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§1. UVOD

Tvari koje se dodaju cjepivima kako bi se pojatao imunoloski odgovor na antigen
nazivaju se adjuvanti. Takvih tvari je za humanu upotrebu odobren vrlo ogranic¢en broj, a
¢esto su povezane s pojmom toksicnosti i razli¢itim nuspojavama, $to daje dodatnu motivaciju
razvoju novih, ucinkovitijih adjuvanata. Posebno su zanimljivi spojevi skupine saponina
izoliranih iz kore drveta Quillaja saponaria (QS) Molina, koji su se dosad pokazali kao jedni
od najucinkovitijih adjuvanata. Detaljnije su istrazena Cetiri spoja iz te serije, QS-7, QS-17,
QS-18 te vode¢i od njih, QS-21, koji je nedavno i odobren za humanu upotrebu (cjepivo
Shingrix®, GSK). Izuzev njegovim uéinkovitim svojstvima, nedostaci su mu da je kemijski
nestabilan, zahtjevan za procistiti 1 ograni¢enog izvora, stoga je razvoj novih i jednostavnijih
adjuvanata baziranih na njegovoj strukturi motivacija za nova istrazivanja.' Peptidoglikani su
prirodni polimeri koji se nalaze u stanicnim stijenkama Gram-negativnih i Gram-pozitivnih
bakterija. Muramil-dipeptid (N-acetilmuramil-L-alanil-D-izoglutamin) najmanji je dio
bakterijskog peptidoglikana koji pokazuje adjuvantsku aktivnost. Njegovi analozi bez N-
acetilmuramilne podjedinice nazivaju se desmuramil-peptidi, a za njih je pokazano da nakon
modifikacije s lipofilnim supstituentima pokazuju vrlo visoku adjuvantsku aktivnost.
Upotreba MDP-a kao adjuvanta ograni¢ena je zbog toksi¢nosti, a osim toga, spoj je pirogeni
artritogen.?

Cilj diplomskog rada je pronalazak efikasnog sintetskog puta do klju¢nih prekursora
potrebnih za pripravu konjugata Quillaja saponina i desmuramil-dipeptida (slika 1). Ove dvije
jedinice zasebno posjeduju izrazenu imunoadjuvantsku aktivnost pa je pretpostavka da ce

njihova konjugacija dati sinergisticki efekt u povecanju adjuvantske aktivnosti.

Ac OAc

Aco—_° 0 o O _NH,
H
o Lo «WJLL\WO
H B H
O = O

Slika 1. Struktura ciljne molekule
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Adjuvanti u cjepivima

Antigen je tvar koja potice na stvaranje antitijela 1 kao takva je najvaznija sastavnica
cjepiva. Kada je imunoloski sustav izlozen antigenu, limfociti Stite organizam poticanjem na
stvaranje antitijela. Skup takvih obrambenih mehanizama koji se odvijaju u tijelu nazivamo
imunost. Jedan od ucinkovitijih 1 sigurnijih naina stjecanja imunosti je izlaganje
imunoloskog sustava patogenu ili frakciji istog putem cijepljenja. Sami po sebi, antigeni
najcesce nisu dovoljno imunogenic¢ni i ne dovode do stvaranja odgovaraju¢eg imunoloskog
odgovora koji rezultira trajnom imunos¢u. Zbog toga se u cjepivu nalaze i adjuvanti — spojevi
ili smjese spojeva koje pojacavaju odgovor imunoloskog sustava na prisutni antigen. Cjepiva
mogu biti aktivirana ili inaktivirana, ovisno o obliku u kojem je prisutan antigen. Aktivirana
sadrze zive patogene, koji su oslabljeni pa ne mogu uzrokovati bolest, dok neaktivirana sadrze
mrtve patogene ili njihove dijelove (npr. specifi¢ne proteine).

Inaktivirana cjepiva su opcéenito manje opasna, ali su i slabiji imunogeni, pa je zbog
toga u cjepivu uz antigen potreban i adjuvant koji ¢e pojacati i usmjeriti imunoloski odgovor.
Kod takvih cjepiva, antigen aktivira imunoloski sustav, a adjuvant pojacava imunoloski
odgovor i/ili ga usmjerava u Zeljenom smjeru, tako da imunoloSki odgovor moze biti
usmjeren prema Thl (stani¢na imunost) ili Th2 (humoralna imunost). Dakle, mozemo re¢i da
je djelovanje adjuvanta imunostimulatorno i imunomodulatorno.

Iako Th1 imunost razara tumorske stanice i viruse, takoder i razara tkivo, pa je uvijek
popracena s Th2 imunosti koja takvu Stetu popravlja. Idealno cjepivo bi, prema tome, bilo ono
koje ¢e izazvati balansiran Th1/Th2 odgovor, §to nije lako posti¢i, budu¢i da je broj
adjuvanata odobrenih za humanu upotrebu vrlo ograni¢en. Saponin izoliran iz kore drveta
Quillaja saponiaria Molina, QS-21* pokazao je izuzetno dobra imunoadjuvantska svojstva,
Sto ¢e detaljnije biti opisano u nastavku rada.

Saponini, lat. sapo Sto oznaCava sapun, pojavljuju se u raznim biljkama 1 nekim
morskim organizmima, poput morskih krastavaca i morskih zvijezda, a njihova bioloska
upotreba je toliko znacajna da su stolje¢ima u upotrebi kao surfaktanti — stvaraju stabilne

pjene te imaju svojstva slina sapunima i deterdZentima. Osim toga, imaju i znacajnu
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primjenu u farmaceutici, npr., steroidni saponini se koriste kao oralni kontraceptik. Takoder ih
nalazimo i u brojnim drugim lijekovima, te su identificirani kao aktivna tvar u nekim
pripravcima iz narodne medicine. Farmakolog Ludwig Kofler, 1927. godine, detaljno je
opisao svojstva 1 farmakolosku aktivnost saponina, ali tada nijedan saponin jo$ nije bio
potpuno karakteriziran. U kontrast tome, do 1987. godine otkrivene su strukture preko 360
sapogenina (aglikoni, odnosno ne-saharidni dio molekule saponina) i 750 triterpenskih
glikozida.

Saponini su posebno zanimljivi postali zbog svojih adjuvantskih svojstava 1
potencijalne primjene u cjepivima. Najvazniji predstavnik ove klase spojeva s adjuvantskom
aktivnoS¢u je QS-21, ¢ija je primjena proucavana u vise od 100 klinickih studija, Sto je
rezultiralo time da je odobren za upotrebu u cjepivu za humanu upotrebu (Shingrix®, cjepivo

za herpes zoster od proizvodaca GSK).

2.1.1. Imunoadjuvanti temeljeni na saponinima iz kore drveta Quillaja saponaria

Mnogi od saponina pokazali su jaku adjuvantsku aktivnost, ali posebno se isti¢u
saponini izolirani iz kore drveta Quillaja saponaria (QS) Molina, koje raste u Juznoj Americi.
Espinet - 1951. godine primjec¢uje adjuvantsku aktivnost saponina izoliranog iz kore tog
drveta i koristi ga kako bi pojacao aktivnost tadasnjih cjepiva testiranih na Zivotinjama.’

Nisu svi saponini ucinkoviti adjuvanti. Dalsgaard, 1970. godine pokazuje korelaciju
izmedu adjuvantske aktivnosti i vrste saponina, odnosno, pokazao je da od tada poznatih
saponina najve¢u imunoadjuvantsku aktivnost pokazuju upravo saponini izolirani iz kore
drveta QS.*

Sirovi ekstrakt kore QS prociséen je dijalizom, ionskom izmjenom 1 gel filtracijskom
kromatografijom kako bi se dobila djelomi¢no prociS¢ena saponinska frakcija Quil A®, ¢ija
je u¢inkovitost bila ve¢a od ucinkovitosti sirovog ekstrakta.’ Tako izolirana frakcija koristi se
kao adjuvant za cjepiva u veterini, a takoder je koriStena 1 ispitivana u imunostimuliraju¢im
kompleksima ISCOM (engl. Immune Stimulating Complexes), koji su sadrzavali antigen, lipid
i saponin.

Nesto kasnije, analizom pomocu tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti
(HPLC), pokazano je da je ekstrakt naziva Quil A® zapravo smjesa velikog broja strukturno

sliénih spojeva.” U kasnijim istraZivanjima takoder je otkriveno da ne pokazuju svi saponini iz
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te smjese adjuvantsku aktivnost. Najzastupljenija Cetiri saponina: QS-7, QS-17, QS-18, QS-21
pokazuju znacajnu imunoadjuvantsku aktivnost.® Medutim, pronadeno je da QS-18, koji je
najzastupljeniji saponin u ekstraktu, pokazuje toksi¢nost (testirano na miSevima), dok QS-21 1
QS-7 imaju bitno manju toksi¢nost.’

Struktura Quillaja saponina je bisdezmozidna, Sto znac¢i da su Se€erne podjedinice
vezane za aglikon (triterpenski dio) na dva polozaja. Na C-3 atomu triterpena acetalnom
vezom vezan je razgranati trisaharid, dok je druga saharidna podjedinica, linearni

oligosaharid, vezan esterskom vezom na C-28 (slika 2.).

D-ramnoza
Rzg OH

HO 0
RkM/O/ﬁﬁ&' or* OF®

. OH
p-glukuronska kiselina oksiloza o o\ow

0O

HO
0
o '8 ° 03H0
HO N

Ho oH OH o kvilaja kiselina ~ OH

0
p-ksiloza HO OH

HO"  p-galaktoza

QS-21, R = apiili xyl, R2 = R¥ = R4=H, ww

QS-18, R = api ili xyl, R = glc, R3 = R4 = H, RS = 0 o O

Q@S-17, R" = api ili xyl, R2 = glc, R3 = rha, R%= H, '@L
OH

QS-7, R = apiili xyl, R2 = glc, R® = H, R4= rha, R® = OAc OR?

Slika 2. Strukture najzastupljenija Cetiri saponina u smjesi QuilA®:

QS-21, QS-17, QS-18 i QS-7.

Komercijalno dostupan djelomi¢no procis¢eni ekstrakt kore QuilA® se upotrebljava
kao adjuvant u cjepivima isklju¢ivo u veterinarske svrhe, buduéi da se radi o smjesi spojeva

(slika 3.), gdje za mnoge konstituente te smjese svojstva jos nisu poznata.'”
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Slika 3. HPLC kromatogram (A) vodenog ekstrakta kore QS i (B) djelomi¢no procis¢enog
ekstrakta (QuilA®). Preuzeto i prilagodeno prema ref. 19.

2.1.2. 0S-21

QS-21 je triterpenski glikozid, ¢ija je kompleksna struktura odredena masenom
spektrometrijom i NMR analizom spoja te njegovih fragmenata,'! kao i usporedbom s ostalim
saponinima sliéne strukture izoliranima iz drveta Quillaja saponaria.'? Struktura je naknadno
potvrdena 2-D NMR analizom i utvrdeno je da je triterpenska domena (Slika 2, crno)
glikozilirana na atomima C-3 i C-28. Dvije strukturne znacajke koje QS-21 saponin Cine
razli¢itim od saponina neke druge vrste biljaka su prisutnost kiralnog acilnog lanca (Slika 2,
plavo) 1 aldehidne skupine na poziciji C-4 triterpenske jezgre. Prirodni QS-21 sastoji se od
Cetiri glavne strukturne domene: razgranatog trisaharida, triterpenske jedinice, linearnog
oligosaharida i acilnog lanca.

Spoj je amfipatskog karaktera zbog prisutnosti hidrofobne 1 hidrofilne domene, a to su
triterpen, odnosno Secerne jedinice. Zbog tog svojstva QS-21 moze tvoriti micele veli¢ine do
35 A.9 Sklonost spoja da formira micele potaknula je istraZivanje aktivne forme spoja,
odnosno je li ona monomerna ili micelarna. Studijom na miSevima dokazano je da je

monomerna forma aktivna za koncentracije ispod kriti¢ne micelarne koncentracije.'?
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Izolacijom iz prirodnog materijala dobiva se smjesa dvaju izomera QS-21, od kojih jedan u
saharidnoj jedinici sadrzi ksilozu, a drugi apiozu, u omjeru QS-214pi:QS-21xy1= 2:1. Pokazalo
se da je aktivnost oba izomera jednaka, stoga nije potrebno njihovo odjeljivanje.

Iako je QS-21 mocan adjuvant, njegova Siroka uporaba ograni¢ena je nedostacima
poput relativno malog udjela u kori drveta,'* kemijske nestabilnosti'® i ograni¢enog raspona

primjenjivih koncentracija zbog toksi¢nosti.'®
2.2. Peptidna kemija

Proteini su najrasprostranjeniji organski spojevi u Zzivotinjskom svijetu i kao takvi
imaju vrlo vaznu ulogu u svim aspektima stani¢nih struktura i funkcija. Gradeni su od a-
aminokiselina povezanih amidnim, odnosno peptidnim vezama. Fizikalna i kemijska svojstva
proteina proizlaze iz sastavnih aminokiselina. NajvaZnija reakcija aminokiselina je tvorba
peptidnih veza, a budu¢i da aminokiseline sadrze amino-skupinu i karboksilnu skupinu izvrsni
su supstrati za tvorbu amidne veze. Nastali produkt se naziva dipeptidom jer se sastoji od
dviju aminokiselina, a nastala amidna veza naziva se peptidnom vezom (slika 4). Na sli¢an
nacin moguce je povezati viSe aminokiselina preko peptidne veze i dobiti ve¢i peptid. Dio
peptidne molekule koji zavrSava amonijevom skupinom (-NH3") naziva se N-krajem, a dio na
kojem je slobodna karboksilatna skupina (-COQO") naziva se C-krajem.!”

Razvoj peptidne kemije posebno je vazan za suvremeni Zivot jer su brojni sintetski
peptidi nasli primjenu u raznim industrijama poput prehrambene (aspartam kao umjetni
zasladivac) 1 farmaceutske (oksitocin, kalcitonin). Najvaznije metode za sintezu peptida su
sinteza u otopini (engl. solution phase synthesis, SPS) 1 sinteza na ¢vrstom nosacu (engl. solid
phase peptide synthesis, SPPS).!*

Totalna sinteza proteina naj¢eS¢e nije isplativ postupak, stoga se vazni proteini
dobivaju iz bioloskih izvora (npr. inzulin za dijabeti¢are dobiva se iz svinjske guSterace).
Razvitkom tehnike rekombinantne DNA poboljSana je kvaliteta 1 dostupnost peptidnih
lijekova. Upravo tom tehnikom moguce je izdvojiti genski kod za odredeni protein, umetnuti
ga u bakteriju i potaknuti je na proizvodnju tog proteina. Laboratorijska sinteza proteina je od
posebne vaznosti jer je mogucée dobiti peptid s izmijenjenim slijedom aminokiselina kojemu
se bioloska aktivnost razlikuje u usporedbi s prirodnim proteinom. Sintezu peptida potrebno
je osmisliti tako da se omoguéi nastajanje amidnih veza odredenih aminokiselina zeljenim

slijedom.
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:

Slika 4. Primjer nastajanja amidne veze

Metodu produljivanja lanca u otopini mozemo podijeliti u par koraka:
1) Zastita a-amino skupine i aktivacija a-karboksilne skupine jedne od aminokiselina te
zastita a-karboksilne skupine druge aminokiseline u reakciji.
2) Kondenzacija dviju zasti¢enih 1 aktiviranih aminokiselina uz pomo¢ kondenzacijskog
reagensa

3) Selektivno uklanjanje zastitnih skupina na C i N-kraju nastalog peptida.

Sinteza u otopini (SPS) obi¢no se primjenjuje za pripravu kracih peptida. S obzirom
da je nuzno provesti izolaciju 1 prociS¢avanje nakon svakog reakcijskog koraka, ova metoda
nije pogodna za sintezu peptida duljih od 5 aminokiselinskih jedinica. Dodatno, nakon svakog
koraka prociS¢avanja potrebno je potvrditi strukturu dobivenog peptida, Sto znacajno trosi
vrijeme, zbog ¢ega je za pripravu duzih peptida i proteina primjerenija metoda sinteze na
¢vrstoj fazi (SPPS), koja se moZze ujedno i automatizirati.

Sinteza peptida na ¢vrstoj fazi ima istu kemijsku logiku kao sinteza peptida u otopini,
ali kovalentno vezanje rastu¢eg peptidnog lanca na ¢vrstom nosacu (netopljiva polimerna
smola) omogucuje ispiranje nusprodukata, necistoca i suviska reagensa, Sto otklanja uvjet za

proc¢is¢avanjem nakon svakog provedenog koraka.1
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Metodu produljivanja lanca na ¢vrstoj fazi mozemo podijeliti u par koraka:

1) ZastiCena aminokiselina, €iji su o-amino skupina i bo¢ni lanac zaSti¢eni zaStitnom
skupinom, veZze se za Cvrsti nosa¢ karbamatnom vezom preko C-kraja.

2) Ukloni se a-amino zastitna skupina s aminokiseline vezane za nosac.

3) Kondenzacijska reakcija (uz pomo¢ kondenzacijskog reagensa) s drugom
aminokiselinom zaSti¢enom na N-kraju i istovremeno aktiviranom na C-kraju. U
ovom koraku dobiven je N-zasti¢eni dipeptid

4) Dipeptidu se uklanja zaStitna skupina na N-kraju te se dodaje nova aminokiselina za
kondenzacijsku reakciju. Taj proces se ponavlja do Zeljene duljine lanca.

5) Zeljenom peptidu uklanjaju se zastitna skupina na bo&nim ograncima aminokiselina i
zastitna skupina na N-kraju posljednje aminokiseline u nizu.

6) Posljednji korak ukljucuje kidanje veze izmedu peptida 1 ¢vrstog nosaca te eluaciju

peptida i njegovo procis¢avanje (obicno HPLC).

Cvrsti se nosac¢ sastoji od zrnaca polistirena u kojemu su neki aromatski prstenovi

derivatizirani klormetilnim skupinama (Merrifieldova smola, slika 5).

CH,CI

-%—CH—CHZ—CH—CHZ—CH—CHz %—

Slika 5. Merrifieldova smola (polimer).

Najveca razlika izmedu sinteze u otopini (SPS) i na ¢vrstoj fazi (SPPS) je ta Sto je
sinteza na ¢vrstoj fazi znatno brza, moze se koristiti za sintezu duzih peptida, pa ¢ak i manjih
proteina, koristi topljive reagense za provodenje reakcija, koje je lako ukloniti filtracijom i

sama metoda moze biti automatizirana.
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2.2.1. Zastitne skupine i aktivirajuci reagensi

Zastitne skupine se kovalentno vezu za neku reaktivnu funkcionalnu skupinu koju je
potrebno deaktivirati za vrijeme provodenja reakcije. Prije svega, uvodenje zastitne skupine
mora se odvijati u odredenim uvjetima kako bi reakcija zasStite bila optimalna (bez
nusreakcija), kako bi nastao Zeljeni produkt i kako bi iskoriStenje bilo Sto vece. Takoder,
nakon provodenja reakcijskog koraka potrebno je skupinu ukloniti, a da pritom ne dode do
nezeljenih reakcija ili uklanjanja drugih zaStitnih skupina koje nismo htjeli ukloniti. Buduéi
da aminokiseline sadrze amino i1 karboksilnu skupinu, obje skupine mogu reagirati. Upravo
zato postoje zastitne skupine koje su karakteristicne za oba kraja. Takoder postoje 1 zasStitne
skupine koje se koriste za zaStitu bo¢nih ogranaka kod aminokiselina koje imaju reaktivnu

skupinu u bo¢nom ogranku.

Tablica 1. Najcesc¢e koriStene zastitne skupine za a-karboksilnu kiselinu aminokiselina.

" - . - .. | Skupine koje su
le:stlyna Uvjeti uvodenja Uvjeti uklanjanja stabilne u
sKupa uvjetima

uklanjanja
t-BuOH, 4 mol/dm™ HC1/
: EDC, dioksanili Fmoc, Trt
DMAP TFA/ DCM
-Bu
’ FmOH, 20% piperidin/DCM Boc, Trt
O Nl EDC/DCM
Fm
AlIOH, py / DCM,
‘S_)‘ (COCl)2, DMF
W ili Pd(PPhs)s/ DCM Boc, Fmoc, Trt
All AllBr, KHCO3 /
DMF
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@Aﬁ

Bn

BnBr,
NaH / DMF

HF
ili Ho/Pd-C

Boc, Fmoc, Trt

Vrlo vazan korak u sintezi peptida je, naravno, i zaStita a-amino skupine. Pregled

najcesc¢e koristenih zaStitnih skupina za amino skupinu dan je u Tablici 2.

Tablica 2: Najcesc¢e koriStene zasStitne skupine za a-amino skupinu.

Skupine koje su

Zli‘gtif“a Uvjeti uvodenja Uvjeti uklanjanja S hilnen
B uvjetima
uklanjanja
20-50 % TFA/ DCM
o Boc,0, NaHCO3 /
O% 2 3 ili Fmoc, Trt
pIr dioksan
4 mol/dm™> HCI /
Boc dioksan
Otopina:
O Fmoc-OSu ili Fmoc- NH3/morfolin
i
Cl, NaHCOs/dioksan e Boc, Trt
3 SPSS:
O OJ& Piperidin/DMF
Fmoc
CBz-OSu ili CBz-Cl HBr/
e z-OSu ili CBz-Cl,
N : HOAcili Boc, Fmoc, Trt
0T NaHCO;3 / dioksan
H, / Pd-C
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1% TFA / DCM
O TrtCl, AgNO3 Fmoc
S== 0,2 % TFA,
O 1% H,O/DCM
Trt

2.2.2. Reakcije kondenzacije aminokiselina

Kondenzacijska reakcija je spajanje dviju aminokiselina u peptid, pri ¢emu nastaje
amidna (peptidna) veza. Da bi se takva reakcija dogodila, potrebno je aktivirati karbonilnu
skupinu aminokiseline na koju ¢e se vrSiti napad od strane amino skupine druge
aminokiseline. Takva aktivacija postize se uvodenjem elektron-odvlacece skupine, a to se radi
kako bi se povecala elektrofilnost karbonilnog ugljikovog atoma.!®

Kondenzacijski reagens takoder smanjuje ili sprjecava racemizaciju kiralnih centara.
NajceS¢e koriStena metoda u sintezi amidne veze je karbodiimidna metoda koja koristi
dicikloheksilkarbodiimid (DCC) ili diizopropilkarbodiimid (DIC) uz 1-hidroksibenzotriazol

(HOBt), 1-hidroksi-7-azabenzotriazola (HOAL) ili N-hidroksisukcinimida (HOSu) (Slika 6.).

HOBt HOAt HOSu

Slika 6. Strukturne formule kondenzacijskih reagensa DCC, DIC, HOBt, HOAt i HOSu

2.2.3. Desmuramil-dipeptid

Peptidoglikani su prirodni polimeri koji se nalaze u stanicnim stijenkama Gram-
negativnih 1 Gram-pozitivnih bakterija. Muramil-dipeptid (N-acetilmuramil-L-alanil-D-
izoglutamin) je najmanji dio bakterijskog peptidoglikana koji pokazuje adjuvantsku aktivnost.

Njegovi analozi bez N-acetilmuramilne podjedinice nazivaju se desmuramil-peptidi (slika 7).
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desmuramil-dipeptid

N-acetilglukozamin / \
o L-alanin D-izoglutamin
OH \’/ g

NH,

%
z
T
0

HO OH

O f
ZT
[T
(e]
Iz

laktilna poveznica

Slika 7. Struktura muramil-dipeptida

Upotreba MDP-a kao adjuvanta ogranicena je zbog toksi¢nosti, a osim toga, spoj je
pirogen 1 artritogen. Mehanizam djelovanja MDP-a i njegovih derivata nije potpuno
razjasnjen, ali poznato je da se peptidoglikani sastavljeni od vise polimera vezu za TLR (7oll-
like) receptore, a manji fragmenti na NOD — proteine (Nucleotide-binding oligomerization
domain). Pokazano je da N-acetil-D-glukozamin nije nuzan za imunoadjuvantsko djelovanje,
Stovise, zaklju€eno je kako se adjuvantska aktivnost MDP-a ne umanjuje ukoliko na Se¢ernom
dijelu nema anomerne hidroksilne skupine ili je zamijenjena o- ili B-metilnom skupinom.?°

Takoder, zamjena primarne hidroksilne skupine Secera na C-6 atomu ne utjeCe na
aktivnost, ali ako se kiralno srediSte na laktilnoj poveznici promijeni iz konfiguracije R- u S-,
gubi se adjuvantska aktivnost.?! Zamjena L-alanina s D-alaninom rezultira gubitkom
aktivnosti, ali zamjena s nekom drugom L-aminokiselinom ili glicinom ne utjece na aktivnost.
Sto se glutaminskog dijela ti¢e, bitno je da sadrzi D-konfiguraciju na aminokiselini te da
karboksilne skupine budu razdvojene s dva metilenska ugljika. Neki od derivata MDP-a su
murabutid, koji je siguran sintetski imunomodulator koriSten u cjepivima za humanu
upotrebu??, temurtid, koji je netoksi¢an i aktivan adjuvant dobiven zamjenom L-alanina s L-

treoninom (MDP(Thr))??, te muramil-tripeptid-fosfatidiletanolamin (MTP-PE), koji se koristi

u lijedenju osteosarkoma.??
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2.3. Kemija ugljikohidrata

Ugljikohidrati su vrlo rasirena grupa organskih spojeva u prirodi, koju sintetiziraju,
odnosno metaboliziraju sve biljke 1 zivotinje. Opcenito, ovisno o strukturi, razlikujemo
jednostavne Secere (monosaharide, disaharide) i slozenije Secere (oligo- i1 polisaharide).
Njihova svojstva su raznolika, a protezu se od skladi$nih svojstava (fotosintetski procesi
pretvorbe energije u ugljikohidrate u biljkama), pa do strukturnih svojstava (celuloza koja
daje ¢vrstocu biljkama, hitin koji daje tvrdo¢u oklopima kukaca). U razli¢itim industrijama
kemicari ugljikohidrate koriste u svrhu prerade istih u hranu, materijale itd.

Ugljikohidrati su polihidroksialdehidi, polihidroksiketoni ili spojevi koji u njih lako
hidroliziraju. Polihidroksialdehidi nazivaju se aldozama (ald- oznacava aldehidni dio, a —oza
Sec¢erni dio molekule), dok su polihidroksiketoni ketoze (ket- za keton, a —oza za Secer).
Monosaharidi su najjednostavniji ugljikohidrati koji ne mogu hidrolizirati u jednostavnije
spojeve (glukoza i fruktoza). Disaharid je Secer ¢ija molekula moZe hidrolizirati u dvije
molekule monosaharida (saharoza). Monosaharidi i disaharidi su dobro topljivi u vodi i imaju
karakteristiCan slatki okus. Polisaharidi se pojavljuju u prirodi kao wugljikohidratni
biopolimeri, od kojih su najpoznatiji Skrob i celuloza, koji su sastavljeni od molekula glukoze.
Skrob je polisaharid koji sluzi kao skladiste energije koja se u stanicama moze lako

osloboditi, a celuloza je glavna strukturna komponenta biljaka.?*

2.3.1. Reakcije na anomernom poloZaju — sinteza glikozida

Secerni acetali nazivaju se glikozidima, a njihova imena zavr$avaju sufiksom —ozid.
Primjerice, glikozid koji je izveden iz glukoze naziva se glukozid, a ukoliko je rije¢ o
Sestero¢lanom prstenu, naziva se glukopiranozidom. Opcenito, Secer Cije ime zavrSava
sufiksom —oza je reducirajuci, a ako zavrSava na —ozid je nereducirajuci.

Poznato je mnogo metoda sinteze glikozida, ali najces¢e koristene su neke od ove tri:
izravna metoda, imidatna metoda i Koenigs-Knorrova metoda. Izravna metoda sinteze
koristi se za pripravu glikozida s jednostavnim alkoholima (npr. metanolom, etanolom,
alilnim ili benzilnim alkoholom). Reakcija je katalizirana Lewisovom kiselinom, naj¢esce
BF3xOEt:. Kéenigs Knorrova metoda je najstarija od tri navedene, a ukljucuje kondenzaciju
halogenida sa spojevima koji sadrze OH skupine (najceSc¢e alkoholi ili saharidi). Reakcija se

odvija u prisutnosti Ag2COs3 ili AgOTf kao promotora. Ta reakcija se sve manje koristi jer
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zahtijeva upotrebu soli teskih metala kao promotora (Ag, Hg), ali je korisna za sintezu
glikozida s jednostavnim primarnim alkoholima te B-(1,6) disaharida.>> Imidatna metoda,
bazira se na selektivnoj aktivaciji anomernog ugljikovog atoma zastiCenih piranoza ili
furanoza uz trikloroacetonitril u baznim uvjetima. Izbor baze pritom definira hoce li nastati a-

ili B-trikloracetimidati. Najéescée je koristena metoda i Gesto spominjana kao najpouzdanija.?®

2.3.2. Reakcije hidroksilnih skupina

Kod Secera razlikujemo reakcije anomerne hidroksilne skupine i ostalih hidroksilnih
skupina. Reakcije na anomernom ugljikovom atomu ukljucuju formiranje ve¢ navedenih
acetala (glikozida) i1 hidrolizu istih, dok ostatak hidroksilnih skupina, slicno reakcijama s
alkoholima, podlijeZe reakcijama formiranja etera i estera.

Jednostavni Seceri imaju hemiacetalnu funkcijsku skupinu koja moze biti prevedena u

acetalnu skupinu s alkoholom uz prisutnost kiseline. Rezultat takve pretvorbe je glikozid

(slika 8).

OH

H H OH
H
-, CH5CH,OH H o
HO HO
»
HO - H HO H
OH H,S0O, H OH
H OH CHs
H SNG4
hemiacetal Etil a—D-glukopiranozid

Slika 8. Reakcija pretvorbe hemiacetala u glikozid

Nastanak glikozida sprjeCava mutorotaciju (,,zakljuava“ prsten) i glikozid viSe nije u
ravnoteZi sa svojom otvorenom formom te ga to Cini nereduciraju¢im Sec¢erom. Svi ovako
nastali acetali mogu hidrolizirati u kiselim uvjetima 1 vratiti se natrag u reaktante
(hemiacetal).

Zbog prisutnosti vise hidroksilnih skupina Seceri su dobro topljivi u vodi, a gotovo
netopljivi u organskim otapalima. Secere je tesko prekristalizirati iz vode jer tvore prezasi¢ene
sirupe konzistencije meda, ali pretvorbom hidroksilnih skupina u alkilne etere, Seceri se
ponasaju kao jednostavniji organski spojevi, koji se mogu procistiti metodom prekristalizacije

ili kromatografijom. Djelovanjem metil-jodida uz srebrov oksid na Secer njegove se
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hidroksilne skupine pretvaraju u metilne etere. Srebrov oksid u toj reakciji potice polarizaciju

veze C-Iu metil jodidu, pa ugljik postaje elektrofilniji (slika 9).

/\H‘ F 8 & &F B R

N \ \.. H )
' H—CrolAg——0—A9  —»  #o—cH, —» R—0—CH;
| H/ V' o

H
polarizirani metil-jodid eter

Secerna hidroksilna skupina

Slika 9. Mehanizam tvorbe metilnih etera uz srebrov(l) oksid i metil jodid.

(Preuzeto i prilagodeno prema ref. 27a)

Williamsonova sinteza mogla bi biti uobicajeni postupak za dobivanje etera, ali zbog jako
bazi¢nog alkoksidnog iona jednostavni Sefer bi se izomerizirao 1 raspao. Takoder,
Williamsonova sinteza nije selektivna. Zbog toga je Secer prvo potrebno pretvoriti u glikozid,

koji je kao acetal stabilan u bazi¢nim uvjetima (slika 10).

Slika 10. Reakcija tvorbe metiliranog ugljikohidrata iz metil-glikozida uz natrijev hidroksid 1

metil-jodid ili dimetil-sulfat.(Preuzeto i prilagodeno prema ref. 27b)

Seceri se pretvaraju u acetatne estere u reakciji Secera i acetanhidrida uz piridin kao
slabu bazu.?’® Sve hidroksilne skupine se acetiliraju, a anomerna veza C-O se ne cijepa pa je
stereokemija anomernog atoma ocuvana. Aciliranjem hidroksilnih skupina Se¢era dobivaju se

esteri koji se lako proc¢iscavaju kristalizacijom iz uobicajenih organskih otapala (slika 11).
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Slika 11. Tvorba acetatnih estera (preuzeto i prilagodeno prema ref. 27¢)

2.3.3. Reakcije oksidacije Secera

Jednako kako se aldehidi i ketoni mogu reducirati, tako se aldoze i1 ketoze mogu
reducirati u odgovarajuce poliole, koji se nazivaju Se¢ernim alkoholima ili alditolima. Takve
reakcije se najceS¢e izvode s natrijevim borhidridom ili hidrogeniranjem uz nikal kao
katalizator. Takoder, monosaharidi se mogu oksidirati s mnogim reagensima, a takvoj reakciji
lako podlijeze aldehidna skupina aldoza. Nekim se reagensim ¢ak moze i selektivno oksidirati
terminalna alkoholna skupina, -CH2OH, jer se radi o primarnom alkoholu.

Otopina broma u vodi oksidira aldehidnu skupinu aldoza u karboksilnu skupinu.
Pritom, ne djeluje na hidroksilne skupine Secera i ne oksidira ketoze. Reagens je dovoljno
kiseo da ne dolazi do epimerizacije ni pregradivanja Secera. U reakciji aldehida s vodenom
otopinom broma nastaju aldonske kiseline (glikonske kiseline), pa tako npr. glukoza prelazi u

glukonsku kiselinu (slika 12).

@) H
(@) OH
Br2 |
—_—
(|CHOH)n H,0 (CHOH),
aldoza aldonska kiselina

Slika 12. Reakcija oksidacije aldoze bromnom vodom.

Dusicna kiselina jaci je oksidans od otopine broma u vodi, pa ¢e uz aldehidnu skupinu
aldoze oksidirati 1 njenu terminalnu —CH>OH u karboksilnu skupinu. Nastala dikarboksilna

kiselina naziva se aldarnom kiselinom (glikarnom) (slika 13).
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CHO COOH
HNO;
(CHOH), —  » (CHOH),
CH,OH COOH
aldoza aldarna kiselina

Slika 13. Reakcija oksidacije aldoze dusi¢nom kiselinom.

Aldehidnu skupinu mozemo dokazati Tollensovim reagensom, pri ¢emu nastaju
karboksilatni ion 1 elementarno srebro, koje se izlucuje u obliku zrcala na unutarnjoj strani
epruvete. Tollensov reagens je bazian i nije moguée pomocu njega razlikovati aldoze i
ketoze jer se u reakcijskim uvjetima dogada endiolno pregradivanje; lancasti oblik ketoze
izomerizira u aldozu, koja daje pozitivni Tollensov test. Seéeri koji reduciraju Tollensov
reagens na opisani na¢in nazivaju se reduciraju¢im Seéerima.?’?

Glukuronska kiselina je karboksilna kiselina dobivena oksidacijom glukoze dusicnom
kiselinom. Dostupna je kao poluacetal, ali i u obliku laktona, ovisno o uvjetima u kojima je

dobivena. Zato je pri radu s glukuronskom kiselinom potrebno paziti jer u bilo kojem trenu

moze prelaziti iz jednog oblika u drugi (slika 14).

CHO

H——OH

HO——H -
H———OH
H————OH

COOH
\\\\\ OH

Ol
T

Slika 14. D-Glukuronska kiselina u otvorenoj formi(lijevo), kao hemiacetal(desno) i

kao lakton(dolje).
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

Otapala 1 reagensi koriSteni u svrhu izrade diplomskog rada analiticke su cistoce i
komercijalno su dostupni. Galakturonskakiselinamonohidrat (Sigma-Aldrich), acetanhidrid
(Ac20, Kemika), sumpornakiselina (H2SO4, Fluka), perklornakiselina (HClO4, Sigma-
Aldrich), metanol (MeOH, Fluka), etanol (EtOH, Kemika), kloroform (CHCls, Kemika),
toluen (Kemika), etil-acetat (EtOAc, Fluka), octenakiselina (HOAc, Kemika),
bezvodnimagnezijevsulfat (MgSQOa, Sigma- Aldrich), jod (I, Gram mol), heptan (Sigma-
Aldrich), diklormetan (DCM, Lach-Ner), oksalil-klorid ((COCI)),Sigma-Aldrich), N,N-
dimetilformamid (DMF, Sigma-Aldrich), alilnialkohol (ANIOH, Sigma-Aldrich), piridin (py,
Kemika), natrijevhidrogenkarbonat (NaHCO3, Gram mol), morfolin (Fluka), tetrahidrofuran
(THF, Sigma-Aldrich), klorovodi¢nakiselina (HCl, Kemika), petroleter (PE, Fluka),
trikloroacetonitril (CCI3CN, Fluka), cezijevkarbonat (Cs2COs, Sigma-Aldrich), heksan
(Kemika), QuilA® (Sigma-Aldrich), dietil-eter (Fluka), aktivniugljen (Kemika), alil-bromid
(AllBr, Sigma-Aldrich), kalijevhidrogenkarbonat (KHCOs, Sigma-Aldrich), natrijevklorid
(NaCl, Kemika), benzilnialkohol (BnOH, Fluka), borovtrifluoriddietileterat (BF3xOEt,,
Sigma- Aldrich), N-(tert-butoksikarbonil)-L-alanin-sukcinimidni ester (Boc-L-Ala-Osu,
Sigma- Aldrich), di-tert-butil-dikarbonat (Boc2O, Fluka), amonijevhidrogenkarbonat
(NH4HCOs, Fluka), trifluoroctenakiselina (TFA, Sigma-Aldrich), benzen (Sigma-Aldrich), N-
(tert-butoksikarbonil)-glicin (Boc-Gly-OH, Fluka), 1-hidroksibenzotriazol (HOBt, Fluka),
(benzotriazol-1-iloksi)-tris-(dimetilamino)fosfonijevheksafluorofosfat (BOP, Sigma-Aldrich),
trietilamin (TEA, Fluka), dioksan (Kemika). KoriStena suha otapala pripremljena su
standardnim literaturnim metodama. *®

Pripravljeni spojevi okarakterizirani su infracrvenom spektroskopijom (IR) te
spektroskopijom nuklearne magnetske rezonancije (NMR). Za snimanje IR spektara uzorci su
pripremljeni u obliku KBr pastile (omjer KBr/uzorak 100:1). Koristen je instrument Perkin
Elmer FT-IR C89391. 'H i'*C (DEPT-Q) NMR spektri snimljeni su na Bruke Avance III HD
spektrometru pri 400 MHz (‘H) odnosno 100 MHz ('3C) u navedenim deuteriranim

otapalima. Kao unutarnji standard koriSten je tetrametilsilan (TMS) prema kojem su izrazeni
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kemijski pomaci u ppm. TaliSte je odredeno instrumentom Biichi Meltin point B-450 u
otvorenim kapilarama. Opticko skretanje odredeno je instrumentom Schmidt+ Haensch

Polartronic NHS.
3.2. Saharidni prekursor

3.2.1. Sinteza 1,2,3,4-tetra-O-acetil-o-D-galaktopiranozne kiseline (1)

U okrugloj tikvici pomijesani su acetanhidrid (30 mL, 0,32 mol) i 70%-tna perklorna kiselina
(195 pL, 3,2 mmol). Otopina je mijeSana na magnetskoj mjesalici pri 0 °C te joj je dodavana
D-galakturonska kiselina monohidrat (4,67 g, 24 mmol) u malim obrocima. Reakcija je
mijeSana pri 0 °C 30 minuta, a zatim pri sobnoj temperaturijo$ 3 h. Reakcija je pracena TLC-
om u sustavu toluen/etanol/etil-acetat/octenakiselina = 4:2:2:1. Polaganim dodatkom
metanola (6 mL) pri 0 °C, reakcija je prekinuta, a 30 minuta nakon toga je reakcijska smjesa
dodana u 60 mL ledene vode. Provedena je ekstrakcija, pri ¢emu se vodeni sloj ekstrahirao
kloroformom (3X10 mL). Organski ekstrakti spojeni su, prani ledenom vodom (3X5 mL),
zatim osuSeni na bezvodnom MgSQOs, profiltrirani 1 upareni na rotacijskom uparivacu uz
snizeni tlak. Dobiveni talog je prekristaliziran iz smjese etil-acetat/heptan. Dobiveno je 6,3 g
(73%) produkta 1 u obliku bijele krutine. Karakterizacija spoja slaze se s podacima u

literaturi.?’

Rf= 0,63 (toluen/etanol/etil-acetat/octena kiselina, 4:2:2:1).

Taliste = 171-173 °C (raspad)
[o] B°=+57.5°

IR (¥/cm’!, KBr) : 3285 (OH), 2944 (C-H), 1754 (C=0), 1222 (C-O).
'H NMR (8/ppm ,CDCl3): 7,90 (s, 1H, OH), 6,50 (d, 1H, J = 3,1 Hz, H-1), 5,86 (t, 1H, J=2,1

Hz, H-4), 5,40-5,38 (m, 2H, H-2,3), 4,79 (d, 1H, J=1,5 Hz, H-5), 2,02, 2,03, 2,10, 2,17 (4 s,
12H, 4XOAc).
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13C NMR (8/ppm,CDCls): 170,3, 170,1, 169,0 (4XCH3CO), 168,9 (C6), 89,4 (C1), 70,6, 68,5,
67,1, 66,0 (C2-C5), 20,9, 20,7, 20,6 (4xCH;CO).

3.2.2. Sinteza alilnog estera 1,2,3,4-tetra-O-acetil-a-D-galaktopiranozne kiseline(2)

U tikvici od 25 mL u 10 mL suhog DMF-a (2,4 mL/mmol kiseline) otopljena je 1,2,3,4-tetra-
O-acetil-a-D-galaktopiranozna kiselina (1) (1,46 g, 4 mmol). U smjesu je dodana kataliticka
koli¢ina Nal, koji je prethodno zagrijan i posusSen na vakuumu, kako bi se potpuno uklonili
tragovi vlage. Na kraju su dodani baza KHCO;3 (883mg, 10mmol) i alil-bromid (690uL,
8mmol, 2ekv.) Reakcija je provedena u atmosferi argona te je ostavljena na magnetskoj
mjesalici preko no¢i. Tijek reakcije pracenje TLC-om u sustavu toluen/etanol/etil-
acetat/octena kiselina = 4:2:2:1. Reakcijskoj smjesi dodan je etil-acetat (10 mL) i voda (30
mL) te je prenesena u lijevak za odjeljivanje. Nakon muckanja i odvajanja slojeva, organski
sloj pran je s vodom (3X30mL) te na kraju zasicenom otopinom NaCl (30mL). Organski
ekstrakt posusen je na bezvodnom Na,COs3 1 uparen. Produkt je proc¢is¢en kromatografijom na
stupcu silikagela(1,5%30cm), u sustavu etil-acetat/petroleter = 1:1. Dobiveno je 1,47 g (90%)
produkta 2 u obliku bezbojnog ulja.

Rr= 0,86 (toluen/etanol/etil-acetat/octena kiselina = 4:2:2:1)
IR (¥/cm’!, KBr) : 2974 (=CH), 1738 (C=0), 1370 (CHs).

'H NMR (6/ppm,CDCls): 6,52-6,51 (m,1H,H-1), 5,92-5,82 (m,2H,CH(AIl), CH), 5,39(m, 2H,
CHa, H-2,3), 5,37-5,27 (m, 2H, CHa, All), 4,76 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-5), 4,70-4,60 (m, 2H,
CHa, All), 2,15, 2,10, 2,02, 2,01 (4s, 12H, 4XOAc).

13C NMR (8/ppm,CDCls): 170,3, 169,5, 168,4 (4xCHsCO), 165,9 (C6), 132,0 (C-H, All),
120,2 (=CHa), 89,6 (Cl), 70,2, 68,7, 67,1 (C3-C5), 66,7 (CHa), 66,1 (C2), 20,9, 20,7, 20,6
(4xCH;5CO).
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3.2.3. Sinteza alilnog estera 2,3,4-tetra-O-acetil-o-D-galaktopiranozne kiseline (3)

Alilni ester 1,2,3,4-tetra-O-acetil-a-D-galaktopiranoznekiseline (2) (1,37 g, 3,4 mmol)
otopljen je u THF-u (3,5 mL) te je smjesi dodan morfolin (445 pL, 5,1 mmol, 1,5 ekv.).
Reakcijska smjesa je mijeSana na magnetskoj mjesalici 1 h pri sobnoj temperaturi. Reakcija je
pracena TLC-om u sustavu etil-acetat/petroleter = 1:1. Produkt (3) je ekstrahiran etil-acetatom
(60 mL), a ekstrakt pran s HC1(20mL), H O (20mL), NaHCO3(20mL). Organski ekstrakt je
posusen na bezvodnom MgSOs i uparen na rotacijskom uparivacu uz snizeni tlak. Produkt je
procis¢en kromatografijom na stupcu silikagela u sustavu otapala etil-acetat/petroleter = 7:3.

Dobiveno je 0,7 g (57%) produkta 3 u obliku zZutog ulja.

R¢=0,30 (etil-acetat/petroleter = 7:3).

"H NMR (6/ppm ,CDCl5):

a — anomer: 5,66 (d, 1H, J = 3,7 Hz, H-1), 4,91 (d, 1H, J = 4,6 Hz, H-5).

B —anomer: 5,76 — 5,74 (m, 1H, H-4), 4,93 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-5).

smjesa anomera: 2,11, 2,10, 2,09 (3s, 6H, 2X0Ac), 2,01, 2,00 (2s, 3H, OAc).

3.2.4. Sinteza alilnog estera 1-O-trikloacetimidat-2,3,4-tri-O-acetil-o-D-galaktopiranozne
kiseline (4)

U suhom DCM-u (10 mL) otopljen je hemiacetal (3) (772 mg, 2,14 mmol, 1 ekv.). Otopini je
zatim dodan trikloracetonitril (2,14 mL, 21,4 mmol, 10 ekv.) i cezijev karbonat (529 mg, 1,5
mmol, 0,7 ekv.). Reakcijska smjesa je mijeSana preko no¢i na magnetskoj mjesalici u
atmosferi inertnog argona pri sobnoj temperaturi. Reakcijska smjesa je profiltrirana preko
filter papira 1 potom uparena na rotacijskom uparivacu pod snizenim tlakom. Produkt je
proc¢is¢en kromatografijom na stupcu silikagela u sustavu otapala etil-acetat/petroleter = 1:3.

Dobiveno je 660 mg (61 %) Cistog spoja 3 u obliku bezbojnog ulja.

Rs= 0,30 (etil-acetat/petroleter = 1:1)
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'H NMR (8/ppm,CDCLs): 6,65 (d, 1H, J = 3,4 Hz, H-1-a), 6,59 (d, 1H, J = 4,8 Hz, H-1-p),
5,92 — 5,84 (m, 2H, CH(AIl), CH), 5,50-5,14 (m, 2H, CHa(All), 2 CH), 4,83 (d, 1H, J = 1,4
Hz, H-5), 4,80-4,60 (m, 2H, CHa, All), 2,11 (s, 3H, OAc), 2,01 (s, 6H, 2XOAc).

13C NMR (6/ppm,CDCL): 171,2 (CCls), 168,7, 165,7, 161,7 (3xCHsCO), 131,0 (C-H, All),
120,1 (CHa, All), 119,0 (C=NH), 92,4 (Cl), 70,8, 68.5, 67,1, 65,6 (4xCHsCO), 66,5 (CHa,
All).

3.3. Triterpenski prekursor

3.3.1. Izolacija Quillaja kiseline (5)

U okruglu tikvicu od 250 mL opremljenu s povratnim hladilom dodana je smjesa saponina-
liofilizirani ekstrakt kore QS (3.52 g). Ekstrakt je otopljen u 20 mL otopine EtOH/H>0O, a
zatim je dodan KOH (2,92g, 51,9 mmol) i smjesa je zagrijavana preko no¢i na uljnoj kupelji
(75 °C). Smjesa je idu¢i dan uparena na rotacijskom uparivacu do suha, a zatim prociS¢ena
kromatografijom na  stupcu  silikagela u  sustavu  A/CHCI;/MeOH=2/2,5/1
(A=CH3ClI/MeOH/H,0/AcOH = 15/9/2/1). Spojene frakcije koje sadrze Cisti spoj uparene su
na rotacijskom uparivacu pod snizenim tlakom. Dobiveno je 1,55 g (60%) spoja 5 u obliku

bijelog praha.

Re= 0,40 (A/CHCl3/MeOH = 2/2,5/1)

'H NMR (6/ppm,CDCls): 9,35 (s, 1H, CHO), 5,39 (t, 1H, J =3,4 Hz, H-12), 5,03(m, 1H, CH),
4,45 (t, 1H, J=3,5 Hz, H-16), 3,77-3,74 (m, 1H, H-3), 3,65-3,58 (m, 1H, OH), 3,06-3,01 (m,
1H, H-18), 2,15 (t, 1H, J = 13,9 Hz), 1,37, 1,25, 1,05, 0,99, 0,90, 0,80 (6s, 18H, 6xCHj)

3.3.2. Sinteza trietilsilil (TES) zasticene Quillaja kiseline (6)

U Schlenkovoj tikvici otopljena je Quillaja kiselina § u DCM-u (1 mL). Dodan je toluen 1
cijela smjesa je uparena do suha, kako bi se osigurali suhi uvjeti. Zatim je dodan piridin (5
mL, veliki suvisak) i TESOTf (120uL, 0,5 mmol, 5 ekv.) sve pod argonom. Pri dodavanju,
Schlenkova tikvica je cijelo vrijeme bila uronjena u led. Nakon dodavanja, reakcija se

nastavila na sobnoj temperaturi 2 dana. Reakcijska smjesa je ekstrahirana u 8 mL H>O s
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EtOAc (3x8mL), a zatim je osuSena na NaySOs 1 uparena. U zadnjem koraku smjesa je
procis¢ena kromatografijom na silikagelu u sustavu PE:aceton = 10:1, te je dobiveno 24 mg

(19%) ¢iste bijele krutine.

'H NMR (8/ppm,CDCls): 9,26 (s, 1H, CHO), 7,32-7,22 (m, 10H, Ar), 5,45-5,35 (m, 1H, H-
12), 4,70 (1H, J = 11,4 Hz, CHa, Bn),3,55-3,52 (m, 1H, H-3), 3,08-3,02 (m,1H,H-18), 2,21 (t,
1H, J = 13,6 Hz), 1,92-0,89 (m, 21H), 1,36, 1,13, 0,99, 0,95, 0,91, 0,72 (6s, 18H,6xCH3)

3C NMR (6/ppm,CDCls): 207,2, 198,9, 176,2, 1432, 138,8, 133,2, 129,6, 128,2, 127,7,
127.6, 127.,5, 127,3, 122,4, 118,2, 83,5, 80,0, 71,9, 70,5, 65,3, 55,2, 49,0, 48,2, 46,8, 46,4,
41,6, 40,6, 40,0, 38,1, 36,3, 35,3, 32,9, 32.5, 32,0, 28,8, 26,0, 24,5, 23,6, 22,0, 20,5, 1,2, 15,8,
10,1

3.3.3. Sinteza benzilnog estera trietilsilil (TES) zasticene Quillaja kiseline (7)

U okrugloj tikvici od 50 mL otopljena je zasti¢ena Quillaja kiselina 6 (100 mg, 0,05 mmol) u
suhom DCM-u (5 mL). Zatim su dodani DMAP (12,4 mg, 0.06 mmol, 1,2 ekv.), benzilni
alkohol (52pL, 0,5 mmol, 10 ekv.) i DCC (1,22 mg, 0.06 mmol, 1,2 ekv.). Tijek reakcije
pracen je TLC-om u sustavu PE/EA = 6:1. Sirovi produkt, dobiven susenjem i uklanjanjem
otapala na rotacijskom uparivacu, procis¢en je kromatografijom na stupcu silikagela u sustavu
otapala etil-acetat/petroleter = 1:6. Dobiveno je 70 mg (67%) Cistog spoja u obliku bijele
krutine.

Rr= 0,3 (petroleter / etil-acetat = 2:1)

IR (¥/cm™!, KBr): 2972 (=CH), 1742 (C=0), 1370 (CH3).

"H NMR (6/ppm,CDCls): 9,41 (s, 1H, CHO), 5,40 (t, 1H, J=3,5 Hz, H-12), 5,33-5,27, 5,03(m,
1H, CH),4,70 (1H, J = 11,4 Hz, CHa, Bn), 4,55-4,52 (m, 1H, H-16), 3,80-3,76 (m, 1H, H-3),

3,06 (dd, 1H, J=4,4 Hz, H-18), 2,17 (t, 1H, J=13,5 Hz), 1,94-0,99 (m, 21H), 1,36, 1,08, 0,98,
0,96, 0,91, 0,77 (6s, 18H, 6xCHs)
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3.4. Peptidni prekursor

3.4.1. Sinteza Boc-Gly-L-Ala-D-Glu(OBn)-NH> (8)

U okruglu tikvicu (50 mL) dodan je zasti¢eni dipeptid Boc-L-Ala-D-Glu(OBn)-NH> (204mg,
0,5 mmol), otopljen u diklormetanu (4 mL). Dodana je TFA (1 mL). Smjesa je mijeSana 2 h
na magnetskoj mjesalici pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je otapalo upareno, tragovi TFA
uklonjen 1 uparavanjem s benzenom (3%5 mL), a sirovi produkt potom otopljen u 5 mL suhog
diklormetana. Smjesi je dodan Boc-Gly-OH (111 mg, 0,6 mmol, 1,2ekv.), te je smjesa
ohladena na 0 °C, a zatim su dodani jos§ i reagensi HOBt (94 mg, 0,61mmol, 1,2 ekv), BOP
(325 mg, 0,73 mmol, 1,4 ekv) i TEA (350 pL, 2,5 mmol, 5 ekv.). Smjesa je ostavljena na
magnetskoj mjeSalici pri sobnoj temperaturi preko vikenda. Reakcija je pra¢ena TLC-om u
sustavu kloroform:metanol = 5:1. Produkt je ekstrahiran s etil-acetatom (100 mL), a ekstrakt
pran redom s: otopinom limunske kiseline (10%, 2X50mL), zasi¢enom otopinom NaHCO3
(2x50mL) 1 zasi¢enom otopinom NaCl (2X50mL), te je susen na bezvodnom Na»SOs,
profiltrirani uparen na rotacijskom uparivacu. Produkt je pro¢is¢en kromatografijom na stupcu
silikegela u sustavu kloroform/metanol = 5:1, te je dobiveno 162 mg (79%) Cistog dipeptida u
obliku bijele krutine.

R¢= 0,52 (kloroform:metanol = 5:1)

'"H NMR (0/ppm,CDCl): 7,36-7,31 (m,5H, Ar), 5,10 (m, 2H, CH>, Bn), 4,55-4,43 (m, 2H,
2xCH), 3,87-3,72 (m, 2H, CHa, Gly), 2,57-2,14 (m, 4H, 2XCHa, isoGlu), 1,42 (s,9H, Boc),
1,34 (d, 3H, J = 7,0 Hz, CH3, Ala).

13C NMR (/ppm, CDCls): 174,0, 173,4, 173,0, 170,2 (4xCO), 155,4 (CONH,), 135,6 (C,
Ar), 128,7, 128,6, 128,4 (CH, Ar), 80,4 (C,Boc), 66,9 (CHa, Bn), 52,7 (CH, Glu), 49,3 (CH,
Ala), 44,3 (CH,, Gly), 30,7, 27,0 (2XCHa, Glu), 28,4 (CHs, Boc), 18,2 (CHs, Ala).
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3.5. Povezivanje prekursora

3.5.1. Pokusaj sinteze konjugata galakturonske kiseline (4) i Quillaja kiseline (7)

Za ovu reakciju koriStena je Schlenkova tikvica spojena na liniju s argonom/vakuumom kako
bi se osigurali bezvodni uvjeti. Prije provodenja reakcije vakuumirana tikvica suSena je
plamenom i potom ohladena u atmosferi argona. U tikvicu su stavljeni spoj 7, prethodno
zasticen trietilsililnim skupinama (52 mg, 0,025 mmol, 1 ekv) i imidat 4 (50 mg, 0,115 mmol,
4,6 ekv), otopljeni su u suhom benzenu (3 mL) i ostavljeni preko no¢i na vakuumu uz
mijesanje kako bi se tragovi vlage uklonili kao azeotrop s benzenom. Tako osuSeni reaktanti
otopljeni su u suhom DCM (1,1 mL) pod atmosferom argona, te je tikvica uronjena u smjesu
aceton/suhi led na -78 °C. U tim uvjetima, smjesi je dodan BF;xOEt; (3,8 pL, 0,03 mmol, 1,2
ekv.) 1 reakcija je vodena 3 h uz pracenje TLC-om u sustavu petroleter:etil-acetat = 6:1.
Reakcija je prekinuta dodatkom 1 kapi TEA kad je TLC-om utvrden nestanak pocetnih
spojeva. Nakon pokusaja proc¢iS¢avanja spoja kromatografijom na stupcu silikagela, utvrdeno
je da nije nastao zeljeni produkt, ve¢ smjesa veéeg broja produkata koje nije bilo moguce

odijeliti standardnom kromatografijom.
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Uvod

Struktura ciljne molekule predlozena je na cinjenici da su Quillaja saponini i
desmuramil-dipeptidi klase spojeva koje same po sebi posjeduju imunoadjuvantsku aktivnost,
ali kao takve imaju odredene nedostatke. Konjugacijom istih otvara se potencijal stvaranja
sinergistickog utjecaja na porast imunoadjuvantske aktivnosti. Dodamo li takvoj strukturi jos i
Secerni dio, znatno povecavamo topljivost takve velike molekule u vodi.

Sinteza ciljne molekule planirana je iz tri osnovna prekursora. Prvi prekursor je
triterpenska karboksilna kiselina koja nosi razgranati trisaharid. Drugi prekursor je
desmuramil-dipeptid, peptid ¢ija je sinteza veé poznata.’® Treéi i zadnji prekursor sluzi kao
poveznica izmedu prva dva, a radi se o acetiliranoj D-galakturonskoj kiselini koja predstavlja
saharidnu komponentu.

Triterpenski prekursor pripravljen je izolacijom i kromatografskim prociS¢avanjem iz
komercijalno dostupnog ekstrakta kore drveta Quillaja saponaria (QuilA®). Hidrolizom u
baznim uvjetima izoliran je spoj 5 (prikazano slikom 21.), ¢ije su hidroksilne skupine
zasticene trietilsililnim (TES) zaStitnim skupinama te je dobiven spoj 6 (prikazano slikom
22.). Karboksilna skupina na Se¢ernoj komponenti kemoselektivno je zasti¢ena benzilnom
skupinom 1 na taj nacin je dobiven spoj 7 (prikazano slikom 23.).

Peptidni prekursor dobiven je kondenzacijom odgovaraju¢ih aminokiselina, ¢ije su
skupine koje ne sudjeluju u reakciji blokirane odgovaraju¢im zastitnim skupinama. Provedena
je kondenzacija y-benzil-D-glutaminske kiseline i Boc-Ala-OSu, nakon ¢ega je y-karboksilna
skupina glutamata prevedena u amid. Uklanjanjem Boc zaStite s N-kraja dipeptida i
kondenzacijom s Boc-Gly-OH dobiven je odgovarajuci potpuno zasti¢eni tripeptid 8.

Saharidni prekursor pripravljen je uvodenjem acetatnih zaStitnih skupina nabD-
galakturonsku kiselinu (spoj 1, prikazano slikom 26.), a zatim uvodenjem alilne zaStitne
skupine na karboksilnu skupinu tako dobivenog spoja (2, prikazano slikom 26.). Zadnji korak
je bio selektivno uklanjanje acetatne zastitne skupine s anomernog ugljikovog atoma (spoj 3,

prikazano slikom 27.) i prevodenje u imidat (4, prikazano slikom 27.).
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4.2. Dizajn ciljne molekule

Ciljna molekula sastoji se od tri glavne podjedinice, a to su: razgranati trisaharid,

srediS$nji triterpen 1 acilni lanac (slika 15).

linearni oligosaharid ‘
esterske veze

moZe se skratiti uz zadrzavanje zamjenjive

adjuvantske aktivnosti amidnim
najveca aktivnost — 3 jedinice

najmanja toksicnost — 1 jedinica

R = apioza ili ksiloza RM

o H8 acilni lanac
HO/WOH 5 Saharidom moze se pojednostaviti
HO OH o . lzosti:lcke uvodenje:
HO OH \ 7 strukture neutralne skupine — nema promjene
- I\d i / (galaktozom)  (-) nabijene skupine — aktivnost raste
HO' alaehi + ij kupine — akti t
noebayazam C16-hidroksi (+) nabijene skupine — aktivnost pada

. L skupina bitna
cijela podjedinica -

neobavezna ‘ triterpenska jedinica ‘ acilni lanac ‘

‘ razgranatitrisaharid ‘

Slika 15. Utjecaj strukturnih komponenata na imunoadjuvantsku aktivnost QS-21.

Za QS-21 1 njegove analoge, prisutnost domene s razgranatim trisaharidom naizgled

nema znacajan utejcaj na imunostimulatornu aktivnost.’!

Medutim, razgranati trisaharid utjece
na topljivost spoja u vodi, na na¢in da omogucuje dodatnu funkcionalizaciju preko OH
skupina. Tako ¢e spoj biti bitno topljiviji u vodi kad sadrzi navedenu trisaharidnu domenu. Iz
navedenih razloga, ova domena zadrzana je u kona¢nom spoju. Prvi Secer u saharidnom
lancu, D-fukoza, koji je povezan glikozidnom vezom s triterpenskim dijelom saponina kvilaje

vrlo je vazan za smjer 1 intenzitet imunoloskog odgovora. Pokazalo se da je moguce D-fukozu

zamijeniti konfiguracijski jednakom jedinicom, npr. D-galaktozom, a da se aktivnost zadrzi. 3
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OH OH OH OH

CH COOH
HO HO HO
OH —OH OH —OH OH OH
a b c

Slika 16. Strukturne formule (a) D-fukoze, (b) D-galaktoze, (¢) D-galakturonske kiseline.

Sredisnji, triterpenski dio, kao $to je ve¢ opisano u poglavlju 2.1.2, vrlo je bitan za
aktivnost 1 sluzi kao poveznica za razgranati trisaharid i acilnu skupinu. Na slici 15. nalazi se
oligosaharid koji je zbog jednostavnosti u ciljnoj molekuli skra¢en u monosaharid, Sto u
konacnici rezultira smanjenjem toksiCnosti, ali i1 aktivnosti. Na taj monosaharid, D-
galakturonske kiseline, uvedene su acetilne skupine radi boljeg usmjerenja imunoloskog
odgovora (poglavlje 2.1). Takoder, galakturonska kiselina ima COOH skupinu (slika 16.) koja
omogucuje daljnju funkcionalizaiju, tj. vezanje peptidnog dijela amidnom vezom.

Poveznica Seferne komponente i desmuramil-dipeptida vazna je za adjuvantsku
aktivnost. Glicin je dobra poveznica u ovom slu¢aju jer nema kiralno srediSte, a moze stvoriti
stabilne amidne veze s D-galakturonskom kiselinom s jedne strane 1 s desmuramil-dipeptidom
s druge strane. Za razliku od laktata nije kiralan, a osim toga vezan je amidnom, a ne
esterskom vezom, zbog Cega je otporniji na hidrolizu. Takoder, literaturno je pokazano da
glicinska poveznica, kao strukturni analog glikolilne poveznice, djeluje povoljno na
adjuvantska svojstva desmuramil-dipeptida i njegovih derivata.’> Takoder, poznato je da
lipofilni supstituenti vezani za N-kraj desmuramil-dipeptida pojacavaju njegovo imunolosko
djelovanje i umanjuju njegovu toksicnost, Sto se zapravo i ocekuje od ciljne molekule 1
(poglavlje 2.2.3).

Na drugom kraju spoja, nalazi se desmuramil-dipeptid, koji je analog bakterijskog
peptidoglikana muramil-dipeptida i kao zasebna jedinica pokazuje adjuvantsku aktivnost.

(poglavlje 2.2.3).
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4.3. Retrosintetska analiza

HO

HO

O
Quil-A® N e on

16 17

Slika 17. Retrosintetska analiza ciljne molekule 1.
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4.4. Sinteza

4.4.1. Triterpenski prekursor

Svi saponini sadrzani u kori drveta QS sadrze isti sredi$nji dio — triterpen. Dakle, hidrolizom
komercijalno dostupnog djelomi¢no procis¢enog ekstrakta (QuilA®) dobiti ¢emo smjesu
spojeva Cija je zajedniCka struktura triterpenska karboksilna kiselina i to nam daje odli¢nu,
pristupacnu polaznu tocku. Ovisno o tome provodi li se hidroliza u kiselim ili bazi¢nim

uvjetima, moguce je izolirati triterpen bez ili s razgranatim trisaharidom (slika 18).

18

Slika 18. Sinteza triterpenskih prekursora 51 18.
(a) 1.) KOH, H,O/EtOH, 80 °C, 2.) Proc¢is¢avanje kromatografijom;
(b) 1.) SM HCI, refluks, 2.) Soxhlet ekstrakcija, 3.) Proc¢i§¢avanje kromatografijom;

Hidroliza je provedena u baznim uvjetima u otopini KOH u EtOH/H>0O uz zagrijavanje na
uljnoj kupelji preko noéi. U iduéem koraku smjesa je uparena, i potom prociS¢ena
kromatografijom na stupcu silikagela. Tako je dobiven Ccisti produkt 5 u 60%-tnom
iskoristenju, $to je u skladu s literaturnim podacima.**

Izolirani produkt 5 sadrzi sadrzi hidroksilne i karboksilne funkcijske skupine koje je
potrebno zastititi kako bi se mogli provesti daljnji koraci. Ukupno devet hidroksilnih skupina

zasti¢eno je TES zastitnim skupinama uz TESOTT i piridin kao slabu bazu. Ovdje je piridin
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ujedno koristen i kao otapalo, u velikom je suvisku kako bi se osiguralo da su uvjeti u svakom
trenutku bazicni, jer kiseli uvjeti mogu dovesti do hidrolize glikozidnih veza. Spoj 6 dobiven
je u iskoristenju od 19% u obliku bijele krutine, §to odgovara literaturnim podacima (slika

19).3¢

HOOC

HO 0 HO
Pod—_ "o

Slika 19. Uvodenje TES zaStitnih skupina na hidroksilne skupine.
(a) TESOTHT, Py, 25 °C.

Slika 20. Uvodenje benzilne zastitne skupine na karboksilnu skupinu.

(2) BnOH, DCC, DMAP.

Benzilna zastitna skupina odabrana je za zaStitu karboksilne skupine na Secernoj
komponenti. Reakcija je kemoselektivna i1 odvija se u visokom iskoriStenju jer je ta
karboksilna skupina reaktivnija, te je dobiven je spoj 7 u iskoriStenju od 67%, Sto se podudara
sa sintezom iz literature (slika 20).3* Benzilnu skupinu moguée je kasnije ukloniti
hidrogeniranjem uz paladij kao katalizator bez naruSavanja strukture (dvostruka veza

triterpenskog dijela neée se hidrogenirati).*>
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4.4.2. Peptidni prekursor

Ciljni tripeptid 12 (slika 17.) sintetiziran je iz tri aminokiseline — D-glutaminske
kiseline (17, slika 21.), L-alanina (16, , slika 21.) i1 glicina (14, , slika 17.). U prvom koraku
zaSticena je karboksilna skupina na bo¢nom ogranku D-glutaminske kiseline na nacin da je
kiselina prevedena u benzilni ester 20 (slika 21a). Reakcija je provedena uz benzilni alkohol i
borov trifluorid dietil-eterat(BF3;xOEty).

Iduca reakcija je kondenzacija estera (20) 1 L-alanina(16) (slika 21b). Koristeni alanin
u ovoj reakciji zaSti¢en je Boc zastitnom skupinom na amino kraju i aktiviran je OSu
skupinom (sukcinimidni ester) na a-karboksilnoj skupini. Dobiveni dipeptid (21) dobiven je
u iskoriStenju od 60% nakon procis¢avanja kromatografijom na stupcu silikagela.
a-Karboksilna kiselina desmuramil dipeptida prevedena je u amidnu skupinu u reakciji Boc-
L-Ala-D-Glu(OBn)-OH (21) s NH4sHCOs3, Boc2O 1 piridinom, te je dobiven dipeptid Boc-L-
Ala-D-GIn(OBn)-NH> (22) (slika 21c¢).

o 05y -OH o O N
Oy -OH a Ox-OH b ¢ BocHN._JL OBn
BocHN._JL OBn <N
H OH — oBn  ——» TN I > : o
0 0
17 20 21 22

Slika 21. Sinteza peptidnog prekursora, prvi dio:
(a) BnOH, BF3xOEt; (b) Boc-L-Ala-OSu, TEA/THF;
(c) Boc2O,NH4HCO3, py/dioksan

Pripravljeni dipeptid ima zastiCen amino kraj s Boc zaStitnom skupinom koja se mora
ukloniti prije kondenzacije s glicinom. Uklanjanje Boc zastite provedeno je uz trifluoroctenu
kiselinu (TFA) pri ¢emu je nastala TFA sol dipeptida 23 (slika 22a).%

U konacnici je dipeptid 23 kondenziran s Boc-Gly-OH uz BOP, HOBt i TEA, zatim
ekstrahiran 1 na kraju prociS¢en kromatografijom na stupcu silikagela. Dobiven je cisti

tripeptid Boc-Gly-L-Ala-D-Glu(OBn)-NH; (8) u obliku bijele krutine u iskoristenju od 79%.
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o 0 NH, \)?\O NH, ! o (0] NH,
BocHN OBn HyoN OBn
\:)]\” a 2 : H b BOCHN/\"]/N\;)J\NI/\’(OB”
B 0 = O 0 = H (e}

22 23 8

Slika 22. Sinteza peptidnog prekursora, drugi dio:
(a) TFA/DCM,; (b) Boc-Gly-OH, BOP, HOBt, TEA;

4.4.3. Secerni prekursor

Kao S$to je ve¢ navedeno, D-fukoza je kao prvi SeCer u saharidnom lancu izuzetno
vazna za smjer i intenzitet imunostimulatornog odgovora kod QS (vidi 4.2.1). Fukoza je
povezana glikozidnom vezom s triterpenskim dijelom saponina kvilaje (QS-21 analog).
Zanimljivo je da postoji korelacija izmedu imunoloSke aktivnosti i stanja aciliranosti fukoze.
Kada je fukoza acilirana, onda spoj pokazuje balansirani Th1/Th2 odgovor, a kada su OH
skupine fukoze slobodne, onda je imunoloski odgovor usmjeren potpuno prema Th2. Stoga su
hidroksilne skupine galakturonske kiseline u kona¢nom spoju u obliku acetatnih estera.>
Pokazano je da je moguée D-fukozu zamijeniti konfiguracijski jednakom jedinicom, npr.
galaktozom, a da se aktivnost zadrzi.

Hidroksilna skupina na polozaju 6 koju galaktoza posjeduje (za razliku od fukoze)
omogucuje derivatizaciju, a ostale hidroksilne skupine su pritom acetilirane, jer kako je ranije
receno, to je vrlo bitno za smjer imunoloskog odgovora. Derivatizacija je jednostavnija ako je
na polozaju 6 karboksilna skupina, koja se lako moZze prevesti u amid, Sto je i glavni razlog
za$to je odabrana D-galakturonska kiselina (konfiguracijski analog D-fukoze).

Prvi korak sinteze je reakcija zastite D-galakturonske kiseline jer je potrebno usmjeriti
sintetski put u zeljenom smjeru i pritom posti¢i regioselektivnost. Kao zastita odabrana je
acetatna skupina —C(O)CH3. U reakciji D-galakturonske kiseline s acetanhidridom (Ac20) uz
70%-tnu perklornu kiselinu nastaje tetraacetilirani spoj 1 (slika 23a ). Uvjeti acetiliranja su
ovdje jako bitni, kako bi dobili dobra iskoriStenja na produktu, jer se ranije pokazalo da neki
od literaturno navedenih uvjeta ne daju produkt ili postupak njegovog procis¢avanja nije
reproducibilan. Koristeni su prethodno isprobani uvjeti provodenja reakcije pri 0°C — 25°C
kroz 3h, opisani u diplomskom radu A. Biskupa.?’ U ovoj reakciji takoder nastaje i penta-
acetilirani Secer koji zbog nestabilnosti anhidrida nastalog s karboksilnom skupinom

galakturonske kiseline brzo hidrolizira u karboksilnu kiselinu, te tako ne stvara problem u
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izolaciji. Da bi se osigurala inertnost karboksilne skupine u sljede¢im koracima, potrebno je
zastititi tetraacetiliranu D-galakturonsku kiselinu 1 alilnom esterskom zastitnom skupinom.
Ona je uvedena u reakciji spoja 1 s alil-bromidom uz KHCO3; u DMF-u dajué¢i potpuno

zaSti¢eni saharid 2 (slika 23b) u iskoriStenju od 82%.

COOH COOI—b

D-galakturonska kiselina 1 2

Slika 23. Sinteza Secerne komponente, prvi dio: (a) 1.) Ac2O/HCIO4, 2.) MeOH, 98%;
(b) All-Br, KHCO3/DMF.

U kasnijim koracima, nakon §to su kondenzirane Secerna i triterpenska komponenta,
zastitnu skupinu karboksilne kiseline na Se¢ernom prekursoru potrebno je moéi selektivno
ukloniti kako bi se mogla provesti kondenzacija s peptidnim dijelom. Alilnu zastitu moguce je
ukloniti selektivno s paladijem kao katalizatorom (reagens [Pd(PPhz)4]). Tijekom takve
reakcije, acetatni esteri prisutni na Se¢ernoj komponenti kao zasStita su stabilni. Takoder, kako
bi se u budu¢im koracima moglaprovesti reakcija glikozilacije izmedu Secerne i triterpenske
komponente, potrebno je moci aktivirati anomerni polozaj Se¢erne komponente. Da bi to bilo
moguce, potrebno je prvo selektivno ukloniti acetatnu zastitu na anomernom ugljikovom
atomu Sec¢erne komponente. U reakciji zaSti¢enog spoja 2 s morfolinom u THF-u selektivno je
uklonjena anomerna acetatna zastitna skupina, pri ¢emu je nastao spoj 3 (slika 24a). Navedena
reakcija mora se odvijati u inertnim uvjetima (atmosfera argona) i mora biti brza (maks. 2h)
kako nebi doslo do uklanjanja ostalih acetatnih zastitnih skupina. To bi rezultiralo dobivanjem
smjese spojeva, Sto bi dodatno otezalo procis¢avanje.

Zadnji korak u pripravi Se¢ernog prekursora bila je sinteza imidata u reakciji slobodne
anomerne OH skupine spoja 3 s trikloacetonitrilom (CCI3CN) uz cezijev karbonat kao jaku
bazu. Nastali produkt je imidat 4, pretezno u a-konfiguraciji na anomernom ugljikovom

atomu (prema NMR-u a : = 1: 0,05) (slika 24).
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Slika 24. Sinteza Se¢erne komponente, drugi dio: (a) morfolin/THF;

(b) CCI;CN, Cs2CO3/DCM.

4.4.4. Sinteza ciljne molekule

Kao metoda glikozilacije odabrana je trikloracetimidatna metoda spomenuta ve¢ kao

najpouzdanija metoda (vidi 2.3.1).%¢

U pokusaju sinteze ciljne molekule isprobani su razni
uvjeti, budu¢i da je sama sinteza vrlo zahtjevna i osjetljiva zbog veliCine molekule 1
prisutnosti mnogih funkcijskih skupina (iako zasti¢enih) (Tablica 3). Reakcija kondenzacije
odvijala se uplamenom susenoj Schlenkovoj tikvici. Spoj 7 (slika 20.) i spoj 4 (slika 24.)
pomijesani su u suhom benzenu 1 ostavljeni su na vakuumu preko no¢i kako bi se u potpunosti
osigurali suhi uvjeti (tragovi vlage odlaze kao azeotrop s benzenom). Zatim je smjesa spojeva
otopljena u suhom DCM-u i dodana je Lewisova kiselina (BF3XOEt) pri -78 °C. Reakcija je
vodena 3 h, pracena je TLC kromatografijom u sustavu PE:EA = 3:1. Dobivena smjesa je
naizgled prema TLC-u sadrzavala potencijalni produkt, zbog Cega je reakcija prekinuta

dodatkom TEA. Sirovi produkt podvrgnut je prociS¢avanju kromatografijom na stupcu

silikagela u sustavu PE:EA =4:1 do 1:1.
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Tablica 3. Isprobani uvjeti kondenzacije spojeva 7 i 4.

Reagensi Reakcijski uvjeti UspjeSnost
suhi DCM, BF;xOEt; aceton + suhi led TLC pokazao kompleksnu
(1 ekv.), imidat (1,2 ckv.) (-78 °C). 3h smjesu produkata, ali ne i
zeljeni produkt
@D
suhi DCM, BF;xOEt; aceton + suhi led TLC pokazao kompleksnu
(1,2 ekv.), imidat u suvisku (-78°C), 1.5 h smjesu produkata, ali ne i
(4,6 ckv.) zeljeni produkt
(II)
suhi DCM, BF;xOEt; (1.2 acetonitril + suhi led TLC pokazao potencijalni
ekv.), imidat u suvisku (-41°C), 2 h produkt, ali kromatografijom
(5 ekv.) nije izoliran
(1II)

U reakciji I nije se niSta znac¢ajno dogodilo, a vrijeme reakcije je relativno vrlo dugo
za takav tip reakcije, ukoliko usporedimo s reakcijama na sli¢nim supstratima.’® Nakon §to
TLC nije pokazao nastanak produkta, pokusSan je dodatak dodatne koli¢ine BF3xOEt,, ali to
nije dovelo do nikakvih promjena pa je reakcija obustavljena. U reakciji II dodan je imidat u
velikom suviSku 1 reakcija je uspjela, medutim, nakon procis¢avanja kromatografijom na
stupcu silikagela dobiven je spoj ¢iji TLC pokazuje samo 1 mrlju, ali njegov NMR pokazuje
da se radi o smjesi spojeva. Prisutni su signali tri aldehidne skupine. Ovdje je moguce da je
doslo do djelomi¢ne deprotekcije TES-etera, te je tako dobiveni produkt stavljen u uvjete
uvodenja TES skupina (TESOTf{/piridin), medutim, to je takoder rezultiralo nastankom
smjese produkata (i dalje tri aldehidne skupine), Sto znaci da je pretpostavka o djelomicnoj
hidrolizi bila pogresna. Reakcija III izvedena je pri neSto visoj temperaturi (—41 °C) i1 ve¢
nakon 1h pokazala je nastanak novog spoja (TLC), pri Rr vrijednosti koju se moze ocekivati
za ciljni spoj. Nakon 2h reakcija je prekinuta dodatkom TEA, a sirovi produkt proc¢is¢en na

stupcu silikagela u sustavu PE:EA = 6:1 do 2:1.
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Slika 25. Sinteza ciljne molekule, drugi dio — (a) suhi DCM, BF3xOEt,.

U konacnici NMR je pokazao tri aldehidne skupine umjesto o¢ekivane jedne, $to bi znacilo da
su se dogodile nezeljene nusreakcije. Moguce objasnjenje za to je duljina trajanja reakcije ili
neodgovarajuca temperatura. Ako gledamo kinetiku reakcije, moezemo varirati tri varijable —
koncentraciju reaktanata, temperaturu ili vrijeme. Na temelju svega navedenog, valjalo bi
isprobati reakciju sa suviskom reaktanta kojeg u tom trenu nismo imali, odnosno varirati

temperature dok se ne nadu optimalni uvjeti za dobivanje ciljne molekule.
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§ 5. ZAKLJUCAK

U okviru ovog diplomskog rada pripravljena su tri prekursora klju¢na za sintezu potencijalnog
imunoadjuvanta 30.
1. Triterpenski prekursor 7 pripremljen je u tri koraka iz komercijalno dostupnog ekstrakta
kore Quillaja saponaria (QuilA®) u iskoristenju od 67%.
a) Hidrolizom navedenog ekstrakta u baznim uvjetima, zatim ekstrakcjom te konacno
kromatografijom, izolirana je i prociS¢ena Quillaja kiselina koja sadrzi razgranati
trisaharid 5 u iskoriStenju od 60%.
b) U drugom koraku zasticeno je TES skupinama ukupno devet hidroksilnih
funkcijskih skupina spoja 5. Dobiven je zaSti¢eni spoj 6 u iskoriStenju od 19% u
obliku bijele krutine.
¢) Karboksilna skupina Secerne komponente spoja 6 zasticena je benzilnom zastitnom
skupinom u reakciji s benzilnim alkoholom, DCC i DMAP. U konacnici, nastao je

spoj 7, benzilni ester spoja 6 u iskoristenju od 67%.

2. Saharidni prekursor 4 pripravljen je u cCetiri koraka polaze¢i od D-galakturonske kiseline, u
iskoristenju od 61%.
a) Galakturonska kiselina je =zastiCena s acetatnim skupinama u reakciji s
acetanhidridom uz perklornu kiselinu pri ¢emu je dobiven spoj 1, 1,2,3,4-tetra-O-
acetil-a-D-galaktopiranoznakiselina,u iskoriStenju od 73%.
b) Karboksilna skupina spoja 1 prevedena je u alilni ester uz alil-bromid, NaHCO3
kao bazu i1 Nal kao katalizatoru DMF-u. Dobiven je spoj 2 u iskoristenju od 90%.
¢) Potpuno zasti¢enom spoju 2 selektivno je uklonjena acetatna skupina anomernog
centra uz morfolin u THF-u, pri ¢emu je nastao alilni ester 2,3,4-tri-O-acetil-D-
galaktopiranozne kiseline (3) u iskoriStenju od 57%.
d) Anomerni centar spoja 3 aktiviran je prevodenjem spoja u imidat (4) u iskoriStenju

od 61%.
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3. Peptidni prekursor 8 pripravljen je u Cetiri koraka u ukupnom iskoristenju od 79%.
a) Karboksilna skupina na bo¢nom ogranku D-glutaminske kiseline zaStiCena je
prevodenjem aminokiseline u benzilni ester 20 (slika 21.) uz benzilni alkohol i
BF3xOEt.
b) U iducoj reakciji kondenzirani su L-alanin (16) i prethodno zasti¢ena D-glutaminska
kiselina (20). KoriSteni alanin u ovoj reakciji zasticen je Boc zastitnom skupinom na
amino kraju i1 aktiviran je OSu skupinom (sukcinimidni ester) na o-karboksilnoj
skupini. Dobiven je dipeptid 21 (slika 21.) u iskoriStenju od 60%.
¢) Dobiveni dipeptid Boc-L-Ala-D-Glu(OBn)-OH (21) izreagiran je s NH4HCOs3,
BocoO 1 piridinom, te je dobiven dipeptid Boc-L-Ala-D-GIn(OBn)-NH> (22).
Dipeptidu je uklonjena Boc zastitna skupina u reakciji s trifluorooctenom kiselinom
(TFA) te je dobiven spoj 23.
d) U zadnjoj reakciji, spoj 23 kondenziran je s glicinom u reakciji s BOP, HOBt i
TEA, pri ¢emu je dobiven Cisti tripeptid Boc-Gly-L-Ala-D-Glu(OBn)-NH: (8) u obliku

bijele krutine u iskoriStenju od 79%.

U zadnjem dijelu eksperimentalnog rada pokusana je kondenzacija prekursora 7 i 4 u
reakciji glikozilacije trikloroacetimidatnom metodom, pri ¢emu nije dobiven Zeljeni produkt.
U svrhu sinteze Zeljenog ciljnog produkta potrebno je provesti optimizaciju reakcije
glikozilacije izmedu spoja 7 1 4, $to moze biti vrlo vremenski zahtjevno te stoga nadilazi
okvire ovog diplomskog rada. Iako nije dobivena ciljna molekula 30, spoznaje proizasle iz
ovog istrazivanja u tom su smislu vrlo korisne jer su odlicna polaziSna tocka za daljnju

optimizaciju ove reakcije
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA (prema
potrebi)

AB — AB kvartet

All — alil

Ar —aril

Bn — benzil

BOP — benzotriazol-1-iloksitris(dimetilamino)fosfonijevheksafluorofosfat
CBz — benziloksikarbonil

CDCIl3 — deuterirani kloroform

d — dublet

dd — dublet dubleta

DCC — dicikloheksilkarbodiimid

DCM - diklormetan

DMAP — 4-dimetilaminopiridin

DMF — dimetilformamid

EDC — 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid
EtOAc — etil-acetat

Fm — fluorenilmetil

Fmoc — fluorenilmetoksikarbonil

HOACc — octena kiselina

IR — infracrveno

m — multiplet

MDP — muramil-dipeptid

NMR - nuklearna magnetska rezonancija
ppm — dijelovi na milijun

py — piridin

QA — Quillaja kiselina

QS — Quillaja saponin

R¢— faktor zaostajanja

s — singlet



§ 6. Popis oznaka, kratica i simbola

54

SPE — ekstrakcijanacvrstojfazi

t — triplet

TEA — trietilamin

TFA — trifluoroctenakiselina
THF — tetrahidrofuran

TLC — tankoslojnakromatografija
TMS — tetrametilsilan

Trt — trifenilmetil
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Dodatak 2. '"H (CDCls, 400 MHz) i '3C (CDCl3, 100 MHz) NMR spoja 2
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Dodatak 3. 'H (CDCls, 400 MHz) i '3C (CDCl3, 100 MHz) NMR spoja 3
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Dodatak 4. 'H (CDCls, 400 MHz) i '3C (CDCls, 100 MHz) NMR spoja 4
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Dodatak 5. '"H (CDCls, 400 MHz) i '3C (CDCls, 100 MHz) NMR spoja 5
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Dodatak 6. '"H (CDCls, 400 MHz) i '3C (CDCls, 100 MHz) NMR spoja 6
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Dodatak 7. 'H (CDCls, 400 MHz) i '3C (CDCls, 100 MHz) NMR spoja 7
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Dodatak 8. 'H (CDCls, 400 MHz) i 3C (CDCls, 100 MHz) NMR spoja 20
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Dodatak 9. '"H (CDCls, 400 MHz) i '3C (CDCl3, 100 MHz) NMR spoja 21
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Dodatak 11. '"H (CDCls, 400 MHz) i '3C (CDCls, 100 MHz) NMR spoja 8
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