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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Tetrodotoksin (TTX) je potentni neurotoksin koji se u prirodi moZze susresti kod odredenih vrsta
riba napuhaca, morskih puzeva, dazdevnjaka, Zaba, hobotnica, zvjezdaca i1 bakterija. Zbog svog
djelovanja na natrijeve kanale Cesto se koristi u neuroloSkim ispitivanjima, a sintetskim je
kemicarima zanimljiv zbog svoje slozene strukture koja iziskuje pomno planiranje sinteze. Od
rjeSavanja strukture TTX 1964. godine do danas objavljeno je desetak totalnih sinteza, pri cemu
¢e se ovaj rad primarno fokusirati na totalnu sintezu koju su 2022. godine objavili Trauner i
suradnici. Ona se temelji na ranoj uspostavi sredisSnjeg cikloheksanskog prstena i a-tercijarnog
amina intramolekulskom 1,3-dipolarnog cikloadicijom nitril-oksidne i alkenilne skupine,
popracene ugradnjom alkinilne skupine. Slijedi rutenijem katalizirana hidroksilaktonizacija
kojom se dobiva prekursor za stvaranje dioksaadamantanske jezgre. Konacno, ugradnjom
gvanidinskog motiva, oksidacijom primarnog alkohola i epimerizacijom u posljednjem koraku

dobiva se smjesa prirodnog (—)-tetrodotoksina i 4,9-anhidrida tetrodotoksina.
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§ Sazetak viii
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

1.1. Totalna sinteza u organskoj kemiji

Sve do 19. stolje¢a uvrijezeno je misljenje bilo da samo zivi organizmi mogu proizvesti
organske tvari, odnosno da nije moguce sintetizirati organske spojeve iz anorganskih. Smatralo
se kako je za nastanak organskih spojeva potrebna tzv. ,,zivotna sila* (lat. vis vitalis), prema
kojoj je teorija dobila naziv vitalisticka teorija, a njezini sljedbenici nazivali su se vitalistima.
Ozbiljan udarac vitalizmu zadala je Wohlerova sinteza metabolita uree iz amonijevog cijanata
1828. godine. Uslijedila je i sinteza octene kiseline iz elemenata (Kolbe 1845.), nakon ¢ega su
znanstvenici poceli polako napuStati vitalisticku teoriju. Ovi dogadaji Cesto se smatraju
zadetkom organske kemije.!

Posebno vaznu ulogu u organskoj kemiji ima totalna sinteza. Totalna sinteza
podrazumijeva pripravu slozenijih organskih spojeva iz komercijalno dostupnih prekursora.
Njezin znacaj krije se u tome da ljudima omogucava pripravu spojeva koji se mogu pronaci u
prirodi umjetnim putem, a ¢iji su resursi ograniceni. Tako je Adolf von Baeyer jo§ 1882. uspio
umjetnim putem sintetizirati indigo €iji je primarni izvor dotad bila biljka Indigofera tinctoria
koja raste iskljucivo u tropskim klimama. Njegovo otkri¢e otvorilo je put za razvoj sintetskih
postupaka primjenjivih na industrijskoj skali, $to je umanjilo trziSnu cijenu i povecalo
komercijalnu dostupnost indiga.? Naredno stoljece obiljeZila su neka od najveéih dostignuéa u
podrucju sintetske kemije. Posebno valja istaknuti Woodwardove totalne sinteze klorofila a
(1960.) 1 vitamina B12 (1973.), koje se isticu §to zbog strukturne kompleksnosti tih spojeva, §to
zbog njihovog bioloSkog znacaja. Vaznu ulogu odigrao je i razvoj asimetri¢nih reakcija koje su
sintetiarima omogucile enantioselektivnu sintezu prirodnih spojeva, $to se pokazalo kao vazan
alat u razvoju modernih lijekova. Razvojem novih sintetskih metoda, reagensa i reakcija
znacajno je smanjen broj koraka te povecan prinos totalnih sinteza, ¢ime je povecana njihova

novCana i1 vremenska isplativost.
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§ 1. Uvod 2

1.2. Tetrodotoksin

1.2.1. Kratka povijest tetrodotoksina

Tetrodotoksin prvi je izolirao dr. Yoshizumi Tahara 1909. godine iz jajnika ribe napuhace. lako
je njezina toksi¢nost odavno poznata ljudima, u Japanu riba napuhaca (fugu) predstavlja
kulinarsku deliciju koju smiju pripremati samo posebno obuceni i licencirani $efovi kuhinje.?
Strukturu TTX rijesili su Robert B. Woodward i suradnici 1964. godine koristeci
tradicionalne analiticke metode kao $to su elementna analiza 1 reakcije odgradnje, ali 1 neke od
instrumentnih tehnika (IR spektroskopiju, NMR spektroskopiju i masenu spektrometriju),* koje
su tada jo§ bile u svojim zacetcima. Njihova predloZena struktura potvrdena metodom
rendgenske difrakcije 1970. godine,® a ubrzo je uslijedila i prva totalna sinteza racemi¢nog TTX
(Kishi i suradnici, 1972.).° Prvu asimetri¢na sintezu TTX objavili su Isobe i suradnici 2003.

godine.’

1.2.2. Struktura tetrodotoksina
TTX posjeduje relativno jednostavan ugljicni skelet koji ukljucuje cikloheksanski prsten kao
komponentu 2,4-dioksaadamantanskog motiva sraStenog sa SesteroClanim prstenom s
integriranim gvanidinskim motivom. Od ostalih motiva i funkcijskih skupina isticu se jedna
primarna, dvije sekundarne i1 jedna tercijarna hidroksilna skupina, o-tercijarni amin te
hemiaminal. Molekula spoja broji ukupno &etiri prstena te devet stereocentara.® (Slika 1.a)
Do danas je poznato oko trideset strukturnih analoga tetrodotoksina, od kojih je medu

prvima otkriven 4,9-anhidrid TTX (1964.) (Slika 1.b), s kojim je TTX u kemijskoj ravnotezi.>

Slika 1. Strukturni dijagrami: a) (—)-TTX s naznacenim lokantima ugljikovih atoma te

apsolutnim konfiguracijama kiralnih ugljikovih atoma, b) 4,9-anhidrid TTX
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§ 1. Uvod 3

1.2.3. BioloSka aktivnost tetrodotoksina

TTX se ponasa kao blokator natrijevih kanala Cije je otvaranje regulirano transmembranskim
potencijalom. Natrijev kanal sastoji se od a, Bi1 1 B2 podjedinica. a-podjedinicu ¢ine Cetiri
homologne domene (DI-DIV), a svaka od njih sastoji se od Sest transmembranskih a-zavojnica.
Mjesto vezanja tetrodotoksina nalazi se na segmentu P-petlje, izmedu a-zavojnica 5 i 6. (Slika
2.) Kada se veZe na natrijev kanal, TTX onemogucava difuziju natrijevih iona preko stani¢ne
membrane, Sto sprje¢ava depolarizaciju i propagaciju akcijskog potencijala u neuronima; to
dovodi do gubitka osjeta i imobilizacije misiénog i Zivéanog tkiva.” Organizmi koji nose TTX
imuni su na njega zbog razlike u primarnoj strukturi polipeptida koji izgraduje natrijev kanal,
Sto onemogucava njegovo vezanje, dok neke vrste posjeduju i proteine koji vezu TTX. Letalna

doza TTX za ¢ovjeka iznosi oko 9 pg/kg, a antidot jos uvijek nije razvijen.>!°

DI DIl Dl DIV

izvanstanicni
A prostor

citosol

CO0O°
a-zavojnica
osjetljiva na

transmembranski

potencijal

vanjski
prsten

unutarnji
prsten

N tefrodotoksin, (TTX)

Slika 2. Struktura a-podjedinice natrijevog kanala uz prikaz vezanog mjesta za tetrodotoksin

(prilagodeno prema: F. R. Nieto et al., Mar. Drugs 10 (2012) 281-305.)
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§ 2. Totalna sinteza tetrodotoksina 4

§ 2. TOTALNA SINTEZA TETRODOTOKSINA
2.1. Prethodno objavljene totalne sinteze tetrodotoksina

Prvu totalnu sintezu racemicnog tetrodotoksina objavili su Kishi 1 suradnici 1972. godine.
Njihov se rad danas smatra jednim od klasika totalne sinteze, a o veli¢ini njihova dostignuca
svjedoci i ¢injenica da se na iducu totalnu sintezu ovog prirodnog spoja ¢ekalo ¢ak 31 godinu.
Nakon tri desetlje¢a bezuspjesne potrage za novim sintetskim putevima te priprave razli¢itih
potencijalnih prekursora, Isobe 1 suradnici su 2003. godine objavili prvu totalnu sintezu opticki
¢istog, prirodnog (—)-TTX, koja se sastojala od ¢ak 72 koraka. Unato¢ duljini Isobeove totalne
sinteze, koja je od Kishijeve dulja za cak 40 koraka, ona predstavlja prekretnicu nakon koje je
u narednih 20 godina objavljeno desetak totalnih i formalnih sinteza TTX. Prva je uslijedila ve¢
iste te godine (2003.) kada su Du Bois i suradnici objavili svoju verziju asimetri¢ne totalne
sinteze (—)-TTX u 33 koraka, a naredne je godine Isobe objavio i poboljSanu verziju svoje
sinteze, ovoga puta u 41 korak.!!

Razvoj novih reagensa i reakcija omogucio je znatno povecanje prinosa sinteza te
smanjenje broja koraka u sintetskom putu. Ovaj rad ¢e posebnu paznju posvetiti sintezi opticki
gistog TTX koju su objavili Trauner i suradnici 2022. godine.® Ona se sastoji od 22 koraka uz
ukupni prinos od 11%, $to ju ¢ini jednom od najkracih i najefikasnijih totalnih sinteza TTX

objavljenih do danas.

2.2. Traunerova totalna sinteza tetrodotoksina

2.2.1. Retrosintetska analiza

Trauner 1 suradnici su pretpostavili da se TTX moze pripraviti oksidacijom alkinil-
1zoksazolidina 1, koji bi potjecao od biciklickog izoksazolina 2 dobivenog intramolekulskom
1,3-dipolarnom cikloadicijom alkenilne i nitril-oksidne skupine. Klju¢nu ulogu u sintezi spoja
2 imala bi intermolekulska Henryjeva reakcija nitrometana i aldehida 3 popracena
dehidratacijom. Njezin bi se produkt zatim preveo u reaktivni nitril-oksidni meduprodukt, koji
bi se intramolekulskom (3+2) cikloadicijom zaciklizirao tvoreci sredisnji cikloheksanski prsten.

Premda su autori prethodno razvili metodologiju za enantioselektivnu sintezu nezasi¢enih
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§ 2. Totalna sinteza tetrodotoksina 5

aldehida sli¢nima 3 Kiyookinom aldolnom reakcijom, procijenjeno je da je prikladnije zapoceti

sintezu s derivatom glukoze 4.

Me;Si

0@
OH
®
o d OH NH,
e —
NH
OH
(-)-TTX 1 2

MeO, O
Ij\ O
HO ; 0)\Ph

aw
H

Ol

Me;Si

MgCl

Slika 3. Retrosintetska analiza totalne sinteze TTX prema Trauneru

2.2.2. Prva faza totalne sinteze — priprava alkinil-izoksazolidinskog gradevnog bloka

Sinteza (—)-TTX zapocinje pripravom spoja 7 iz komercijalno dostupnog derivata glukoze 4 u
tri koraka prema poznatoj proceduri. Prvi korak obuhvaca zastitu hidroksilne skupine na C7
spoja 4 benziliranjem pomocu dibutilkositrovog oksida i benzil-bromida. Bu;SnO je reagens
koji se 1 obi¢no koristi za regioselektivnu zastitu hidroksilnih skupina ugljikohidrata koje su
slicne po reaktivnosti. Izravno benziliranje ugljikohidrata zahtjeva korisStenje jake baze te se
pritom ne ostvaruje visoka regioselektivnost. KoriStenjem Bu,SnO problem regioselektivnosti
je rijeSen tako da kisikovi atomi dviju susjednih hidroksilnih ili alkoksidnih skupina u cis-
odnosu keliraju kositar, uz povecanje nukleofilnosti tih kisikovih atoma te alkilaciju kisika na
kojem je bio vezan proton.'*!* Slijedi dobivanje ketona 6 iz sekundarnog alkohola 5 varijantom

Swernove oksidacije koja za aktivaciju DMSO koristi anhidrid trifluoroctene kiseline umjesto
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§ 2. Totalna sinteza tetrodotoksina 6

oksalil-klorida. Keton 6 potom se Petersonovom olefinacijom prevede u egzo-metilenski

gradevni blok 7.'% (Slika 4.)

MeO o W MeO o & TFAA (3,0 eq),
o \o 1) Bu,SnO (1,0 eq) o \o DMSO (5,0 eq),
PhMe, refluks EtsN (7,0 eq)
2) BnBr (9,5 eq) DCM, -78 °C do rt
6
HO . (o) Ph
K o7%) BnO : (o] Ph (92%)
C=)H SH
4 5
MeO, (0] \ MeO, (0] \
s \o 1) TMSCH,MgCl (1,1 eq) = \o
2:1 DCM/Et,0
2) SOCl; (3,0 eq), )\
piridin (6,0 eq),
BnO (0) Ph 0°C dort BnO (o) Ph
© (100%)
6 7

Slika 4. Dobivanje egzo-metilenskog gradevnog bloka.

U sljede¢em koraku, benzilidenski acetal spoja 7 podvrgne se regioselektivnom reduktivnom
cijepanju diizobutilaluminijevim hidridom (DIBAL) u toluenu, pri ¢emu se na C5 instalira
benzil-eterska zastitna skupina. Tanaka i suradnici pokazali su da regioselektivnost otvaranja
prstena benzilidenskog acetala znacajno ovisi o reakcijskim uvjetima, a posebno o izboru
otapala u kojem c¢e se provoditi reakcija i otapala u kojem dolazi DIBAL kao reagens. Tako
otopina DIBAL u toluenu usmjerava reakciju prema nastanku 8, a u diklormetanu prema
nastanku njegovog regioizomera.'® Nadalje, 8 se enantioselektivno dihidroksilira u reakciji
sli¢noj Sharplessovoj asimetri¢noj dihidroksilaciji. Nastali vicinalni diol 9 posjeduje ispravnu
apsolutnu konfiguraciju atoma C6. Zastitom vicinalnog diola 9 u obliku acetonida te njegovim
jodiranjem na poziciji C6 Appelovom reakcijom dobiva se primarni alkil-jodid 10.% (Slika 5.)
Klasi¢éna Appelova reakcija je metoda prevodenja alkohola u alkil-kloride koriste¢i
trifenilfosfin i tetraklorougljik.!” Naknadno se pokazalo da se koriStenjem tetrabromougljika,
tetrajodougljika, metil-jodida te elementarnog joda uz dodatak imidazola kao baze ovom

reakcijom iz alkohola mogu prirediti 1 odgovaraju¢i alkil-bromidi odnosno jodidi.
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§ 2. Totalna sinteza tetrodotoksina 7

0s0y (1,4 mol %),
kinuklidin (1,4 mol %),
MeSO,NH, (1,0 eq),

MeO o) ,\\“\\\\\ MeO 0] “\\\\\\\\OH K,CO, (3.0 o),
o DIBAL (3,0 eq) KsFe(CN)g (3,0 eq)
/K toluen, -10 do 0 °C 1:1 t-BuOH/H,0
BnO (o) Ph (96%) BnO OBn (98%)
7 8
MeO

1) PTSA (4 mol %),
2,2-dimetoksipropan

_—
2) imidazol (10,0 eq),

PPh; (5,0 eq),

BnO I, (4,5 eq), DCM

(91%)

10

Slika 5. Priprava alkil-jodidnog perkursora za izoksazolinski gradevni blok

U ovom se koraku priprava izoksazolinskog gradevnog bloka 12 grana u dva pristupa. Prvi je
prikazan na slici 6. Tretiranjem primarnog alkil-jodida 10 tert-butillitijem pri snizenoj
temperaturi nastane nezasi¢eni aldehid 14, koji in sifu reagira s nitrometanom u Henryjevoj
reakciji, daju¢i 1:1 smjesu dijastereomera 11a i 11b. Henryjeva reakcija je bazno katalizirana
reakcija nastajanja veze ugljik-ugljik izmedu nitroalkana 1 aldehida odnosno ketona.
Mehanisti¢ki je analogna aldolnoj reakciji, pa se ¢esto naziva i nitroaldolnom reakcijom.!
Budu¢i da produkti ove reakcije, B-hidroksinitro spojevi, ¢esto posjeduju kiseli a-proton, skloni
su eliminaciji vode. Stoga, ako je u cilju izolirati B-hidroksinitro spoj, valja pripaziti da se ne
koristi preveliki suviSak baze u reakciji. Komputacijska istrazivanja pokazala su da
stereokemija ove reakcije znacajno ovisi o veli¢ini alkilnih skupina nitroalkana i aldehida
odnosno ketona.!*?° Budu¢i da se u ovoj reakciji kao nitroalkan koristi nitrometan koji ne sadrzi
stericki zahtjevne alkilne skupine, reakcija nije stereoselektivna. Sljede¢i cilj autora bila je
sinteza cikloheksanske jezgre tetrodotoksina intramolekulskom 1,3-dipolarnom cikloadicijom.
U tu je svrhu 11a tretiran fenil-izotiocijanatom uz dodatak kataliticke koli¢ine trietilamina
(TEA). S obzirom na to da je razlika izmedu polaznog nitroalkana i ciljanog nitril-oksida u
samo jednoj molekuli vode, fenil-izotiocijanat se dodaje kao dehidratacijsko sredstvo.?! In situ

generirani nitril-oksid trenuta¢no stupa u dijastereoselektivnu intramolekulsku cikloadicijsku
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§ 2. Totalna sinteza tetrodotoksina 8

reakciju s alkenilnom skupinom dajuéi izoksazolin 12 u umjerenom iskoriStenju, uz 13 kao
nusprodukt. lako je rendgenskom difrakcijom utvrdeno je da je konfiguracija atoma C4a
invertirana u odnosu na TTX, autori su procijenili da ¢e taj dijastereomer izoksazolina biti
dostupniji za napad nukleofila u koraku sinteze o-tercijarnog amina. Podvrgavanje

dijastereomera 11b istim reakcijskim uvjetima dovelo je samo do raspada spoja.

1) t-BuLi (2,0 eq)
2) MeNO3, (10,0 eq)
—

Et,0, -78 °C
(89%, 1:1d.r.)

11a: Ry = OH, R, = H
11b: R, =H, R, = OH

PhNCO (4,0 eq)
11a EtzN (0,2 eq)
toluen, r.t.

(35%)

12 13

Slika 6. Prvi pristup pripravi izoksazolinskog gradevnog bloka

Nedijastereoselektivnost Henryjeve reakcije te relativno nisko iskoriStenje cikloadicijske
reakcije potaknuli su autore da pronadu metodu kojom bi selektivno instalirali stereocentar na
C8. U svrhu postizanja toga, produkte Henryjeve reakcije 11a i 11b ovoga su puta podvrgnuli
dehidrataciji in situ, a nastali nitroalken 16 tretirali litijevim alkoksidom 4-metoksibenzilnog
alkohola pa anhidridom Boc,O uz 4-dimetilaminopiridin (DMAP) kao bazu. (Slika 7.) U
prvom koraku ove reakcije alkoksid 4-metoksibenzilnog alkohola reagira oksa-Michaelovom
adicijom s nitroalkenom 16, dajuci nitronat 17 kao meduprodukt. 17 reagira s anhidridom
Boc,0O uz privremenu ugradnju Boc-zastitne skupine, koja se u idu¢em koraku eliminira u
obliku Boc-OH uz nastanak nitril-oksidnog meduprodukta 19. Kona¢no, intramolekulskom 1,3-

dipolarnom cikloadicijom zatvara se cikloheksanski prsten uz postizanje ispravne konfiguracije
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na C8 te invertirane konfiguracije na C4a u odnosu na TTX. Mehanizam reakcije predlozen je

na temelju rezultata provedenih kvantno-mehani¢kih proracuna.'’

MeO, O \
\ W
K \I

1) tBuLi (2,0 eq),
2) MeNO,, (10,0 eq)
Et,0,-78 °C do rt

—_— Y

OBn 3) MsCl (4,0 eq)

Et;N (3,0 eq)

BnO

o (79%)
10 11a/b
1) PMBOH (2,05 eq),
MsCI, EtsN eliminacija n-BuLi (2,00 eq)
—_— —_—
2) Boc,O (3,5 eq),
DMAP (0,1 eq)
(86%)
15 16
Boc,O
—_—
-COy
_tBuO® -+BuOH
17 18
_ ispravna konfiguracija
N—0
PMBO /
(3+2) CA H
BnO o, OBn
7
Ko
O { ~

19

20

Slika 7. Efikasniji pristup dobivanju izoksazolinskog gradevnog bloka

Antonio Jularié Totalna sinteza tetrodotoksina



§ 2. Totalna sinteza tetrodotoksina 10

Izoksazolinu 20 u sljede¢em se koraku skine PMB-zastitna skupina pomodu cerijevog
amonijevog nitrata (CAN), uz nastanak 12. CAN svoju uporabu u organskoj kemiji pronalazi
kao oksidans sposoban oksidirati niz alkohola, fenola i etera. Kada se koristi za skidanje PMB-
zastite potrebno ga je dodati najmanje 2 ekvivalenta jer se PMB-zastitna skupina skida u obliku
p-metoksibenzilnog alkohola kojeg CAN dalje oksidira do odgovaraju¢eg aldehida.?? Nadalje,
12 se tretira litijevim trimetilsililacetilidom uz dodatak borovog trifluorida eterata, pri ¢emu
dolazi do adicije nukleofila s konveksne strane izoksazolina 12. Ispostavilo se da je prisutnost
hidroksilne skupine u 12 klju¢na za uspjesnost ove reakcije jer kada je ista reakcija ponovljena
sa zaSticenim 20 konverzija reaktanta u produkt bila je znatno niza. Pretpostavlja se da
deprotonirana hidroksilna skupina koordinira nukleofil i na taj na¢in usmjeruje njegov napad.?
U drugoj fazi ove reakcije, dodatkom tetra-n-butilamonijevog fluorida (TBAF) uklanja se

TMS-zastitna skupina. Dobiveni a-tercijarni amin 21 posjeduje sve atome ugljikovog skeleta

tetrodotoksina te pet od ukupno devet njegovih stereocentara s ispravnom konfiguracijom.

(Slika 8.)

CAN (4,0 eq), BnO o
NaHCO3 (2,0 eq)
—_—
R (e]
4:1 MeCN/H20, r.t. —_— / OBn
(0]
(93%) Y
20 12

1) TMSCCLI (4,2 eq),
BF3-OEt, (1,05 eq)
2) TBAF (6,0 eq),
NaH,PO, (3,15 q)

H,0 (25 vol% THF-a)

nastanak
a-tercijarnog
amina

(70%)

Slika 8. Prevodenje izoksazolinkog u alkinil-izoksazolidinski gradevni blok.
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2.2.3. Druga faza totalne sinteze — dobivanje hidroksilaktonskog prekursora

Sljede¢i cilj bilo je uvodenje kiralnog centra i hidroksilne skupine na C9 s hidroksilnom te
laktona koji bi sudjelovao u nastanku ortho-kiselinskog motiva tetrodotoksina. Prvobitna
strategija ukljucivala je 5-endo-dig ciklizaciju izmedu hidroksilne skupine na C8 i terminalnog
kraja alkinilne skupine, pri ¢emu bi se nastali dihidrofuran nizom reakcija preveo u ortho-
kiselinu. Budu¢i da se takav pristup nije pokazao uspjeSnim, autori su se okrenuli razvoju nove
strategije.

Izlaganjem 21 anhidridu Boc,O uz prisutnost baze postiZe se zastita hidroksilne skupine
na C8 te dusikovog atoma izoksazolinskog prstena. Prevodenje 22 u 23 predstavljalo je izazov
jer je wuobiajena metoda za skidanje benzil-eterske zaStite paladijem katalizirano
hidrogeniranje ili tretiranje spoja jakom kiselinom. U ovom sluc¢aju niti jedna od tih metoda nije
prihvatljiva zbog podloznosti alkinilne skupine hidrogeniranju te osjetljivosti ostalih zastitnih
skupina na kisele uvjete. Autori su ovom problemu doskocili fotokemijskom debenzilacijom
pomocu vidljive svjetlosti valne duljine 525 nm uz dodatak DDQ kao fotooksidansa. Rije¢ je o
relativno novoj metodi koja omogucava selektivno uklanjanje benzil-eterske zastite u prisustvu
skupina osjetljivih na kataliticko hidrogeniranje, kao Sto su azidna, alkenilna 1 alkinilna
skupina.?* Pokusaj izvodenja ove reakcije na nezastiéenom alkoholu 21 te upotrebe svjetlosti
viSe energije samo je dovela do raspada reaktanta. Produktu debenzilacije 23 u idu¢em se
koraku skida O-Boc zastitna skupina, a nastali triol zasti¢uje kao bis-acetonid 24. On se potom
podvrgne redukciji izoksazolidinskog prstena koju je moguce posti¢i koriStenjem samarijevog
dijodida, snaznog reducensa poznatog i pod nazivom Kaganov reagens. (Slika 9.) Kaganov
reagens izabran je umjesto katalitickog hidrogeniranja zbog prisustva alkinilne skupine. Osim
kao jaki reducens, Kaganov reagens svoju primjenu u organskoj kemiji pronalazi i kao reagens

u reakcijama nastajanja veze ugljik-ugljik, primjerice u Barbierovoj reakciji.>>*
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Boc

\ HN—OQ

HO,
Boc,0 (4,0 eq),
H DMAP (1,0 eq) DDQ (4,5 eq)
THF, r.t. 99:1 DCM/H,0
hv (525 nm)
BnO OBn (96%)
(81%)
(0]
21 22
1) K2CO3 (10,0 eq), Sml; (3,0 eq),
MeOH, 50 °C 1:1 THF/MeOH
2) PTSA (4 mol %), TBSCI (1,5 eq),
2,2-dimetoksipropan imidazol (3,0 eq),
(5,0 eq), DCM, r.t.
DCM, r.t.

(91%)

(98%)

24

Slika 9. Dobivanje prekursora za pripravu a-hidroksilaktona

Korak konverzije alkina 25 u hidroksilakton 27 kljuCan je za uspjeSnost ove totalne sinteze.
Prvobitni pristup ovom problemu ukljucivao je 6-endo-dig ciklizaciju izmedu hidroksilne
skupine 1 terminalnog kraja alkinilne skupine, a nastali dihidropiran bi se potom
stereoselektivno oksidirao do hidroksilaktona. Medutim, kao i prosli put, ova strategija nije
polucila zeljene rezultate zbog sklonosti supstrata prema 5-egzo-dig ciklizaciji. RjeSenje ovog
problema lezi u koristenju CpRu(PPh3).Cl kao cikloizomerizacijskog katalizatora koji alkin 25
prevodi u dihiropiran 26. Autorima su kao inspiracija za ovu reakciju posluzili radovi Trosta i

suradnika?’ te McDonalda i suradnika.?® Uz to, autori su pretpostavili da je dihidropiran 26
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moguce prevesti u hidroksilakton 27 transformacijom cikloizomerizacijskog katalizatora u
oksidans, pazeci da se pritom i sam produkt 27 ne oksidira. To je postignuto koriStenjem Oxona
(smjese kalijevog peroksimonosulfata, kalijevog hidrogensulfata i kalijevog sulfata u omjeru

2:1:1) kao oksidansa. (Slika 10.)

1) CpRU(PPhg)2Cl (8 mol %),
‘ ‘ PPhs (16 mol %),
o} n-BusNPFg (0,13 eq),

N-hidroksisukcinimid (0,5 eq),
NHBoc NaHCOs (25eq)
DMF, 85°C, 1h
2)85°C — 0 °C,

o) Oxone (5,0 eq),
0 EtOAC/MeCN/H,0, 5 min
0TBS

NHBoc e

26 27

Slika 10. Reakcija priprave a-hidroksilaktonskog prekursora tetrodotoksina

Po pretpostavci, Oxone prevodi cikloizomerizacijski katalizator prevodi u RuOs, koji potom
oksidira dihidropiran 26 do Zeljenog hidroksilaktona 27 wuz gotovo potpunu
dijastereoselektivnost. (Slika 11.) Dodatna prednost ove reakcije je 1 ta Sto je izbjegnuta
izolacija dihidropirana 26 iz reakcijske smjese s kojim je cikloizomerizacijski katalizator

kopolaran na silikagelu.
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(o)

cp | _O0—

%:@ H
o

o

PPh,

S

OTBS

N

o O
o
X oTES o NHBoc 26

Oxone

27

A
[O VAN
oo
NHBoc
(0]
o

OTBS

?:O

O

Slika 11. PredloZeni mehanizam reakcije hidroksilaktonizacije
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2.2.4. Treca faza totalne sinteze — nastanak ortho-kiseline te ugradnja gvanidinskog motiva

Posljednja faza ove totalne sinteze ukljucuje ugradnju gvanidinskog motiva te nastanak ortho-
kiseline. Uklanjanjem N-Boc zaStitne skupine koriste¢i TMSOTS 1 2,6-lutidin te sililnih
zastitnih skupina pomo¢u TBAF nastane amino diol 28. On se potom zastiti TMS-eterskom
zaStitnom skupinom, pa in sifu gvanilira po Kishijevim uvjetima dajuci 29 koji posjeduje sve
atome ciljne molekule tetrodotoksina. Bis-trimetilsilil-eter 29 tretira se Collinsovim reagensom
koji zbog sterickih smetnji selektivno skine samo jednu TMS-zastitnu skupinu. Nastali primarni
alkohol oksidira se do aldehida, a njega odmah nukleofilno napada jedan od gvanidinskih

dusika; nastaje smjesa hemiaminalnih izomera 30. (Slika 12.)

1) TMSOTF (4,0 eq),

2,6-lutidin (8,0 eq), 1) TMSCI (2,5 eq),
DCE, 85 °C NH, EtsN (5,0 eq) =
2) TBAF (3,0 eq), 2) NBoc
THF, r.t. (11 eq)
0
(76%) MeS NHBoc
HgCl, (2,0 eq),
DMF, r.t.
28 (92%)
(o]
g\ OTMS
NBoc
CrO3-Py, (6,0 eq) NH
NHBoc DCM, r.t.
) NBoc
© NBoc
HO
29 30

Slika 12. Postupak ugradnje gvanidinskog motiva u strukturu

Kada se sirovi 30 pusti da se mijeSa u 25% vodenoj otopini TFA preko no¢i, dogodi se niz
transformacija €iji je konacni ishod smjesa (—)-TTX 1 4,9-anhidrida TTX. lako je tesko
egzaktno definirati slijed reakcijskih dogadaja u posljednjem koraku, do tautomerizacije 31a
vjerojatno dolazi zbog odbijanja jednog od acetonidnih kisika te C4 ugljika. Ponovnom
tautomerizacijom 31b nastaje 31¢, epimer pocetnog 31a s ispravnom konfiguracijom na C4a.

Medutim, zbog blizine C9 hidroksilne skupine elektrofilnom C4 atomu, moguca su dva ishoda;
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prvi je nukleofilni napad vode, ¢ime nastaje (—)-TTX, a drugi je nukleofilni napad hidroksilne
skupine uz nastanak 4,9-anhidrida TTX. U konacnici je dobiveno 9,1 mg sirove smjese za koju

je NMR analizom utvrdeno da sadrzi (—)-TTX i 4,9-anhidrid TTX u omjeru 1:1,4.'% (Slika 13.)

3:1 TFA/H20
rt.

NBoc (93%, 2 koraka)

30

—
ispravna H \

konfiguracija

31b 31c _

O@
OH
@
o S on %Nm
N +
NH
HO HO
OH
(=)-TTX 1:1,4 4,9-anhidrid TTX

Slika 13. Zadnji korak sinteze uz predlozeni mehanizam nastajanja (—)-TTX 1 4,9-anhidrida

TTX

Budu¢i da su TTX i 4,9-anhidrid TTX u kemijskoj ravnotezi u otopini, promjenom uvjeta
moguce je manipulirati omjerom njihove koncentracije. Tako su autori zagrijavanjem njihove

smjese tri dana u 5% otopini deuterirane octene kiseline u DO pri 60 °C uspjeli dobiti 2,9:1
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smjesu TTX 1 4,9-anhidrida TTX. Njih je moguce odvojiti metodom tekucinske kromatografije

visoke djelotvornosti (HPLC) uz reverznu fazu.!'>?

§ 3. ZAKLJUCAK

Razvoj novih reakcija, reagensa i sintetskih metoda znacajno je ubrzao i olakSao sintezu
tetrodotoksina. Najbolji dokaz tomu su fotokemijska reduktivna debenzilacija u prisustvu Boc-
zastitnih skupina, te rutenijem katalizirana oksidativna laktonizacija alkina. One su u jednom
koraku omogucile izravne konverzije koje bi tradicionalnim metodama zahtijevale znatno vise
koraka te rezultirale puno nizim iskoriStenjem. Medutim, kod sinteze strukturno slozenih
prirodnih spojeva velik zna¢aj ima i pomno planiranje sinteze. Vaznost pomnog planiranja
sinteze posebno je dosla do izrazaja kod priprave alkinil-izoksazolidinskog gradevnog bloka s
neispravnom konfiguracijom na jednom od ugljikovih atoma radi postizanja reaktivnosti, a koja
je u zadnjim koracima reakcije invertirana u ispravnu.

Traunerova totalna sinteza tetrodotoksina broji samo 22 koraka uz ukupni prinos od ¢ak
11%. Usporedbe radi, prva objavljena asimetri¢na totalna sinteza tetrodotoksina (Isobe 2003.)
sastojala se od ¢ak 72 koraka. Zbog svoje izazovne strukture, tetrodotoksin nastavlja zaokupljati
mastu sintetskih organskih kemicara, o ¢emu svjedoci i ¢injenica da su u posljednjih deset

godina objavljene Cetiri totalne sinteze ovog prirodnog spoja.
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