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SAZETAK

PRIPRAVA FEROCENSKIH AMIDA MANOZILIRANOG DESMURAMIL-DIPEPTIDA
S POTENCIJALNIM ADJUVANTSKIM UCINKOM

Ivona Bajan

U sklopu ovog rada sintetizirana su tri ferocenska amidna derivata manoziliranog desmuramil-
dipeptida s variraju¢om duljinom ugljikovodi¢nog lanca izmedu ferocena 1 ostatka molekule.
Ferocenski amini s tri i Cetiri metilenske skupine pripravljeni su iz odgovarajuéih zasti¢enih
amina uklanjanjem Boc zastite dok je ferocenski amin s dvije metilenske skupine pripravljen
redukcijom iz ferocenacetonitrila. Kao peptidna podjedinica koristen je Boc-L-Ala-D-isoGlIn
koji je prireden uklanjanjem benzilne zastitne skupine s odgovarajuc¢eg komercijalno dostupnog
dipeptida Boc-L-Ala-D-isoGIn(OBn). Manozna podjedinica pripravljena je iz 2,3,4,6-tetra-O-
acetil-a-D-manopiranoze reakcijom s tert-butil-bromoacetatom te uklanjanjem tert-butilne
zaStitne skupine u kiselim uvjetima. Ferocenski amini najprije su amidnom vezom povezani s
desmuramil-dipeptidom preko karboksilne skupine bo¢nog ogranka isoGIn reakcijom
kondenzacije uz EDCxHCI kao kondenzacijski reagens, HOBt kao aditiv te TEA kao bazu.
Nakon uklanjanja peptidne Boc zastite, ferocenski amidni derivati desmuramil-dipeptida
povezani su s manoznom podjedinicom u istim uvjetima amidacije. Kona¢ni korak u sintezi
ciljnih produkata bilo je uklanjanje acetilnih zastitnih skupina s manozne podjedinice, S§to je
provedeno Zemplénovim postupkom te su uspjesno pripravljeni produkti u svrhu ispitivanja
adjuvantskog ucinka.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF FERROCENE AMIDES OF MANNOSYLATED DESMURAMY L
DIPEPTIDE WITH POTENTIAL ADJUVANT ACTIVITY
Ivona Bajan

In this thesis, three ferrocene amide derivatives of mannosylated desmuramyl dipeptide with
varying length of the alkyl chain connecting the ferrocene subunit with the rest of the molecule
have been synthesized. Ferrocene amines with three and four methylene groups were prepared
from the corresponding protected amines by removal of the Boc protective group. Ferrocene
amine with two methylene groups has been prepared by reduction of ferroceneacetonitrile. Boc-
L-Ala-D-isoGIn was used as the peptide subunit and prepared by removing the benzyl protective
group from the corresponding commercially available Boc-L-Ala-D-isoGIn(OBn). 2,3,4,6-
tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranose was used for the preparation of the mannose subunit by its
reaction with tert-butyl bromoacetate and subsequent removal of the tert-butyl protective group
in acidic condition. Ferrocene amines were connected through an amide bond to desmuramy|
dipeptide via the carboxyl group located on the isoGIn side chain. For this purpose reaction
with EDCxHCI as a condensation reagent, HOBLt as an additive and TEA as a base was used.
After the removal of the peptide Boc protective group, ferrocene amide derivatives of
desmuramyl dipeptide were linked to the mannose subunit in the same amidation reaction
conditions. The final step in the synthesis of the target products was the removal of the acetyl
protective groups from the mannose subunit, which was achieved by Zemplén's procedure.
Thus, the final products were succesfully obtained and will be used for the investigation of their
adjuvant activity.

(52 + xxxi pages, 45 figures, 3 tables, 36 references, original in croatian)
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Cijepljenje je jedna od najefikasnijih metoda zastite 1 prevencije zaraznih bolestima, a kako bi
se pojacala imunostimulatorna aktivnost cjepiva ¢esto se koriste adjuvanti. Adjuvanti su tvari
koje pojacavaju ili smanjuju imunogenost cjepiva. Muramil-dipeptid (MDP), N-acetilmuramil-
niza nuspojava nije zazivjela. Strukturni je fragment peptidoglikana koji grade stani¢ne stijenke
Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija i ujedno njihov najmanji dio koji jo$ pokazuje
adjuvantsku aktivnost. Istrazivanja su pokazala da za adjuvantsku aktivnost muramil-dipeptida
nije nuzna prisutnost N-acetilmuraminske kiseline (MurNAc) u strukturi te se uklanjanjem
MurNAc dobiva desmuramil-dipeptid (DMP), L-alanin-D-izoglutamin (L-Ala-D-isoGlIn). Ovo
otkri¢e otvorilo je mogucénost za dodatne modifikacije strukture DMP-a u svrhu povecanja
njegove adjuvantske aktivnosti. Vezanje lipofilnih podjedinica na molekulu DMP-a jedan je od
nacina njegove strukturne modifikacije €iji je cilj poboljSati pasivni prijenos preko nepolarne
stanicne membrane.

U ovom radu opisana je sinteza ferocenskih amidnih derivata desmuramil-dipeptida,
dodatno modificiranih uvodenjem manozne podjedinice na N-kraj dipeptida. Razlog odabira i
uvodenja manozne podjedinice u strukturu molekule desmuramil-dipeptida lezi u ¢injenici da
manoza dolazi u interakciju s receptorima za manozu (engl. mannose binding protein, MBP),
koji se nalaze na povrSini stanica imunosnog sustava ¢ime se moZe povoljno utjecati na
specificno prepoznavanje.

Ferocen je organometalni spoj koji se sastoji od atoma Zeljeza i dva ciklopentadienilna
prstena. Za strukturnu modifikaciju desmuramil-dipeptida odabran je zbog svoje lipofilnosti te
bioloske aktivnosti, zbog koje se mnogi ferocenski derivati ve¢ nalaze na listi potencijalnih
lijekova.

U sklopu ovog diplomskog rada konvergentnim pristupom sintezi bit ¢e pripravljena tri
ferocenska amidna derivata manoziliranog desmuramil-dipeptida (slika 1). Konvergentni
pristup sintezi podrazumijeva prvotnu pripravu strukturnih fragmenata, u naSem sluc¢aju to su:
Boc-zasti¢eni desmuramil-dipeptid, manozna podjedinica s razmaknicom od dva atoma ugljika
(C2 razmaknica) te ferocenski amini. Strukturni se fragmenti u ciljne molekule povezuju

odgovaraju¢im redoslijedom reakcijama amidacije.
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§ 1. Uvod 2

Boc zasti¢eni desmuramil-dipeptid bit ¢e pripravljen iz komercijalno dostupnog zasticenog
DMP-a, Boc-L-Ala-D-isoGIn(OBn), s benzilnom zastitom na bo¢nom ogranku izoglutaminske
kiseline te Boc zaStitom na N-kraju L-alanina, uklanjanjem benzilne zastite katalotickom
hidrogenolizom u Parrovom uredaju.

Manozni fragment priredit ¢e se iz 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-manopiranoze, vezanjem
anomerne hidroksilne skupine molekule manoze na tert-butil-bromoacetat u uvjetima
Williamsonove sinteze etera nakon cega slijedi uklanjanje tert-butilne zastitne skupine u
kiselim uvjetima (trifluoroctena kiselina, TFA).

Ferocenski amini 3-(ferocen-1-il)propanamin i 4-(ferocen-1-il)butanamin priredit ¢e se u
obliku soli iz prethodno pripravljenih Boc-zasticenih amina, uklanjanjem Boc zastitne skupine
uvodenjem plinovitog klorovodika. 2-(ferocen-1-il)etanamin bit ¢e prireden redukcijom
ferocenacetonitrila uz litijev tetrahidroaluminat (LiAIH4, LAH).

Pripravljeni ferocenski amini prvo ¢e se kondenzirati s peptidnim prekursorom uz
EDCxHCI kao kondenzacijski reagens te HOBt kao aditiv za sprjeCavanje racemizacije,
obzirom da peptidni prekursor ima stereogene centre u blizini reakcijskog mjesta. U sljede¢em
koraku uklonit ¢e se zaStitna skupina s N-kraja dipeptida, kako bi amino-skupina ferocenskog
amidnog derivata desmuramil-dipeptida mogla reagirati s karboksilnom skupinom manozne
podjedinice. Za nastajanje ove amidne veze ponovo ¢e se kao reagens koristi EDCxHCI te
HOBt kao aditiv.

Konaéni ferocenski amidi manoziliranog desmuramil-dipeptida, ciljne molekule ovog
diplomskog rada, pripravit ¢e se uklanjanjem sve Cetiri acetilne zasStitne skupine s manozne
podjedinice Zemplénovim postupkom, tj. dodatkom otopine natrijeva metoksida u metanolu
(NaOMe/MeOH).

OH
OH
O\
OH
o gHs o H OH
H -
N (0]
n'N N
? N ﬁ‘/\H
(0]
Fe
D o

Slika 1: Strukturna formula molekula ciljnih produkata — ferocenskih amida

manoziliranog desmuramil-dipeptid
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8§ 2. Literaturni pregled 2

§2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Ferocen i ferocenski derivati

2.1.1. Struktura i reakcije ferocena
Ferocen je organometalni spoj molekulske formule Fe(CsHs)2, koji se sastoji od iona Fe(ll) i
dva ciklopentadienilna prstena (slika 2). Prvi je puta sintetiziran 1951. godine od strane Kealy,
Paulson i Millera®? te je naredne 1952. godine i strukturno okarakteriziran.® Puni naziv ferocena
po anorganskoj nomenklaturi je bis(n°-ciklopentadienil)Zeljezo(II) pri ¢emu prefiks n ukazuje
na to da Zeljezo nije povezano s ciklopentadienilnim prstenom preko jednog, ve¢ preko svih pet
ugljikovih atoma prstena ili, preciznije, preko svih deset m elektrona iz aromatskog
ciklopentadienilnog aniona. Tako se u strukturi molekule ferocena zeljezo zapravo nalazi
izmedu dva ciklopentadienilna prstena Sto se u literaturi Cesto naziva i ,,sendvi¢* strukturom.
Ferocen pokazuje iznimnu stabilnost, kako na zraku tako i u vodenim otopinama, S$to
omogucava njegovu Siroku primjenu u elektrokemiji, kemiji materijala, pripravi polimernih
vrsta, medicini, bioorganometalnoj kemiji, katalizi. Koristi se i kao aditiv gorivu®, a u
posljednih dvadesetak godina ferocenski se motiv javlja i u strukturi molekula bioloski aktivnih

spojeva.®®

Slika 2: Strukturna formula molekule ferocena

lako se dva ciklopentadienilna prstena pri niskim temperaturama nalaze u zvjezdastoj
konformaciji, u kojoj se ugljik-ugljik veze jednog prstena ne nalaze iznad ugljik-ugljik veza
drugog prstena, zbog male rotacijske barijere pri viS§im temperaturama dolazi do slobodne
rotacije dvaju prstenova. Navedeno je potvrdeno reakcijama disupstitucije, gdje se moze uociti
dobivanje samo jednog produkta. Naime, da je rotacija na bilo koji nac¢in onemoguéena,
odnosno da je sustav zakocen, bilo bi moguce izolirati vise od jednog produkta ¢ije su strukturne

formule prikazane na slici 3.*
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8§ 2. Literaturni pregled 3
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Slika 3: Strukturne formule hipotetskih molekula produkata disupstitucije na ferocenskom

prstenu u slucaju zakodenosti strukture®

Od fizikalnih svojstava ferocena moze se spomenuti da je vreliste ferocena pri
atmosferskom tlaku pri 173 °C te da sublimira.

U usporedbi s ostalim metalocenima kao $to su kobaltocen i nikelocen, feroceni se puno
teze oksidiraju, $to je posljedica nepopunjenosti protuveznih e14 Orbitala ferocena. Na slici 4
prikazan je kvalitativni molekularno-orbitalni dijagram ferocena, gdje se mogu uociti prazne
protuvezne orbitale zeljeza. Pritome, ukupno 12 elektrona potjece od ciklopentadielnih prstena,
a preostalih 6 od iona Zeljeza Fe?" Oksidacija ferocena do ferocenila moguca je pri +0,4 V i
reverzibilna je. S druge strane, u slu¢aju kobaltocena ukupan broj elektrona je 19 s jednim
elektronom u protuveznoj e1q orbitali, $to ga ¢ini sklonijim oksidaciji, dok je kod nikelocena
ukupan broj elektrona 20 te se dva elektrona nalaze u protuveznoj eiq orbitali. Ovo svojstvo ¢ini

i nikelocen takoder puno sklonijim oksidaciji u usporedbi s ferocenima.*

Slika 4: Kvalitativni molekularno-orbitalni dijagram ferocena*
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Budu¢i da ferocen u svojoj strukturi sadrzi dva aromatska prstena, vec¢ina organskih
reakcija kojima ferocen podlijeZe su reakcije elektrofilne aromatske supstitucije karakteristi¢ne
za kemiju aromatskih organskih spojeva. Tako je jedan od mogucih sintetskih puteva za
pripravu derivata ferocena reakcija Fiedel-Craftsovog aciliranja (slika 5), koja se odvija u
prisutnosti acil-halogenida kao acilnog donora te Lewisove kiseline kao katalizatora, poput
primjerice aluminijeva(Ill) klorida ili zeljezova(lll) klorida. Ovisno o uvjetima aciliranja,
moguce je dobiti i disupstituirane i monosupstituirane acil-ferocene. Zanimljivo je da se za
dobivanje monosupstituiranih ferocena kao izvor acila u pravilu koristi odgovaraju¢i anhidrid

u prisutnosti kataliticke koli¢ine fosforne kiseline (slika 5).*

0
+ 2CHscocl —2Chy Cﬁa%
- C

0

0

CHs
Slika 5: Shematski prikaz reakcija Friedel-Craftsovog aciliranja ferocena uz: a) acetil-
halogenid i aluminijev Klorid kao katalizator; b) anhidrid octene kiseline u prisutnosti

kataliti¢ke koli¢ine fosforne kiseline*

Osim ve¢ navedenih reakcija aciliranja, ostale karakteristicne reakcije za kemiju
ferocena te drugi sintetski put priprave ferocenskih derivata su reakcije metalacije. Navedene
reakcije omogucuju sintezu reaktivnih metal-ferocena, koji dalje sluze kao reaktivni
meduprodukti u sintezi ostalih ferocenskih derivata. Tako je primjerice litijski derivat ferocena
moguce pripraviti reakcijom ferocena s butil-litijem. Pri tome dolazi do generiranja iznimno
reaktivnog derivata, koji reagira i s vlagom iz zraka. Litij-ferocen upravo se zbog svoje visoke
reaktivnosti ¢esto koristi za pripravu mnogih drugih ferocenskih derivata, odnosno njegovim
koriStenjem je na aromatski prsten moguce uvesti razne supstituente, kao Sto su -NO2, -COOH,
-B(OR)2 i -NHa.
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Od ostalih derivata ferocena treba izdvojiti i boratne estere. Oni zbog svoje visoke
reaktivnosti takoder omogucuju sintezu drugih specifi¢nih produkata. Tako se primjerice

diferocen moze dobiti reakcijom boratnog estera sa srebrovim(l) oksidom (slika 6).*

OR
I
B\
S R L. S e
Fe 7 Fe Fe

< S-S

Slika 6: Shematski prikaz priprave diferocena

2.1.2. Primjena ferocenskih derivata u medicini

Zapazen je izniman potencijal raznih ferocenskih derivata kao bioloski aktivnih spojeva te se
mnogi od njih nalaze i na listi potencijalnih lijekova. Ferocenski derivati imaju zapaZena
antitumorska, antibakterijska, antifungalna i antiparazitska svojstva. Prvi i do sada jedini
ferocenski derivat odobren kao lijek sam je ferocen, koji se 70-ih godina proslog stoljeca u
SSSR-u koristio kao lijek za anemiju. U ovom poglavlju detaljnije ¢e se razmatrati dva dosada
najdetaljnije istrazivana derivata ferocena s potencijalnim koriStenjem u podrucju medicine —
ferokina i ferocifena.®

Jedan od derivata ferocena koji je pokazao velik potencijal na podru¢ju medicine je
svakako ferokin, koji se trenutno u kombinaciji s antiparazitikom artefenomelom nalazi u lib
fazi Klini¢kih ispitivanja kao lijek za malariju. Kljuéan problem kod postojeé¢ih lijekova za
malariju predstavljaju sojevi rezistentni na ve¢ postojece lijekove za malariju, poput sojeva
rezistentnih na klorokin ili artemisin. Ferokin (slika 7) nastao je kao posljedica istrazivanja
strukturnih analoga klorokina koji sadrze Zeljezo te je ujedno prvi pripravljeni i bioloski
najaktivniji derivat klorokina i ferocena. Pokazao je iznimnu in vivo efikasnost prema klorokin-
rezistentnim sojevima, kao i prema klorokin-osjetljivim sojevima Plasmodium falciparum,

ujedno i najopasnijim sojevima malarije.>*°

\

Cl N

Slika 7: Strukturna formula molekule ferokina
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Biolosko djelovanje ferokina u stanici moze se opisati preko dva razli¢ita mehanizma.
Prvi mehanizam isti je mehanizmu djelovanja klorokina te u njemu, zbog bazi¢nosti 4-
aminokinolinskog sustava klorokina i ferokina, dolazi do njihovog nakupljanja u vakuoli
parazita. U vakuoli parazita opcenito dolazi do razgradnje slobodnog hema u toksi¢ni hemozoin
— poznat i kao malarijski pigment. Slobodni hem moze dovesti do stvaranja reaktivnih kisikovih
vrsta i inhibirati mnoge druge procese te je stoga prili¢no toksican i potrebna je njegova stani¢na
razgradnja.!® Akumulirani klorokin odnosno ferokin sprjecavaju upravo taj proces
biomineralizacije hema u toksi¢ni hemozoin ¢ime dolazi do nakupljanja slobodnog hema i
posliedi¢no smrti parazitske stanice.>*!

Drugi mehanizam djelovanja ferokina posljedica je prisutnosti ferocenskog dijela
molekule te se odnosi na generiranje slobodnih radikala u oksidativnim uvjetima putem reakcije
slicne Fentonovoj. U navedenoj reakciji dolazi do oslobadanja hidroksilnog radikala i
hidroksilnog iona prilikom oksidacije Fe(Il) u Fe(lll) u prisutnosti vodikovog peroksida (slika
8)%° pri ¢emu slobodni hidroksilni radikali inhibiraju nastajanje merozoita. Merozoiti su
invazivne forme parazita malarije koje se oslobadaju iz jetre i napadaju nove crvene krvne
stanice te su samim time i odgovorne za reinfekciju.!! Takvo nastajanje hidroksilnih radikala u
crvenim krvnim stanicama zarazenim P. Falciparum zapazeno je samo kod stanica tretiranih
ferokinom, ali nije zapaZzeno kod stanica tretiranih klorokinom ili rutenokinom.®® Reakcija
oksidacija ferocena (Fc) u ferocenil (Fc*) reverzibilna je u in vivo uvjetima, dok oksidacija

rutenocena (Rc) nije reverzibilna zbog dimerizacije i disproporcionacije (Rc*).3

FQ +H,0,—»FQ'+ OH +-OH

Slika 8: Jednadzba kemijske reakcije oksidacije ferokina®

Nadalje, bitno je razjasniti zaSto i rutenocen i ferocen djeluju na klorokin-rezistentne
sojeve malarije. Razlog tomu je Sto ferokin, kao i rutenokin, ne dolazi u interakciju sa stani¢nim
transporterom odgovornim za klorokin-rezistenciju (pfCRT) kao ni s drugim eksporterima
klorokina te se, za razliku od klorokina kojeg isti transporteri izbace iz stanice, uspijevaju
akumulirati u vakuoli stanice parazita, $to je osnovni preduvjet uspjesnog djelovanja na stanice
parazita malarije.°

Takoder, bolji ucinak ferokina u odnosu na klorokin posljedica je i razli¢itog

protoniranja molekula u fizioloskim uvjetima. Pri fizioloskom pH ferokin je veéinom u
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neutralnoj ili jednostruko protoniranoj formi, dok je klorokin u dvostruko protoniranoj formi.
Upravo neutralnija, a samim time i nepolarnija forma, omogucuje ferokinu efikasniji transport
preko nepolarne lipofilne membrane vakuole.®

Drugi derivat ferocena, ¢ija se potencijalna uporaba u medicinske svrhe uvelike
istrazuje, jest ferocifen (Fc-TAM, slika 9). Ferocifen je strukturni analog tamoksifena (TAM,
slika 9), koji se koristi kao citostatik za hormonski-ovisan rak dojke. Oksidacijom Fc-TAM-a
u stanici dolazi do nastanka hidroksitamoksifena (OH-TAM, slika 9), kompetitivnog inhibitora
a-pozitivnog estrogen receptora. Vezanjem OH-TAM na navedeni receptor sprijecena je
transkripcija DNA potaknuta vezanjem estradiola na receptor u tumorskom tkivu pri ¢emu

dolazi do stani¢ne smrti.>*
R R
2 o O
QdD O(CH)NMe,s 0(CH,)sNMe,
Ferocifen (R = H) Tamoksifen (R = H)
Hidroksiferocifen (R = OH) Hidroksitamoksifen (R = OH)

Slika 9: Strukturne formule molekula ferocifena (hidroksiferocifena) i tamoksifena

(hidroksitamoksifena)

Kao $to je vidljivo na slici 9, kod ferocifena jedna je fenilna skupina TAM-a
zamijenjena ferocenom, dok je hidroksiferocifen strukturni analog OH-TAM-a. Navedena
strukturna modifikacija TAM-a uzrokuje bolje pristajanje molekule u aktivno mjesto receptora
i veci stupanj inhibicije. Nadalje, ferocifen i hidroksiferocifen djeluju i na hormonski-neovisne
stanice raka dojke. Vazno je napomenuti da je jedna trecina slucajeva raka dojke hormonski
neovisna te ih nije moguce lijeéiti selektivnim modulatorima estrogenskih receptora, poput
TAM-a, $to dodatno povecéava potrebu za istraZivanje upravo ovakvih spojeva.!4

Reakcijama prikazanim na slici 10 objasnjena je jo§ jedna prednost ferocifena, a to je
njegova selektivnost prema malignim stanicama u odnosu na zdrave. Kao $to vidimo na slici
10, kvinonski se meduprodukti u slucaju oba derivata vezu na derivat selenija koristen kao
model za vezanje u aktivno mjesto enzima koje sadrzi selenij poput tioredoksin reduktaze.

Navedeni enzimi sa selenijem u aktivnom mjestu su u malignim stanicama preeksprimirani.
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Takoder, u proticnom mediju, koji odgovara okruzenju tipi¢cnom za malignu stanicu, samo je

derivat u kojem je R = H preveden u inaktivnu formu.?

OH fo)

Q O H2N(H2C)zse

H,N(CH,),HSe

— proti¢no otapalo pr— e ————
-
R=H ? R = H; O(CH,);NMe, Fe
Fe Fe Qi

)
& = & =,

Slika 10: Shematski prikaz reakcija kvinonskog oblika derivata ferocifena u proticnom
otapalu (lijevo) te vezanje derivata ferocifena 1 spoja koji sadrzi selenij kao modelni prikaz

vezanjan u aktivno mjesto enzima koji sadrzi selenij (desno)®

Zanimljivo je naglasiti da rutenocifen (Rc-TAM-OH) ne djeluje na hormonski-neovisne
stanice raka dojke, bas kao ni TAM. Pretpostavlja se da je ta razlika posljedica razli¢itog
redukcijskog potencijala ferocena i rutenocifena, odnosno posljedica razli¢itih stabilnosti
njihovih kvinonskih meduprodukata, koji su u slu¢aju ferocifena stabilni satima u fizioloskim
uvjetima, te nastanka reaktivnih kisikovih radikala zabiljezenih u stanicama tretiranim Fc-
TAM-OH-om.>1

Kao sto je vidljivo iz navedena dva primjera, ferocenska skupina igra klju¢nu ulogu u
bioloskoj aktivnosti ovih spojeva. Ovoj ¢injenici posebno ide u prilog razliita bioloSka

aktivnost navedenih derivata ferocena i derivata rutenocena, strukturno analognih spojeva.

2.2. Adjuvantska aktivnost (des)muramil-dipeptida
2.2.1. Adjuvanti i muramil-dipeptidi

Cijepljenje je jedna od najefikasnijih metoda sprjeCavanja Sirenja zaraznih bolesti.
Tradicionalna cjepiva koriste umrtvljeni ili inaktivirani patogen kako bi potaknula reakciju
imunosnog sustava te su, u usporedbi s podjedini¢nim cjepivima, vise imunogena. Zbog manje
imunogenosti podjedini¢nih cjepiva postoji potreba za dodavanjem adjuvanata njihovim
formulacijama. Adjuvanti su tvari koje pojacavaju ili smanjuju imunogenost cjepiva ili
lijeka.l”!8 Imunostimulantni adjuvanti mogu djelovati na nacin da ili produljuju izlaganje
stanica koje prezentiraju antigen (engl. antigen presenting cells, APC) samom antigenu koji se

nalazi u cjepivu, ili dolaze u izravni kontakt s APC-evima, olakSavajuéi antigenu da dode u
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kontakt s APC-ovima.'8 Jos je 1920-ih godina otkriveno da aluminijeve soli imaju adjuvantski
ucinak te su i danas u najSiroj upotrebi. Nakon aluminijevih soli, sljedece veliko otkrice bio je
Freundov potpuni adjuvant, koji je otkriven 1930-ih godina i sadrzi uljnu suspenziju termicki
umrtvljenih mikobakterijskih stanica u vodi. Za razliku od njega, Freundov nepotpuni adjuvant
je uljna suspenzija u vodi bez umrtvljenih stanica mikobakterija.6-18

Muramil-dipeptid (MurNAc-L-Ala-D-isoGIn, MDP, slika 11) najmanji je dio
peptidoglikana, koji grade stijenke Gram-pozitivniih i Gram-negativnih bakterija, kao i
Freundovog potpunog adjuvanta koji ima imunostimulatornu adjuvantsku aktivnost. Pokazalo
se da se adjuvantska aktivnost muramil-dipeptida moze povecati dodatkom lipofilnih
supstituenata, koji poboljsavaju, izmedu ostalog, prolazak muramil-dipeptida preko stani¢ne
membrane.’®® Neki od do sada pripravljenih lipofilnih derivata muramil-dipeptida koji se

koriste u medicini su mifamurtid, koji se koristi za lijeCenje osteokarcinoma u kombinaciji s

kemoterapijom, i murabutid, koji poja¢ava rezistenciju na mikrobne infekcije. "%
OH
0
HO
NHAc ~OH
o
o
CH3 o CONH,
- N
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Slika 11: Strukturna formula molekule muramil-dipeptida (MDP)

2.2.2. Mehanizam djelovanja muramil-dipeptida
Peptidoglikani, pa tako i muramil-dipeptid, djeluju kao antagonisti receptora za patogene (eng.
Pathogen recognition receptors, PRR) te aktiviraju urodeni imunosni sustav.}’*® PRR-ovi se
dijele na Toll receptore (eng. Toll-like receptors, TLR), RIG-I receptore (eng. Retinoic acid-
inducible gene-I-like receptors, RIG-I-like receptors, RLR), NOD receptore (eng. Nucleotide-
binding oligomerisation domain-containing-like receptors, NLR) i C-tip lektinske receptore
(eng. C-type lectin receptors, CLR).31® Muramil-dipeptid aktivira NOD2 receptore, koji su
vrsta NOD receptora. NOD2 receptori se nalaze u stanicama odgovornim za imunosni odgovor

organizma poput makrofaga, dendritickih stanica, mononuklearnih stanica periferne krve te
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epitelnih stanica crijeva.?* Odredene mutacije (engl. single nucleotide polymorphism, SNP)
NOD?2 gena povezane su s bolestima poput Chronove bolesti, Blauova sindroma i sarkoidoze.?*
NOD?2 je ATP-aza, koju karakteriziraju tri strukturna motiva: N-terminalna efektorska domena,
koja sadrzi domenu za regrutiranje kaspaze (engl. caspase activation and recruitment domain,
CARD), nukleotid-vezna domena s veznim mjestom za ATP/ADP (engl. nucleotide-binding
and oligomerization domain, NOD) te domena bogata leucinom (engl. leucine rich repeat
domain, LRR).1"?! Pretpostavlja se da je domena bogata leucinom odgovorna za vezanje i
prepoznavanje muramil-dipeptida te je na njenoj konkavnoj povrs$ini pronaden hidrofobni dzep
koji bi svojim dimenzijama mogao odgovarati veli¢ini molekule muramil-dipeptidu.t’?2
Vezanje muramil-dipeptida na NOD?2 receptore uzrokuje transkripciju NF-kB (engl.
nuclear factor Kappa B) te aktivaciju odredenih MAP-kinaznih modula (engl. mitogen
activated protein).?* NF-xB put zaduZzen je za regulaciju proinflamatornih odgovora urodenog
i adaptivnog imuniteta te njegovom aktivacijom dolazi do proizvodnje raznih citokina i
kemokina. Takoder, odgovoran je za regulaciju inflamatornih T-stanica kao i proizvodnju

inflamasoma. Nereguliran NF-kB &esto je uzrok kroniénih upala. 23

o ST )
oligomerizacija NOD2
\ L} v

RIPK2

Y
NF-xB
Proizvodnja citokina, e
imunolo3ki odgov u;/'
. »
. ‘ . ;‘\.»
o0 ® by a

Slika 12: Shematski prikaz djelovanja NOD2 receptora®*2°
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2.2.3. Desmuramil-dipeptid i lipofilni derivati desmuramil-dipeptida
Istrazivanja su pokazala kako je za adjuvantsku aktivnost muramil-dipeptida nuzan samo
peptidni dio molekule, dok N-acetilmuraminski dio nema utjecaja na sveukupnu
imunostimulatornu aktivnost. Derivati muramil-dipeptida koji ne sadrze N-acetilmuraminski
dio, ve¢ samo peptidni fragment L-Ala-D-isoGIn, nazivaju se desmuramil-dipeptidima.
Uklanjanjem N-acetilmuraminskog dijela otvorila se moguénost priprave velikog broja derivata
vezanjem supstituenta na mjesto N-acetilmuraminske Kiseline, a posebno perspektivno za
imunostimulatornu aktivnost takvih derivata pokazalo se uvodenje raznih lipofilnih
supstituenata.’® U dosada$njim istrazivanjima provedenim na Zavodu za organsku kemiju
Kemijskog odsjeka PMF-a kao najbolji supstituent u svrhu poboljSanja imunostimulatorne

aktivnost desmuramil-dipeptida pokazao se adamantan?®.

2.2.4. Manozilirani desmuramil-dipeptid

Lektini su proteini koji se nalaze na povrSini stanica te specificno prepoznaju i vezu
monosaharidne i oligosaharidne strukture, ali nemaju kataliticku aktivnost. Jedna od nekoliko
Secernih struktura koje lektini prepoznaju je D-manoza kao i oligosaharidi koji ju sadrze u svojoj
strukturi. Lektin koji veze manozu (engl. mannose-binding lectin/protein, MBL/MBP) pripada
skupini C-tipa lektina, odnosno lektinima kojima je za vezanje Secera potreban ion kalcija. MBP
preko svog C-kraja veze manozu, a preko N-kraja veze se na makrofag te zapocinje fagocitozu,
odnosno proces stani¢ne razgradnje vec¢ih Cestica. Osim na makrofazima, MBP-ovi se nalaze i
na dendriti¢kim stanicama koje su zasluzne za prezentiranje antigena T-stanicama imunosnog
sustava, kao i na povrsini endotelnih stanica. Samim time moZemo zakljuciti da vezanje manoze
utje¢e na procese endocitoze, fagocitoze te sinteze citokina.?’

Dosadasnja istrazivanja potvrdila su da manoziliranje derivata desmuramil-dipeptida
pozitivno utjece na njihovu imunostimulatornu adjuvantsku aktivnost, $to je upravo posljedica

interakcije manozne podjedinice derivata s MBP-ovima,18:1927.28

2.3. Zastitne skupine

U organskoj sintezi Cesto je potrebno jednu ili viSe funkcijskih skupina zastititi i sprijeciti
kemijsku reakciju koju Zelimo provesti na nekom drugom reaktivnom centru, prvenstveno kako
ne bi nastali nezeljeni nusprodukti. U tu svrhu koriste se razne zastitne skupine. Da bi zastitna

skupina bila prikladna za koriStenje, mora zadovoljavati odredene kriterije. Za pocetak,
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uvodenje zastitne skupine na odabranu funkcijsku skupinu mora biti moguce provesti u
visokom iskoriStenju ili idealno kvantitativno. Uvodenje zastitne skupine bi takoder trebalo biti
mogucée provesti u Sto blazim uvjetima kako se ne bi narusila funkcionalnost drugih
molekulskih fragmenata. Nuzno je i da se zastitna skupina moze lako i u visokom iskoristenju
selektivno ukloniti uporabom netoksi¢nih reaktanata u uvjetima koji ne naruSavaju preostalu
strukturu supstrata niti funkcijsku skupinu s koje je zastitna skupina uklonjena. Takoder,
pozeljno je i da se dobiveni zastieni supstrat lako 1 efikasno odvaja od mogucih nusprodukata
ili zaostalih reaktanata. Uvodenje zaStitne skupine ne bi smjelo generirati nove stereogene
centre jer to otezava CiS¢enja produkta. Treba naglasiti da idealna univerzalna zastitna skupina
u pravilu ne postoji te njezin odabir uvelike ovisi o specificnosti supstrata kojeg zelimo zastititi,
kao i uvjetima daljnje sinteze.?®

Posebnu vaznost imaju zastitne skupine u kemiji peptida 1 ugljikohidrata, obzirom na
veliki broj funkcijskih skupina koje molekule tih spojeva sadrze kao 1 na veliku moguénost
sporednih reakcija, pogotovo prilikom reakcija kondenzacije.?® U navedenom kontekstu

zastitne skupine pojavljuju se i u ovom radu.

2.3.1. Zastita hidroksilne skupine monosaharida
Hidroksilna skupina prisutna je u mnogim bioloSkim i sintetskim spojevima poput nukleotida,
ugljikohidrata, steroida te polietera kao i na bo¢nim lancima nekih aminokiselina. Osjetljiva je
na mnoge kemijske transformacije poput oksidacija, aciliranja, dehidratiranja i halogeniranja.?®
U kontekstu ovog rada, nuZna je bila zastita hidroksilnih skupina molekule manoze, pa ¢e se u
ovom odlomku detaljnije razmotriti kemija zastitnih skupina ugljikohidrata.

Monosaharidi, polisaharidi i glikokonjugati iznimno su vazne molekule u raznim
biologkim procesima ukljuéujuéi i imunosni odgovor na virusne i bakterijske infekcije.303!
Saharidi su polihidroksi-spojevi, zbog ¢ega je odabir zastitnih skupina iznimno bitan kako bi se
postigla kemoselektivnost i regioselektivnost reakcija u kojima sudjeluju.3! Kod kemije
saharida vazno nam je razdvojiti dva pojma, a to su permanentne i privremene zastitne skupine.
Permanentne zastitne skupine su one koje zadrzavamo u ciljnoj molekuli do kraja sinteze i
najcesce ciljamo na njihovo uklanjanje u jednom sintetskom koraku. Kod privremenih zastitnih
skupina uvodimo skupinu kroz jedan ili nekoliko koraka te ju zelimo selektivno uvesti i
ukloniti. Generalno se koriste dva tipa permanentnih zastitnih skupina: benzilna eterska zastitna

skupina ili skupina ekvivalentna benzilnoj te esterske zastitne skupine. Benzilna zastitna
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skupina uklanja se katalitickom hidrogenolizom. S druge strane, esterske zaStitne skupine
uklanjaju se u bazi¢nim uvjetima, primjerice acetatna (Ac) i benzoatna (Bz) skupina mogu se
ukloniti u uvjetima Zemplénove transesterifikacije (NaOMe/MeOH). Tako se prve zastitne
skupine koriste u slu¢ajevima kada je supstrat osjetljiv na bazi¢ne uvjete, dok se esterske
zaStitne skupine koriste u slu¢ajevima kada supstrat posjeduje nezasi¢ene veze koje su osjetljive
na reakcije redukcije.®? Hidroksilne skupine saharida medusobno se razlikuju po reaktivnosti te
je ta Cinjenica Cesto kljucna za efikasno selektivno uklanjanje 1 uvodenje odredenih zastitnih
skupina. Najreaktivnija je primarna, odnosno anomerna hidroksilna skupina zbog sterickih
faktora, kao i hemiacetalne funkcionalnosti. Navedena funkcijska skupina je i najkiselija, sto
omogucéava njenu kemoselektivnu transformaciju u bazi¢nim uvjetima.3!

U tablici 1 prikazane su neke najéesce koriStene zastitne skupine u kemiji ugljikohidrata,

kao i najces¢i uvjeti njihovog uvodenja i uklanjanja.

Tablica 1: Pregled najcesce koriStenih zastitnih skupina za zastitu hidroksilnih skupina

ugljikohidrata te uvjeta za njihovo uvodenje i uklananje.?®

Zastitna skupina Uvjeti uvodenja Uvjeti uklanjanja

. L ~ NaOMe/MeOH  (Zemplénova
Anhidrid octene kiseline/acetil-

E Acetatna skupina ) _ o transesterifikacija)
- klorid uz Lewisovu Kiselinu,
= -OAc R NHs/MeOH
wn LW piridin ili NaOAc
< Z NaOH
N T
@ D Benzoatna skupina _ _ o
75X Benzoil-klorid uz piridin NaOMe/MeOH
w
& -OBn
=
% . oo Tiourea
= Kloracetatna skupina Kloroacetil-klorid uz piridin o
Hidrazin
= Benzilna skupina
Z BnX (X = CI; Br)/baza H2/Pd-C
& -OBn
w =
%,‘) c'% Alilna skupina _ ) Izomerizacija katalizirana Pd, Ir,
X Alil bromid uz NaOH N
W =z -OAll Rh i hidroliza
b = :
= Tritilna skupina o _ o _ o
’ZEJ Tritil-klorid uz piridin Mineralne kiseline
N -OTr
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2.3.2. Zastita amino-skupine u peptidnoj kemiji

Aminokiseline su monomeri koji grade peptide i proteine te su kao takve od iznimne vaznosti
za zivi svijet. Kako im ime govori, sve sadrze karboksilnu skupinu i amino-skupinu. Prilikom
reakcija polimerizacije, odnosno kondenzacije aminokiselina i peptidnih fragmenta nuzno je
zaStititi prvenstveno a-amino-skupinu, kako bi se sprijecilo nastajanje nusprodukata u takvim
reakcijama. Osim zastite a-amino-skupine, potrebno je zastiti i amino-skupinu bo¢nog ogranka,
ukoliko je ona prisutna. Zastita amino-skupina klju¢na je i u kemiji drugih spojeva od velike
vaznosti za zivi svijet, poput raznih neurotransmitera i1 nukleinskih kiselina, ali 1 u mnogim
farmakologkim spojevima.33

Obzirom da se zaStita amino-skupine u ovom radu spominje prvenstveno u kontekstu
zaStite aminokiselina 1 peptida u kondenzacijskim reakcijama, navedene su najesce koristene
zaStitne skupine u peptidnoj kemiji, a to su karbamatne (uretanske) zastitne skupine. Jedna od
prednosti koristenja karbamatne zastite u slucaju peptida jest i mogucnost utjecaja karbamatne
zaStitne skupine na smanjenje racemizacije peptida u bazi¢nim uvjetima, u kojima se provode
kondenzacijske reakcije. Racemizacija se kod N-acil-zasticenih peptida dogada preko

oksazolonskog meduprodukta, mehanizmom prikazanim na slici 13.%°

H ( Hof R oH R 2

R f SO o R—"‘/< % — Hﬁ/(

. o) 0 . o}

HN o NQ( Ni( Ns(
< .

iy R R

Slika 13: Shematski prikaz mehanizma racemizacije N-acil-zasti¢enog polipeptida preko

oksazolonskog meduprodukta®®

Od iznimne je vaznosti zastitnu skupinu uklanjati u blagim uvjetima kako ne bi doslo
do raspada polipeptidnog lanca ili prijevremenog uklanjanja drugih zastitnih skupina. Takoder,
pozeljno je da se dodatkom zaStitne skupine na a-amino-skupinu povecava i topljivost spoja u
najéesc¢e koristenim otapalima.®®

Nacin uvodenja i uklanjanja nekih najcesce koristenih karbamatnih zastitnih skupina za

zaStitu amino-skupine navedeni su u tablici 2.
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Tablica 2: Pregled najcesce koristenih karbamatnih zastitnih skupina za zastitu amino-skupine

te uvjeta za njihovo uvodenje i uklananje®®*

Zastitna skupina Strukturna formula Uvjeti uvodenja Uvjeti uklanjanja
1. 25-50 % TFA-
DCM

Tert-butiloksikarbonil i )
Boc.O/baza 2. 4 M HClI-dioksan
(Boc) o

3. 2 M MeSO3H-

dioksan

— 1. 20 % piperidin u

) ) \ / DMF-u;
9-Fluorenilmetoksi-
) o Fmoc-CI, Fmoc-OSu, 2. 1-5% DBU-DMF
karbonil :
o Fmoc-Ns 3. morfolin-DMF
(Fmoc) -
\ / (1:1)
4. NH3
0 1. Ho/Pd-C
Benziloksikarbonil )J}{ PhCH2OCOCI/NaHCOs, 2. Kiseline:
(6}
(Cbz/2) NaOH ili MgO HBr/AcOH; TFA; HF
3. BBr3
1. Alloc-Cl, py 1. Pd(Ph)z cat.
2. Alloc0, dioksan- 2. H3aN-BH3,
Aliloksikarbonil N .
H20 MezNH-BHas ili
(Alloc) i )
3. Alloc-OSu, TEA, PhsSiH u organskom
CH2Cl. otapalu

2.3.3. Zastita karboksilne skupine peptida
Zastita a-karboksilne skupine kod sinteze peptida na ¢vrstoj podlozi nije nuzna jer je peptid
uglavnom preko nje vezan na podlogu. Ovo ne vrijedi za sintezu na ¢vrstoj podlozi gdje je ta
podloga smola jer je tada polipeptid na podlogu vezan preko okosnice. U sluéaju sinteze u

otopini, zastita a-karboksilne skupine je nuzna. U sva tri sluc¢aja pak potrebno je uzeti u obzir
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zastitu karboksilne skupine bo¢nog ogranka, ukoliko u strukturi peptida imamo aspartat ili
glutamat.*3

Kao zastitne skupine za a-karboksilne skupine peptida, kao i za karboksilne skupine
boc¢nih ogranaka, uglavnom se koriste esterske zastitne skupine te su uvjeti njihova uklanjanja

I uvodenja navedeni u tablici 3.

Tablica 3. Pregled najcesce koriStenih esterskih zastitnih skupina za zastitu karboksilnih

skupina peptida te uvjeta za njihovo uvodenije i uklanjanje.?

Zastitna skupina Strukturna formula Uvjeti uvodenja  Uvjeti uklanjanja
1.
CH2=CH(CH3)2,
) ) 1. AcOH
tert-butilna skupina konc H.SOg4, Et,0
2.TFA
(t-Bu) 2. t-BuOH,
3. TsOH
H2S04, MgSOs,
Et,O
) _ BnOCOCI, EtsN,
Benzilna skupina
0 °C, DMAP, H./Pd-C
(Bn)
CHCl;
Metilna/etilna
_ < 1. MeOH/SOCI, _
skupina s LiOH
n=0.1 2. MeOH/H32S04
(Me, Et) ’

2.4. Priprava amida — kondenzacijske reakcije

Peptidna veza jest vrsta amidne veze kojom su povezane aminokiseline u peptidima i
proteinima. Takoder, amidnu i peptidnu vezu Cesto se nade u strukturi molekula mnogih
farmakoloski vaznih spojeva. Najc¢eS¢e se sinteza amidne veze provodi kondenzacijom
karboksilne kiseline i amina. Medutim, ova reakcija nije spontana pri sobnoj temperaturi te je
reakcijsku smjesu potrebno zagrijavati najéesce do 200 °C kako bi doslo do eliminacije vode te
kondenzacije. U protivnom dolazi do nastanka soli kiselo-baznom reakcijom kisele karboksilne
skupine i bazi¢ne amino-skupine. Pri ovakvim uvjetima najces¢e dolazi do popratnih

nepozeljnih reakcija i raspada spojeva pa su razvijene druge metode amidacije koje se oslanjaju
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na aktivaciju karboksilne skupine prije reakcije s aminom. Aktivacija karboksilne skupine

provodi se pretvorbom hidroksilne skupine karboksilne kiseline u bolju izlaznu skupinu,

odnosno njenom supstitucijom nekom elektron-odvlaée¢om skupinom. 3%

H l
g Y
N \/K kondenzacua \)k o
/ \ —HZO ~
PG Y OH G' / PG
(0]

Slika 14: Shematski prikaz reakcije kondenzacije karboksilne skupine i amino-skupine uz

Jlh

izlazak molekule vode (PG = zastitna skupina, engl. protecting group)

Za pripravu aktiviranog oblika karboksilne kiseline koriste se kondenzirajuéi reagensi,
kojima se karboksilna kiselina prevodi u acil-halogenid, mijesani ili simetri¢ni anhidrid, azid
ili u aktivni ester, ovisno o koristenom reagensu.’*%® Aktivacija karboksilne kiseline
prevodenjem u acil-klorid jedna je od najkoriStenijih i najstarijin metoda aktivacije. Neki od
naj¢eSc¢e koristenih reagensa su pivaloil-klorid, ftaloil-diklorid, tionil-klorid, oksalil-klorid,

fosforil-klorid i Vilsmeirov reagens (slika 15).35¢

(0]
(0]
al o) cl e} Me
” o lFl’\ IL H
cl cl s o -~ o
o c | c me” @
Cl
o) c cl
pivaloil-klorid ftaloil-diklorid tionil-klorid oksalil-klorid fosforil-klorid ~ Vilsmeierov reagens

Slika 15: Strukturne formule molekula reagensa za pripravu acil-halogenida®**

Od navedenih reagensa, na vecoj skali najkoristeniji su svakako tionil-klorid i oksalil-
klorid koji u reakcijama s karboksilnom kiselinom generiraju klorovodi¢nu kiselinu, §to moze
ograni¢avati njihovu upotrebu u sluc¢aju kiselo labilnih spojeva.®® Takoder, potrebno je prije
reakcije s aminom neutralizirati klorovodi¢nu kiselinu nastalu u reakciji, u svrhu ¢ega se
najces¢e dodaju tercijarni amini, primjerice trietilamin. U ovakvim uvjetima moze do¢i do
nastanka oksazolonskog prstena i racemizacije (slika 13). Da bi se to sprije¢ilo jedno od
mogucih rjesenja je koristenje dvofaznog sustava kako bi se kontakt supstrata s bazom koja je

otopljena u vodenom sloju sveo na najmanju moguéu mjeru.*
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Kod priprave acil-halogenida u prisutnosti oksalil-klorida i tionil-klorida cesto se dodaje
i kataliticka kolicina DMF-a pri ¢emu nastaje Vilsmeier-Haackov meduprodukt ili ve¢ navedeni
Vilsmeierov reagens, koji je komercijalno dostupan. Mehanizam reakcije tionil-klorida i DMF-
a dan je na slici 16.%

M
—— [L o cl > N (0] Cl > N H ©
AN o T & Me/@Q g e\ \4\3/-) e @ Ny Cl S0,
Me &>’/ (\
H 0 o 0 cl
Vilsmeier-Haack meduprodukt

(Vilsmeier reagens)

Slika 16: Shematski prikaz mehanizma reakcije tionil-klorida i DMF-a3®

Metoda aktivacije karboksilne kiseline preko mijeSanog anhidrida provodi se uz
dodatak reagensa poput anhidrida octene kiseline, pivaloil-klorida, odgovarajucih klorformijata
i kinolinskih reagensa poput EEDQ (2-etoksi-1-etoksikarbonil-1,2-dihidrokinolin). Jedna od
mogucih komplikacija pri ovome postupku je disproporcioniranje mijeSanog anhidrida te
nastanak dvaju razli¢itih simetricnih anhidrida, §to se moze izbje¢i pripravom mijeSanog
anhidrida netom prije reakcije s aminom. Do navedenog problema dolazi ukoliko se kao
reagensi koriste oni koji daju aktivirane anhidride karboksilnih kiselina (pivaloil-klorid i
anhidrid octene kiseline). U slu¢aju reagensa koji daju anhidride uglji¢ne kiseline, problem se
javlja kod moguce sporedne reakcije tercijarne duSikove baze s drugim karbonilnim
ugljikom.3>3¢ Optimalni uvjeti za ovakve kondenzacijske reakcije su aktivacija na niskoj
temperaturi (-5 do -15 °C) uz N-metilmorfolin kao bazu u bezvodnom otapalu, koje nije ni
kloroform ni diklormetan.*

Relevantna metoda aktivacije karboksilnih kiselina u kontekstu ovog rada jest aktivacija
uz karbodiimidne aktivacijske reagense. Prvi  karbodiimidni reagens  N,N'-
dicikloheksilkarbodiimid (DCC, slika 17) sintetiziran 1955. godine. Ostali ¢esto koriSteni
karbodiimidni reagensi su 1-etil-3-(3'-dimetilaminopropil)karbodiimid-hidroklorid (EDC-HCI,
slika 17) i N,N'-diizopropilkarbodiimid (DIC, slika 17).3436

S
DCC O \‘/ \_\~NMe2

bic EDC

Slika 17: Strukturne formule molekula ¢esto koristenih karbodiimidnih reagensa
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Aktivacija karboksilne kiseline karbodiimidnim reagensom prikazana je na slici 18.
Reakcijom karbodiimidnog reagensa i karboksilne kiseline nastaje O-acilizourea (put A), ¢ijom
daljnom reakcijom s aminom nastaje ciljani amid (put B) i kao nusprodukt odgovarajuce uree.
U slucaju DCC-ato je dicikloheksil-urea, koja je relativno netopljiva u otapalima koja se koriste
za reakcije kondenzacije pa se najéesée uklanja filtriranjem.®* U slucaju DIC-a nastala
diizopropilurea je umjereno topljiva u kloroformu i uglavnom se uklanja ekstrakcijom vodom.
Naposljetku, urea koja nastaje iz EDC-a je topljiva u vodi i u potpunosti se uklanja ekstrakcijom
u vodeni sloj, $to ¢ini EDC najkoristenijim karbodiimidnim reagensom na veéoj skali.®® Jedan
od mogucéih nusprodukata je i anhidrid karboksilne kiseline (put C), koji dalje ponovo moze
reagirati s aminom (put D). Problem kod koriStenja samo karbodiimidnih reagensa je i
mogucénost pregradnje (put E) i nastanka N-aciluree, koja je stabilna i ne reagira s aminom. U
svrhu sprjecavanja te nepozeljne reakcije, koriste se aditivi. NajceS¢e koriSteni aditivi su
svakako 1-hidroksi-1H-benzotriazol (HOBt) i 1-hidroksi-7-azabenzotriazol (HOAL), koji
uvelike povecavaju iskoriStenje reakcija kondenzacije 1 smanjuju racemizaciju. HOBt 1 HOAt
sprjeCavaju reakciju pregradnje i nastanka N-aciluree i u reakciji s O-acilizoureom daju
aktivirani ester (put F) iz kojeg u reakciji s aminom nastaje ciljani amid (put G).3+2¢

0

)J\ @R’\N_C_(;\?HR'
R O T
A
i
_R' (0] NR' (0]
R N dni F HOBt
)\ < pregradnja R)J\O)J\NHR' R)J\OBt aktivirani ester
o NH sporo .E rZ0

| O-acilizourea

R’
N-acilurea

RCOOH 0> G ||RNH,

o o E °
—_— =
R)J\O R R"NH2 )J\

R NHR"

anhidrid

Slika 18: Shematski prikaz reakcije karbodiimidnog reagensa s karboksilnom kiselinom te

mogucih sporednih reakcija i reakcije O-acilizoureje s aditivom HOBt3®
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode
3.1.1. Kemikalije i otapala

Boc-zasti¢eni ferocenski amini (Fc-(CH2)nNHBoc) i ferocenacetonitril (Fc-CH2CN) koriSteni
u sintezi, prethodno su pripravljeni u laboratoriju literaturno opisanim postupcima. Ostale
kemikalije koriStene u sintezi komerijalno su dostupne i analiticke su Cisto¢e: manoza (Sigma-
Aldrich), jod (I, Kemika), morfolin (Sigma-Aldrich), tert-butil-bromacetat (Sigma-Aldrich),
kalijev karbonat (K2COs, Sigma-Aldrich), sumporna Kkiselina (H.SO4, Fluka), litijev
tetrahidroaluminat (LAH, Sigma-Aldrich), natrijev klorid (NaCl, Kemika), benzilni ester N-(t-
butiloksikarobnil)-L-alanil-D-izoglutamina (Boc-L-Ala-D-GIn(OBn), Bachem), trifluoroctena
kiselina (TFA, Merck), natrijev sulfat (Na2SOs, Kemika), hidroksibenzotriazol (HOBt, Sigma-
Aldrich), N-etil-N'-(3-etildiaminopropil)karbodiimid-hidroklorid (EDC x HCI, Sigma-Aldrich),
1,4-dioksan (Kemika), klorovodi¢na kiselina (HCI, Carlo Erba), natrijev hidrogenkarbonat
(NaHCO3, Gram mol), trietilamin (TEA, Sigma-Aldrich), natrijev metoksid (NaOMe, Sigma-
Aldrich), platinov(1V) oksid (PtO.), paladij na ugljiku (Pd/C)

Otapala koriStena u sintezi po potrebi su suSena prema uobiCajenim literaturnim
postupcima. KoriStena su komercijalno dostupna otapala: diklormetan (DCM, Carlo Erba),
acetonitril (CH3CN, Kemika), dimetilformamid (DMF, Fisher Chemical), dietil-eter (Et20, J.
T. Baker), metanol (MeOH, Fluka), 1,4-dioksan (Kemika), etil-acetat (EtOAc, Carlo Erba),
etanol (EtOH, Kemika), kloroform (CHCIs, Carlo Erba).

3.1.2. Metode
Tijek reakcija, kao i sastav frakcija prilikom kromatografskog procis¢avanja na stupcu te
kontrola Cistoce sintetiziranih produkata praceni su tankoslojnom kromatografijom (TLC) na
staklenim plocicama silikagela (60 F254, 0,25 mm, Fluka). Silikagel 60 (0,063-0,200 mm,
Sigma-Aldrich) koriSten je za procis¢avanje sintetskih produkata prilikom kromatografije na
stupcu. Detekcija mrlja na plo¢icama silikagela provedena je ultraljubi¢astim zracenjem (4 =
254 nm), prskanjem ploc¢ica ninhidrinom uz zagrijavanje te prskanjem plocica 10 %-tnom
otopinom sumporne kiseline uz zagrijavanje. Hidrogenolize (debenziliranja) provedena su u

Parrovom uredaju.
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U svrhu identifikacije i kontrole ¢istoce produkata koristena je spektroksopija nuklearne
magnetske rezonancije (NMR) i spektrometrija masa (MS). H i 13C DEPT-Q NMR spektri
snimljeni su pomocu instrumenta Avance I11 HD (Bruker) pri frekvenciji oscilacije od 400 MHz
za 'H spektre i 100 MHz za 1*C spektre u deuteriranim otapalima (CDCls ili CD3OD; navedeno
u tekstu). Kemijski pomaci (0) izrazeni su u ppm u odnosu na tetrametilsilan (TMS, 0 ppm) kao
unutarnji standard, dok su spektri $3C kalibrirani prema srednjem signalu otapala. Multipliciteti
signala navedeni su u tekstu kao: s-singlet, d-dublet, dd-dublet dubleta, t-triplet, g-kvartet i m-
multiplet. Spektri masa produkata snimljeni su pomoc¢u uredaja Agilent 6410 uz ionizaciju
elektrorasprSenjem (ESI-MS). Talista spojeva odredena su pomoc¢u mjerenja uredajem Buchi

Melting Point B-540.

3.2. Priprava peptidnog prekursora

3.2.1. Priprava spoja 1 — (4R)-4-[(2S)-2-(tert-butiloksikarbonil-
amino)propanamido]-4-karbamoilbutanske kiseline 1

Komercijalno dostupan dipeptid Boc-L-Ala-D-isoGIn(OBn) (0,5 g, 1,23 mmol) otopi se u 96
%-tnom EtOH (25 mL) te se u otopinu doda paladij na ugljiku (250 mg). Otopina se mijeSa 24
h u struji vodika na sobnoj temperaturi u Parrovom uredaju (p = 2,34 bar). Tijek reakcije prati
se TLC-om u sustavu otapala CHCIz : MeOH = 3 : 1 uz prskanjem 10 %-tnom sumpornom
kiselinom i zagrijavanje. Po zavrsetku, reakcijska smjesa se profiltrira i obilno ispere etanolom,
a dobiveni filtrat upari. Dobiveni produkt 1 (377 mg, 97 %, slika 19) je pahuljasta bijela krutina.
Struktura spoja 1 potvrdena je spektroskopijom NMR.

>Uk)ﬁ(j:

Slika 19: Strukturna formula molekule spoja 1

Rf=0,28 (CHCls : MeOH =2 : 1)

'H NMR (CD30D) &/ ppm: 4,36 (dd, 1H, J = 4,2 Hz, J =9,2 Hz, CH, isoGIn); 4,02 (q, 1H, J =
7,1 Hz, CH, Ala); 2,38 (t, 2H, J = 7,6 Hz, CHz, isoGlIn); 2,26 — 2,17 (m, 1H, isoGlIn); 1,94 — 1,85
(m, 1H, isoGlIn); 1,43 (s, 9H, 3 x CH3, Boc); 1,30 (d, 3H, J = 7,2 Hz, CHs, Ala).

13C NMR (CD30D) &/ ppm: 175,02-174,98 (3 x C=0); 156,6 (C=0, Boc); 79,5 (C, Boc); 52,1
(CH, isoGlIn); 50,6 (CH, Ala); 29,7 (CHz2, isoGIn); 27,3 (CHs, Boc); 26,7 (CHz2, isoGIn); 16,1 (CHs,
Ala).
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3.3. Priprava ferocenskih amina
3.3.1. Priprava spoja 2 — 2-(ferocen-1-il)etanamina

Metoda I:

Ferocenacetonitril (50 mg) otopljen je u EtOH (5 mL) te je u otopinu dodan PtO2 (2,5 mg).
Reakcijska smjesa je mijeSana 24 h u struji vodika na sobnoj temperaturi u Parrovom uredaju (
p = 3,45 bar). Tijek reakcije pracen je TLC-om u sustavu otapala DCM : MeOH =5 : 1. Nakon
24 h reakcijska smjesa je profiltrirana te je filtrat ekstrahiran vodenom otopinom HCl-a (c =1
mol dm). Vodeni sloj je neutraliziran vodenom otopinom NaOH (¢ = 1 mol dm™) do pH 12 te
ekstrahiran eterom i suSen na bezvodnom Na,SOs. Produkt je prociS¢en kromatografijom na
stupcu uz gradijentno eluiranje od sustava otapala DCM : MeOH =10 : 1 do DCM : MeOH =
5: 1. Dobiven je produkt 2 (slika 20) u obliku narancéaste krutine (7 mg, 14 %) ¢ija je struktura

potvrdena spektroskopijom NMR i spektrometrijom masa.

Metoda I1:

Ferocenacetonitril (50 mg) je otopljen u EtOH (5 mL) te je u otopinu dodan paladij na ugljiku
(2,5 mg). Otopina je mijeSana 24 h u struji vodika na sobnoj temperaturi u Parrovom uredaju
(p = 3,45 bar). Tijek reakcije pracen je TLC-om u sustavu otapala DCM : MeOH =5 : 1 te

nakon 24 h nije uo€eno nastajanje produkta.

Metoda Il1:

LAH (167 mg, 4,444 mmol) je suspendiran u suhom eteru (10 mL). Siva suspenzija LAH-au
eteru mijeSana je na sobnoj temperaturi 30 min. Potom je dokapavanjem dodana otopina
FcCH.CN (200 mg, 0,222 mmol) otopljenog u suhom eteru (6 mL). Reakcijska smjesa
zagrijana je do temperature refluksa te mijeSana 3 h. Tijek reakcije pracen je TLC-om u sustavu
otapala CHCIz : MeOH =5 : 1 uz detekciju ninhidrinom i zagrijavanjem.

Po zavrSetku reakcije, reakcijska smjesa je prvo ohladena na ledu te je u nju dokapavana
hladna voda uz neprestano hladenje. Reakcijska smjesa je oddekantirana, talog jo§ par puta
ispran eterom te ponovo oddekantirana otopina iznad taloga. Dobivena je bistra narancasta
otopina. Nakon uparavanja otapala na rotacijskom uparivacu sirovi produkt je procis¢en
kromatografijom na stupcu uz gradijentno eluiranje od sustava otapala DCM : MeOH =10 : 1
do DCM : MeOH =5 : 1. Dobiven je uljasti smedi produkt (130 mg, 64 %,). Struktura spoja

potvrdena je spektroskopijom NMR i spektrometrijom masa.
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Slika 20: Strukturna formula molekule spoja 2

Rf=0,35 (DCM : MeOH =5 : 1)

IH NMR (CDCls) 6 / ppm: 4,10 — 4,07 (m, 9H, 9 x CH, Fc); 2,82 (t, 2H, J = 6,3 Hz, CH2NH,);
2,49 (t, 2H, J = 6,8 Hz, CH2Fc); 1,75 (s, 2H, NHy).

13C NMR (CDCls) 6 / ppm: 86,26 (C, Fc); 68,70, 68,54, 67,58 (CH, Fc); 43,53 (CH2NH,);
33,90 (CH2Fc).

ESI-MS: m/z 230,20 [M+H]*

3.3.2. Priprava spoja 3 — 3-(ferocen-1-il)propan-1-ilamonijeva klorida
Fc-(CH2)3-NHBoc (200 mg, 0,583 mmol) otopi se u suhom DCM-u (8 mL). U otopinu se uvodi
plinoviti klorovodik pri ¢emu dolazi do promjene boje otopine iz narancaste U zelenu. Reakcija
se prati TLC-om u sustavu otapala DCM : MeOH =5 : 1. Nakon 4 h uvodenja klorovodika na
sobnoj temperaturi, reakcijska smjesa se upari te se upareni ostatak procisti kromatografijom
na stupcu uz gradijentno eluiranje od sustava otapala DCM : MeOH =20 : 1 do DCM : MeOH
=5 : 1. Dobiven produkt je svijetlo-zuto gusto ulje (95 mg, 58 %), ¢ija je struktura potvrdena

spektroskopijom NMR te spektrometrijom masa.

@\/\%s @
A=

Slika 21: Strukturna formula molekule spoja 3

Rf=0,30 (DCM : MeOH =5:1)

'H NMR (CDs0D) ¢ / ppm: 4,11 — 4,08 (m, 9H, 9 x CH, Fc); 2,93 — 2,90 (m, 2H, CH2NH3");
2,46 (t, 2H, J = 7,6 Hz, CHzFc); 1,91 — 1,82 (m, 2H, CH., poveznica ferocen-dipeptid).

13C NMR (CD3OD) ¢ / ppm: 88,47 (C, Fc); 69,66, 69,12, 68,58 (CH, Fc); 40,66 (CH.NHs");
30,33 (CH2zFc); 27,59 (CHa, poveznica ferocen-dipeptid)

ESI-MS: m/z 244,150 [M+H]*
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3.3.3. Priprava spoja 4 — 4-(ferocen-1-il)butan-1-ilamonijeva klorida
Fc-(CH2)s-NHBoc (302 mg, 0,845 mmol) se otopi u 10 mL suhog DCM-a te se potom u
reakcijsku smjesu uvodi plinoviti HCIl-a. HCI se generira literaturno opisanim postupkom
reakcijom natrijeva klorida i sumporne kiseline. Nakon 4 h uvodenja HCl-a, otapalo se upari na
rotacijskom uparivacu. Dobiveni upareni ostatak se potom procisti kromatografijom na stupcu
uz gradijentno eluiranje u sustavu otapala DCM : MeOH =10 : 1 do DCM : MeOH =5 : 1.
Dobiveni produkt je gusto zuto ulje (183 mg, 74 %). Struktura spoja 4 potvrdena je
spektroskopijom NMR i spektrometrijom masa.

C?Y\/\/
>

Slika 22: Strukturna formula molekule spoja 4

Rf=0,42 (DCM : MeOH =5:1)

'H NMR (CDs;OD) 6 / ppm: 4,09 — 4,04 (m, 9H, 9 x CH, Fc); 2,91 (t, 2H, J = 7,5 Hz,
CH2NHs"); 2,43 (t, 2H, J = 7,3 Hz, CH2Fc); 1,71 — 1,54 (m, 4H, 2 x CH>, poveznica ferocen-
dipeptid)

13C NMR (CDs0D) ¢ / ppm: 89,74 (C, Fc); 69,75, 69,39, 68,51 (CH, Fc); 40,76 (CH2NH3");
30,53 (CH2Fc); 29,17, 28,43 (2 x CHz2, poveznica ferocen-dipeptid)

ESI-MS: m/z 258,150 [M+H]*

3.4. Priprava ferocenskih amida desmuramil-dipeptida

3.4.1. Opceniti postupak kondenzacije ferocenskih amina s peptidnim
prekursorom

Boc-L-Ala-D-isoGIn (1,2 ekv.) suspendira se u smjesi suhog 1,4-dioksana i DCM-a (1 : 1).
Suspenzija se ohladi na 0-5 °C te se u nju potom dodaju HOBt (1,2 ekv.) i EDCxHCI (1,2 ekv.).
Suspenzija se mijesa na 0-5 °C, 5-10 min.

U drugoj tikvici pripremi se suspenzija spojeva 2, 3 ili 4 (1,0 ekv.) u smjesi suhog 1,4-
dioksana i DCM-a (1 : 1) u koju se potom doda TEA (2,0 ekv.). Tako pripremljena suspenzija
prebaci se preko lijevka u suspenziju s aktiviranim dipeptidom. Reakcijska smjesa se mijesa 30

min na 0-5 °C, nakon ¢ega se mijeSa na sobnoj temperaturi preko no¢i.
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Tijek reakcije prati se TLC-om u sustavu otapala DCM : MeOH =5 : 1 uz prskanje
sumpornom kiselinom i zagrijavanje. Po zavrsetku reakcije reakcijska smjesa se obradi na nacin
da se prvo razrijedi s EtOAc-om te se zatim u reakcijsku smjesu doda otopina 0,5 M vodene
otopine HCl-a. Organski sloj se odvoji i zatim ispere sa zasi¢cenom vodenom otopinom
NaHCOs. Dobiveni organski sloj se susi na bezvodnom NaxSOs i upari na rotacijskom
uparivacu. Upareni ostatak Se procisti kromatografijom na stupcu uz gradijentno eluiranje u
sustavu otapala od CHCl3: MeOH =20 : 1 do CHCI3: MeOH =5: 1.

3.4.2. Priprava spoja 5 — N-[2-(ferocen-1-il)etan-1-il]-(4R)-4-[(2S)-2-(tert-
butiloksikarbonilamino)propanamido]-4-karbamoilbutanamida

Iz spoja 1 (34,8 mg, 0,110 mmol) i spoja 2 (21 mg, 0,0917 mmol) postupkom opisanim u
prethodnom poglavlju pripravljen je spoj 5 (slika 23, 42,8 mg, 88 %), ¢ija je struktura potvrdena
spektroskopijom NMR i spektrometrijom masa.

&Y

Slika 23: Strukturna formula molekule spoja 5

Rf=0,53 (DCM : MeOH =5:1)

'H NMR (CDCls) 6 / ppm: 7,82 (s, 1H, NH); 7,10 (s, 1H, NH); 6,22 (s, 1H, NH); 5,71 (s, 1H,
NH); 5,27 (d, 1H, J = 5,5 Hz, NH); 4,44 — 4,39 (m, 1H, CH, isoGlIn); 4,12 — 4,01 (m, 10H: 9H,
9 x CH, Fc; 1H, CH, Ala); 3,38 (q, 2H, J = 6,5 Hz, CH2NH); 2,55 (t, 2H, J = 7,1 Hz, CH2Fc);
2,41 — 2,26 (m, 2H, CHa,isoGlIn); 2,18 — 2,12 (m, 1H, CHa, isoGIn); 2,07 — 2,04 (m, 1H, CH,
isoGIn); 1,43 (s, 9H, 3 x CH3, Boc); 1,36 (d, 3H, J=7,1 Hz, CHs, Ala)

13C NMR (CDCl) 6 / ppm: 173,56, 172,94 (C=0); 85,50 (C, Fc); 68,84, 68,43, 67,80 (CH,
Fc); 52,54 (CH, isoGlIn); 51,12 (CH, Ala); 40,96 (CH2NH); 32,74 (CHzFc); 29,72 (CH,
isoGlIn); 28,50 (CHs, Boc); 27,95 (CHz, isoGln); 18,01 (CHs, Ala)

ESI-MS: m/z 529,256 [M+H]*
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3.4.3. Priprava spoja 6 — N-[3-(ferocen-1-il)propan-1-il]-(4R)-4-[(2S)-2-(tert-
butiloksikarbonilamino)propanamido]-4-karbamoilbutanamida

Kondenzacijom spoja 1 (88 mg, 0,315 mmol) i spoja 3 (113 mg, 0,356 mmol) prethodno
opisanim opcenitim postupkom kondenzacije pripravljen je spoj 6 (Slika 24) u obliku
narancastog ulja (145 mg, 78 %). Struktura spoja potvrdena je spektroskopijom NMR i

spektrometrijom masa.

@Y\/\H Hﬁ(\u)okok

Slika 24: Strukturna formula molekule spoja 6

Rf=0,63 (DCM : MeOH =5 : 1)

'H NMR (CDsOD) 6 / ppm: 4,35 — 4,32 (m, 1H, CH, isoGlIn); 4,11 — 4,03 (m, 9H, 9 x CH,
Fc); 3,51 (q, 1H, J = 7,0 Hz, CH, Ala); 3,20 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH2NH); 2,39 (t, 2H, J = 7,9
Hz, CHzFc); 2,28 (t, 2H, J = 6,7 Hz, CHz, isoGlIn); 2,23 — 2,21 (m, 1H, CHz, isoGIn); 1,98 —
1,89 (m, 1H, CHy, isoGln); 1,77 — 1,69 (m, 2H, CH>, poveznica ferocen-dipeptid); 1,47 (s, 9H,
3 x CHjs, Boc); 1,31 (d, 3H, J = 7,2 Hz, CH3, Ala)

13C NMR (CD3OD) 6 / ppm: 176,46, 174,90 (C=0); 158,17 (C=0, Boc); 89,68 (C, Fc); 80,91
(C, Boc); 69,56, 69,18, 68,29 (CH, Fc); 53,77 (CH, isoGlIn); 52,31 (CH, Ala); 40,47 (CH2NH);
33,36 (CH2Fc); 31,89 (CHy, isoGln;); 29,06 (CH2, isoGlIn); 28,83 (CHs, Boc); 28,04 (CH,
poveznica ferocen-dipeptid); 17,77 (CHs, Ala)

ESI-MS: m/z 543,30 [M+H]*

3.4.1. Priprava spoja 7 — N-[4-(ferocen-1-il)butan-1-il]-(4R)-4-[(2S)-2-(tert-
butiloksikarbonilamino)propanamido]-4-karbamoilbutanamida

Kondenzacijom spoja 1 (90 mg, 0,284 mmol) i spoja 4 (90 mg, 0,307 mmol) opcenitim
postupkom kondenzacije ferocenskih amina s peptidnim prekursorom pripravljen je spoj 7
(slika 25) u obliku narancastog ulja (112 mg, 71 %). Struktura spoja potvrdena je

spektroskopijom NMR i spektrometrijom masa.
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Slika 25: Strukturna formula molekule spoja 7

Rf=0,63 (DCM : MeOH =5 : 1)

'H NMR (CDCls) 6 / ppm: 7,81 (s, 1H, NH); 7,18 (s, 1H, NH); 6,35 (s, 1H, NH): 5,78 (s, 1H,
NH): 5,34 (d, 1H, J = 5,6 Hz, NH); 4,42 — 4,03 (m, 1H, CH, isoGIn); 4,08 — 4,03 (m, 10H: 9H,
9 x CH, Fc; 1H, CH, Ala); 3,16 — 3,08 (m, 2H, CH2NH); 2,29 — 2,15 (4H: 2H, CH, isoGlIn;
2H, CH2Fc); 2,08 — 2,00 (m, 1H, CHoy, isoGIn); 1,97 — 1,90 (m, 1H, CHy, isoGlIn); 1,42 — 1,39
(m, 4H, 2 x CH_, poveznica ferocen-dipeptid); 1,31 (s, 9H, 3 x CH3 Boc); 1,24 (d, 3H,J=7,2
Hz, CHs, Ala)

13C NMR (CDsOD) 6 / ppm: 174,01, 173,52, 173,02 (C=0); 156,07 (C=0, Boc); 88,97 (C,
Fc); 80,54 (C, Boc); 68,73, 68,32, 67,36 (CH, Fc); 52,47 (CH, isoGIn); 51,20 (CH, Ala); 39,82
(CH2NH); 32,72 (CH2Fc); 29,88, 29,45, 29,68, 28,73, 28,00 (4 x CH2: 2 x CHz, isoGlIn; 2 x
CHa, poveznica ferocen-dipeptid); 28,50 (CHs, Boc); 17,96 (CHs, Ala)

ESI-MS: m/z 557,30 [M+H]*

3.4.2. Opceniti postupak uklanjanje Boc zastitne skupine s peptidnog fragmenta
Spojevi 5, 6 ili 7 se otope suhom DCM-u. U priredenu otopinu se zatim doda 15 ekvivalenata
TFA. Reakcija se mijeSa na sobnoj temperaturi. Tijek reakcije prati se TLC-om u sustavu
otapala DCM : MeOH =5 : 1. Nakon 3 h mijeSanja na sobnoj temperaturi, reakcijska smjesa se
upari na rotacijskom uparivacu te ispere eterom. Dobiveni zeleni upareni ostatak se procisti

kromatografijom na stupcu u sustavu otapala DCM : MeOH =5: 1.

3.4.3. Priprava spoja 8 — (1S)-1-{N-{(1R)-3-[4-(ferocen-1-il)etan-1-
ilaminokarbonil]-1-karbamoilpropan-1-il}aminokarbonil}etan-1-ilamonijeva
trifluoracetata

Iz spoja 5 (170 mg, 0,322 mmol) pripravljen je spoj 8 (slika 26) u obliku Zutog praha uz
kvantitativno iskoristenje (170 mg, 100 %) te mu je struktura potvrdena spektrometrijom masa

i spektroskopijom NMR.

lvona Bajan Diplomski rad



8§ 3. Eksperimentalni dio 29

NH;

ZT

Slika 26: Strukturna formula molekule spoja 8

Rf=0,17 (DCM : MeOH =5 : 1)

!H NMR (CDs0D) ¢ / ppm: 4,33 (dd, 1H, J = 4,9 Hz, J = 9,0 Hz, CH, isoGIn); 4,11 — 4,05
(m, 9H, 9 x CH, Fc); 3,59 (q, 1H, J = 6,8 Hz, CH, Ala); 3,34 — 3,33 (m, 2H, CH2NH); 2,52 (t,
2H,J=7,4 Hz, CHzFc); 2,27 (t, 2H, J = 7,6 Hz, CHa, isoGlIn); 2,13 — 2,10 (m, 1H, CHa, isoGIn);
1,97 - 1,88 (m, 1H, CHy, isoGIn); 1,34 (d, 3H, J = 7,0 Hz, CH3, Ala)

13C NMR (CD3OD) 8/ ppm: 177,79, 176,64, 174,73 (C=0); 86,93 (C, Fc); 69,61, 69,31, 68,53
(CH, Fc); 58,41, 54,00 (CH, isoGlIn); 51,43 (CH, Ala); 41,86 (CH2NH); 33,24 (CH2Fc); 30,53
(CHa, isoGIn); 29,31 (CHz, isoGlIn); 20,97,();18,46 (CHs, Ala)

3.4.4. Priprava spoja 9 — (1S)-1-{N-{(1R)-3-[4-(ferocen-1-il)propan-1-
ilaminokarbonil]-1-karbamoilpropan-1-il}aminokarbonil}etan-1-ilamonijeva
trifluoracetata

Iz spoja 6 (135 mg, 0,249) pripravljen je spoj 9 (slika 27) u obliku naranéaste krutine u
kvantitativnom iskoriStenju (135 mg). Struktura spoja potvrdena je spektrometrijom masa i

spektroskopijom NMR.
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Slika 27: Strukturna formula molekule spoja 9

o

Rf=0,12 (DCM : MeOH =5:1)

'H NMR (CD3OD) é/ppm: 4,36 — 4,33 (dd, 1H, J = 4,9 Hz, J = 9,0 Hz, CH, isoGIn); 4,08 —
4,03 (m, 9H, 9 x CH, Fc); 3,63 (q, 1H, J = 7,0 Hz, CH, Ala); 3,20 — 3,16 (m, 2H, CH2NH); 2,37
(t, 2H, J = 7,6 Hz, CHzFc); 2,29 (t, 2H, J = 7,6 Hz, CHa, isoGlIn); 2,18 — 2,09 (m, 1H, CHo,
isoGlIn); 1,98 — 1,89 (m, 1H, CHy, isoGln); 1,74 — 1,67 (m, 2H, CHa, poveznica ferocen-
dipeptid); 1,36 (d, 3H, J = 7,0 Hz, CHs, Ala)
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13C NMR (CD3;OD) ¢/ppm: 176,36, 176,24, 174,83 (C=0); 89,64 (C, Fc); 69,54, 69,15, 68,28
(CH, Fc); 54,03 (CH, isoGlIn); 51,23 (CH, Ala); 40,48 (CH2NH); 33,26 (CH2Fc); 31,91 (CH_,
is0GIn); 29,39 (CHy, isoGlIn); 28,05 (CH., poveznica ferocen-dipeptid); 20,26 (CH3, Ala)

3.4.5. Priprava spoja 10 — (1S)-1-{N-{(1R)-3-[4-(ferocen-1-il)butan-1-
ilaminokarbonil]-1-karbamoilpropan-1-il}aminokarbonil}etan-1-ilamonijeva
trifluoracetata

Iz spoja 7 (170 mg, 0,306 mmol) pripravljen je spoj 10 (slika 28) u obliku naran¢astog ulja u
kvantitativnom iskoriStenju (170 mg). Struktura spoja potvrdena je spektroskopijom NMR i

spektrometrijom masa.
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Slika 28: Strukturna formula molekule spoja 10

R¢=0,05(DCM : MeOH =5:1)

'H NMR (CD30D) ¢ / ppm: 4,34 (dd, 1H, J1 = 5,2 Hz, J> = 8,8 Hz, CH, isoGIn); 4,08 — 4,02
(m, 9H, 9 x CH, Fc); 3,71 (q, 1H, J = 6,8 Hz, CH, Ala); 3,17 (t, 2H, J = 6,4 Hz, CH2NH); 2,36
(t, 2H, J = 7,2 Hz, CHFc); 2,28 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH_, isoGlIn); 2,17 — 2,08 (m, 1H, CH,
isoGlIn); 1,98 — 1,94 (m, 1H, CH, isoGIn); 1,52 — 1,51 (m, 4H, 2 x CH, poveznica ferocen-
dipeptid); 1,39 (d, 3H, J = 6,8 Hz, CH3s, Ala)

13C NMR (CD3;OD) 6/ ppm: 176,25, 174,88, 174,75 (C=0); 90,14 (C, Fc); 69,51, 69,19, 68,19
(CH, Fc); 54,05 (CH, isoGIn); 51,00 (CH, Ala); 40,40 (CH2NH); 33,21 (CH2Fc); 30,84, 30,37,
29,68, 29,37 (4 x CH2: 2 x CHy, isoGlIn; 2 x CH>, poveznica ferocen-dipeptid); 19,58 (CHs,
Ala)

3.5. Priprava zaSti¢ene manozne podjedinice

3.5.1. Priprava spoja 11 — tert-butil-2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
manopiranoziloksi)acetat

U 100 mL okruglu jednogrlu tikvicu odvagan je uzorak prethodno pripravljene 2,3,4,6-tetra-O-
acetil-a-D-manopiranoze (1,4989 g, 4,30 mmol). U istu tikvicu odpipetiran je tert-butil

bromoacetat (0,954 mL, 6,46 mmol) i odvagan prethodno zareni K2CO3 (2,98 g, 21,53 mmol).
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Dodano je 25 mL DMF-a te je reakcijska smjesa je mijeSana na sobnoj temperaturi. Tijek
reakcije pracen je TLC-om u sustavu otapala DCM : CH3CN = 3 : 1. Nakon 2 h mijesanja,
reakcijska smjesa je profiltrirana i razrijedena s 150 ml Et,O. Organski sloj ispran je s 3 x 75
mL destilirane vode te potom suSen na bezvodnom Na»SOs i, naposljetku, uparen na
rotacijskom uparivacu. Dobiveni upareni ostatak je proc¢isS¢en kromatografski u sustavu otapala
DCM : CH3CN = 3 : 1. Dobiveni produkt je gusto ulje (1,0331 g, 52 %). Produkt je strukturno
okarakteriziran spektroskopijom NMR i spektrometrijom masa.
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Slika 29: Strukturna formula molekule spoja 11

Rf=0,80 (DCM : CHsCN = 3: 1)

IH NMR (CDCls) & / ppm: 5,41-5,28 (m, 3H, H-2, H-3, H-4); 4,96 (d, 1H, J12= 1,0 Hz; H-1);
4,30 (dd, 1H, Js6 = 4,8 Hz, Jeash = 12,2 Hz, H-6b); 4,20 - 4,02 (m, 4H, H-5, H-6a, OCHS); 2,26
(s, 3H, CHa); 2,11 (s, 3H, CHs); 2,04 (s, 3H, CHs); 1,99 (s, 3H, CHs); 1,48 (s, 9H; CHa; t-Bu).
13C NMR (CDCls) & / ppm: 170,62; 169,78; 169,75; 169.69; 168,17 (5 C=0); 97,70 (C1);
82,30 (C; t-Bu); 69,32; 69,03; 68,87; 65,92 (C2, C3, C4, C5); 64,89; 62,29 (C6, OCH,); 28,03
(CHs; t-Bu); 20,84 20,73; 20,68; 20,64 (4 CHs).

ESI-MS: m/z 485,20 [M+Na]*

3.5.2. Priprava spoja 12 — 2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
manopiranoziloksi)octena kiselina

Prethodno pripravljeni uzorak spoja 11 (1,0331 g, 2,23 mmol) otopljen je u 4 mL suhog DCM-a.
U otopinu se doda TFA (2 mL, 26,14 mmol). Reakcijska smjesa mijeSa se na sobnoj
temperaturi. Tijek reakcije prac¢en je TLC-om u sustavu otapala CHCIz : CH3CN =3 : 1. Nakon
3 h mijeSanja na sobnoj temperaturi, reakcijska smjesa je uparena do suha na rotacijskom
uparivac¢u. Dobiveni upareni ostatak je kromatografski procis¢en u sustavu otapala CHCls :
CHsCN = 3 : 1. Produkt je dobiven u obliku zutog gustog ulja (0,9296 g) u kvantitativnom

iskoriStenju. Strukturno je okarakteriziran spektroskopijom NMR i spektrometrijom masa.
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Slika 30: Strukturna formula molekule spoja 12
Rf=0,06 (DCM : CHsCN =3: 1)
'H NMR (CD3OD) é / ppm: 5,35-5,25 (m, 3H, H-2, H-3, H-4); 4,95 (d, 1H, J1.= 0,9 Hz; H-
1); 4,58 (s, <1H, OH); 4,32-4,16 (m, 4H, H-5, H-6a, OCHy); 4,11 (dd, 1H, Js¢= 1,7 Hz, Jeasb
= 11,5 Hz, H-6b); 2,14 (s, 3H, CHs); 2,06 (s, 3H, CHs); 2,04 (s, 3H, CH3); 1,96 (s, 3H, CHa).
3C NMR (CDsOD) 6 / ppm: 172,45; 172,57; 171,50 (5 C=0); 99,17 (C1); 70,69; 70,49; 70,42;
67,16 (C2, C3, C4, C5); 63,50 (C6, OCHy); 20,68; 20,65; 20,60 (4 CHs).
ESI-MS: m/z 429,20 [M+Na]*

3.6. Opéeniti postupak kondenzacije ferocenskih amida desmuramil
dipeptida s manoznom podjedinicom

Spoj 12 se suspendira u smjesi otapala - suhi 1,4-dioksan i suhi DCM (1 : 1). Suspenzija se
ohladi na 0-5 °C te se u nju potom dodaju HOBt (1,2 ekv.) i EDCxHCI (1,2 ekv.). Nakon 5-10
min mijesanja na 0-5 °C, aktiviranom S$eceru se doda prethodno pripravljena suspenzija spoja
8, 9ili 10 s TEA (2-3 ekv.) u smjesi otapala 1,4-dioksan i DCM. Reakcijska smjesa se mijeSa
30 min na 0-5 °C, nakon Cega se zagrije na sobnu temperaturu i mijesa 24 - 48 h. Tijek reakcije
prati se TLC-om u sustavu otapala DCM : MeOH =5: 1.

Po zavrSetku reakcije, u reakcijsku smjesu se doda EtOAc i 0,5 M vodena otopina
HCl-a. Organski sloj se odvoji te se potom ispere zasi¢enom vodenom otopinom NaHCOs3.
Organski sloj se susi na bezvodnom NaxSOj 1 zatim upari na rotacijskom uparivacu. Dobiveni
upareni ostatak procisti se kromatografijom na stupcu uz gradijentno eluiranje u sustavu otapala
od DCM : MeOH=20:1do DCM : MeOH =5: 1.

3.6.1. Priprava spoja 13 — N-[2-(ferocen-1-il)etan-1-il]-(4R)-4-[(2S)-2-(2,3,4,6-
tetra-O-acetil-a-D-manopiranoziloksi)etanamido]propanamido}-4-
karbamoilbutanamida

U otopinu spoja 12 (28 mg, 0,053 mmol), HOBT-a (9,7 mg, 0,064 mmol) i EDCxHCl-a (12,2
mg, 0,064 mmol) u smjesi suhog dioksana i diklormetana (5 mL) dodan je spoj 8 (61 mg, 0,13
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mmol) suspendiran u smjesi diklormetana i dioksana (2 mL) i TEA (16 pL, 0,22 mmol). Nakon
zavrSetka reakcije, njene obrade i kromatografskog ¢is¢enja dobiven je spoj 13 (slika 31) u
obliku zuto narancaste krutine (23 mg, 55 %) ¢ija je struktura potvrdena spektroskopijom NMR
te spektrometrijom masa.

OAc

0-OAc

OAc
o gHs o OAc

Slika 31: Strukturna formula molekule spoja 13

Rf= 0,63 (DCM : MeOH =5 : 1)

'H NMR (CD;OD) é / ppm: 5,41 — 5,37 (m, 2H, H-2, H-3); 5,27 (t, 1H, J = 9,6 Hz, H-4); 4,93
(s, 1H, H-1); 4,37 (g, 1H, J = 7,1 Hz, CH, Ala); 4,32 — 4,07 (15H: 9H, 9 x CH, Fc; 2H, CHa,
acetilna poveznica; 2H, CH», H-6a6b; 1H, CH, isoGIn; 1H, H-5); 3,34 — 3,32 (m, 2H, CH2NH);
2,52 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH2Fc); 2,27 (t, 2H, J = 7,1 Hz, CH>, isoGIn); 2,20 — 2,14 (m, 4H: 3H,
CHs, Ac; 1H, CHz, isoGlIn); 2,06 (s, 3H, CHs, Ac); 2,03 (s, 3H, CHs, Ac); 1,97 (s, 3H, CHs,
Ac); 194 — 1,89 (m, 1H, CH2 isoGlIn); 1,43 (d, 3H, J = 7,2 Hz, CHs Ala)
13C NMR (CD30D) 6 / ppm: 177,40, 176,10, 175,80, 173,45, 172,60, 172,48 (C=0); 100,26
(C1); 87,94 (C, Fc); 71,68, 71,48, 71,37, 70,59, 70,30, 69,51, 68,17 (CH, Fc; C2 — C5); 68,52
(C6); 64,46 (acetilna poveznica); 55,19 (CH, isoGlIn); 51,78 (CH, Ala); 42,85 (CH2NH); 34,28
(CHzFc); 31,50 (CHa, isoGln); 29,65 (CHa, isoGlIn); 21,69, 21,67 (CHs, Ac); 18,74 (CHs, Ala)
ESI-MS: m/z 817,25 [M+H]*

3.6.2. Priprava spoja 14 — N-[3-(ferocen-1-il)propan-1-il]-(4R)-4-[(2S)-2-
(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-manopiranoziloksi)etanamido]propanamido}-
4-karbamoilbutanamida

U otopinu spoja 12 (140 mg, 0,265 mmol), HOBT-a (43 mg, 0,278 mmol) i EDCxHCI-a (53
mg, 0,064 mmol) u smjesi suhog dioksana i diklormetana (11 mL) dodan je spoj 9 (130 mg,
0,232 mmol) suspendiran u smjesi diklormetana i dioksana (11 mL) te TEA (81 uL, 0,580

mmol). Nakon zavrsetka reakcije, njene obrade i kromatografskog ¢iS¢enja dobiven je spoj 14
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(slika 32) u obliku gustog zutog ulja (134 mg, 69 %) Cija je struktura potvrdena spektroskopijom
NMR i spektrometrijom masa.
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Slika 32: Strukturna formula molekule spoja 14

Rf=0,70 (DCM : MeOH =5 : 1)

'H NMR (CD3;OD) 6 / ppm: 5,40 — 5,37 (m, 2H, H-2, H-3); 5,27 (t, 1H, J = 9,6 Hz, H-4); 4,90
(s, 1H, H-1); 4,40 — 4,12 (7H: 2H, CH>, acetilna poveznica; 2H, CH», H-6a6b; 1H, CH, Ala;
1H, H5; 1H, CH, isoGlIn); 4,09 — 4,03 (m, 9H, 9 x CH, Fc); 3,20 — 3,18 (m, 2H, CH>NH); 2,37
(t, 2H, J=7,7 Hz, CH2Fc¢); 2,29 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH>, isoGIn); 2,22 — 2,14 (m, 4H: 3H, CHs,
Ac; 1H, CHz, isoGlIn); 2,06 (s, 3H, CHas, Ac); 2,03 (s, 3H, CH3s, Ac); 1,97 — 1,90 (m, 4H: 3H,
CHs, Ac; 1H, CHy, isoGln); 1,75 - 1,68 (m, 2H, CHa, poveznica ferocen-dipeptid); 1,43 (d, 3H,
J=7,0Hz, CHs, Ala)

13C NMR (CDsOD) ¢ / ppm: 176,45, 175,14, 174,95, 172,49, 171,64, 171,54 (C=0); 99,29
(C1); 89,68 (C, Fc); 70,71, 70,52, 70,40, 69,56, 69,18, 69,29, 67,21 (CH, Fc; C2 — C5); 67,55
(C6); 63,49 (acetilna poveznica); 54,22 (CH, isoGlIn); 50,85 (CH, Ala); 40,50 (CH2NH); 33,33
(CH2Fc); 32,10 (CHz, isoGlIn); 28,94 (CH>, isoGIn); 28,04 (CH2, poveznica ferocen-dipeptid);
32,11, 29,94, 20,73, 20,71 (CHs, Ac); 17,79 (CHs, Ala)

ESI-MS: m/z 831,30 [M+H]*

3.6.3. Priprava spoja 15 — N-[4-(ferocen-1-il)butan-1-il]-(4R)-4-[(2S)-2-
(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-manopiranoziloksi)etanamido]propanamido}-
4-karbamoilbutanamida

U otopinu spoja 12 (57 mg, 0,108 mmol), HOBT-a (15 mg, 0,098 mmol) i EDCxHCI-a (23 mg,
0,120 mmol) u smjesi suhog dioksana i diklormetana (3 mL) dodan je spoj 10 (45 mg, 0,078
mmol) suspendiran u smjesi diklormetana i dioksana (3 mL) te TEA (40 pL, 0,287 mmol).
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Nakon zavrSetka reakcije, njene obrade i kromatografskog ¢is¢enja dobiven je spoj 15 (slika
33) u obliku gustog zutog ulja (36 mg, 54 %) Cija je struktura potvrdena spektroskopijom NMR
I spektrometrijom masa.
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Slika 33: Strukturna formula molekule spoja 15

Rf=0,66 (DCM : MeOH =5 : 1)

'H NMR (CD3;OD) 6 / ppm: 5,41 — 5,37 (m, 2H, H-2, H-3); 5,27 (t, 1H, J = 9,6 Hz, H-4); 4,93
(s, 1H, H-1); 4,35 (g, 1H, J = 7,2 Hz, CH, Ala); 4,31 — 4,25 (m, 2H: 1H, CH, isoGlIn; 1H, H-
6b); 4,24 — 4,07 (14H: 9H, 9 x CH, Fc; 2H, CHz, acetilna poveznica; 1H, CH2, H-6a; 1H, H-5);
3,17 (t, 2H, J = 5,8 Hz, CH2NH); 2,36 (t, 2H, J = 7,1 Hz, CH2Fc¢); 2,27 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH,
isoGlIn); 2,20 — 2,14 (m, 4H: 3H, CH3s, Ac; 1H, CHg, isoGlIn); 2,06 (s, 3H, CH3, Ac); 2,03 (s,
3H, CHjs, Ac); 1,97 (s, 3H, CH3, Ac); 1,99 — 1,88 (m, 4H: 3H, CHs, Ac; 1H, CH>, isoGIn); 1,53
—1,51 (m, 4H, 2 x CHa, poveznica ferocen-dipeptid); 1,41 (d, 3H, J = 7,2 Hz, CH3, Ala)

13C NMR (CD3;OD) é/ppm: 176,45, 175,15, 174,92, 172,48, 171,61, 171,53 (C=0); 99,32
(C1); 90,22 (C, Fc); 70,73, 70,53, 70,43, 69,54, 69,22, 68,21 67,23 (CH, Fc; C2 — C5); 67,56
(C6); 63,51 (acetilna poveznica); 54,25 (CH, isoGlIn); 50,85 (CH, Ala); 40,46 (CH2NH); 33,34
(CHzFc); 30,39, 30,35, 29,70, 28,77 (4 x CHa: 2 x CHy, isoGlIn; 2 x CH2, poveznica ferocen-
dipeptid); 20,74, 20,18 (CHs, Ac); 17,78 (CHs, Ala)

ESI-MS: m/z 845,29 [M+H]"

3.7. Opéeniti postupak uklanjanja acetilne zastitne skupine — Zemplénov
postupak

Acetilirani ferocenski amid manoziliranog desmuramil dipeptida otopi se u 28-30 V suhog
MeOH te se u otopinu doda 0,25 ekv. NaOMe (w = 25%). Reakcijska smjesa se mijesa na
sobnoj temperaturi 15 — 45 min u atmosferi argona. Tijek reakcije prati se TLC-om u sustavu

otapala CH3CN : H2O =5 : 1 uz prskanje 10%-tnom sumpornom kiselinom uz zagrijavanje.
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Po zavrsetku reakcije, reakcijska smjesa se profiltrira preko silikagela na Sinter lijevku
te se silikagel obilno ispere metanolom. Dobiveni filtrat upari se do suha na rotacijskom

uparivacu i ispere DCM-om te ponovo upari na rotacijskom uparivacu.

3.7.1. Priprava spoja 16 — N-[2-(ferocen-1-il)etan-1-il]-(4R)-4-[(2S)-2-(a-D-
manopiranoziloksi)etanamido]propanamido}-4-karbamoilbutanamida

Iz spoja 13 (60 mg, 0,074 mmol) postupkom uklanjanja acetilne skupine opisanim u
prethodnom poglavlju pripravljen je spoj 16 (slika 34) u obliku Zutog ulja (40 mg, 84 %).
OH
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~
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Slika 34: Strukturna formula molekule spoja 16

Rf=0,42 (CH:CN: H:0=5:1)

'H NMR (CD3OD) é/ppm: 4,86 (s, 1H, H-1); 4,40 (q, 1H, J=7,0 Hz, CH, Ala); 4,31 (dd, 1H,
J=4,0Hz, J=8,8 Hz, CH, isoGlIn); 4,22 (d, 1H, Jgem = 15,2 Hz, CH, acetilna poveznica); 4,13
—4,07 (m, 10H: 9H, 9 x CH, Fc; 1H, CHo>, acetilna poveznica); 3,95 (s, 1H, H-2); 3,84 (d, 1H,
J12=11,4 Hz, H-2); 3,79 (dd, 1H, J34= 9,1 Hz, J23= 3,4 Hz, H-3); 3,69 (dd, 1H, Jeasn= 11,6
Hz, Js60 = 5,8 Hz, H-6a); 3,61 (t, 1H, J = 9,4 Hz, H-4); 3,56 — 3,55 (m, 1H, H-5); 3,34 — 3,31
(m, 2H, CH2NH); 2,51 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CH2Fc); 2,26 (t, 2H, J = 7,7 Hz, CHa, isoGlIn); 2,20
—2,11 (m, 1H, CHy, isoGln); 1,95 — 1,89 (m, 1H, CHy, isoGln); 1,41 (d, 3H, J = 7,1 Hz, CHjs,
Ala)

13C NMR (CD3;OD) o/ppm: 176,39, 174,99, 174,78, 172,01 (C=0); 101,83 (C1); 87,01 (C,
Fc); 75,47, 72,49, 71,79, 69,66, 69,36, 68,66, 68,57 (CH, Fc; C2 — C5); 66,95 (C6); 62,97 (CH_,
acetilna poveznica); 54,16 (CH, isoGlIn); 50,56 (CH, Ala); 41,88 (CH2NH); 33,31 (CHzFc);
30,56 (CHz, isoGlIn); 28,88 (CHz, isoGlIn); 18,11 (CHs, Ala)

ESI-MS: m/z 649,30 [M+H]*

3.7.2. Priprava spoja 17 — N-[3-(ferocen-1-il)propan-1-il]-(4R)-4-[(2S)-2-(a-D-
manopiranoziloksi)etanamido]propanamido}-4-karbamoilbutanamida
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Iz spoja 14 (105 mg, 0,128 mmol) prethodno opisanim Zemplenovim postupkom uklanjanja
acetilne zaStitne skupine pripravljen je spoj 17 (slika 35) u obliku zutog gustog ulja (66 mg, 79
%).
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Slika 35: Strukturna formula molekule spoja 17

Rf=0,39 (CH:CN: H,O0=5:1)

'H NMR (CD3sOD) d/ppm: 4,83 (d, 1H, Ji2= 1,6 Hz, H-1); 4,40 (g, 1H, J =7,1 Hz, CH, Ala);
4,22 (dd, 1H, J =4,5Hz, J = 9,3 Hz, CH, isoGIn); 4,19 (d, 1H, Jgem = 15,2 Hz, CH_, acetilna
poveznica); 4,11 — 4,03 (10H: 9 x CH, Fc; 1H, CHa, acetilna poveznica); 3,95 (dd, 1H, J.3 =
3,4 Hz, J12=1,7 Hz, H-2); 3,84 (dd, 1H, Jeasb = 11,8 Hz, Js6a = 2,2 Hz, H-6b); 3,78 (dd, 1H,
J34=9,1 Hz, J23= 3,4 Hz, H-3); 3,69 (dd, 1H, Jeaen = 12,6 Hz, Js6n = 6,3 Hz, H-6a); 3,61 (t,
1H, J =9,4 Hz, H-4); 3,57 — 3,52 (m, 1H, H-5); 3,20 — 3,16 (m, 2H, CH2NH); 2,37 (t, 2H, J =
7,7 Hz, CHzFc); 2,28 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CHy, isoGlIn); 2,21 — 2,15 (m, 1H, CHy, isoGlIn); 1,98
— 1,87 (m, 1H, CHy, isoGlIn); 1,74 — 1,67 (m, 2H, CH2, poveznica ferocen-dipeptid); 1,41 (d,
3H, J=7,1 Hz, CHs, Ala)

13C NMR (CD3OD) o/ppm: 176,40, 174,99, 174,89, 172,02 (C=0); 101,84 (C1); 89,67 (C,
Fc); 75,47, 72,49, 71,89, 69,55, 69,17, 68,67, 69,28 (C2-C5; CH, Fc); 66,95 (C6); 62,70 (CH,
acetilna poveznica); 54,16 (CH, isoGlIn); 50,57 (CH, Ala); 40,49 (CH2NH); 33,31 (CHzFc);
31,91 (CHy, isoGln); 28,93 (CH, isoGIn); 28,06 (CH2, poveznica ferocen-dipeptid); 18,11
(CHs, Ala)

ESI-MS: m/z 663,30 [M+H]*

3.7.1. Priprava spoja 18 — N-[3-(ferocen-1-il)butan-1-il]-(4R)-4-[(2S)-2-(a-D-
manopiranoziloksi)etanamido]propanamido}-4-karbamoilbutanamida

1z spoja 15 (88 mg, 0,104 mmol) Zemplenovim postupkom uklanjanja acetilne zastitne skupine
pripravljen je spoj 18 (slika 36) u obliku zutog ulja (68 mg, 97 %).
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Slika 36: Strukturna formula molekule spoja 18

Rf=0,54 (CHsCN : H:O = 5: 1)

'H NMR (CDsOD) é/ppm: 4,89 — 4,83 (m, 1H, H-1); 4,30 (g, 1H, J =7,1 Hz, CH, Ala); 4,21
(dd, 1H, J = 4,5 Hz, J = 9,3 Hz, CH, isoGIn); 4,12 (d, 1H, Jgem = 15,2 Hz, CHa, acetilna
poveznica); 4,01 — 3,92 (10H: 9 x CH, Fc; 1H, CHo>, acetilna poveznica); 3,86 (dd, 1H, J.3=
3,4 Hz, J1,, = 1,7 Hz, H-2); 3,75 (dd, 1H, Jeasb = 11,8 Hz, Js,6a = 2,1 Hz, H-6b); 3,69 (dd, 1H,
J34=9,2 Hz, Jo3= 2,6 Hz, H-3); 3,60 (dd, 1H, Jsasb = 11,8 Hz, Js6n = 5,9 Hz, H-6a); 3,52 {t,
1H, J = 10,0 Hz, H-4); 3,47 — 3,43 (m, 1H, H-5); 3,07 (t, 2H, J = 6,2 Hz, CH>NH); 2,26 (t, 2H,
J =7,2 Hz, CHzFc); 2,17 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CHz, isoGIn); 2,10 — 2,03 (m, 1H, CH2, isoGlIn);
1,87 — 1,80 (m, 1H, CHy, isoGlIn); 1,43 — 1,41 (t, 4H, J = 3,4 Hz, 2 x CH>, poveznica ferocen-
dipeptid); 1,30 (d, 3H, J=7,1 Hz, CH3s, Ala)

13C NMR (CD30D) o/ppm: 176,38, 174,97, 174,82, 171,99 (C=0); 101,80 (C1); 60,14 (C,
Fc); 75,41, 72,46, 71,75, 69,50, 69,18, 68,62, 68,17 (C2-C5; CH, Fc); 66,93 (C6); 62,93 (CH2,
acetilna poveznica); 54,16 (CH, isoGlIn); 50,54 (CH, Ala); 40,42 (CH2NH); 33,30 (CHzFc);
30,35, 30,31, 29,66, 28,92 (4 x CHa2: 2 x CHa, isoGIn; 2 x CH>, poveznica ferocen-dipeptid);
18,11 (CHg, Ala)

ESI-MS: m/z 677,30 [M+H]*
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§4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Uvod

Metodama opisanim u sklopu ovog diplomskog rada pripravljena su tri ferocenska amidna
derivata desmuramil-dipeptida s variraju¢om duljinom alkilnog lanca izmedu ferocena i ostatka
molekule (n =2, 3, 4). Na tako pripravljene ferocenske amidne derivate desmuramil-dipeptida
dodatno je uvedena manozna podjedinice na N-kraj dipeptidnog dijela molekule. Desmuramil-
dipeptid je strukturno modificiran kako bi se poboljSala njegova bioloska aktivnost 1 smanjio
udio neZeljenih nuspojava koje su posljedica adjuvantskog djelovanja samog desmuramil-
dipeptida. Vezanjem manozne podjedinice povecava se imunostimulatorna aktivnost derivata
zbog interakcije manozne s MBP receptorima prisutnima na povrSini stanica imunosnog
sustava, $to je potvrdeno u ranije provedenim istrazivanjima na Zavodu za organsku kemiju
Kemijskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu.!’'® Uvodenjem
lipofilnog fragmenta u strukturu molekule desmuramil-dipeptida poboljsava se pasivni prijenos
ciljnih molekula preko stani¢ne membrane zbog povecane lipofilnosti ciljne molekule. Potvrdu
navedenog takoder nalazimo u ranijim istrazivanjima u kojima je kao lipofilna podjedinica
koristen adamantan. U ovome radu po prvi je puta opisano uvodenje ferocena kao lipofilne
podjedinice u strukturu molekule desmuramil-dipeptida koji je, osim zbog lipofilnosti, odabran
1 zbog njegovih otprije poznatih dobrih bioloskih uc¢inaka.

Za sintezu ciljnih molekula odabran je konvergentni pristup (slika 37) Sto ukljucuje
pripravu molekulskih fragmenata — ferocenskog amina, zasticene manozne podjedinice te
zaSti¢enog desmuramil-dipeptida, koji se zatim povezuju odgovaraju¢im redoslijedom amidnim
vezama u ciljne molekule.

Pocetni dipeptid 1 pripravljen je uklanjanjem benzilne zaStitne skupine s komercijalno
dostupnog dipeptida Boc-L-Ala-D-isoGIn(OBn) reakcijom kataliticke hidrogenolize u
Parrovom uredaju uz paladij na ugljiku kao katalizator.

Amin 2, 2-(ferocen-1-il)etanamin pripremljen je u jednom reakcijskom koraku i to
redukcijom ferocenacetonitrila uz pomo¢ litijevog aluminijevog hidrida.

Amini 3, 3-(ferocen-1-il)propanamin, i 4, 4-(ferocen-1-il)butanamin, pripravljeni su iz
odgovarajucih prethodno pripravljenih Boc zasti¢enih amina uklanjanjem zastitne skupine koje

je provedeno uvodenjem plinovitog klorovodika u otopinu spoja u diklormetanu.
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Reakcijom kondenzacije dipeptida 1, Boc-L-Ala-D-isoGlIn, i ferocenskih amina 2-4
pripravljeni su ferocenski amidni derivati Boc-zasticenog desmuramil-dipeptida 5-7. Koristena
je metoda amidacije uz odgovarajué¢i karbodiimidni kondenzacijski reagens za aktivaciju
karboksilne skupine, konkretno EDCxHCI, i HOBt kao aditiv. Na ovaj su na¢in amidnom vezom
povezani dipeptidni i ferocenski fragment kona¢nih ciljnih molekula.

Zasti¢enim ferocenskim amidnim derivatima desmuramil-dipeptida, spojevima 5-7, u
idu¢om su koraku u kiselim uvjetima dodatkom trifluoroctena kiseline (TFA) uklonjene Boc
zastitne skupine s N-kraja alanina desmuramil-dipeptidnog fragmenta. Dobiveni spojevi 8-10
izolirani su u obliku trifluoracetatnih soli. Time je na N-kraju spojeva 8-10 dobivena slobodna
amino-skupina potrebna za reakciju amidacije s prethodno pripravljenom manoznom
podjedinicom 12 u ¢ijoj je strukturi prisutna slobodna karboksilna skupina. Benzilima zasti¢ena
manozna podjedinica u obliku karboksilne kiseline, spoj 12, pripravljena je iz odgovarajuceg tert-
butilnog estera 11 uklanjanjem tert-butilne zastitne skupina dodatkom trifluoroctene kiseline.
Spoj 11 pripremljena je literaturno opisanim postupkom iz 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
manopiranoze reakcijom s tert-butil-bromacetatom u luznatom mediju Sto su uvjeti
Williamsonove sinteze etera.

Spojevi 13-15 pripremljeni su reakcijom amidacije zaSticene manozne podjedinice 12 i
ferocenskih amida desmuramil-dipeptida, spojeva 8-10, u sli¢nim uvjetima kao i prethodna reakcija
amidacije, dodatkom DCxHCI kao reagensa za aktivaciju karboksilne skupine na manoznoj
podjedinici uz HOBLt kao aditiv.

Konaéni produkti - ferocenski amidni derivati manoziliranog desmuramil-dipeptida s
variraju¢im duljinama ugljikovog lanca izmedu ferocena i ostatka molekule, spojevi 16-18,
pripravljeni su uklanjanjem sve Cetiri acetilne zastitne skupine s manozne podjedinice spojeva
13-15 u jednom koraku Zemplénovim postupkom, dodatkom natrijeva metoksida u metanolu u

otopinu spoja u suhom metanolu.
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Slika 37: Shema sintetskog puta priprave ciljnih molekula diplomskog rada 16-18,

ferocenskih amida manoziliranog desmuramil-dipeptida
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4.1. Uklanjanje benzilne zaStite s Boc-L-Ala-p-isoGIn-(OBn)

Derivat desmuramil-dipeptida sa slobodnom karboksilnom skupinom na bo¢nom lancu
izoglutamina, Boc-L-Ala-D-isoGIn 1, pripravljen je iz komercijalno dostupnog zasticenog Boc-
L-Ala-D-isoGIn-(OBn) uklanjanjem esterske benzilne zastitne skupine postupkom kataliticke
hidrogenolize u Parrovom uredaju uz paladij na ugljenu kao katalizator. Reakcija je u
navedenim uvjetima bila kvantitativna te nije bilo potrebe za dodatnim kromatografskim
procCis¢avanjem finalnog produkta koji je iz reakcijske smjese izoliran u iznimno visokom
iskoriStenju od 97 %. Kvantitativno uklanjanje, ali 1 uvodenje zastitnih skupina, iznimno je
vazno u organskoj sintezi, §to je u ovome slucaju jo§ dodatno izrazeno s obzirom na visoku

cijenu polaznog zasticenog desmuramil-dipeptida Boc-L-Ala-D-isoGIn-(OBn).

i o] H,, Pd/C i H ?j\k
"o N\n/.\N)J\o . HO TN o
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o

Slika 38: Shematski prikaz uklanjanja benzilne zastite s komercijalno dostupnog Boc-L-Ala-

D-isoGIn(OBnN) — priprava spoja 1

Na ovaj je na¢in dobivena slobodna karboksilna skupina na bo¢nom ogranku izoglutaminske
komponente desmuramil-dipeptida dipeptida potrebna za reakciju amidacije s amino-skupinom

ferocenskih amina.

4.2. Priprava ferocenskih amina 2-4

Prije kondenzacije ferocenskog amina s dipeptidnim fragmentom bilo je potrebno pripraviti
ferocenske amine spojeve 2-4. Tako je amin 2, 2-(1-ferocen-lil)etanamin, pripravljen
reakcijom redukcije iz ferocenacetonitrila, dok su amini 3, 3-(ferocen-1-il)propanamin, i 4, 4-

(ferocen-1-il)butanamin, priredeni iz odgovarajuéeg Boc zasti¢enog ferocenskog amina.

4.2.1. Priprava ferocenskog amina 2 redukcijom iz odgovarajuceg nitrila
Priprava primarnih amina iz nitrila provodi se u reduktivnim uvjetima. U sklopu rada isprobane
su reakcija redukcije polaznog ferocenacetonitrila u uvjetima katalitickog hidrogeniranja i

redukcija uz dodataka litijeva aluminijeva hidrida (LAH).
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Kataliticko hidrogeniranje ferocenacetonitrila provedeno je u Parrovom uredaju pri
¢emu su kao katalizatori koriSteni platinin(I'V) oksid, PtO, i paladij na ugljenu. U slucaju prve
metode hidrogeniranja uz PtO2 kao katalizator, u reakcijskoj smjesi je nastao ciljani produkt 2,
ali isti nije izoliran u zadovoljavaju¢em iskoristenju (14 %). Drugom metodom u Kkojoj je
koriSten paladij na ugljenu kao katalizator u opisanim uvjetima nije uoceno nastajanje ciljanog
produkta.

Zadovoljavaju¢om metodom pokazala se redukcija uz LAH kao reducens (slika 39).
Navedena reakcija provedena je uz zadovoljavajute iskoriStenje od 64 % nakon
kromatografskog prociS¢avanja te je produkt strukturno okarakteriziran spektroskopskim
metodama. Vazno je istaknuti da koriStenje LAH-a zahtijeva dodatan oprez prilikom rukovanja
ovim reagensom. Naime, za LAH je karakteristi¢éno da iznimno burno reagira s vodom uz
oslobadanje vodika. S druge strane, dodavanje vode nakon zavrSetka reakcije u fazi obrade
reakcijske smjese je nuzno kako bi se uklonio neizreagirani LAH. Takvo dodavanje vode
provodi se postepeno uz konstantno hladenje reakcijske smjese. 1z istog razloga, reakcija mora
biti provedena u suhom otapalu, §to je u ovom slucaju bio suhi eter. Takoder vazno je reakcijsku
smjesu dekantirati da bi se uklonile razne aluminijeve i litijeve soli nastale prilikom dodatka

vode i raspadom LAH-a, koje su netopljive u eteru.

NH,
@y\CN 1. LiAIH4 / suhi ER20 @y\/

h

Fe 2.A,3h Fe
VD) 3.H20 @
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Slika 39: Shematski prikaz priprave spoja 2

4.2.2. Priprava soli ferocenskih amina 3 i 4 uklanjanjem zastitne Boc skupine sa
zasticenih ferocenskih amina

Karbamatna (uretanska) Boc zastitna skupina sluzi za zasti¢ivanje amino-skupine i u pravilu se
uklanja u kiselim reakcijskim uvjetima. U ovome radu Boc zastitna skupina uklanjana je u dva
sintetska koraka — sa zasticenih ferocenskih anima da bi se dobili amini 3 i 4 i s N-kraja
ferocenskih dipeptida 5-7 ¢ime su dobiveni spojevi 8-10 (poglavlje 4.4., slika 43). U oba slucaja
dobiveni produkti izolirani su u obliku odgovaraju¢ih amonijevih soli.

Reakcija uklanjanja Boc zastitne skupine sa zasti¢enih ferocenskih amina s tri i Cetiri

metilenske skupine u svrhu priprave spojeva 3 i 4 provedena je uvodenjem plinovitog
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klorovodika u otopinu zasticenih amina u suhom DCM-u. Plinoviti klorovodik dobiven je
reakcijom natrijevog klorida s koncentriranom sumpornom kiselinom. Reakcija nije bila
kvantitativna §to je uoceno tankoslojnom kromatografijom gdje je na kromatografskim
plo¢icama zaostajala mrlja polaznog zasticenog ferocenskog amina. Ova ¢injenica nikako nije
idealna obzirom da bi reakcije uklanjanja zaStitnih skupina trebale i¢i u §to veéem, po
mogucnosti kvantitativnom iskoriStenju. Postupak priprave spojeva 3 i 4 proveden je vise puta,

a iskoristenja reakcije nakon kromatografskog proci§¢avaja na stupcu varirala su od 58-74 %.
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Slika 40: Shematski prikaz reakcije uklanjanja Boc zastitne skupine — priprava spojeva 3 i 4

4.3. Priprava manozne podjedinice

Manokonjugat 12 pripravljen je u dva sintetska koraka iz prethodno pripremljene 2,3,4,6-tetra-
O-acetil-a-D-manopiranoze. Najprije je provedena Williamsonova sinteza etera koja je
uklju¢ivala reakciju slobodnu anomerne hidroksilne skupine i tert-butil-bromacetatom u
baznim uvjetima, u nasem slucaju to je bio kalijev karbonat, kojom je dobiven ester 11. Prinos
reakcije priprave spoja 11 nakon kromatografskog proci§¢avanja bio je relativno nizak (52 %),
medutim kako se radi se o iznimno jeftinim pocCetnim spojevima za navedenu reakciju, manje
iskoriStenje ne predstavlja problem na skali pri kojoj je reakcija provedena. Sljedeca reakcija
hidrolize tert-butilnog estera 11 iSla je kvantitativno daju¢i nakon kromatografskog

procis¢avanja produkt 12. Spojevi 11 i 12 strukturno su okarakterizirani spektroskopijom NMR.

OAc OAc OAc
OAc OAc OAc
_0 BrCH,COO¢#-Bu, K,CO;3 _0 TFA/DCM _0
AcO > > AcO
AcO DMEF, 2 h, s.t. A o 3h,st. 0
OH OCH,COO(t-Bu OCH,COOH

11 12

Slika 41: Shematski prikaz priprave spoja 12 iz spoja 11
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4.4, Kondenzacijske reakcije priprave ferocenskih amidnih derivata
desmuramil-dipeptida

Ferocenski amidi desmuramil-dipeptida 6-8 pripravljeni su reakcijom amidacije iz prethodno
pripravljenog zastiCenog dipeptidnog derivata 1 i ferocenskih amina 2-5 uz EDCxHCI kao
kondenzacijski reagens. Ferocenski amini 3 i 4 koriSteni su u obliku hidrokloridnih soli, dok je
amin 2, pripremljen redukcijom iz odgovarajuceg nitrila, koriSten u deprotoniranom obliku.
Takoder, obzirom da dipeptid 1 koji sudjeluje u ovom reakcijskom stupnju sadrzi kiralne
ugljikove atome neposredno pored karbonilnih skupina, bilo je potrebno koristiti HOBt kao
aditiv. Kao baza u reakcijama kondenzacije amina 2-4 s dipeptidom koristen je trietilamin
(TEA) koji u reakciji s HCI-om tvori sol te omogucuje aktivaciju EDC-om. Osim vezanja HCI-
a, buduci da su ferocenski amini 3 i 4 izolirani su u obliku hidrokloridnih soli, TEA je sluzio i
deprotoniranju ferocenskih amina.

Prilikom pocetne reakcije aktivacije karboksilne kiseline bo¢nog ogranka dipeptida,
moguc je nastanak N-acilizouree kao nusprodukta. Kako bi se u $to je vecoj mjeri moguce
izbjegla ova reakcija, aktivacija karboksilne Kiseline i reakcija kondenzacije provedena je na

samom pocetku pri niZim temperaturama.
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Slika 42: Shematski prikaz reakcije priprave spojeva 5-7 iz peptidnog prekursora 1 te
ferocenskih amina 2-4

Zanimljivo je uoditi da kod kondenzacije amina 2 s dipeptidom, uzmemo li u obzir da
ferocenski amin 2 s dvije metilenske skupine nije izoliran u obliku hidrokloridne soli, dodatak
znatne koli¢ine TEA nije uzrokovao racemizaciju kona¢nog produkta 5. Ovaj je konjugat
izoliran u najve¢em iskoristenju (88 %) pri cemu se moZe zakljuciti da povecana koli¢ina baze
zapravo pogoduje reakciji kondenzacije.

Prije reakcije kondenzacije ferocenskih amida desmuramil-dipeptida 5-8 i manozne
podjedinice 12, bilo je potrebno ukloniti Boc zastitnu skupinu s N-kraja alanina spojeva 5-8.
Boc zastitnu skupinu bilo je potrebno ukloniti kako bi se dobila slobodna amino-skupina koja

bi dalje mogla reagirati s karboksilnom skupinom zasti¢ene manozne podsjedinice, spoja 12. U

lvona Bajan Diplomski rad

oznaka
spoja




8§ 4. Rezultati i rasprava 46

ovome slucaju reakcije uklanjanja zaStitne Boc skupine sa spojeva 5-8 provodile su se
dodatkom TFA u suhom DCM-u. Produkti ovih reakcija, spojevi 8-10, izolirani su u obliku

trifluoracetatnih soli u kvantitativnom prinosu.
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Slika 43: Shematski prikaz reakcije priprave spojeva 8-10 uklanjanjem Boc zastitne skupine

sa spojeva 5-7

4.5. Reakcija kondenzacije manozne podjedinice s ferocenskim amidnim
derivatom desmuramil dipeptida

Reakcije kondenzacije zasticene manozne podjedinice 12 s ferocenskim amidnim derivatima
desmuramil-dipeptida 8-10 provodene su uz EDCxHCI kao kondenzacijski reagens za
aktivaciju Secerne kiseline te HOBt kao aditiv, dakle u istim uvjetima kao i prethodne reakcije
amidacije kojima su dobiveni spojevi 5-7. Kao baza koristen je TEA. Koli¢ine reagensa i uvjeti
provodenja reakcija medusobno su se razlikovali. Produkti 13-15 izolirani su u nesto nizem
iskoriStenju nego $to je to slu¢aj kod prethodne kondenzacijske reakcije desmuramil-dipeptida

1 s ferocenskim aminima 2-4 kojom su dobiveni spojevi 5-7.
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Slika 44: Shematski prikaz reakcije priprave spojeva 13-15 kondenzacijom

manozne podjedinice 12 i spoja 8-10
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4.6. Uklanjanje acetilnih za$titnih skupina Zemplénovim postupkom

Nakon uspjesne priprave ferocenskih amidnih derivata manoziliranog desmuramil-dipeptida
13-15, bilo je potrebno pronaéi odgovaraju¢u metodu za uklanjanje acetilnih zastitnih skupina
s manozne podjedinice. Kao prikladna opcija pokazao se Zemplénov postupak jer je omogucio
uklanjanje sve Cetiri zastitne skupine u jednom koraku bez ugrozavanja ostalih funkcijskih
skupina ciljnih molekula. Zemplénov postupak podrazumijeva dodatak metanolne otopine
natrijeva metoksida u otopine spojeva 13-15 u suhom metanolu te su njime uspjesno otklonjene
sve Cetiri acetilne zastitne skupine. Reakcije su provedene uz visoka iskoristenja od 80-100 %
te je produkt iz reakcijske smjese izoliran bez potrebe za dodatnim kromatografskim
proc¢is¢avanjem. Medutim, s obzirom da je konac¢na svrha priprave cilnjih molekule 16-18
biolosko testiranje, spojevi su ipak kromatokrafski prociS¢eni. U sva tri sluCaja reakcija je
provedena na sobnoj temperaturi i bila je iznimno brza (15-30 min). Treba naglasiti da navedena
reakcija zadovoljava sve glavne kriterije idealne reakcije uklanjanja zastitnih skupina: brza je,
provodi se u blagim reakcijskim uvjetima uz vrlo visok do kvantitativan prinos i jednostavnu
obradu reakcijske smjese 1 izolaciju produkta. Na ovaj nacin su pripravljene ciljne molekule

dostatne Cistoce za ispitivanja zeljene bioloske aktivnosti.
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Slika 45: Shema reakcije uklanjanja acetilnih zastitnih skupina spoja 13-15 — priprava spojeva 16-

18
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§5 ZAKLJUCAK

1. Ferocenski aminski prekursori 3-(ferocen-1-il)propanamin 3 te 4-(ferocen-1-il)butanamin 4
pripravljeni su reakcijom uklanjanja Boc zastitne skupine u kiselim reakcijskim uvjetima
(plinoviti klorovodik) s prethodno pripravljenih zasticenih amina u zadovoljavaju¢em
iskoristenju (58 % za spoj 3, 74 % za spoj 4). Ferocenski aminski prekursor 2-(ferocen-1-
il)etanamin 2 pripravljen je redukcijom uz dodatak litijeva tetrahidroaluminata (LiAlH4) iz
ferocenacetonitrila (64 %).

2. Uspjesno je provedeno uklanjanje benzilne esterske zastitne skupine s Boc-L-Ala-D-
iS0GIn(OBn) u uvjetima kataliticke hidrogenolize te je pripravljen peptidni prekursor 1, Boc-
L-Ala-D-isoGln, u visokom iskoristenju (97 %).

3. Provedene su uspjesno reakcije kondenzacije prethodno pripravljenih ferocenskih amina 2-4
s peptidnim prekursorom 1 uz EDC-HCI kao kondenzacijski reagens, HOBt kao aditiv te TEA
kao bazu te su dobiveni spojevi 5-7 (88 % za spoj 5, 78 % za spoj 6, 71 % za spoj 7).

4. Reakcija uklanjanja Boc zastite s peptidnog kraja ferocenskih amidnih derivata desmuramil-
dipeptida 5-7 provedena je u kiselim reakcijskim uvjetima (trifluoroctena kiselina) pri cemu su
nastali produkti 8-10 u obliku odgovarajucih soli te su izolirani uz kvantitativno iskoristenje.
(spoj 8, 91 10)

5. Reakcijom 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-manopiranoze s tert-butil-bromoacetatom pripravljen
je manozni prekursor tert-butil-2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-manopiranoziloksi)acetat 11 (52
%), kojem je u reakciji s trifluoroctenom kiselinom uspje$no uklonjenja tert-butilna esterska
skupina te je kvantitativno prireden spoj 12, 2-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
manopiranoziloksi)octena Kiselina.

6. Reakcijom ferocenskih amidnih derivata desmuramil-dipeptida 8-10 s manoznom
podjedinicom 12 pripravljeni su acetatima zaSticeni manokonjugati 13-15 u prihvatljivom
iskoristenju (55 % za spoj 13, 69 % za spoj 14, 54 % za spoj 15).

7. Ciljne molekule ovog rada, ferocenski amidni derivati manoziliranog desmuramil-dipeptida
16-18, priredeni su uklanjanjem acetilnih zastitnih skupina s manozne podjedinice spojeva 13-
15 Zemplénovim postupkom (dodatak natrijeva metoksida u otopinu spoja u suhom metanolu),

u visokom iskoristenju (84 % za spoj 16, 79 % za spoj 17, 97 % za spoj 18)
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§6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

Ala alanin
Bn benzil
Boc t-butiloksikarbonil
CARD domena za regrutaciju kaspaze (engl. caspase activation and
recruitment domain)
CLR C-tip receptora za lektin (engl. C-type lectin receptors)
DCM diklormetan
DMF N,N-dimetilformamid
DMP desmuramil-dipeptid
EDC-HCI N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid-hidroklorid
EtOAC etil-acetat
EtOH etanol
Fc ferocen
HOBt 1-hidroksi-1H-benzotriazol
isoGln izoglutamin
LAH iitijev tetrahidroaluminat
LRR domena bogata leucinom (engl. leucine repeat rich domain )
MDP muramil-dipeptid
MeOH metanol
NaOMe natrijev metoksid
NLR engl. nucleotide-binding oligomerisation domain-containing-like
receptors
NMR nuklearna magnetska rezonancija
NOD domena za vezanje nukleotida i oligomerizaciju (engl. nucleotide-
binding and oligomerisation domain)
PRR receptor za patogene (engl. pathogen recognition receptor)
Rc rutenocen
RIG-I engl. Retinoic acid-inducible gene-I-like receptors
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SNP polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide

polymorphism)

s.t. sobna temperatura

TEA trietilamin

TFA trifluoroctenakiselina

TLC tankoslojna kromatografija (engl. thin-layer chromatography)
TLR Toll receptori (engl. Toll-like receptors)

TMS tetrametilsilan
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Dodatak: *H NMR i DEPTQ spoja 3
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'H NMR i DEPTQ spoja 17
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IH NMR i DEPTQ spoja 18
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