutog ulja.

IH NMR (CDCl3, 600 MHz) 8/ppm: 0,98 (s, 3H); 1,64 (s, 3H); 3,25 (br s, 1H); 6,81 (s, 1H);
7,25 (t, J1 = 7,0 Hz, 1H); 7,50 (m, 1H); 7,52 (m, 1H); 7,71 (br d, J1 = 7,7 Hz, 1H); 12,14 (br s,
1H).
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13C (CDClz, 151 MHz) o/ppm: 19,16; 26,75; 39,67; 43,03; 116,74; 119,58; 119,79; 122,70;
123,83; 130,63; 138,32; 149,03; 164,16.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C13H14N20, izradunato 215,11844, eksperimentalno odredeno
215,11857.

NORMALNA FAZA-KIRALNI HPLC (anal-CHIRAL ART Cellulose-SC, diklormetan, A
254 nm, protok 1,0 mL min™)

PIK 1 (tr = 6,92 min)

ee =98 %

[a]33= +45 (c 2,98 x 103 g mL%; MeOH)

PIK 2 (tr = 8,69 min)

ee=97%

[a]33=-44 (c 2,52 x 1073 g mL™!; MeOH)

3.1.2.4.10.2.  Priprava derivatiziranog marinoaziridina B (rac-24)

NH

X

N O

T

derivatizirani marinoaziridin B, rac-24

Derivatizirani marinoaziridin B, rac-24, pripravljen je iz azidoalkohola rac-18a (0,07 g, 0,20
mmol) i trifenil-fosfina (0,05 g, 0,20 mmol) prema opéenitom postupku 8 opisanom u poglavlju
3.1.2.4.10.. Sirovi produkt prociscen je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje
pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1 (Rs = 0,27). Dobiven je derivatizirani marinoaziridin
B, rac-24 (0,05 g, 91 %) u obliku bijele krutine.

'H NMR (CDClz, 600 MHz) é/ppm: 0,99 (s, 3H); 1,62 (s, 3H); 3,14 (br s, 1H); 5,46 (s, 1H);
5,66 (d, J1 = 16,8 Hz, 1H); 6,88 (s, 1H); 7,19-7,25 (m, 4H); 7,27-7,32 (m, 3H); 7,44 (ddd, J1 =
1,5 Hz, J, = 7,2 Hz, J3 = 8,7 Hz, 1H); 7,76 (dd, J1 = 1,5 Hz, J = 7,9 Hz, 1H).
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13C (CDClIs, 151 MHZz) é/ppm: 19,38; 27,04; 39,03; 42,69; 45,81; 115,48; 119,90; 120,98;
122,12; 124,74; 126,63 (2C); 127,23; 128,79 (2C); 130,49; 136,52; 139,26; 147,43; 162,40;
IR v/cm™: 3267, 3031, 2955, 1646, 1590, 1563, 1496, 1451, 1361, 1313, 1156, 1066, 1028,
926, 888, 750, 718, 638, 569, 456, 529, 506.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C20H20N20, izradunato 305,16539, eksperimentalno odredeno
305,16585.

3.1.2.4.10.3. Priprava derivatiziranog marinoaziridina A (rac-25)

v
SON

derivatizirani marinoaziridin A, rac-25 PIK 1: (R)-(-)-derivat marinoaziridina A, 25a PIK 2: (S)-(+)-derivat marinoaziridina A, 25b

Schlenk tikvica, opremljena s magneticem za mijesanje, u kojoj je marinoaziridin B, rac-23
(0,02 g, 0,09 mmol), ispunjena je argonom te je dodan bezvodni tetrahidrofuran (5 mL). Nastala
otopina ohladena je na temperaturu od -10 °C te je potom dodan natrijev hidrid (0,003 g, 0,13
mmol). Reakcijska smjesa mijeSana je 0,5 h na navedenoj temperaturi prije dodatka metil-
jodida (6 pL, 0,09 mmol). Reakcijska smjesa nastavila se mijesati tijekom 1 h na temperaturi
od -10 °C te potom 24 h pri sobnoj temperaturi dok se tankoslojnom kromatografijom
(diklormetan/metanol = 25/1, Rf = 0,56) i teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti
nije utvrdio zavrSetak reakcije. Reakcija je zaustavljena dodatkom vode. Sirova reakcijska
smjesa ekstrahirana je diklormetanom (3 x 30 mL). Organski slojevi spojeni su, osuseni nad
natrijevim sulfatom, filtrirani i upareni pod vakuumom. Dobiveni sirovi talog proc¢iséen je flash
kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1
(Rf= 0,38). Dobiven je derivatizirani marinoaziridin A, rac-25 (0,02 g, 91 %) u obliku bijele

krutine.

IH NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm: 0,90 (s, 3H); 1,51 (s, 3H); 2,44 (s, 1H): 2,61 (s, 3H); 3,72
(s, 3H); 6,85 (d, J1 = 1,1 Hz, 1H); 7,25 (ddd, J1 = 8,1 Hz, J, = 7,0 Hz, Js = 1,2 Hz, 1H); 7,39 (d,
J1 = 8,4 Hz, 1H); 7,58 (ddd, J1 = 8,5 Hz, J» = 7,2 Hz, Js = 1,5 Hz, 1H); 7,70 (dd, J1 = 7,9 Hz, J>
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= 1,3 Hz, 1H).

13C (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 17,34; 21,35; 29,25; 39,47; 43,09; 51,27; 114,53; 119,91;
120,76; 121,86; 124,56; 130,34; 139,88; 146,93; 162,34.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C15H18N20, izratunato 243,14974, eksperimentalno odredeno
243,1499.

NORMALNA FAZA-KIRALNI HPLC (SemiPrep-CHIRAL ART Amylose-SA, heksan/i-
propanol (95/5), A 254 nm, protok 1,0 mL min™?)

PIK 1 (tre = 17,41 min)

ee =98 %

[a]33=-114 (¢ 3,18 x 1073 g mL%; MeOH)

PIK 2 (trz = 20,84 min)

ee=97%

[a]33= +104 (c 4,70 x 1073 g mL™*; MeOH)
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3.1.25. Totalna sinteza disupstituiranih derivata marinoaziridina A i B
3.1.25.1. Priprava kinolin-2(1H)-on-sulfonijevih soli (32—34)
3.1.25.1.1. Priprava metil-2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-karboksilata (26)

Okrugla tikvica, opremljena s povratnim hladilom i magneti¢em za mijeSanje, u kojoj je
kinolin-2(1H)-on-4-karboksilna kiselina (1,0 g, 5,0 mmol), ispunjena je argonom te je dodan
bezvodni metanol (30 mL). Nastala suspenzija ohladena je na temperaturu od 0 °C te je potom
dokapavan tionil-klorid (3,0 mL, 41,0 mmol). Nakon zavrSenog dokapavanja tionil-klorida,
reakcijska smjesa refluksirana je tijekom 24 h dok se tankoslojnom kromatografijom
(diklormetan/metanol = 4/1, Rf = 0,84) i teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti
nije utvrdio zavrSetak reakcije. Po zavrSetku reakcije, hladenjem reakcijske smjese dolazi do
kristalizacije produkta. Prekristalizacijom iz metanola dobiveno je 1,05 g (98 %) spoja 26 u
obliku bijelih Kkristala.

IH NMR (DMSO-ds) 8/ppm: 3,94 (s, 3H); 6,91 (s, 1H); 7,25 (t, J1 = 5,9 Hz, 1H); 7,40 (d, J. =
8,2 Hz, 1H); 7,58 (t, J1 = 5,9 Hz, 1H); 8,06 (d, J1 = 8,2 Hz, 1H); 12,12 (s, 1H).

13C NMR (DMSO-de) o/ppm: 53,38; 116,31; 122,95, 124,59; 125,88; 131,21; 139,48; 140,53;
161,04; 165,98.

3.1.25.1.2. Priprava alkohola

Opéeniti postupak 9:
Dvogrla tikvica, opremljena s magneticem za mijeSanje, u kojoj je odgovarajuci aldehid 6-8 (1

ekv.), ispunjena je argonom te je dodan bezvodni etanol. U nastalu suspenziju dodan je natrijev
borhidrid (2 ekv.) te je reakcijska smjesa mijeSana tijekom 2 h pri sobnoj temperaturi dok se
tankoslojnom kromatografijom (diklormetan/metanol = 25/1) i teku¢inskom kromatografijom

nije utvrdio zavrSetak reakcije. Reakcija je zaustavljena dodatkom zasi¢ene otopine amonijeva
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klorida (40 mL). Vodeni sloj ekstrahiran je diklormetanom (3 x 30 mL). Organski slojevi
spojeni su, osuseni nad bezvodnim natrijevim sulfatom i upareni pod vakuumom. Sirovi
produkt prociséen je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koriStenje pokretne faze

diklormetan/metanol = 25/1.

3.1.25.1.2.1. Priprava 4-(hidroksimetil)kinolin-2(1H)-ona (27)

OH

A

N~ o

27
Dvogrla tikvica, opremljena s magneti¢em za mijeSanje, u kojoj je spoj 26 (0,90 g, 4,43 mmol),
Ispunjena je argonom te je dodan bezvodni toluen (22 mL). Nastala suspenzija, ohladena je na
temperaturu od -25 °C te je potom dokapavana otopina DIBAL-H (1 mol L™!, 27 mL, 6 ekv.).
Reakcijska smjesa mijeSana je tijekom 4 h na navedenoj temperaturi dok se tankoslojnom
kromatografijom (diklormetan/metanol = 4/1, Rs = 0,66) i teku¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti nije utvrdio zavrsetak reakcije. Reakcija je zaustavljena dodatkom metanola (20
mL) i bezvodne soli natrijevog sulfata. Nastala smjesa mijesana je tijekom 1 h uz zagrijavanje
do sobne temperature, te potom filtrirana preko celita kroz sinter lijevak. Talog je ispran
metanolom nekoliko puta, a filtrat je uparen pod vakuumom. Prekristalizacijom iz metanola
dobiveno je 0,35 g spoja 27 (0,35 g, 45 %) u obliku bijelih kristala.

IH NMR (DMSO-ds) é/ppm: 4,76 (s, 1H); 5,48 (s, 1H); 6,56 (s, 1H); 7,16 (t, J. = 7,8 Hz, 1H);
7,32 (d, J1 = 10,4 Hz, 1H); 7,49 (t, J1 = 7,8 Hz, 1H); 7,65 (d, J1 = 9,1 Hz, 1H); 11,60 (s, 1H).
13C NMR (DMSO-ds) é/ppm: 60,04; 115,96; 117,82; 122,02 (2C); 124,14; 130,56; 139,17;
151,71; 162,34,
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3.1.25.1.2.2. Priprava 4-hidroksimetil-1-metilkinolin-2(1H)-ona (28)

OH

Spoj 28 pripravljen je iz aldehida 7 (1,16 g, 6,20 mmol) i natrijevog borhidrida (0,48 g, 12,40
mmol) prema opcenitom postupku 9 opisanom u poglavlju 3.1.2.5.1.2.. Sirovi produkt
procis¢en je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koriStenje pokretne faze
diklormetan/metanol = 25/1 (Rf = 0,25). Dobiven je spoj 28 (1,01 g, 87 %) u obliku bijele

krutine.

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 3,64 (s, 3H); 4,95 (s, 2H); 6,87 (s, 1H); 7,22-7,30 (m,
1H); 7,34 (d, J1 = 8,5 Hz, 1H); 7,58 (ddd, J1 = 1,2 Hz, J> = 7,4 Hz, J3 = 8,5 Hz, 1H); 7,72 (dd,
J1=15Hz,J2=8,0Hz, 1H).

13C NMR (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 60,04; 115,96; 117,82; 122,02 (2C); 124,14; 130,56;
139,17; 151,71; 162,34.

3.1.25.1.2.3. Priprava 1-benzil-4-(hidroksimetill)kinolin-2(1H)-ona (29)

OH

S

T

Spoj 29 pripravljen je iz aldehida 8 (1,00 g, 3,8 mmol) i natrijevog borhidrida (0,144 g, 7,6
mmol) prema opcenitom postupku 9 opisanom u poglavlju 3.1.2.5.1.2.. Sirovi produkt
procis¢en je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze
diklormetan/metanol = 25/1 (Rf = 0,16). Dobiven je spoj 29 (0,96 g, 95 %) u obliku bijele

krutine.
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'H NMR (CDClIs, 600 MHz) é/ppm: 3,76 (s, 1H); 4,94 (s, 2H); 5,49 (s, 2H); 7,03-7,27 (m,
8H); 7,42 (ddd, J1 =1,5Hz, J. =7,1 Hz, J3 = 8,6 Hz, 1H); 7,66 (dd, J1 = 1,5 Hz, J, = 8,0 H2);
13C (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 45,8; 61,6; 115,6; 118,2; 119,3; 122,3; 124,3; 126,5 (2C);
127,2; 128,8 (2C); 130,6; 136,3; 139,3; 149,1; 162,5.

IR (KBr) #/cm™: 3313, 3132, 3045, 3010, 3036, 2511, 2467, 2400, 1669,1651, 1594, 1511,
1473, 1435, 1403, 1267, 1206, 1145, 1130, 982.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C17H1sNOg, izratunato 266,11028, eksperimentalno odredeno
266,11838.

3.1.25.1.3. Priprava kinolin-2(1H)-on-bromida

Op¢eniti postupak 10:
Okrugla tikvica, opremljena s magneticem za mijeSanje, u kojoj su odgovarajuci alkohol 27—

29 (1 ekv.) i tetrabrommetan (1,6 ekv.), ispunjena je argonom te je dodan bezvodni diklormetan.
Nastala suspenzija, ohladena je na temeperaturi od 0 °C te je potom dodan trifenilfosfin (1,8
ekv.) u obrocima. Reakcijska smjesa mijesana je tijekom 1 h na temperaturi od 0 °C te je potom
ostavljena preko noéi uz zagrijavanje do sobne temperature. Tijek reakcije pracen je
tankoslojnom kromatografijom (diklormetan/methanol = 4/1) i teku¢inskom kromatografijom
visoke djelotvornosti. Po zavrsetku reakcije, otapalo je upareno, a dobiveni talog suspendiran
je u metanolu (50 mL). Nastali trifenilfosfonijev oksid je odfiltriran, a filtrat je uparen pod
vakuumom. Dobiveni sirovi talog pro¢iséen je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz

koriStenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1.

3.1.25.1.3.1. Priprava 4-(brommetil)kinolin-2(1H)-ona (30)

Br

x
N O
H
30

Spoj 30, pripravljen je iz alkohola 27 (0,10 g, 0,57 mmol), tetrabrommetana (0,32 g, 0,91 mmol)
i trifenilfosfina (0,27 g, 1,03 mmol) u diklormetanu (15 mL) prema op¢enitom postupku 10
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opisanom u poglavlju 3.1.2.5.1.3.. Sirovi produkt proc¢iscen je flash kromatografijom na stupcu
silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1 (R¢ = 0,32). Dobiven je spoj
30 (0,05 g, 33 %) u obliku bijele krutine.

'H NMR (d6-DMSO) é/ppm: 4,96 (s, 2H); 6,71 (s, 1H); 7,25 (d, J1 = 7,5 Hz, 1H); 7,33 (d, J1
=10,3 Hz, 1H); 7,58 (t, J1 = 6,8 Hz, 1H), 7,84 (d, J1 = 8,2 Hz, 1H); 11,71 (s,1H).

13C NMR (CDCls) é/ppm: 29,51; 115,56; 116,64; 121,00; 122,07; 124,94; 130,37; 138,75;
146,70; 161,20.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C10HgBrNO, izra¢unato 237,97893, eksperimentalno odredeno
237,98623.

3.1.25.1.3.2. Priprava 4-(brommetil)-1-metilkinolin-2(1H)-ona (31)

Br

Spoj 31, pripravljen je iz alkohola 28 (10,1 g, 5,40 mmol), tetrabrommetana (2,84 g, 8,63 mmol)
i trifenilfosfina (2,52 g, 9,71 mmol) u diklormetanu (500 mL) prema opcenitom postupku 10

silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1 (R¢ = 0,66). Dobiven je spoj
31 (1,22 g, 90 %) u obliku bijele krutine.

t.t. =200,5-202,2 °C

'H NMR (CDCIs, 600 MHz) é/ppm: 3,73 (s, 3H); 4,58 (s, 2H); 6,82 (s, 1H); 7,33 (ddd, J1
=1,0 Hz, J, =7,2 Jz, J3 = 8,1 Hz, 1H); 7,42 (m, 1H); 7,62 (ddd, J1 = 1,4 Hz, ), =7,2 Hz, J3 =
8,6 Hz, 1H); 7,85 (dd, J. = 1,4 Hz, J.= 8,0 Hz, 1H).

13C (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 28,24; 29,51; 114,85; 118,59; 122,19; 122,23; 125,16; 131,08;
140,45; 144,60; 161,62.

IR #/cm™: 3071; 3028; 2973; 1662; 1641; 1587; 1504; 1563; 1450; 1396; 1323; 1213; 751;
717.
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HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C11H10BrNO, izracunato 250,99458, eksperimentalno odredeno
250,00268.

3.1.25.1.3.3. Priprava 4-(brommetil)-1-benzilkinolin-2(1H)-ona (32)

Br

C

32
Spoj 32, pripravljen je iz alkohola 29 (0,07 g, mmol), tetrabrommetana (0,131 g, mmol) i
trifenilfosfina (0,117 g, mmol) u diklormetanu (20 mL) prema opcéenitom postupku 10
opisanom u poglavlju 3.1.2.5.1.3.. Sirovi produkt prociscen je flash kromatografijom na stupcu
silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1 (R¢ = 0,63). Dobiven je spoj
32 (0,08 g, 93 %) u obliku zute krutine.

'H NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm: 4,62 (d, J1 = 0,6 Hz, 2H); 5,56 (s, 2H); 6,91 (s, 1H); 7,21-
7,30 (m, 8H); 7,46 (ddd, J1 = 1,5 Hz, J> = 7,2 Hz, J3 = 8,6 Hz, 1H); 7,85 Hz (dd, J1 = 1,5 Hz,
J2=8,1 Hz, 1H).

13C (CDCIls, 151 MHz) é/ppm: 28,27; 46,04; 115,76; 122,11; 122,34; 125,21; 126,57 (3C);
127,37; 128,86 (2C); 131,07, 136,12; 139,86; 145,18; 161,82.

IR (KBr) #/cm™: 3313, 3132, 3045, 3010, 3036, 2511, 2467, 2400, 1669,1651, 1594, 1511,
1473, 1435, 1403, 1267, 1206, 1145, 1130, 982, 899, 881, 750, 585.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C17H14BrNO, izra¢unato 328,02588, eksperimentalno odredeno
328,03362.

3.1.25.1.4. Priprava akiralnih kinolin-2(1H)-on-sulfonijevih soli

Opceniti postupak 11:
Dvogrla tikvica, opremljena s magneticem za mijeSanje, u kojoj su odgovaraju¢i bromidi 30-

32 (1 ekv.) i dimetil-sulfid (1,2 ekv.), ispunjena je argonom te je dodan bezvodni diklormetan.
Nastala suspenzija mijesana je tijekom 20 min pri sobnoj temperaturi prije nego li je dodan

srebrov ftriflat (1 ekv.) u obrocima. Srebrov bromid odmah pocinje taloziti. MijeSanje je
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nastavljeno tijekom 20 h te je reakcija pracena tankoslojnom kromatografijom u sustavu otapala
diklormetan/metanol = 25/1. Ukoliko reakcije ne napreduje, utoliko se reakcija nastavi mijesati
uz povisenu temperaturu (40 °C). Po zavrSetku reakcije, otapalo je upareno pod vakuumom.
Talog je otopljen u dimetil-sulfoksidu, a netopljivi srebrov bromid je profiltriran preko celita.
Dimetil-sulfoksid uparen je pod visokim vakuumom (40 °C, 0,008 mbar), a sirovi talog
prociscen je prekristalizacijom iz metanola. Struktura dobivenih produkata potvrdena je NMR

spektroskopijom.

3.1.25.1.4.1. Priprava dimetil-((2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-il)metil)sulfonijevog triflata
(33)

33
Spoj 33, pripravljen je iz bromida 30 (0, 39 g, 1,63 mmol), dimetil-sulfida (0,122 g, 1,96 mmol)
i srebrovog triflata (0,420 g, 1,63 mmol) u diklormetanu (20 mL) prema opc¢enitom postupku
11 opisanom u poglavlju 3.1.2.5.1.4.. Sirovi produkt prociscen je flash kromatografijom na
stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1. Dobiven je spoj 33
(0,57 g, 95 %) u obliku bijele krutine.

IH NMR (DMSO-ds, 300 MHz) é/ppm: 2,95 (s, 6H); 4,85 (s, 2H); 6,73 (s, 1H); 7,23-7,35 (m,
1H); 7.38 (d, J1 = 8,3 Hz, 1H); 7.60 (ddd, J1 = 1,2 Hz, J2 = 7,0 Hz, J3 = 8,2 Hz, 1H); 8,04 (d, J1
= 8,0 Hz, 1H); 12,01 (s, 1H).

13C (DMSO-ds, 75 MHz) d/ppm: 25,34 (2C); 43,22; 116,47; 117,99; 122,48; 125,10; 126,43,
131,74; 139,08; 139,81; 161,17.
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3.1.25.1.4.2. Priprava dimetil((1-metil-2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-il)metil)sulfonijevog
triflata (34)

Spoj 34, pripravljen je iz bromida 31 (1,22 g, 4,84 mmol), dimetil-sulfida (0,43 mL, 5,81 mmol)
I srebrovog triflata (1,24 g, 4,84 mmol) u diklormetanu (20 mL) prema opéenitom postupku 11
opisanom u poglavlju 3.1.2.5.1.4.. Produkt je izoliran flash kromatografijom na stupcu
silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1. Dobiven je spoj 34 (1,73 g,
94 %) u obliku bijele krutine.

t.t. = 184,2-186,6 °C

'H NMR (DMSO-ds, 300 MHz) é/ppm: 2,95 (s, 6H); 3,65 (s, 3H); 4,87 (s, 2H); 6,86 (s, 1H);
7,34-7,45 (m, 1H); 7,64 (d, J1 = 8,2 Hz, 1H); 7,69-7,80 (m, 1H); 8,12 (d, J1 = 7,9 Hz, 1H).
13C (DMSO-ds, 75 MHz) é/ppm: 24,87 (2C); 29,24; 42,71; 115,49; 118,40; 122,15; 125,13;
125,20; 131,67; 137,29; 140,11, 159,94.

IR v/cm™': 3430; 3020; 2994; 2951; 1647; 1588; 1562; 1506; 1455; 1258; 1154; 1023; 760;
632.

3.1.2.5.1.4.3. Priprava  dimetil((1-benzil-2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-il)metil)sulfonijevog
triflata (35)
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Spoj 35, pripravljen je iz bromida 32 (0,58 g, 1,76 mmol), dimetil-sulfida (0,132 g, 2,12 mmol)
I srebrovog triflata (0,454 g, 1,76 mmol) u diklormetanu (20 mL) prema opcenitom postupku
11 opisanom u poglavlju 3.1.2.5.1.4.. Produkt je izoliran flash kromatografijom na stupcu
silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1. Dobiven je spoj 35 (0,78 g;
96 %) u obliku bijele krutine.

'H NMR (DMSO-ds, 300 MHz) é/ppm: 3,00 (s, 6H); 4,91 (s, 2H); 5,55 (s, 2H); 6,97 (s, 1H);
7,18-7,40 (m, 6H); 7,47 (d, J1 = 8,5 Hz, 1H); 7,61 (ddd, J. = 1,4, J> = 7,0 Hz, J3 = 8,5 Hz, 1H);
8,14 (dd, J1 = 1,4 Hz, J» = 8,1 Hz, 1H).

13C (DMSO-ds, 151 MHz) é/ppm: 25,04 (2C); 42,89; 44,85; 115,91; 118,83; 122,29; 125,10;
125,47; 126,54 (2C); 127,09; 128,59 (2C); 131,56; 136,39; 138,07; 139,35; 160,26.

IR (KBr) w/cm™': 3132, 3045, 2956, 2866, 2776, 2467, 2400, 1669,1651, 1584, 1509, 1473,
1435, 1403, 1260, 1206, 1138, 1131, 956, 856, 750, 555, 433.

3.1.25.2. Priprava N-tosil-imina (36-43)

Opéeniti postupak 12:152153

U bezvodnom diklormetanu, pod atmosferom argona, redom su otopljeni toluen-4-sulfonamid
(1 ekv.), trietilamin (4 ekv.) 1 benzaldehid (1 ekv.). Smjesa je ohladena na 0 °C i dokapana je
otopina titanijevog tetraklorida u diklormetanu (1 mol L™, 1 ekv.). Reakcijska smjesa mijeSana
je 1 h pri 0 °C, a zatim 22 h pri sobnoj temperaturi. Reakcija je praéena tankoslojnom
kromatografijom u sustavu otapala diklormetan/metanol = 25/1 (nepokretna faza: aloks).
Smijesa je filtrirana preko celita, a filtrat je uparen pod vakuumom. Na ostatak nakon uparavanja
dodan je toluen. Nastali talog trietilamonijevog klorida je odfiltriran i opran toluenom, a filtrat
je uparen pod vakuumom. Sirovi imin pro€iS¢en je prekristalizacijom iz smjese otapala

diklormetan/heksan = 1/2.

Opceniti postupak 13:

Reakcijska smjesa sastavljena iz odgovarajuceg aldehida (1 ekv.) i toluen-4-sulfonamida (1,1
ekv.) u toluenu uz kataliti¢ku koli¢inu amberlista-15 (w = 10 %) refluksirana je 16 h u Dean-

Starkovoj aparaturi uz prisustvo 4 A molekulskih sita (250 mg mmol™). Smjesa je ohladena na
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sobnu temperaturu i filtrirana je preko sinter lijevka. Reakcija je pracena tankoslojnom
kromatografijom u sustavu otapala diklormetan/metanol = 25/1 (nepokretna faza: aloks). Visak
otapala (toluena) uparen je pod vakuumom. Sirovi imin proci§¢en je prekristalizacijom iz

smjese otapala diklormetan/heksan = 1/2.

3.1.25.2.1. Priprava N-(benziliden)-toluen-4-sulfonamida (36)

Spoj 36 pripravljen je iz benzaldehida (0,48 mL, 4,71 mmol), toluen-4-sulfonamida (0,81 g,
4,71 mmol), trietilamina (2,63 mL, 18,84 mmol) i titanijevog tetraklorida (4,71 mL, 4,71 mmol)
u diklormetanu (20 mL) prema opcenitom postupku 12 opisanom u poglavlju 3.1.2.5.2..
Prekristalizacijom iz smjese otapala diklormetan/heksan = 1/2, dobiven je spoj 36 (0,69 g, 57
%) u obliku bijele krutine.

'H NMR (CDClz, 300 MHz) é/ppm: 2,45 (s, 3H); 7,36 (d, J1 = 8,0 Hz, 2H); 7,50 (t, J1 = 7,6
Hz, 2H); 7,64 (dd, J. = 6,2 Hz, J.= 8,5 Hz, 1H); 7,93 (dd, J1 = 7,9 Hz, J, = 9,9 Hz, 4H); 9,05
(s, 1H).

13C (CDClIs, 75 MHz) é/ppm: 24,65; 128,11 (2C); 129,15 (2C); 129,81 (2C); 131,31 (2C);
132,41; 134,93; 135,17; 144,61, 170,13.

IR #/cm™: 3071; 1650; 1596; 1574; 1450; 1317; 1305; 1223; 1155; 1086; 867; 781.

3.1.25.2.2. Priprava N-(4-klorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida (37)
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Spoj 37 pripravljen je iz p-klorbenzaldehida (0,50 g, 3,56 mmol) i toluen-4-sulfonamida (0,67
g, 3,91 mmol) uz kataliticku koli¢inu amberlista-15 u toluenu (20 mL) prema opcenitom
postupku 13 opisanom u poglavlju 3.1.2.5.2.. Prekristalizacjom iz smjese otapala
diklormetan/heksan = 1/2 dobiven je spoj 37 (0,92 g, 88 %) u obliku bijele krutine.

'H NMR (CDClIs, 600 MHz) é/ppm: 2,45 (s, 3H); 7,36 (d, J1 = 8,1 Hz, 2H); 7,47 (td, J1 = 2,3
Hz, J, = 8,5 Hz, 2H); 7,84-7,92 (m, 4H); 8,99 (s, 1H).

13C (CDCls, 151 MHz) o/ppm: 21,67; 126,50; 128,16 (2C); 129,62 (2C); 129,86 (2C); 132,35
(2C); 134,93; 141,46; 144,78; 168,60.

IR #/cm™1: 3357; 3261; 3064; 1656; 1591; 1558; 1487; 1401; 1315; 1303; 1159; 1082; 820;
786.

3.1.25.2.3.  Priprava N-(4-fluorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida (38)

Spoj 38 pripravljen je iz p-fluorbenzaldehida (0,42 mL, 4,03 mmol) i toluen-4-sulfonamida
(0,76 g, 4,43 mmol) uz kataliticku koli¢inu amberlista-15 u toluenu (20 mL) prema opc¢enitom
postupku 13 opisanom u poglavlju 3.1.2.5.2.. Prekristalizacjom iz smjese otapala
diklormetan/heksan =1/2 dobiven je spoj 38 (1,00 g, 89 %) u obliku bijele krutine.

IH NMR (CDCls, 600 MHz) 8/ppm: 2,44 (s, 3H); 7,18 (t, J1 = 8,5 Hz, 2H); 7,35 (d, J1 = 8,2
Hz, 2H); 7,88 (d, J1 = 8,2 Hz, 2H); 7,94-7,98 (m, 2H); 9,00 (s, 1H).

13C (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 21,66; 116,66 (2Jcr = 22,3 Hz, 2C); 128,11 (2C); 128,79 (*Jcr
= 2,8 Hz); 129,83 (2C); 133,79 (3Jcr = 9,6 Hz, 2C); 135,09; 144,68; 166,85 (Jcr = 258,6 Hz,
CF); 168,50.

IR #/cm™!: 3088; 1607; 1595; 1581; 1506; 1412; 1318; 1304; 1231; 1160; 1149; 1086; 807;
768.
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3.1.25.2.4.  Priprava N-(3-fluorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida (39)

O
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=0

0}

)

Spoj 39 pripravljen je iz m-fluorbenzaldehida (0,51 mL, 4,83 mmol) i toluen-4-sulfonamida

n
O=

©

(0,91 g, 5,32 mmol) uz kataliti¢ku koli¢inu amberlista-15 u toluenu (20 mL) prema op¢enitom
postupku 13 opisanom u poglavlju 3.1.2.5.2.. Prekristalizacjom iz smjese otapala
diklormetan/heksan = 1/2 dobiven je spoj 39 (1,1 g, 81 %) u obliku bijele krutine.

t.t. = 133,7-136,7 °C

IH NMR (CDCls, 600 MHz) d/ppm: 2,45 (s, 3H); 7,36 (d, J1 = 8,2 Hz, 2H); 7,48 (td, J1 = 2,6
Hz, J2= 5,4 Hz, 1H); 7,64-7,70 (m, 2H); 7.80-7.83 (m, 1H); 7,89 (d, J1 = 8,3 Hz, 2H); 9,00 (d,
Ji1 = 0.8 Hz, 1H).

13C (CDCls, 151 MHz) o/ppm: 21,68; 116,68 (2Jcr = 22,5 Hz); 121,95 (%Jcr = 21,6 Hz);
126,48; 128,21 (2C); 129,90 (2C), 130,85 (3Jcr = 7,8 Hz); 134,51(CJcr = 7,6 Hz), 134,76;
144,91; 162,89 (Jcr = 249,4 Hz, CF); 168,73.

IR #/cm™: 3357; 3261; 3081; 2919; 1596; 1575; 1452; 1315; 1304; 1157; 1086; 819; 793.

3.1.25.25.  Priprava N-(2-fluorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida (40)

Spoj 40 pripravljen je iz o-fluorbenzaldehida (0,36 mL, 3,4 mmol) i toluen-4-sulfonamida (0,65
g, 3,78 mmol) uz kataliticku koli¢inu amberlista-15 u toluenu (20 mL) prema opcéenitom
postupku 13 opisanom u poglavlju 3.1.2.5.2.. Prekristalizacjom iz smjese otapala
diklormetan/n-heksan = 1/2 dobiven je spoj 40 (0,94 g, 98 %) u obliku bijele krutine.

t.t. = 134,4-139,3 °C
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IH NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 2,44 (s, 3H); 7,11-7,24 (m, 2H); 7,36 (d, J1 = 8,1 Hz,
2H); 7,55-7,61 (m, 1H); 7,90 (d, J1 = 8,3 Hz, 2H); 8,03-8,13 (m, 1H); 9,36 (s, 1H).

13C (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 21,67; 116,38 (3Jcr = 20,5 Hz); 120,53 (*Jcr = 8,7 Hz); 124,84
(Jcr = 3,6 Hz); 128,24 (2C); 129,38 (*Jcr = 0,8 Hz); 129,86 (2C); 134,81; 136,99 (PJcr = 9,2
Hz); 144,80; 163,63 (3Jcr = 6,2 Hz); 164,31 (Jcr = 258,3 Hz, CF).

IR #/cm™: 3357; 3260; 1605; 1572; 148; 1456;1320; 1305; 1281; 1087; 830; 761.

3.1.25.2.6. Priprava N-(2,6-difluorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida (41)

Zl =z
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Spoj 41 pripravljen je iz 2,6-difluorbenzaldehida (0,56 g, 3,93 mmol) i toluen-4-sulfonamida
(0,74 g, 4,32 mmol) uz kataliticku koli¢inu amberlista-15 u toluenu (20 mL) prema opc¢enitom
postupku 13 opisanom u poglavlju 3.1.2.5.2.. Nakon prekristalizacije u reakcijskoj smjesi
zaostaje toluen-4-sulfonamid §to je potvrdeno NMR spektroskopijom. Prekristalizacjom iz
smjese otapala diklormetan/heksan = 1/2 dobiven je spoj 41 (0,66 g, 57 %) u obliku bijele
Krutine.

'H NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm: 2,44 (s, 3H); 7,01 (t, J1 = 8,7 Hz, 2H); 7,36 (d, J1 = 8,3
Hz, 2H); 7,56 (tt, J1 = 6,1 Hz, J>=8,5 Hz, 1H); 7,91 (d, J1 = 8,3 Hz, 2H); 9,31 (s, 1H).

13C (CDCIs, 151 MHz) o/ppm: 21,69; 112,44 (*Jcr = 3,6 Hz); 112,58 (%Jcr = 3,8 Hz); 126,50
(2C); 128,31; 129,74 (2C); 129,86; 134,67; 136,49 (*Jcr = 11,4 Hz); 144,26 (Jcr = 178,5 Hz,
2C, CF); 160,95.
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3.1.25.2.7. Priprava N-(3,4-difluorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida (42)

Spoj 42 pripravljen je iz 3,4-difluorbenzaldehida (0,47 mL, 4,22 mmol) i toluen-4-sulfonamida
(0,80 g, 4,64 mmol) uz kataliticku koli¢inu amberlista-15 u toluenu (20 mL) prema opéenitom
postupku 13 opisanom u poglavlju 3.1.2.5.2.. Prekristalizacjom iz smjese otapala
diklormetan/heksan = 1/2 dobiven je spoj 42 (1,0 g, 81 %) u obliku bijele krutine.

t.t. = 105,1-106,7 °C

'H NMR (CDCls, 600 MHz) d/ppm: 2,45 (s, 3H); 7,25-7,38 (m, 1H); 7,36 (d, J1 = 8,0 Hz,
2H); 7,65-7,69 (m, 1H); 7,73-7,84 (m, 1H); 7,86-7,90 (m, 2H); 8,96 (d, J1 = 1,3 Hz, 1H).

13C (CDCIs, 151 MHz) d/ppm: 21,69; 118,27 (3Jcr = 18,2 Hz); 118,86 (PJcr = 1,7 Hz, 2Jcr
=18,1 Hz); 128,19 (2C); 129,15 (*Jcr = 4,3 Hz, 3Jcr = 7,7 Hz); 129,58 (*Jcr = 3,5 Hz, 3Jcr =
9,4 Hz); 129,92 (2C); 134,69; 144,97; 150,87 (*Jcr = 13,4 Hz, Jcr = 252,6 Hz, CF); 154,66 (2Jcr
= 12,9 Hz, Jcr = 260,7 Hz, CF); 167,53.

IR #/cm™: 3357; 3260; 3059; 1678; 1579; 1520; 1428; 1319; 1300; 1154; 1088; 830; 783.

3.1.25.2.8. Priprava N-(2,4,5-trifluorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida (43)

Spoj 43 pripraviljen je iz 2,4,5-trifluorbenzaldehida (0,41 mL, 3,75 mmol) i toluen-4-
sulfonamida (0,71 g, 4,12 mmol) uz kataliti¢ku koli¢inu amberlista-15 u toluenu (20 mL) prema

diklormetan/heksan = 1/2 dobiven je spoj 43 (0,90 g, 77 %) u obliku bijele krutine.
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t.t. = 95,6-99,4 °C

IH NMR (CDCls, 600 MHz) 6/ppm: 2,45 (s, 3H); 7,05 (td, J1 = 6,1 Hz, J,= 9,4 Hz, 1H); 7,35—
7,39 (m, 2H); 7,87-7,93 (m, 3H); 9,25 (d, J1 = 2,2 Hz, 1H).

13C (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 21,70; 106,64; (*Jcr = 21,3 Hz, 26,8 Hz); 116,65 (dt, *Jcr = 2,5
Hz, 2Jcr = 20,3 Hz); 117,78; 128,31 (2C); 129,96 (2C); 134,37; 145,15; 147,57 (*Jcr = 3,3 Hz,
3Jcr = 13,2 Hz, Jcr = 249,8 Hz, CF); 155,02 (3Jcr = 12,7 Hz, 2Jcr = 14,9 Hz, Jcr = 263,9 Hz,
CF); 160,17 (*Jcr = 1,9 Hz, 3Jcr = 10,3 Hz, Jcr = 259,5 Hz, CF); 161,50 (3Jcr = 5,1 Hz).

IR w/cm™: 3357; 3261; 3071; 1613; 1594; 1506; 1438; 1338; 1322; 1296; 1154; 1087; 888;
786.

3.1.25.3. Priprava disupstituiranih derivata marinoaziridina A i B

Opceniti postupak 14:

Schlenk tikvica, opremljena s magneti¢em za mijesanje, u kojoj je odgovarajuca kinolin-2(1H)-
on-sulfonijeva sol 33-35 (1 ekv.), evakuirana je 0,5 h (p = 0,008 mmHg) te je ispunjena
argonom. Dodano je nekoliko mililitara suhog tetrahidrofurana (~1 mL na 0,10 g soli). Nastala
suspenzija ohladena je na temperaturu od -78 °C te je potom dokapana fosfazenska baza (1,2
ekv.). Reakcijska smjesa mijeSana je 0,5 h pri navedenoj temperaturi prije nego sto je dodan
odgovarajuci N-tosil zasti¢eni imin 3643 (1 ekv.). Reakcijska smjesa nastavila se mijeSati na
temperaturi od -50 °C dok se tankoslojnom kromatografijom (diklormetan/metanol = 25/1) nije
utvrdio zavrsetak reakcije. Reakcija je zaustavljena dodatkom vode. Vodeni sloj ekstrahiran je
diklormetanom (3 x 20 mL). Organski slojevi spojeni su, osuSeni nad bezvodnim natrijevim
sulfatom i upareni pod vakuumom. Sirovi produkt procisc¢en je flash kromatografijom na stupcu
silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1. Strukturna analiza produkata
provedena je spektroskopskim tehnikama. Omjer cis i trans izomera odreden je NMR

spektroskopijom na sirovoj reakcijskoj smjesi prije kromatografije na stupcu silikagela.

Opceniti postupak 15:

Schlenk tikvica, opremljena s magneti¢em za mijesanje, u kojoj je odgovarajuca kinolin-2(1H)-
on-sulfonijeva sol 33-35 (1 ekv.), evakuirana je 0,5 h (p = 0,008 mmHg) te je ispunjena

argonom. Dodano je nekoliko mililitara suhog tetrahidrofurana (~1 mL na 0,10 g soli). Nastala
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suspenzija ohladena je na temperaturu od -78 °C te je potom dokapana baza tert-butil-litij (1,2
ekv.). Reakcijska smjesa mijesana je 0,5 h pri navedenoj temperaturi prije nego $to je dodan
odgovarajuci N-tosil zasti¢eni imin 3643 (1 ekv.). Reakcijska smjesa nastavila se mijeSati na
temperaturi od -50 °C dok se tankoslojnom kromatografijom (diklormetan/metanol = 25/1) nije
utvrdio zavrSetak reakcije. Reakcija je zaustavljena dodatkom vode. VVodeni sloj ekstrahiran je
diklormetanom (3 x 20 mL). Organski slojevi spojeni su, osuseni nad bezvodnim natrijevim
sulfatom i upareni pod vakuumom. Sirovi produkt pro¢is¢en je flash kromatrografijom na
stupcu silikagela uz koriStenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1. Strukturna analiza
produkata provedena je spektroskopskim tehnikama. Omjer cis i trans izomera odreden je NMR
spektroskopijom na sirovoj reakcijskoj smjesi prije kromatografije na stupcu silikagela.

Opceniti postupak 16:

U bezvodnom acetonitrilu, pod atmosferom argona, suspendirana je odgovarajuca kinolin-
2(1H)-on-sulfonijeva sol 33-35 (1 ekv.) i odgovaraju¢i N-tosil-zasti¢eni imin 36—43 (1 ekv).
Potom je dodan Kalijev hidroksid (2 ekv.) u ¢vrstom stanju te je reakcijska smjesa mijeSana dok
se tankoslojnom kromatografijom (diklormetan/metanol = 25/1) nije utvrdio zavrsetak reakcije.
Reakcija je zaustavljena dodatkom vode. VVodeni sloj ekstrahiran je diklormetanom (3 x 20
mL). Organski slojevi spojeni su, osuseni nad bezvodnim natrijevim sulfatom i upareni pod
vakuumom. Sirovi produkt prociséen je flash kromatrografijom na stupcu silikagela uz
koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1. Strukturna analiza produkata provedena
je spektroskopskim tehnikama. Omjer cis i trans izomera odreden je NMR spektroskopijom na

sirovoj reakcijskoj smjesi prije kromatografije na stupcu silikagela.

3.1.25.3.1. Priprava (+)-4-(3-fenil-1-tosilaziridin-2-il)kinolin-2(1H)-ona (rac-44)

‘ Ts
%N T8 N
N O
N (0] N

H
rac-44a rac-44b
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Spoj rac-44 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 33 (0,08g, 0,22 mmol), N-
(benziliden)-toluen-4-sulfonamida 36 (0,056 g, 0,22 mmol) i kalijevog hidroksida (0,029 g,
0,44 mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opcenitom postupku 16 opisanom u
poglavlju 3.1.2.5.3.. U sirovoj reakcijskoj smjesi omjer trans i cis izomera je 69/31. Aziridin je
pro¢is¢en flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze
diklormetan/metanol = 25/1 (Rf = 0,20). Dobiven je marinoazirdin rac-44 (0,052 g, 58 %) u

obliku bijele krutine.

Glavni izomer rac-44a-trans

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 2,39 (s, 3H); 4,08 (d, J1 = 4,6 Hz, 1H); 4,65 (dd, J: = 0,7
Hz, J> = 4,6 Hz, 1H); 6,71 (d, J1= 0,7 Hz, 1H); 7,18-7,24 (m, 3H); 7,37-7,46 (m, 4H); 7,50-
7,57 (m, 3H); 7,62-7,66 (m, 2H); 7,81 (td, J1 = 1,3 Hz, J2 = 2,7 Hz, 1H); 12,49 (s, 1H).

13C NMR (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 21,63; 45,37; 50,81; 116,73; 119,04; 119,60; 122,99;
124,09; 127,79 (2C); 128,68 (2C); 128,93 (2C); 129,27; 129,62 (2C); 131,09; 131,27; 136,14,
138,36; 145,02; 144,65; 163,90.

IR #/cm™': 2993, 2844, 1655, 1558, 1499, 1438, 1382, 1382, 1335, 1304, 1264, 1241, 1183,
1091, 1017, 985, 873, 801, 697, 675, 605, 581, 547, 534, 489, 4509.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C24H20N203S izracunato 417,11946, eksperimentalno odredeno
417,12684.

3.1.25.3.2.  Priprava (+)-4-(3-(4-klor-fenil)-1-tosilaziridin-2-il)kinolin-2(1H)-ona (rac-45)

Cl Cl
Ts O Ts

Cr, CC
N~ o N~ o
rac-45a rac-45b
Spoj rac-45 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 33 (0,140 g, 0,4 mmol), N-

(benziliden)-toluen-4-sulfonamida 37 (0,11 g, 0,4 mmol) i kalijevog hidroksida (0,043 g, 0,8

mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opéenitom postupku 16 opisanom u poglavlju
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3.1.2.5.3.. U sirovoj reakcijskoj smjesi omjer trans i cis izomera je 70/30. Aziridin je procis¢en
kromatografijom na stupcu flash silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol,
25/1 (Rf = 0,29). Dobiven je marinoazirdin rac-45 (0,145 g, 85 %) u obliku bijele krutine.

Glavni izomer rac-45a-trans

IH NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 2,42 (s, 3H); 4,01 (d, J1 = 4,7 Hz, 1H); 4,61 (dd, J1 = 1,1
Hz, J, = 4,7 Hz, 1H); 6,63 (d, J1 = 1,1 Hz, 1H); 7,21-7,26 (m, 3H); 7,33-7,37 (m, 1H); 7,38—
7,43 (m, 2H); 7,46-7,51 (m, 2H); 7,55 (ddd, J1 = 1,3 Hz, J2 = 7,2 Hz, J3 = 8,3 Hz, 1H); 7,65—
7,70 (m, 2H); 7,78 (dd, J1 = 1,3 Hz, J» = 8,1 Hz, 1H); 11,30 (s, 1H).

13C NMR (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 21,67; 45,40; 50,30; 116,21; 118,97; 119,79; 123,06;
124,15; 127,72 (2C); 128,56; 128,98 (2C); 129,74 (2C); 130,32 (2C); 131,19; 135,43; 136,16;
138,12; 144,71; 144,90, 162,78.

IR #/cm™1: 2847, 1652, 1557, 1493, 1429, 1374, 1331, 1266, 1162, 1086, 1037, 1015, 981, 934,
894, 868, 815, 749, 709, 683, 644, 591, 574, 546, 509, 461.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C24H19CIN203S izradunato 451,08049, eksperimentalno
odredeno 451,08768.

3.1.25.3.3. Priprava (+)-4-(3-(4-fluorfenil)-1-tosilaziridin-2-il)kinolin-2(1H)-ona (rac-46

F. F
Ts O Ts
@N - N e

SONNOS
N~ o N~ o
H H

rac-46a rac-46b

Spoj rac-46 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 33 (0,140 g, 0,4 mmol), N-
(benziliden)-toluen-4-sulfonamida 38 (0,105 g, 0,4 mmol) i kalijevog hidroksida (0,043 g, 0,8

mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opéenitom postupku 16 opisanom u poglavlju

flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol,
25/1 (Rf = 0,25). Dobiven je marinoazirdin rac-46 (0,132 g, 80 %) u obliku bijele krutine.
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Glavni izomer rac-46a-trans

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 2,42 (s, 3H); 4,01 (d, J1 = 4,7 Hz, 1H); 4,63 (d, J1 = 4,70
Hz, 1H); 6,63 (s, 1H); 7,00-7,27 (m, 5H); 7,49-7,57 (m, 4H); 7,67 (d, J1 = 8,2 Hz, 2H); 7,80
(t, J1 = 8,4 Hz, 1H); 10,74 (s, 1H).

13C NMR (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 21,66; 46,40; 50,40; 115,25; 115,39; 115,73; 115,88;
116,49; 126,47; 127,74 (2C); 128,08; 129,70 (2C); 129,73; 130,16; 136,18; 138,24; 144,82,
144, 91; 145,49; 163,25 (Jcr = 249,8 Hz); 163,32.

IR w/cm™: 2851, 1660, 1600, 1560, 1512, 1433, 1322, 1231, 1187, 1089, 917, 841, 813, 748,
681, 705, 574, 553, 534.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C24H19FN203S izracunato 435,11004, eksperimentalno odredeno
435,11752.

3.1.25.3.4. Priprava (+)-4-(3-(3-fluorfenil)-1-tosilaziridin-2-il)kinolin-2(1H)-ona (rac-47)

O Ts
F Nid
O b
N o
H

rac-47

Spoj rac-47 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 33 (0,140 g, 0,4 mmol), N-
(benziliden)-toluen-4-sulfonamida 39 (0,105 g, 0,4 mmol) i kalijevog hidroksida (0,043 g, 0,8
mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opcenitom postupku 16 opisanom u poglavlju
3.1.2.5.3.. U sirovoj reakcijskoj smjesi omjer trans i cis izomera je 0/100. Aziridin je pro¢is¢en
flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol,
25/1 (Rs = 0,38). Dobiven je marinoazirdin rac-47 (0,099 g, 60 %)) u obliku bijele krutine.

IH NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm: 2,58 (s, 3H); 4,43 (dd, J1 = 1,1 Hz, J» = 7,4 Hz, 1H); 6,59
(d, 31 = 1,1 Hz, 1H); 7,22-7,28 (m, 3H); 7,39-7,42 (m, 2H); 7,46-7,50 (m, 4H); 7,73 (dd, J; =
1,4 Hz, J; = 8,2 Hz, 2H); 7,96-7,99 (m, 1H).
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13C (CDCls, 151 MHz) o/ppm: 29,11; 45,22: 46,37; 114,39 (2Jcr = 22,9 Hz); 115,45 (XJcr =
21,1 Hz); 115,97 (2C); 120,87; 122,58 (2C); 124,67 (2C); 127,88; 128,09; 130,04 (2C); 130,18;
130,98; 136,89; 138,11; 142,14; 145 55; 162,34 (Jcr = 247,4 Hz): 162,92.

IR #/cm™; 2995, 2843, 1659, 1617, 1586, 1558, 1494, 1438, 1383, 1335, 1276, 1264, 1221,
1184, 1091, 1023, 986, 964, 918, 865, 781, 762, 755, 689, 675, 610, 582, 545, 514, 453.

3.1.2.5.3.5. Priprava (+)-4-(3-(2-fluorfenil)-1-tosilaziridin-2-il)kinolin-2(1H)-ona (rac-48)

Ts
N~

\

rac-48a rac-48b

I=z / m--<-

Spoj rac-48 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 33 (0.140 g, 0,4 mmol), N-
(benziliden)-toluen-4-sulfonamida 40 (0,105 g, 0,4 mmol) i kalijevog hidroksida (0,043 g, 0,8
mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opéenitom postupku 16 opisanom u poglavlju
3.1.2.5.3.. U sirovoj reakcijskoj smjesi omjer trans i cis izomera je 60/40. Aziridin je pro¢is¢en
kromatografijom na stupcu flash silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol,
25/1 (R¢ = 0,35). Dobiven je marinoazirdin rac-48 (0,086 g, 52 %) u obliku bijele krutine.

Glavni izomer rac-48a-trans

'H NMR (CDClIs, 600 MHz) é/ppm: 6,69 (s, 1H); 6,73-6,91 (m, 1H); 7,00-7,27 (m, 4H);
7,28-7,61 (m, 3H); 7,66 (d, J1=7,9 Hz, 2H); 7,77-7,93 (m, 1H); 7,98 (d, J1 = 8,2 Hz, 1H)
13C (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 21,50; 46,75 (*Jcr = 5,2 Hz); 47,72; 116,11 (3Jcr =20,3 Hz);
117,25;121,07; 121,10; 124,15; 124,65; 125,90 (*Jcr = 2,9 Hz); 126,54 ((Jcr = 19,7 Hz); 128,28
(2C); 128,64 (*Jcr = 8,2 Hz); 128,95 (2C); 129,26 (*Jcr = 8,4 Hz); 130,41; 136,88; 138,79;
139,10; 142,60; 160,85 (Jcr = 253,4 Hz); 162,80.

IR #/cm™1: 2993, 2843, 1662, 1620, 1586, 1568, 1496, 1439, 1383, 1339, 1277, 1264, 1221,
1184, 1091, 1023, 989, 968, 919, 867, 782, 765, 756, 690, 673, 611, 580, 545, 457.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C24H19FN203S izracunato 435,11004, eksperimentalno odredeno
435,11775.
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3.1.25.3.6.  Priprava (£)-4-(3-(2,6-difluorfenyl)-1-tosilaziridin-2-il)kinolin-2(1H)-ona (rac-
49)

rac-49
Spoj rac-49 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 33 (0,06 g, 0,16 mmol), N-
(benziliden)-toluen-4-sulfonamida 41 (0,041 g, 0,16 mmol) i kalijevog hidroksida (0,02 g, 0,32

mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opéenitom postupku 16 opisanom u poglavlju

flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol,
25/1 (Rf=0,31). Dobiven je marinoazirdin rac-49 (0,033, 45 %) u obliku bijele krutine.

Glavni izomer rac-49-trans

'H NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm: 2,44 (s, 3H), 4,49 (d, J1 = 7,0, 1H), 5,03 (dd, J1 = 0,9 Hz,
J2 = 7,0 Hz, 1H), 6,61 (d, J1 = 0,9 Hz, 1H), 7,03-7,12 (m, 3H), 7,29-7,36 (m, 3H), 7,40-7,49
(m, 2H), 7,67-7,77 (m, 3H), 10,87 (s, 1H).

13C (CDCls, 151 MHz) 6/ppm: 21,49; 46,68; 46,74 (*Jcr = 2,0 Hz, “Jcr = 2,2 Hz); 113,49 (3Jcr
= 3,3 Hz), 113,65 (3Jcr = 3,3 Hz); 116,94 (3Jcr = 20,2 Hz); 117,29; 121,11; 121,15; 124,19;
124,55; 128,29 (2C); 129,00 (2C); 129,68 (*Jce = 8,1 Hz); 130,35; 136,48; 138,75; 139,11;
142,68; 160,85 (Jcr = 252,8 Hz); 160,79 (Jcr = 250,8 Hz); 163,87.

IR #/cm™: 2850, 1659, 1617, 1566, 1523, 1439, 1326, 1299, 1210, 1160, 1135, 1080, 1040,
947, 919, 884, 820, 738, 722, 689, 659, 591, 515.
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3.1.25.3.7.  Priprava (£)-4-(3-(3,4-difluorfenyl)-1-tosilaziridin-2-il)kinolin-2(1H)-ona

(rac-50)
F F
w
F&N/ S . N/TS

Ofl O b
0 N 0
H

N
H

rac-50a rac-50b

Spoj rac-50 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 33 (0.140 g, 0,4 mmol), N-
(benziliden)-toluen-4-sulfonamida 42 (0,112 g, 0,4 mmol) i kalijevog hidroksida (0,043 g, 0,8
mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opéenitom postupku 16 opisanom u poglavlju
3.1.2.5.3.. U sirovoj reakcijskoj smjesi omjer trans i cis izomera je 79/21. Aziridin je procis¢en
flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol,
25/1 (Rf = 0,30). Dobiven je marinoazirdin rac-50 (0,069, 40 %) u obliku bijele krutine.

Glavni izomer rac-50a-trans

IH NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm: 2,42 (s, 3H); 4,02 (d, J1 = 4,6 Hz, 1H); 4,53 (dd, J1 = 1,0
Hz, J2 = 4,6 Hz, 1H); 6,63 (d, J1 = 1,0 Hz, 1H); 7,21-7,36 (m, 7H); 7,55 (ddd, J1 = 1,3 Hz, J2 =
7,2 Hz, J3 = 8,3 Hz, 1H); 7,65-7,69 (m, 1H); 7,76 (dd, J1 = 1,4 Hz, J2 = 8,2 Hz, 2H); 11,41 (s,
1H).

13C (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 21,67; 45,99; 49,20; 116,45; 117,71 (3Jcr = 17,1 Hz); 117,98
(Jcr = 17,9 Hz); 118,90; 119,89; 123,09; 124,07; 125,24 (*Jcr = 3,3 Hz, 3Jcr = 5,8 Hz); 126,48;
127,76 (2C); 129,77 (2C); 131,23; 135,95; 138,21; 144,29; 145,05; 150,32 (Jcr = 236,3 Hz);
150,89 (Jcr = 253,7 Hz); 163,15.

IR #/cm™1: 2855, 1658, 1611, 1560, 1521, 1436, 1321, 1296, 1212, 1162, 1118, 1087, 1043,
957, 919, 874, 826, 748, 710, 685, 655, 596, 568, 553, 510.
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3.1.2.5.3.8. Priprava  (£)-4-(1-tosil-3-(2,4,5-trifluorfenil)aziridin-2-il)kinolin-2(1H)-ona
(rac-51)

Ts
N/
_\ O x
N O
H
rac-51a rac-51b

Spoj rac-51 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 33 (0.140 g, 0,4 mmol), N-
(benziliden)-toluen-4-sulfonamida 43 (0,119 g, 0,4 mmol) i kalijevog hidroksida (0,043 g, 0,8
mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opéenitom postupku 16 opisanom u poglavlju
3.1.2.5.3.. U sirovoj reakcijskoj smjesi omjer trans i cis izomera je 48/52. Aziridin je procis¢en
flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol,
25/1 (Rf = 0,29). Dobiven je marinoazirdin rac-51 (0,116 g, 65 %) u obliku bijele krutine.

Glavni izomer rac-51b-cis

'H (CDCIs, 600 MHz, ) é/ppm: 2,48 (s, 3H); 4,45 (dd, J1 = 1,2 Hz, J, = 7,5 Hz, 1H); 4,58 (d,
J1 =7,5 Hz, 1H); 6,50 (s, 1H); 6,69 (td, J1 = 6,0 Hz, J> = 9,2 Hz, J3 = 15,3 Hz, 1H); 6,91 (q,
1H); 7,23 (t, J1 = 9,2 Hz, 3H); 7,41 (d, J1 = 7,7 Hz, 2H); 7,45-7,51 (m, 1H); 7,97 (d, J. = 8,3
Hz, 2H), 10,93 (s, 1H).

13C (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 21,80; 41,29; 45,16; 105,55; 116,39; 117,98; 120,48; 123,11;
123,42; 126,44 (2C); 128,13; 129,77 (2C); 130,29; 131,30; 133,88; 137,85; 139,12; 142,05;
143,60 (2C); 145,89; 162,63.

*]oSa topljivost spoja (nisu vidljive konstante sprega s atomom F)

IR #/cm™': 2854, 1658, 1611, 1560, 1521, 1436, 1321, 1296, 1212, 1152, 1128, 1077, 1045,
989, 920, 874, 867, 744, 711, 688, 659, 590, 567, 559, 518, 506.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C24H17F3N20sS izraGunato 471,09120, eksperimentalno
odredeno 471,09886.
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Sporedni izomer rac-51a-trans

'H (600 MHz, CDCls): 2,42 (s, 3H); 4,12 (d, J1 = 4,6 Hz, 1H); 4,52 (d, J1 = 4,6 Hz, 1H); 6,65
(s, 1H); 7,01 (td, J1 = 6,4 Hz, J» = 9,5 Hz, Js = 15,9 Hz, 1H); 7,20-7,29 (m, 3H); 7,34-7,39 (m,
2H); 7,56 (ddd, J1 = 1,3 Hz, J2 = 7,6 Hz, Js = 8,4 Hz, 1H); 7,68 (m, 2H); 7,81 (m, 1H), 11,40
(s, 1H).

3.1.25.3.9.  Priprava (£)-1-metil-4-(3-fenil-1-tozilaziridin-2-il)kinolin-2(1H)-ona (rac-52)

Ts ‘ Ts
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Spoj rac-52 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 34 (0,18 g, 0,46 mmol), N-
(benziliden)-toluen-4-sulfonamida 36 (0,19 g, 0,46 mmol) i kalijevog hidroksida (0,05 g, 0,91

mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opéenitom postupku 16 opisanom u poglavlju
flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol,
25/1 (R¢ (cis) = 0,46; Rt (trans) = 0,36). Dobiven je marinoazirdin rac-52 (0,15 g, 77 %) u obliku

bijele krutine.

Glavni izomer rac-52a-trans

t.t. = 90,0-91,1 °C (odredena na smjesi dvaju izomera)

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 2,41 (s, 3H); 3,70 (s, 3H); 4,06 (d, J1 = 4,7 Hz, 1H); 4,60
(dd, J1 = 0,6 Hz, J2 = 4,6 Hz, 1H); 6,67 (d, J1 = 0,6 Hz, 1H); 1,18-7,26 (m, 3H); 7,37-7,45
(m,4H); 7,49-7,56 (m, 2H); 7,57-7,69 (m, 3H); 7,88 (dd, J1 = 1,1 Hz, J>= 8,0 Hz, 1H).

13C NMR (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 21,64; 29,48; 45,71; 50,58; 114,65; 119,76; 120,21;
122,34; 125,04; 127,73 (2C); 128,68 (2C); 128,82 (2C); 129,22; 129,61 (2C); 131,08; 131,45;
136,34;139,90; 142,39; 144,65; 161,63.

IR v/cm™: 3062; 1649; 1591; 1499; 1455; 1321; 1158; 1087; 911; 812; 750; 687.
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HRMS (ESI): m/z [M+Na]® za C2sH22N20sS, izraGunato 453,12488, eksperimentalno
odredeno 453,12602.

3.1.25.3.10. Priprava (¥)-4-(3-(4-klorfenil)-1-tosilaziridin-2-il)-1-metilkinolin-2(1H)-ona

(rac-53)
Cl Cl
\G%N s O N s

SONNOS
TO TO

rac-53a rac-53b

Spoj rac-53 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 34 (0,18 g, 0,46 mmol), N-(4-
klorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida 37 (0,13 g, 0,46 mmol) i kalijevog hidroksida (0,05 g,
0,91 mmol) u bezvodnom acetonirilu (15 mL) prema opéenitom postupku 16 opisanom u
poglavlju 3.1.2.5.3.. U sirovoj reakcijskoj smjesi omjer trans i cis izomera je 79/21. Aziridin je
pro¢is¢en flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze
diklormetan/metanol, 25/1 (R (trans) = 0,22). Dobiven je marinoaziridin rac-53 (0,18 g, 87 %)
u obliku bijele krutine.

Glavni izomer rac-53a-trans

t.t. = 216,3-219,6 °C (odredena na smjesi dvaju izomera)

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 2,41 (s, 3H); 3,69 (s, 3H); 4,02 (d, J1 = 4,6 Hz, 1H); 4,54
(d, J1 = 4,4 Hz, 1H); 6,65 (s, 1H); 7,26-7,32 (m, 3H); 7,36-7,44 (m, 3H); 7,45-7,50 (m, 2H);
7,66 (d, J1 = 8,3 Hz, 2H); 7,82 (t, J1 = 8,3 Hz, 2H).

13C NMR (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 21,66; 29,51; 45,96; 49,70; 114,73; 119,67; 120,21;
122,41; 124,92; 126,45; 127,70 (2C); 128,95 (2C); 129,69 (2C); 130,14 (2C); 131,17; 135,29;
136,18; 139,89; 142,10; 144,87, 161,60.

IR #/cm™: 3050; 1655; 1590; 1493; 1456; 1375; 1319; 1158; 1087; 914; 810; 753; 679.
HRMS (ESI): m/z [M+H]" za Ca2sH21CIN203S, izradunato 465,10397, eksperimentalno
odredeno 465,10437.
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Sporedni izomer rac-53b-cis

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 2,46 (s, 3H); 3,59 (s, 3H); 4,38 (dd, J1 = 0,7 Hz, J, = 7,2
Hz, 1H); 4,46 (d, J1= 7,3 Hz, 1H); 6,59 (d, J1 = 0,7 Hz, 1H); 7,05 (s, 4H); 7,24 (m, 2H); 7,38
(d, J1 = 8,0 Hz, 2H); 7,53 (m, 1H); 7,75 (dd, J1 = 0,9 Hz, J1= 8,0 Hz, 1H); 7,96 (d, J1 = 8,3 Hz,
2H).

13C NMR (CDClIs, 75 MHz) é/ppm: 21,76; 29,36; 45,34; 46,17; 114,78; 118,94; 121,21;
122,27; 123,97; 128,03 (2C); 128,46 (2C); 128,58 (2C); 129,62; 130,14 (2C); 130,98; 134,20;
134,36; 139,57, 139,67, 145,51, 161,33.

3.1.25.3.11. Priprava (£)-4-(3-(4-fluorfenil)-1-tosilaziridin-2-il)-1-metilkinolin-2(1H)-ona

(rac-54)
F F
@N/TS C N/Ts

soWlive

rac-54a rac-54b

Spoj rac-54 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 34 (0,05 g, 0,13 mmol), N-(4-
fluorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida 38 (0,04 g, 0,13 mmol) i kalijevog hidroksida (0,01 g,
0,26 mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opéenitom postupku 16 opisanom u
poglavlju 3.1.2.5.3.. U sirovoj reakcijskoj smjesi omjer trans i cis izomera je 83/17. Aziridin je
procis¢en flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze
diklormetan/metanol, 25/1 (Rt (trans) = 0,72; R¢ (cis) = 0,84). Dobiven je marinoaziridin rac-
54 (0,06 g, 95 %) u obliku bijele krutine.

Glavni izomer rac-54a-trans

t.t. = 99,6-102,0 °C (odredena na smjesi dvaju izomera)

'H NMR (CDCIls, 300 MHz) é/ppm: 2,42 (s, 3H); 3,71 (s, 3H); 4,00 (d, J1 = 4,6 Hz, 1H); 4,59
(d, J1 = 4,6 Hz, 1H); 6,63 (s, 1H); 7,12 (t, J1 = 8,6 Hz, 2H); 7,23 (s, 3H); 7,40 (d, J1 = 8,5 Hz,
1H); 7,47-7,57 (m, 2H); 7,58-7,71 (m, 3H); 7,84 (dd, J1 = 0,9 Hz, J, = 7,8 Hz, 1H).
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13C NMR (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 21,67; 29,50; 45,62; 50,18; 114,73; 115,82 (2Jcr = 21,9
Hz, 2C); 119,65; 120,11; 122,38; 124,85; 126,50; 127,70 (2C); 129,69 (2C); 130,80 (*Jce = 8,3
Hz, 2C); 131,15; 136,30; 139,94; 142,29; 144,81; 161,60; 163,21 (Jcr = 249,6 Hz, CF).

IR #/cm™: 3065; 1652; 1592; 1513; 1456; 1371; 1322; 1158; 1087; 940; 814; 751; 685.
HRMS (ESI): m/z [M+H]" za Ca2sH21FN20sS, izracunato 449,13352, eksperimentalno
odredeno 449,13412.

3.1.2.5.3.12. Priprava (£)-4-(3-(4-fluorfenil)-1-tosilaziridin-2-il)-1-metilkinolin-2(1H)-ona

(rac-55)
F O N/TS
(1
rlu 0

rac-55

Spoj rac-55 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 34 (0,15 g, 0,39 mmol), N-(3-
fluorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida 39 (0,11 g, 0,39 mmol) i kalijevog hidroksida (0,04 g,

0,78 mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opéenitom postupku 16 opisanom u

pro¢is¢en flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze
diklormetan/metanol, 25/1 (R¢ = 0,50). Dobiven je marinoaziridin rac-55 (0,09 g, 51 %) u

obliku bijele krutine.

t.t. =215,5-217,9 °C

'H NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm: 2,44 (s, 3H); 3,54 (s, 3H); 4,38 (dd, J1 = 1,1 Hz, J,=7,3
Hz, 1H); 4,47 (d, J1= 7,4 Hz, 1H); 6,58 (d, J1 = 1,1 Hz, 1H); 6,74 (tdd, J1 = 0,8 Hz, J>.= 2,6 Hz,
J3= 16,8 Hz, 1H); 6,81 (dt, J1 = 2,1 Hz, J>= 4,0 Hz, 1H); 6,91 (m, 1H); 7,02 (dt, J1 = 5,8 Hz,
J2=7,9 Hz, 1H); 7,22 (m, 2H); 7,37 (d, J1 = 7,9 Hz, 2H); 7,50 (m, 1H); 7,76 (dd, J1 = 0,9 Hz,
Jo =7,8 Hz, 1H); 7,95 (dt, J1 = 1,9 Hz, J>» = 6,6 Hz, 2H).
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13C (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 21,74; 29,30; 45,33; 46,23 (*Jcr = 2,3 Hz); 114,57 (*Jcr = 22,9
Hz); 114,70; 115,36 (2Jcr = 21,2 Hz); 118,90; 121,19; 122,28; 123,06 (*Jcr = 2,8 Hz); 124,02;
128,05 (2C); 129,84 (*Jcr = 8,3 Hz); 130,15 (2C); 130,98; 133,61 (3Jcr = 7,8 Hz); 134,30;
139,53; 139,64; 145,54; 161.29; 161,32 (Jcr = 247,1 Hz, CF).

IR v/cm™: 3034; 1656; 1591; 1491; 1451; 1322; 1155; 1088; 954; 869; 749; 675.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za Ca2sH21FN20sS, izracunato 449,13352, eksperimentalno
odredeno 449,13452.

3.1.2.5.3.13. Priprava (£)-4-(3-(2-fluorofenil)-1-tosilaziridin-2-il)-1-metilkinolin-2(1H)-ona
(rac-56)

rac-56a rac-56b
Spoj rac-56 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 34 (0,15 g, 0,39 mmol), N-(2-
fluorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida 40 (0,11 g, 0,39 mmol) te kalijevog hidroksida (0,04 g,
0,78 mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opéenitom postupku 16 opisanom u
poglavlju 3.1.2.5.3.. U sirovoj reakcijskoj smjesi omjer trans i cis izomera je 79/21. Aziridin je
procis¢en flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koriStenje pokretne faze
diklormetan/metanol, 25/1 (Rt (trans) = 0,29; Rt (cis) = 0,37). Dobiven je marinoaziridin rac-
56 (0,12 g, 70 %) u obliku bijele krutine.

Glavni izomer rac-56a-trans

t.t. = 97,3-97,9 °C (odredena na smjesi dvaju izomera)

IH NMR (CDCls, 300 MHz) /ppm: 2,41 (s, 3H); 3,70 (s, 3H); 4,15 (d, J1= 4,6 Hz, 1H); 4,63
(d, J1= 4,3 Hz, 1H); 6,70 (s, 1H); 7,19-7,31 (m, 5H); 7,36-7,43 (m, 2H); 7,62-7,67 (m, 2H);
7,77-7,83 (m, 2H); 7,94 (dd, J1 = 1,0 Hz, J> = 8,0 Hz, 1H).

13C (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 21,66; 29,51; 44,85 (PJcr = 3,7 Hz); 44,99 (*Jcr = 1,8 Hz); 114,
66; 115,74 (3Jcr = 21,3 Hz); 119,73; 120,28; 122,39; 124,27 (*3Jcr = 3,5 Hz); 125,06 (*Jcr = 1,0
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Hz); 126,43 (2C); 127,85 (2C); 129,65 (3Jcr = 1,4 Hz, 2C); 131,12; 135,81; 139,87; 142,22;
143,43; 144,88; 161,64; 162,16 (Jcr = 247,7 Hz, CF).

IR v/cm™': 3355; 3260; 3065; 2923; 1646; 1588; 1495; 1455; 1328; 1305; 1157; 1086; 915;
813; 753; 687.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za Ca2sH21FN20sS, izracunato 449,13352, eksperimentalno
odredeno 449,13472.

3.1.2.5.3.14. Priprava (£)-4-(3-(2,6-difluorfenil)-1-tossilaziridin-2-il)-1-metilkinolin-2(1H)-
ona (rac-57)

Spoj rac-57 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 34 (0,10 g, 0,26 mmol), N-(2,6-
difluorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida 41 (0,12 g, 0,31 mmol) i kalijevog hidroksida (0,03 g,

0,52 mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opcenitom postupku 16 opisanom u

pro¢is¢en flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze
diklormetan/metanol, 25/1 (Rt (trans) = 0,35). Dobiven je aziridin rac-57 (0,08 g, 65 %) u
obliku bijele krutine.

t.t. =91,2-92,0 °C

IH NMR (CDCls, 300 MHz) /ppm: 2,43 (s, 3H); 3,69 (s, 3H); 3,78 (d, J1= 4,7 Hz, 1H); 5,15
(d, J1 = 4,4 Hz, 1H); 6,64 (s, 1H); 7,00 (t, J1 = 8,5 Hz, 1H); 7,25-7,36 (m, 3H); 7,37-7,44 (m,
2H); 7,62 (t, J1= 7,4 Hz, 1H); 7,76 (d, J1 = 8,3 Hz, 2H); 8,11 (d, J1 = 8,0 Hz, 1H).

13C NMR (CDCls, 75 MHz) d/ppm: 21,70; 29,46; 42,66; 43,02; 107,82; 111,73 (3Jcr = 3,5
Hz); 111,87 (3Jcr = 3,5 Hz); 114,68; 119,11; 119,48; 122,50; 124,69 (*Jcr = 3,2 Hz); 126,44;
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127,89 (2C); 129,74 (2C); 131,11; 135,73; 139,92; 143,50; 145,00; 161,78; 162,25 (Jcr = 251,0
Hz; 162,29 (Jcr = 251,0 Hz).

IR #/cm™': 3067; 1648; 1590; 1469; 1455; 1372; 1325; 1160; 1084; 995; 938; 682.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" za CasH20F2N203S, izraGunato 467,12410, eksperimentalno
odredeno 467,12759.

3.1.25.3.15. Priprava (£)-4-(3-(3,4-difluorfenil)-1-tosilaziridin-2-il)-1-metilkinolin-2(1H)-

ona (rac-58)
F F
o I

L O
TO rxllo

rac-58a rac-58b

Spoj rac-58 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 34 (0,15 g, 0,39 mmol), N-(3,4-
difluorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida 42 (0,12 g, 0,39 mmol) te kalijevog hidroksida (0,04

g, 0,78 mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opcenitom postupku 16 opisanom u

procis¢en flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze
diklormetan/metanol, 25/1 (Rt (cis) = 0,50; Rs (trans) = 0,41). Dobiven je marinoaziridin rac-
58 (0,09 g, 51 %) u obliku bijele krutine.

Glavni izomer rac-58a-trans

tt.=217,1-218,8 °C

IH NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 2,42 (s, 3H); 3,70 (s, 3H); 4,04 (d, J1 = 4,5 Hz, 1H); 4,47
(d, J1 = 4,5 Hz, 1H); 6,65 (s, 1H); 7,15-7,40 (m, 6H); 7,57-7,71 (m, 3H); 7,75-7,88 (m, 2H).
13C (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 21,65; 29,51; 46,53; 48,67; 114,74; 117,75 (*Jcr = 4,3 Hz, 2Jcr
= 6,4 Hz); 119,66; 120,39; 122,42; 124,93; 125,09 (3J = 5,1 Hz); 126,43; 127,73 (2C); 128,84
(Jcr = 4,9 Hz); 129,72 (2C); 131,21; 136,01; 139,89; 141,67; 145,02; 148,91 (*Jcr = 14,1 Hz,
Jor = 39,7 Hz, CF); 152,28 (2Jcr = 14,3 Hz, Jcr = 41,1 Hz, CF); 161,53.
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IR #/cm™: 3043; 1654; 1590; 1518; 1455; 1317; 1203; 1159; 1086; 938; 898; 753; 686.
HRMS (ESI): m/z [M+H]" za CoasH20F2N203S, izraGunato 467,12410, eksperimentalno
odredeno 467,12482.

3.1.2.5.3.16. Priprava (£)-1-metil-4-(1-tosil-3-(2,4,5-trifluorfenil)aziridin-2-il)kinolin-
2(1H)-ona (rac-59)

rac-59a rac-59b

Spoj rac-59 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 34 (0,15 g, 0,39 mmol), N-
(2,4,5-trifluorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida 43 (0,12 g, 0,39 mmol) i kalijevog hidroksida
(0,04 g, 0,78 mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema op¢enitom postupku 16 opisanom
u poglavlju 3.1.2.5.3.. U sirovoj reakcijskoj smjesi omjer trans i cis izomera je 67/33. Aziridin
je procis¢en kromatografijom na stupcu silikagela uz koriStenje mobilne faze
diklormetan/metanol, 25/1 (Rt (cis) = 0,69; Rs (trans) = 0,54). Dobiven je aziridin rac-59 (0,05
0, 26 %) u obliku bijele krutine.

Sporedni izomer rac-59b-cis

t.t.= 182,0-184,8 °C

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 2,48 (s, 3H); 3,60 (s, 3H); 4,41 (dd, J1=1,0Hz, J.=7,2
Hz, 1H); 4,59 (d, J1=7,2 Hz, 1H); 6,54 (d, J1 = 0,7 Hz, 1H); 6,68 (td, J1 = 3,2 Hz, J.= 6,3 Hz,
1H): 6,83-7,01 (m, 1H); 7,22-7,33 (m, 2H); 7,36-7,47 (m, 2H); 7,50-7,61 (m, 1H); 7,75-7,84
(m, 1H); 7,97 (d, J1 = 8,3 Hz, 2H).

13C (CDCls, 75 MHz) &/ppm: 21,79; 29,39; 41,12; 45,27; 105,14; 105,42 (J1 = 10,4 Hz);
105,77; 114,69; 116,78 (J1 =6,5Hz); 117,12 (J1 = 8,8 Hz); 118,70 (2C); 121,00; 122,34; 124,09
(J1 = 3,0 Hz); 128,11 (2C); 130,27 (2C); 131,18; 133,97; 139,27; 139,67; 145,85; 161,20.
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IR #/cm™1: 3069; 1652; 1594; 1519; 1456; 1429; 1378; 1337; 1159; 1087; 951; 878; 756; 677.
HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C2sH19F3N203S, izraGunato 485,11467, eksperimentalno
odredeno 485,11589.

3.1.25.3.17. Priprava (£)-1-benzil-4-(3-fenil-1-tosilaziridin-2-il)kinolin-2(1H)-ona (rac-60)

5.4

X

rac- 60ak© rac- 60b

Spoj rac-60 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 35 (0,070 g, 0,15 mmol), N-
(benziliden)-toluen-4-sulfonamida 36 (0,039 g, 0,15 mmol) i kalijevog hidroksida (0,017 g,

Z

0,30 mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opcenitom postupku 16 opisanom u
poglavlju 3.1.2.5.3.. U sirovoj reakcijskoj smjesi omjer trans i cis izomera je 75/35. Aziridin je
procis¢en flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze
diklormetan/metanol, 25/1 (R (cis) = 0,73; R¢(trans) = 0,78). Dobiven je marinoazirdin rac-60
(0,125 g, 75 %) u obliku bijele krutine.

Sporedni izomer rac-60b-cis

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 2,47 (s, 3H); 4,45 (d, J1 = 7,4 Hz, 1H); 4,52 (d, J1 = 7,3
Hz, 1H); 5,55 (m, 2H); 6,73 (s, 1H); 6,94-7,43 (m, 15H); 7,79 (d, J1 = 8,0 Hz, 1H); 7,99 (d, J
= 8,4 Hz, 2H).

13C (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 21,77; 45,18; 47,04; 53,43; 115,13; 115,51; 119,36; 121,19;
122,14; 122,24; 124,20; 125,32; 126,28; 126,56; 127,17; 127,22; 127,31; 128,07; 128,08;
128,18; 128,75; 130,01; 130,12; 130,80; 131,03; 134,57; 135,99; 138,96; 140,53; 145,37,
161,52.
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3.1.25.3.18. Priprava (£)-4-(3-(4-klorfenil)-1-tosilaziridin-2-il)-1-benzil-kinolin-2(1H)-ona
(rac-61)

x \
N~ o

N O

rac-61a rac-61b [ )

Spoj rac-61 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 35 (0,150 g, 0,33 mmol), N-(4-
klorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida 37 (0,096 g, 0,33 mmol) i fosfazenske baze (0,130 mL,

0,39 mmol) u bezvodnom tetrahidrofuranu (15 mL) prema opcenitom postupku 14 opisanom u

pro¢is¢en flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze
diklormetan/metanol, 25/1 (R¢ (cis) = 0,63; R (trans) =0,68). Dobiven je marinoaziridin rac-61
(0,124 g, 75 and %) u obliku bijele krutine.

Glavni izomer rac-61a-trans

'H NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 2,42 (s, 3H); 4,02 (m, 1H); 4,61 (dd, J1 = 1,2 Hz, J, =
4,7 Hz, 1H); 5,56 (m, 2H); 6,72 (s, 1H); 7,16-7,32 (m, 10H); 7,38-7,53 (m, 4H); 7,70 (d, J1 =
8,5 Hz, 2H); 7,81 (m, 1H).
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3.1.25.3.19. Priprava (£)-4-(3-(4-fluorfenil)-1-tosilaziridin-2-il)-1-benzilkinolin-2(1H)-ona

(rac-62)
F\@ F

Ts
g N/
Q\il
rac-62a © rac-62bk©

Spoj rac-62 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 35 (0,12 g, 0,26 mmol), N-(4-
fluorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida 38 (0,072 g, 0,26 mmol) i fosfazenske baze (0,096 mL,

0,31 mmol) u bezvodnom tetrahidrofuranu (15 mL) prema opcenitom postupku 14 opisanom u

/TS

A

l N

pro¢is¢en flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze
diklormetan/metanol, 25/1 (Rt (trans) = 0,43; Rt (cis) =0,40). Dobiven je marinoaziridin rac-62
(0,136 g, 79 %) u obliku bijele krutine.

Glavni izomer rac-62a-trans

'H NMR (CDCls, 600 MHz) 6/ppm: 2,42 (s, 3H); 4,03 (d, J1 = 4,6 Hz, 1H); 4,64 (d, J1 = 4,3
Hz, 1H); 5,51 (dd, J1 = 11,2 Hz, J2 = 40,0 Hz, 2H); 6,72 (d, J1 = 1,1 Hz, 1H); 7,12 (t, J1 = 8,6
Hz, J1 = 17,2 Hz, 2H); 7,20 (dd, J1 = 0,6 Hz, J> = 7,3 Hz, 3H); 7,25 (d, J1. = 8,0 Hz, 3H); 7,30
(t, J1= 5,6 Hz, J2 = 13,2 Hz, 3H); 7,45 (td, J1 = 1,3 Hz, J2 = 8,5 Hz, 1H); 7,52-7,56 (m, 2H);
7,69 (d, J1 = 8,3 Hz, 2H); 7,82 (dd, J1. = 1,1 Hz, J> = 8,0 Hz, 1H).

13C NMR (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 21,18; 44,90; 45,47; 49,89; 115,14; 115,23; 115,37;
119,36; 119,48; 121,95; 124,31; 126,05 (2C); 126,88; 127,22 (2C); 128,35 (2C); 129,22 (2C);
130,40; 130,45; 130,58; 135,58; 135,78; 138,84; 142,47; 144,33; 161,26; 161,90;163,55 (JcF
=254,2 Hz).

HRMS (ESI): m/z [M+H]* za CsiH2sFN2OsS, izraGunato 525,15699, eksperimentalno
odredeno 525,16463.
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3.1.2.5.3.20. Priprava (+)-4-(3-(2-fluorofenil)-1-tosilaziridin-2-il)-1-benzilkinolin-2(1H)-ona

(rac-63)
F O N/TS
e
N o)

Spoj rac-63 pripravljen je iz kinolin-2(1H)-on-sulfonijeve soli 35 (0,070 g, 0,15 mmol), N-(2-
fluorbenziliden)-toluen-4-sulfonamida 40 (0,042 g, 0,15 mmol) te kalijevog hidroksida (0,017
g, 0,30 mmol) u bezvodnom acetonitrilu (15 mL) prema opéenitom postupku 16 opisanom u
poglavlju 3.1.2.5.3.. U sirovoj reakcijskoj smjesi omjer trans i cis izomera je 0/100. Aziridin je
pro¢is¢en flash kromatografijom na stupcu silikagela uz koristenje pokretne faze
diklormetan/metanol, 25/1 (R¢=0,75). Dobiven je aziridin rac-63 (0,064 g, 80 %) u obliku bijele

krutine.

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 2,48 (s, 3H); 4,49 (d, J1 = 7,2 Hz, 1H); 4,70 (d, J1 = 7,2
Hz, 1H); 5,30 (m, 1H); 5,52 (d, J1 = 15,7 Hz, 1H); 6,69 (d, J1 = 1,2 Hz, 1H); 6,79 (ddd, J1 = 1,0
Hz, J. = 8,1 Hz, J3 = 10,3 Hz, 1H); 6,89 (td, J1 = 1,4 Hz, J. = 7,9 Hz, 1H); 6,99 (m, 2H); 7,10
(m, 3H); 7,22 (m, 4H); 7,36 (m, 1H); 7,41 (m, 2H); 7,86 (dt, J1 = 1,3 Hz, J2> = 9,36 Hz, 1H);
7,99 (m, 2H).

13C (CDClIs, 75 MHz) é/ppm: 21,79; 42,35 (3Jcr =5,3 Hz); 45,06; 45,63; 114,85 (*Jcr = 19,4
Hz); 115,37; 118,61 (*Jcr =13,1 Hz); 119,21; 120,94; 122,32; 123,80 (}Jcr =3,43 Hz); 124,36;
126,30 (2C); 127,24; 128,12 (2C); 128,74 (2C); 128,96 (*Jcr = 2,9 Hz); 129,81 (3Jcr = 8,44
Hz); 130,17 (2C); 130,91; 134,35; 135,98; 138,91; 140,37; 145,52; 161,28 (Jcr = 248,8 Hz);
161,47.

HRMS (ESI): m/z [M+H]* za CsiH2sFN2OsS, izraGunato 525,16482, eksperimentalno
odredeno 525,16566.
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3.1.2.6. Stereoselektivna sinteza
3.1.2.6.1. Priprava Elielovog oksatiana®®*
3.1.2.6.1.1. Priprava 5-metil-2-[1-metil-1-(fenilmetiltio)etil]-cikloheksan-1-on (ili 7-

tiomenton) (64)
G
AR

trans-64a cis-64b

Dvogrla tikvica, opremljena s magneticem za mijeSanje, u kojo je (R)-(+)-pulegon (8,97 g, 0,05
mol) i benzil-merkaptan (7,10 mL, 0,055 mol), ispunjena je argonom te je dodan bezvodni
tetrahidrofuran (30 mL). U nastalu otopinu dodano je 10 % vodene otopine natrijevog
hidroksida (1,15 mL). Reakcijska smjesa mijeSana je na refluks dok se tankoslojnom
kromatografijom (n-heksan/dietil-eter = 7/3, Rf = 0,46) nije utvrdio zavrSetak reakcije. Po
zavrSetku reakcije, reakcijska smjesa ohladena je i razrijedena zasi¢cenom vodenom otopinom
natrijevog klorida (30 mL). Vodeni sloj ekstrahiran je dietil-eterom (2 x 30 mL). Organski
slojevi spojeni su, osuseni nad bezvodnim natrijevim sulfatom i upareni pod vakuumom.
Izolirano je spoj 7-tiomenton 64, Zzuckaste guste tekucine neugodnog mirisa. Produkt je

identificiran *H i 13C NMR spektroskopijom kao smjesa dva izomera trans i cis u omjeru 83/17.

Glavni izomer 64a

!H NMR (CDCls, 300 MHz,) /ppm: 0,96 (d, J1 = 5,9 Hz, 3H), 1,37 (s, 3H), 1,59 (s, 3H);
1,00-2,76 (m, 8H), 3,73 (s, 2H), 7,30 (m, 5H).

13C NMR (CDCls, 75 MHz) &/ppm: 22,27; 23,97; 27,85; 29,68; 33,22; 34,52; 36,65; 48,02;
52,34; 57,79; 126,82; 128,49; 128,98; 138,68; 210,60.

Sporedni izomer 64b

'H NMR (CDClz, 300 MHz,) é/ppm: 0,91 (d, J1 = 7,0 Hz, 3H), 1,39 (s, 3H), 1,57 (s, 3H),
1,00-2,76 (m, 8H), 3,75 (s, 2H), 7,30 (m, 5H).

13C NMR (CDCI3, 75 MHz) &/ppm: 19,09; 24,58; 25,48; 28,17; 31,29; 32,57; 33,25; 48,11,
50,35; 58,08; 127,00; 128,01; 128,64; 138,56; 211,23.
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3.1.2.6.1.2. Priprava 2-(merkapto-1-metiletil)-5-metilcikloheksan-1-ol (ili 7-tiomentol)

(65)
é\ é //OH //OH
: T sH /I\SH

65a

U tikvicu opremljenu Dewarovim hladilom i ohladenu na -78 °C kondenziran je amonijak (167
mL). Uz mijesanje dodan je natrij (6,86 g, 298 mmol, 6,1 ekv.) u obrocima, pri ¢emu dolazi do
promjene boje otopine u tamnoplavu. 7-tiomenton 64 (13,34 g, 48 mmol, 1 ekv.) otopljen je u
bezvodnom dietil-eteru (33,35 mL) uz dodatak bezvodnog metanola (3,74 mL), a zatim polako
dokapavan u reakcijsku smjesu kroz 2 h. Tijekom dokapavanja doslo je do promjene boje
reakcijske smjese iz tamnoplave u zutu. Nakon §to je sav 7-tiomenton dodan, reakcijska smjesa
mijesana je jo§ 30 min, prije nego $to je dokapan bezvodni etanol (8,31 mL). Reakcijska smjesa
ostavljena je na sobnoj temperaturi i mijeSana preko noé¢i kako bi sav amonijak ispario.
Preostala zuta krutina ohladena je na 0 °C te je potom dodana voda (200 mL). Otopina je
ekstrahirana dietil-eterom (4 x 30 mL). U vodeni sloj dokapavana je konc. klorovodi¢na
kiselina (do pH = 2), pri ¢emu se formiraju dva sloja; gornji sloj (narancasto ulje) i donji sloj
(bijeli). Otopina je ekstrahirana dietil-eterom (4 x 25 mL). Organski slojevi spojeni su te su
isprani zasicenom vodenom otopinom natrijevog klorida (3 x 30 mL), osuSeni nad natrijevim
sulfatom, filtrirani i upareni pod vakuumom. Dobiven je 7-tiomentol 65 (9,14 g, 98 %) u obliku
narancastog ulja neugodnog mirisa. Produkt je identificiran NMR spektroskopijom kao smjesa

Cetiri dijastereomera 65a/65b/65¢/65d u omjeru 63/23/11/3.

Glavni izomer 65a

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 0,91 (d, J1: = 6 Hz, 3H); 1,49 (s, 3H); 1,51 (s, 3H); 0,81
2,02 (m, 8H); 2,91 (bs, 1H); 3,69 (td, J1 = 10,0 Hz, J, = 4,5 Hz, 1H).

13C NMR (CDClIs, 75 MHz) é/ppm: 21,90; 26,85; 28,48; 31,37; 34,67; 34,93; 45,26; 47,13;
54,76; 73,09.
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Sporedni izomeri 65b/65¢/65d-karakteristiéni pomaci:

IH NMR (CDCls, 300 MHz) 8/ppm: 65b, 4,35 (m, 1H)
65c, 3,94 (td, J1 = 4,2 Hz, J, = 9,8 Hz, 1H)
65d, 3,48 (m, 1H)

3.1.2.6.1.3. Priprava (+)-(R,R,R)- heksahidro-4,4,7-trimetil-4H-1,3-benzoksatian (66)

Wﬂ“‘
——)

(o) S
66

U etanolu (70 mL) otopljeni su redom spoj 65 (9,14 g, 48 mmol), paraformaldehid (3,05 mL,
144 mmol) i p-toluensulfonska kiselina (0,28 g, 14 mmol). Reakcijska smjesa refluksirana je 4
h uz izdvajanje vode, u aparaturi po Dean-Starku. Nakon hladenja, otapalo je upareno i dodana
je vodena otopina kalijevog karbonata (150 mL). Potom je reakcijska smjesa ekstrahirana dietil-
eterom (40 x 50 mL). Organski slojevi spojeni su, osuseni nad natrijevim sulfatom, filtrirani i
upareni pod vakuumom. Dobiveno narancasto ulje destilirano je primjenom aparata kugelrohr
pri sniZenom tlaku, pri ¢emu su sakupljene frakcije vrelista 110 °C-140 °C (0,15 mmHg).
Dobiveno je 8,20 g sirovog produkta, koji je u nastavku procis¢en prekristalizacijom iz pentana.
Budu¢i da preko no¢i nije doslo do kristalizacije, otopina je ohladena na -25 °C i dodana je
kristalizacijska klica, pri ¢emu se inducirala kristalizacija. Dobiven je spoj 66 (4,63 g, 52 %) u

enentiomerno ¢istom obliku.

t.t. =37-38 °C

ee => 99,5 % (GC, program: 100 °C, 3 min, 10 °C min* do 250 °C; tr (oksatian) = 7,2 min)
[a]32 = +11,7 (c 1 mol L™'; aceton)

IH NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 0,91 (d, J1 = 6,5 Hz, 3H); 1,07 (g, J1 = 11,5 Hz, 1H);
1,26 (s, 3H); 1,43 (s, 3H); 1,44-1,95 (m, 5H); 3,34 (td, J1 = 4,5 Hz, J» = 10,5 Hz, 1H); 4,67 (d,
J1 = 11,8 Hz, 1H); 5,02 (d, J1 = 11,4 Hz; 1H).

13C NMR (CDCI3, 75 MHz) é/ppm: 21,82; 22,10; 24,48; 29,49; 31,43; 34,72; 41,72; 41,78;
51,57; 67,23, 76,65.
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3.1.2.6.2. Priprava kinolin-2(1H)-on-oksatianske soli
3.1.2.6.2.1.  Priprava 1-benzil-4-(metiltrifluormetansulfonil)kinolin-2(1H)-ona (67)

OTf

A

N O

.C

Schlenk tikvica, opremljena s magnaticem za mijeSanje, u kojoj je spoj 29 (0,1 g, 1 ekv),
evakuirana je 0,5 h pod visokim vakuumom (p = 0,008 mmHg) te je ispunjena argonom. Dodan
je bezvodni diklormetan (4 mL) i trietilamin (0,05 mL, 1 ekv). Reakcijska tikvica ohladena je
na temperaturu od -10 °C te je potom dokapavan anhidrid trifluormetansulfonske kiseline (0,1
mL, 1,5 ekv.). Dolazi do promjene boje reakcijske smjese iz svijetlozute u naran¢astu otopinu.
Reakcijska smjesa nastavila se mijesati tijekom 20 h dok se tankoslojnom kromatografijom nije
utvrdio zavrSetak reakcije. Reakcija je zaustavljena dodatkom vode (6 mL). Vodeni sloj
ekstrahiran je diklormetanom (2 x 15 mL). Organski slojevi isprani su 1 mol L™! klorovodi¢nom
kiselinom (2 x 6 mL), spojeni, osuseni nad magnezijevim sulfatom i upareni pod vakuumom.
Dobiven je spoj 67 (0,12 g, 75 %) u obliku Zute krutine.

*Napomena: Struktura dobivenog produkta nije potvrdena NMR spektroskopijom jer tijekom
snimanja u magnetskom polju dolazi do stvaranja visih vrsta. Kako bi se potvrdila struktura
dobivenog produkta provedena je reakcija susptitucije triflatne skupine metilnom, etilnom te je

potom provedena analiza — MS (ESI).
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3.1.2.6.2.2. Priprava kinolin-2(1H)-on-oksatianske soli (68)

Opéeniti postupak 17:

Schlenk tikvica, opremljena s magneticem za mijesanje, u kojoj je spoj 67 (1 ekv.), evakuirana
je 0,5 h te je ispunjena argonom. Dodan je bezvodni diklormetan (3 mL) i oksatian 66 (1 ekv).
Reakcijska smjesa mijeSana je 20 min prije dodatka srebrovog triflata ili srebrovog perklorata
(1,2 ekv.). Reakcija se nastavila mijeSati 24 h pri sobnoj temperaturi. Na temelju tankoslojne
kromatografije i NMR spektroskopije utvrdeno je da ne nastaje zeljeni produkt 68. U reakciji

ostaju neizreagirani polazni reaktanti.

Opéeniti postupak 18:

Schlenk tikvica, opremljena s magneticem za mijeSanje, u kojoj je spoj 32 (1 ekv.), evakuirana
je 0,5 h te je ispunjena argonom. Dodan je bezvodni diklormetan (3 mL) i oksatian 66 (1 ekv).
Reakcijska smjesa mijeSana je 20 min prije dodatka srebrovog triflata ili srebrovog perklorata
(1,2 ekv.). Reakcija se nastavila mijesati 24 h pri sobnoj temperaturi. Na temelju tankoslojne
kromatografije i NMR spektroskopije utvrdeno je da ne nastaje Zeljeni produkt 68. U reakciji

ostaju neizreagirani polazni reaktanti.

3.1.2.6.3. Priprava izopropil-oksatianske soli (69)
o
69

Schlenk tikvica, opremljena s povratnim hladilom i magneti¢cem za mijeSanje, u kojoj je 2-

jodpropan (0,4 g, 2,4 mmol), ispunjena je argonom. Dodan je kloroform (3 mL) te potom
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otopina oksatiana 66 (0,24 g, 1,2 mmol u 1 mL kloroforma). Reakcijska smjesa mijesana je 0,5
h pri sobnoj temperaturi prije dodatka srebrovog triflata (0,30 g, 1,2 mmol) u obrocima.
Dodatkom srebrovog triflata, dolazi do nastanka Zutog taloga (Agl). Reakcija se nastavila
mijesati na temperaturi od 61 °C tijekom 24 h uz pracenje tijeka reakcije primjenom tankoslojne
kromatografije uz koriStenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1. Na temelju

kromatografske analize i NMR spektroskopije nije utvrden nastanak zeljenog produkta 69.

3.1.2.6.4. Priprava N-tosil zasticenog imina

3.1.2.6.4.1.  Priprava propan-2-on-oksima (70)

U okruglu tikvicu, opremljenu s magneticem za mijesanje, u kojoj je hidroksilamin hidroklorid
(2 g, 0,03 mol), dodana je voda (1 mL). Nastala otopina ohladena je na temperaturu od 0 °C te
je potom dodana otopina natrijevog hidroksida (0,7 g/1 mL H20). Dodavanjem natrijevog
hidroksida, dolazi do zagrijavanja reakcijske smjese na temepraturu od 6 °C. Potom je dodan
suhi aceton (0,6 mL) u obrocima, pri ¢emu dolazi do taloZenja bijelog taloga. Otapalo je
odfiltrirano, a zaostali bijeli talog prekristaliziran je iz petrol-etera. Dobiven je spoj 69 (1,97 g
91 %) u obliku bijelih kristala.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) é/ppm: 1,73 (s, 3H); 1,77 (s, 3H): 10,15 (s, 1H).
13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) é/ppm: 21,53 (2C); 152,40.
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3.1.2.6.4.2.  Priprava 4-metil-N-(propan-2-ilidene)benzenesulfonamida (71)

. /Ts . /OTS
)|\ )|\
71 72

Schlenk tikvica, opremljena s magneticem za mijeSanje, u kojoj je acetonoksim 70 (0,1 g, 1,4
mmol), evakuirana je 0,5 h te je ispunjena argonom. Dodan je bezvodni tetraklormetan (5 mL).
Nastala otopina ohladena je na temperaturu od 0 °C, te je dodan trietilamin (0,86 mL, 6,2
mmol). Reakcijska smjesa mijeSana je 5 min pri navedenoj temperaturi te je potom dodana
otopina p-toluensulfonil-klorida (0,65 g, 3,4 mmol) otopljena u tetraklormetanu (0,1 mL).
Reakcijska smjesa mijesana je 1 h na 0 °C te potom 20 h na 23 °C. Nakon zavrSetka reakcije,
otapalo je upareno, a sirova reakcijska smjesa proc¢is¢ena je flash kromatografijom na stupcu
silikagela uz pokretnu fazu (dietil-eter/n-heksan = 3/2, diklormetan/metanol = 4/1). Dobiven je

spoj 72 (0,135 g, 47 %) u obliku bijelog kristalnog produkta.

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 1,92 (s, 3H); 1,96 (s, 3H); 2,44 (s, 3H); 7,31 (d, J1 =9,8
Hz, 2H); 7,86 (d, J1 = 7,9 Hz, 2H).

13C NMR (CDClz, 75 MHz) é/ppm: 16,72; 21,99 (2C); 128,86 (2C); 129,94 (2C); 132,34;
144,97; 164,85.

3.1.2.6.4.3. Priprava N-SES zasti¢enog kinolin-2(1H)-on-imina (73)

|
I

\O

N O
H

73

Imin 73 pripravljen je iz aldehida 6 (0,1 g, 1,2 mmol) i 2-(trimetilsilil)etansulfonamida (0,230
g, 1,3 mmol) u toluenu (7 mL) uz kataliticku koli¢inu amberlista-15 prema opcenitom postupku
13 opisanom u poglavlju 3.1.2.5.2.. Prekristalizacjom iz smjese otapala diklormetan/n-heksan
= 1/2 dobiven je imin 73 (0,10 g, 32 %) u obliku zute krutine.

Andela Buljan Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 123

IH NMR (CDCls, 300 MHz) o/ppm: -0,10 (s, 9H); 0,88-1,11 (m, 2H); 3,07-3,27 (m, 2H);
7,20 (s, 1H); 7,27 (t, J1 = 7,8 Hz, 1H); 7,36 (d, J1 = 8,3 Hz, 1H); 7,54 (t, J. = 7,7 Hz, 1H); 8,47
(d, J1 = 8,4 Hz, 1H); 9,24 (s, 1H); 11,61 (s, 1H).
13C (CDCls, 151 MHz) o/ppm: -0,03 (3C); 11,53; 51,15; 118,57; 118,84; 125,90; 127,43;
130,96; 133,90; 140,95; 142,31; 164,32; 172,17.

3.1.2.7. Priprava marinociklopropana

3.1.2.7.1. Priprava N-metil-zasticenih kinolin-2(1H)-on-imina

Opceniti postupak 19

Okrugla tikvica, opremljena s povratnim hladilom i magneticem za mijeSanje, u kojoj je
odgovarajuci aldehid 7,8 (1 ekv.) i magnezijev sulfat (1,5 ekv.), ispunjena je argonom. Dodan
je bezvodni etanol te potom metil-amin (4 ekv.). Reakcijska smjesa mijesana je na refluks dok
se tankoslojnom  kromatografijom (aloks-stacionarna faza) uz pokretnu fazu
(diklormetan/metanol = 25/1) nije utvrdio zavrSetak reakcije. Prekristalizacijom iz etanola

dobiven je produkt. Strukturna analiza produkta provedena je NMR spektroskopijom.

3.1.2.7.1.1.  Priprava 4-((metilimin)metil)kinolin-2(1H)-ona (74)

Imin 74 pripravljen je iz aldehida 7 (0,11 g, 0,59 mmol) i metil-amina (0,075 g, 2,4 mmol) u
etanolu (7 mL) u prisustvu magnezijevog sulfata (0,11 g, 0,89 mmol) prema opcenitom
postupku 19 opisanom u poglavlju 3.1.2.7.1.. Prekristalizacjom iz etanola dobiven je imin 74
(0,07 g, 60 %) u obliku zute krutine.
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'H NMR (CDCls, 300 MHz) o/ppm: 3,65 (d, J1 = 1,7 Hz, 3H); 3,75 (s, 3H); 6,92 (s, 1H);
7,27-7,32 (m, 1H); 7,37-7,45 (m, 1H); 7,61 (ddd, J1 = 1,6 Hz, J, = 7,1 Hz, Js = 8,7 Hz, 1H);
8,50-8,57 (M, 1H); 8,76 (dd, J1 = 1,4 Hz, J, = 8,2 Hz, 1H).

13C (CDCls, 75 MHz) é/ppm: 29,62; 49,38; 114,41; 118,62; 122,42; 124,24; 126,90; 130,84
140,40; 141,76; 160,72; 161,97.

3.1.2.7.1.2.  Priprava 1-benzil-4-((metilimin)metil)kinolin-2(1H)-ona (75)

Imin 75 pripravljen je iz aldehida 7 (0,14 g, 2,7 mmol) i metil-amina (0,066 g, 2,1 mmol) u
etanolu (7 mL) u prisustvu magnezijevog sulfata (0,486 g, 4,1 mmol) prema opéenitom
postupku 19 opisanom u poglavlju 3.1.2.7.1.. Prekristalizacjom iz etanola dobiven je imin 75
(0,120 g, 86 %) u obliku zute krutine.

'H NMR (CDCls, 300 MHz) é/ppm: 3,67 (d, J1 = 1,7 Hz, 3H); 5,59 (s, 2H); 7,02 (s, 1H);
7,14-7,35 (m, 7H); 7,44 (ddd, J1 = 1,7 Hz, J, = 7,2 Hz, J3 = 8,7 Hz, 1H); 8,58 (q, J1 = 1,6 Hz,
1H); 8,73 (dd, J1 = 1,7 Hz, J» = 8,2 Hz, 1H).

13C (CDCls, 151 MHz) é/ppm: 46,03; 49,40; 115,36; 118,89; 122,47; 123,94; 126,53 (2C);
126,87; 127,31; 128,83 (2C); 130,82; 136,16; 139,80; 142,35; 160,59; 162,14.
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3.1.2.7.2. Priprava marinociklopropana

Opéeniti postupak 20:

Schlenk tikvica, u kojoj je izopropil(difenil)sulfonijev tetrafluorborat (1 ekv.), evakuirana je
0,5 h (p = 0,008 mmHg) i ispunjena argonom. Dodano je nekoliko mililitara suhog
tetrahidrofurana (~1 mL na 0,10 g soli). Suspenzija je ohladena na -78 °C 1 dokapana je otopina
tert-butil-litija (1,9 mol L™!, 1,1 ekv.). Nastaje narancasta otopina. Reakcijska smjesa mijesana
je 0,5 h prije nego §to je dodana otopina odgovarajuceg imina 74,75 (1 ekv.) u suhom
tetrahidrofuranu. Nastaje smeda otopina. Nakon dodatka imina reakcija je mijesana 5 h. Tijek
reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom u sustavu otapala diklormetan/metanol =25/1
i tekué¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti. Reakcija je zaustavljena dodatkom vode.
Sirova reakcijska smjesa ekstrahirana je diklormetanom (3 x 30 mL). Organski slojevi spojeni
su, osuSeni nad natrijevim sulfatom, filtrirani i upareni pod vakuumom. Dobiveni sirovi talog
pro¢is¢en je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz KkoriStenje pokretne faze
diklormetan/metanol = 25/1. Strukturna analiza produkata provedena je spektroskopskim
tehnikama.

3.1.2.7.2.1. Priprava 1,1,3-trimetil-2-okso-1,1a,2,3-tetrahidro-7bH-cikloprop[c]-kinolin-7b-
karbaldehid (rac-76)

N~ o
rac-76
Spoj rac-76 pripravljen je iz izopropil(difenil)sulfonijevog tetrafluorborata 9 (0,16 g, 0,5 mmol)

i imina 74 (0,10 g, 0,5 mmol), koriStenjem baze tert-butil-litij (0,29 mL, 0,6 mmol) u

bezvodnom tetrahidrofuranu (5 mL) prema opcenitom postupku 20 opisanom u poglavlju

koristenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1 (R¢ = 0,55). Dobiven je spoj rac-76 (0,05
0, 44 %) u obliku Zute krutine.
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IH NMR (CDCls, 300 MHz) 8/ppm: 0,77 (s, 3H), 1,44 (s, 3H), 3,33 (s, 3H), 2,82 (s, 1H), 6,97
(dd, J; = 1,3 Hz, J2 = 8,5 Hz, 1H), 7,14 (ddd, J1 = 1,2 Hz, J, = 7,5 Hz, Js = 15,1 Hz, 1H), 7,28
(ddd, J; = 1,6 Hz, J2= 7,5 Hz, J3 = 8,3 Hz, 1H), 7,66 (dd, J1= 1,6 Hz, J, = 7,7 Hz, 1H), 9,85 (s,
1H).

3.1.2.7.2.2. Priprava 1,1,3-trimetil-2-okso-1,1a,2,3-tetrahidro-7bH-cikloprop[c]-kinolin-
7b-karbaldehid (rac-77)

N O

rac-77©

Spoj rac-77 pripravljen je iz izopropil(difenil)sulfonijevog tetrafluorborata 9 (0,10 g, 0,33
mmol) i imina 75 (0,10 g, 0,33 mmol), koristenjem baze tert-butil-litij (0,21 mL, 0,36 mmol) u
bezvodnom tetrahidrofuranu (5 mL) prema opcenitom postupku 20 opisanom u poglavlju
3.1.2.7.2.. Dobiveni sirovi produkt proc¢iséen je flash kromatografijom na stupcu silikagela uz
koriStenje pokretne faze diklormetan/metanol = 25/1 (Rs = 0,58). Dobiven je spoj rac-77 (0,07
0, 64 %) u obliku Zute krutine.

'H NMR (CDClz, 300 MHz) é/ppm: 0,94 (s, 3H), 1,55 (s, 3H), 2,99 (s, 1H); 5,21 (dd, J1 =1,5
Hz, J, = 8,1 Hz, 1H), 7,06-7,36 (m, 8H), 7,72 (dd, J1. = 1,8 Hz, J> = 7,4 Hz, 1H), 9,97 (s, 1H).
13C (CDCls, 151 MHz) oé/ppm: 18,44; 20,53; 31,10; 38,12; 44,15; 46,04; 115,68; 118,69;
123,02; 126,45 (2C); 127,29; 128,16, 128,82 (2C); 129,00; 136,48; 138,34; 165,40; 198,09.
HRMS (ESI): m/z [M+H]" za C20H19NOg, izratunato 306,14158, eksperimentalno odredeno
306,14924.
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3.1.3. Razdvajanje enantiomera marinoepoksida i marinoaziridina na polisaharidnim kiralnim
nepokretnim fazama primjenom visokodjelotvorne tekucinske kromatografije i superkriticne

fluidne kromatografije

Enantioselektivna analiza pripravljenih marinoepoksida (rac-11-16), marinoaziridina B (rac-
23), derivata marinoaziridina A i B (rac-24-25) provedena je pomoc¢u instrumenta 1260 Infinity
Il SFC/UHPLC Hybrid (Agilent Technologies, Germany). Instrument za superkriti¢énu fluidnu
kromatografiju 1260 Infinity Il SFC/UHPLC Hybrid, proizvod tvrtke Agilent Technologies,
Germany, sastavljen od sljede¢ih dijelova: kvaterna gradijentna pumpa G7111B, binarna
gradijentna pumpa G4782A, automatski dodavac uzorka G4767A, grija¢ odjeljka za kolonu
G7116A, skeniraju¢i UV/VIS detektor G7115A, RI detektor G7162A, SFC modul G4301A.
Podaci dobiveni kromatografijom prije ispisa obradeni su rac¢unalom uz program OpenLLAB
CDS ChemStation Edition Rev. C.01.08[210], proizvod tvrtke Agilent Technologies, Germany.
Odijeljivanje je provedeno na kolonama silikagela s imobiliziranim kiralnim selektorom tris-
(3,5-diklorfenilkarbamoil)celulozom (CHIRAL ART Cellulose-SC), tris-(3,5-
dimetilfenilkarbamoil)celulozom  (CHIRAL  ART  Cellulose-SB) I tris-(3,5-
dimetilfenilkarbamoil)amilozom (CHIRAL ART Amylose-SA) uz n-heksan/propan-2-ol (9:1,
vlv), n-heksan/etanol (80/20, v/v), dimetilkarbonat i dimetilkarbonat/alkohol (v/v), te
COo/alkohol (v/v) kao nepolarnu pokretnu fazu (kromatografija normalnih faza). Protok
pokretne faze u HPLC sustavu bio je 1,0 mL min™!, radna temperatura kolone 35 °C.
Mijenjanjem volumnog udjela i vrste alkohola (metanol ili etanol) u CO2 pokretnoj fazi,
odredeni su optimalni kromatografski uvjeti za odjeljivanje enantiomera u SFC modulu. Protok
pokretne faze bio je 4,0 mL min~!, radna temperatura kolone 35 °C, a povratni tlak 15 MPa. U
oba modula snimanje kromatograma provelo se na valnoj duljini 254 nm, te se snimalo UV
podrucije od 190 do 400 nm.

Enantioselektivna analiza pripravljenih disupstituiranih derivata marinoaziridina (rac-
52-59) provedena je pomocu instrumentu Shimadzu 10A VP HPLC sustavu, na imobiliziranim
kiralnim nepokretnim fazama CHIRAL ART Amylose-SA, CHIRAL ART Cellulose-SB i
CHIRAL ART Cellulose-SC uz UV detekciju. Koristene su sljede¢e mobilne faze:
tetrahidrofuran, kloroform i diklormetan. Mjerenja su provedena pri 27 °C uz protok 1 mL

min'.
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Za izolaciju enantiomera pripravljenih marinoepoksida i marinoaziridina koristen je instrument
za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti 1260 Infinity II prepHPLC, proizvod tvrtke
Agilent Technologies, Germany, sastavljen od sljede¢ih dijelova: binarna gradijentna
preparativna pumpa G7161A, ru¢ni dodava¢ uzorka G1328C, VWD detektor G7114A i
skuplja¢ frakcija G1364E. (engl. fraction colectora). Podaci dobiveni kromatografijom
obradeni su racunalom uz program OpenLAB CDS ChemStation Edition Rev. C.01.08[210],
proizvod tvrtke Agilent Technologies, Germany. Za preparativnu HPLC kromatografiju
koristene su sljedeCe semi-preparativne imobilizirane polisaharidne kiralne nepokretne faze:
tris-(3,5-diklorfenilkarbamoil)celulozna nepokretna faza (CHIRAL ART Cellulose-SC) i tris-
(3,5-dimetilfenilkarbamoil)amilozna nepokretna faza (CHIRAL ART Amylose-SA).

3.1.4. Odredivanje apsolutne konfiguracije

UV i ECD spektri snimljeni su pomocu spektropolarimetra Jasco J-1500 u rasponu 185-400
nm. Uzorci su otopljeni u acetonitrilu, pri ¢emu su dobivene sljede¢e koncentracije:
marinoazidirin B (23a, 23b, ¢ = 2 mmol L"), derivat marinoaziridina A (25a, 25b, ¢ = 0,3
mmol L™!), marinoepoksid (14a-trans, 14b-trans, ¢ = 0,35 mmol L ). Koristene su kvarcne
¢elije s duljinom puta izmedu 0,01 1 0,05 cm. Snimljen je spektar otapala koji je oduzet.
Instrumentalni parametri bili su sljedeéi: brzina skeniranja 100 nm min~'; vremenska konstanta,
1 s; Sirina pojasa, 1 nm; 8 nakupina.

IR i1 VCD spektri snimljeni su pomocu Jasco FVS-6000 VCD spektrometra u rasponu 2000—
900 cm™!'. Uzorci su otopljeni u CDCls, pri ¢emu su dobivene sljedeée koncentracije:
marinoazidirin B (23a, 23b, ¢ = 0,1 mol L™), derivat marinoaziridina A (25a, 25b, ¢ = 0,1
mmol L"), marinoepoksid (14a-trans, 14b-trans, ¢ = 0,01 mol L™"). Upotrijebljene su BaF;
stanice s duljinom puta 60-200 um. Snimljen je spektar otapala koji je oduzet. Instrumentalni
parametri bili su: $irina pojasa, 4 cm™Y; PEM vrijednost retardacije, 1400 cm™'; 2000-4000
nakupljanja, vrijeme mjerenja 25-50 min.

Konformacijska pretrazivanja i DFT optimizacije geometrije pokrenute su sa Spartanl8
(Irvine, CA, 2019.) koriste¢i pri tome zadane mreZe i kriterije konvergencije. Izracuni
frekvencije i TDDFT izvedeni su s Gaussian16'®® koriste¢i zadane mreze i kriterije
konvergencije. Konformacijska pretrazivanja provedena su s molekularnom mehanikom

(Merck Molecular force field, MMFF) koristenjem Monte Carlo algoritma implementiranog u
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Spartan18. Pronadene strukture optimizirane su s DFT na razini ®B97X-D/6-311G+(d,p)
koriStenjem SMD modela otapala za acetonitril. Za ECD proracune, TDDFT proracuni izvedeni
su na svim relevantnim DFT minimumima s B3LYP i CAM-B3LYP funkcionalima, osnovnim
skupom def2-TZVP i IEF-PCM modelom otapala za acetonitril. Izra¢uni su ukljucivali od 36
do 48 pobudenih stanja (korijena). Za VCD izraune, optimizacije geometrije i izracuni
frekvencije izvedeni su na razini B3LYP/aug-cc-pVTZ koristenjem IEF-PCM za kloroform.
Apsorpcijski, ECD, IR i VCD spektri usrednjeni su za sve niskoenergetske konformere prema
Boltzmannovoj distribuciji pri 300 K koriStenjem unutarnjih energija. Spektri su iscrtani
pomocéu softvera SpecDis (https://specdis-software.jimdofree.com/, verzija 1.71).1%¢ Parametri

crtanja navedeni su u opisu slika.

3.1.5. BioloSka ispitivanja
3.1.5.1. Ispitivanje antiproliferativhog djelovanja odabranih novosintetiziranih spojeva

3.1.5.1.1. Stanicne linije

Antiproliferativha aktivnost odabranih pripravljenih  marinoepoksida, marinoaziridina,
marinociklopropana ispitana je u in vitro uvjetima pomo¢u MTT testa'®® na tri stani¢ne linije
MCF-7 rak dojke, H-460 rak pluca i HEK293T zdravih stanica embrionalnog bubrega u
Laboratoriju za eksperimentalnu terapiju Zavoda za molekularnu medicinu Instituta Ruder

Boskovi¢ (dr. sc. Marijeta Kralj).

3.1.5.1.2. Kultura stanica

Stanice su uzgajane kao monoslojevi i odrzavane u Dulbeccovom modificiranom Eagleov
mediju (DMEM) s dodatkom 10 % fetalnog govedeg seruma (FBS), 2 mmol L™! L-glutamina,
100 U mL! penicilina i 100 pg mL™" streptomicina u ovlazenoj atmosferi s 5 % CO2 na

temperaturi od 37 °C.

Andela Buljan Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 130

3.1.5.1.3. Testovi profileracije

Panelne stani¢ne linije uzgojene u monosloju nasadivane su U jazice u koncentraciji 1,5 x 10*
stanicamL " ili 2 x 10* stanica mL ™! (MCF-7) na mikrotitarskoj plo¢i s ukupno 96 jaZica. Potom
su dodana testna sredstva uz razrjedenja (108 do 1074 mol L) te je provedena inkubacija
tijekom 72 sata. Radna razrjedenja su svjeze pripremljena na dan testiranja. Maksimalna
koncentracija otapala za ispitivane spojeve nikada nije premasila 0,5 %. Nakon 72 sata
inkubacije, brzina rasta stanica procijenjena je izvodenjem MTT testa, koji otkriva aktivnost
dehidrogenaze u zivim stanicama. MTT test stani¢ne proliferacije kolorimetrijski je testni
sustav koji mjeri redukciju tetrazolijeve komponente (MTT) u netopljivi produkt formazana uz
pomo¢ mitohondrija zivih stanica. U svaku jazicu dodano je 40 puL MTT reagensa u
koncentraciji od 0,5 ug pL~!. Nakon &etiri sata inkubacije, talog je otopljen u 160 mL DMSO-
a. Apsorpcija (A) izmjerena je na ¢itatu mikroplo¢ica pri 570 nm. Apsorbancija je izravno
proporcionalna vijabilnosti stanice. Postotak rasta (PG) stani¢nih linija izraCunat je prema

jednom ili drugom od sljedeca dva izraza:

AKO je (Atest - Atzero) > 0, tada vrijedi:
PG =100 % (Atest - Atzero) / (Akont - Atzero) (1)

AKO je (Atest - Atzero) < 0, tada vrijedi:
PG =100 x ((Atest - Atzero) / Atzero) (2)
Gdje je:
Awzero = prosjecna apsorbancija prije izlaganja stanica ispitivanom spoju
Autest = prosjecna apsorpcija nakon Zeljenog vremenskog razdoblja (72 h)

Axont. = prosjecna apsorbancija nakon 72 sata bez izlaganja stanica ispitivanom spoju

Svaka ispitna tocka izvedena je u Cetiri primjerka u tri pojedinacna eksperimenta. Rezultati su
izrazeni grafickim prikazima koncentracija-odgovor. Negativan postotak ukazuje na
citotoksi¢nost nakon lije¢enja lijekom, gdje -100 % pokazuje da nijedna stanica nije prezivjela
tretman pri specifiénoj koncentraciji lijeka. Takoder, rezultati se izrazavaju kao Glsp, §to
oznacava koncentraciju potrebnu za 50 % inhibiciju. Vrijednosti Glso za Svaki spoj izracunate
su iz krivulja doza-odgovor koristenjem linearne regresijske analize uklapanjem ispitnih
koncentracija koje daju PG vrijednosti iznad i ispod odgovarajuce referentne vrijednosti (npr.

50 za Glsg). Medutim, ako za danu stani¢nu liniju sve ispitane koncentracije daju PG Koji
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premasuju odgovarajucu referentnu razinu ucinka, najniza testirana koncentracija oznacena je
kao zadana vrijednost. U izvje$¢u o podacima probira, zadanoj vrijednosti prethodi znak "<",

Sto znacdi da je "stvarna" vrijednost nesto "manje od" najnize ispitane koncentracije.

3.1.5.2. Ispitivanje embriotoksicnosti odabranih novosintetiziranih spojeva upotrebom

modelnog organizma Danio rerio

3.15.2.1. Materijali i metode

Ispitivanje embriotoksi¢nosti provedeno je prema standardiziranom OECD protokolu (236,
2013) koristeci ribe zebrice Danio rerio (divlji WIK soj dopremljen iz Europskog resursnog
centra, Instituta za tehnologiju Karlsruhe (KIT), Njemacka) u Laboratoriju za biotehnologiju u
akvakulturi Zavoda za kemiju materijala Instituta Ruder Boskovié (dr. sc. Rozelindra Coz-
Rakovac). Uvjeti uzgoja, odrzavanja i mrijesta zebrice odvijalo se prema uvjetima detaljno
opisanim u literaturi.*®" U svrhu ispitivanja embrotoksi¢nosti testiranih uzoraka na embrionalni
razvoj zebrice Danio rerio upotrijebljeno je 10 embrija u 3 replike, §to ukupno iznosi 30 embrija
po ispitivanoj koncentraciji. Uzorci su otopljeni u DMSO otapalu (p.a.), nakon cega su
razrijedeni do Zeljene koncentracije pomocu umjetne vode (engl. artificial water): 294,0 mg
L' kalcijevog klorida dihidrata (CaCl, x 2H,0), 123,3 mg L™! magnezijevog sulfata (MgSOa
x TH20), 63,0 mg L ™! natrijevog bikarbonata (NaHCOs) i 5,5 mg L™ kalijevog klorida (KCI).
Embriji su izloZeni 1 mL testiranog spoja. Negativna kontrolna grupa izloZena je umjetnoj vodi,
dok je kao kontrola otapala 30 embrija izlozeno 0,1 % DMSO-u. Plo¢ice s embrijima su
inkubirane na 27,5 + 0,5 °C (Phoenix Instrument inkubator TIN-IN35). 96-ti h nakon oplodnje
licinke su pregledane pomo¢u Olympus CKX41 invertnog mikroskopa s pripadaju¢om
digitalnom kamerom Leica EC3 i LAS EZ 3.2.0 softverom za analizu slike te je zabiljezeno

prezivljavanje, pojava razvojnih abnormalnosti i uspjesnost izvaljivanja (napustanja koriona).
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3.1.5.3. Ispitivanje antimikrobnog djelovanja odabranih novosintetiziranih spojeva

3.1.5.3.1. Materijali i metode

Ispitivanje antimikrobnog djelovanja odabranih novosintetiziranih spojeva ispitano je na dvije
bakterijske kulture (Escherichia coli i Staphylococcus aureus) prema EUCAST/CLSI
smjernicama u Laboratoriju za biotehnologiju u akvakulturi Zavoda za kemiju materijala

Instituta Ruder Bogkovi¢ (dr. sc. Rozelindra Coz-Rakovac)

Radni uvjeti bili su sljedeci:

= temperatura inkubacije 35 °C

= Stati¢ki uzgoj u aerobnoj atmosferi u Innova inkubatoru

= Podetna koncentracija inokuluma ~5 x10° CFU mL™!

= Volumen jazice od 100 pL

= TECAN spektrometar: 10 s orbitalnog muckanja s amplitudom od 3 mm prije skeniranja
OD600 s 25 bljeskova nakon 100 ms vremena smirivanja kori$tenjem poklopca na
mikrotitarskoj ploci

= Provjerena sterilnosti ispitnih uzoraka; DMSO kao otapalo za sve ispitne uzorke

= Koncentracija inokuluma 1 ¢isto¢a provjereni izolacijom iz jazica i bojanjem CFU

» Provjere: pozitivna kontrola (rast bez spoja/antimikrobni agens) i negativna kontrola
(sterilni bujonski medij)

= Vanjski QC antimikrobni agensi — amoksicilin

= Svi testovi izvedeni su u duplikatima
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1.  Molekulsko modeliranje

4.1.1. Kvantno-kemijski izracuni

4.1.1.1. Keto-enolna tautomerija marinoaziridina A i B

Marinoaziridini A 1 B pripadaju skupini duSikovih heterociklickih spojeva s jednim kiralnim
centrom u molekuli. U svojoj strukturi sadrze aziridinski i1 kinolin-2(1H)-onski prsten. U
literaturi je poznato da kinolin-2(1H)-oni mogu postojati u dva tautomerna oblika: laktim i
laktam (Shema 52).!2” Vrlo je vazno prepoznati potencijal za tautomerizaciju u
heteroaromatskim sustavima i procjeniti ulogu pojedinih tautomera u bioloskoj aktivnosti jer
promjenom strukture dolazi i do promjene kemijskih i bioloskih svojstava molekule. U
bioloskim sustavima uslijed medumolekulskih interakcija moze se dogoditi da zastupljeniji

tautomer prijede u manje zastupljen i biologki manje vazan tautomer pri danom pH.®

’ ©jj ©\/1
=
N OH N (0]
H

enol-laktim keto-laktam
b)
7 P Ao
N OH N O N O:
H H .o
enol-laktim keto-laktam zwitterionska struktura

Shema 52. Keto-enolna tautomerija kinolin-2(1H)-ona: a) bez utjecaja solvatacije; b)

solvatacijski utjecaj.

Na pomak ravnoteznog stanja izmedu tautomera mogu utjecati aromati¢nost, stvaranje intra- i
intermolekulskih vodikovih veza, interakcije s proticnim i aproticnim otapalima, odbijanje
slobodnih elektronskih parova te dipol-dipol interakcije.'?® Razumijevanje utjecaja na
tautomernu ravnotezu vrlo je vazno kako bi se $to bolje simulirali bioloski procesi i prepoznale
promjene konformacije u bioaktivnim molekulama.>°

Tautomerna ravnoteza kinolin-2(1H)-ona ukljucuje intramolekularni proton-transfer
izmedu dusSikovog atoma i kisikovog atoma amidne skupine. Opisana ravnoteza laktim/laktam

predstavlja jedan od klasi¢nih slucajeva tautomerne ravnoteze ovisne o mediju. Prema
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provedenoj studiji utvrdeno je da je u plinovitoj fazi stabilniji enolni tautomer za 0,3 kcal
mol~!.12” Moze se pretpostaviti da su oba tautomerna oblika laktim/laktam podlozna jakim
intramolekularnim vodikovim vezama. Tautomeri koji se u isto vrijeme ponasaju kao dobri
proton-donori i proton-akceptori, uglavnom postoje kao smjese protoniranih i deprotoniranih
vrsta. Jakost vodikove veze ovisi o bazi¢nosti proton-akceptora i kiselosti proton-donora te ¢e
utjecati na zastupljenost pojedinih tautomernih oblika. Tautomerni oblik u kojem prevladavaju
jade vodikove veze, bit ¢e nestabilniji i manje zastupljen.?®*16%161 S obzirom na neznatnu
razliku u stabilnosti tautomernih oblika u plinovitoj fazi, moze se pretpostaviti da slabija
vodikova veza u enolnom obliku doprinosi stabilnosti, odnosno zastupljenosti laktima u
strukturi ~ kinolin-2(1H)-ona. Medutim, solvatirani laktamski oblik stabiliziran je
zwitterionskom rezonantnom strukturom. U zwitterionskoj strukturi, duSik nosi pozitivan
naboj, a kisik negativan naboj. Polarna otapala trebala bi stabilizirati zwitterionsku rezonantnu
strukturu te smanjiti energiju laktama u odnosu na laktim. Ispitivanjem utjecaja vode na pomak
tautomerne ravnoteze, utvrdeno je da je keto-oblik stabilniji za 5 kcal mol™ od enolnog
oblika.t?’

U ovom doktorskom radu kvantno-kemijskim izra¢unima primjenom DFT funkcionala
B3LYP uz koriStenje baznog skupa 6-311++G(d,p) optimizirane su strukture marinoaziridina
A 1B, te je ispitan solvatacijski utjecaj (kloroform) na ravnotezu para tautomera kinolin-2(1H)-

ona u strukturi marinoaziridina A i B.

AG (298,15K)
6.51 keal mol™

AG (298,15 K)
6,55 kcal mol™

Stabilni
tautomeri

Slika 15. Razlike u Gibbsovoj slobodnoj energiji izmedu tautomera laktim/laktam za
marinoaziridine A i B predvidene u kloroformu sa pristupom (SMD)/B3LYP/6-31+G(d,p).
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Na temelju dobivenih izra¢una utvrdeno je da keto-oblik stabilniji za oko 6,5 kcal mol™' u
odnosu na enolni oblik za oba marinoaziridina A i B (Slika 15). Dobiveni rezultati sukladni su
s literaturnim saznanjima.'?” Takoder, u slu¢aju marinoaziridina A i B postoji i eksperimentalna
potvrda o zastupljenosti keto-oblika u strukturi molekula koju smo dobili primjenom NMR
spektroskopije.

S obzirom na konformacijsku slobodu aziridinskog prstena izracunati su i pripadni
energijski profili prikazani na slici 16.

Sken ukupue energlje Sken ukupne energlje
"

n A ...‘

o ~ae
o)

(keal mol™)

Ukupna energija

(keal mal )

Ukwpas energija

Suvae=

e A

£ S LR L R P LR L »

-
| W M N e W e m

Slika 16. Energijski profili marinoaziridina A i B predvideni u kloroformu sa pristupom
(SMD)/B3LYP/6-31+G(d,p).

4.1.1.2. NMR-predikcija marinoaziridina A i B primjenom DFT izracuna

Primjena DFT racuna za predvidanje spektroskopskih svojstava organskih molekula ¢esto se

koristi za odredivanje i potvrdu strukture prirodnih spojeva.t6?

N NH
X X
— /
N OH N OH
marinoaziridin A marinoaziridin B

Slika 17. Strukture prirodnih spojeva marinoaziridina A i B predloZene u radu Fenical i sur.1®3
na temelju eksperimentalnih podataka dobivenih NMR spektroskopijom izoliranih prirodnih

spojeva.
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NMR parametri (*H i 3C kemijski pomaci) za marinoaziridine A i B u ovom doktorskom radu
izraunati su s DFT pristupom (SMD)/B3LYP/6-311++G(d,p) uz koristenje GIAO metode.
NMR spektri predvideni su za po dvije moguce ravnotezne konformacije marinoaziridina A i
B te njihova dva moguca tautomerna stanja. In silico spektri usporedeni su s dostupnim
eksperimentalnim spektrima izoliranih prirodnih spojeva marinoaziridina A i B u radu Fenical
i sur..®® Izragunati rezultati nisu pokazali dobro slaganje s literaturnim spektrima, §to je
prosudeno vizualnom usporedbom linijskih spektara i statistickom analizom (Slika 18, Slika
19). Podrijetlo odstupanja moze Se pripisati nepotpunom modeliranju konformacijskih i
specifi¢nih u¢inaka otapala. Takoder je zanimljivo za primjetiti da su Fenical i sur.'® predlozili
strukture marinoaziridina A i B u kojima je struktura kinolin-2(1H)-ona opisana enolnim
oblikom (Slika 17). Njihov prikaz nije sukladan literaturnim podatcima o laktim/laktam
tautomeriji u kinolin-2(1H)-onskoj strukturi,*?” kao ni nasim kvantno-kemijskim izradunima i
NMR eksperimentima, koji ukazuju na zastupljenost keto-oblika (laktama) kad je rije¢ o

solvatiranoj molekuli.

a) NH-tautomer b) OH-tautomer
o 10 . 10
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> >
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Eksperimentalne vrijednosti_Fenical (ppm) Eksperimentalne vrijednosti_Fenical (ppm)

Slika 18. Linearna korelacija izmedu eksperimentalnih pomaka iz rada Fenical et al i
izra¢unatih GIAO//(SMD)/B3LYP/6-311++G(d,p) 1H i 3C NMR kemijskih pomaka za
marinoaziridin A: a) *H NMR za NH-tautomer, b) *H NMR za OH-tautomer, c) **C NMR za
NH-tautomer, d) *C NMR za OH-tautomer.
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a) NH-tautomer b) OH-tautomer
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Slika 19. Linearna korelacija izmedu eksperimentalnih pomaka iz rada Fenical et al i
izra¢unatih GIAO//(SMD)/B3LYP/6-311++G(d,p) *H i 3C NMR kemijskih pomaka za
marinoaziridin B: a) *H NMR za NH-tautomer, b) *H NMR za OH-tautomer, ¢) 3C NMR za
NH-tautomer, d) *C NMR za OH-tautomer.

4.1.2. In silico karakterizacija marinoaziridina A i B, njihovih derivata, marinoepoksida,
kinolin-2(1H)-onskih derivata

In silico modeliranje ADMET (engl. Apsorption, Distribution, Metabolism, Excretion and
Toxicity) svojstava molekula provodi se u svrhu procjene njihove bioloske aktivnosti. In silico
metode omogucavaju brzu procjenu klju¢nih parametara $to utjeCe na probir spojeva koji se
planira sintetizirati. Takoder, smanjuje se potreba za velikim brojem in vitro i/ili in vivo
eksperimentima.641%5 Svakako treba istaknuti da opisane metode nose i odredeni dio rizika u
pogledu toénosti, pouzdanosti i preciznosti.*®®

Primjenom programa admetPredictor-a TM 9.5'% i internetskih posluZitelja swissADME-

at%’, admet SAR-a!%1% j pkCSM-a,>"° u ovom dijelu doktorske disertacije prou¢avana su
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ADMET svojstva spojeva koji se mogu svrstati u ¢etiri skupine s obzirom na neke zajednicke
strukturne elemente (Slika 20):
= marinoaziridini A i B (rac-23)
= disupstituirani derivati marinoaziridina A i B (rac-44-63)
= trisupstituirani marinoepoksidi (rac-11-13); disupstituirani marinoepoksidi (rac-14—
16)

= marinociklopropani (rac-76,77)

a’ g
N7 NH N
A A O X
N- O N O N~ 0
|
R

H H
marinoaziridin A marinoaziridin B, rac-23 rac-44-63, R = H, CHa,
Bn
c) d)
] (0]
0] 0=

PO G
N~ ~O
N~ ~O !

NS0 \ R

R R
-76-77,R = CHj, B
rac-11-13 rac-14-16 e CHa Bn

R = H, CHj, Bn
Slika 20. Opc¢enite strukturne formule spojeva ispitivanih u ovom dijelu istrazivanja: a)

marinoaziridini A i B, b) derivati marinoaziridina A i B, ¢) marinoepoksidi, d) kinolin-2(1H)-

onski derivati.

Takoder, predvidene su bioloske mete za marinoaziridin A 1 B koriste¢i kombinacije 2D 1 3D
parametara usporedbom sli¢nosti s bazom podataka koja se sastoji od 280 000 aktivnih spojeva
s preko 2 000 meta za 5 razli¢itih organizama primjenom internetskog posluzitelja SwissTarget

Prediction-a.1"!

4.1.2.1. Lipinski pravilo 5
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Potencijalni lijek za oralnu primjenu mora posjedovati zadovoljavajuca fizikalno-kemijska

svojstva. Kako bi se procijenila bioraspolozivost i tzv. slicnost s lijekovima (engl. drug-like

properties ili drug-likeness) koriste se Lipinskijevo, Veberovo, Eganovo pravilo i druga. U

najranijoj fazi razvoja lijeka, eliminiraju se spojevi koji ne zadovoljavaju Lipinskijevo pravilo

5 (engl. Lipinski's rule of five).}"17® Lipinskijevo pravilo 5 sastoji se od &etiri uvjeta i glasi:

lijek ne smije imati vise od pet donora vodikove veze, ne smije imati zbroj akceptora i donora

vodikove veze veci od 10, mora imati molekulsku masu manju ili jednaku 500 Da i logP manji
ili jednak pet (ili MlogP manji od 4,15).17

Tablica 1. Pregled parametara koji prikazuju da li ispitivani spojevi zadovoljavaju pet pravila.

Spoj

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge

Ma-A

+

=+

+

+

+

Ma-B

rac-44

rac-45

rac-46

rac-47

rac-48

rac-49

rac-50

rac-51

rac-52

rac-53

rac-54

rac-55

rac-56

rac-57

rac-58

rac-59

||| ||| |||+

R o e o o o I o I o I o I o I

|||+ |||+

|||+ |||+

rac-60

rac-61

rac-62

rac-63

rac-11

rac-12

rac-13

rac-14

rac-15

rac-16

rac-76

N N

|+ |+ [+ [+ +]

R o o e o e o o ol o I T o I o o I o I o T o e o I o S

|||+

rac-77

+

+

+

+

A S ESE

*Za predvidanje je koristen internetski posluzitelj SwissADME.

Na temelju provedenog istrazivanja procijenjeno je da ispitivani spojevi (marinoaziridini A i B,

rac-44-59, rac-11-16, rac-76,77) pokazuju dobru bioraspolozivost i slicnost s lijekovima. Dok

prepreku dobroj bioraspolozZivosti spojeva (rac-60—63) predstavlja veli¢ina molekule 1 visoka
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lipofilnost (Tablica 1). Takoder je uoc¢eno da ti spojevi zadovoljavaju Veberovo pravilo koje
nalaze da broj slobodno rotiraju¢ih veza ne smije biti veé¢i od 10, topoloSka polarna povrSina

(TPSA) mora biti manja od 140 A2 ili zbroj donora i akceptora vodikovih veza manji od 12.174

4.1.2.2. Apsorpcija

Apsorpcija lijeka predstavlja jedan od klju¢nih koraka ¢iji je cilj dolazak lijeka na ciljano mjesto
gdje moze izvrSiti svoju terapeutsku svrhu. Veliki broj ¢imbenika utje¢e na brzinu apsorpcije
lijeka poput veli¢ine i oblika molekule, polarnosti, lipofilnosti, stupnja ionizacije, topljivosti u
razli¢itim medijima, mehanizma transporta (aktivni ili pasivni), primijenjene koncentracije te
fizikalno-kemijskih svojstva lijeka.

Primjenom programa admetSAR-a i swisSADME-a procijenjeni su sljede¢i parametri koji

opisuju apsorpciju lijeka:

= Lipofilnost (log P) — brojcano izrazen afinitet molekule za lipofilni medij dobiven iz
logaritma vrijednosti dobivene stavljanjem u omjer koncentracije molekule u
nepolarnom (n-oktanol) i polarnom otapalu (voda).

= Topljivost u vodi (log S) — mjera topljivosti ispitivanog spoja u vodi

» Humana intestinalna apsorpcija (HIA) — vrijednost koja opisuje mogucnost molekule
da prijede kroz intestinalnu barijeru nakon oralne primjene

= Caco-2 permeabilnost (CaCo-2) — vrijednost koja opisuje vjerojatnost prolaska kroz
CaCo-2 monosloj stanica.

»  Permeabilnost koZe (log Kp) — logaritam koeficijenta permeabilnosti kroz koZu koji u
obzir uzima koncentraciju tvari, raspodjelu izmedu roznatog sloja i nosaca molekule te
koeficijent difuzije.

= P-glikoprotein supstrat / inhibitor — pozitivno ili negativno procijenjena inhibicija
intestinalnog P-glikoproteina koji ima funkciju izbacivanja Stetnih tvari iz stanice, pri
cemu predstavlja mjeru uspjesnosti apsorpcije.

» Topolosko podrudje polarne povrsine (TPSA) — deskriptor koji sluzi za procjenu

pasivnog prijelaza molekule kroz membranu stanice.
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Rezultati predvidanja fizikalno-kemijskih svojstava koja utje¢u na apsorpciju, za ispitivanu
seriju spojeva marinoaziridina A i B, derivata (rac-44-63), marinoepoksida (rac-11-16) i

marinociklopropana (rac-76,77), prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Pregled vrijednosti molekulskih deskriptora i apsorpcijskih parametara odredenih
primjenom internetskog posluzitelja admetSAR-a i swisSADMET-a za marinoaziridine A i B,

derivate, marinoepokside i marinociklopropane.

Spoj logP logS HIA CaCO-2  logKp P-GPlI  P-GPS TPSA
(mol/L) (cm/s) (A)?

Ma-A 2,35 -2,35 + -6,88 - + 35,87
Ma-B 2,26 -1,99 + + -7,12 - + 54,80
rac-44 3,48 -4,74 + - -6,55 - - 78,39
rac-45 4,02 -5,33 + - -6,31 - - 78,39
rac-46 3,80 -4,89 + - -6,59 - - 78,39
rac-47 3,91 -4,89 + - -6,59 - - 78,39
rac-48 3,87 -4,89 + - -6,59 - - 78,39
rac-49 4,12 -5,05 + - -6,62 - - 78,39
rac-50 411 -5,05 + - -6,62 - - 78,39
rac-51 4,39 -5,21 + - -6,66 - - 78,39
rac-52 3,52 -4,92 + - -6,51 - - 67,53
rac-53 4,15 -5,51 + - -6,27 - - 67,53
rac-54 3,93 -5,08 + - -6,54 - - 67,53
rac-55 3,96 -5,08 + - -6,54 - - 67,53
rac-56 3,95 -5,08 + - 6,54 - - 67,53
rac-57 4,21 -5,24 + - -6,58 - - 67,53
rac-58 4,23 -5,24 + - -6,58 - - 67,53
rac-59 4,52 -5,40 + - -6,62 - - 67,53
rac-60 472 -6,24 + - -5,90 - - 67,53
rac-61 5,37 -6,83 + - -5,67 - - 67,53
rac-62 5,29 -6,40 + -5,94 - - 67,53
rac-63 5,18 -6,40 + - -5,94 - - 67,53
rac-11 2,0 -1,99 + + -7,12 - + 54,80
rac-12 2,25 -2,35 + + -6,89 - - 34,53
rac-13 3,51 -3,71 + + -6,29 - + 34,53
rac-14 2,83 -3,11 + + -6,58 - + 45,39
rac-15 2,89 -3,29 + + -6,53 - + 34,53
rac-16 4,12 -4,61 + + -5,94 - + 34,53
rac-76 1,85 -2,24 + + -6,82 - - 37,38
rac-77 3,07 -3,65 + + -6,22 + + 37,38

Dobivene vrijednosti ukazuju da je ispitivana serija spojeva lipofilna ili izrazito lipofilna,
odnosno da ¢e imati veéi afinitet prema lipofilnom mediju. Procijenjeno je da su

marinoaziridini dobro topljivi u vodi, dok su njihovi derivati umjerene do slabe topljivosti.
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Predvida se da ¢e svi spojevi iz serije prijeci intestinalnu barijeru. Marinoaziridini A i B
pokazuju dobru CaCo-2 permeabilnost, kao i njihovi prekursori marinoepoksidi (rac-11-16)
te kinolin-2(1H)-onski derivati (rac-76,77). Predvideno je da derivati marinoaziridina (rac-44-
63) nece prijeci CaCo-2 monosloj stanica. Procijenjene su negativne vrijednosti logKp za sve
ispitivane spojeve koje ukazuju na nisku permeabilnost kroz kozu. Rezultati dobiveni za
inhibiciju P-glikoproteina su jednoznaéni u negiranju inhibicije. Procijenjeno je da su
marinoaziridini A i B, marinoepoksidi (rac-11,13; rac-14-16) i marinociklopropani (rac-77)

supstrati za P-glikoprotein.

4.1.2.3. Distribucija

Distribucija lijeka u organizmu je korak koji slijedi nakon apsorpcije. Raspodjela lijekova
unutar 1 izmedu razli¢itih tkiva ovisi o svojstvima stanicnih membrana, ali 1 o fizikalno-
kemijskim svojstvima molekule lijeka. Ovisno o strukturi i prirodi molekule lijeka, lijek se
moze Vezati na protein plazme koji ima ulogu da prenese lijek u krvotok, ali takoder moze
oteZati prelazak u ciljano tkivo zbog visokog afiniteta vezanja na protein.'’

Primjenom programa SwissADME-a i admetSAR-a procijenjeni su sljedeci parametri koji
opisuju distribuciju lijeka:

» Vezanje za protein plazme (PBB) — udio lijeka koji se veze za protein plazme

» Prolazak kroz krvno-moZdane barijere (BBB, logBBB) — mjera prolaska lijeka kroz

krvno-mozdanu barijeru

Na temelju predvidanja dobiveno je da svi ispitivani spojevi pokazuju visoku vjerojatnost

prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru.

4.1.2.4. Metabolizam lijeka

Metabolizam lijeka opisuje eliminaciju, odnosno izlu¢ivanje lijeka iz organizma. Postoje oni

lipofilni koji se lakSe eliminiraju prevedeni u polarne konjugate, no postoje i oni Ciji su

metaboliti aktivniji od polaznog lijeka. Upravo to svojstvo iskoriSteno je za dizajniranje
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prolijekova. Metabolizam lijekova se u najvecoj mjeri odvija u jetri gdje mogu biti
metabolizirani razli¢itim kemijskim procesima poput oksidacije, redukcije, konjugacije ili
hidrolize. Aktivnost metabolickih enzima je razli¢it kod svakog pojedinca te stoga svaka osoba
razli¢itom brzinom i u razli¢itoj mjeri metabolizira lijekove. Najvaznija skupina enzima jetre je
mikrosomalna obitelj izoenzima citokroma P450 (CYP 450). Lijekovi se najcesce
metaboliziraju enzimom CYP 450. Lijekovi mogu biti inhibitori i induktori enzima. Najcesce
ispitivani izoenzimi su CYP 450 su CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19, CYP2E1.17®
Primjenom programa admetSAR-a procijenjeni su sljede¢i parametri koji opisuju
metabolizam lijeka:
» [Inhibicija citokrom P450 enzima / supstrat za citokrom P450 — vrijednost koja
procjenjuje jesu li molekule inhibitori ili supstrati jetrenih CYP enzima. Opisani

parametar kljucan je za predvidanje metabolizma lijeka

Rezultati predvidanja metaboli¢kih parametara za ispitivanu seriju spojeva marinoaziridina
A i B, derivata (rac-44-63), marinoepoksida (rac-11-16) i marinociklopropana (rac-76,77),

prikazani su u tablici 3.
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Tablica 3. Pregled vrijednosti metaboli¢kih parametara odredenih primjenom internetskog
posluzitelja admetSAR-a i SwisSADMET-a za marinoaziridine A i B, derivate, marinoepokside

i marinociklopropane.

Spoj | | | | | S S S
CYP3A4 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP1A2 CYP2D6 CYP2C9  CYP3A4

Ma-A + - - - -+ - - +
Ma-B -
rac-44 +
rac-45 +
rac-46 -
rac-47
rac-48 -
rac-49 -
rac-50 -
rac-51 -
rac-52 +
rac-53 +
rac-54 +
T
T

1
|
+
1
1

[+ |+ |+

rac-55

rac-56

rac-57 -

rac-58 -

rac-59 -

rac-60 +

rac-61 +
T
+

1
|+ |+ ||| |||+ |||+
1
+
1
1

rac-62

rac-63

rac-11 -

rac-12

rac-13 + + +

rac-14 - - +
+
+

|+ F |+ |+ ||+ +]|+]+

rac-15 - -

¥
rac-16 - - +
rac-76 - - - - - - - +
rac-77 + - + + - - - +

4.1.2.5. Eliminacija lijeka

-----

ukljucuje izlu€ivanje putem jetre ili bubrega. Jedan od kljucnih uvjeta za izlu¢ivanje bubrezima

nuzna je polarnost kemijskih spojeva i njihova dobra topljivosti u vodi. Suprotno tomu,
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liposolubilni lijekovi ¢esto se nakon sekundarne konjugacije u jetri izlu€uju u zu¢ i tanko
crijevo. Takoder, lijekovi se mogu izluditi i putem pluca, koze, znoja, kose itd.

Za predvidanje nacina eliminacije lijeka iz organizma koriSten je pkCSM kojim je odreden
ukupni Kklirens Clukup, parameter koji opisuje izlucivanje lijeka putem bubrega. Iz dobivenih
rezultata utvrdeno je da ¢e se svi spojevi kao 1 njihovi polarni metaboliti izlucivati bubrezima

putem urina.

4.1.2.6. Toksicnost

Primjenom racunalnog programa ADMET Predictor-a i admetSAR-a predvideni su sljedeci
parametri koji opisuju toksic¢nosti:
» Toksic¢nost za ribe (Fish Toxicity) — parametar koji opisuje toksicnost u riba
»  Akutna toksi¢nost (Rat-Acute) (mg kg=t) — parameter koji opisuje akutnu toksicnost u
Stakora, predvidena vrijednost doze LD50 za letalnu akutnu toksicnost u 50 % testiranih
Stakora bilo kojim mehanizmom (kontinuirani model), Rat Acute < [200, 320]
»  AMES toksi¢nost — parametar koji se koristi za procjenu mutagenosti i genotoksicnosti
kemijskih spojeva
» hERG - parametar koji procjenjuje rizik od aritmije i sréanog udara
»  Hepatoksicnost — parametar koji procjenjuje Stetnost lijeka i njegovih metabolita za
jetru
= Carc. — (engl. Carcinogenicity)
= TPT — (engl. Tetrahymena Pyriformis Toxicity)
= HBT - (engl. Honey Bee Toxicity)
= AOT - (engl. Acute Oral Toxicity)
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Tablica 4. Pregled vrijednosti parametara koji odreduju toksi¢nost odredenih primjenom

raCunalnog programa ADMET Predictor-a te internetskog posluzitelja admetSAR-a za

marinoaziridine A i B, derivate, marinoepokside i marinociklopropane.

Spoj FishT. RatA. T. AMES Carc. Fish T. TPT HBT AOT
PIC50 LD50
(mg/L) (mol/kg)
Ma-A 1,1586 2,6561 - - Visoka Visoka Niska 11
Ma-B 1,6308 2,6672 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-44 2,1023 2,2635 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-45 1,8539 2,3246 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-46 1,8660 2,4492 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-47 1,8660 2,4492 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-48 1,9072 2,4283 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-49 1,9072 2,4283 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-50 1,9072 2,4283 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-51 1,9072 2,4283 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-52 1,9666 2,3557 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-53 1,7456 2,4077 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-54 1,7657 2,5018 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-55 1,7657 2,5018 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-56 1,7657 2,5018 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-57 1,7657 2,5018 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-58 1,7657 2,5018 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-59 1,7657 2,5018 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-60 1,9261 2,3173 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-61 1,7160 2,3583 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-62 1,7360 2,4604 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-63 1,7360 2,4604 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-11 1,2361 2,5369 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-12 0,8763 2,5764 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-13 0,9207 2,6425 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-14 1,6991 2,5805 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-15 1,3890 2,5991 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-16 1,2507 2,5945 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-76 1,0112 2,3377 - - Visoka Visoka Niska 11
rac-77 1,0527 2,4254 - - Visoka Visoka Niska 11
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4.1.2.7.  Predvidanje  bioloskih  meta  primjenom  internetskog  posluZitelja

SwissTargetPrediction-a

Racunalna predvidanja bioloskih meta na temelju slicnosti s poznatim ligandima moze suziti
broj potencijalnih meta i racionalizirati nuspojave poznatih molekula. Koristenjem referentnog
seta od 224 412 aktivne molekule na 1 700 ljudskih proteina, omogucava Se precizno
predvidanje na temelju razli¢itih kombinacija kemijske sli¢nosti.}’” Primjenom internetskog
posluzitelja SwissTargetPrediction-a predvidene su brojne bioloske mete koje pripadaju
razli¢itim klasama:

= transkripcijski faktor (TF)

* membranski receptor (MR)

= transporter (T)

= enzim, ostali (E)

= neklasificirana meta (N)

= serin proteaza (SP)

= metaloproteaza (MP)

= tkivni antigen (TA)

= CYP 450

= serin-treonin kinaza (STK)

= citosolna, druga meta (CD)

»  jzluciva meta (I)

= serin-treonin-tirozinska fosfataza (STTP)

= tirozin fosfataza (TP)

= serin-treonin-tirozinska kinaza (STTK)

Provedena je analiza predvidenih vjerojatnost bioloskih meta (%) u skupini razli¢itih klasa
za ispitivane marinoaziridine A i B (Slika 21a, 21b). Kinaze su predvidene kao glavne bioloske
mete marinoaziridina A (80 %) 1 marinoaziridina B (13,3 %). Dobiveni rezultati predvidanja
bioloSkih meta usmjerit ¢e bioloSka ispitivanja sintetiziranith spojeva na testiranje

antiproliferativne aktivnosti in vitro uvjetima.

a)
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a)

mKinaze ®Enzimi

6,7%

u Elektrokemijski transporter

m Neklasificirani enzimi

b)

m Kinaze
m Elektrokemijski transporter

M Brisac
m Fosfodiesteraze
H Proteaze

® Nuklearni receptor

6,7%

6,7%

6,7%

6,7%

6,7% 6,7%

B Enzimi

m Neklasificirani proteini

m Obitelj C G protein-spregnuti receptor ® Hidrolaze

m Citad

® Naponski zatvoreni kanal

m Obitelj A G protein-spregnuti receptor

13,3%

6,7%

6,7%

6%

Slika 21. Predvidene vjerojatnosti bioloskih meta za

: a) marinoaziridin A, b) marinoaziridin B.
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4.2.  Totalna sinteza marinoaziridina A i B te njihovih derivata
4.2.1. Uvod u totalnu sintezu marinoaziridina A i B

Marinoaziridini A i B su kiralni alkaloidi izolirani iz Gram negativnih bakterija morskog
sedimenta.® U svojoj strukturi sadrZe zanimljive strukturne elemente aziridinski i kinolin-
2(1H)-onski prsten. U strukturi marinoaziridina A i B postoji jedno kiralno srediSte nepoznate
apsolutne konfiguracije. Potreba za totalnom sintezom opisanih alkaloida proizasla je iz
zanimljivih strukturnih motiva, aziridinskog i kinolin-2(1H)-onskog prstena, potencijalne
bioloske aktivnosti i nepoznate apsolutne konfiguracije.

U Laboratoriju za kiralne tehnologije, u sklopu projekta Bioprospecting Jadranskog mora,
provedena je retrosintetska analiza marinoaziridina A i B, te je predlozeno nekoliko sintetskih

protokola medu kojima se najuspjesnijim pokazao sintetski put prikazan na shemi 53.

benzil-klorid etil-acetoacetate

NH, ©/\CI H o o
N. )J\/U\ SN
. ©/ R 0 ©\ ﬁ C: MW, HpySOy4, 5 min
NaHCO3, H,0, 95 °C A: MW, 150 °C, 1 h N D:HpSO,, 95°C, 1h

anilin

1a*, R=H B: CH3CO5H, 145 °C, 48 h 2a R H
1b*, R = CH3 2b, R = CHj3
1c, R=Bn 2¢. R =Bn
BF4
N 3902 NaN3, NH4CI, Amberlyst® 15
155 °C—»175°C ° -
N™ 0 N™ S0 tBuLi,-75°C, 40°C MeOH, 65°C, 24 h
R
3'RiH 5,R=H rac11,R H
4, R =CHj; 7, R = CH; rac-12, R = CHj3
5 R=Bn 8, R=Bn rac-13, R = Bn
HO
N3 OH
AN PPH3 CH3CN Mel NaH THF
+
10 °C,1h
N0 s.t,24h
R
rac-17a, R = H rac- 17a, R=H rac-23, R=H
rac-18a, R = CH, rac-18a, R = CHj rac-24, R = Bn
rac-19a, R = Bn rac-19a, R = Bn

Shema 53. Totalna sinteza marinoaziridina B i metiliranog derivata marinoaziridina A.
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Kinolin-2(1H)-onski prsten ciljnih molekula posjeduje polarnu internu amidnu vezu, koja
doprinosi slaboj topljivosti kinolin-2(1H)-onskih derivata u nepolarnim organskim otapalima u
kojima se provode kemijske transformacije. Uvodenjem ,,zastitnih“ skupina, metilne i benzilne
skupine na dusikov atom amidne veze, dobivaju se strukturno izmijenjene molekule, koje
pokazuju puno bolju topljivost u veéini organskih otapala. Takve izmijenjene molekule
koriStene su kao modelni spojevi u nasim sintetskim studijama.

Polazni spojevi, kinolin-2(1H)-oni 3-5, pripravljeni su u dva sintetska koraka iz
komercijalno dostupnih derivata anilina i etil-acetoacetata reakcijom poznatom kao Knorrova
sinteza primjenom metoda konvencionalne sinteze i mikrovalno potpomognutog zra¢enja. U
sljede¢em sintetskom koraku, pripravljeni spojevi (3-5) koristeni su u Rileyevoj reakciji za
pripravu odgovarajucih kinolin-2(1H)-onskih aldehida (6-8). Nakon uspjesno pripravljenih
aldehidnih fragmenata, bilo je potrebno pripraviti i drugi fragment, akiralnu sulfonijevu sol (9).
U reakciji izmedu aldehida (6-8) i akiralne sulfonijeve soli (9), reakcijom poznatom kao
Johnson Corey Chaykovsky, pripravljeni su trisupstituirani epoksidi nazvani marinoepoksidi
(rac-11-13). U nastavku istrazivanja, epoksidne strukture (rac-11-13) podlijezu reakciji
azidolize, pri ¢emu nastaju smjese izomera zanimljivih struktura s azidnom funkcionalnom
skupinom u S polozaju prema kisiku (rac-17-19). Tako dobiveni azidoalkoholi pokazuju
razli¢itu reaktivnost u sljede¢em sintetskom koraku. S obzirom na navedeno, provedena je
studija u kojoj su se ispitivale razli¢ite kombinacije reakcijskih uvjeta (reagens, baza, t, otapalo)
s ciljem postizanja visoke regioselektivnosti pri otvaranju epoksidnog prstena. U zadnjem
sintetskom koraku, pripravljeni tercijarni azidoalkoholi (rac-17a,19a) prevedeni su u kona¢ne
aziridine (rac-23,24) u prisustvu trifenilfosfina uz zagrijavanje reakcijske smjese. Sekundarne
azidoalkohole (rac-17b—19b) bilo je potrebno aktivirati prevodenjem u mesilatnu funkcijsku
skupinu. 1z marinoaziridina B (rac-23) pripravljen je metilirani derivat marinoaziridina A (rac-
25).

Uz kljuéne sintonske molekule (rac-11-13) marinoaziridina A i B, takoder smo sintetizirali
i drugu skupinu njihovih strukturnih analoga rac-14-16-trans (glavni dijasterecizmer) (Shema
54), budu¢i da su nasi preliminarni in silico rezultati ukazali na zanimljiva bioaktivna svojstva
ove nove klase organskih epoksida kao i njihovih aziridinskih ekvivalenata. Zbog zahtjevnosti
cijelog sintetskog postupka i opsega istrazivanja U ovoj doktorskoj disertaciji, 2,3-

disupstituirani aziridini nisu sintetizirani.
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Shema 54. Sinteza 2,3-disupstituiranih marinoepoksida (rac-14—16) kao prekursora u

sintezi 2,3-disupstituiranih aziridina.

4.2.1.1. Priprava Knorrovih produkata (3-5)

Kemijskom sintezom ciljne molekule iz relativno jednostavnih i jeftinih polaznih kemikalija,
dostupnih u laboratoriju, prireduju se potrebni polazni materijali, koji se kasnije kemijskim
transformacijama prevode u kona¢ne produkte.

Sintetski put prikazan na shemi 55 opisuje u prvom koraku pripravu N-benzilanilina (1c) iz
komercijalno dostupnog anilina i benzil-klorida u vodi u prisustvu baze natrijevog hidrogen
karbonata u iskoristenju reakcije od 86 %. Komercijalno dostupne kemikalije (1a,b) i
pripravljeni N-benzilanilin (1c) podvrgnuti su Knorrovoj sintezi, koja ukljucuje dvo-stupanjski
proces: nukleofilni napad amina na estersku funkcijsku skupinu, koji je termodinamicki
povoljniji 1 nastaje kada se reakcija provodi pri 180 °C, dok drugi stupanj Knorrove sinteze
ukljucuje ciklizaciju N-zasti¢enih acetoacetanilida (2a—C) uz koriStenje jako kiselih reakcijskih

uvjeta (70 %-tne sumporne kiseline).1’®
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benzil-klorid
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Shema 55. Sintetski put priprave Knorrovih produkata (3-5).

Kinolin-2(1H)-onski produkti (3,5) pripravljeni su na temelju gore navedene sekvence uz nizak
prinos (7-9 %) unutar dugog reakcijskog vremena (> 24 h) uz nezeljene produkte. U nastojanju
da se poveca prinos 1 ¢isto¢a produkta, ali 1 da se reducira vrijeme reakcije, sinteza je provedena
u mikrovalnom reaktoru. U odnosu na konvencionalnu sintezu, mikrovalna sinteza znacajno
skracuje vrijeme trajanja kemijske reakcije (s nekoliko dana na nekoliko sati), smanjuje broj
nusprodukata, pruza bolja iskoristenja te veéu &isto¢u izoliranih produkata.”® Do zagrijavanja
reakcijske smjese tijekom mikrovalne sinteze dolazi zbog direktne interakcije molekula otapala,
reagensa ili katalizatora, koji su prisutni u reakcijskom mediju, s MW zraenjem. U naSem
slu¢aju provedena je mikrovalna sinteza bez otapala, u suvisku reagensa etil-acetoacetata, koji
je omogucio elegantno zagrijavanje reakcijske smjese. Reakcijska smjesa mijeSala se samo 1
h, pri 150 °C, a tijek reakcije pracen je HPLC metodom. Po zavrSetku reakcije, suvisak etil-
acetotaceta uparen je pod visokim vakuumom (p = 0,01 mmHg , t = 45-50 °C), a nastali
produkti 2a,c ciklizirani su u sljede¢em stupnju reakcije. Koristenjem 70 %-tne sumporne
kiseline postize se dovoljno kisela sredina potrebna za potpunu konverziju spoja 2a,c u reakciji
aromatske elektrofilne supstitucije uz eliminaciju vode. Konverzija spoja 2a,c u Knorrove
produkte odredena je tekué¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (65—70 %), a samim
time i kraj reakcije. Reakcija je zaustavljena nakon 30 min dodatkom 6 mol L™! otopine NaOH.
Sirovi produkt procisc¢en je na stupcu silikagela, te su dobiveni Knorrovi produkti 3 (40 %) i 5

(49 %) &ije su strukture potvrdene *H i 3C NMR spektroskopijom.
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Knorrov produkt 4 sintetiziran je prema publiciranom postupku®® iz N-metilanilina i suviska
etil-acetoacetata, uz octenu kiselinu kao katalizator primjenom konvencionalne metode.
Reakcija se izvodi tijekom 48 h pri 145 °C. Reakcija je pracena tankoslojnom kromatografijom
u sustavu otapala diklormetan/metanol = 25/1 i tekuéinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti. Po zavrSetku reakcije, suviSak etil-acetotaceta je uparen pod visokim vakuumom
(p = 0,01 mmHg, t = 45-50 °C), a nastali produkt N-metil-N-fenilacetoacetanilid 1b cikliziran
je u sljede¢em stupnju reakcije koriStenjem jako kiselih reakcijskih uvjeta, koncentrirane
sumporne kiseline. Nakon obrade reakcijske smjese i ¢iS¢enja spoja kromatografijom na stupcu
silikagela izoliran je Knorrov produkt 4 uz prinos 27 %. Struktura spoja 4 potvrdena je *H i 13C
NMR spektroskopijom

4.1.2.2. Priprava kinolin-2(1H)-on-karbaldehida (6-8)

U sljede¢em sintetskom koraku provedena je selektivna oksidacija aktiviraju¢e metilne skupine
spojeva 3-5 uz koristenje selenijevog dioksida pri 175 °C bez upotrebe otapala ili uz otapalo
pri visokoj temperaturi (155-175 °C). Opisana reakcija literaturno je poznata pod nazivom

Rileyeva oksidacija, a mehanizam nastanka spoja 6 prikazan je na shemi 56.18
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Shema 56. Mehanizam Rileyeve oksidacije prikazan na primjeru spoja 3.
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Reakcija zapocinje nukleofilnim napadom dvostruke veze na elektrofilni selenijev centar,
to¢nije Alderenovom [4+2] cikloadicijom. Stvaranjem nove o-veze dolazi do [1,5]
sigmatropnog pomaka alilnog vodika ¢ime nastaje alilna selenska kiselina. U sljede¢em koraku
reakcije dolazi do [2,3] sigmatropne pregradnje, cemu slijede eliminacija vode i selena te
nastanak konac¢nog produkta 6.18!

Priprava spoja 6 provedena je uz upotrebu otapala i u prisustvu molekulskih sita 5 A uz
refluksiranje tijekom 24 h. Nakon prociS¢avanja kromatografijom na stupcu silikagela i
prekristalizacijom iz metanola, izoliran je aldehid 6 uz dobar prinos od 55 %. Reakcija priprave
aldehida 7,8 provedena je bez upotrebe otapala (engl. solvent free reaction) u zatvorenoj
ampuli. Literaturno je poznato da se najbolji rezultati selektivne oksidacije postizu dodavanjem
selenijevog dioksida u reakcijsku smjesu u temperaturnom rasponu 145-175 °C.181.182 gpoj 7
pripravljen je u iskoriStenju od 63 %, dok je spoj 8 dobiven uz visok prinos od 96 %. Losija
konverzija spoja 4 u odnosu na spoj 5 zapravo i ne ¢udi s obzirom na njegovu strukturnu
prirodu. Naime, amidna veza u Kkinolin-2(1H)-onskom prstenu “zasticena“ je metilnom
skupinom koja je takoder sklona oksidaciji §to moze smanjiti moguénost oksidacije ciljane

metilne skupine.

4.2.1.2. Priprava akiralnih sulfonijevih soli (9,10)

Akiralne sulfonijeve soli 9,10 pripravljene su reakcijom nukleofilne supstitucije, iz
komercijalno dostupnih reagensa, 2-jodpropana (Shema 57a) i benzil-bromida (Shema 57b), u
prisustvu difenil-sulfida, odnosno dimetil-sulfida i srebrovog promotora. Jednostavnom
obradom reakcijske smjese, trituriranjem s dietil-eterom, dobivene su soli 9 (50 %) i 10 (79 %)

u obliku bijelog kristalnog produkta.

a) | Ph_*_Ph

—_—

. CH20|2, 0°C,s.t.
2-jodpropan 9

Cl CH3 AgCIO4
| CIO4

CH20I2 s.t.
benzil-klorid

Shema 57. Reakcija priprave akiralnih sulfomjewh soli 9,10.
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4.2.1.4. Priprava marinoepoksida (rac-11-16)

Johnson Corey Chaykovsky reakcija jedna je od najpoznatijih sintetskih metoda za pripravu
epoksida iz karbonilnih spojeva i sumporovih ilida. Nastanak nove C—C veze tj. formiranje
tro¢lanog heterociklickog prstena opisano je reakcijom izmedu sumpornog ilida i karbonilnog
spoja, to¢nije aldehida. Generiranje sumpornog ilida provodi se in situ koristenjem jake baze
koja cijepanjem protona na ugljiku u a polozaju od sumpora, ¢ini sumpor formalno pozitivno
nabijenim, a ugljik odlicnim nukleofilom, spremnim za napad na karbonilni ugljikov
atom.'®18 U ovom doktorskom radu, koristenjem Johnson Corey Chaykovsky reakcije,
sintetizirani su trisupstituirani marinoepoksidi (rac-11-13) i disupstituirani marinoepoksidi
(rac-14-16).

4.2.1.4.1. Priprava trisupstituiranih marinoepoksida (rac-11-13)

Trisupstituirani marinoepoksidi (rac-11-13) pripravljeni su Johnson Corey Chaykovsky
reakcijom iz akiralnog izopropil(trifenil)sulfonijevog tetrafluorborata 9 i odgovarajuéih
aldehida 6-8 u prisustvu tert-butil-litija u tetrahidrofuranu (Shema 58).

/O
0]
l}l (0]
R
6-8 t-BulLi, THF X
——»
-78 °C,-50 °C l}l o)
| Ph P R
)\ _Ph2S, AgBFy | )\BF‘{ rac-11,R = H
0°C,s.t,24h rac-12, R = CHj3
2-jodpropan 9 rac-13, R = Bn

Shema 58. Sintetski put priprave trisupstituiranih marinoepoksida rac-11-13.

Reakcije priprave ilida pomocu tert-butil-litija provedene su u inertnoj atmosferi u struji argona
pri -78 °C. Zbog visoke reaktivnosti ove baze, izopropil(difenil)sulfonijev tetrafluorborat 9
suspendiran je u bezvodnom tetrahidrofuranu pod atmosferom argona, a u ohladenu suspenziju
(-78 °C) dokapavana je baza tert-butil-litij. Tijekom provodenja ove reakcije iznimno je vazno

da temperatura reakcijske smjese bude izmedu -78 °C i -50 °C kako ne bi doslo do raspada
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ilida. Dakle, sulfonijev ilid 9" generiran iz izopropil(difenil)sulfonijevog tetrafluorborata 9,
zahtjeva ekstremnije uvjete za uspjesno provodenje reakcije epoksidacije. Reakcijske smjese
mijesane su 4 h pri-50 °C. Tijek reakcija pracen je tankoslojnom teku¢inskom kromatografijom
u sastavu otapala diklormetan/metanol = 25/1 i visokodjelotvornom tekuéinskom
kromatografijom. Reakcije su zaustavljene dodatkom vode. Ekstrakcijom u nekoliko vrsta
otapala te kromatografijom na stupcu silikagela, izolirani su spojevi rac-11-13 s prinosima od
14,6 %, 35 % i 86 %. Strukture i ¢istoce izoliranih spojeva rac-11-13 potvrdene su NMR

spektroskopijom.

4.2.1.4.2. Priprava disupstituiranih marinoepoksida (rac-14-16)

Disupstituirani marinoepoksidi rac-14-16 (Slika 22) pripravljeni su kao cis i trans
dijastereoizomeri reakcijom izmedu benzil(dimetil)sulfonijevog perklorata 10 i odgovarajucih
aldehida 6-8 u prisustvu baze koja ima ulogu da generira in situ benzil(dimetil)sulfonijev ilid
10". Nuleofilnim napadom sulfonijevog ilida 10" na karbonilni ugljikov atom odgovaraju¢ih
aldehida 6-8, dovodi do nastanka kinolin-2(1H)-onskih marinoepoksida rac-14-16 (Shema

54).
©/"' o) ©"" 0 ©"" 0

N X X

N o N 6} N O
H

I
rac-14 rac-15 rac-16

Slika 22. Strukture sintetiziranih marinoepoksida rac-14-16-trans (glavni dijastereoizomeri).

Uvjeti provodenja reakcije (otapalo, temperatura, vrijeme) ovisili su o izboru baze pa je prema
tome provedeno nekoliko razli¢itih sintetskih metoda priprave disupstituiranog marinoepoksida
rac-15. Marinoepoksid rac-15 pripravljen je prema opcenitim postupcima 4 i 5 opisanim u
poglavlju 3.1.2.4.8., a glavna varijabla koja se mijenjala bila je baza. Zbog razlicite reaktivnosti
koristenih baza i njihove kompatibilnosti s razli¢itim otapalima, takoder je mijenjana i

temperatura i1 otapalo za provodenje reakcije. Prva provedena reakcija epoksidacije zapocela je
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generiranjem sumpornog ilida 10" pomocu fosfazenske baze pri -75 °C u tetrahidrofuranu. Baza
je dokapavana u otopinu sulfonijeve soli 10, pri ¢emu dolazi do promjene boje reakcijske
smjese, $to je bio glavni pokazatelj za nastanak sumporovog ilida 10'. Aldehid 7 dodan je u
reakcijsku smjesu s malim vremenskim odmakom te je reakcija mijeSana 4 h pri -50 °C, a
nastanak produkta utvrden je TLC-om i HPLC-om. Reakcija epoksidacije u kojoj je koristen
kalijev hidroksid provedena je pri sobnoj temperaturi u bezvodnom acetonitrilu. Kalijev
hidroksid omogucio je generiranje sumporovog ilida 10" kao i fosfazenska baza te takoder
uzrokovao promjenu reakcijske smjese, $to je na znacilo nastanak ilida. Nakon dodatka otopine
aldehida 7, reakcija je ostavljena da se mije$a 24 h kako bi se osigurao pozitivan ishod i
nastanak zeljenog marinoepoksida rac-15. TLC-om je utvrden nastanak produkta, a reakcija je
zaustavljena dodatkom vode. Reakcijska smjesa obradena je prema opcenitom postupku 4
opisanom u poglavlju 3.1.2.4.8.. Najbolji prinos postignut je koristenjem fosfazenske baze pri
-78 °C te je iznosio 79 %. U reakciji s kalijevim hidroksidom postignut je neoc¢ekivano visok
prinos od 75 %. Proces provodenja epoksidacije s fosfazenskom bazom puno je slozeniji jer
zahtjeva niske temperature tijekom izvodenja reakcije. Usporedivsi nabavnu cijenu navedenih
baza te neznatnu razliku u iskoriStenju, reakcije priprave preostalih epoksida rac-14,16
provedene su koristenjem kalijevog hidroksida u acetonitrilu. Marinoepoksidi rac-14,16
priredeni su iz aldehida 6,8 i sulfonijeve soli 10 prema opcenitom postupku 4 opisanom u
poglavlju 3.1.2.4.8..

Dijastereoselektivnost reakcija odredena je *H NMR spektroskopijom te je uoc¢eno da baza,
otapalo i temperatura nemaju bitan utjecaj na dijastereoselektivnost epoksidacije (Tablica 5).
Marinoepoksidi rac-14-16 pripravljeni su kao smjese cis i trans izomera, pri ¢emu je udio Cis

izomera zanemariv.

Tablica 5. Iskoristenja i dijastereoselektivnosti provedenih reakcija priprave disupstituiranih

marinoepoksida rac-14-16.

Spoj postupak nl% cis/trans
rac-14 OP4 79 12/88
rac-15 OP5 79 10/90
rac-15 OP4 75 13/87
rac-16 OP4 80 4/96

*OP4 = opceniti postupak 4; OP5 = opceniti postupak 5
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4.2.1.5. Priprava azidoalkohola (rac-17-22)

U ovom dijelu istrazivanja bilo je potrebno pronaci najbolje reakcijske uvjete za regioselektivno
otvaranje epoksidnih struktura (rac-11-16). Literaturnim pregledom dostupnih azidnih
reagensa, uocena je iznimna mo¢ natrijevog azida, pa je prema tome upravo on odabran kao
prvi reagens za provodenje reakcija azidolize.'®*® U obzir je uzeta komercijalna dostupnost
reagensa, nabavna cijena, zahtjevnost rukovanja te ekoloska prihvatljivost. Reakcije azidolize
provedene su pri poviSenim temperaturama u Kiselim i jako kiselim reakcijskim uvjetima, a kao
otapala odabrani su iznimno polarni sustavi budu¢i da je topljivost sintetiziranih
marinoepoksida oslabljena polarnom amidnom vezom. Kao drugi azidni reagens odabran je
dietilaluminijev azid, kojeg je bilo potrebno generirati prije provodenja same reakcije

azidolize .18’

42.15.1. Priprava trisupstituiranih azidoalkohola (rac-17-19)

Regioselektivno otvaranje trisupstituiranih marinoepoksida (rac-11-13) predstavljalo je jedan
od vecih izazova u pripravi marinoaziridina i njihovih derivata. Literaturno je poznato da je
reaktivnost viSesupstituiranih epoksida smanjena u odnosu na epokside manjih molekulskih
masa, pa ih je samim time teZe otvoriti.®®® Drugi vazan izazov bio je posti¢i visoku
regioselektivnost pri otvaranju epoksidnog prstena. Glavni cilj bio je pripraviti tercijarne
azidoalkohole koji se direktno mogu prevesti u kona¢ne marinoaziridine. Varijacije otapala,

reagensa i kiselih katalizatora prikazane su u tablici 6.

Tablica 6. Prikaz reakcijskih uvjeta i dobivenih rezultata nakon provedenih reakcija azidoliza

trisupstituiranih marinoepoksida rac-11-13.

Br.r. Ep. Azidni L. K. Katalizator Otapalo TPC th g5/% alb®
reagens

Al 11 NaN3 NH,4CI Amberlyst® 15 MeOH 65 72 63 80/20
A2 12 NaNs3 NH,4CI 18-kruna-6-eter MeOH 65 72 80  40/60
A3 12 NaNs3 NH.CI 18-kruna-6-eter MeOH/H;0 65 72 77 42/58
A4 12 NaNs3 NH.CI Amberlyst® MeOH/H;0 80 72 50 52/48
A52 12 NaNs3 SiO; / / 85 72 23 84/16
Ab 12 NaN3 NH.CI / H20 65 72 25 86/14
A7 12 NaN3 NH.CI Amberlyst® 15 MeOH 65 72 60 56/44
A8 12 EtAIN; / / toluen s.t. 24 / /
A9 13 NaN3 NH4CI Amberlyst® 15 MeOH 65 72 72 54/46

Br. r — broj reakcije, Ep — epoksid, L. K. — Lewisova kiselina ?reakcija provedena mehanokemijski; Pomjer regioizomera a/b
odredena je koristenjem NMR spektroskopije.
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Dobiveni rezultati ukazuju na to da se trisupstituirani marinoepoksidi rac-11-13 otvaraju u
gotovo svim navedenim uvjetima uz dobar prinos i losu regioselektivnost (Tablica 6). Najbolji
prinosi, odnosno najbolje konverzije, postizu se u reakcijama s natrijevim azidom u prisustvu
Lewisove kiseline (NH4Cl) i 18-kruna-6-etera s ulogom katalizatora, a kao otapalo koristen je
metanol. Uloga 18-kruna-6-etera jest olakSavanje nukleofilnog napada azidnog iona, na nacin
da privlaci atom natrija na sebe. Elegantnije reCeno, atom natrija ulazi u Supljine kruna etera,
odnosno ulazi u heterocikli¢ki prsten i uz pomo¢ kisikovih atoma dolazi do koordinacije. Atomi
Kisika stabiliziraju pozitivan naboj atoma natrija te se smanjuje moguénost sparivanja azidnog
i natrijevog iona. Slobodni azidni ion na taj nacin ima veéu Sansu za napad na epoksidni prsten.
Zbog lose topljivosti anorganskih soli (Lewisove kiseline i katalizatora) u organskim otapalima,
podvrgavanjem reakcijske smjese ultrazvucnoj kupelji tijekom provodenja reakcija bilo je
neizbjezno. Nadalje, u reakciji provedenoj u vodi (A6), dobivena je visoka regiokontrola
(18a/18b, 86/14), ali uz nizak prinos (25 %). Dok je u reakcijama provedenim u sustavu otapala
metanol/voda, 1/1 (A3, A4), postignuta loSija regio-kontrola uz dobro iskoristenje. Uoc¢eno je
da u reakcijama u kojima sudjeluje Kkatalizator 18-kruna-6-eter dolazi do obrnute
regioselektivnosti, odnosno sekundarni azidoalkoholi neznatno prevladavaju u smjesi dvaju
regioizomera (A2, A3). Sukladno tome odbaceni su navedeni reakcijski uvjeti. Reakcija
provedena u jako kiselom mediju pokazala se definitivno najboljom sintetskom metodom za
otvaranje epoksidnog prstena spoja rac-11 (Al), pri ¢emu je u ovom slucaju postignuta najbolja
regiokontrola (17a/17b, 80/20). Pokusaj otvaranja epoksidnog prstena uz koriStenje
dietilaluminijevog azida nije pokazao pozitivan ishod. Razlog tome mozZe biti loSija topljivost
polaznih epoksida u toluenu. Osim toga, generiranje azidnog reagensa zahtijevalo je
ekstremnije uvjete, a reakcija je provedena pri sobnoj temperaturi.

Na temelju 2D NMR spektroskopije utvrdeno je da su glavni izomeri 17a, 18a, 19a, koji
nastaju u reakciji pri zadanim reakcijskim uvjetima opisanim na shemi 59. Za nastavak ovog
istrazivanja to je prihatljivo jer se radi o tercijarnim azidoalkoholima koji se mogu direktno
prevesti u kona¢ne aziridine za razliku od sekundarnih azidoalkohola (17b, 18b, 19b), koji

zahtjevaju prethodnu aktivaciju hidroksilne skupine.
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O N
3 OH HO N,
N NaN;, NH,Cl, Amberlyst® 15 oS N
+

’T‘ o MeOH, 65 °C, 72 h ,Tj o 'Tj o

R R R
rac-11 R=H 17a,R=H 17b,R=H
rac-12 R=Me 18a, R = CH,3 18b, R = CH;
rac-13 R =Bn 193, R =Bn 19b, R = Bn

Shema 59. Azidoliza trisupstituiranih marinoepoksida rac-11-13 u uvjetima najbolje regio-

kontrole.

Reakcije azidolize trisupstituiranih marinoepoksida (rac-11-13) zahtijevale su duze vrijeme
odvijanja §to je iznimno nepozeljno. Premda su dobiveni rezultati prihvatljivi u vecini
slucajeva, ispitivanje regioselektivnog otvaranja pojedinih epoksida valjalo bi ponoviti
koristenjem reaktivnijeg i/ili selektivnijeg reagensa u polarnijem sustavu otapala, kao i

upotrebom razlicitih anorganskih soli s ulogom katalizatora

4.2.15.2. Priprava disupstituiranih azidoalkohola (rac-20-22)

Rezultati otvaranja epoksidnog prstena disupstituiranih marinoepoksida (rac-14-16) prikazani
su u tablici 7. Dobiveni rezultati ukazuju na to da se disupstituirani epoksidi bez ve¢ih problema
otvaraju u svim navedenim uvjetima. Najbolji prinosi, i ovdje su postignuti u reakcijama u
kojima sudjeluje 18-kruna-6-etera s ulogom katalizatora (A2, A6, A10). Moze se primjetiti da
se disupstituirani marinoepoksidi otvaraju uz bolju konverziju i regioselektivnost u odnosu na
trisupstituirane marinoepokside (rac-11-13) sto je sukladno literaturnim podatcima.
Regioselektivnost provedenih reakcija azidoliza, odredena je mehanizmom same reakcije te
sterickim 1 induktivnim utjecajem. Otvaranjem epoksidnog prstena dobivena je smjesa
regioizomera azidoalkohola s velikim udjelom a izomera. Svakako treba istaknuti reakcije
provedene u iznimno Kkiselim uvjetima, u prisustvu Amberlyst® 15, koji nosi ulogu Lewisove
kiseline, u kojima se postiZze vrlo dobra konverzija (A9), kao i regio-kontrola (A4, A5, A8, A9,
Al12). Amberlyst® 15 predstavlja heterogeni kiseli katalizator sklon recikliranju pa ga to Cini

vrlo privlatnim reagensom. Takoder, otvaranje prstena disupstituiranin marinoepoksida
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moguce je i u blago kiselim uvjetima neovisno o supstituentu na dusikovom atomu u kinolin-

2(1H)-onskom prstenu.

Tablica 7. Prikaz reakcijskih uvjeta i dobivenih rezultata nakon provedenih reakcija azidoliza

disupstituiranih marinoepoksida (rac-14-16)

Br.r. Ep. Azidni L. K. Katalizator Otapalo T/°C th /%  a/b?
reagens
Al 14 NaN3 NH,4CI Amberlyst® 15 MeOH 65 24 53  90/10
A2 14 NaN3 NH.CI 18-kruna-6-eter MeOH 65 24 80  75/25
A3 14 NaN3 NH.CI 18-kruna-6-eter MeOH/H,0 65 24 60  59/41
Ad 14 NaN3 NH,4CI Amberlyst® 15 H20 80 24 50 85/15
A5 15 NaN3 NH,4CI Amberlyst® 15 MeOH 65 24 69  87/13
A6 15 NaNs3 NH.CI 18-kruna-6-eter MeOH 65 24 88 92/8
A7 15 NaNs3 NH.CI 18-kruna-6-eter MeOH/H;0 65 24 90 54/46
A8 15 NaN3 NH,CI Amberlyst® 15 H20 80 24 55  83/17
A9 16 NaN3 NH,4CI Amberlyst® 15 MeOH 65 24 90  88/12
Al10 16 NaN3 NH.CI 18-kruna-6-eter MeOH 65 24 95  80/20
All 16 NaN3 NH.CI 18-kruna-6-eter MeOH/H,0 65 24 79  60/40
Al2 16 NaNs NH,4CI Amberlyst® 15 H20 80 24 65 86/14

Br. r — broj reakcije, Ep — epoksid, L. K. — Lewisova kiselina, Pomjer regioizomera a/b odredena je koristenjem NMR
spektroskopije

Na temelju 2D NMR spektroskopije utvrdeno je da su glavni izomeri oni koji nastaju u reakciji

20a, 21a, 22a (Shema 60).

I o)

NaN; N,
Amberlyst® 15
X (ili 18-kruna-6 eter)
= +
MeOH, 65 °C, 24-48 h
'i‘ eOH, 65 °C 8 ’T‘ o N
I

R R R
14 R=H 20a R=H 20b R=H
15 R=CHj; 21a R =CHj; 21b R =CH,
16 R=Bn 22a R=Bn 22b R =Bn

Shema 60. Azidoliza disupstituirani marinoepoksida rac-14-16 u uvjetima najbolje regio-

kontrole.
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4.2.1.6. Priprava marinoaziridina A i B, te njihovih derivata (rac-23-25)

U zadnjem sintetskom koraku totalne sinteze marinoaziridina provedena je reakcija u kojoj se
tercijarni azidoalkoholi (rac-17a,19a) u prisustvu trifenilfosfina preko oksafosfolidinskog
meduprodukta termi¢kom ciklizacijom prevode u kona¢ne aziridine reakcijom poznatom kao
Staudingerova reakcija. Ciljna molekula, marinoaziridin B (rac-23), pripravljena je iz
tercijarnog azidoalkohola rac-17a u iskoristenju reakcije od 80 %. Sekundarni azidoalkohol
rac-17b ostaje neizreagiran u reakcijskoj smjesi. Marinoaziridin rac-24 pripraviljen je iz
azidoalkohola rac-19a istom opisanom sintetskom metodologijom u iskoristenju od 91 %.
Metilirani marinoaziridin A (rac-25) pripravljen je iz marinoaziridina B (rac-23) u prisustvu
metil-jodida i1 natrijevog hidrida u iskoriStenju od 91 %. Nazalost selektivna metilacija
aziridinskog prstena marinoaziridina B (rac-23), koja bi dovela do priprave marinoaziridina A,
nije uspjesno izvedena. U navedenim reakcijskim uvjetima dolazi prvo do metilacije interne
amidne veze zbog vece kiselosti vodikova atoma kinolin-2(1H)-ona u odnosu na vodikov atom

na dusiku aziridinskog prstena.

NH
N HO N
OH 3
\ o PPh,, CHsCN \ Mel, NaH, THF
+ _— o
o -10 °C, s.t.
N No N~ o 85°C N No
| l |
R R R
17a,R=H 17b,R=H rac-23,R=H
19a, R = Bn 19b, R = Bn rac-24, R = Bn

Shema 61. Sintetski put priprave marinoaziridina rac-23-25.

Strukturna karakterizacija novosintetiziranih marinoaziridina provedena je primjenom 1D i 2D
NMR spektroskopije i HRMS-a. Marinoaziridinima rac-23 i rac-25 odredena je apsolutna

konfiguracija primjenom CD i VCD tehnika. Takoder, ispitana je i njihova bioloska aktivnost.
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4.2.1.6.1. Statisticka analiza i vizualna wusporedba linijskih spektara izmedu

eksperimentalnih i racunskih vrijednosti *H i *C pomaka za marinoaziridin B (rac-23)

Novosintetizirani marinoaziridin B (rac-23, Slika 23) podvrgnut je detaljnoj strukturnoj

karakterizaciji primjenom 1D i 2D NMR spektroskopije.

10
Slika 23. Strukturna formula marinoaziridina B (rac-23) s pripisanim broj¢anim oznakama

vodikovih i ugljikovih atoma slu¢ajnim odabirom.

Dobiveni eksperimentalni rezultati usporedeni su s racunalnim vrijednostima 1
eksperimentalnim vrijednostima biomaterijala iz rada Fenical statistickom analizom (Tablica 8,

Tablica 9) i vizualnom usporedbom linijskih spektara (Slika 24, Slika 25).°

Tablica 8. Usporedba vrijednosti *H kemijskih pomaka (CDCls) za marinoaziridin B, (rac-23)

izmedu  eksperimentalnih  vrijednosti iz rada Fenical et al., izracunatih
GIAO//(SMD)/B3LYP/6-311++G(d,p) i eksperimentalnih vrijednosti.

H Eksperimentalne vrijednosti Vrijednosti Eksperimentalne vrijednosti

biomaterijala_Fenical (ppm)  dobivene ra¢unom (ppm)
(ppm)

15 0,95 0,94 0,98

16 1,43 1,57 1,64

12 4,27 3,24 3,25

2 6,10 6,89 6,81

6 6,75 7,45 7,25

8 6,59 7,40 7,49

7 7,17 7,80 7,52

5 7,45 8,10 7,71

10 7,05 8,24 12,14

*kemijski pomaci dobiveni u deuteriranom kloroformu
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Slika 24. Linearna korelacija *H NMR kemijskih pomaka (CDCl3) za marinoaziridin B
izmedu: a) eksperimentalnih pomaka iz rada Fenical et al 1 izracunatih
GIAO//(SMD)/B3LYP/6-311++G(d,p) vrijednosti, b) izradunatih GIAO//(SMD)/B3LYP/6-
311++G(d,p) vrijednosti i eksperimentalnih vrijednosti sintetskog spoja, c) eksperimentalnih
pomaka iz rada Fenical et al i eksperimentalnih vrijednosti sintetskog spoja.
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Usporedbom eksperimantalnih vrijednosti *H kemijskih pomaka s dobivenim GIAO radunima,
utvrdena je visoka linearna korelacija (R = 0,9979) izmedu eksperimentalnih vrijednosti za
sintetski spoj (rac-23) i vrijednosti dobivenih GAIO ra¢unima (Slika 24b). Ako usporedimo
eksperimentalne vrijednosti *H pomaka iz rada Fenical® i vrijednosti dobivene GIAO ra¢unima
(Slika 24a), tada uo¢avamo neznatno nizu linearnu korelaciju (R = 0,9696). U ovom slucaju
najvece odstupanje zabiljezeno je za vodikov atom smjesten na kiralnom ugljikovom atomu
(C12), pri cemu njegov kemijski pomak dobiven eksperimentalno u radu Fenical iznosi 4,27
ppm, dok je 3,24 dobiven GIAO ra¢unima. Usporedimo li kemijske pomake vodikovih atoma
dobivene analizom biomaterijala s nasim eksperimentalnim pomacima sintetskog spoja (Slika
24c), tada uocavamo visoku linearnu korelaciju (R = 0,9655), pri ¢emu je i u ovom razmatranju
najvece odstupanje zabiljezeno za vodikov atom smjesten na Kiralnom ugljikovom atomu
(C12).

Statisti¢ka analiza i vizualna usporedba linijskih spektara *C NMR kemijskih pomaka
ukazuju na visoku linearnu korelaciju u sva tri razmatrana slucaja (Slika 25). Najbolje
preklapanje vrijednosti kemijskih pomaka i ovdje je zabiljezeno kod usporedbe nasih
eksperimentalnih vrijednosti sintetskog spoja (rac-23) i vrijednosti dobivenih GIAO ra¢unima
(Slika 25b).

Tablica 9. Usporedba vrijednosti 3C pomaka (CDCls) za marinoaziridin B, (rac-23) izmedu
eksperimentalnih vrijednosti iz rada Fenical et al., izracunatih GIAO//(SMD)/B3LYP/6-

311++G(d,p) i eksperimentalnih vrijednosti sintetskog spoja.

8C Eksperimentalne vrijednosti Vrijednosti Eksperimentalne vrijednosti
biomaterijala_Fenical (ppm)  dobivene ra¢unom (ppm)
(ppm)
15 19,2 20,8 19,16
16 29,7 29,6 26,75
14 56,2 48,7 39,67
12 63,5 49,2 43,03
8 115,5 121,9 116,74
2 113,7 127,1 119,58
4 114,1 128,4 119,79
6 119,3 128,5 122,70
5 126,8 131,9 123,83
7 132,0 138,2 130,63
9 1441 1478 128,32
3 156,3 160,2 140,03
1 177,0 168,8 164,16

*kemijski pomaci dobiveni u deuteriranom kloroformu
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Slika 25. Linearna korelacija *3C NMR kemijskih pomaka (CDCls) za marinoaziridin B
izmedu: a) eksperimentalnih pomaka iz rada Fenical et al 1 izraCunatih
GIAO//(SMD)/B3LYP/6-311++G(d,p) vrijednosti, b) izracunatih GIAO//(SMD)/B3LYP/6-
311++G(d,p) vrijednosti i eksperimentalnih vrijednosti sintetskog spoja, c) eksperimentalnih

pomaka iz rada Fenical et al i eksperimentalnih vrijednosti sintetskog spoja.
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4.2.2. Totalna sinteza disupstituiranih derivata marinoaziridina A i B

Na temelju nase provedene rac¢unalne studije (in silico pristup) i dobivenih spoznaja o odnosu
strukture i ADMET parametara ciljnih molekula marinoaziridina A i B, predlozeni su njihovi
strukturni derivati rac-44—63 s potencijalno boljim bioloSkim svojstvima. Sintetski put priprave

prikazan je na shemi 62.

HO.__O _0._0
A MeOH, refluks =
N" o N” o
H H
26

2-0kso-1,2-dihidrokinolin-4-karboksilna kiselina

DIBAL-H, toluen, -25 °C

R\NH /O OH
(0] o
)J\/u\ e A NaBH,, EtOH X
+ o/ > —_—
N o s. t.
| N o
R R
7, R =CHj3 27,R=H
8, R=Bn 28, R = CH,4
29, R =Bn
R1/§o
CBry, PPhg,
CH,Cl,
Ts-NH,, Amberlyst® 15 0°C,s.t
toluen, 130 °C |+ oTf
(Dean-Stark aparatura) ENG Br
(CH3)2S,
A AgOTf X
B S
R)I/%N /TS [}] O CHQClz N (o)
36-43 R = ll?
” 33,R=H 30,R=H
34 R=CH, 31,R =CHjs
35, R=Bn 32,R=Bn
KOH, CH5CN R’ N/Ts
s. t.
X
l}l 0
R
44-51, R=H
52-59, R = CH3
60-63, R = Bn

Shema 62. Totalna sinteza strukturnih derivata marinoaziridina rac-44-63.
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Sintetski put priprave strukturnih derivata marinoaziridina rac-44-63 temelji se na
konvergentnoj sintezi i sastoji se od nekoliko sintetskih koraka. Sintetski put ukljucuje pripravu
akiralnih kinolin-2(1H)-onskih soli (33-35) iz komercijalno dostupnih derivata anilina (1a—c)
i etil-acetoacetata. Aldehidi 7,8 pripravljeni su istom metodologijom opisanom u prethodnom
poglavlju. U nastavku su prevedeni u odgovarajuce alkohole 28,29 uz koriStenje natrijevog
borhidrida kao reduciraju¢eg agensa. Priprava alkohola 27 sastoji se od nekoliko koraka i
zapocinje prevodenjem kinolin-2(1H)-onske kiseline u metilni ester spoj 26, koji se u nastavku
u prisustvu DIBAL-H reducira u odgovaraju¢i alkohol 27. U sljede¢em sintetskom koraku
sintetizirani alkoholi 27-29 prevode se u odgovaraju¢e bromide 30-32 Appelovom reakcijom.
U nastavku bromidi 30-32 prevedeni su u akiralne sulfonijeve soli 33-35 uz pomo¢ dimetil-
sulfida kao reagensa i srebrovog triflata kao promotora u diklormetanu. Osim sulfonijevih soli,
u prvoj fazi istrazivanja pripravljeni su i iminski supstrati 3643 za reakcije aziridinacije. Takvi
iminski supstrati moraju biti aktivirani tj. duSikov atom mora biti zasticen pogodnom skupinom.
U tu svrhu odabrana je toluensulfonilna (Ts) zaStitna skupina. Nakon uspjeSne priprave
kinolinonskih sulfonijevih soli 33-35 i imina 36-43, provedena su preliminarna istrazivanja
utjecaja baze, otapala i temperature na dijastereoselektivnost i iskoriStenje reakcije. Poseban
naglasak stavljen je na istrazivanje utjecaja iminskog C-supstituenta na dijastereoselektivnost
aziridinacije. S obzirom na dobivene rezultate, kao primarna baza u zadnjem sintetskom koraku,
odabran je kalijev hidroksid, pri ¢emu su dobiveni derivati marinoaziridina rac-44—63
uglavnom kao smjese cis i trans izomera, ali u nekim slu¢ajevima zabiljeZena je i 100 %-tna

cis, odnosno trans dijastereoselektivnost.

Novosintetizirani spojevi bit ¢e podvrgnuti bioloSkim testiranjima u nastavku naSih

istrazivanja.
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4.2.2.1. Priprava kinolin-2(1H)-onskih soli (33-35)

Kinolin-2(1H)-onske soli 33—-35 sintetizirane su u nekoliko sintetskih koraka prema prikazanoj
shemi 63.
HO.__O O 0

X MeOH, refluks o N

? o

N o}
H

2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-karboksilna kiselina

DIBAL-H, toluen, -25 °C

.0 OH
X NaBH,, EtOH X
—
N o s. t.
) N o
R R
7,R=CHj 27,R=H
8 R=Bn 28, R = CH,3
29, R=Bn
CBry, PPhg,
CH2C|2
0°C,s.t.
I+
s\OTF Br
(CH3)2S,
A AgOTf A
-
R s. t. 'IQ
33,R=H 30,R=H
34, R=CH, 31, R=CHj,
35, R =Bn 32,R=Bn

Shema 63. Sintetski put priprave kinolin-2(1H)-onskih soli 33-35.

Sintetski put priprave bromida 30 zapoc¢inje iz kinolin-2(1H)-onske kiseline, koja se u prvom
sintetskom koraku prevodi u metilni ester 26 u odlicnom iskoristenju od 98 %. U nastavku
sinteze, fokus je stavljen na redukciju esterske funkcijske skupine spoja 26 kako bi se pripravio
alkohol 27 (Shema 64). Kad se kao reducirajuci reagens koristio LAH/ester u omjeru 1:1, nije
doslo do redukcije. Povecanje broja ekvivalenata LAH/ester (2:1), dovelo je do redukcije estera,
ali i polarizirane dvostruke veze u strukturi kinolin-2(1H)-ona. Kao rjesenje problema pronasli
smo u upotrebi DIBAL—H reagensa. Reakcija zahtjeva koriStenje izuzetno suhi i inertnih uvjeta

jer u protivnom moze dovesti do nezeljenih sporednih reakcija. Reakcija odgovarajuceg estera
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s DIBAL-H dovodi do nastanka tetraedarskog meduprodukta kojeg je potrebno hidrolizirati
kako bi se oslobodio produkt reakcije. U tu svrhu koriste se razli¢ite metode. U ovom slucaju
koriStena je Fieserova metoda, koja se temelji na baznoj hidrolizi. Spoj 27 izoliran je
prekristalizacijom iz metanola u dobrom prinosu (45 %). Zadnja faza sintetskog postupka
priprava je spoja 30 Appelovom reakcijom uz koristenje CBra/PPhs kao reagensa. Dobiveni
produkt izoliran je flash kromatografijom uz nizak prinos (33 %). Odabrana metodologija
priprave spoja 30 nije kvantitativno zadovoljavajuca. Nizak prinos u zadnja dva koraka moze
se dovesti u vezu s loSom topljivoséu polaznog spoja koja je posljedica prisutnosti interne

amidne veze.

HO_ _O _0._0
= MeOH, refluks A
N~ o N~ o
H H
2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-karboksilna kiselina 26
LAH/THF lDIBAL-H, toluen, -25 °C
OH
OH
S
N~ o
0 H

Iz

27

Shema 64. Sintetski put priprave alkohola 27.

Bromidi 31,32 pripravljeni su iz anilina i etil-acetoacetata u nekoliko sintetskih koraka. Priprava
aldehida 7,8 opisana je u prethodnom poglavlju. U sljede¢em koraku, pripravljeni aldehidi 7,8
podvrgnuti su selektivnoj redukciji. Kao reducens odabran je natrijev borhidrid jer koriStenjem
drugih reducensa dolazi do redukcije polarizirane dvostruke veze unutar kinolin-2(1H)-ona.
Reakcija se izvodi pri sobnoj temperaturi u bezvodnom etanolu, a njen tijek pracen je
tankoslojnom kromatografijom u sustavu otapala diklormetan/metanol = 25/1 1 teku¢inskom
kromatografijom visoke djelotvornosti. U zadnjem stupnju provodi se hidroliza alkoksida
dodatkom 5 %-tne otopine amonijevog klorida. Nakon obrade reakcijske smjese i ¢is¢enja spoja

kromatografijom na stupcu flash silikagela izolirani su alkoholi 28 (87 %) i 29 (95 %).
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U nastavku alkoholi 31,32 prevedeni su Appelovom reakcijom u odgovarajuce bromide
koriste¢i istu metodologiju kao i za pripravu bromida 30. Bromidi 31,32 dobiveni su u odli¢cnom
iskoriStenju u rasponu od 90-93 %.

U sljede¢em koraku, kinolin-2(1H)-onske sulfonijeve soli 33-35 pripravljene su iz
odgovarajucih bromida 31-32 i dimetil-sulfida uz srebrov triflat kao promotor u nukleofilnoj
supstitucijskoj reakciji (Sn2). U ovoj nukleofilnoj supstitucijskoj reakciji nukleofil, dimetil-
sulfid, napada supstrat-halogenalkan sa strane suprotne od one na kojoj se nalazi izlazna
skupina. Na samom pocetku procesa uocava se taloZzenje srebrovog bromida. Nakon zavrSetka
reakcije, nastalu organsku sol 33-35 bilo je potrebno razdvojiti od anorganske soli, srebrovog
bromida. Kinolin-2(1H)-onske soli slabo su topljive u vecini organskih otapala, pa se kao izbor
otapala nametnuo dimetil-sulfoksid. Smjesi soli dodan je dimetil-sulfoksid, pri ¢emu dolazi do
otapanja soli dok srebrov bromid zaostaje kao talog u otopini. Srebrov bromid je odfiltriran, a
dimetil-sulfoksid je uparen pod visokim vakuumom (p = 0,01 mmHg, t = 45-50 °C). Nakon
uparavanja dobiveni su produkti 33 (95 %), 34 (94 %) i 35 (96 %) u odli¢nom iskoriStenju.

4.2.2.2. Priprava N-tosil zasticenih imina (36-43)

Priprava N-tosil zastienih imina puno je zahtjevnija u odnosu na sintezu Schiffovih baza s
alkilnim ili arilnim supstituentima na dusiku koja se u uglavnom provodi reakcijom izmedu
aldehida i odgovaraju¢eg amida pri sobnoj temperaturi. Za pripravu N-tosil-sulfonil imina
potrebno je koristenje katalizatora i/ili poviSena temperatura. Tosilna skupina jedna je od
najceSc¢e koristenih zaStitnih skupina u organskoj kemiji. Uz to §to ima zastitnu ulogu, imini
zasti¢eni tosilnom skupinom smatraju se aktiviranim zbog prisustva elektron-odvlaéece skupine
koja ih ¢ini elektrofilnijim u reakcijama aziridinacije.” Ova skupina je vrlo stabilna i otporna na
razli¢ite reakcijske uvjete Sto je ujedno prednost, ali 1 nedostatak jer su za njezino uklanjanje
potrebni ili jako Kiseli ili reduktivni uvjeti koji nisu kompatibilni s aziridinskim prstenom.

Za pripravu N-tosil zasticenih imina 36—43 u ovom radu koristen je opceniti postupak 12 i
13 opisan u poglavlju 3.1.2.5.2. (Shema 65). Imin 36 pripravljen je prema opc¢enitom postupku
12, dok je za pripravu preostalih imina 37—43 koriSten opceniti postupak 13. Opceniti postupak
13 pokazao se boljom metodom te je iz tog razloga i odabran kao glavni protokol za pripravu

vecine imina u ovom doktorskom radu.
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Shema 65. Sintetski put priprave N-tosil zastiCenih imina 36—43 prema opéenitom

postupku 12 i 13 opisanom u poglavlju 3.1.2.5.2.

Reakcija priprave imina ravnotezna je reakcija (reverzibilna) s relativno niskom konstantom
ravnoteze, pri cemu je potrebno uklanjati jedan od produkata, vodu ili imin, iz reakcijske smjese
ili dodati reaktant u suvisku kako bi se ravnoteza pomakla u desno ka nastanku produkta. U
ovom slucaju koriSten je prvi pristup koji se temelji na uklanjanju vode koriStenjem Dean-
Starkove aparature, molekulskih sita 4 A ili Lewisove kiseline.

Za pripravu N-tosil zasticenog imina 36 polazni spojevi su benzaldehid, toluen-4-
sulfonamid, trietilamin te titanijev tetraklorid. U ovom sintetskom procesu titanijev tetraklorid
ima dvojaku ulogu da koordinira kisikov atom karbonilne skupine, ¢ine¢i tako karbonilni
ugljikov atom elektrofilnijim, i da veze oslobodenu vodu kako ne bi doslo do reverzibilne
reakcije hidrolize imina u aldehid. Trietilamin sluzi kao baza koja odcjepljuje proton na dusiku
amino-skupine toluen-4-sulfonamida ¢ineci ga boljim nukleofilom. Sirovi imin 36 proc¢iséen je
prekristalizacijom iz smjese otapala diklormetan/n-heksan = 1/10 uz prinos 57 %. Struktura
spoja 36 potvrdena je tH i 3C NMR spektroskopijom.

Za pripravu N-tosil zasSti¢enih imina 37—43 polazni spojevi bili su odgovarajuéi aldehidi
i toluen-4-sulfonamid te kataliticka koli¢ina Amberlyst® 15. KoriStena je Dean-Stearkova
aparatura, koja ima ulogu da uklanja nastalu vodu iz reakcijske smjese kako ne bi doslo do
reverzibilne reakcije hidrolize imina u aldehid. Takoder, u istu svrhu, reakcijskoj smjesi dodana
su i 4 A molekulska sita koja imaju ulogu da apsorbiraju oslobodenu vodu u reakciji. Sirovi
imini 37—43 procisceni su prekristalizacijom iz smjese otapala diklormetan/n-heksan = 1/10 uz
prinos 57-98 % (Tablica 10). Strukture svih pripravljenih imina 37—43 potvrdene su *H i **C
NMR spektroskopijom.
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Tablica 10. Prinosi priprave N-tosil zasti¢enih imina 37—43.

IMIN n (%)
36 57
37 88
38 89
39 81
40 98
41 57
42 81
43 77

4.2.2.3. Priprava disupstituiranih derivata marinoaziridina (rac-44—63)

Na samom pocetku ove studije ispitani su reakcijski uvjeti priprave disupstituiranih derivata
marinoaziridina rac-44-63. Kao modelnu reakciju odabrali smo kinolin-2(1H)-onsku sol 34 i
N-tosil zasti¢eni imin 37, pri ¢emu su ispitana tri op¢enita postupka priprave. Cilj je bio ispitati
kakav je utjecaj baze na dijastereoselektivnost i iskoristenje reakcije. Derivat rac-52 pripravljen
je prema opcenitim postupcima 14, 15 1 16 opisanim u poglavlju 3.1.2.5.3., a glavna mijenjana
varijabla bila je baza. UoCeno je da baza nema bitnog utjecaja na dijastereoselektivnost reakcije.
Najbolja iskoriStenja postignuta su koristenjem kalijevog hidroksida, dok upotreba tert-butil-
litija i fosfazenske baze dovodi do loSe konverzije polaznog materijala, odnosno lo§ih prinosa.
Kad je u reakciji koristen kalijev hidroksid kao baza, reakcija se provodi pri sobnoj temperaturi,
dok uz tert-butil-litij i fosfazensku bazu reakcija se provodi na temperaturi od -78 °C. Uoceno
je da temperatura reakcije bitno utjece na iskoritenje reakcije jer u reakciji sudjeluje lose
topljiva kinolin-2(1H)-onska sol 34 c¢ija se topljivost dodatno pogorSava snizavanjem
temperature. Zadovoljavaju¢i rezultati postignuti su koriStenjem kalijevog hidroksida u
acetonitrilu pri sobnoj temperaturi bez gubitka dijastereoselektivnosti, §to je ujedno i dobar

razlog da se isti postupak koristi za pripravu ostalih aziridina u seriji (Shema 66).
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Shema 66. Sintetski put priprave disupstituiranih derivata marinoaziridina rac-44-63.

Kao §to je prikazano u tablici 11, dijastereoselektivnost reakcije je poprili¢no visoka te u vecini

slucajeva prevladava trans izomer. Kod pet derivata rac-47,49,55,57,63 moze se opaziti

potpuna dijastereoselektivnost. U slu€aju derivata rac-47,55,63 dolazi do nastanka iskljucivo

cis izomera, dok je nastanak trans izomera opazen kod derivata rac-49,57. Koristenjem

kromatografije na stupcu silikagela uspjesno su odijeljeni neki od cis i trans izomera.

Tablica 11. Dijastereoselektivnost i prinosi reakcija aziridinacije.

marinoazirdin  cis/trans # (%)
rac-44 31/69 58
rac-45 30/70 85
rac-46 25/75 80
rac-47 100/0 60
rac-48 40/60 52
rac-49 0/100 45
rac-50 21/79 40
rac-51 52/48 65
rac-52 14/86 77
rac-53 21/79 87
rac-54 17/83 95
rac-55 100/0 51
rac-56 21/79 70
rac-57 0/100 65
rac-58 15/85 51
rac-59 33/67 26
rac-60 35/75 75
rac-61 28/72 75
rac-62 15/85 79
rac-63 100/0 80

Andela Buljan

Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 175

4.2.2.4. Kvantno-kemijski racuni

Kako bismo objasnili 100 % cis selektivnost, odnosno trans selektivnost dobivenu u reakcijama
imina 39 i 41 sa sumporovim ilidom 34" izvedenim iz kinolin-2(1H)-onske sulfonijeve soli 34,
provedeno je racunalno istrazivanje reakcijskih profila dviju reakcija aziridinacije u kojima
nastaju aziridini suprotne dijastereoselektivnosti (u suradnji dr. sc. Visnje Stepani¢, Laboratorij
za strojno ucenje i reprezentacije znanja, Zavod za elektroniku, Institut Ruder BoSkovi¢).
Opcenito prihvaceni mehanizam aziridinacije imina sumpornim ilidima ukljucuje dva
koraka: adiciju sumporovog ilida na dvostruku vezu C=N imina, u nekim slucajevima rotaciju
oko novonastale C—C veze betainskog meduprodukta, te eliminaciju sulfida uz zatvaranje

prstena (Shema 67).189-190.191
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Shema 67. Opcenito prihvaceni mehanizam aziridinacije imina sumporovim ilidima.

Adicija sumporovog ilida na imin moze biti cisoidna ili transoidna s obzirom na polozaj aza i
sulfonijeve skupine oko novonastale betainske C—C veze. Prijelazna stanja koja vode do

cisoidnog, odnosno transoidnog betaina oznacena su ovdje TS-Ac i TS-At. Osim toga, betaini
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su oznaceni Sin ili anti s obzirom na relativan polozaj kinolin-2(1H)-onske skupine i iminskog
supstituenta oko formirane C—C veze betainskog meduprodukta. Iz sin betaina nastat ¢e Cis
aziridin, dok ¢e iz anti betaina nastati trans aziridin. Stoga, u koraku adicije ilida na imin mogu
nastati Cetiri razlicita betaina: cisoid-sin, cisoid-anti, transoid-sin i transoid-anti. Da bi doslo
do eliminacije sulfida uz zatvaranje prstena, sulfonijeva i aza skupina moraju biti medusobno u
anti polozaju. Iz toga slijedi da cisoidni betaini moraju prvo rotacijom oko novonastale C—C
veze betaina prije¢i u transoidni betain. Prijelazna stanja za rotaciju oznac¢ena su ovdje TS-R,
dok su za eliminaciju koriStene oznake TS-E.

Reakcije kinolin-2(1H)-onskog sulfonijevog ilida 34" izvedenog iz soli 34 s N-Ts-iminima
391 41 reakcije su aziridinacije kod kojih strukturna promjena u iminskom supstituentu dovodi
do suprotne dijastereoselektivnosti reakcije. Strukturne razlike imina odnose se na broj i poloZaj
atoma fluora. U slucaju aziridinacije imina 39, koji u meta polozaju fenilnog prstena posjeduje
atom fluora, postignuta je 100 %-tna cis selektivnost. U reakciji aziridinacije imina 41, koji
posjeduje dva atoma fluora u di-orto polozajima fenilnog prstena, dobivena je 100 %-tna trans
selektivnost. Kako bismo dobili uvid u mehanizam dviju opisanih reakcija aziridinacije,
odnosno ispitali utjecaj strukturnih promjena u iminskom supstituentu na dijastereoselektivnost
reakcije, izraunali smo energijske profile reakcija primjenom DFT rac¢una uzimajuci u obzir
implicitni ucinak otapala. Za proucavane fleksibilne molekule, odredivanje torzijskih i
reakcijskih energijskih profila s pristupom M062X/6-31+G(d,p) omogucilo je kompenzaciju
izmedu to€nosti rezultata i racunalne zahtjevnosti. Energije svih specija (minimuma i
prijelaznih stanja) na reakcijskim profilima aziridinacije dodatno su procijenjeni izvodenjem
takozvanih proracuna energije u jednoj tocki koristenjem veéih osnovnih skupova.

Na temelju provedene rac¢unalne studije, utvrdeno je da u slucaju anti puta, u obje reakcije
aziridinacije, prevladava iskljucivo cisoidno prijelazno stanje (TS-Ac). Svaki pokusaj da se
dobije transoidna struktura (TS-At) anti orijentacije zavrsio je u cisoidnom prijelaznom stanju.
Ovakvi primjeri preferiranosti cisoidnog prijelaznog stanja na anti putu ve¢ su literaturno
opisani i pripisani su povoljnim Coulombskim interakcijama izmedu negativno nabijenih
kisikovih/dusikovih atoma i pozitivno nabijenog sumpora, 9119219319419 Negqytim, dodatno
vazan faktor odgovoran za cisoidnu geometriju stericka je opterecenost u transoidnom pristupu.
Takav nacin adicije ukljucivao bi prostornu bliskost sumporovog ilida i sulfonilne skupine iz
tosila na dusiku. Steri¢ko odbijanje/privlacenje kinolin-2(1H)-ona (ilidnog supstituenta) i

iminskog supstituenta u cisoidnom prijelaznom stanju je manje Sto objasnjava dobivene
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raunalne rezultate (Slika 26, Slika 27). Medutim, na anti putu, povoljan raspored N-tosil-

fenilnog prstena s kinolin-2(1H)-onskim prstenom ¢ini transoidni betain (1-t) stabilnijim od
cisoidnog (I-c) u obje proucavane reakcije. Utvrdeno je da meta i di-ortho polozaji atoma fluora
na fenilu iminskog supstituenata utjecu na konfiguraciju aziridinskog produkta tj. na relativnu

stabilnost betainskog meduprodukata i energetske barijere za rotaciju i eliminaciju.
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Slika 26. Profili reakcije aziridinacije za anti put (crveno) i sin put preko cisoidnih I-c (zeleni)

I transoidnih I-t (plavi) betaina izracunati s modelom (SMD)/M062X/6-311++G(d,p)//
(SMD)/M062X/6-31+G(d,p) za reakcije ilida s iminom koji sadrzi (gore) meta-fluorfenil.

Razlika slobodne energije izrazene su u odnosu na reaktante u kcal mol'. Sin betain |-t

prikazan je dva puta zbog jasnijeg razlikovanja dva moguca reakcijska puta.
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Slika 27. Profili reakcije aziridinacije za anti put (crveno) i sin put preko cisoidnih I-c (zeleni)

i transoidnih I-t (plavi) betaina izra¢unati s modelom (SMD)/M062X/6-311++G(d,p)//
(SMD)/M062X/6-31+G(d,p) za reakcije ilida s iminom koji sadrzi di-ortho-fluorfenil. Razlike

slobodne energije izraZene su u odnosu na reaktante u kcal mol ™. Sin betain I-t prikazan je

dva puta zbog jasnijeg razlikovanja dva moguca reakcijska puta.

U koraku adicije, u obje reakcije aziridinacije, mogu nastati tri betainska meduprodukta: cisoid-
anti (I-c), cisoid-sin (I-c) i transoid-sin (I-t) (Slika 26, 27). Izracunate energije adicijskih

prijelaznih stanja za stvaranje triju moguéih betainskih meduprodukata gotovo su jednake.
Strukture prijalznih stanja s pripadaju¢im energijama prikazane su na slikama 29 1 30.

U sin- i anti-cisoidnim betainima (I-c) postoje stabilizacijske interakcije (Slika 28):
elektrostatska interakcija izmedu nabijenih >S+ 1 >N atoma i vodikova veza izmedu kisika,

dusika i fluora N-Ts skupine i vodikova atoma dimetil-sulfonijeve skupine ili vodikova atoma
aromatskog prstena u strukturi ilida. Takoder prisutne su 1 7—n interakcije izmedu aromatskih
prstenova iminskog supstituenta i kinolin-2(1H)-ona. U sin-cisoidnom betainu postoji dodatna

stabilizacija kao rezultat povoljnog prostornog rasporeda aromatskih prstenova koja je posebno

izrazena za sin-cisoidni betain nastao u reakciji ilida 34" s di-ortho-fluor supstituiranim iminom
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41 (Slika 30b). Buduc¢i da ta interakcija nedostaje u sin-transoidnom betainu (Slika 30a), on je
manje stabilan od sin-cisoidnog betaina. Medutim, na anti putu, povoljan raspored N-tosil-
fenilnog prstena s kinolin-2(1H)-onskim prstenom ¢ini transoidni betain (I-t) stabilnijim (Slika

29d, Slika 30d) od cisoidnog (I-C) u obje proucavane reakcije.

cisoidni pristup transoidni pristup
Ts Ts Ts
i " \
anti )\ )
" YH R RV ar
Ar SMe, trans aziridin
+

Kulombske interakcije
vodikova veza

stericke interakcije

N
sin

/

/TS
N4 ) |
R +'s\j{'°*r R H ——> /N
H

§M62 i iridi
stericke interakcije Cls aziriain

povoljne Kulombske interakcije

vodikova veza

Slika 28. Razliciti pristupi ilida iminu i stereokemijski ishodi reakcije.

a) b)

sin-cisoidno I-c (-4,1 kcal mol™!) anti-cisoidno I-c (-5,2 kcal mol™)
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sin-transoidno 1-t (-0,9 kcal mol™) anti-transoidno 1-c (-5,2 kcal mol™)

Slika 29. Strukture prijelaznih stanja za adiciju ilida 34" i N-Ts imina 39 dobivene s modelom
(SMD)/M062X/6-311++G(d,p)// (SMD)/M062X/6-31+G(d,p).

sin-transoidno I-t (-4,6 kcal mol™!) sin-cisoidno I-c (-13,7 kcal mol™!)
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anti-cisoidno I-c (-8,3 kcal mol™) anti-transoidno I-t (-11,1 kcal mol™)

sin-transoidno I-t (-4,6 kcal mol™")
Slika 30. Strukture prijelaznih stanja za adiciju ilida 34" i N-Ts imina 41 dobivene s modelom
(SMD)/M062X/6-311++G(d,p)// (SMD)/M062X/6-31+G(d,p).

Kako bi doslo do eliminacije dimetil-sulfida i nastao aziridinski produkt, cisoidni betain (I-c)

treba rotacijom oko nastale C—C veze prijeéi u transoidnu konformaciju (1-t).18%1%0192 [J sluc¢aju
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adicije ilida na imin koji sadrzi meta-fluorirani fenilni supstituent, povezana cisoid-transoidna
rotacijska barijera za sin-cisoid betain je oko 12,4 kcal mol™! (Slika 29, 6-311+G( 2d,2p)
osnovni skup). U slu¢aju anti puta cisoidni betain priblizno je jednake stabilnosti kao cisoidni-
sin betain (unutar to¢nosti primijenjene racunske metode) i njegova rotacijska barijera za
transformaciju u anti-transoidni betain (I-t) je niza te iznosi oko 5,8 kcal mol™'. Medutim,
energetska barijera za eliminaciju dimetil-sulfida za anti-transoidni betain je veca te iznosi 14,2
kcal mol™' (6-31+G(d,p) osnovni skup), §to je znacajno vise od rotacijske i eliminacijske
barijere za sin-transoidni betain za koji je sulfidna eliminacijska barijera oko 11 kcal mol.
Osim toga, sin/cis aziridin je stabilniji od anti/trans produkta. Prema tome, za ovu reakciju
aziridinacije u kojoj nastaje iskljucivo cis aziridin i dominira sin put, moze se pretpostaviti da
korak eliminacije sulfida odreduje selektivnost aziridinacije.

U slucaju reakcije ilida s di-ortho-fluor supstituiranim iminom, procjenjuje se da su
energetske barijere za stvaranje triju betaina takoder priblizno jednake. Medutim, utvrdeno je
da je sin betain (I-c) najstabilniji betain. Kako bi se sulfidna skupina eliminirala, cisoidni (1-c)
betain s diedralnim S—C—C—N kutom od 51,50 trebao bi pro¢i rotaciju oko C—C veze kako bi
nastao transoidni (I-t) betainski meduprodukt s diedralnim S-C-C-N kutom od 146,20.
Medutim, predvidena rotacijska barijera veéa je od 20 kcal mol™! §to je znatno vise nego za
anti-cisoidni betain (Slika 30). U slu¢aju anti puta, cisoidni meduprodukt sa S—-C—C—N kutom
od 65,1° rotira se u anti-transoidni betain u kojem je S—-C—C-N diedarski kut blizu 156,8° s
rotacijskom barijerom od oko 6,4 kcal mol!. Predvidene eliminacijske barijere za anti i sin
transoidne betaine su gotovo jednake, oko 15 kcal mol™!. Budué¢i da je osim toga anti-cisoidni
betain stabilniji od sin-transoidnog betaina, a anti aziridinski produkt stabilniji je od sin-
produkta, anti put je dominantan $to objasnjava 100 % trans selektivnost.

Uocene razlike u visinama rotacijske cisoid-transoidne barijere i barijere za eliminaciju
sulfida, kao i u stabilnosti konac¢nih aziridinskih produkata, utje¢u na preferirani put reakcije.
Za reakciju ilida s meta-fluoriranim iminom, korak koji odreduje konfiguraciju produkta je
eliminacija sulfida, koja rezultira stvaranjem stabilnijeg cis aziridina. U reakciji ilida s di-ortho-
fluoriranim iminom, energetski profil pokazuje da samo anti-cisoidni betain (a ne najstabilniji
sin-cisoidni betain) moze pro¢i dovoljno brzu rotaciju oko nastale C—C veze u anti-transoidni

oblik, iz kojeg eliminacijom sulfida nastaje stabilniji trans aziridin.
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4.2.3. Stereoselektivna sinteza aziridina

4.2.3.1. Priprava Elielovog oksatiana

Elielov oksatian (66) prireden je u tri koraka iz R-(+)-pulegona prema sintetskom putu

prikazanom na shemi 68.
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Shema 68. Sintetski put priprave Elielovog oksatiana 66 iz R-(+)-pulegona.

benzen, refluks

U prvom sintetskom koraku reakcijom izmedu R-(+)-pulegona i benzil-merkaptana u
tetrahidrofuranu uz koristenje natrijevog hidroksida pripravljen je spoj 64. U sljede¢em
sintetskom koraku u uvjetima Birchove redukcije (Na/NHs pri -78 °C) pripravljen je spoj 65, u
iskoristenju od 98 %, kao smjesa Cetiri dijastereoizomera, pri cemu je udio glavnog izomera
65a oko 63 %. Dijastereomerni omjer odreden je *H NMR spektroskopijom. Produkt reakcije
je spoj neugodnog mirisa $to zahtjeva oprez pri radu. U zadnjem koraku, reakcijom spoja 65 i
paraformaldehida uz para-toluensulfonsku kiselinu u benzenu pripravljen je spoj 66. Budu¢i da
se radi o ravnoteznoj reakciji (reverzibilna) s relativno niskom konstantom ravnoteze potrebno
je uklanjati vodu iz reakcijske smjese kako bi se ravnoteza pomaknula u desno ka nastanku

produkta. U tu svrhu koriStena je Dean-Starkova aparatura. Spoj je procis¢en “kugelrohr”
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destilacijom, pri ¢emu su skupljene frakcije od 110-140 °C (0,15 mmHg). Enantiomerno isti
produkt konfiguracije (+)-(R,R,R) pripravljen je prekristalizacijom dobivenog destilata iz n-
pentana. Temperatura taliSta enantiomernog cistog spoja je 37 °C S§to otezava proces
kristalizacije. Provodenjem nekoliko uzastopnih prekristalizacija izolirano je 4,63 g (52 %)

spoja 66. Cistoéa i struktura dobivenog spoja 66 potvrdena je NMR spektroskopijom.

4.2.3.2. Priprava kiralnih sulfonijevih soli za reakcije aziridinacije

Za pripravu kiralnih sumporovih soli, za reakcije aziridinacije, predloZen je sintetski put
prikazan na shemi 69. U reakciji oksatiana 66, bromida i reagensa (AgOTf, AgBF4, LIOTf), uz
koriStenje Sirokog izbora polarnih i nepolarnih otapala, nije dovelo do nastanka Zeljene soli.
Razlog k tomu moZze se traziti u netopljivosti bromida kad se koriste nepolarna otapala, dok
izbor polarnih otapala nije bio prikladan budu¢i da se radi o pripravi ionskog para, pa sukladno

k tome objaSnjava negativan rezultat sinteze.

g - [}
o™ rsSX
reagens
o’*s — \=0
66 otapalo

NH

Shema 69. Pokusaji priprava kiralnih sulfonijevih soli za reakcije aziridinacije.

4.2.3.3. Priprava N-tosi/ zasti¢enih imina

Kod priprave N-tosil imina koriStena su dva postupka, oznacena s A i B. Postupak A sastoji se
od dva koraka. U prvom koraku pripravljen je tosil-amid (37 %) iz tosil-klorida i amonijaka
prema shemi 70. U drugom koraku, reakcija acetona i tosil-amida uz odgovarajuci katalizator
nije dovela do nastanka ketimina. Razlog se moze traziti u elektronskoj prirodi ketona,
smanjenoj elektrofilnosti karbonilnog ugljikovog atoma u odnosu na karbonilni ugljikov atom

aldehida, kod kojih se postupak priprave i koristi.
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Shema 70. Sintetski put priprave N-tosil-imina.

Postupak B, ukljucuje u prvom koraku pripravu acetonoksima iz acetona i hidroksilamin
hidroklorida uz koristenje NaOH prema sintetskom putu prikazanom na shemi 70. Acetonoksim
70 pripravljen je uz visok prinos (91 %). U drugom koraku, reakcijom acetonoksima i tosil-
klorida uz prisutnosti trietil-amina u bezvodnom tetraklormetanu nastaje spoj 72 (45 %), koji
je uz NMR spektroskopiju potvrden i spektrometrijom masa. Zeljeni spoj 71 ne nastaje $to je
dokazano i literaturno da koristenjem tosil-klorida reakcija ide u smjeru nastanka spoja 72, dok

zamjenom tosil-klorida s tosil-cijanidom nastaje spoj 71 pa nastavak istrazivanja vodi k tomu.
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Shema 71. Sintetski put priprave N-tosil-imina.
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4.2.4. Priprava marinociklopropana rac-76,77

Marinociklopropani rac-76,77 pripravljeni su u reakciji izmedu N-metil-imina 74,75 i akiralne
sulfonijeve soli 9 u prisustvu tert-butil-litija u tetrahidrofuranu pri -50 °C (Shema 72). Strukture
pripravljenih spojeva odredene su NMR spektroskopijom, dok je spoju rac-77 potvrdena
struktura rendgenskom strukturnom analizom (XRD) (Slika 31).

N
O
RN /
Ph\g /Ph
+ BF, t-BuLi
—_—
)\ THEF, -50 °C

If 0 N 0

R! ’ |
74,75 rac-76-77

Shema 72. Sintetski put priprave marinociklopropana rac-76,77.

Slika 31. Struktura spoja rac-77 odredena rendgenskom strukturnom analizom (XRD).
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4.3. Odijeljivanje enantiomera marinoepoksida 1 marinoaziridina na
polisaharidnim kiralnim nepokretnim fazama primjenom tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti i superkriticne fluidne
kromatografije

Kiralno prepoznavanje primjenom polisaharidnih kiralnih nepokretnin faza temelji se na
slozenom procesu koji ukljucuje kiralne i akiralne interakcije izmedu analita, kiralnog selektora
i pokretne faze. Na temelju postavljene teze, tesko je predvidjeti koji ¢e kiralni selektor pojedine
nepokretne faze odijeliti enantiomere nekog spoja, te koja ée pokretna faza biti najpovoljnija.%
Razvoj dobre enantioselektivne kromatografske metode zahtjeva pronalazak najbolje
kombinacije procesnih parametara, koji su opisani izborom kiralne nepokretne faze, sastavom
I koncentracijom pokretne faze, temperaturom kolone i povratnim tlakom (uglavhom kod
SFC).1 Potreba za razvojem novih metoda odjeljivanja enantiomera zasnovana je na ¢injenici
da su gotovo svi prirodni spojevi koji nose biolosku aktivnost, kiralne molekule.'*® lako se
enantiomeri nekog spoja ne razlikuju po fizikalno-kemijskim svojstvima u akiralnoj okolini,
njihova bioloska aktivnost ¢esto je vrlo razlicita. Pri istrazivanju i razvoju novog kiralnog lijeka,
enantioselektivne metode koriste se za kontrolu enantiomerne CistoCe, provjeru procesa
racemizacije te za stereoselektivna farmakoloska ispitivanja. Kod kontrole kvalitete veé
postojeceg kiralnog lijeka na trZistu, potrebna je provjera opticke Cistoce i odredivanje koli€ine
manje aktivnog, inaktivnog ili toksi¢nog enantiomera, koji se smatra one¢iséenjem.%

U ovom dijelu doktorskog rada, ispitani su kromatografski uvjeti za odjeljivanje
enantiomera marinoepoksida (rac-11-13, rac-13-16), marinoaziridina (rac-23, rac-25) i
derivata marinoaziridina (rac-52-59) na imobiliziranim Kiralnim nepokretnim fazama
primjenom superkriticne fluidne kromatografije (engl. Supercritical fluid chromatography,
SFC) i/ili tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High-performance liquid
chromatography, HPLC). U istrazivanju su ispitane tri dostupne imobilizirane kiralne kolone
CHIRAL ART Cellulose-SC, CHIRAL ART Cellulose-SB i CHIRAL ART Amylose-SA
(Tablica 12).
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Tablica 12. Prikaz imobiliziranih polisaharidnih kiralnih nepokretnih faza utemeljenih na

derivatima celuloze i amiloze

Kiralni selektor Struktura Kiralnog selektora Komercijalni
naziv kolone
Cl
Celuloza tris-(3,5- e - CHIRAL ART
diklorfenilkarbamat) .,./ (R \ R= *{N cl Cellulose-SC
{ fros~o-l | 0
| oR T
Celuloza !
i % silika gel /“'
Celuloza tris-(3,5 P H CHIRAL ART
dimetilfenilkarbamat) R=1Y Cellulose-SB
(0]
//, - \\\'\
Amiloza tris-(3,5 f<®e I H CHIRAL ART
dimetilfenilkarbamat) |7 L] R= Amylose-SA
Vo Amilozn p o
\‘-\ <1k wel /""

-

U svrhu ostvarivanja cilja istrazivanja, razvijena je enantioselektivna HPLC 1 SFC metoda za
odjeljivanje enantiomera novosintetizirane serije marinoepoksida (rac-11-13, rac-13-16) i
marinoaziridina (rac-23, rac-25) te enantioselektivna HPLC metoda za odjeljivanje
enantiomera derivata marinoaziridina (rac-52-59) na polisaharidnim kiralnim nepokretnim
fazama utemeljenim na derivatima amiloze i celuloze. Ispitivanjem niza kromatografskih
kiralnih nepokretnih 1 pokretnih faza odredeni su procesni parametri s kojima se postize najbolje
odjeljivanje enantiomera. Razvijene enantioselektivne analiticke metode bit ¢e koriStene za
kontrolu enantiomerne ¢istoce u stereoselektivnoj sintezi ciljnih molekula, te ¢e se primjeniti
na preparativnoj skali u svrhu izolacije enantiomerno cistih spojeva.

Za svaki analizirani enantiomerni par, navedene su vrijednosti faktora zadrzavanja Ky i
ko, separacijskog faktora (faktora odjeljivanja) a te razlucivanja Rs enantiomera dobivene na

pojedinoj kiralnoj nepokretnoj fazi uz odredeni sastav pokretne faze. Faktori zadrzavanja ki i

k2 pojedinih enantiomera izratunati su prema jednadzbama:*%°
tri—t
ki = —tho . (3)
tra—t
ko = —tho : 4)
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U HPLC modulu, vrijeme zadrzavanja mobilne faze (t0) odredeno je kao vrijeme zadrzavanja
1,3,5-tri-terc-butilbenzena, spoja koji kroz kolonu prolazi bez ikakvog nekovalentnog

medudjelovanja s kiralnom nepokretnom fazom. U SFC modulu, fronta otapala uzeta je kao

vrijeme zadrzavanja pokretne faze (to). Separacijski faktor o izradunat je prema jednadzbi:'*°

ko

a= )
Faktor razlu¢ivanja Rs izraunat je prema jednadzbi:%
Ro= 2 x LRz _fR1 (6)

Wp1— Wh2

gdje wp oznacava Sirinu kromatografskog pika, a wi Sirinu pika na polovici visine pika.

4.3.1. Odjeljivanje enantiomera (+)-2,3,3-trisupstituiranih marinoepoksida (rac-11-13) i (+)-
trans-2,3-disupstituiranin  marinoepoksida  (rac-14—16-trans)  primjenom  tekucinske

kromatografije visoke djelotvornosti i superkriticne fluidne kromatografije

Odjeljivanje enantiomera (+)-2,3,3-trisupstituiranih marinoepoksida rac-11-13 i (+)-trans-2,3-
disupstituiranih marinoepoksida rac-14—16-trans ispitano je na imobiliziranim polisaharidnim
kiralnim nepokretnim fazama: tris-(3,5-diklorfenilkarbamoil) celuloznoj nepokretnoj fazi
(CHIRAL ART Cellulose-SC) i tris-(3,5-dimetilfenilkarbamoil) amiloznoj nepokretnoj fazi
(CHIRAL ART Amylose-SA). Ispitivanja su provedena primjenom tekucinske kromatografije
visoke  djelotvornosti  uz  n-heksan/etanol  (80/20, v/v), dimetilkarbonat i
dimetilkarbonat/alkohol (v/v), te primjenom superkriticne fluidne kromatografije uz
COo/alkohol (v/v) kao nepolarnu pokretnu fazu (kromatografija normalnih faza). U
heksanskom binarnom sustavu Kkoristen je iskljucivo etanol kao alkoholni modifikator. Uz
propan-2-ol zabiljeZeno je dugo vrijeme zadrzavanja enantiomera (tr > 110 min) na odabranim
kiralnim nepokretnim fazama, dok metanol nije koriSten u istrazivanju zbog loSe mjesljivosti s
heksanom. U dimetilkarbonatnom binarnom sustavu ispitan je utjecaj dodatka alkoholnog
modifikatora (metanol ili etanol) na enantioselektivnost i zadrzavanje enantiomera analita. U
HPLC modulu, ispitana je moguénost primjene dimetilkarbonata kao pokretne faze.
Dimetilkarbonat (Ty = 90,3 °C, p = 1,069 g mL™!) je nepolarno aproti¢no otapalo koje se
relativno dobro mijesa s organskim otapalima (alkoholi, esteri, ketoni), te ima dobru topljivost

u vodi (139 g L™"). Literaturno je poznata njegova upotreba u tekuéinskoj kromatografiji u
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analizi specija primjenom HPLC-ICP-MS tehnike,®® ali ne i upotreba u kiralnoj
kromatografiji. Zbog svojih pozeljnih svojstava upotrebljava se kao: otapalo u organskim
reakcijama, reagens u kemijskim transformacijama i elektrolit u ionskim baterijama.?®* U SFC
modulu, optimizirani su uvjeti odjeljivanja enantiomera marinoepoksida ukljucujuci sastav i
volumni udio alkohola u CO2 pokretnoj fazi. U HPLC modulu, protok pokretne faze bio je 1,0
mL min~!, radna temperatura kolone 35 °C. Mijenjanjem volumnog udjela i vrste alkohola
(metanol ili etanol) u CO2 pokretnoj fazi, odredeni su optimalni kromatografski uvjeti za
odjeljivanje enantiomera u SFC modulu. Protok pokretne faze bio je 4,0 mL min~!, radna
temperatura kolone 35 °C, a povratni tlak 15 MPa. U oba modula snimanje kromatograma
provelo se na valnoj duljini 254 nm, te se snimalo UV podrucje od 190 do 400 nm.

Marinoepoksidi 1. skupine sintetizirani su adicijom sumpornih ilida na C=0 vezu
odgovarajucih prokiralnih aldehida u prisustvu baze. Sintetizirani epoksidi podijeljeni su, s
obzirom na strukturne znacajke, u dvije podskupine 1A i 1B §to je prikazano u tablici 13.
Zajedni¢ko svojstvo spojeva unutar pojedine podskupine je alifatsko-aromatska priroda,
odnosno di- / tri- supstituiranost epoksidnog prstena. Strukturno najjednostavniji spoj imenovan
je kao predstavnik skupine rac-11 i rac-14, dok su preostala dva spoja rac-12,13 i rac-15,16
njegovi strukturno slozeniji analozi. (%)-2,3,3-trisupstituirani marinoepoksidi rac-11-13
podskupine 1A, opisani su jednim enantiomernim parom, dok su (£)-2,3-disupstituirani
marinoepoksidi rac-14-16 podskupine 1B zapravo smjese dijastereoizomera, od ¢ega je udio
cis izomera gotovo zanemariv. Cis i trans izomeri (+)-2,3-disupstituiranih marinoepoksida nisu
uspjeSno odijeljeni akiralnom kromatografijom na stupcu silikagela, stoga je moguénost
odjeljivanja njihovih enantiomera istrazena na uzorcima dijastereomernih smjesa.

U podskupinu 1A pripadaju trisupstituirani marinoepoksidi rac-11-13, koji sadrze dvije
metilne skupine na C3 atomu, pri ¢emu e se ispitati utjecaj manje voluminoznih skupina na
mehanizam kiralnog prepoznavanja. Spojevi rac-14-16 podskupine 1B umjesto dvije metilne
skupine sadrze fenilni prsten na C3 atomu, pri ¢emu je vazno odrediti je 1i za kiralno
prepoznavanje odluCuju¢a voluminoznost fenilnog prstena na C3 ugljikovom atomu
epoksidnog prstena [(ne) mogucnost pristajanja u kiralnu Supljinu] ili m—n interakcije sa
selektorom nepokretne faze. Spojevi obje opisane podskupine 1A i 1B, na duSikovom atomu
interne amidne veze, posjeduju razli¢itu prostornu usmjerenost i voluminoznost, zbog cega

posjeduju razlicit afinitet prema selektoru kiralne nepokretne faze.
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Tablica 13. Podjela marinoepoksida 1. skupine u podskupine 1A i 1B

1. SKUPINA
O O 0
X N A
Podskupina 1A N“ o ’]‘ 0 N0
rac-11 rac-12 K@

rac-13

O, Q. O
Podskupina 1B Q O N I N
O N o 'il 0 N (e}

H

rac-14 rac-15 K@

rac-16

4.3.1.1. Odijeljivanje enantiomera (+)-2,3,3-trisupstituiranin marinoepoksida (rac-11-13)
podskupine 1A

Marinoepoksidi podskupine A su (+)-2,3,3-trisupstituirani marinoepoksidi rac-11-13, koji
sadrze jedno kiralno srediSte. Strukturna razlika spojeva podskupine 1A u odnosu na spojeve
podskupine 1B, broj je i vrsta supstituenata na C3 ugljikovom atomu epoksidnog prstena. Na
C3 ugljikov atom spojeva podskupine 1A, vezane su dvije metilne skupine. Strukturna razlika
spojeva unutar podskupine 1A supstituiranost je vodikova atoma interne amidne veze kinolin-
2(1H)-ona; spoj rac-11 sadrzi atom vodika, rac-12 sadrzi metilnu skupinu, dok spoj rac-13
sadrzi benzilnu skupinu.

Enantioselektivna analiza spojeva podskupine 1A, provedena je na celuloznoj CHIRAL
ART Cellulose-SC i amiloznoj CHIRAL ART Amylose-SA koloni kako bi se ispitao utjecaj
prostorne usmjerenosti i voluminoznosti dviju metilnih skupina na C3 ugljikovom atomu
epoksidnog prstena u odnosu na vezanu fenilnu skupinu na istom C3 polozaju spojeva rac-11—
13 podskupine 1A u HPLC i SFC modulu. Rezultati enantioselektivne analize spojeva
podskupine 1A na celuloznoj kiralnoj nepokretnoj fazi CHIRAL ART Cellulose-SC i amiloznoj
kiralnoj nepokretnoj fazi CHIRAL ART Amylose-SA prikazani su u tablici D2.1, u Dodatku 2.

Andela Buljan Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 192

Usporedbom rezultata ispitivanja odjeljivanja enantiomera spojeva rac-11-13 podskupine 1A
na celuloznoj i amiloznoj nepokretnoj fazi u HPLC modulu (Slika 32), uo¢eno je da enantiomeri
spojeva rac-11,12 pokazuju visi stupanj enantioselektivnosti na koloni CHIRAL ART
Amylose-SA, dok spoj rac-13 postize bolju enantioselektivnost na koloni CHIRAL ART
Cellulose-SC. Zamjenom n-heksan/EtOH (80/20, v/v) pokretne faze s dimetilkarbonatom, svi
enantiomeri spojeva rac-11-13 podskupine 1A pokazuju visi stupanj enantioselektivnosti na
koloni CHIRAL ART Cellulose-SC nego na koloni CHIRAL ART Amylose-SA.

1,81
2,5 2,02 1,59 1,64
1,31 1,31 1,26
2 i ; 1,48
[ \ 4 9
1,5 : j 4 i N
=} | [ i [
1 { { {
0[5 / A\ d
0
rac-11 rac-12 rac-13 rac-11 rac-12 rac-13
Heksan/EtOH (80/20, v/v) DMC

CHIRAL ART Amylose-SA B CHIRAL ART Cellulose-SC

Slika 32. Usporedba vrijednosti separacijskih faktora odredenih za enantiomere spojeva rac-
11-13 podskupine 1A na polisaharidnim kiralnim nepokretnim fazama: CHIRAL ART
Cellulose-SC i CHIRAL ART Amylose-SA u HPLC modulu.

Ako usporedimo enantioselektivnost enantiomera spojeva rac-11-13 na celuloznoj i amiloznoj
koloni primjenom superkriticne fluidne kromatografije, onda enantiomeri spoja rac-11
pokazuju bolju enantioselektivnost na koloni CHIRAL ART Amylose-SA, dok enantiomeri
stericki zahtjevnijih spojeva rac-12—13 pokazuju bolju enantioselektivnost na celuloznoj koloni
(Slika 33). Razlic¢ito kiralno prepoznavanje posljedica je nastajanja razlicitih oblika/veli¢ina
kiralnih Supljina koje izgraduju karbamatne skupine na susjednim glukoznim jedinicama

amiloze i celuloze u ovisnosti o pokretnoj fazi.?*
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2,14 2,12
2,5 1,6 1,58 1,52 » 1,62 1,51 1,49
2 :“ 1
' | 4
15 | 4 4 | \ 4
=} . { ) 4 i
l 'y' / 4
0,5 '
3 i k
0
rac-11 rac-12 rac-13 rac-11 rac-12 rac-13
CO,/MeOH (80/20, v/v) CO,/EtOH (80/20,v/V)

CHIRAL ART Amylose-SA  ® CHIRAL ART Cellulose-SC

Slika 33. Usporedba vrijednosti separacijskih faktora odredenih za enantiomere spojeva rac-
11-13 podskupine 1A na polisaharidnim kiralnim nepokretnim fazama: CHIRAL ART
Cellulose-SC i CHIRAL ART Amylose-SA u SFC modulu.

Kiralni selektor nepokretne faze CHIRAL ART Cellulose-SC sadrzi dvije elektron-odvlacece
skupine koje smanjuju elektronsku gustocu benzenskog sustava i C=0 skupine, te povecavaju
kiselost vodikova atoma fenilkarbamatne skupine.?®® S obzirom na navedene &injenice, moze
se pretpostaviti da se kiralno prepoznavanje enantiomera spojeva rac-11-13 sa selektorom tris-
(3,5-diklorfenilkarbamoil)celulozom temelji na vodikovim vezama i dipol—dipol interakcijama,
te odbojnim sterickim interakcijama. Povecana kiselost vodikova atoma ¢ini fenilkarbamatnu
skupinu kiralnog selektora boljim donorom vodikove veze koja se moze ostvariti s C=0
skupinom ili kisikovim atomom u epoksidnoj strukturi analita. Smanjena gusto¢a C=0O skupine
kiralnog selektora, ¢ini C=0 skupinu lo$ijim akceptorom vodikove veze koja se moze ostvariti
s vodikovim atomom interne amidne veze u strukturi heterocikli¢kog prstena kinolin-2(1H)-
ona spoja rac-11. U slucaju ispitivanih spojeva rac-11-13, dipol—dipol interakcije mogu se
ostvariti preko polarnih C=0---C=0 i C-CI---C=0 skupina kiralnog selektora i analita.

Iz prikazanih rezultata, uocava se izvrsno odjeljivanje enantiomera do osnovne linije svih
spojeva rac-11-13 podskupine 1A na odabranoj celuloznoj koloni u HPLC modulu.
Usporedbom separacijskih faktora enantiomera svih triju spojeva rac-11-13 uz n-heksan/etanol

(80/20, v/v), uocava se da je stupanj enantioselektivnosti gotovo neovisan o supstituentu (H,
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CHs, Bn) na dusikovom atomu interne amidne veze kinolin-2(1H)-ona, §to ukazuje da u
mehanizmu kiralnog prepoznavanja ne dominiraju steri¢ke interakcije. Najvjerojatnije su
zastupljene vodikove veze i dipol—dipol interakcije. Usporedbom faktora zadrzavanja, moze se
uociti da enantiomeri spoja rac-12 pokazuju najduze vrijeme zadrzavanja na ispitivanoj
celuloznoj koloni. Zadrzavanje enantiomera proces je u dva koraka. Prvenstveno postoje
interakcije izmedu vanjskog dijela helikalne Supljine kiralnog selektora i neke funkcionalne
skupine analita. Ta pocetna interakcija najcesce je vodikova veza. Nakon toga, u drugom
koraku, dolazi do konformacijske prilagodbe 1 sterickih interakcija, te stabilizacije
dijastereomernog kompleksa preko preostalin vodikovih veza.?®* Metilna skupina zbog
kuglaste prostorne strukture steri¢ki ne ometa smjestanje kompleksa u kiralnu Supljinu. Stoga,
dulje zadrzavanje enantiomera spoja rac-12 na koloni u odnosu na preostala dva spoja rac-11 i
rac-13, moze biti posljedica jakih dipol—dipol interakcija ili vodikovih veza koje mogu dodatno
stabilizirati dijastereomerni kompleks. Elektron-doniraju¢a metilna skupina na atomu dusika u
strukturi analita, ¢ini C=0 skupinu boljim akceptorom vodikove veze koja se moze ostvariti s
vodikovim atomom u fenilkarbamatnoj skupini kiralnog selektora. Duze vrijeme zadrzavanja
enatiomera spoja rac-12 (Rs = 2,67) dovelo je do vise vrijednosti faktora razlu¢ivanja u odnosu
na enantiomere spojeva rac-11 (Rs =2,12) i rac-13 (Rs=2,13.). Vrijednosti faktora razlu¢ivanja
proporcionalne su s vrijednostima faktora zadrzavanja ki i ko enantiomera.

Primjenom dimetilkarbonata kao pokretne faze, smanjuje se vrijeme zadrzavanja
enantiomera i povecava se faktor razlucivanja svih spojeva podskupine 1A u nizu: ki (20,34;
rac-11) > ky (19,15; rac-12) > ki (10,96; rac-13), odnosno Rs (4,70; rac-12) > Rs (3,31; rac-11)
> Rs (3,19; rac-13). Krace zadrzavanje enantiomera i viSe vrijednosti faktora razlu¢ivanja Rs
spojeva rac-11-13 moze biti rezultat dipol—dipol interakcija otapala i nepokretne faze, pri ¢emu
te interakcije doprinose znacajnijem enantioprepoznavanju analita s nepokretnom fazom.
Takav rezultat potvrduje tezu da je doprinos n—m interakcija u procesu kiralne diskriminacije
vrlo mali. Dodatkom metanola ili etanola volumnog udjela 10 % u dimetilkarbonatnu pokretnu
fazu, povecava se polarnost pokretne faze i smanjuje faktor zadrzavanja anlita na nepokretnoj
fazi u nizu kn > kcnz > kez. To ukazuje na jaku kompeticiju alkohola i analita za interakcijska
mjesta na kiralnoj nepokretnoj fazi. Pri volumnom udjelu 10 % metanola ili etanola, «
vrijednosti i faktor razluéivanja se smanjuju (Slika 34). Zbog razlike u polarnosti metanola i
etanola, enantiomeri spojeva se neznatno duze zadrzavaju na nepokretnoj fazi uz etanol kao

alkoholni modifikator.
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rac-11 rac-12 rac-13

EDMC B DMC/MeOH (90/10) DMC/EtOH (90/10)

Slika 34. Utjecaj alkoholnih modifikatora u dimetilkarbonatnoj pokretnoj fazi na separacijski

faktor o enantiomera spojeva rac-11-13 na koloni CHIRAL ART Cellulose-SC.

Primjenom superkriticne fluidne kromatografije u odjeljivanju enantiomera spojeva rac-11-13
podskupine 1A na odabranoj celuloznoj koloni, uocava se izvrsno kiralno prepoznavanje sa
selektorom nepokretne faze, neovisno o vrsti i volumnom udjelu alkoholnog modifikatora u
CO2 binarnom sustavu. Svi enantiomeri spojeva rac-11-13 odjeljuju se do osnovne linije,
neovisno o sastavu pokretne faze. Usporedbom faktora zadrzavanja prvoizlazecih enantiomera
rac-11-13 na celuloznoj koloni, uocava se da se enantiomeri duze zadrzavaju uz etanol kao
alkoholni modifikator u nizu kn > kcns > ke Separacijski faktori enantiomera spojeva rac-11—
13 gotovo su konstanti promjenom vrste i volumnog udjela alkoholnog modifikatora. Najbolju
enantioselektivnost pokazuje spoj rac-11 (a = 1,62) uz CO2/EtOH (80/20, v/v), dok spojevi
rac-12 (o = 1,58) i rac-13 (o = 1,51) pokazuju uz CO2/MeOH (80/20, v/v). Vrijednosti
separacijskih faktora neznatno se razlikuju promjenom alkoholnog modifikatora. Usporedbom
separacijskih faktora u HPLC i SFC modulu, uocava se da spojevi rac-12 i rac-13, pokazuju
bolju enentioselektivnost uz dimetilkarbonat u odnosu na enantioselektivnost dobivenu
primjenom COgy/alkohol (v/v) binarne pokretne faze. Spoj rac-11 pokazuje bolju
enantioselektivnost primjenom superkriticne fluidne kromatografije, neovisno o sastavu i
volumnom udjelu alkohola u CO> pokretnoj fazi. Usporedbom faktora razlu¢ivanja enantiomera
spojeva rac-11-13, uocava se izvrsno razlu¢ivanje (Rs > 2,06) u cijelom ispitivanom podrucju
od 20 % do 5 % volumnog udjela alkohola u CO> binarnom sustavu. Prikazani rezultati ukazuju
da smanjenje volumnog udjela alkohola u CO2 binarnom sustavu, dovodi do duzeg zadrzavanja
enantiomera na koloni i boljeg razlucivanja, odnosno boljeg enantioprepoznavanja analita sa

selektorom nepokretne faze. Na slici 35 prikazani su kromatogrami enantiomera spojeva
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podskupine 1A odijeljenih na koloni CHIRAL ART Cellulose-SC uz razli¢ite sastave pokretne
faze u HPLC i SFC modulu.
Slika 35. Odjeljivanje enantiomera marinoepoksida rac-11-13 na koloni CHIRAL ART

——0
< 4l
mAu { l &
=] \
1 N o
L | COYELOH - 8020
COJEION - 85/15 rac-11
COYMeOH - 95/5
- CONON 8020
- CO;MeOH ~ 8515
DMCFEIOH 90710
Dy DNMOMeOH M1
n-helsan/E1OH <8020
B . . min
w0
mAn \
o CO;MeOH -~ 8515 1 l
- ; N O
CONeOH = 90/10
COYEIOH - §0/20 rac-12
COYEWOH ~ 851K
= DMCMeOH = 90710
DN FIOH SO
>N
i
{ —— - - T s = — —
min
w0
mAu /
I ] ]
COYMeOH ~ 80120 N7 o
CO;/MeOH ~ 85/15 |
T\ |
COYMeOH = 90/10 | |
COYFIOH = 8020 rac-13
* DMC

DMCALeOH = 90/10
DMCOC/EMOH -~ %910

Cellulose-SC. Kromatografski uvjeti: temperatura kolone 35 °C, UV detekcija 254 nm,

Bl

volumen injektiranja 10 uL, masena koncentracija analita 0,5 mg mL"".

Za razliku od vrlo dobrog enantioprepoznavanja spojeva rac-11-13 primjenom celulozne

nepokretne faze, na amiloznoj koloni CHIRAL ART Amylose-SA enantiomeri spojeva rac-
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12,13 pokazuju nesto loSiju sliku kiralnog prepoznavanja u HPLC i SFC modulu. U slucaju
spoja rac-12, postignuta je nesto bolja enantioselektivnost uz n-heksan/etanol (80/20, v/v) na
amiloznoj koloni. Enantiomeri spoja rac-11 pokazuju bolju enantioselektivnost na odabranoj
amiloznoj koloni nego na celuloznoj koloni u oba modula, izuzev jednog slucaja odjeljivanja
enantiomera spoja rac-11 gdje je postignuta bolja enantioselektivnost sa selektorom celulozne
kolone uz dimetilkarbonat kao pokretnu fazu.

Kiralni selektor amilozne nepokretne faze CHIRAL ART Amylose-SA sadrzi dvije
elektron-doniraju¢e metilne skupine na fenilnom prstenu koje povecavaju elektronsku gusto¢u
benzenskog prstena i C=0 skupine, te smanjuju kiselost vodikova atoma fenilkarbamatne
skupine kiralnog selektora. S obzirom na opisana elektronska svojstva amilozne nepokretne
faze, enantioprepoznavanje (+)-2,3,3-trisupstituiranih marinoepoksida rac-11-13 temelji se na
stvaranju n— interakcija i dipol—dipol interakcija, te odbojnim interakcijama koje su uglavnom
stericke. U slucaju spoja rac-11, moze se ostvariti i vodikova veza preko C=0 skupine kiralnog
selektora i vodikova atoma interne amidne veze u strukturi ispitivanog analita. Ukoliko je spoj
rac-11 u enolnom obliku, utoliko dolazi do moguénosti stvaranja vodikove veze preko C=0
skupine kiralnog selektora i vodikova atoma hidroksilne skupine u strukturi analita. U tom
slu¢aju ne dolazi do stvaranja dipol—dipol interakcija preko C=0 skupina kiralnog selektora i
analita. Usporedbom separacijskih faktora u HPLC modulu podskupine 1A, uocava se se da su
veéi separacijski faktori spojeva rac-11,12 postignuti uz binarnu heksansku pokretnu fazu u
odnosu na dimetilkarbonat kao pokretnu fazu. Spoj rac-13 pokazuje bolju enantioselektivnost
uz dimetilkarbonat. Usporedbom faktora zadrzavanja, uoceno je da se spojevi rac-12,13, duze
zadrZavaju uz n-heksan/etanol (80/20, v/v) u odnosu na dimetilkarbonat kao pokretnu fazu, dok
spoj rac-11 pokazuje veci faktor zadrzavanja uz dimetikarbonat. Usporedbom faktora
razlucivanja, enantiomeri spoja rac-11 (Rs = 4,34) pokazuju izvrsno kiralno prepoznavanje sa
selektorom nepokretne faze u odnosu na spojeve rac-12,13 (Rs = 2,24; 1,72) uz n-heksan/EtOH
(80/20, viv) kao pokretnu fazu. Spoj rac-11 je stericki manje zahtjevan u odnosu na preostala
dva spoja rac-12,13 podskupine 1A te stoga moze lakse uci u kiralne Supljine amilozne jedinice.
Nastali dijastereomerni kompleksi mogu se dodatno stabilizirati jakom vodikovom vezom, koja
nastaje preko vodikova atoma interne amidne veze i C=0 skupine kiralnog selektora.
Potencijalna vodikova veza mozZe stabilizirati nastali dijastereomerni kompleks, te pri tome
poboljsati enantioselektivnost. 20 % volumni udio etanola u heksanskoj binarnoj fazi moze

takoder stabilizirati nastalu vodikovu vezu, ali takoder utjecati na veliinu 1 oblik kiralne
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Supljine kojoj vise odgovara ulazak stericki manje zahtjevnog spoja rac-11. Promjenom
pokretne faze iz n-heksan/etanol (80/20, v/v) u dimetilkarbonat, enantiomeri spojeva rac-11,12
pokazuju loSiju enantioselektivnost. To ukazuje da u mehanizmu kiralnog prepoznavanja
dominiraju vodikove veze koje se uz 20 % etanol dodatno stabiliziraju i dovode do bolje
enantioselektivnosti. Nakon §to se ostvare interakcije, dolazi do inkluzije dijastereomernog
kompleksa u kiralnu $upljinu.?® U takvom sustavu stericka odbijanja manje su izraZena.
Enantiomeri spoja rac-13 pokazuju bolju enantioselektivnost uz dimetilkarbonat kao pokretnu
fazu. Ispitan je utjecaj dodatka 10 % volumnog udjela alkohola u dimetilkarbonatnoj pokretnoj
fazi (Slika 36). Dodatkom alkohola, uocen je izostanak enantioselektivnosti enantiomera
spojeva rac-12,13. To moze ukazati da postoji velika kompeticija analita i pokretne faze za
interakcijska mjesta na nepokretnoj fazi. S obzirom na prethodno postavljene teze, moze doéi
do promjene oblika kiralne Supljine, pri ¢emu steri¢ki zahtjevniji spojevi nisu prikladni za
ulazak u Supljine kiralne nepokretne faze. Takoder postoji vjerojatnost da pokretna faza stvara
intezivnije vodikove veze sa selektorom nepokretne faze, pri ¢emu nastanak vodikove veze

izmedu kiralnog selektora 1 analita izostaje.
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Slika 36. Utjecaj alkoholnih modifikatora u dimetilkarbonatnoj pokretnoj fazi na separacijski

faktor « enantiomera spojeva rac-11-13 na koloni CHIRAL ART Amylose-SA.

Primjenom superkriti¢ne fluidne kromatografije u odjeljivanju enantiomera spojeva rac-11-13

podskupine 1A, uocava se izvrsno odjeljivanje enatiomera spoja rac-11 do osnovne linije.
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Enantiomeri spojeva rac-11 krace se zadrzavaju uz bolje razlu¢ivanje u SFC modulu u odnosu
na HPLC modul. Enantiomeri spoja rac-12 pokazuju izvrsno odjeljivanje enantiomera u
rasponu od 10 % do 3 % volumnog udjela alkohola (metanol ili etanol) do osnovne linije.
Usporedbom faktora zadrzavanja prvoizlazeéih enantiomera rac-11-13 na amiloznoj koloni,
uocava se da se enantiomeri duze zadrzavaju uz etanol kao alkoholni modifikator u nizu kgn >
kn < kchs. Separacijski faktori enantiomera spojeva rac-11-13 gotovo su konstanti promjenom
vrste i volumnog udjela alkoholnog modifikatora. Najbolje vrijednosti separacijskih faktora
enantiomera spojeva rac-11-13 postignute su: spoj rac-11 (o = 2,12) uz CO2/EtOH (80/20,
vIV), spoj rac-12 (o = 1,55) uz CO2/MeOH (97/3, v/v) i spoj rac-13 (o = 1,25) uz CO./EtOH
(95/5, vIv). Usporedbom vrijednosti faktora razlué¢ivanja u HPLC i SFC modulu, uocavaju se
vece vrijednosti Rs u SFC modulu uz kra¢e vrijeme zadrZavanja enantiomera na kiralnoj
nepokretnoj fazi. Najbolje vrijednosti faktora razlu¢ivanja u SFC modulu postignute su: Spoj
rac-11 (Rs = 4,83) uz CO2/EtOH (95/5, v/v), spoj rac-12 (Rs = 3,01) uz CO2/MeQOH (97/3, viv)
I spoj rac-13 (Rs = 2,04) uz CO./EtOH (95/5, v/v). Prikazani rezultati ukazuju da smanjenje
volumnog udjela alkohola u CO2 u binarnom sustavu, dovodi do duzeg zadrzavanja
enantiomera na koloni i boljeg razlucivanja, odnosno boljeg enantioprepoznavanja analita sa
selektorom nepokretne faze. Na slici 37 prikazani su kromatogrami enantiomera spojeva
podskupine 1A odijeljenih na koloni CHIRAL ART Amylose-SA, uz razli¢ite sastave pokretne
faze u HPLC i SFC modulu.
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Slika 37. Odjeljivanje enantiomera marinoepoksida rac-11-13 na koloni CHIRAL ART

Amylose-SA primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti i superkriti¢ne

fluidne kromatografije. Kromatografski uvjeti: temperatura kolone 35 °C, UV detekcija 254

nm, povratni tlak 15 mPa, volumen injektiranja 10 pL, masena koncentracija analita 0,5 mg

mL~".
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4.3.1.2. Odijeljivanje enantiomera (+)-trans-2,3-disupstituiranih marinoepoksida rac-14-16
podskupine 1B primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti i superkriticne

fluidne kromatografije

Enantioprepoznavanje (+)-trans-2,3-disupstituiranih marinoepoksida rac-14-16 temelji se na
privla¢nim interakcijama poput n—7 interakcija, dipol-dipol interakcija i vodikove veze, te
odbojnim interakcijama koje su obi¢no stericke. Polarne i m—m interakcije izmedu fenilnih
skupina kiralne nepokretne faze i analita mogu imati vaznu ulogu u mehanizmu kiralnog
prepoznavanja.2°62°":208 Na sposobnost kiralnog prepoznavanja polisaharidnih nepokretnih faza
znacajno utjeCu supstituenti na fenilu ugljikohidratnog polimera. Oni mijenjaju kiselost
vodikova atoma u N—H skupini i polarnost C=0O karbamatne skupine. Uvodenje elektron-
doniraju¢e metilne skupine ili elektron-odvlaceéeg halogena u meta- ili para- polozaju fenilnog
prstena, poboljSava se sposobnost kiralnog prepoznavanja kiralne nepokretne faze. Takoder,
skupine imaju ulogu kontroliranja inkluzije analita u kiralnu Suplinu nepokretne faze.
Nekovalentna intermolekulska interakcija vodikova veza znacajno utjeCe na strukturu tj.
konformaciju molekule o kojoj ovisi inkluzija analita u Kiralnu Supljinu nepokretne faze.
Postavljena je hipoteza da povecanje polarnosti pokretne faze dovodi do slabije izazenih
vodikovih veza izmedu kiralne nepokretne faze i analita. Stovise, alkoholne molekule udruzuju
se sa kiralnom nepokretnom fazom i uzrokuju bubrenje kolone (engl. swelling), §to neposredno
utjece na velicinu 1 oblik kiralne Supljine. Ukoliko dode do otvaranja kiralnih Supljina, utoliko
su inkluzijske interakcije analita umanjene 1 vrijeme zadrZavanja analita se
smanjuje.208:209.210211

Rezultati enantioselektivne analize spojeva podskupine 1B na celuloznoj kiralnoj
nepokretnoj fazi CHIRAL ART Cellulose-SC i amiloznoj kiralnoj nepokretnoj fazi CHIRAL
ART Amylose-SA prikazani su u D2.2., u Dodatku 2.
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Slika 38.. Usporedba vrijednosti separacijskih faktora odredenih za enantiomere spojeva 14—
16 podskupine 1B na polisaharidnim kiralnim nepokretnim fazama: CHIRAL ART Cellulose-
SC i CHIRAL ART Amylose-SA u HPLC modulu.
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Slika 39. Usporedba vrijednosti separacijskih faktora odredenih za enantiomere spojeva 14—
16 podskupine 1B na polisaharidnim kiralnim nepokretnim fazama: CHIRAL ART Cellulose-
SC i CHIRAL ART Amylose-SA u SFC modulu.

Usporedbom rezultata ispitivanja odjeljivanja enantiomera podskupine 1B na celuloznoj i

amiloznoj nepokretnoj fazi, uo¢eno je da analiti u seriji rac-14-16 pokazuju visi stupanj
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enantioselektivnosti na koloni CHIRAL ART Amylose-SA nego na koloni CHIRAL ART
Cellulose-SC, neovisno o sastavu pokretne faze (Slika 38, Slika 39).

Literaturno je poznato da su najceSce interakcije kiralnog selektora kolone CHIRAL ART
Cellulose-SC s analitom dipol—dipol interakcija i vodikova veza.?®® U sludaju ispitivanih
spojeva rac-14-16, dipol—dipol interakcije mogu se ostvariti preko polarnih C=0---C=0i C-
Cl---C=0 skupina kiralnog selektora i analita. Zbog moguc¢nosti ukljucenosti najmanje Cetiri
pola u tim interakcijama, dovelo je do pretpostavke da su takve interakcije prvenstveno
dipolarne.?'2?13 Prema postavljenoj tezi, funkcijska skupina u povoljnoj interakciji s
karbonilnom skupinom mora imati dipol. Ukoliko ne dolazi do stvaranja dipola uslijed
nepovoljnog polozaja dviju skupina, utoliko se moze govoriti o intimnim interakcijama tj.
kratkom kontaktu ili n—m* interakcijama.?** Nekovalentna intermolekulska vodikova veza
moze se ostvariti interakcijom preko NH skupine kiralnog selektora s C=0O skupinom ili s
kisikom epoksidnog prstena u strukturi analita. U slucaju spoja rac-14 postoje jos dodatne dvije
mogucnosti s obzirom na literaturni podatak da se kinolin-2(1H)-oni mogu javljati u dva
tautomerna oblika.?*> Ukoliko se molekula nalazi u keto-obliku, utoliko moZemo govoriti o
vodikovoj vezi preko NH skupine interne amidne veze u strukturi analita i C=0O skupine
kiralnog selektora. Ako se molekula nalazi u enolnom obliku, tada vodikovu vezu moze
ostvariti preko OH skupine u strukturi analita s C=0 skupinom kiralnog selektora.

Rezultati enantioselektivne analize spojeva rac-14-16 podskupine 1B, na celuloznoj
kiralnoj nepokretnoj fazi CHIRAL ART Cellulose-SC, pokazuju bolje kiralno prepoznavanje
spojeva rac-14 i rac-15 sa selektorom tris-(3,5-diklorfenilkarbamoil) celulozom u odnosu na
njihov strukturni analog rac-16 kod kojeg je uo¢en izostanak enantioselektivnosti primjenom
tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti, neovisno o sastavu pokretne faze. Strukturna
razlika medu spojevima samo je u veli€ini skupine vezane na internu amidnu vezu. Mozemo
pretpostaviti da u mehanizmu kiralnog prepoznavanja, izuzev velikog doprinosa dipol—-dipol
interakcija 1 vodikove veze, znacajan doprinos imaju 1 odbojne, odnosno stericke interakcije.
Moguce je da su manje skupine poput atoma vodika i metilne skupine vezane na amidnoj vezi
stericki povoljnije za ostvarivanje vodikove veze slobodnog elektronskog para na kisikovu
atomu i odgovarajuc¢eg vodikova atoma na selektoru nepokretne faze. Nastala vodikova veza
uzrok je dodatnoj stabilizaciji dijastereomernog kompleksa i boljeg kiralnog prepoznavanja
enantiomera spoja rac-14 i rac-15 nego spoja rac-16 sa selektorom kolone.
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Primjenom n-heksan/etanol (80/20, v/v) pokretne faze, postize se djelomi¢no odjeljivanje
enantiomera spojeva rac-14,15, uz dugo zadrzavanje enantiomera spoja rac-15 (ki = 36,26, ko=
40,36) na ispitivanoj celuloznoj koloni. Usporedbom faktora razlu¢ivanja spojeva rac-14 i rac-
15, uocava se da njihove Rs vrijednosti slijede niz: Rs (rac-15) > Rs (rac-14). Takvi rezultati
doprinose tezi da u mehanizmu kiralnog prepoznavanja dominiraju dipol—dipol interakcije i
vodikova veza. S obzirom na strukturnu razliku medu spojevima podskupine 1B, moze se
pretpostaviti da su dominantne interakcije koje utjecu na mehanizam kiralnog prepoznavanja
ostvaruju preko C=0 skupine u strukturi analita. Buduci da spoj rac-15 pokazuje najbolju
enantioselektivnost, neovisno o sastavu pokretne faze u HPLC modulu, moze se zakljuciti da
veliki utjecaj ima elektron-doniraju¢a metilna skupina koja poveéava elektronsku gustocu
interne amidne veze, te time doprinosi stvaranju jacih interakcija: dipol—dipol interakcija preko
C=0 skupine u strukturi analita sa C=0 ili C-CI skupinama kiralnog selektora, te vodikove
veze preko C=0 skupine analita s NH skupinom fenilkarbamatne jedinice kiralnog selektora.
Primjenom dimetilkarbonata kao pokretne faze, postignuti su najbolji rezultati odjeljivanja
enantiomera, te enantiomeri dvaju spojeva rac-14 (a = 1,23; Rs = 1,49) i rac-15 (o = 1,28; Rs =
1,85) pokazuju sli¢nu enantioselektivnost. Dodatkom 10 % metanola ili 10 % etanola pokretnoj
fazi, smanjuje se stupanj kiralnog prepoznavanja sa selektorom nepokretne faze CHIRAL ART
Cellulose-SC (Slika 40). Takoder treba primjetiti da su vremena zadrZzavanja analita na koloni,
Sto se moze vidjeti promatrajuéi podatke ki i k2, puno kraca u odnosu na vremena zadrZavanja
enantiomera uz dimetilkarbonat kao pokretnu fazu. Planarna karbonilna skupina spojeva
posdkupine 1A, posjeduje relativno veliki dipolni moment i stoga ima veliku solvatacijsku moc¢.
Polarnije molekule metanola ili etanola okruzuju karbonilnu skupinu analita i ona postaje

steriCki ometena, Sto moZe utjecati na slabije interakcije sa selektorom kiralne nepokretne faze.
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Slika 40. Utjecaj alkoholnog modifikatora u dimetilkarbonatnoj pokretnoj fazi na separacijski
faktor o enantiomera spojeva rac-14-16 na CHIRAL ART Cellulose-SC.

Pirkle 1 Welch proucavali su utjecaj alkoholnog modifikatora na enantioselektivnost i utvrdili
su da utjecaj modifikatora ovisi o strukturi analita.?®?1"2'8 Grinberg i sur. su na temelju VCD
uocili konformacijske promjene kiralne nepokretne faze u prisutnosti polarnih otapala.
Konformacije se drasti¢no mijenjaju ovisno o koncentraciji i utjecu na oblik i veli¢inu kiralnih
Supljina, odnosno na mehanizam kiralnog prepoznavanja.?!® Primjenom etanola (Rs = 0,98; ki=
2,10; k2 = 2,49) postignuto je bolje kiralno prepoznavanje i neznatno duze vrijeme zadrzavanja
enantiomera analita na koloni nego s metanolom (Rs = 0,69; k1 = 0,93; ko = 1,08). Apsorptivnost
analita na kiralnoj nepokretnoj fazi zajedno s faktorom zadrzavanja, povecava se smanjenjem
volumnog udjela alkoholnog modifikatora. Smanjenjem polarnosti pokretne faze, zna¢ajno se
povecava interakcija izmedu enantiomera analita 1 nepokretne faze, Sto uzrokuje duza vremena
zadrzavanja enantiomera i njihovo bolje odjeljivanje.??*??! Duza vremena zadrzavanja mogu
posljedi¢no dovesti do pojave kruzne i longitudinalne difuzije.?%

Primjenom superkriti¢ne fluidne kromatografije nije postignuto bolje kiralno prepoznavanje
spojeva rac-14 i rac-15 s kiralnim selektorom tris-(3,5-diklorfenilkarbamoil)celulozom,
neovisno o vrsti i volumnom udjelu alkohola u CO2 binarnom sustavu. Prema dobivenim
rezultatima, uoceno je da najbolju enantioselektivnost pokazuje spoj rac-15 koji ima vezanu
metilnu skupinu na internoj amidnoj vezi. Usporedbom faktora zadrzavanja prvo izlaze¢ih
enantiomera spojeva rac-14-16 na odabranoj celuloznoj nepokretnoj fazi, uocava se najdulje
zadrZavanje enantiomera spoja rac-16 s benzilnom skupinom vezanom na internu amidnu vezu
unutar strukture kinolin-2(1H)-ona, dok se enantiomeri spoja rac-14 s nezasticenom amidnom

skupinom najkrace zadrzavaju na navedenoj nepokretnoj fazi. Ispitivanjem utjecaja dodatka
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alkoholnog modifikatora u CO2 pokretnoj fazi, utvrdeno je da spojevi rac-14,15 pokazuju bolju
enantioselektivnost dodatkom etanola u odnosu na vise polaran metanol. Smanjenje volumnog
udjela etanola u COz binarnom sustavu dovodi do losije enantioselektivnosti spojeva rac-14,15.
Enantiomeri spoja rac-16, kod kojeg je zabiljezen izostanak enantioselektivnosti u HPLC
modulu, djelomi¢no se odjeljuju iskljucivo koristenjem CO2/EtOH (80/20, v/v) kao pokretne
faze uz faktor razlu¢ivanja Rs = 0,75 i faktor zadrzavanja k; = 15,50 prvoizlazeceg enantiomera.
Takoder je uo¢eno da smanjenjem volumnog udjela alkohola u CO2 binarnom sustavu, dovodi
do duljeg zadrzavanja analita, a pri tome i do veéih vrijednosti faktora razludivanja Rs.2%®
Enantiomeri spoja rac-16 uz CO./EtOH (85/15, v/v) pokazuju neznatno bolju
enantioselektivnost uz faktor razluéivanja Rs = 1,20 i faktor zadrzavanja ki = 25,26
prvoizlaze¢eg enantiomera u odnosu na CO2/EtOH (80/20, v/v) kao pokretnu fazu. Zanimljivo
je uociti da uz CO2/MeOH (80/20, v/v) dolazi do izostanka enantioselektivnosti. Promjena
polarnosti i volumnog udjela alkohola dovoljna je za promjenu geometrije i/ili veli¢ine kiralnih
Supljina, §to moZe utjecati na mehanizam kiralnog prepoznavanja 200207:222223.224 po|arniji
alkoholi, stvarat ¢e jace vodikove veze s kiralnom nepokretnom fazom, uslijed €injenice da
mogu lakse difundirati u dobro definiranu kiralnu Supljinu nepokretne faze.2%6?!® Stoga ¢e
manje stabilni kompleksi nastati, $to ¢e dovesti do nizih Rs i a. Sukladno dobivenim rezultatima
u HPLC modulu, uoceno je da se enantiomeri analita krace zadrZzavaju uz metanol u CO2
binarnom sustavu, nego uz etanol na odabranoj celuloznoj kiralnoj nepokretnoj fazi.
Usporedbom dobivenih rezultata enantioselektivne analize, uoceno je da enantiomeri spoja
rac-15 s metilnom skupinom vezanom na internu amidnu vezu kinolin-2(1H)-ona, pokazuju
najbolje kiralno prepoznavanje sa kiralnim selektorom tris-(3,5-diklorfenilkarbamoil)
celulozom u HPLC i SFC modulu. U HPLC modulu, enantiomeri spoja rac-15 najduze se
zadrZavaju uz najbolju enantioselektivnost, dok je najduze vrijeme zadrzavanja u SFC modulu
zabiljezeno kod enantiomera spoja rac-16 uz najlosiju enantioselektivnost. Usporedbom
rezultata oba modula, uoceno je da spoj rac-15 pokazuje najbolje rezultate odjeljivanja (a =

1,28, Rs = 1,85) uz dimetilkarbonat kao pokretnu fazu.
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Slika 41. Odjeljivanje enantiomera marinoepoksida rac-14-16 na koloni CHIRAL ART

Cellulose-SC primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti i superkriti¢ne
fluidne kromatografije. Kromatografski uvjeti: temperatura kolone 35 °C, UV detekcija 254
nm, povratni tlak 15 mPa, volumen injektiranja 10 pL, masena koncentracija analita 0,5 mg

mL!.
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Kada se u enantioselektivnom sustavu promjeni tip kiralne nepokretne faze, iz celulozne
CHIRAL ART Cellulose-SC u amiloznu kolonu CHIRAL ART Amylose-SA, mijenja se
mehanizam kiralnog prepoznavanja. U amilozi, geometrija a-1,4-glikozidne veze izmedu D-
(+)-glukoznih jedinica uzrokuje prirodno savijanje povezanih glukopiranoza u Suplju spiralnu
zavojnicu. Takvom prostornom organizirano$c¢u, glukozne jedinice pravilno su rasporedene i
prave dobro definirane kiralne $upljine.?”® Literaturno je poznato da su najéesée interakcije
kiralnog selektora kolone CHIRAL ART Amylose-SA s analitom dipol—dipol, n—r interakcije,
vodikova veza i stericke interakcije-inkluzija.??® U slucaju ispitivanih spojeva rac-14-16,
dipol—-dipol interakcije mogu se ostvariti preko polarnih C=0---C=0 skupina kiralnog selektora
i analita. Vezanje dvije elektron-doniraju¢e metilne skupine na fenilkarbamatnu skupinu
kiralnog selektora dovodi do povecane elektronske gustoce fenilnog prstena, Sto za posljedicu
moze dati intezivnije stvaranje n—x interakcija. m—x interakcije mogu se ostvariti preko fenilnog
prstena kiralnog selektora i fenilnog prstena vezanog na C3 ugljikov atom epoksidnog prstena
ili kinolin-2(1H)-ona u strukturi analita. Takoder, metilne skupine uzrokuju smanjenje kiselosti
vodikova atoma polarne karbamatne skupine, $to dovodi do stvaranja potencijalno slabije
vodikove veze. Potencijalno jaca vodikova veza moze se jedino ostvariti u slu¢aju spoja rac-14
preko C=0 skupine kiralnog selektora i vodika amidne skupine u strukturi analita kada se on
nalazi u keto-obliku. Ukoliko se spoj rac-14 nalazi u enolnom obliku, utoliko postoji mogucnost
za stvaranjem vodikove veze preko C=0 skupine kiralnog selektora i atoma vodika hidroksilne
skupine u strukturi analita. Osim §to utjeCu na kiselost vodikova atoma fenilkarbamatne
skupine, metilne skupine takoder imaju ulogu da kontroliraju ulazak enantiomera u kiralnu
Supljinu amilozne kiralne nepokretne faze.??’

Na temelju prikazanih rezultata uocava se izvrsno enantioprepoznavanje spojeva rac-14-16
sa selektorom tris-(3,5-dimetilfenilkarbamoil)amiloza primjenom tekucinske kromatografije
visoke djelotvornosti i superkriti¢cne fluidne kromatografije. Svi analiti u seriji rac-14-16
podskupine 1B pokazuju bolju sliku kiralnog prepoznavanja i krac¢e vrijeme zadrzavanja
enantiomera, neovisno o sastavu pokretne faze u HPLC i SFC modulu u odnosu na CHIRAL
ART cellulose-SC. Rezultati odjeljivanja spojeva rac-14-16 na amiloznoj nepokretnoj fazi,
ukazuju da u mehanizmu kiralnog prepoznavanja spojeva osim nekovalentnih dipol—dipol i n—
n interakcija, znacCajan doprinos ima i smjeStanje dijastereomernog kompleksa u kiralnu
Supljinu selektora, odnosno prostorna sukladnost enantiomera s kiralnom nepokretnom fazom.

Primjenom n-heksan/etanol (80/20, v/v) binarne pokretne faze, enantiomeri svih spojeva rac-
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14-16 pokazuju izvrsnu enantioselektivnost, te njihove o vrijednosti slijede niz: o (2,92; rac-
15) > a (2,80; rac-14) > a (2,75; rac-16). Usporedivane su vrijednosti faktora zadrzavanja
prvoizlaze¢ih enantiomera rac-14-16, kao mjere razlic¢itih doprinosa selektivnih i neselektivnih
zadrZavanja enantiomera na nepokretnoj fazi. Rezultati pokazuju da zadrZavanje enantiomera
slijedi niz: ky (8,65; rac-15) > ki (8,59; rac-14) > ki (8,45; rac-16). Iz toga se moze zakljuditi
da se mehanizam kiralnog prepoznavanja spojeva podskupine 1B sa selektorom amilozne
nepokretne faze temelji na jakim m—m i dipol-dipol interakcijama. Najbolje kiralno
prepoznavanje pokazao je spoj rac-15 sa metilnom skupinom vezanom na internu amidnu vezu
kinolin-2(1H)-ona uz faktor razlucivanja Rs = 8,74. Manje stericki zahtjevan spoj rac-14
pokazuje losije kiralno prepoznavanje uz faktor razlu¢ivanja Rs = 6,30, dok stericki zahtjevniji
spoj rac-16 pokazuje veéi faktor razlucivanja Rs = 7,23, odnosno bolje kiralno prepoznavanje.
Kako je tercijarna struktura amiloze drugacija od celulozne, za ocekivati je da ¢e i mehanizam
Kiralnog prepoznavanja biti razli¢it. Pritom visa struktura amilozne uzvojnice u ovom slucaju
vise pogoduje ulasku enantiomera spoja u odnosu na manje stericki zahtjevan spoj.???
Primjenom dimetilkarbonata kao pokretne faze, dobiveni su loSiji rezultati odjeljivanja
enantiomera uz krac¢e zadrZavanje svih analita podskupine 1B na amiloznoj nepokretnoj fazi.
Najvisa opazena vrijednost separacijskog faktora iznosi «= 1,63 za spoj rac-16, dok spoj rac-
15 pokazuje neznatno loSiju enantioselektivnost & = 1,61. Takav rezultat ukazuje da su u
mehanizmu kiralnog prepoznavanja m—m interakcije dominatan proces nego smjeStanje
dijastereomernog kompleksa u Supljinu kiralne nepokretne faza ili dipol-dipol interakcije.
Ispitivanjem utjecaja razli¢itih volumnih udjela alkohola u dimetilkarbonatnoj pokretnoj fazi
na odjeljivanje enantiomera spoja rac-14-16, uocava se ovisnost kiralnog prepoznavanja
analita i nepokretne faze o udjelu i tipu alkoholnog modifikatora u pokretnoj fazi. Dodatkom
10 % metanola, odnosno 10 % etanola, smanjuje se faktor zadrzavanja i faktor razlu¢ivanja
spojeva rac-14-16. Vrijednosti separacijskih faktora spojeva rac-14 i rac-15 vise su uz dodatak
alkoholnog modifikatora u dimetilkarbonatnu pokretnu fazu (Slika 42). Veliki udio alkohola u
pokretnoj fazi mijenja oblik i veli¢inu kiralne Supljine polisaharidne nepokretne faze. Spoj rac-
14 pokazuje neznatno bolju enantioselektivnost dodatakom metanola, uz duze vrijeme
zadrZavanja enantiomera nego s etanolom. S druge strane, enantiomeri spojeva rac-15 i rac-16
pokazuju neznatno bolje enantioprepoznavanje uz dodatak etanola nego dodatkom metanola.
Alkohol sjeda blizu ili unutar same kiralne Supljine na nepokretnoj fazi mijenjajucéi stericku

okolinu Supljine, pa prema tome i Stereoselektivnost. Dobiveni rezultati ukazuju da kiralno
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prepoznavanje enantiomera spojeva rac-14-16 sa selektorom ispitivane amilozne nepokretne
faze ovisi o supstituentima na dusikovom atomu interne amidne veze, pokretnoj fazi, ali isto

tako i o supramolekularnoj strukturi nepokretne faze.
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3 \ | |
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Slika 42. Utjecaj alkoholnih modifikatora u dimetilkarbonatnoj pokretnoj fazi na separacijski
faktor « enantiomera spojeva 14, 15 i 16 na koloni CHIRAL ART Amylose-SA.

U SFC modulu postignuta je bolja enantioselektivnost u odnosu na HPLC modul na odabranoj
amiloznoj nepokretnoj fazi. Kao §to je prikazano u tablici D2.2., Dodatak 2, svi spojevi iz serije
podskupine 1B, izvrsno se odjeljuju do osnovne linije uz visoku selektivnost i razlucivanje, te
krace vrijeme zadrzavanja enantiomera analita na amiloznoj koloni uz CO2 binarnu pokretnu
fazu. Ako se usporedi enantioprepoznavanje spojeva rac-14-16 podskupine 1B, tada se moze
re¢i da najbolje kiralno prepoznavanje sa selektorom tris-(3,5-dimetilfenilkarbamoil)amiloza
pokazuje spoj rac-14 koji ima slobodnu amidnu vezu u kinolin-2(1H)-onu, neovisno o sastavu
I volumnom udjelu alkoholnog modifikatora u CO: binarnom sustavu. Dok najlosije
enantioprepoznavanje ostvaruje steri¢ki zahtjevniji spoj rac-16 koji ima vezanu benzilnu
skupinu na dus$iku interne amidne veze. Rezultat ukazuje da promjena oblika kiralne Supljine
manje pogoduje stericki zahtjevnijem spoju rac-16. Usporedbom faktora zadrzavanja
prvoizlaze¢ih enantiomera spojeva rac-14—16 na odabranoj amiloznoj nepokretnoj fazi, uocava
se najdulje zadrZzavanje enantiomera spoja rac-16 s nezasti¢enom internom amidnom vezom,
dok se enantiomeri spoja rac-16 sa benzilnom skupinom na duSiku interne amidne veze

najkrace zadrzavaju na opisanoj amiloznoj nepokretnoj fazi. Razli¢ito kiralno prepoznavanje
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posljedica je nastajanja razli¢itih oblika/veli¢ina kiralnih Supljina koje izgraduju karbamatne
skupine na susjednim glukoznim jedinicama amiloze i celuloze.?® To se dogada u slu¢ajevima
kada se kiralno prepoznavanje analita dogada preko karbamatnih skupina dviju ili vise
susjednih glukoznih jedinica duZz polisaharidnog lanca. Ispitivanjem utjecaja dodatka
alkoholnog modifikatora u CO2 pokretnu fazu, utvrdeno je da svi spojevi rac-14-16 podskupine
1B pokazuju bolju enantioselektivnost dodatkom metanola u odnosu na manje polaran etanol.
Enantioselektivni kromatografski sustav s metanolom kao alkoholnim modifikatorom
djelotvorniji je za odjeljivanje enantiomera svih triju spojeva. Usporedbom separacijskih
faktora i faktora razlucivanja uz CO2/MeOH (80/20, v/v) kao pokretnu fazu, spoj rac-14
pokazuje najbolju enantioselektivnost o = 3,11 uz najvisi faktor razlu¢ivanja Rs = 6,33.
Vezanjem metilne i benzilne skupine na dusikov atom interne amidne veze spojeva rac-15,16,
opada enantioselektivnost.  Stericki  zahtjevniji spoj rac-16 pokazuje najloSiju
enantioselektivnost unutar podskupine 1B na ispitivanoj amiloznoj koloni. Takoder je uoc¢eno
da smanjenje volumnog udjela alkohola u binarnom sustavu, uzrokuje duze zadrZavanje
enantiomera spojeva rac-14-16 na koloni, uz poveéanje faktora razlucivanja. Najbolja
selektivnost i razlucivanje postignuto je uz CO2/MeOH (90/10, v/v) za sve spojeve u seriji
podskupine 1B. Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je u mehanizmu kiralnog
prepoznavanja stereoselektivno smjeStanje dijastereomernog kompleksa u kiralnu Supljinu
dominantniji proces nego m—= ili dipol-dipol interakcije. Voluminozan planarni benzilni
supstituent spoja rac-16 stericki je manje prikladan za postojeci oblik ili veli¢inu kiralne
Supljine dok je manje stericki zahtjevan spoj rac-14 prikladniji za smjeStaj u utore selektora.
Takoder treba istaknuti da spoj rac-14 moze ostvariti intezivno jaku vodikovu vezu preko NH
skupine interne amidne veze s C=0 skupinom u fenilkarbamatnoj jedinici kiralnog selektora,
Sto moze doprinijeti dodatnoj stabilizaciji nastalog dijastereomernog kompleksa, odnosno

boljem kiralnom prepoznavanju u odnosu na preostala dva spoja rac-15,16 podskupine 1B.
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Slika 43. Odjeljivanje enantiomera marinoepoksida rac-14-16 na koloni CHIRAL ART
Amylose-SA primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti i superkriti¢ne
fluidne kromatografije. Kromatografski uvjeti: temperatura kolone 35 °C, UV detekcija 254
nm, povratni tlak 15 mPa, volumen injektiranja 10 pL, masena koncentracija analita 0,5 mg

mL~!,
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4.3.2. Odjeljivanje enantiomera marinoaziridina B (rac-23) i metiliranog derivata
marinoaziridina A (rac-25) primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti I

superkriticne fluidne kromatografije

Marinoaziridin B (rac-23) i derivat marinoaziridina A (rac-25) su (+)-2,3,3-trisupstituirani
aziridini, koji sadrze jedno kiralno sredisSte. Strukturna razlika medu njima je supstituiranost
vodikova atoma interne amidne veze kinolin-2(1H)-ona i dusikova atoma aziridinskog prstena
(Tablica 14). Derivat marinoaziridina A (rac-25) sadrzi vezanu metilnu skupinu na dusikovim

atomu aziridinskog prstenu, kao i na duSikovim atomu interne amidne veze kinolin-2(1H)-ona.

Tablica 14. Strukturne formule marinoaziridina 2. skupine.

1. SKUPINA

NH

Odjeljivanje enantiomera marinoaziridina B (rac-23) i metiliranog derivata marinoaziridina A
(rac-25) ispitano je na imobiliziranim polisaharidnim kiralnim nepokretnim fazama: tris-(3,5-
diklorfenilkarbamoil) celuloznoj nepokretnoj fazi (CHIRAL ART Cellulose-SC) i tris-(3,5-
dimetilfenilkarbamoil) amiloznoj nepokretnoj fazi (CHIRAL ART Amylose-SA). Ispitivanja
su provedena primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti uz n-heksan/etanol
(80/20, v/v), n-heksan/i-propanol (90/10, v/v), dimetilkarbonat i dimetilkarbonat/alkohol (v/v),
te primjenom superkriticne fluidne kromatografije uz COgz/alkohol (v/v) kao nepolarnu
pokretnu fazu (kromatografija normalnih faza). U heksanskom binarnom sustavu koriSten je
etanol i propan-2-ol kao alkoholni modifikator. Uz propan-2-ol zabiljezeno je dugo vrijeme
zadrZavanja enantiomera (tr > 70 min) marinoaziridina B (rac-23) i derivata marinoaziridna A
(rac-25) na CHIRAL ART Cellulose-SC, dok metanol nije koristen u istrazivanju zbog lose
mjesljivosti s n-heksanom kao §to je navedeno i prije. U dimetilkarbonatnom binarnom sustavu
ispitan je utjecaj dodatka alkoholnog modifikatora (metanol ili etanol) na enantioselektivnost i

zadrZavanje enantiomera analita. Rezultati enantioselektivne analize spojeva 2. skupine na
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celuloznoj kiralnoj nepokretnoj fazi CHIRAL ART Cellulose-SC i amiloznoj kiralnoj
nepokretnoj fazi CHIRAL ART Amylose-SA prikazani su u tablici D2.3., u dodatku 2.
Usporedbom rezultata ispitivanja odjeljivanja enantiomera spojeva rac-23 i rac-25 na
celuloznoj 1 amiloznoj nepokretnoj fazi u HPLC 1 SFC modulu uoceno je da enantiomeri
spojeva pokazuju visi stupanj enantioselektivnosti na koloni CHIRAL ART Amylose-SA (Slika
44).
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Slika 44. Odjeljivanje enantiomera na koloni CHIRAL ART Amylose-SA: marinoaziridin B
(rac-23), b) derivat marinoaziridina A (rac-25). Kromatografski uvjeti: temperatura kolone 35
°C, UV detekcija 254 nm, volumen injektiranja 10 uL, masena koncentracija analita 0,5 mg

mL-,
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Slika 45. Odjeljivanje enantiomera na koloni CHIRAL ART Cellulose-SC: marinoaziridin B

T

=
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(rac-23), b) derivat marinoaziridina A (rac-25). Kromatografski uvjeti: temperatura kolone 35

°C, UV detekcija 254 nm, volumen injektiranja 10 pL, masena koncentracija analita 0,5 mg

mL.
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4.3.3. Odjeljivanje enantiomera derivata marinoaziridina rac-52—-59 primjenom tekucinske

kromatografije visoke djelotvornosti

Derivati marinoaziridina 3. skupine su (£)-2,3-disupstituirani marinoaziridini (rac-52-59), koji
sadrze dva kiralna srediSta u strukturi molekule. Strukturna razlika medu njima je broj i vrsta
supstituenata na fenilnom prstenu. Enantioselektivna analiza spojeva rac-52-59 provedena je
na polisaharidnim kiralnim nepokretnim fazama utemeljenim na derivatima amiloze i celuloze
primjenom  visokodjelotvorne tekuéinske kromatografije. Neki od sintetiziranih
dijastereoizomera rac-52-59 3. skupine uspje$no su odijeljeni primjenom akiralne
kromatografije na stupcu silikagela (rac-53, rac-54 i rac-58), dok je spoj rac-55 sintetiziran
kao cis izomer, a spoj rac-57 kao trans izomer. Cis i trans izomeri preostalih analita u seriji
(rac-52, rac-56 i rac-59) nisu uspje$no odijeljeni akiralnom kromatografijom na stupcu
silikagela, stoga je mogucnost odjeljivanja njihovih enantiomera istrazena na uzorcima

dijastereomernih smjesa (Tablica 15).

Tablica 15. Dijastereomerni sastav marinoaziridina rac-52-59 odreden spektroskopijom NMR.

derivat dijastereoizomer

52 cis/trans

53 trans

54 trans

55 cis

56 cis/trans

57 trans

58 trans

59 cis/trans

Tijekom provodenja istraZivanja, utvrdili smo da pripravljeni derivati marinoaziridina rac-52—
59 imaju poprili¢no slabu topljivost u nepolarnim otapalima te da ih je potrebno otopiti u
smjesama koje sadrze visoke udjele diklormetana, kloroforma ili tetrahidrofurana. Zbog toga,
polisaharidne nepokretne faze japanske tvrtke Daicel Chemical Industries, trzisnih imena
Chiralpak AD, Chiralpak AS, Chiralpak OJ i Chiralpak OD nisu bile dobar izbor za odjeljivanje
enantiomera novosintetiziranih spojeva, budu¢i da nisu opstojne uz navedena otapala. U odnosu
na njih, imobilizirane polisaharidne nepokretne faze imaju nekoliko prednosti poput kemijske

inertnosti, kompatibilnosti s razli¢itim pokretnim fazama te primjene na Sirok spektar analita.?3!
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Potaknuti time, odlucili smo ispitati tri nama dostupne imobilizirane kolone CHIRAL ART
Amylose-SA, CHIRAL ART Cellulose-SB i CHIRAL ART Cellulose-SC.

U prvoj fazi provedena su preliminarna istrazivanja utjecaja pokretne faze na odjeljivanje
enantiomera na nepokretnoj fazi CHIRAL ART Amylose-SA. Glavna kiralna adsorbirajuca
mjesta Kiralne nepokretne faze su karbamatne polarne skupine koje stupaju u interakciju s
analitom stvarajuci vodikove veze preko NH i C=0 skupina, dipol-dipol interakcije preko C=0
skupina te aromatske skupine koje omogucuju n—m interakcije s analitom. Prisutnost dviju
metilnih skupina na fenilkarbamatnoj jedinici kiralnog selektora povecava elektronsku gusto¢u
na kisiku karbonilne skupine, §to za posljedicu moze dati snaznije vodikove veze. Potencijalna
vodikova veza izmedu kiralnog selektora i serije analita derivata rac-52-59 moze se ostvariti
interakcijom preko NH skupine kiralnog selektora s C=0 skupinom ili atomima klora ili fluora
u strukturi analita. Nekovalentna intermolekulska interakcija vodikova veza znacajno utjece na
strukturu tj. konformaciju molekule o kojoj ovisi inkluzija analita u kiralnu Supljinu nepokretne
faze. Uz vodikovu vezu, funkciju kontroliranja inkluzije analita u kiralne Supljine nepokretne
faze imaju i dvije metilne skupine na fenilkarbamatnoj jedinici, kao i fizikalno-kemijska
svojstva pokretne faze, buduci da derivati polisaharida uz razli¢ita otapala pokazuju razlicit
stupanj bubrenja (engl. swelling), a to neposredno utjee na veli¢inu i oblik kiralne
Supljine. 32233

Svi analiti u seriji vrlo brzo izlaze iz kolone CHIRAL ART Amylose-SA, gotovo bez
zadrZavanja, stoga dobiveni rezultati ukazuju na jaku kompeticiju analita 1 pokretne faze za
interakcijska mjesta na kiralnom selektoru. Uoceno je odjeljivanje jedino tri analita iz serije
rac-53, rac-54, i rac-59 uz diklormetan kao pokretnu fazu. Spoj rac-53 koji u svojoj strukturi
sadrzi klor u para polozaju na fenilnoj skupini C-iminskog supstituenta, slabije se odjeljuje od
spoja rac-54 koji u svojoj strukturi umjesto atoma klora sadrzi fluor. Fluor je manji i
elektronegativniji od atoma klora te se stoga pretpostavlja da su manja stericka ometanja pri
ulasku u Supljinu kiralnog selektora i jace su dipol—dipol interakcije Sto ujedno dovodi do boljeg
kiralnog prepoznavanja.

Primjenom kloroforma kao pokretne faze uocava se odjeljivanje jedino analita rac-58, dok
uz tetrahidrofuran dolazi do potpunog izostanka enantioselektivnosti. Primjenom halogeniranih
otapala povecavaju se vrijednosti faktora zadrzavanja, separacijskih faktora i razlucivanja
enantiomera spoja rac-58. « vrijednosti naglo se povecavaju $to ukazuje da pokretna faza

znacajno utjeCe na svojstva interakcijske okoline i kiralno prepoznavanje. Uz diklormetan nesto
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je bolje enantioprepoznavanje spoja rac-58 (a = 2,85) nego li uz kloroform rac-58 (a = 1,59),
pri ¢emu uzrok moze biti razlika u polarnosti dvaju otapala. Isto tako literaturno je poznato da
se neka otapala udruzuju s kiralnom nepokretnom fazom i uzrokuju bubrenje kolone, §to dovodi
do otvaranja kiralnih Supljina. Pri tome, inkluzijske interakcije enantiomera slabe, a vremena

zadrzavanja enantiomera se smanjuju.?®

Tablica 16. Utjecaj pokretne faze na odjeljivanje enantiomera strukturnog derivata rac-58.

kolona“ otapalo ki k2 a Rs
tetrahidrofuran 0,03 0,03 1,00 0,00
KNF-1 kloroform 0,26 041 159 0,65
diklormetan 0,14 0,41 2,85 1,18

3KNF-1-Chiral Art Amylose SA.

U nastavku istrazivanja kromatografskog odjeljivanja enantiomera novosintetizirane serije
spojeva rac-52-59 primijenjene su preostale dvije polisaharidne kiralne nepokretne faze, koje
su utemeljene na imobiliziranim derivatima celuloze na silikagelu.

Uz diklormetan kao pokretnu fazu, na koloni CHIRAL ART Cellulose-SB nije
zabiljezeno odjeljivanje enantiomera niti jednog analita u seriji, spojevi vrlo brzo izlaze s
kolone, gotovo bez zadrzavanja. MoZemo pretpostaviti da su uzrok tomu stericka ometanja koja
onemogucavaju da analit 1 kiralni selektor nepokretne faze dodu u povoljnu konformaciju kako
bi se ostvarile maksimalne interakcije koje bi dovele do enantioselektivnosti. Primjenom druge
celulozne nepokretne faze CHIRAL ART Cellulose-SC uz diklormetan kao pokretnu fazu,
utvrdeno je da analiti iz serije rac-52-59 pokazuju drugaciju sliku odvajanja enantiomera. Svi
pripravljeni racemic¢ni derivati vrlo se dobro razdvajaju na nepokretnoj fazi sa selektorom tris-
(3,5-diklorfenilkarbamat)celulozom. Jedino je zabiljezen slabiji rezultat u odjeljivanju cis
izomera derivata rac-59, dok je kod trans izomera zabiljezeno zadovoljavajuce odjeljivanje do
bazne linije. Takoder treba primjetiti da su vremena zadrzavanja analita na koloni, Sto se moze
vidjeti promatrajuéi podatke k1 i ko, puno duZa u odnosu na vremena zadrzavanja na kolonama
KNF-1 i KNF-2. 1z toga se moze zakljuciti kako su nekovalentne interakcije koje analiti
stvaraju s 3,5-diklorfenilkarbamatnom skupinom snaznije nego s 3,5-dimetilfenilkarbamatnom
skupinom. Zanimljivo je primijetiti da se jedino trans izomer spoja rac-58 iz serije odjeljuje na
svim kolonama. U svojoj strukturi sadrzi dva atoma fluora u meta i para polozaju C-iminskog

supstituenta. Cis izomer spoja rac-59 s tri atoma fluora ne odjeljuje se niti na jednoj
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polisaharidnoj nepokretnoj fazi. Rezultati odjeljivanja enantiomera derivata marinoaziridina
rac-52-59 na kolonama KNF-1 — KNF-3 prikazani su u tablici D2.4., Dodatak 2.

Analizom svih dobivenih rezultata moze se zakljuciti da se najbolje kiralno prepoznavanje
novosintetizirane serije derivata rac-52-59 postize na koloni CHIRAL ART Cellulose-SC koja
sadrzi tris-(3,5-diklorfenilkarbamatni) celulozni kiralni selektor uz diklormetan kao pokretnu
fazu.
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4.4. QOdredivanje apsolutne konfiguracije

U ovom dijelu doktorskog rada, u suradnji s istrazivatkom grupom prof. dr. sc. Gennaro
Pescitelli sa Sveucilista u Pisi, dodijeljena je apsolutna konfiguracija trima kiralnim spojevima
(marinoepoksid 14a, 14b; marinoaziridin B, 23a, 23b; derivat marinoaziridina A, 25a, 25b)
primjenom kombiniranog eksperimentalnog i racunalnog postupka temeljenog na
elektroni¢kom kruznom dikroizmu (ECD) i vibracijskom kruznom dikroizmu (VCD).234235:236
Ta tehnika temelji se na izraunima koji se izvode na razini teorije funkcionala gusto¢e (DFT)
kako bi se optimizirala struktura te izracunala frekvencija vibracija atoma unutar molekule, ali
I vremenski ovisni DFT (TDDFT) za pobudena stanja. Izracunati frekvencijski racuni daju
VCD spektre, dok TDDFT daje ECD spektre.?3:2%8

Izra¢uni ECD sastoje se od nekoliko koraka (shema 73) te zapocinju generiranjem ulazne
strukture, ¢ija je relativna konfiguracija ve¢ poznata (ako sadrzi vise stereogenih elemenata),

dok se AC inicijalno proizvoljno pretpostavlja za izgradeni model.?3*
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Shema 73. Prikaz koraka u odredivanju apsolutne konfiguracije primjenom ECD tehnike.

1. Detaljno konformacijsko pretrazivanje provodi se pomo¢u molekularne mehanike (MM) s

dobrim poljem sile (FF) kao $to je MMFF (engl. Merck Molecular FF). U ovom koraku,
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konformacija molekule temeljito se pretrazuje: sve rotirajuée veze se mijenjaju i svi
endociklicki atomi se nabiru.

2. Sve strukture pronadene u prethodnom koraku geometrijski su optimizirane s DFT-om.
Odabir funkcionala je ovdje klju¢an. Unato¢ stalnoj upotrebi kombinacije B3LYP/6-
31G(d), preporu¢a se ucinkovitija funkcija za strukturu i energetiku?24 ykljudujuéi
korekciju disperzije (kao Sto je ®B97X-D ili B3LYP-D3), u kombinaciji s velikim
osnovnim skupom najmanje dvostruke { kvalitete. Nakon odabira ograni¢enog broja
niskoenergetskih konformacija koje padaju u energetski prozor unutar odredenog praga, tj.
5 ili 10 kcal mol™!, moZe se pokrenuti druga optimizacija s veéim osnovnim skupom i
pristupu, izravno izvodimo optimizacije geometrije na razini ®B97X-D/6-311G+(d,p)?*?
koriste¢i SMD model otapala za acetonitril.

3. Ukoliko je rije¢ o vrlo fleksibilnim molekulama, utoliko se skup niskoenergetskih struktura
pronaden u koraku (2) moze podvrgnuti prora¢unima energije u jednoj tocki na vi$oj razini
(na primjer, koriStenjem veceg osnovnog skupa). Budu¢i da je za ispitivane molekule
pronaden ograni¢en broj niskoenergetskih konformera (1-4), ovaj korak nije bilo potrebno
provoditi.

4. Optimizacijom geometrije koja se provodi u koraku (2) dobije se popis unutarnjih energija
koje se koriste za izraCunavanje populacije konformera na 300 K ili sobnoj temperaturi
prema Boltzmannovoj formuli. Konformeri s populacijom iznad odredenog praga (oko 1
%) potrebno je razmotriti u sljede¢im koracima.

5. Konzistentnost izracunatog konformacijskog skupa provjerava se prema dostupnim NMR
podacima ovisnim o konformaciji (konstante sprega J/Hz, NOE kontakti, pomaci prstena).
Za ispitivane spojeve, ovaj korak takoder je bio nepotreban.

6. Za svaki postojani konformer pronaden u koraku (4), izracunava se apsorpcijski i ECD
spektar. Ovaj korak predstavlja najzahtjevniji racunski korak u cijeloj proceduri, a posebno
je bitan izbor razine izracuna: za TDDFT treba mudro odabrati funkcionalni 1 bazni skup.
Opcenito, nikada se ne smije koristiti samo jedna kombinacija funkcionalnog/osnovnog
skupa, a razliite kombinacije uvijek treba testirati, traze¢i pri tome najprecizniju
kombinaciju tj. onu koja dovodi do najboljeg slaganja s eksperimentalnim spektrom. Sto se
ti¢e funkcionalnosti, potrebno je ispitati barem jednu "hibridnu" funkcionalnost kao $to je

B3LYP (ili alternativho PBEO, BH&HLYP, M06-2X...) i jednu "odvojenu rasponom” (kao
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$to je CAM-B3LYP ili ®B97X). Koristili smo B3LYP i CAM-B3%%324 Sto se ti¢e osnovnog
skupa, trebala bi se koristiti trostruka 'kvaliteta s dovoljno Sirokim skupom polarizacijskih
funkcija. Koristili smo Ahlrichsov def2-TZVP.?* Konaéno, treba ukljuéiti implicitni model
otapala za otapalo koriSteno u eksperimentu; koristili smo IEF-PCM model otapala.

7. ECD izracun koji se izvodi u koraku (6) daje popis rotacijskih jakosti kao funkcije valne
duljine (engl. stick plot), koji se pretvara u pravi ECD spektar primjenom band-shape na
svaku rotacijsku snagu i zbrajanjem cijelog spektralnog raspona. Gaussov band-shape
obi¢no se koristi za ECD. Propusnost ili standardna devijacija ¢esto se odabiru empirijski
na temelju najboljeg pristajanja. Ostale empirijske korekcije koje se obi¢no koriste za
poboljsanje usporedbe s eksperimentalnim spektrom su: a) korekcija valne duljine, jer
primjerice funkcija CAM-B3LYP ima tendenciju precijeniti apsolutnu energiju prijelaza;
b) skaliranje izracunatih spektara za faktor 0,2-0,5, budu¢i da je njihov intenzitet Cesto
precijenjen. Tri parametra propusnost (o), korekcija valne duljine (AZ) i skaliranje navedeni
su u naslovu za svaki konacni izracunati spektar.

8. Konac¢ni Boltzmannov prosjecni spektar izracunava se procijenjivanjem svakog spektra
dobivenog u koraku (7) s konformerskom Boltzmannovom tezinom procijenjenom u koraku
(4), a zatim zbrajanjem svih izracunatih spektara jedan s drugim.

9. Eksperimentalni apsorpcijski/ECD spektar usporeduje se s kona¢nim izracunatim spektrom
dobivenim u koraku (8). Ispravci opisani u koraku (7) primjenjuju se u ovom koraku. Ako
se postigne dobro podudaranje izmedu ECD spektara, pretpostavljeni AC je tocan; ako
postoji dobar odnos zrcalne slike izmedu ECD spektara, suprotni AC je tocan. Budu¢i da
su ECD spektri dvaju enantiomera zrcalne slike, dovoljno je izvrsiti izraCun samo na jednom

enantiomeru.

Za VCD izracune, redoslijed koraka je slican. U koraku (6), umjesto prora¢una pobudenog
stanja, izvodi se proracun frekvencije na istoj razini prora¢una koji se koristi u optimizaciji
geometrije. Za VCD, B3LYP obi¢no ima vrlo dobre rezultate, dok je osnovni skup vazniji 1
trebao bi biti najve¢i moguéi.2*624” Koristili smo razinu B3LYP/aug-cc-pVTZ ukljucujuéi PCM
model otapala za kloroform (mjerenja su provedena u CDCl3). U koraku (7), Lorentzian band-
shape primjenjuje se za IR i VCD spektre, ¢ija se Sirina y odreduje na temelju najboljeg

pristajanja (obi¢no 4-8 cm™!). Umjesto pomaka valne duljine, u ovom se slu¢aju primjenjuje
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skaliranje frekvencije (obi¢no 0,97-0,99), s§to djelomicno zamjenjuje tekucée izraCune s

harmonickim aproksimacijama (tj. anharmoni¢nost Se zanemaruje).

4.4.1. Odredivanje apsolutne konfiguracije marinoepoksida (14a, 14b)

Marinoapoksid 14a,b sintetiziran je u racemi¢nom obliku kao smjesa dva dijastereoizomera,
pri ¢emu je udio cis izomera zanemariv. U svrhu odredivanja apsolutne konfiguracije glavnog
14a,b-trans dijastereoizomera razvijena je HPLC metoda za odjeljivanje enantiomera na
polisaharidnim kiralnim nepokretnim fazama. Najbolji postignuti kromatografski parametri
primjenjeni su na preparativnoj skali kako bi se izolirali enantiomeri 14a,b, koji ¢e biti
podvrgnuti odredivanju apsolutne konfiguracije primjenom ECD i VCD tehnika.
Na slici 46 prikazano je razdvajanje enantiomera na semi-preparativnoj koloni CHIRAL

ART Amylose-SA uz koristenje pokretne faze acetonitril/voda (9/1), protok 3 mL min~! i UV
detekciju 254 nm. Prvi eluirani enantiomer izlazi u 6,29 minuti (PIK 1, ee 99,9 %), dok drugi

eluirani enantiomer izlazi u 9,19 minuti (PIK 2, ee 95 %).

A PIK 1

min

Slika 46. Razdvajanje enantiomera marinoepoksida rac-14 na polisaharidnoj nepokretnoj fazi
CHIRAL ART Amylose-SA uz koristenje pokretne faze acetonitrile/voda (9/1), protok 3 mL
min~!, UV detekcija 254 nm.

Za enantiomerno Ciste marinoepokside 14a,b, ¢ija trans konfiguracija dodijeljena na temelju
NMR spektroskopije, pronadene su dvije niskoenergetske strukture koje se razlikuju po
rotamerizmu oko C4—C1' veze (Slika 47). Konformer s kisikom usmjerenim prema H3

izbjegava prostorni kontakt s peri H5 i stoga je mnogo stabilniji.
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Apsolutni minimum Relativna energija +2,01 kcal mol*
96,7 % 3,3%
Slika 47. DFT geometrije, energije i populacije (R,R)-marinoepoksida izracunate na razini

®B97X-D/6-311G+(d,p)/SMD(ACN).

Na slici 48 i 49 prikazani su UV i ECD spektri marinoepoksida 14a,b snimljeni u acetonitrilu.

uv uv
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Slika 48. Usporedba eksperimentalnih i izracunatih UV (gore) i ECD (dolje) spektara
marinoepoksida 14a,b; B3LYP/def2-TZVP/PCM//oB97X-D/6-311+G(d,p)/SMD razini u

acetonitrilu.
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Slika 49. Usporedba eksperimentalnih i izra¢unatih UV (gore) i ECD (dolje) spektara za
marinoepoksida 14a,b; CAM-B3LYP/def2-TZVP/PCM//oB97X-D/6-311+G(d,p)/SMD

razini u acetonitrilu.

ECD spektri izracunati za (R,R) enantiomer, koristenjem B3LYP i CAM—-B3LYP funkcionala,
vrlo dobro odgovaraju eksperimentalnim ECD spektrima izmjerenim za 2. eluirani enantiomer.
Takoder isto vrijedi za njihove zrcalne slike i 1. eluirani enantiomer. Kvaliteta slaganja izmedu
izraCunatih i eksperimentalnih podataka sli¢na je za obe funkcionalnosti (B3LYP i CAM-
B3LYP). Eksperimentalni VCD spektri za dva enantiomera marinoepoksida 14a,b nisu bili
dovoljno kvalitetni zbog manjih koli¢ina uzorka. Na temelju dobivenih racuna i

eksperimentalnih podataka, dodijeljena je apsolutna konfiguracija (Slika 50):

L .
o O
L p
N N~ o
N H

1. eluirani enantiomer: 2. eluirani enantiomer:
(S,8)-(-)-14a (R,R)-(+)-14a
Slika 50. Strukturne formule eluiranih enantiomera 14a i 14b, kojima je dodijeljena apsolutna

konfiguracija na temelju ECD tehnike.
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4.4.2. Odredivanje apsolutne konfiguracije marinoaziridina B (23a, 23b)

Marinoaziridin B (rac-23) takoder je pripravljen u racemi¢nom obliku te je za svrhu
odredivanja apsolutne konfiguracije razvijena enantioselektivna kromatografska metoda za
razdvajanje enantiomera na polisaharidnim kiralnim nepokretnim fazama. Najbolji postignuti
kromatografski parametri primjenjeni su na preparativnoj skali kako bi se izolirali enantiomeri
23a,b, koji ¢e biti podvrgnuti odredivanju apsolutne konfiguracije primjenom ECD i VCD
tehnika.

Na slici 51 prikazano je razdvajanje enantiomera na semi-preparativnoj koloni CHIRAL
ART Cellulose-SC uz koristenje pokretne diklormetan/metanol (9/1), protok 3 mL min~! i UV
detekciju 254 nm. Prvi eluirani enantiomer izlazi u 6,92 minuti (PIK 1, ee 98 %), dok drugi

eluirani enantiomer izlazi u 8,69 minuti (PIK 2, ee 97 %).

Slika 51. Razdvajanje enantiomera marinoaziridina B, 23a,b na polisaharidnoj nepokretnoj
fazi CHIRAL ART Cellulose-SC uz koristenje pokretne faze diklormetan/metanol (9/1),
protok 3 mL, UV detekcija 254 nm.

Za enantiomerno Ciste marinoaziridine B, 23a i 23b, pronadene su dvije niskoenergetske
strukture koje se razlikuju po naboranosti atoma dusika (Slika 52). Preostala dva konformera
imala su populaciju < 0,1 % na 300 K. Iz dobivenih prikaza moze se zakljuciti da dvije strukture
na slici 55 su dijastereoizomeri budu¢i da smo utvrdili da je atom dusika stereogeni centar. Za
(1°S) konfiguraciju, dijastereoizomer (S) konfiguracije na dusikovu atomu vjerojatno je
stabilniji zbog steri¢kih razloga NH je usmjeren dalje od H3, $to je energetski povoljnije.

ECD spektri izracunati za (S)-enantiomer, koristenjem B3LYP i CAM-B3LYP funkcionala,
dobro odgovaraju eksperimentalnom ECD spektru izmjerenom za 1. eluirani enantiomer (Slika
53, Slika 54).
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Apsolutni minimum
78,3 %

Relativna energija +0.79 kcal mol™!

20,8 %

Slika 52. DFT geometrije, energije i populacije (S)-marinoazidirina B, 23a izracunate na
razini ®B97X-D/6-311G+(d,p)/SMD(ACN).
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Slika 53. Usporedba eksperimentalnih i izra¢unatih UV (gore) i ECD (dolje) spektara za
marinoaziridin B, 23a,b; B3LYP/def2-TZVP/PCM//oB97X-D/6-311+G(d,p)/SMD razini u

acetonitrilu.

Isto vrijedi za njihove zrcalne slike 1 drugi eluirani enantiomer. Slaganje primijec¢eno za B3LYP

nesto je bolje od onog primijecenog za CAM-B3LYP. Izrac¢unati VCD spektri (Slika 55) vrlo

dobro odgovaraju eksperimentalnim spektrima, potvrdujuci istu dodjelu kao ECD.
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Slika 54. Usporedba eksperimentalnih i izra¢unatih UV (gore) i ECD (dolje) spektara za
marinoaziridin B, 23a,b; CAM-B3LYP/def2-TZVP/PCM//oB97X-D/6-311+G(d,p)/SMD

razini u acetonitrilu.
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Slika 55. Usporedba eksperimentalnih i izrac¢unatih IR i VCD spektara za marinoaziridin B,
23a,b; B3LYP/aug-cc-pVTZ/PCM razini u acetonitrilu.
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Na temelju dobivenih racuna i1 eksperimentalnih podataka, dodijeljena je apsolutna

NH AVNH

) L
N O
H

konfiguracija (Slika 56):

N (0]
H
1. eluirani enantiomer: 2. eluirani enantiomer:
(S)-(+)-marinoaziridin B, 23a (R)~(-)-marinoaziridin B, 23b

Slika 56. Strukturne formule eluiranih enantiomera 23a i 23b, kojima dodijeljena apsolutna
konfiguracija na temelju ECD i VCD tehnika.

4.4.3. Odredivanje apsolutne konfiguracije derivata marinoaziridina A (25a, 25b)

Derivat marinoaziridina A (rac-25) takoder je pripravljen u racemi¢nom obliku te je za svrhu
odredivanja apsolutne konfiguracije razvijena enantioselektivna kromatografska metoda za
razdvajanje enantiomera na polisaharidnim kiralnim nepokretnim fazama. Najbolji postignuti
kromatografski parametri primjenjeni su na preparativnoj skali kako bi se izolirali enantiomeri
25a,b, koji ¢e biti podvrgnuti odredivanju apsolutne konfiguracije primjenom ECD i VCD
tehnika.

Na slici 57 prikazano je razdvajanje enantiomera na koloni CHIRAL ART Cellulose-SC uz
koriStenje pokretne n-heksan/propan-2-ol (95/5), protok 1 mL min~! i UV detekciju 254 nm.
Prvi eluirani enantiomer izlazi u 17,41 minuti (PIK 1, ee 98 %), dok drugi eluirani enantiomer
izlazi u 20,84 minuti (PIK 2, ee 97 %).

wAl

Slika 57. Razdvajanje enantiomera derivate marinoaziridina A, 25a,b na polisaharidnoj
nepokretnoj fazi CHIRAL ART Cellulose-SC uz koristenje pokretne faze n-heksan/propan-2-
ol (95/5), protok 1 mL min!, UV detekcija 254 nm.
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Za enantiomerno Cisti derivat marinoaziridina A, 25a i 25b, pronadena je samo jedna
niskoenergetska struktura (Slika 58) jer se iz prostornih razloga N-metilne skupine nalaze
daleko od kinolonskog prstena, prisiljavaju¢i dusik da preuzme (S) konfiguraciju za (1°S)

konfiguraciju.

Slika 58. DFT geometrija (S)-derivata marinoazidirina A izracunata na razini ®B97X-D/6-
311G+(d,p)/SMD(ACN).
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Slika 59. Usporedba eksperimentalnih i izracunatih UV (gore) i ECD (dolje) spektara za
derivat marinoaziridina A, 25a,b; B3LYP/def2-TZVP/PCM//oB97X-D/6-311+G(d,p)/SMD

razini u acetonitrilu.
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Slika 60. Usporedba eksperimentalnih i izracunatih UV (gore) i ECD (dolje) spektara za
derivat marinoaziridin A, 25a,b; CAM-B3LYP/def2-TZVP/PCM//©vB97X-D/6-
311+G(d,p)/SMD razini u acetonitrile.
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Slika 61. Usporedba eksperimentalnih i izracunatih IR i VCD spektara za derivate

marinoaziridina A, 25a,b; B3LYP/aug-cc-pVTZ/PCM razini u acetonitrilu.
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ECD spektri izracunati za (S)-enantiomer, koriStenjem B3LYP i CAM-B3LYP funkcionala,
dobro odgovaraju eksperimentalnom ECD spektru izmjerenom za 2. eluirani enantiomer (Slika
59, Slika 60). Isto vrijedi za njihove zrcalne slike i 1. eluirani enantiomer. Uo¢eno je da je
slaganje za B3LYP nesto bolje u odnosu na slaganje izracunato CAM-B3LYP pristupom, sli¢no
kao 1 za marinoaziridin B. Izracunati VCD spektri vrlo dobro se uklapaju u eksperimentalne
spektre, potvrdujuci istu dodjelu kao ECD (Slika 61).

Na temelju dobivenih racuna i1 eksperimentalnih podataka, dodijeljena je apsolutna

konfiguracija (Slika 62):

AVEN/
SN

1._e|uirani (_enanti_or_m_ar: 2. eluirani enantiomer:
(R)-(-)-derivat marinoaziridina A, 25a (S)-(+)-derivat marinoaziridina A, 25b

Slika 62. Strukturne formule eluiranih enantiomera 25a i 25b, kojima dodijeljena apsolutna

konfiguracija na temelju ECD i VCD tehnika.
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4.5. BioloSka testiranja

4.5.1. Ispitivanje antiproliferativnog djelovanja odabranih novosintetiziranih spojeva

Na temelju dobivenih rezultata in silico predvidanja bioloSke aktivnosti odabrani su neki od
novosintetiziranih spojeva marinoepoksida, marinoaziridina i marinociklopropana, koje smo
podvrgnuli bioloskim testovima. Ispitivanja su provedena u suradnji dr. sc. Marijete Kralj
(Laboratorij za eksperimentalnu terapiju, Zavod za molekularnu medicinu, Institut Ruder
Boskovic).

Antiproliferativno djelovanje ispitano je u in vitro uvjetima pomoé¢u MTT testa na stani¢nim
linijama MCF-7 rak dojke, H-460 rak plu¢a i HEK293T zdravih stanica embrionalnog bubrega.
Rezultati ispitivanja prikazani su pomocu vrijednosti ICso koja predstavlja koncentraciju koja
uzrokuje inhibiciju rasta stanica za 50 % odnosno 50 %-tnu smrtnost stanica.

Procjena antiproliferativnih ucinaka spojeva pokazala je da vecina testiranih spojeva

pokazuje umjereno do jakog antiproliferativnog i/ili citotoksi¢nog uc¢inka (Tablica 17).

Tablica 17. 1Cso (uM) vrijednosti uslijed djelovanja ispitivanih spojeva.

Glso* (uM)
Ispitivani spoj Osnovna MCF-7 H-460 HEK?2937
otopina/otapalo

rac-23 4x102 M/DMSO 5+1 16+0,2 13+0,1
rac-25 4x102 M/DMSO 745 33+1 15+4
rac-24 4x102 M/DMSO 25+8 74+2 33+14
rac-11 4x102 M/DMSO >100 >100 >100
rac-15° 4x102 M/DMSO 1+0,1 7722 214
rac-45° 4x102 M/DMSO 4+1 5+2 2+1

rac-46 4x10° M/DMSO 22+14 26+9 30+22
rac-77° 2x102 M/DMSO 14+6 >100 39+8
rac-51 4x102 M/DMSO 12+2 15+2 1545
rac-52 4x102 M/DMSO 6+5 14+1 7+1

rac-53 2x102 M/DMSO 32 13+2 5+0,3
rac-54 4x102 M/DMSO 11+0,3 20+2 10+4
rac-55° 4x102 M/DMSO 3+2 >100 >100
rac-58 4x102 M/DMSO 2+1 8+1 4+0,1
rac-59 4x102 M/DMSO 2+0,4 13+1 4+1

rac-13 4x102 M/DMSO 20+8 91+5 27+6
rac-16 4x102 M/DMSO 1243 46+14 15+4

akoncentracija koja uzrokuje 50 % inhibiciju rasta
bzabiljeZeno taloZenje u mediju pri maksimalnoj koncentraciji
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Spoj rac-11 bio je inaktivan, dok je rac-55 (Slika 63) pokazao znacajnu selektivnost prema
stani¢noj liniji MCF-7, medutim, treba napomenuti da se ovaj spoj talozio u stani¢nom mediju
u visim koncentracijama, $to moze znacajno doprinijeti citotoksi¢nosti. Selektivnost prema

stani¢noj liniji HEK293T nije zabiljeZena.

(L .
F N
e

To

rac-55

Slika 63. Strukturna formula spoja rac-55 koji je pokazao znacajnu selektivnost prema

satnicnoj liniji MCF-7.

4.5.2. Ispitivanje embriotoksicnosti odabranih novosintetiziranih spojeva upotrebom modelnog

organizma zebrice Danio rerio

U suradnji dr. sc. Rozelindre Coz-Rakovac (Laboratorij za biotehnologiju u akvakulturi, Zavod
za kemiju materijala, Institut Ruder Boskovi¢) provedeno je ispitivanje embriotoksi¢nosti
odabranih novosintetiziranih spojeva upotrebom modelnog organizma zebrice Danio rerio.
Prilikom izlaganja embrija Danio rerio ispitivanim spojevima, primjeten je negativan
utjecaj na rani razvojni ciklus (Tablica 18). Uzorci rac-23, rac-15, rac-58, rac-59, rac-13
uzrokovali su apsolutnu smrtnost zebrica izloZenih testiranim koncentracijama od 0,4-0,1
mmol L', kao i uzorak rac-52 u rasponu od 0,2—0,05 mmol L', rac-16 od 0,4—0,2 mmol L™
i rac-24 od 0,4-0,2 mmol L™!. Smanjivanjem koncentracije pojedinih uzoraka primjecen je pad
smrtnosti, ali visoka stopa razvojnih abnormalnosti koja se prilikom izlaganja uzorcima rac-25,
rac-11, rac-53, rac-54, rac-55, rac-16 ocitovala u pojavi perikardijalnog edema (Slika 65b,c),
u podruc¢ju zumanjéane vrecice (Slika 65d), skolioze (Slika 65b), krvarenja u podruéju
Zzumanjcane vrecice (Slika 65d). Poneki uzorci onemogucili su/odgodili izvaljivanje li¢inaka iz

koriona (Slika 65c,d).

Andela Buljan Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava

235

Tablica 18. Stopa (%) smrtnosti, razvojnih abnormalnosti i stope izvaljivanja zebrice Danio

rerio (N = 30) nakon 96 h izlaganja razli¢itim koncentracijama testiranih uzoraka. Rezultati su

predstavljeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD).

rac-23 0,4 mM 0,2 mM 0,1 mM
Stopa mortaliteta (%) 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) - - -
Stopa izvaljivanja (%) - - -
rac-25 0,4 mM 0,2mM 0,1 mM
Stopa mortaliteta (%) 76,67£5,77 0,00+0,00 0,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) 100,00-+0,00 6,67+£11,55 0,00+0,00
Stopa izvaljivanja (%) 0,00+0,00 23,33£5,77 100,00+0,00
rac-24 0,4 mM 0,2 mM 0,1 mM
Stopa mortaliteta (%) 100,00-+0,00 100,00-0,00 16,67+5,77
Stopa abnormalnosti (%) - - 0,00+0,00
Stopa izvaljivanja (%) - - 100,00+0,00
rac-11 0,4 mM 0,2 mM 0,1 mM
Stopa mortaliteta (%) 3,33+45,77 0,00+0,00 0,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) 100,00-+0,00 13,33+5,77 0,00+0,00
Stopa izvaljivanja (%) 100,00+0,00 100,00-0,00 100,00+0,00
rac-15 0,2 mM 0,1 mM 0,05 mM
Stopa mortaliteta (%) 100,00-+0,00 100,00-0,00 100,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) - - -
Stopa izvaljivanja (%) - - -
rac-45 0,2 mM 0,1 mM 0,05 mM
Stopa mortaliteta (%) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Stopa izvaljivanja (%) 100,00+0,00 100,00-+0,00 100,00+0,00
rac-46 0,2 mM 0,1 mM 0,05 mM
Stopa mortaliteta (%) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) 0,00+0.00 0,00+0,00 0,00+0,00
Stopa izvaljivanja (%) 100,00-+0.00 100,00-+0,00 100,00+0,00
rac-77 0,2 mM 0,1 mM 0,05 mM
Stopa mortaliteta (%) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Stopa izvaljivanja (%) 100,00-+0,00 100,00-+0,00 100,00+0,00
rac-51 0,2 mM 0,1 mM 0,05 mM
Stopa mortaliteta (%) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Stopa izvaljivanja (%) 100,00+0.00 100,00-+0,00 100,00+0,00
rac-52 0,2 mM 0,1 mM 0,05 mM
Stopa mortaliteta (%) 100,00-+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) - - -
Stopa izvaljivanja (%) - - -
rac-53 0,2 mM 0,1 mM 0,05 mM
Stopa mortaliteta (%) 96,67+5,77 3,33+5,77 0,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) 100,00 100,00+0,00 23.33+11.55
Stopa izvaljivanja (%) 100,00 100,00+0,00 100,00+0,00
rac-54 0,4 mM 0,2 mM 0,1 mM
Stopa mortaliteta (%) 16,67+11,55 3,33+5,77 0,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) 100,00-+0,00 45,19+8,98 3,33+5,77
Stopa izvaljivanja (%) 100,00+0,00 35,00+8,66 100,00+0,00
rac-55 0,4 mM 0,2 mM 0,1 mM
Stopa mortaliteta (%) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
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Stopa abnormalnosti (%) 100,00+0,00 70,00£17,32 33,33+11,55
Stopa izvaljivanja (%) 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00
rac-58 0,4 mM 0,2 mM 0,1 mM
Stopa mortaliteta (%) 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) - - -
Stopa izvaljivanja (%) - - -
rac-59 0,4 mM 0,2 mM 0,1 mM
Stopa mortaliteta (%) 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) - - -
Stopa izvaljivanja (%) - - -
rac-13 0,4 mM 0,2 mM 0,1 mM
Stopa mortaliteta (%) 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) - - -
Stopa izvaljivanja (%) - - -
rac-16 0,4 mM 0,2 mM 0,1 mM
Stopa mortaliteta (%) 100,00+0,00 100,00+0,00 66,67+11,55
Stopa abnormalnosti (%) - - 100,00-+0,00
Stopa izvaljivanja (%) - - 0,00+0,00
Negativna kontrola
(artificial water)
Stopa mortaliteta (%) 0,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) 0,00+0,00
Stopa izvaljivanja (%) 100,00-0,00
Kontrola otapala (1%
DMSO)
Stopa mortaliteta (%) 0,00+0,00
Stopa abnormalnosti (%) 0,00+0,00
Stopa izvaljivanja (%) 100,00+0,00

Uzorci rac-45, rac-46, rac-77, rac-51 (Slika 64) nisu pokazali negativan utjecaj na
prezivljavanje i razvoj zebrice u rasponu koncentracija od 0,2—0,05 mmol L. Kod kontrolnih
grupa (negativna kontrola, kontrola otapala) nije zabiljeZen negativan utjecaj na razvoj zebrice
(Tablica 18).

S obzirom na visoku smrtnost, predlaze se dodatno razrijedivanje uzoraka 1 testiranje nizih

koncentracija kako bi se detaljnije utvrdila razina toksi¢nosti.

a) b)
Cl F
N s
No° N o
rac-45a rac-46a
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c) d)
i 0
F H
T
N
F H
H 0O
rac-51a rac-77

Slika 64. Strukturne formule spojeva koji nisu pokazali negativan utjecaj

na prezivljavanje i razvoj zebrice.

Slika 65. Prikaz razvojnih abnormalnosti kod zebrice Danio rerio izlagane 96 sati testiranim
uzorcima: a) normalno razvijena li¢inka u kontrolnim skupinama, b) skolioza (strelica),
perikardijalni edem (zvjezdica), ¢) krvarenje u podru¢ju Zumanjcane vrece (strelica),

perikardijalni edem (zvjezdica); d) edem u podruc¢ju Zumanjcane vreée (zvjezdica).
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4.5.3. Ispitivanje antimikrobnog djelovanja odabranih novosintetiziranih spojeva

U suradnji dr. sc. Rozelindre Coz-Rakovac (Laboratorij za biotehnologiju u akvakulturi, Zavod
za kemiju materijala, Institut Ruder BoSkovi¢) provedeno je ispitivanje djelovanja odabranih
novosintetiziranih spojeva na bakterijskim kulturama Escherichia coli i Staphylococcus aureus.
Rezultati ispitivanja prikazani su pomoc¢u minimalne inhibitorne koncentracije (engl. minimum
inhibitory concentration, MIC), koja predstavlja minimalnu koncentraciju pri kojoj se inhibira
vidljiva proliferacija mikroorganizama nakon inkubacije. MIC vrijednosti odredene su vizualno
1 spektrofotometrijskim ocitavanjem apsorbancije pri valnoj duljini 600 nm nakon 0 i 18 h

(Tablica 19).

Tablica 19. MIC vrijednosti uslijed djelovanja ispitivanih spojeva.

Ispitivani MIC (ug mL™) Ispitivani raspon Komentari
Spoj E. coli  S. aureus (ngmL™) E. coli S. aureus

rac-23 >100 50 0,09765625-100 I I
rac-25 >280 >280 0,2734375-280 I

rac-24 >100 >100 0,09765625-100 I

rac-11 >100 >100 0,09765625-100 I

rac-15 >100 >100 0,09765625-100 I

rac-45 >100 100 0,09765625-100 I II
rac-46 >100 100 0,09765625-100 I 11
rac-77 >50 >50 0,083007813-50 I I
rac-51 >100 50 0,166015625-100 I II
rac-52 >100 50 0,166015625—-100 I 11
rac-53 >50 50 0,09765625—-50 I II
rac-54 >100 100 0,09765625-100 I 11
rac-55 >100 50 0,09765625-100 I 11
rac-58 >100 100 0,09765625-100 | II
rac-59 >100 100 0,09765625-100 I 11
rac-16 >100 50 0,09765625-100 | II
rac-13 580 145 0,56640625-580 II II

| — djelomi¢na inhibicija na nadin ovisan o dozi ( > MIC); Il — inhibicija (MIC)

Ispitivana serija spojeva pokazala je djelomic¢nu inhibiciju rasta bakterije Escherichia coli, dok
je spoj rac-13 pokazao potpunu inhibiciju pri koncentraciji 580 ug mL™!. Ispitivana serija spojeva
pokazala je bolje djelovanje prema Staphylococcus aureus, pri ¢emu spojevi rac-25, rac-24, rac-11,
rac-15 pokazuju djelomi¢nu inhibiciju rasta bakterije, dok ostali ispitivani spojevi pokazuju potpunu

inhibiciju rasta bakterije.
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Nakon odredivanja MIC vrijednosti za ispitivanu seriju spojeva, odredena je brojnost
prezivjelih bakterijskih stanica serijom razrjedenja. Za ovu analizu je koriSten sadrzaj iz
mikrotitarskih jazica koji je odgovarao MIC vrijednostima te dvije neposredno vece
koncentracije. Minimalne bakteriocidne koncentracije (engl. minimum bactericidal
concentration, MBK) novosintetizirane serije spojeva utvrdene su metodom dvostrukog
serijskog mikrorazrjedenja u teku¢em Miiller-Hinton mediju, nakon ¢ega su odgovarajuce
suspenzije bakterija i ispitivanih spojeva serijski razrijedene 1 precijepljene na neselektivni BHI
agar. Nakon inkubacije odreden je postotak preZivjelih bakterijskih stanica. Najmanja
koncentracija koja je reducirala bakterijsku brojnost za > 99,0 % predstavlja minimalnu
bakteriocidnu koncentraciju (engl. minimum bactericidal concentration, MBC). Od svih
ispitivanih spojeva jedino marinoaziridin B (rac-23) pokazuje bakteriocidno djelovanje, pri
¢emu je MBC iznosila 150 ug mL™! (D3.1.)

Slika 65. Odredivanje MBC marinoaziridina B, rac-23.
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§ 5.

*

ZAKLJUCAK

U okviru doktorske disertacije, sukladno iznesenim ciljevima, razvijena je prva totalna
sinteza marinoaziridina B (rac-23), metiliranog derivata marinoaziridina A (rac-25) te
njihovih  strukturnih  derivata (rac-44-63). Razvijena je enantioselektivna
kromatografska metoda za razdvajanje enantiomera prekursora prirodnih spojeva,
marinoaziridina i njihovih derivata na polisaharidnim Kiralnim nepokretnim fazama
primjenom visokodjelotvorne tekucinske kromatografije 1 superkriticne fluidne
kromatografije. Odredena je apsolutna konfiguracija odabranih spojeva (14a,14b;
23a,23b; 25a,25b) primjenom CD i VCD tehnika. Na temelju in silico predvidanja
bioloske aktivnosti, odabrani su neki od novosintetiziranih spojeva za biolosko
ispitivanje na tri stani¢ne linije (MCF-7 rak dojke, H-460 rak plu¢a, HEK293T zdravih
stanica embrionalnog bubrega) te na bakterijskim kulturama Escherichia Coli i
Staphylococcus aureus. Ispitana je embriotoksi¢nost upotrebom modelnog organizma
zebrice Danio rerio.

Kvantno-kemijskim izraCunima primjenom DFT funkcionala B3LYP uz koriStenje
baznog skupa 6-311++G(d,p) optimizirane su strukture marinoaziridina A i B, te je
ispitan solvatacijski utjecaj (kloroform) na ravnotezu para tautomera kinolin-2(1H)-ona
u strukturi marinoaziridina A i B. Na temelju dobivenih izracuna utvrdeno je da keto-
oblik stabilniji za oko 6,5 kcal mol™" u odnosu na enolni oblik za oba marinoaziridina
A 1 B. Primjenjeni su i DFT racuni za predvidanje spektroskopskih svojstava organskih
molekula u svrhu odredivanja i potvrde strukture izoliranih spojeva. Usporedbom
eksperimantalnih vrijednosti 'H kemijskih pomaka s dobivenim GIAO ra¢unima,
utvrdena je visoka linearna korelacija (R = 0,9979) izmedu eksperimentalnih vrijednosti
za sintetski spoj (rac-23) i vrijednosti dobivenih GAIO raCunima. Neznatno niza
linearna korelacija (R = 0,9696) dobivena je usporedbom eksperimentalnih vrijednosti
'H pomaka iz rada Fenical i vrijednosti dobivene GIAO. In silico predvidanjem
bioloskih svojstava marinoaziridina procijenjena je kinazna aktivnost. PredloZeni su
strukturni derivati s potencijalno boljim bioloSkim svojstvima koji u svojoj strukturi
sadrze halogene elemente.

Razvijena je prva totalna sinteza marinoaziridina i strukturnih derivata polazeéi iz

komercijalno dostupnih kemikalija anilina i etil-acetoacetata. Marinoaziridin B
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pripravljen je u 6 sintetskih koraka, preko epoksidnog prekursora (rac-11), koji je
podvrgnut otvaranju prstena u prisustvu azidnog reagensa. Pripravljeni azidoalkohol
(rac-17a) preveden je u aziridin u prisustvu trifenilfosfina i acetonitrila. Ukupno
iskoriStenje totalne sinteze marinoaziridina B (rac-23) iznosi 2 %. Derivat
marinoaziridina A (rac-25) pripravljen je iz marinoaziridina B u prisustvu metil-jodida
1 natrijevog hidrida u tetrahidrofuranu u iskoristenju od 91 %. Strukturna analiza
pripravljenih spojeva potvrdena je 1D 1 2D NMR spektroskopijom. Takoder pripravljen
je derivat marinoaziridina B (rac-24) u sedam sintetskih koraka iz N-benzilanilina i etil-
acetoacetata, preko epoksidnog prekursora (rac-13), u ukupnom iskoristenju reakcije od
6,2 %. Bolje iskoriStenje u ovom slucaju postignuto je zbog bolje topljivosti derivata
kinolin-2(1H)-ona u organskim otapalima u kojima se provode kemijske transformacije.
Bolja topljivost rezultat je uvodenja benzilne skupine na internu amidnu vezu kinolin-
2(1H)-ona. Strukturni derivati (rac-44-63) pripravljeni su Johnson Corey Chaykovsky
reakcijom, kao kljuénim korakom totalne sinteze, u racemi¢nom obliku kao smjese Cis
I trans izomera u rasponu iskoristenja 26—96 %. U slu¢aju 5 novosintetiziranih spojeva
(rac-47, rac-49, rac-55, rac-57, rac-63) postignuta je 100 % cis, odnosno trans
selektivnost. 100 % selektivnost kod dvaju spojeva (rac-55,57) obrnute selektivnosti
objasnjena je kvantno-kemijskim izra¢unima na DFT razini uzimajuéi u obzir implicitni
ucinak otapala. Za reakciju ilida s meta-fluoriranim iminom, korak koji odreduje
konfiguraciju produkta je eliminacija sulfida, koja rezultira stvaranjem stabilnijeg cis
aziridina. U reakciji ilida s di-ortho-fluoriranim iminom, energetski profil pokazuje da
samo anti-cisoidni betain (a ne najstabilniji sin-cisoidni betain) moze pro¢i dovoljno
brzu rotaciju oko nastale C—C veze u anti-transoidni oblik, iz kojeg eliminacijom
sulfida nastaje stabilniji trans aziridin.

*  Pripravljeni su marinociklopropani rac-76,77, iz N-alkilnih kinolin-2(1H)-onskih imina
74,75 i akiralne sulfonijeve soli 9, u prisustvu tert-butil-litija, u rasponu iskoristenja
44—64 %.

* Razvijena je enantioselektivna metoda za razdvajanje enantiomera iz racemi¢ne smjese
novosintetiziranih spojeva primjenom visokodjelotvorne tekuc¢inske kromatografije 1
superkriti¢ne fluidne kromatografije. Po prvi puta opisana je upotreba dimetilkarbonata

u kiralnoj kromatografiji primjenom visokodjelotvorne tekucinske kromatografije.
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Najbolji postignuti kromatografski uvjeti primjenjeni su na preparativnoj skali u svrhu
izolacije triju enenatiomerno Cistih spojeva (14a,14b; 23a,23b; 25a,25b).

* |zoliranim enantiomernodistim spojevima odredena je apsolutna konfiguracija
primjenom CD i VCD tehnika. Dodijeljene apsolutne konfiguracije su: (S,S)-(-)-14a,
(R.R)-(+)-14b; (S)-(+)-23a, (R)-(-)-23b; (R)-(-)-25a, (R)-(+)-25b.

* Bioloska ispitivanja marinoaziridina A i B te odabranih derivata provedena su na tri
stani¢ne linije (MCF-7 rak dojke, H-460 rak plu¢a, HEK293T zdravih stanica
embrionalnog bubrega). Procjena antiproliferativnih ucinaka spojeva pokazala je da
veéina testiranih spojeva pokazuje umjereno do jakog antiproliferativnog i/ili
citotoksi¢nog uéinka. Spoj rac-11 bio je inaktivan, dok je rac-55 pokazao znacajnu
selektivnost prema stanicnoj liniji MCF-7. Ispitana je embriotoksi¢nost upotrebom
modelnog organizma zebrice Danio rerio. Ispitivana serija spojeva pokazala je
djelomi¢nu inhibiciju rasta bakterije Escherichia coli, dok je spoj rac-13 pokazao
potpunu inhibiciju pri koncentraciji 580 pg mL™!. Ispitivana serija spojeva pokazala je
bolje djelovanje prema Staphylococcus aureus, pri ¢emu spojevi rac-25, rac-24, rac-
11, rac-15 pokazuju djelomi¢nu inhibiciju rasta bakterije, dok ostali ispitivani spojevi

pokazuju potpunu inhibiciju rasta bakterije.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

a = selektivnost

4 A MS =4 A molekulska sita

ADMET = apsorpcija, distribucija, metabolizam, eliminacija, toksi¢nost
AgOTT = srebrov triflat

B = baza

CBr4 = ugljikov tetrabromid

CHC I3 = kloroform

CH3sCN = acetonitril

CH3COOH = octena kiselina

COOMe = metil-formijat

CO2NEt2 = N,N-dietilmetanamid

d = dublet

dd = dublet dubleta

ddd = dublet dublet dubleta

DCM = diklormetan

DIS = diskonekcija

DMC = dimetilkarbonat

DNA = deoksiribonukleinska kiselina

E* = elektrofil

ee = enantiomerna ¢istoca

EA = enantiomerni par analita

ECD = elektronski cirkularni dikroizam

EtOH = etanol

EtP, = fosfazenska baza

H2SO4 = sumporna kiselina

HPLC = teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti
HRMS = spektrometrija masa visoke djelotvornosti
IFS = interkonverzija funkcijske skupine

IR = infracrvena spektroskopija

J = konstanta sprege
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KNF = kiralna nepokretna faza
KOH = kalijev hidroksid
K2COs = kalijev karbonat
KS = kiralni selektor
LAH = Litijev aluminijev hidrid
LG = izlazna skupina
MBC = minimalna bakteriocidna koncentracija
MIC = minimalna inhibitorna koncentracija
m = multiplet
MeOH = metanol
Me,S = dimetil-sulfid
NaBH; = natrijev borhidrid
NaH = natrijev hidrid
NaN3z = natrijev azid
NaOAc = natrijev acetat
NMR = nuklearna magnetska rezonancija
Nu = nukleofil
rac = racemi¢na smjesa
RNA = ribonukleinska kiselina
s = faktor razluc¢ivanja
s = singlet
SFC = superkriti¢na fluidna kromatografija
SeO: = selenijev dioksid
SOCI; = tionil klorid
s. t. = sobna temperatura
t =triplet
tt = tocka taljenja
TLC = tankoslojna kromatografija
THF = tetrahidrofuran
TiCl4 = titanijev tetraklorid
VCD = vibracijski cirkularni dikroizam
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D1.14. C NMR spektar (CDCls, 151 MHz) spoja 8.
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D1.18. 3C NMR spektar (CDCls, 75 MHz) spoja 10.
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D1.22. 3C NMR spektar (CDCls, 151 MHz) spoja rac-12.
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D1.24. 3C NMR spektar (CDCls, 75 MHz) spoja rac-13.
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D1.26. °C NMR spektar (CDCls, 151 MHz) spoja rac-14.
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D1.28. 13C NMR spektar (CDCls, 75 MHz) spoja rac-15.
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D1.30. 3C NMR spektar (CDCls, 75 MHz) spoja rac-16.
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D1.31. H spektar, numeracija i potpuna asignacija rac-17a-b u CDCls pri 25 °C.
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D1.32. 13C spektar, numeracija i potpuna asignacija rac-17a-b u CDCls pri 25 °C.
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D1.33. COSY spektar rac-17a-b u CDClIs pri 25 °C.
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D1.34. 'H-13C HSQC spektar rac-17a-b u CDCls pri 25 °C.
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D1.35. *H-3C HMBC spektar rac-17a-b u CDCls pri 25 °C.
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D1.36. 1H i 13C spektar, struktura, numeracija i potpuna asignacija marinoaziridine B u CDCls3
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D1.37. COSY spektar marinoaziridine B u CDClIs pri 25 °C.
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D1.38. H-1C HSQC spektar marinoaziridine B u CDCls pri 25 °C
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D1.39. *H-*C HMBC spektar marinoaziridine B u CDCls pri 25 °C.
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D1.40. NOESY spektar marinoaziridine B u CDCls pri 25 °C.
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D1.41. *H NMR spektar (CDCls, 600 MHz) spoja rac-24.
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D1.42. 3C NMR spektar (CDCls, 151 MHz) spoja rac-24
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D1.44. 13C NMR spektar (CDCls, 151 MHz) spoja 29
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D1.46. 1*C NMR spektar (CDCls, 151 MHz) spoja 31
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D1.79. *H NMR spektar (CDCls, 600 MHz) spoja rac-48
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8.2. Dodatak 2: Razdvajanje enantiomera marinoepoksida i marinoaziridina primjenom HPLC
I SFC

Tablica D2.1. Utjecaj pokretne faze na razdvajanje enantiomera rac-11-13 na polisaharidnim

kiralnim nepokretnim fazama

spoj Mobile phase k1 k2 a Rs k1 k2 a Rs
n-hexane/EtOH (80/20, v/v) 1.20 243 2.02 4.34 2.98 3.89 1.31 2.12
DMC 151 224 1.48 1.99 5.82 9.26 1.59 3.31

DMC/MeOH (90/10, v/v) 0.35 0.52 1.49 1.42 1.11 1.71 1.54 2.69
DMC/EtOH (90/10, v/v) 0.51 0.77 1.50 1.72 1.55 2.33 1.50 2.60
CO:/MeOH (80/20, v/v) 0.98 2.10 2.14 2.63 1.78 2.85 1.60 2.38
CO:/MeOH (85/15, v/v) 1.63 3.34 2.05 3.25 3.28 523 1.60 3.02

rac-11 CO2/MeOH (90/10, v/v) 293 598 2.04 3.98 6.10 9.92 1.63 3.90
CO2/MOH (95/5, v/v) 8.83 18.02 2.04 459 1783 3123 175 5.20
CO2/EtOH (80/20, v/v) 1.00 212 2.12 2.83 2.20 3.57 1.62 2.66
CO:/EtOH (85/15, v/v) 1.97  4.00 2.03 3.73 3.47 5.72 1.65 3.33
CO:/EtOH (90/10, v/v) 384 781 2.03 453 / / / /
CO>/EtOH (95/5, v/v) 13.83 2825 2.04 4.82 / / / /
n-hexane/EtOH (80/20, v/v) 1.09 1.49 1.37 2.24 9.11 1191 1.31 2.67
DMC 045 056 1.24 0.65 5.42 9.81 1.81 4.70

DMC/MeOH (90/10, v/v) 0.22 0.22 1.00 0.00 1.37 2.20 1.61 3.30
DMC/EtOH (90/10, v/v) 0.27 0.27 1.00 0.00 1.91 3.10 1.62 3.45
CO2/MeOH (80/20, v/v) 0.58 0.87 1.51 0.82 4.17 6.61 1.58 3.34
CO2/MeOH (85/15, v/v) 0.94 1.38 1.47 1.18 722 1144 158 3.87
rac-12 CO2/MeOH (90/10, v/v) 1.58 2.32 1.47 1.72 1295 2087 161 4.35

CO2/MeOH (95/5, v/v) 373 558 149 269 / / / /
CO2/MeOH (97/3, u/v) 698 1081 155  3.01 / / / /
CO2/EtOH (80/20, 0/v)) 059 079 134 058 600 907 151 321
CO2/EtOH (85/15, v/v) 118 153 130 093 913 1404 154 3.64
CO2/EtOH (90/10, v/v) 201 268 133 149 / / / /
COo/EtOH (95/5, v/v) 496 697 140 254 / / / /
n-hexane/EtOH (80/20, v/v) 139 144 104 1,72 661 834 126 213
DMC 038 049 129 066 268 440 164 319

DMC/MeOH (90/10, v/v) 0.20 0.20 1.00 0.00 0.76 1.12 1.48 2.06
DMC/EtOH (90/10, v/v) 0.24 0.24 1.00 0.00 1.54 242 1.57 2.61
CO2/MeOH (80/20, v/v) 1.27 1.58 1.24 0.71 4.46 6.77 1.52 297
CO2/MeOH (85/15, v/v) 2.02 2.50 1.24 1.05 793 12.02 1.52 3.34

13 0 MeOH (90710, ofv) 347 428 123 143 1457 2239 154  3.67
CO2/MeOH (95/5, v/v) 876 1092 125 177  / / / /
CO»/EtOH (80/20, o/v) 133 165 124 081 598 892 149  2.99
CO:/EtOH (85/15, o/v) 251 309 123 119 945 1426 151 342
CO:/EtOH (90/10, o/v) 454 563 124 166  / / / /
CO»/EtOH (95/5, v/v) 1218 1534 125 204 | / / /

CHIRAL ART Amylose-SA CHIRAL ART Cellulose-SC
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Tablica D2.2. Utjecaj pokretne faze na razdvajanje enantiomera rac-14-16 na polisaharidnim

kiralnim nepokretnim fazama

Spoj Mobile phase k1 k2 a Rs ki1 k2 a Rs
n-hexane/EtOH (80/20, v/v) 193 540 280 630 244 2.65 1.09 0.56
DMC 127 172 136 156 397 490 1.23 1.49
DMC/MeOH (90/10, v/v) 035 052 148 144 093 1.08 1.16 0.69
DMC/EtOH (90/10, v/v) 044 0.62 1.42 1.29 2.10 2.49 1.19 1.24
rac1d CO2/MeOH (80/20, v/v) 409 1275 311 633 916 1014 1.11 0.74
CO2/MeOH (85/15, v/v) 6.58 19.86 3.02 632 1722 1930 1.12 0.98
CO2/MeOH (90/10, v/v) 12.03 3531 294 650 540 6.11 1.13 0.77
CO:/EtOH (80/20, v/v) 3.88 822 212 458 8.72 9.92 1.14 0.98
CO:/EtOH (85/15, v/v) 6.54 13.78 211 5.01 393 427  1.09 0.63
CO2/EtOH (90/10, v/v) 13.36 28.35 2.12  5.03 / / / /
n-hexane/EtOH (80/20, v/v) 196 573 292 874 1172 1316 1.12 1.35
DMC 040 064 161 192 377 4383 1.28 1.85
DMC/MeOH (90/10, v/v) 019 033 171 138 1.15 1.35 117 097
DMC/EtOH (90/10, v/v) 022 036 191 145 1.51 1.81 1,20 1.17
rac-15 CO2/MeOH (80/20, v/v) 266 645 243 560 996 1151 1.6 1.25
CO2/MeOH (85/15, v/v) 411 979 238 616 1710 19.80 1.16 1.28
CO2/MeOH (90/10, v/v) 6.88 1632 237 645 3041 3541 1.16 1.54
CO:/EtOH (80/20, v/v) 231 454 197 436 1250 1434 115 1.55
CO:/EtOH (85/15, v/v) 422 809 192 511 1939 2234 1,15 1.41
CO2/EtOH (90/10, v/v) 762 1474 193 586 / / / /
n-hexane/EtOH (80/20, v/v) 1.89 5.19 275 723 931 9.31 1.00 0.00
DMC 031 051 163 145  0.68 0.68 1.00 0.00
DMC/MeOH (90/10, v/v) 017 025 146 068  0.69 0.69 1.00 0.00
DMC/EtOH (90/10, v/v) 019 030 155 087 087 087 1.00 0.00
rac-16 CO2/MeOH (80/20, v/v) 445 822 185 453 1193 1193 1.00 0.00
CO2/MeOH (85/15, v/v) 7.00 12.73 1.82 482 21.04 21.04 1.00 0.00
CO2/MeOH (90/10, v/v) 12.17 22.18 175 5.22 / / / /
CO2/EtOH (80/20, v/v) 400 720 180 458 1411 1562 1.11 0.72
CO:/EtOH (85/15, v/v) 741 1321 178 518 2285 25.69 1.12 0.75
CO2/EtOH (90/10, v/v) 14.14 2532 179 5.92 / / / /

CHIRAL ART Amylose-SA ~ CHIRAL ART Cellulose-SC
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Tablica D2.3. Utjecaj pokretne faze na razdvajanje enantiomera rac-23 na polisaharidnim

kiralnim nepokretnim fazama

Spoj Mobile phase k1 k2 a Rs k1 k2 a Rs
n-hexane/i-PrOH (90/10) 391 391 100 0.00 / / / /
n-hexane/EtOH (80/20,v/iv) 1.78 2.04 115 1.10 4.59 7.25 1.58 3.67
DMC 333 474 142 201 892 1065 1.19 1.18
DMC/MeOH (95/5, viv) / / / / 6.05 7.43 1.23 1.63
rac-23 DMC/EtOH (95/5) / / / / 8.51 9.70 1.14 0.98
DMC/EtOH (90/10, v/v) / / / / 4.22 4.96 1.18 1.16

CO./MeOH (70/30, viv) 122 336 275 4.97 6.23 16.61  2.67 243
CO,/EtOH (70/30, viv) 044 171 389 447 754 2056  2.73 2.52
CHIRAL ART Amylose-SA CHIRAL ART Cellulose-SC

Tablica D2.4. Utjecaj pokretne faze na razdvajanje enantiomera rac-52-59 na
polisaharidnim kiralnim nepokretnim fazama KNF-1-KNF-2

kolona? cis trans  cis trans  cis cis trans trans trans cis trans
52 52 53 53 54 55 56 57 58 59 59
kq 0,08 0,42 0,33 0,38 0,23 0,18 0,27 0,24 040 0,13 10,35
KNF-1 k2 0,08 0,42 0,53 0,64 0,23 0,18 0,34 0,34 0,73 0,13 10,35
o 1,00 1,00 162 1,68 1,00 1,00 1,00 1,40 1,82 1,00 1,00
Rs 0,00 0,00 1,21 151 0,00 0,00 0,00 0,08 1,72 0,00 0,00
kq 0,21 0,23 0,24 0,25 0,11 0,08 0,18 0,14 0,19 0,01 0,19
KNF-2 k2 0,21 0,23 0,24 0,25 0,11 0,08 0,18 0,14 0,24 0,01 0,19
o 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,25 1,00 1,00
Rs 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00
k1 4,40 9,67 3,93 7,93 347 3,84 8,99 6,75 799 0,25 6,00
KNF-3 k2 6,74 13,12 567 1099 468 489 1369 11,72 984 025 7,44
a 153 1,36 1,44 1,38 1,35 1,27 1,552 1,73 123 100 124
R« 266 197 225 173 188 153 271 3,35 1,36 0,00 1,38
KNF-1-Chiral Art Amylose SA, KNF-2-Chiral Art Cellulose SB, KNF-3-Chiral Art Cellulose SC.
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