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§ Sazetak vi

§ Sazetak

Oligosaharidi i glikokonjugati igraju vaznu ulogu u razli¢itim bioloskim procesima, ukljucujuci
virusne i bakterijske infekcije, rast i razvoj stanica, komunikaciju izmedu stanica, kao i
imunoloski odgovor. Kako bi se mogli istrazivati njihovi mehanizmi djelovanja i interakcije s
drugim molekulama, potrebno ih je laboratorijski pripraviti, jer se u prirodi ¢esto nalaze u
malim koncentracijama i u obliku tesko odvojivih smjesa. Dosadasnje metode glikozilacije,
odnosno sinteze glikozidne veze medu monosaharidnim jedinicama, imaju odredenih
nedostataka te postoji jo§ dosta mjesta za napredak. Metoda glikozilacije upotrebom glikozil-
fluorida i sililnih akceptora mogla bi dovesti do revolucije u kemiji ugljikohidrata. Koristi
prekursore koji se jednostavno sintetiziraju i relativno su stabilni, a sama reakcija nije osjetljiva
na vlagu iz zraka, te ne zahtijeva suha otapala, kao tipi¢ne reakcije glikozilacije upotrebom
drugih pristupa. Ova metoda otvara i moguénost takozvane one-pot sinteze, koja

pojednostavljuje cijeli proces.
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Tijekom posljednjih nekoliko desetlje¢a brojna su istrazivanja posveéena razvoju novih metoda
glikozilacije, no unato¢ napretku, uCinkovit nain sinteze slozenih ugljikohidrata i dalje
predstavlja izazov.® Ugljikohidrati sadrze nekoliko vrsta funkcijskih skupina koje podlijezu
raznim reakcijama. Kako bi se postigla selektivnost, one se moraju medusobno razlikovati U
reaktivnosti. Tako, na primjer, hidroksilne skupine za koje ne zelimo da sudjeluju u reakciji,
potrebno je zastititi, tj. prevesti u neku vrstu etera, estera ili acetala, dok nezasti¢ena skupina
ulazi u zeljenu reakciju. Osim kemoselektivnosti reakcije, problem se krije i u
stereoselektivnosti. Anomerni ugljikov atom moze postojati u a- ili f-konfiguraciji. Sintezom
glikozidne veze, ¢esto se dobije smjesa anomera koji se kao takvi ne mogu koristiti u bioloskim
istrazivanjima, ve¢ se moraju procistiti, Sto dodatno komplicira sam postupak. Metoda
glikozilacije koristenjem glikozil-fluorida kao donora i sililnih etera kao akceptora, koja je
predstavljena u nastavku, nadilazi mnoge probleme sinteze glikozida. Metoda omogucava
regio- i stereoselektivnu sintezu glikozida koja rezultira zadovoljavaju¢im prinosima.
Prekursori za ovu metodu mogu se dizajnirati na nacin da su kompatibilni za one-pot sintezu,
koja i sama ima svoje prednosti u ekonomicnosti, kako vremenskoj, tako financijskoj i

ekolosko;.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 2

§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Ugljikohidrati

Ugljikohidrati spadaju u skupinu bioloskih molekula te su najraSireniji organski spojevi u
prirodi. Jedna su od &etiri glavnih vrsta biomolekula uz proteine, nukleinske kiseline i lipide.!
Iako su gradeni samo od atoma ugljika, kisika i vodika, mogu tvoriti razgranate strukture velikih
molekulskih masa. Nekada se smatralo da su Seceri gradeni od uglji¢nog kostura na koje su
vezane molekule vode te su po tome dobili ime ugljikohidrati (hidrati ugljika). Tome ide u
prilog njihova empirijska formula koja za vecinu $ecera glasi Ca(H20)m. Danas se zna da se ne
radi o hidratima ugljika, ve¢ o polihidroksialdehidima, polihidroksiketonima ili vrstama koje u
njih lako hidroliziraju.?

Najmanja jedinica ugljikohidrata naziva se monosaharid ili jednostavni Secer. Oni se
medusobno povezuju na razliCite nacine tvoreci iznimno velik broj struktura koje se mogu
prona¢i u prirodi. Zbog svoje kompleksnosti vezanja kojoj potpomaze ostvarivanje
intramolekulskih i intermolekulskih vodikovih veza, imaju gradevnu ulogu, prvenstveno u
autotrofnim organizmima u kojima izgraduju strukture stani¢nih stijenki. Daleko najraSirenija
uloga im je skladistenje energije koja se oslobada njihovom oksidacijom do ugljikova(lV)
oksida i vode. Gradevni su elementi okosnice deoksiribonukleinske kiseline (DNA) i
ribonukleinske kiseline (RNA) koje imaju ulogu prijenosu genetske informacije.*

U biljkama ugljikohidrati nastaju nizom reakcija koje uz pomo¢ suncevog svjetla
fiksiraju ugljikov dioksid te ga prevode u glukozu 1 molekulski kisik koji potom otpustaju. Taj
proces se naziva fotosinteza. Sintetizirane molekule glukoze se medusobno povezuju u Skrob
ili celulozu. Skrob ima ulogu skladiitenja energije u biljkama. Sastoji se od dvije vrste
glukoznih polimera — amiloze i amilopektina. Amiloza je linearni polimer glukoze koji sadrzi
a-1,4-glikozidne veze, a amilopektin, razgranati polimer sadrzi a-1,4- i a-1,6-glikozidne veze
(slika 1).1
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§ 2. Prikaz odabrane teme 3
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Slika 1. Povezivanje glukopiranoznih jedinica u (a) amilozi, (b) amilopektinu.

Celuloza, s druge strane, ima gradevnu ulogu, a smatra se i jednom od najrasprostranjenijih
tvari u prirodi. Sintetizira se kao gradivni element biljke u obliku dugackih molekula

mikrofibrila. Polimer je D-glukoze ¢ije su jedinice povezane B-1,4-glikozidnim vezama (slika
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§ 2. Prikaz odabrane teme 4

2). B-Konfiguracija glukoze omogucuje sintezu vrlo dugih i ravnih lanaca. Lanci se medusobno

jos povezuju i vodikovim vezama §to doprinosi rigidnosti strukture.!-2
OH OH OH

0 5
%/ HO I__-0"yo 0" Ho o
Of o

B-1,4'-glikozidna veza

Slika 2. Povezivanje glukopiranoznih jedinica u celulozi.

Zarazliku od biljaka, kod zivotinja se energija skladisti povezivanjem glukoze u glikogen koji
je analog Skroba po strukturi i ulozi. Monosaharidne jedinice se medusobno povezuju a-1,4- i
a-1,6-glikozidnim vezama i pospremaju u miSic¢e i jetru. U potrebi za energijom, tijelo
hidrolizira glikozidne veze glikogena i otpusta glukozu u stanice gdje ulazi u procese oksidacije

i sinteze energetske valute stanice, ATP-a.?

2.1.1. Podjelai klasifikacija ugljikohidrata

Unato¢ naizgled jednostavnoj strukturi, ugljikohidrati se klasificiraju na razne nacine. Kao §to
je reCeno ranije, najmanje podjedinice svih ugljikohidrata su monosaharidi. Oni su
najjednostavniji Seceri koji ne mogu hidrolizirati u manje jedinke. U tu kategoriju, izmedu
ostalih, spadaju glukoza i fruktoza. Kondenzacijom dvije monosaharidne jedinice nastaju
disaharidi, a kondenzacijom tri jedinice, trisaharidi. Zajednicki naziv za ugljikohidrate koji
sadrze dvije do deset podjedinica je olihosahard, a sve vecée strukture nazivaju se polisaharidi.

Ostale podjele ugljikohidrata generalno se odnose na gradu najmanjih, monosaharidnih
jedinica. Oni u svojoj lancastoj formi mogu sadrzavati aldehidnu skupinu pa se nazivaju aldoze
ili pak keto-skupinu pa se nazivaju ketoze. U skupinu aldoza, primjerice spadaju glukoza, riboza
i galaktoza, a daleko najpoznatija ketoza je fruktoza. Monosaharidi se klasificiraju se i prema
broju ugljikovih atoma. Tako se primjerice monosaharidi s pet ugljikova atoma nazivaju
pentoze, a sa Sest heksoze. Klasifikacija na D- I L-Secere jedna je od najstarijih sterokemijskih
notacija. Primije¢eno je da odgradnja bilo kojeg prirodnog Secera uvijek daje desnozakrecuici

(+)-enantiomer gliceraldehida, dok neki sinteti¢ki pripravljeni daju lijevozakre¢uéi (—)-
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§ 2. Prikaz odabrane teme 5

enantiomer. Stoga, prema Fischer-Rozanovljevu pravilu se stereokemijskim deskriptom D
oznacuju Seceri koji se odgraduju u (+)-gliceraldehid, a L oni koji odgradnjom daju (-)-
gliceraldehid (slika 3).2

CHO CHO
(EIHZOH éHon
(+)-gliceraldehid (-)-gliceraldehid

Slika 3. Fisherova projekcija D-gliceraldehida (lijevo) i L-gliceraldehida (desno).

Produkt odgradnje odreduje se na osnovi stereokemije referentnog ugljikovog atoma, odnosno
asimetri¢énog C-atoma koji ima najvisi lokant (najudaljeniji karbonilnoj skupini). Hidroksilna
skupina (+)-gliceraldehida usmjerena je u Fisherovoj projekciji udesno pa ¢e u svim Secerima
D-niza hidroksilna skupina biti usmjerena na jednak nacin. Suprotno, u Secerima L-niza
hidroksilna skupina zadnjeg asimetri¢nog ugljikovog atoma usmijerena je ulijevo.? Treba
napomenuti da D i L oznake ne daju podatak o smjeru zakretaja ravnine polarizirane svjetlosti.
Neki D-seceri opticki zakrecu u (+), a drugi (—) smjeru.

Prema Fisherovoj projekciji eritoze (aldotetroze), obje hidroksilne skupine vezane na
asimetri¢no supstituirane ugljikove atome jednako su usmjerene, dok su u treozi te skupine
usmjerene na razli¢ite strane.? Koristenjem pocetnih dijelova imena tih monosaharida, odreduje
se odnos dvaju susjednih asimetri¢no supstituiranih ugljikovih atoma. Prefiksom erythro-
oznacuje se dijaseteroizomer u ¢ijoj se Fisherovoj projekciji jednake skupine nalaze na istoj
strani molekule, a prefiksom threo- se oznacavaju sli¢ne skupine koje su na razli¢itim stranama

Fisherove projekcije (slika 4).2

COOH COOH
H—}—0H HO——H
HO—+—H HO——H
CH; CH,
(2R, 35) (28, 35)

Slika 4. Fisherova projekcijska formula threo-2,3-dihidroksibutanske kiseline (lijevo) i

erythro-2,3-dihidroksibutanske kiseline (desno).

Filip Grdovié Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 6

Opcenito, prefiksi erythro- i threo- koriste se za molekule koje imaju razlicite krajnje skupine,
dok se za oznacavanje stereokemije molekula sa jednakim skupinama koriste oznake (d,l) ili
(+) odnosno meso- (slika 5).2 Meso-spojevi se definiraju kao spojevi koji imaju kiralne centre,

ali su akiralni zbog prisustva ravnine simetrije ili nekog drugog elementa simetrije.

CH,CH; CH,CH;
H—r—Br Br——H
Br——H Br——H
CH;4 CH;4
threo-2,3-dibrompentan erythro-2,3-dibompentan

Slika 5. Fisherove projekcijske formule 2,3-dibrompentana.

Mnogi monosaharidi se razlikuju prema konfiguraciji samo jednog ugljikovog atoma.
Primjerice, D-eritroza i D-treoza se razlikuju samo prema konfiguraciji C2 atoma. Takvi Seceri,
koji se razlikuju samo po konfiguraciji jednog C-atoma, nazivaju se epimeri. D-Manoza je C2-

epimer glukoze, a ona je pak C4-epimer D-galaktoze (slika 6).

C2-epimeri
CHO /_\ CHO CHO
HO—1—H H——OH H———OH
HO——H HO———H HO———H
H——F—OH H——OH HO——H
H——OH H——OH\_/ H—1—OH
C4-epimeri
CH,0OH CH,0OH CH,0OH
manoza glukoza galaktoza

Slika 6. Epimeri D-glukoze: bD-manoza i D-galaktoza.

Monosaharidi se u otopinama ne nalaze samo u lancastom obliku, ve¢ se takav oblik
nalazi u ravnotezi sa onim ciklickim, poluacetalnim. Seéeri su, kao polihidroksialdehidi i
polihidroksiketoni, podlozni intramolekulskoj reakciji nukleofilne adicije alkohola na
karbonilnu skupinu (slika 7) koja rezultira nastankom peteroclanih i Sesteroclanih prstena koji

su stabilniji od svojih lan¢astih analoga.?

Filip Grdovié Zavrsni rad
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'cHo
H——on CH,OH
3 OH
HO—3}—H 0
H—+—O0OH
5 OH
H——OH OH
6
CH,OH

Slika 7. Tvorba poluacetalnog prstena D-glukoze iz njenog lancastog oblika.

Prema veli¢ini poluacetalnog prstena monosaharidi se mogu podijeliti na piranoze i furanoze.
Sestero¢lani ciklicki poluacetali ¢ije je ime izvedeno iz Sesteroélanog ciklickog etera pirana
nazivaju se piranoze, a peteroclani cikli¢ki poluacetali odgovarajuceg ciklickog etera furana
nazivaju se furanoze (slika 8). Primjerice, Sestero€lani prsten izveden iz glukoze naziva se

glukopiranoza, dok se fruktozni petero¢lani prsten naziva fruktofuranoza.

HO OH 4 3\
H
B N
HO 6 CH,OH HOH,C CH,OH
furan D-fruktofuranoza

D-glukopiranoza

Slika 8. Ciklicke, poluacetalne strukture monosaharida.

Prilikom ciklizacije monosaharidog prstena mogu¢ je nastanak dva razli¢ita dijastereomera.
Nastali dijastereomeri se nazivaju anomeri i oznacavaju se grékim slovima o1 3. Ovisno o tome
s koje strane se odvija nukleofilni napad na planarnu karbonilnu skupinu, poluacetalna
hidroksilna skupina u ciklickoj formuli biti ¢e usmjerena ili prema gore (B) ili dolje (o) (slika
9), odnosno njezina konfiguracija u odnosu na referentni ugljikov atom biti ¢e ista (B) ili
razli¢ita (o). Anomerni ugljikov atom je onaj na kojem se nalazi aldehidna ili ketonska skupina
u otvorenoj formi ugljikohidrata, a na njega vezana hidroksilna skupina naziva se anomernom

hidroksilnom skupinom.
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OH OH

OH
O OH 0
HO HO H
HO HO A HO
OH OH HO OH
OH
OH o
o—anomer —anomer

Slika 9. Ravnoteza izmedu otvorenog i zatvorenih oblika (anomera) D-glukoze.

Buduc¢i da su anomeri dijastereomeri, njihova se fizikalna svojstva, poput talista i specificnog

zakretanja, razlikuju.?

2.1.2. Reakcije oksidacije i redukcije monosaharida

Prema svojoj strukturi, ugljikohidrati su polifunkcijski spojevi. Sadrze aldehidnu odnosno keto-
skupinu te hidroksilnu skupinu i podlijeZu karakteristiénim reakcijama za svaku od njih. Vecina
Secera postoji u obliku ciklickih poluacetala, koji su u otopini u ravnotezi s odgovaraju¢im
lanCastim aldehidima ili ketonima Sto otvara mogucnost karakteristicnim reakcijama
svojstvenim za te skupine.

Poput aldehida i ketona, koji se mogu reducirati u odgovarajuce alkohole, aldoze i ketoze
mogu se reducirati u odgovaraju¢e alditole ili SeCerne alkohole. Reakcije redukcije
monosaharida provode se koriStenjem natrijeva borhidrida kao reducensa ili hidrogeniranjem
uz Raney-nikal kao katalizator (slika 10).2 Polioli koji nastaju redukcijom $eéera, u pravilu, na

svakom ugljikovom atomu imaju vezanu po jednu hidroksilnu skupinu.

CHO CH,OH
OH S alon

R HO——H H,Ni  HO——H

HO ——
HO H——o0H H— OH
OH

OH H——O0H H——OH
a-D-glukopiranoza CH,0H CH,0H
D-glucitol

Slika 10. Redukcija D-glukoze hidrogeniranjem uz nikal kao katalizator.

Seéerni alkoholi svoju primjenu pronalaze u prehrambenoj industriji. Oni ne spadaju u skupinu
Secera niti alkohola, ve¢ se klasificiraju kao skupina slabo probavljivih ugljikohidrata. Imaju

blago smanjene slatko¢u i kalorijske vrijednosti u odnosu na saharozu pa se koriste kao

Filip Grdovié Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 9

zasladivaci. Redukcijom D-glukoze nastaje alditol D-glucitol koji je poznat jos i pod imenom
D-sorbitol, a koristi se kao zamjena za kuhinjski SeCer u pripravi kolaca te kao sirovina za
sintezu vitamina C.> Redukcijom ketoza ne nastaje jedan produkt, veé nastaje smjesa C2-

epimera (slika 11).2

CH,OH CH,0OH CH,OH

CH,Ol  CH,OH —O0 H——OH HO——H

HO HO——H HO——H HO——H

~— —_ +
H—}—OH H—}—OH H—}—OH
OH
OH H—1—OH H—1—OH H——OH
CH,OH CH,OH CH,OH
o-D-fruktofuranoza 2 2 2

D-glucitol D-manitol

Slika 11. Redukcijom fruktoze natrijevim borhidridom nastaju C2-epimeri;

D-glucitol i b-manitol.

Osim dobivanja $ecernih alkohola sintezom u laboratoriju, mogu se izolirati i iz prirodnog
materijala. Nalaze se u raznom voéu i bobicama, kao i u algama.??

Aldehidne skupine Secera podlijeZzu 1 reakcijama oksidacije do karboksilne skupine.
Osim nje, nekim reagensima se selektivno moze oksidirati i terminalna —CH>OH skupina.
Oksidacija SeCera sluzi prvenstveno kao orude za identifikaciju funkcijskih skupina, a
potpomaze odredivanju njihove stereokemije 1 pretvorbi jednog monosaharida u drugi. Kao
reagens za sintezu aldonske kiseline koristi se bromna voda, a za sintezu aldarne kiseline,

vodena otopina dusi¢ne kiseline (slika 12).2

COOH COOH
H——OH H——F—OH
HO——H HO——H
H———OH H————OH
H——OH H————OH
CH,0H COOH

() (b)

Slika 12. Fisherova projekcijska formula (a) glukonske kiseline i (b) glukarne kiseline.

Filip Grdovié Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 10

Tollensov, Benedictov i Fehlingov reagens neki su od standardno koristenih oksidiraju¢ih
reagensa za dokazivanje aldehidne skupine. Reakcija oksidacije aldehidne skupine u
karboksilatni anion popracena je stvaranjem taloga karakteristicnog za svaki reagens. Za
Tollensov test (slika 13) karakteristiCan je nastanak elementarnog srebra u obliku srebrnog
zrcala, a redukcijom bakrova(ll) iona Benedictovog i Fehlingovog reagensa, dolazi do pojave
ciglasto-crvenog taloga bakrova(l) oksida.* Klju¢ uspjesnosti ovih testova je ravnoteza
poluacetalne i lancaste strukture. Aldehidna skupina, kao takva, postoji samo u lan¢astom
obliku Sto omogucuje reakciju oksidacije. Ukoliko je vezana u cikli¢kom, acetalnom obliku ne

daje pozitivnu reakciju. Seéeri koji reduciraju ove reagense nazivaju se reducirajuéi Seceri.?

CHO COO™ NH,*
oH H——OH H——OH
HO R\ _ . HOTH  AgNHy),ron-  HO——H Ag)
HO ﬁ/OH H——OH ©  H——OH
OH
H H—{—OH H—{—OH
hemiacetal CH,0H CH,0H

B-D-glukopiranoza
glukonska kiselina

OH
0] TOH™
HO \ Ag(NH;),"OH » nema reakcije
OH OR i
OHﬁ/
H
acetal
glikozid glukoze

Slika 13. Reakcija poluacetala glukoze (gore) i acetala glukoze (dolje) s

Tollensovim reagensom.

Valja napomenuti da se ovim testovima ne mogu razlikovati aldoze i ketoze jer se reakcije
odvijaju u bazi¢nim uvjetima pri kojima dolazi do endiolnog pregradivanja — lancasti oblik

ketoze izomerizira u aldozu koja daje pozitivni test.2

2.1.3. Reakcije hidroksilnih skupina

Kao S§to je ranije reCeno, monosaharidi su po svojoj strukturi polihidroksialdehidi i
polihidroksiketoni. Zbog prisustva nekoliko hidroksilnih skupina, vrlo su dobro topljivi u vodi,

a gotovo netopljivi u organskim otapalima. Kako bi se mogli procistiti prekristalizacijom iz
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§ 2. Prikaz odabrane teme 11

organskih otapala ili kromatografskim metodama, poseze se za reagensima koji hidroksilne
skupine Secera prevode u etere ili estere.? Osim u svrhu procis¢avanja, reakcije hidroksilnih
skupina mogu se koristiti kao alat u sintetskim reakcijama s monosaharidima. Kada kemijska
sinteza zahtijeva selektivnu reakciju na odredenoj hidroksilnoj skupini, ostale moraju
privremeno biti blokirane.® Zastitna skupina mora zadovoljavati nekolicini zahtjeva. Ona mora
selektivno reagirati sa supstratom u dobrom iskoriStenju te se kasnije mora moc¢i ukloniti
jednostavnim postupkom 1 po mogucnosti netoksi¢nim reagensima koji nece napasti
regeneriranu funkcijsku skupinu, takoder u dobrom iskoristenju.® Najéesée se koriste acetalne,
eterske i esterske zastitne skupine. Prednosti esterskih skupina nad eterskim je lakse uvodenje
i uklanjanje, dok su eterske skupine stabilnije i otpornije na $iri spektar reakcijskih uvjeta.
Eteri su medu najéesce koristenim zastitnim skupinama u organskoj sintezi. Oni variraju
od najjednostavnijeg, najstabilnijeg metil-etera do slozenijih, supstituiranih tritil-etera
razvijenih za upotrebu u sintezi nukleotida. Nastaju i uklanjaju se u raznim uvjetima.’
Djelovanjem metil-jodida uz srebrov(l) oksid na Secer, dolazi do pretvorbe hidroksilnih skupina
u metilne etere (slika 14). Srebrov oksid ima ulogu sredstva koje potice polarizaciju ugljik-jod
veze, Cine¢i metilni ugljik elektrofilnijim. Nukleofilnim napadom hidroksilne skupine uz

kasnije deprotoniranje nastaje eter.?

OH CH,OCH;

0 0
HO CHL AgO H,CO

HO H,CO
OH CH;0
H OH OCHj;

a-D-glukopiranoza metil-2,3,4,6-tetra-O-metil-a.-D-glikopiranozid

Slika 14. Tvorba metilnih etera

Hidroksilna skupina anomernog ugljikovog atoma takoder sudjeluje u reakciji. Stereokemija na
anomernom polozaju moze se ocuvati podesavanjem reakcijskih uvjeta pri kojima nec¢e do¢i do
pucanja poluacetalne veze ugljik-kisik.? Istim produktom rezultira i Williamsonova sinteza koja
je uobicajeni postupak sinteze etera. Kao reagensi u ovoj reakciji koriste se natrijev hidroksid i
dimetil-sulfat. Zbog nastanka jako bazi¢nog alkoksidnog iona jednostavni $ecer izomerizira i
raspada se tako da ova vrsta reakcije nije moguca sa poluacetalima. Ukoliko se poluacetal
prethodno prevede u glikozid koji je stabilan u bazi¢nim uvjetima, ovaj se postupak moze

provesti na preostalim slobodnim hidroksilnim skupinama (slika 15).?
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OH CH,0OCH;
0] (@)
HO NaOH, (CH3)2SO4‘ H}CO
HO o H5CO
OH CH,0
OCH; OCH;
metil-a-D-glukopiranozid metil-2,3,4,6-tetra-O-metil-oa-D-glikopiranozid

Slika 15. Tvorba metilnih etera Williamsonovom sintezom.

Reakcija acetiliranja hidroksilnih skupina rezultira sintezom Secernih estera. Jednostavno se
prociS¢avaju kristalizacijom iz uobicajenih organskih otapala. Reakcija se odvija koriStenjem
acetanhidrida uz piridin kao otapalo (slika 16). Piridin je slabo bazi¢an pa je stereokemija
anomernog ugljikovog atoma o¢uvana jer ne dolazi do pucanja ugljik-kisik veze.? Analogno
acetiliranju, hidroksilne skupine se moze i1 benzoilirati koristenjem benzoil-klorida ili benzoil-
anhidrida u piridinu. Navedene esterske zastite se uklanjaju u baziénom mediju uz dodatak

metanola i natrijevog metoksida.®

O—OH (CH;C0),0 O—0A
piridin
CH,OH CH,0Ac
OH OAc
B-D-fruktofuranoza penta-O-acetil-B-D-fruktofuranozid

Slika 16. Tvorba acetatnih estera

Formiranje acetonida najcesce je koriStena zastita za 1,2- i 1,3-diole. Acetonid se Kkoristi u
kemiji ugljikohidrata za selektivno maskiranje hidroksilnih skupina mnogih $ec¢era. U pripremi
acetonida, 1,2-derivat je opcenito favoriziran u odnosu na 1,3-derivat, dok 1,3-derivat ima
prednost u odnosu na 1,4-derivat.>® Acetonidna (izopropilidenska) skupina uvodi se
mijeSanjem Secera s acetonom ili 2,2-dimetoksipropanom u velikom suvisku uz kiseli
katalizator, najcesc¢e para-toluensulfonsku kiselinu (slika 17). Uklanjanje ove zastitne skupine

vrii se kiselom hidrolizom pri povi$enoj temperaturi.

Filip Grdovié Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 13

OH
HO OH Y
0]
0] H3C%)CH3

0
HO ~ p-TsOH 0

>
OH

Slika 17. Uvodenje acetonidne zastite na molekulu a-D-galaktopiranoze.

\J

2.2. Glikozidi

Seéerni acetali nazivaju se glikozidi. Oni ne reagiraju s Tollensovim reagensom §to znaci da su
nereducirajuéi $eceri.? To su spojevi koji na anomernom ugljikovom atomu nemaju slobodnu
hidroksilnu skupinu, ve¢ se na njenom mjestu nalazi aglikon (slika 18). Secerni acetali su
stabilne vrste koje ne podlijezu endiolnom pregradivanju, §to znac¢i da ne mogu spontano preci

u landaste oblike te postoje u odredenom anomernom obliku i ne mogu mutarotirati.?

OH glikanski dio

0
HO
HO H

OHO;\ a-glikozidna veza

aglikanski dio

Slika 18. Strukturna formula glikozida D-glukoze.

Aglikon je skupina vezana na anomerni ugljikov atom glikanskog dijela kovalentnom,
glikozidnom vezom preko nekog heteroatoma. Ovisno o heteroatomu vezanom na anomerni
ugljikov atom, postoje razliciti tipovi glikozidne veze: O-glikozidi, C-glikozidi, S-glikozidi, N-
glikozidi i drugi. Potrebno je napomenuti da izraz N-glikozid nije preporucen, ve¢ se oni
nazivaju glikozil-aminima.? Anomerni centar moze postojati u dvije konfiguracije, kao a- i B-
konfiguracija. Prema toj analogiji, 1 glikozidna veza moZe takoder postojati u dvije
konfiguracije, a- i B-glikozidna veza.

Postoje razne metode sinteze glikozida koje koriste razli€ite reagense i pristupe. Cilj
svake od njih je u $to boljem prinosu sintetizirati Zeljeni glikozid. Glikozilacija je jedna od

najvaznijih sintetskih metoda u kemiji prirodnih spojeva. Za nju je potrebno imati glikozil-
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§ 2. Prikaz odabrane teme 14

donor i akceptor, kao i katalizator koji pokrece reakciju. Opcenito govoreéi, prvi korak u
glikozilaciji je aktivacija glikozil-donora prevodenjem hidroksilne skupine anomernog C-

atoma u dobru izlaznu skupinu. U drugom koraku slijedi selektivno vezanje glikozil-akceptora

na donor (slika 19).”

OR
OR OR
0
0 0 LG, | RO
RO RO RO ®
RO OR RO LG
OR OR
OR
OR OR
@
0 O
RO ROH RO \
RO OR RO
OR
OR

Slika 19. Opceniti mehanizam sinteze O-glikozida (O-glikozilacije).

Aldoze i ketoze prelaze u acetale u kiselinom kataliziranoj reakciji s jednostavnim alkoholom.
Pripravom O-glikozida na ovaj na¢in nastaju oba anomera metil-glikozida (slika 20). Reakcija
se odvija samo na anomernom ugljikovom atomu jer je njegova reaktivnost druk¢ija od
reaktivnosti ostalih C-atoma u molekuli. On jedini sadrzi dvije ugljik-kisik veze. Poput ostalih
acetala, glikozidi su stabilni pri bazicnim vrijednostima pH, a u prisustvu razrijedenih kiselina

hidroliziraju na slobodni $eéer i alkohol.?

OH OH OH
0} . O 0
HO _ CH;OH.H' _ yo + HO
HO ) T HO HO OCH
on H,0, H OH on ’
OH OCH,

a-D-glukopiranoza metil-o-D-glukopiranozid metil-B-D-glukopiranozid

Slika 20. Kiselinom katalizirana reakcija D-glukoze s metanolom.

Izravna metoda glikozilacije najéeS¢e se koristi za pripravu jednostavnih O-glikozida. Za

reakciju je potreban peracetilirani Secer kao izvor glikozila i alkohol koji ¢e tvoriti aglikanski
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dio (slika 21). Reakcija je katalizirana Lewisovom kiselinom, najéesée borovim trifluoridom
dietil-eteratom (BFs-Et20).’

AcO BF; Et20 AcO
AcO AcO

Ac

Slika 21. Reakcija izravne metode glikozilacije.

U nastavku su opisane dvije klasicne metode glikozilacije: Koenigs-Knorrova i

trikloracetimidatna metoda.

2.2.1. Koenigs-Knorrova metoda glikozilacije

Ovo je jedna od najstarijih metoda glikozilacije, prvi puta objavljena 1901. godine,® a jo3 uvijek
je jedna od najkorisnijih reakcija za pripremu Sirokog spektra O-glikozida.* Daleko najveéi
nedostatak ove metode je potreba za uporabom soli teskih metala. Nekada su se koristile 1 zivine
soli koje su danas zamijenjene srebrovim. Ulogu glikozil-donora ima peracetilirani
monosaharid koji na anomerni ugljikov atom ima vezan halogenid, odnosno izlaznu skupinu.
Glikozil-akceptori su ponajprije alkilni ili aromatski alkoholi, ali i $eceri s jednom slobodnom
hidroksilnom skupinom. Reakcija zahtijeva i srebrne soli kao katalizatore, medu kojima se
najcesce koriste srebrovi(l): karbonat, nitrat i triflat te oksid.* Takoder, preporucuje se dodatak
sredstva za susenje poput kalcijeva sulfata, kalcijeva klorida ili molekulskih sita. Poboljsani
prinosi postizu se upotrebom jodida kao izlazne skupine, snaznim mijeSanjem i zaStitom
reakcijske smjese od svjetlosti.* Stereokemija sintetiziranog glikozida je u veéini slu¢ajeva 1,2-
trans-tipa, kao posljedica sudjelovanja susjedne skupine. Kada je zastitna skupina na C-2 atomu
acetatna skupina, dolazi do intramolekulskog napada karbonilnog kisika na oksokarbenijev ion.
Taj meduprodukt je odgovoran za ugradnju alkohola na B-polozaj i nastanak B-1,2-trans-
glikozida (slika 22).
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OAc OAc
o HB1r/HOAc o)
AcO AcO
AcO OAc AcO Br
OAc OAc
-Br’
OAc
C
o 2820 AcO
AcO ROH 0°
AcO OR O/
OAc

Slika 22. Reakcija sinteze B-1,2-trans-O-glikozida Koenigs-Knorrovom metodom.

Prvi korak opcenitog postupka izvedbe ove reakcije je priprema glikozil-halogenida koja se
moze posti¢i tipiénom izmjenom anomerne hidroksilne skupine s halogeniraju¢im sredstvima.
Razli¢iti glikozil-halogenidi imaju vrlo razli¢ite reaktivnosti i1 stabilnosti koje uglavnom ovise
o prirodi atoma halogena i zastitnim skupinama $ecera. Kloridi su stabilniji od bromida, dok su
jodidi obi¢no vrlo nestabilni.® Glikozil-fluorid je najstabilnija glikozil-halogenidna vrsta te se
ona jedina moZe procistiti destilacijom pa ¢ak i kromatografijom na koloni silikagela.'?
Uvodenje bromida kao izlazne skupine odvija se na peracetiliranom Se¢ernom derivatu uz
dodatak otopine bromovodika u octenoj kiselini.

Ova jednostavna metoda glikozilacije ima i svoje nedostatke. Glikozil-halogenidi su u
principu nestabilne vrste podlozne hidrolizi i 1,2-eliminaciji. Njihova priprava odvija se pri
zestokim uvjetima, a koaktivatori koriSteni u ovoj metodi su Cesto toksicne, a ponekad i

eksplozivne vrste.®

2.2.2. Trikloracetimidatna metoda glikolizacije

Trikloracetimidna metoda razvijena je iz Kdoenigs-Knorrove metode u potrazi za boljom
izlaznom skupinom od halogenidnog iona.’® Ova metoda sinteze glikozida Kkoristi
O-glikoziltriacetimidate kao glikozil-donore. Takvi derivati glikozila odlikuju se ve¢om

stabilno$¢u od analognih glikozil-halida. Glikozil-donori sintetiziraju se reakcijom anomernog
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ugljikovog atoma s trikloroacetonitrilom u prisustvu baze.® Treba napomenuti da je dobiveni
derivat imidata osjetljiv na zrak i da ga treba koristiti u reakcijama glikozilacije neposredno
nakon pripreme.* Glikozil-trikloracetimidati su relativno stabilni u bazi¢nim ili neutralnim
uvjetima, ali lako reagiraju u kiselim uvjetima. S razli¢itim kiselim nukleofilima, kao $to su
karboksilne kiseline i derivati fosforne kiseline, odgovaraju¢i glikozilni esteri nastaju bez
ikakvog dodatnog Kkatalizatora. Reakcija sa glikozil-donorima odvija se u prisutnosti
katalitickih koli¢ina Brenstedove ili Lewisove kiseline koje imaju ulogu aktivatora
(promotora). Izvorno su koristeni p-TSOH i BF3-Et,0, a danas se uobi¢ajeno koristi TMSOTT.5
Glikozilacije s ovim promotorima odvijaju se na niskim temperaturama u blagim uvjetima.
Nakon aktivacije, dolazi do reakcije s glikozil-akceptorom te nastaje glikozidna veza (slika 23).
Efekt participirajuc¢e skupine rezultira stvaranjem 1,2-trans-glikozida. Utjecaj na stereokemiju
produkta imaju i uvjeti reakcije. Termodinamickom kontrolom reakcije prevladava 1,2-trans-

glikozidni produkt, a kineti¢kom kontrolom 1,2-cis-glikozidni produkt.®

OR
OR f0) OR
RO
o CLLCCN RO ROH 0
RO K,CO, OR ‘O CCl; > RO
RO ili NaH RO
OR “OH OR “OR

NH

Slika 23. Sinteza O-glikozida trikloracetimidathom metodom.

2.3. Metoda glikozilacije upotrebom glikozil-fluorida i sililnih etera

Posljednjih godina, glikozil-fluoridi se koriste kao svestrani glikozil-donori u sintezi prirodnih
ugljikohidrata.!* Glikozil-fluoridi se $iroko i u¢inkovito koriste za reakcije O- i C-glikozilacije.
Jedna od znacajnih prednosti glikozil-fluorida kao donora glikozila je njegova visoka termicka
I kemijska stabilnost u usporedbi sa stabilnoscu ostalih glikozil-halogenida, kao $to su glikozil-
kloridi, bromidi i jodidi.> Ono $to ovu metodu, u odnosu na ostale, &ini posebno pristupaénom
je njena jednostavnost izvedbe. Odvija se pri sobnoj temperaturi, a kontakt reakcijske smjese s
vlagom u zraku ne utjeCe na uspjeSnost reakcije. Nudi mogucnost iterativne sinteze
oligosaharida koriste¢i monosaharidne jedinice, modificirane fluoriranjem anomernog
ugljikovog atoma, kao donore glikozila i sililne etere kao akceptore. Reakcijom ove dvije vrste

nastaje O-glikozidna veza izmedu dva modificirana ugljikova atoma (mono)saharidnih jedinica
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te stablini nusprodukt, trialkilsilicijev fluorid. Stvaranje izrazito stabilne silicij-fluor veze ¢ija
energija iznosi 582 kJ/mol zapravo je pokretacka sila ove reakcije glikozilacije. 134

Izazov u razvoju ovog procesa je potreba za stabilnom 1 kataliticki aktivnom Lewisovom
kiselinom koja ¢e aktivirati glikozil-fluorid i Lewisovom bazom koja ¢e omoguditi cijepanje
stabilne veze silicij-kisik akceptora glikozila.!* Reakcija Lewisove kiseline i baze, odnosno
stvaranje adukta Lewisova kiselina-Lewisova baza ponistava njihovo kataliticko djelovanje i
ovaj postupak ¢ini neodrzivim. Ovaj problem je rijeSen koriStenjem frustriranog Lewisovog

para (engl. Frustrated Lewis Pair) koji nastaje u prisustvu stericki zahtjevnih L. kiselina

odnosno baza te im omogucuje interakciju s treéom molekulom, a time i reakciju (slika 24).%°

Slika 24. Frustrirani Lewisov par izmedu stericki smetane Lewisove baze (elektron donor,
ED) i Lewisove kiseline (elektron akceptor, EA). Ne dolazi do ponistavanja djelovanja
Kiseline i baze stvaranjem adukta — iako su u kontaktu, zadrzavaju svoju funkciju.

(preuzeto iz reference 15)

Na slici 25 prikazana je interakcija L. kiseline i L. baze u opéenitom slucaju u kojem dolazi do
stvaranja kemijske veze pomocu elektrona koji potjecu od L. baze. U slucaju frustriranog
Lewisovog para, ne moze do¢i do nastanka kovalentne veze iz steri¢kih razloga pa takav par

mozZe aktivirati reakciju.

Slika 25. Deaktivacija Lewisove kiseline (EA) Lewisovom bazom (ED) stvaranjem adukta.

(preuzeto iz reference 15)

Svojstvo frustriranog Lewisovog para pokazuje molekula tris(pentafluorofenil)borana,

B(CsFs)3. Ona moze aktivirati jake, nepolarne veze silana u prisustvu odgovaraju¢e Lewisove

Filip Grdovié Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 19

baze bez da aktivira organski supstrat.!® Elektrofilni B(CsFs)s apstrahira fluoridni ion iz
glikozidnog donora, a zatim ga isporucuje kao Lewisovu bazu za aktivaciju sililnog etera (slika
26).1 Tris(pentafluorofenil)boran higroskopna je krutina kojom se obi¢no rukuje u uvjetima
inertne atmosfere. Reakcijom glikozilacije s 5 mol % navedenog katalizatora rezultira visokim
prinosima regio- i stereoselektivnim produktima. U svim prijasnjim metodama glikozilacije,
kao 1 u vedini katalitickih metoda potrebno je izmedu 10 i 50 mol % katalizatora, $to je 2-10
puta viSe no $to zahtijeva ova metoda.’* Komercijalno se, osim bezvodan, B(CgFs)s moze
nabaviti i kao monohidrat. Koristenjem 5 mol % monohidrata B(CsFs)3, primije¢eno je da se
takoder dobije zadovoljavajuéi rezultat na sobnoj temperaturi, a potrebno je samo nesto dulje
vrijeme reakcije.}* Upravo ovo svojstvo katalizatora omogucéuje metodi Siroku primjenu i
jednostavnost. B(CeFs)s monohidrat, osim §to je stabilan na vlagu i zrak, jednostavno se
skladisti, tolerantan je na vodu i jednostavan za rukovanje.'*

Glavna pokretacka sila ove reakcije je fluorofilnost, odnosno veliki afinitet silicija

prema flouru zbog ¢ega u reakciji uz zeljeni produkt nastaje i nusprodukt FSiRa.

Q 0
N—" BCF9s _ - N
_-B(CeFs)s
F F”
Q o
FSiR, 1
Roml - Rom " Osi
3

OR!
B(CgFs)s <
F—B(C4F5);

Slika 26. Mehanizam sinteze O-glikozidne veze izmedu glikozil-fluorida aktiviranog

tris(pentafluorofenil)boranom i sililnog etera.

Druge uobic¢ajene Lewisove kiseline kao §to su SnCls, ZnCl,'", BFs-Et;0'® i TMSOTT takoder
su prikladne za reakcije glikozilacije. Medu njima ipak se, uz B(CsFs)3 i njegov hidrat koji daju
najbrze i najucinkovitije rezultate, istie i BFs-Et20. On je takoder komercijalno dostupan,
jednostavan za rukovanje te daje zadovoljavajuée prinose.’® Znadajno je da je udinkovitost

B(CsFs)3 u udjelima od 10 mol % opisana u glikozilacijama slobodnih alkohola koristenjem
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donora trikloracetimidata, ali njegova uporaba s donorima glikozil-fluorida ili akceptorima

sililnih etera nije prethodno opisana.**

2.3.1. Priprava prekursora

Zbog primjene glikozil-fluorida u metodama glikozilacije razvijene su mnoge metode njihove
sinteze iz odgovarajueg Secera. NajCeS¢i nacini priprave koriste fluorovodik, DAST
(dietilaminosumporov trifluorid) te metalne fluoride. 1-Hidroksi i 1-O-acetilirani $ec¢eri mogu
se prevesti u odgovarajuée glikozil-fluoride pomoéu smjese fluorovodika i piridina (slika 27).1
S obzirom na otrovnost bezvodnog fluorovodika, kao i nemoguénost rada u standardnom
laboratorijskom staklenom posudu, ova metoda viSe nije uobicajena kao §to je bila 1980-ih

godina.®

OBn

OBn
(0]
BnO —»HF BnO 0
BnO - piridin BnO
n
OAc OBn "F
a:p=97:3

Slika 27. Sinteza O-glikozida koristenjem fluorovodika u piridinu. Glikozilacija rezultira

nastankom smjese 97% a-anomera, odnosno 3% B-anomera. (prilagodeno prema ref. 11)

Druga cesto koristena metoda sinteze koristi reagens DAST za pripravu glikozil-fluorida iz
monosaharida (slika 28). DAST je jedan od najboljih reagensa za fluoriranje hidroksilne

skupine, pa tako i slobodne anomerne skupine $eéera.!!

BnO BnO

OH DAST _ F
THF ili CH,Cl,

OBn OBn OBn OBn

THF: B:aa=9,9
CH,Cl,: B:a=2,0

Slika 28. Sinteza O-glikozida koristenjem DAST-a. Ukoliko je THF koristen kao otapalo,
glikozilacija rezultira nastankom 10 puta vise f-anomera od a-anomera, dok ga u CH2Cl;

nastaje tek 2 puta vise. (prilagodeno prema ref. 11)
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Tre¢a metoda sinteze glikozil-fluorida koristi glikozil-halogenide i metalne fluoride. U reakciji
nukleofilne supstitucije Sn2 mehanizmom, dolazi do zamjene klorida, odnosno bromida sa
fluoridom koji potjece iz reagensa (slika 29). Najcesce se, kao fluorirajuci reagens, koristi
srebrov fluorid. Ireverzibilnost ove reakcije potice nastanak tesko topljivog taloga srebrovog(I)

klorida, odnosno bromida.*

OBn OBn
0 AgF 0 +  AgBr l
BnO W BnO
BnO Br 212 BnO F
OBn OBn

Slika 29. Sinteza O-glikozida uporabom srebrova(l) fluorida.

Drugi prekursor potreban za glikozilaciju je glikozil-akceptor. Ova metoda koristi
sililne etere kao akceptore. Sililni eteri pronalaze svoju ulogu u kemiji ugljikohidrata kao zastita
hidroksilnih skupina. Velika prednost koristenja sililnih skupina je to §to mogu na silicij imati
vezane razliite alkilne supstituente. Ova mogucénost se iskoriStava u takozvanim one-pot
metodama glikozilacije, gdje stericke smetnje imaju utjecaj na brzinu reagiranja pojedinih
skupina.* Cesto se koriste zastite poput trimetilsililnih etera (TMS), trietilsililnih etera (TES) i
tert-butildimetilsililnih etera (TBDMS). Ova vrsta spada u etersku zastitnu skupinu koja se lako
postavlja i uklanja. Hidroksilna skupina alkohola nukleofilno napada trialkilsilil-klorid

stvarajuéi produkt (slika 30). Sinteza se odvija koristenjem trietilamina ili imidazola kao baze.’

OH OSi(CH;);

o (CH;)5SiCl
RO . . ~ RO
RO OR imidazol ili Et;N RO OR
OR OR

o

Slika 30. Reakcija sinteze sililnog prekursora koji ima ulogu akceptora glikozila.

2.3.2. One-pot pristup

U tradicionalnim pristupima sinteze oligosaharida, produkt reakcije glikozilacije trebalo je
izolirati te kemijski transformirati kako bi bio prikladan za iduéi korak glikozilacije.® Nakon

stvaranja glikozidne veze, produljenje oligosaharida se moZe provesti na dva nacina:
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transformacijom anomerne zastitne skupine u odlaze¢u skupinu (sintezom glikozil-donora) i
njenim spajanjem s odgovaraju¢im akceptorom ili selektivnim uklanjanjem zastitne skupine za
stvaranje glikozil-akceptora i njegovo naknadno spajanje s prikladnim donorom.?° Ovaj
postupak se ponavlja sve dok se ne postigne zeljena duljina ciljanog lanca oligosaharida.
Vrijeme utroSeno za sintezu zasti¢enih donorskih i akceptorskih gradevnih blokova Secera,
njihovo postupno produljenje i potreba za procis¢avanjem produkta svakog medukoraka sinteze
kolonskom kromatografijom, ¢ini sintezu oligosaharida teskim i dugotrajnim zadatkom.?

Kako bi se povecala u¢inkovitost i ekonomicnost, razvijen je pristup u kojem se produkt
jedne reakcije glikozilacije koristi izravno u sljedecoj reakciji. Upravo taj pristup otvara
sintetski put na na¢in da se izostavi izolacija i pro¢i$¢avanje produkta nakon svakog koraka te
da se cijeli proces visestruke glikozilacije izvodi u jednoj posudi (engl. one-pot).® U one pot
pristupu, monosaharidni gradevni blok uzastopno reagira s drugim gradevnim blokovima Secera
I reagensima u istoj posudi (tikvici) bez ikakvih dorada ili proc¢is¢avanja medu koracima. Tako
se nekoliko glikozilacija moze povezati u jedan proces, na ¢ijem se kraju, nakon jednog
pro¢is¢avanja moze dobiti ciljni oligosaharid. S takvim pristupom, gubici zbog rukovanja
tijekom rada i pro¢is¢avanja su minimizirani i mogu se o¢ekivati veéi prinosi.

Za one-pot sintezu oligosaharida od nereducirajuc¢eg prema reduciraju¢em kraju koristi
se bifunkcionalni akceptor glikozila, tzv. donor-akceptor (3). On nosi nukleofilni alkohol, kao
I aktiviranu izlazec¢u skupinu. U prvom ciklusu, glikozil-donor reagira s akceptorom koji nosi
izlaze¢u skupinu (2). Izlazeca skupina bifunkcionalnog akceptora glikozila 3 stabilna je pri
prvim uvjetima i aktivira se tek u drugom ciklusu (5), nakon dodavanja promotora.
Bifukcionalni gradevni blok djeluje samo kao akceptor u prvom koraku, a nakon zavrsetka prve

glikozilacije, formirani glikozid djeluje kao donor (5) (slika 31).2°
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Slika 31. Sinteza oligosaharida one-pot metodom od reduciraju¢eg prema nereduciraju¢em
kraju. (a) Aktivacija izlazne skupine glikozil-donora u uvjetima kada je izlazeca skupina
bifunkcionalnog bloka stabilna; (b) Reakcija glikozilacije izmedu generiranog glikozil-donora
I bifunkcionalnog bloka; (c) Promjena reakcijskih uvjeta u kojima se aktivira izlazna skupina
bifunkcionalnog bloka (donor-akceptora); (d) Reakcija glikozilacije bifunkcionalnog bloka

kao donora glikozila s akceptorom. (prilagodeno prema ref. 20)

Pristupi one-pot metodama uglavnom se oslanjaju na tri strategije. Prva strategija se temelji na
razlici u reaktivnosti. Glikozilni gradevni blokovi imaju razliite anomerne reaktivnosti koje se
mogu koristiti za dizajniranje one-pot glikozilacije. Temelje se na uzastopnim reakcijama
donora i to na nacin da prvi reagira onaj s najvecom reaktivnosti, a na Kraju onaj s najmanjom.
Na anomernu reaktivnost glikozilnog donora utjecu zastitne skupine, orijentacija razlicitih

supstituenata, izlaze¢a skupina i njena orijentacija, kao i temperatura i otapalo.?® Druga
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strategija one-pot glikozilacije koristi razliku u uvjetima aktivacije izlaze¢ih skupina glikozil-
donora. Razli¢ite izlazece skupine zahtijevaju razlicite uvjete aktivacije pa metode ovog tipa
ukljucuju kemoselektivnu aktivaciju jedne vrste izlaze¢e skupine nad drugom prisutnom u
gradevnom bloku. Gradevni blok koji djeluje kao akceptor u prvoj glikozilaciji sadrzi anomernu
izlaznu skupinu koja se aktivira u drugoj. Na primjer, glikozil-trikloracetimidati aktiviraju se
upotrebom TMSOTY, dok su tioglikozidi stabilni u takvim kiselim uvjetima i zahtijevaju jace
elektrofilne promotore kao S§to su NIS/TfOH, DMTST (dimetil(metiltio)sulfonijev
trifluorometansulfonat) ili MeOTf.?® Nakon reakcije glikozilacije gdje je izlazna skupina
trikloracetimidat, dodaje se novi promotor koji aktivira drugu izlaznu skupinu. Treéa strategija
one-pot glikozilacija temelji se na preaktivaciji glikozil-donora. Ova vrsta glikozilacije
neovisna je o reaktivnosti donora. Ovim pristupom, reakcije one-pot glikozilacije mogu se
izvesti neovisno o anomernim reaktivnostima koriStenjem gradevnih blokova koji sadrze isti
aglikon, pod istim reakcijskim uvjetima. Selektivnost se postize aktiviranjem donora
koristenjem stehiometrijske koli¢ine promotora u odsutnosti akceptora kako bi se formirao
reaktivni meduprodukt. Tek dodatkom akceptora dolazi do formiranja nove glikozidne veze.?°

U pogledu zelene 1 odrzive kemije, kemicari imaju dubok interes za svjetlo kao izvor
energije za sintetiCcke transformacije. Tako se danas razvijaju i fotokemijske metode one-pot
glikozilacije.® U procesu fotoinduciranih glikozilacija, aktivacija donora tioglikozida
prvenstveno se oslanja na redoks potencijal fotokatalizatora. NaZalost, primjena ovog pristupa
je oteZana zbog ogranic¢enog opsega supstrata i niskog prinosa glikozilacije. Kako bi se zaobisla
neka od postojecih ogranicenja, koristen je suvisak akceptora glikozila i produljeno je vrijeme
reakcije.?°

Pristup one-pot glikozilaciji koji iskoriStava suptilne razlike u reaktivnosti donora ili
akceptora glikozila, najéesce se izvodi od nereducirajuceg kraja prema reduciraju¢em kraju iako
se moze odvijati i suprotnim smjerom, kao i kombinacijom ovih sintetskih strategija.?® Na
primjer, glikozil-fluoridi (donori) se mogu razlikovati u redoslijedu dodavanja u reakcijsku
posudu, dok se sililni akceptori razlikuju u alkilnim skupinama koje su vezane za silicij zastitne
skupine. Zbog razlike u sterickim zahtjevima alkilnih skupina, reakcija ¢e se prije odvijati na
manje stericki smetanom silicijevom atomu, a tek onda na onom vise smetanom. Ovakvom

metodom dobivaju se regio- i stereoselektivni produkti.t*
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Slika 32. Sinteza regio- i stereoselektivnog trisaharida one-pot metodom glikozilacije.

(prilagodeno prema ref 14)

Glikozil-akceptor 8 sadrzi dvije sililne zastitne skupine koje se razlikuju prema supstituentima
vezanim za silicij. Na poloZaju 4 nalazi se trimetilsililna zastita, dok se na polozaju 6 nalazi
tert-butildimetilsililna zaStita. Reakcijom 7 i 8 uz prisustvo Lewisove Kiseline B(CsFs)s te
dodatkom 9 nakon 30 minuta nastaje regio- i stereoselektivni produkt 10. Iz slike 32 moze se
zakljuciti kako 1,4-glikozidna veza izmedu 7 i 8 nastaje brze od 1,6-glikozidne veze koja nastaje

tek nakon pola sata dodatkom 9.

2.3.3. Stereokemija sinteze O-glikozida

Stereoselektivno stvaranje glikozilnih veza je poZeljno, ali na njega utjeCu mnogi ¢imbenici kao
Sto su odlazece skupine, otapala, aktivacijski sustavi, aditivi, 1 $to je joS vaZnije, zaStitne skupine
donora i akceptora.® Obi¢no se zastitna skupina uvodi kako bi se privremeno maskirala

funkcijska skupina koja ne moze prezivjeti koristene reagense ili kemijsko okruzenje. Zastitne
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skupine, osim §to se selektivno vezu na pojedine funkcijske skupine, mogu povecati ili smanjiti
reaktivnost, a mogu i pasivno sudjelovati u reakcijama, utjecuéi na stereokemijske ishode
glikozilacija. Na primjer, 2-O-acilna skupina se obi¢no bira za uvodenje 1,2-trans-glikozida,
dok se 2-O-eterska zastitna skupina koristi za stvaranje 1,2-cis-glikozida.?*

Sinteza O-glikozida predstavlja veliki izazov u laboratorijskoj sintezi. Mnogi
oligosaharidi koji sadrze 1,2-cis-O-glikozidne veze od velike su vaznosti zbog svoje bioloske
uloge i terapeutskog potencijala. Na primjer, imunomodulatorni pentasaharid FPS-1 iz
Aconitum carmichaeli sastoji se od a-(1—6)-glikozidnom vezom povezane okosnice s nesto o-
(1—3) grananja. Gljiva Pseudallescheria boydii sadrzi strukture sli¢ne glikogenu s a-(1—4)-
vezanom glukanskom okosnicom i povremenim a-(1—6)-glukozilnim granama.?:

Postoje 4 osnovne vrste O-glikozidne veze koje se, najcesce definiraju kao 1,2-Cis a- i
B- te 1,2-trans a- i B-glikozidne veze. | 1,2-cis i 1,2-trans glikozidi vazne su klase veza koje su
obi¢no komponente u raznim prirodnim spojevima (slika 33). Medutim, sinteza o-1,2-Cis-
glikozida D-glukoze, D-galaktoze, odnosno B-1,2-cis-glikozida bD-manoze, L-ramnoze, pokazala

se kao sintetska prepreka za kemicare.!?

0]
0 —
/
OH
OR
B-1,2-trans-glikozidna veza  a-1,2-cis-glikozidna veza
OH
OH
/
/Q/OR
OR
B-1,2-cis-glikozidna veza a-1,2-trans-glikozidna veza

Slika 33. Prikaz Cetiri osnovne vrste 1,2-O-glikozidnih veza.

U velikom broju slu¢aja za reakciju glikozilacije, osim glikozil-donora i akceptora, potreban je
1 aktivator ili promotor. Aktivaciji slijedi odlazak izlaze¢e skupine uz pomo¢ promotora koja
rezultira stvaranjem glikozilnog kationa. Nastali kation, oksokarbenijev ion, rezonantno je
stabiliziran preko obliZnjeg kisikovog atoma. Karbokationi su opéenito kratkoZivuce vrste te su
podlozne nukleofilnom napadu. U ovom slucaju taj napad vrsi glikozil-akceptor. Konacni

produkt ¢e ovisiti o poziciji s koje dolazi nukleofilni napad. Glikozil-akceptor moze napasti
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bilo s gornje ili donje strane ravnine prstena. Kao produkt nastaje 1,2-trans ili 1,2-cis glikozid
u odnosu na susjedni supstituent na C-2 atomu, a nekontrolirane reakcije mogu dovesti do
njihove smjese.t? Na stereokemijski ishod glikozilacije osim temperature, tlaka,
koncentracije i strukture glikozil-donora/akceptora utjede i zastitna skupina na C-2 atomu.’
Zastitna skupina na C-2 atomu moze biti participirajuca ili neparticipirajuca skupina. Upravo

ona odreduje udjele i stereokemiju produkata u reakcijskoj smjesi (slika 34).
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Slika 34. Utjecaj participirajuce skupine (a) i neparticipirajuc¢e skupine (b) na stereokemijski

ishod reakcije.

Esterska skupina na C-2 atomu je participiraju¢a skupina i ima vaznu ulogu u aktivaciji glikozil-

donora aktiviranjem izlazne skupine. Preko nje dolazi do 1,2-trans-glikozilacije, tocnije

preferirani anomerni ishod je produkt 1,2-trans-glikozid.?! U ovom sluéaju, oksokarbenijev ion

dodatno je stabiliziran preko biciklickog aciloksonijevog meduprodukta, koji postaje kljucni
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meduprodukt. Budu¢i da je donja strana prstena blokirana, nukleofilni napad glikozil-akceptora
usmjeren je sa suprotne, gornje strane. To omogucuje pristup 1,2-trans vezi s vrlo visokom ili
potpunom stereoselektivnoscu (slika 33, a). Medutim, ponekad nastaju i znacajnije kolicine 1,2-
cis-vezanih produkata ili dolazi do stvaranja ortoestera. Dok se stereoselektivna sinteza 1,2-
trans veza moze pouzdano posti¢i participacijom susjednih grupa, formiranje 1,2-cis veza je
obi¢no mnogo izazovnije.?® Za sintezu 1,2-cis glikozida potrebna je prisutnost skupine koja ne
sudjeluje u aktivaciji. Takva neparticipiraju¢a skupina ne moze osigurati stereoselektivnost,
iako je a-anomerni produkt favoriziran zbog anomernog efekta. Stereoselektivnost glikozilacije

moze biti slaba i zahtijeva druge nacine stereokontrole.?

2.3.4. Povijesni pregled uporabe glikozil-fluorida kao donora glikozila

Atom fluora ima najmanji kovalentni radijus medu halogenim elementima i najvecu
elektronegativnost medu svim elementima. Zbog velike energije disocijacije veze C-F,
vjerovalo se da su glikozil-fluoridi previse stabilni kako bi se koristili kao glikozil-donori u
metodama glikozilacije. Ta uvjerenja dugo su vremena utjecala na sintetske kemicare i dovela
do toga da glikozil-fluoridi imaju manje znacajnu ulogu od drugih glikozil-halogenida u kemiji
ugljikohidrata, sve dok se prva publikacija s metodom koja koristi glikozil-fluoride nije pojavila
1981. godine.?®

Otkrice metode korisStenjem glikozil-fluorida kao donora glikozila potjece iz dva
neocekivana otkrica tijekom ranih eksperimenata. Prvo otkrie bila je realizacija novog
sintetskog puta do glikozil-fluorida koriStenjem reagensa za dehidrataciju, 2-fluoro-1-
metilpiridinijevog tosilata.?? Pocetkom 1980-ih, sinteza glikozil-fluorida predstavljala je
problem jer su preparativne metode obi¢no ukljucivale upotrebu opasnog bezvodnog
fluorovodika. Budu¢i da reakcija fluoriranja koja koristi 2-fluoro-1-metilpiridinijev tosilat nije
zahtijevala opasne reagense, ova je metoda pokrenula opsezna istrazivanja glikozil-fluorida kao
glikozil-donora (slika 35).%2

OR N OR

| [CPZ
O OTs’ ITI F

RO RO
RO RO

OR oH OR F

\J

Slika 35. Fluoriranje secera 2-fluoro-1-metilpiridinijevim tosilatom.

(prilagodeno prema ref. 23)
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Drugo neocekivano otkri¢e dogodilo se tijekom ispitivanja razli¢itih Lewisovih kiselina kao
potencijalnih katalizatora za reakciju spajanja glikozil-fluorida i alkohola. Reakcija
glikozilacije koriStenjem poprilicno slabe Lewisove kiseline, SnCly, pri sobnoj temperaturi,
rezultirala je sintezom 1,2-cis-glikozida.?* Karakteristika spojeva dvovalentnog kositra je u
tome Sto imaju praznu orbitalu i slobodni par elektrona. U ovoj reakciji glikozilacije, SnCl>
ponasa se kao Lewisova kiselina ¢ija prazna orbitala prihvaca jedan od tri slobodna elektronska
para na atomu fluora glikozil-fluorida. Kao rezultat ove interakcije, ugljik-fluor veza se cijepa
daju¢i meduprodukt oksokarbenijev ion koji napada alkohol, §to rezultira stvaranjem glikozidne
veze.??

Ova temeljna otkric¢a uvelike su potaknula razvoj niza novih reakcija glikozilacije koje
koriste razli¢ite kombinacije glikozil-fluorida i Lewisovih kiselina na temelju fluorofilnosti
elemenata Lewisovih kiselina. U konacnici, fluorofilni karakter Lewisovih kiselina presudan je

za aktivaciju glikozil-fluorida i puno vazniji od same Lewisove kiselosti.

2.4. Zakljuéak

Koristenje sililnih etera kao akceptora glikozila i glikozil-fluorida kao donora dovelo je do
prekretnice u sintezi oligosaharida. Ova metoda, osim svoje jednostavnosti izvedbe, nadisla je
neke od osnovnih problema pri sintezi glikozida. Reakcija se odvija pri sobnoj temperaturi uz
pomo¢ komercijalno dostupnog katalizatora, a vlaga iz zraka ne utjeCe na tijek reakcije.
Kombinacijom raznih strategija moguce je pripremiti glikozide sa svim moguéim
stereokemijskim odnosima C1 i C2. Sama reakcija traje nekoliko minuta i rezultira
zadovoljavaju¢im prinosima. KoriStenjem ovih prekursora otvara se i moguc¢nost one-pot
sinteze koja olakSava cjelokupnu sintezu na nacin da eliminira potrebu za procis¢avanjem
svakog meduprodukta sintetskog puta, a na taj nacin Stedi vrijeme te otapala i reagense. Metoda
glikozilacije koja koristi glikozil-fluoride kao donore i sililne etere kao akceptore nova je,
perspektivna metoda koja ¢e se s vremenom nastaviti razvijati te bi mogla iz upotrebe istisnuti

danas najkoristenije metode glikozilacije.
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