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1. uvoD

Razvoj novih i efikasnih postupaka sinteze analoga prirodnih bioloski aktivnih molekula predstavlja
jednu od pocetnih faza procesa pronalazenja novih lekova. Analozi prirodnih proizvoda ¢esto
pokazuju poboljsano farmakolosko dejstvo, a ponekad pokazuju i potpuno promenjenu biolosku
aktivnost u odnosu na prirodni molekul. Pored toga analozi mogu posluziti za identifikaciju
farmakofore bioloski aktivnih jedinjenja. Za dizajn novih analoga obi¢no se primenjuje metoda
izosterne varijacije,' koja podrazumeva sistematsku promenu strukture nekog poznatog bioloki
aktivnog molekula (osnovni molekul; engl. lead compound), zamenom postojeé¢ih funkcionalnih
grupa odgovaraju¢im izosternim grupama, pri ¢emu se dobijaju analozi koji se nazivaju izostere.
Izosterne grupe se obi¢no medusobno razlikuju po Van der Waals-ovom radijusu, ili po svojim
elektronskim osobinama (elektronegativnost, poralizabilnost itd). Ukoliko je promena strukture

pracena sli¢nim bioloSkim efektima dobijeni analozi nazivaju se bioizosterama.

Kada su analozi hiralni molekuli, pri realizaciji njihove sinteze mora se primeniti posebna
metodologija koja obezbedjuje dobijanje Zeljenog proizvoda u enantiomerno ¢istoj formi. Najbolji
rezultati u tom smislu dobijeni su primenom Koncepta hiralnih templata, koji podrazumeva
uspostavljanje stereohemijskih korelacija izmedju molekula koji je predmet sinteze (ciljni molekul)
i nekog pristupacnog hiralnog molekula — potencijalnog polaznog jedinjenja (hiralni prekursor).
Kao pogodni hiralni prekursori najéeiée se primenjuju prirodno raspoloZivi monosaharidi,? pre
svega zbog definisane i raznovrsne stereohemije, kao i zbog jedinstvenih topoloskih osobina, koje
omogucuju selektivne promene funkcionalnih grupa u razli¢itim acikli¢nim, odnosno peto¢lanim ili

Sestoclanim cikli¢nim derivatima.

Veé¢ duzi niz godina u nasoj laboratoriji teku istrazivanja koja su usmerena na iznalazenje novih
antiproliferativnih agenasa izosternom varijacijom prirodnih citotoksi¢nih stiril-laktona. 1z ovih
istrazivanja je proistekla 1 ova doktorska disertacija €iji je cilj dizajn 1 sinteza veceg broja izostera i
bioizostera prirodnih stiril-laktona tipa goniofufurona. In vitro ispitivanja antitumorske aktivnosti
sintetizovanih jedinjenja prema ¢elijskim linijama odabranih humanih tumora, predstavljaju dodatni
vazan zadatak ovog rada. U okviru toga, planiraju se detaljna bioloska ispitivanja koja se odnose na
tip i mehanizam ¢elijske smrti, kao i pokusaj uspostavljanja korelacionih odnosa izmedju strukture i

citotoksi¢ne aktivnosti sintetizovanih jedinjenja (SAR).



Jovana M. Francuz Doktorska disertacija

2. OPSTI DEO

2.1.  Stiril-laktoni: Nalazenje u prirodi, struktura i osobine

Biljna familija Annonaceae sadrzi 122 roda i preko 2000 vrsta biljaka koje su uglavnom
rasprostranjene u tropskim i suptropskim regionima Azije.>™ Posebno interesantan rod ove familije
je Goniothalamus, koji obuhvata 160 vrsta biljaka od kojih je za sada hemijski ispitano samo 22
biljne vrste (Slike 2.1. i 2.2.).° To su uglavnom vrste drveca ili grmlja, koja imaju glatku i tanku, ali
veoma aromati¢nu koru, jednostavno lis¢e duguljastog oblika 1 cvetove uglavnom drvenaste, tamno
zelene boje. Plodovi su uglavnom sitne zelene bobice ¢esto u vidu grozdova. Ono ¢ime se ovaj rod
biljaka odlikuje je mnostvo bioloski aktivnih jedinjenja od kojih se posebno izdvajaju dve grupe:
acetogenini i stiril-laktoni. Interesantno je da ove dve grupe jedinjenja imaju potpuno razliCite
strukturne karakteristike, ali im je bioloSka aktivnost veoma sli¢na, odnosno oni kod sisara deluju
na istu ¢elijsku organelu, mitohondriju, inhibiraju¢i kompleks I respiratornog niza. Kao posledica
toga, ove biljke ispoljavaju citotoksi¢no, teratogeno, antitumorsko i embriotoksicno dejstvo. Zbog
toga su ove biljke &esto koriiéene u tradicionalnoj medicini.” Naime, Zene u brdskom regionu
Manipura (Indija) koriste osuseno lis¢e u prahu biljke Goniothalamus sesquipedalis za ublazavanje
porodjajnih bolova, dok se dim dobijen sagorevanjem liS¢a ove biljke koristi za odbijanje
komaraca.®® U ruralnim krajevima severne Malezije ekstrakt biljke Goniothalamus macrophyllus se
upotrebljava za izazivanje abortusa i ublazavanje post-porodjajnih bolova, a poznata je i upotreba
liséa ove biljke za ublazavanje groznice."®** Na Filipinima,*? ekstrakt semena vrste Goniothalamus
amuyon Kkoristi se za le¢enje reumatizma i edema, dok se na Tajvanu koristi za leGenje Suge (Slika

21,1314

Slika 2.1. Biljke roda Goniothalamus: Goniothalamus sesquipedalis (levo), Goniothalamus macrophyllus (u sredini),
Goniothalamus amuyon (desno gore i dole).

2



Jovana M. Francuz Doktorska disertacija

Koren Goniothalamus giganteus se upotrebljava za izazivanje abortusa i leCenje prehlade, dok se
zagrejani listovi stavljaju na oteCene delove tela.’® Takodje se i koren Goniothalamus tapis koristi
za izazivanje abortusa u ranim mesecima trudnoce,” a na Javi (Indonezija) se upotrebljava za
leCenje tifusa.'® Ekstrakt biljke Goniothalamus scortechinii se upotrebljava za ublaZavanje post-

porodjajnih tegoba (Slika 2.2.).

Slika 2.2. Biljke roda Goniothalamus: Goniothalamus giganteus (levo prve tri slike), Goniothalamus tapis (u sredini
gore i dole), Goniothalamus scortechinii (desno gore i dole).

ZnaCajna antitumorska i citotoksi¢na aktivnost stiril-laktona su doprinele da se biljke roda

Goniothalamus jo$ uvek detaljno hemijski i bioloski ispituju.

Bioloski-usmerena ispitivanja biljke Goniothalamus giganteus prvi su zapoceli McLaughlin i
saradnici,’’ pri emu su utvrdili da je etanolni ekstrakt kore ovog drveta veoma toksican u in vivo
testovima sprovedenim na miSevima obolelim od leukemije P388. Kasnije je utvrdjeno da je za ovu
aktivnost odgovoran jedan stiril-lakton. Ovaj jedinstveni biciklicni furanopiron, koji je izolovan
ranije iz vrste Polyalhtia (Annonaceae) od strane Loder-a i Nearn-a (1977) nazvan je altolakton
(Shema 2.3). On predstavlia samo jedan od brojnih stiril-laktona koji ispoljavaju

antiproliferativnu aktivnost.
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Iz roda Goniothalamus do sada je izolovano i okarakterisano preko sto bioloski aktivnih stiril-
laktona. Ovi sekundarni metaboliti u biogenetskom pogledu poti¢u iz §ikimi kiseline (Shema 2.8.).
Generalno, stiril-laktoni su aromati¢na jedinjenja male molekulske mase koja imaju laktonsku
farmakoforu. Klasifikacija stiril-laktona je uradjena na osnovu strukturnih karakteristika prstenova,
pri ¢emu su oni klasifikovani u Sest grupa, a to su stiril-pironi, furano-pironi, furano-furoni, pirano-

pironi, butenolidi i heptolidi (Shema 2.1.).

5

3
2 4 3 O, Z
1 oz 2 40, 1 2o
& 4 (o] O S 455
’

Stiril-pironi Furano-pironi Furano-furoni
o 2 4 5
2 3 1Yy 3 3 6
Q [e} 7
[e) 1{4 2\ 6 2N\ 1
o} ! 5 ©
5 6 7 o
Pirano-pironi Butenolidi Heptolidi

Shema 2.1. Ugljeni¢ni skelet prirodnih stiril-laktona.

Stiril-pironi

Prvi molekul iz ove grupe stiril-laktona koji je izolovan i okarakterisan je goniotalamin (Jewers i
saradnici, 1972.)*° (Shema 2.2.). Pronadjen je u ¢ak sedam vrsta roda Goniothalamus, a izolovan je
iz korena i kore drveta, ali i iz svih ostalih delova biljaka. PoSto je do sada izolovan veliki broj
stiril-pirona oni su podeljeni u Cetiri podgrupe, na osnovu stepena oksidacije alifaticnog niza,
odnosno stepena zasi¢enosti piranskog prstena: tip goniotalamina, tip goniotalamin oksida, tip
goniodiola i tip garvensintriola. Ovi stiril-laktoni se smatraju najvaznijom grupom i biogenetskim

prekursorima svih ostalih grupa stiril-laktona.

Goniotalamin

Shema 2.2. Struktura goniotalamina.
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Furano-pironi

Druga grupa stiril-laktona po vaznosti su furano-pironi ¢iji je glavni predstavnik altolakton (Shema
2.3.) koji su Loder i Nearn, 1977. godine,™® izolovali iz Polyalthia-e. Osam godina kasnije izolovan
je i iz kore drveta Goniothalamus giganteus i nazvan je drugim trivijalnim nazivom (goniotalenol).
Furano-pironski skelet stiril-laktona je drugi po zastupljenosti u rodu Goniothalamus. Zbog
brojnosti pripadnici ove grupe dele se na dve podgrupe na osnovu strukturnih karakteristika. Tip
altolaktona karakteriSe prisustvo a,pB-nezasi¢ene o-laktonske funkcionalne grupe, dok tip

goniofupirona karakteri$e zasi¢eni 8-laktonski sistem.

1O
)

o7 o
OH

Altolakton

Shema 2.3. Struktura altolaktona.

Furano-furoni

Dva najvaznija predstavnika ove grupe su goniofufuron i 7-epi-goniofufuron, koji se medjusobno
razlikuju samo u stereohemiji na C-7 (Shema 2.4.). Oba laktona su izolovana iz kore drveta
Goniothalamus giganteus od strane McLaughlin-a i saradnika 1990. i 1991. godine.®?! Ova
jedinjenja ispoljavaju veoma jaku citotoksi¢nu aktivnost, pa su zbog toga joS uvek predmet
interesovanja velikog broja istrazivaca. Zbog jedinstvene strukture biciklicnog segmenta, kao i zbog
interesantne bioloSke aktivnosti pojedini predstavnici ove grupe stiril-laktona postali su predmet i

naseg interesovanja.

OH

OH
HO "O/\%o HO "o/Ko
(+)-Goniofufuron 7-epi-(+)-Goniofufuron

Shema 2.4. Strukture (+)-goniofufurona i 7-epi-(+)-goniofufurona.
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Pirano-pironi

Najpoznatiji predstavnik ove grupe je goniopipiron (Shema 2.5.) kojeg su McLaughlin i saradnici,
1990. godine,? izolovali iz biljke Goniothalamus giganteus. Ovo jedinjenje je ispoljilo veoma jaku,

ali neselektivnu citotoksi¢nu aktivnost.

OH

Goniopipiron

Shema 2.5. Struktura goniopipirona.

Butenolidi

Dva najpoznatija jedinjenja ove grupe su goniobutenolidi A i B (Shema 2.6.) koji su izolovani iz
biljke Goniothalamus giganteus (McLaughlin i saradnici, 1991.).% Kasnije je utvrdjeno da su oba
metabolita daleko viSe zastupljena u kori drveta Goniothalamus borneensis (Cao i saradnici,
1998.).%

OH OH —
: _ : oo

OH OH
Goniobutenolid A Goniobutenolid B

Shema 2.6. Strukture goniobutenolida A i goniobutenolida B.

Heptolidi

Predstavnici ove grupe su gonioheptolid A i gonioheptolid B, koji su takodje izolovani iz kore
drveta Goniothalamus giganteus (McLaughlin i saradnici 1993. godine).** Pomenuti autori su
objavili da ova grupa jedinjenja ima osmoclani laktonski prsten (Shema 2.1.). Medjutim, strukture
gonioheptolida A i gonioheptolida B koje su objavili McLaughlin i saradnici 1993. godine,
korigovali su Mukai i saradnici Sest godina kasnije, parcijalnom sintezom gonioheptolida A iz
prirodnog goniofupirona.?® Revidirane strukture gonioheptolida A i B, koje su potvrdjene
spektroskopskim metodama i sintezom prikazane su na Shemi 2.7.
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p oo poH o
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Gonioheptolid A Gonioheptolid B

Shema 2.7. Korigovane strukture gonioheptolida A i gonioheptolida B.

2.2.  Biogenetsko poreklo stiril-laktona

Kao Sto se sa Sheme 2.8. moze videti smatra se da biosinteza stiril-laktona tece preko Sikimi
kiseline, odnosno preko fenilalanina i cimetne kiseline. Tako nastala C¢-Cs jedinica se potom
kondenzuje sa C,4 jedinicom formiranom iz acetil- odnosno malonil- koenzima-A. Kondenzacijom i
zatvaranjem laktonskog prstena nastaje najjednostavniji stiril-lakton, goniotalamin koji se smatra
prekursorom za sve ostale stiril-laktone.” Hidroksilacijama i razli¢itim ciklizacijama nastaje vise

vrsta stiril-laktona.

COOH

HO" > YoH
OH
Sikimi kiselina

Fenilalanin

{

©/\/COOH

2 CH3CO,H Cimetna kiselina
Acetil-koenzim-A

{
C,-jedinica Cs-Ca-jedinica
N J

- g
o | 0

Furano-furoni o~ O
\ o“ o P Furano-pironi
Stiril-pironi
O\ < (C4-C3-Cy) l
o
\ |
o O
Butenolidi OM o
e} .
Heptolidi
Pirano-pironi

Shema 2.8. Pretpostavljeni put biosinteze stiril-laktona u biljkama roda Goniothalamus.
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2.3.  Sinteze analoga goniofufurona i 7-epi-goniofufurona

U literaturi su opisane brojne sinteze prirodnih proizvoda goniofufurona i njegovog C-7 epimera, 7-
epi-goniofufurona.*=° Takodje je zapaZeno da je mali broj analoga dobijen sintezom ili

semisintezom, dok su bioloSka ispitivanja istih veoma skromna.

Do sada izolovani i sintetizovani analozi ovih prirodnih proizvoda mogu se klasifikovati u vise

grupa:

. najvecu grupu analoga ¢ine stereoizomeri koji imaju promenjenu stereohemiju u polozajima
C-5, C-6 i/li C-7. Takodje izomeri mogu imati istu ili drugaciju stereohemiju furano-
furanskog prstena, odnosno promenjenu stereohemiju u polozajima C-3 i/ili C-4,

. drugu grupu analoga predstavljaju jedinjenja sa esterifikovanim hidroksilnim grupama u
polozaju C-5 i/ili C-7 (acetil- i cinamoil- ostaci), ili sa etarskim funkcionalnim grupama u
istim polozajima, a to su uglavnom benziletarski sinteticki prekursori finalnih jedinjenja,

. mali je broj analoga koji sadrze vise razlicitih grupa (estri, etri i stereoizomeri),

. postoji i mali broj analoga kod kojih je uklonjena odredjena funkcionalna grupa. Najéesce je
to fenil ili hidroksilna grupa u polozaju C-7.

Ono Sto je veoma interesantno da do 2012. godine u literaturi nisu objavljene direktne izostere ova
dva prirodna proizvoda u kojima su odredjene funkcionalne grupe zamenjene odabranim izosternim
funkcijama. Naime, prve sinteze direktnih izostera (+)-goniofufurona i 7-epi-(+)-goniofufurona
ostvarene su u naSoj laboratoriji. Obzirom da je ovaj rad najve¢im delom realizovan u sklopu ove
doktorske disertacije, detaljno Ce biti prodiskutovan u narednom poglavlju.31

Sto se tice najbrojnijih analoga, tj. stereoizomera, posebno se isti¢e nekoliko radova.3?3®

Prvu sintezu stereoizomera (+)-goniofufurona ostvarili su Shing, Tsui i Zhou 1992. godine. Naime,
radi potvrde apsolutne konfiguracije prirodnog proizvoda I i njegovog C-7 epimera I1, sintetizovani
su (—)-(3S,4R,58,6S,7S)-enantiomer (111) i njegov (-)-(7R)-epimer (1V) (Shema 2.9.).%
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Shema 2.9. Strukture (+)-(3R,4S,5R,6R,7R)-goniofufurona (1), (+)-(3R,4S,5R,6R,7S)-goniofufurona (7-epi-
goniofufurona) (I1), (-)-(3S,4R,5S,6S,7S)-goniofufurona (111) i (—)-(3S,4R,5S,6S,7R)-goniofufurona (1V).

Shing i1 Tsui su 1994. godine, objavili i enantiospecifi¢nu sintezu dva diastereoizomerna analoga
(+)-goniofufurona sa promenjenom stereohemijom furano-furanonskog prstena. Kao polazno
jedinjenje posluzila im je D-manoza.** Dobijeni derivat 1 je (3S,4R)-izomer, dok je jedinjenje 2
(3S,4R,7S)-izomer (+)-goniofufurona (Shema 2.10.).
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Shema 2.10. (a) p-TsOH, Me,CO, 1|, 24 h; (b) PhsP=CHCO,Me, MeCN, 1|, 16 h; (c) NaOMe, MeOH, rt, 48 h; (d)
ACOH/H,0, rt, 48 h; (e) NalO4, MeOH/H,0, rt, 15 min; (f) PhMgBr, THF, 0 °C, 2 h; (g) AcOH/H,0, 1], 19 h.
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Diaceton-manoza 3 je dobijena reakcijom D-manoze i acetona u prisustvu p-toluen-sulfonske
kiseline kao katalizatora. Jedinjenje 3 je potom podvrgnuto dejstvu
(metoksikarbonil)metilentrifenilfosforana u kljualom acetonitrilu, pri ¢emu je dobijen
intermedijerni enoat 4, koji spontano podleze intramolekulskoj Michael-ovoj ciklizaciji, dajuéi
smesu a- i p-C-glikozida 5 i 6 u odnosu 1:1.*° Kako je za dalji rad bio potreban B-C-glikozid 6,
~anomerna“ smesa je tretirana natrijum-metoksidom u metanolu pri ¢emu je dobijen izomer 6 kao
jedini proizvod, kao rezultat termodinamicke kontrole procesa. Izomer 6 je zatim podvrgnut
selektivnoj hidrolizi terminalne izopropilidenske zaStite sa razblazenom sir¢etnom kiselinom, pri
¢emu je dobijen diol 7. Oksidativnim raskidanjem diolne funkcije dobijen je aldehid 8 koji je
odmah podvrgnut Grignard-ovoj reakciji, pri ¢emu nastaje smeSa benzilnih alkohola 9 i 10 (1:1)
koju nije bilo moguée razdvojiti. SmeSa je zatim podvrgnuta hidrolizi radi uklanjanja
izopropilidenske zastite (AcOH/H;0), koja je pra¢ena laktonizacijom, pri ¢emu su dobijeni zeljeni

diastereoizomeri 1 i 2, koji su uspeSno hromatografski razdvojeni (Shema 2.10.).

Diastereoizomere 1 i 2 takodje su sintetizovali i Sartillo-Piscil i saradnici 2006. godine (Shema
2.12.).% Kao polazno jedinjenje posluZila im je komercijalno dostupna diizopropiliden-D-glukoza 3.
,»,0ne pot“ postupkom koji podrazumeva hidrolizu, diolno raskidanje i adiciju Grignard-ovog
reagensa, dobijeni su alkoholi 4 i 5, koji su hromatografski razdvojeni (Shema 2.11.).%

o HQ HQ
%Q\ﬁo St Ph)poo + Ph/-ioj’o
HO "'OX HO "’OX HO "'0)(
3

4 5

Shema 2.11. (a) (i) Hs10s, EtOAC, rt, 3 h; (ii) PhMgBr, Et,0, 0 °C, 4 h.

Alkoholi 4 i 5 su zatim podvrgnuti istom nizu reakcija (Shema 2.12.). Prva od njih je potpuno
benzilovanje, pri ¢emu su dobijeni dibenzil-derivati 6 i 11. Stereoselektivnom nukleofilnom
supstitucijom na anomernom centru, sa aliltrimetil-silanom kao nukleofilom, u prisustvu BF3;xOEt,
kao katalizatora, intermedijeri 6 i 11 prevedeni su u zeljene C-glikozide 7 i 12. Dejstvom mezil-
hlorida i trietilamina, dobijeni su 2-O-mezil-derivati 8 i 13. Prevodjenje jedinjenja 8 i 13 u Zeljene
karboksilne kiseline 9 i 14 ostvareno je trofaznom sekvencom koja obuhvata kataliticku
dihidroksilaciju (OsO4 i NMO), pracenu sekvencijalnim 1,2-diolnim raskidanjem i Jones-ovom
oksidacijom.

10
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RO BnO BnO RO
o b o d o o
Ph "Q Ph = —— Ph o} e Ph
Bno O BnO  OR B0  oms N rRo© 0~ O
4 R=H 7R=H 10 R=Bn
6RBn 2 8RMs - °© 9 1Rt T
RO BnQ BnO RO
=0 -0 S 0 e
y b d e
PG e T e e e P
BnO 'OX BnO  OR BnO  oms N ro’ Yo~ O
5 R=H 12 R=H 15 R=Bn
11 Regn - | 2 13R=Ms _ ] € 14 TReb T

Shema 2.12. (a) BnBr, NaH, THF, rt, 4 h; (b) CH,=CHCHSiMes;, BF3xOEt,, CH,Cl,, 0 °C—rt, 4 h; (c) MsCl, Et;N,
CH,CI;, 0 °C—rt, 2 h; (d) (i) OsO4, NMO, Me,CO:H,0, rt, 2.5 h; (ii) NalOy4, H,O, rt, 30 min; (iii) Jones-ov reagens,
Me,CO, =30 °C, 1 h; (e) NaHCO3, MeCN, rt, 3 h; (f) H,, Pd(OH),, MeOH, rt.

Kiseline 9 i 14 su zatim tretirane sa zasi¢enim rastvorom natrijum-hidrogenkarbonata u klju¢alom
acetonitrilu, pri ¢emu su dobijeni Zeljeni laktoni 10 i 15. Konacno, dobijeni laktoni su podvrgnuti
katalitickom hidrogenovanju radi uklanjanja benziletarskih zastita, pri ¢emu su dobijeni
diastereoizomeri 1 i 2 (Shema 2.12.). Analog 1 je (3S,4R)-goniofufuron, dok analog 2 predstavlja
(3S,4R,7S)-goniofufuron.

Mereyala i saradnici su 1997. godine objavili sintezu ne-prirodnog stereoizomera (+)-goniofufurona
i to (5R)-goniofufuron 13, polazeéi iz diizopropilidenskog derivata D-manoze (Sheme 2.13. i
2.14.).%

Ref 41 o O ~OH a o O R!
D-Manoza —_— H — HY “R?

2a R'=H, R?=CH,0H
2b R'=CH,OH, R%=H

Shema 2.13. (a) TMSOI, KOBU!, DMSO, rt, 1 h.

Reakcijom diacetonida manoze 1* sa trimetilsulfonijum-jodidom i kalijum terc-butoksidom
dobijeni su diastereizomerni C-glikozidi 2a i 2b u odnosu 4:1 (Shema 2.13.). Stereoizomer 2a je
zatim podvrgnut Swern-ovoj oksidaciji pri ¢emu je dobijen Zeljeni aldehid, koji je odmah dalje
tretiran sa PhMgBr. Dobijena smeSa stereocizomernih alkohola je bez razdvajanja dalje oksidovana
sa piridinijum-dihromatom u metilen-hloridu, pri ¢emu je dobijen zeljeni keton 4.

Stereoselektivnom redukcijom*? ketona 4 sa natrijum-borhidridom u metanolu sintetizovan je

11
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odgovarajuci alkohol 5, koji je benzilovan po standardnom postupku (BnBr, NaH, DMF), pri ¢emu
je dobijen derivat 6. Regioselektivnom hidrolizom terminalne izopropilidenske grupe jedinjenja 6
dobijen je diol 7 u visokom prinosu. Mezilovanjem obe hidroksilne grupe diola 7, dobijen je
dimezilat 8 koji je potom podvrgnut eliminaciji** sa Nal u butan-2-onu, pri ¢emu je dobijen olefin 9.
Deprotekcija olefina 9 je postignuta dejstvom 5% aq. H.SO,4 u 1,4-dioksanu, pri ¢emu je dobijen
diol 10, koji je zatim podvrgnut intramolekulskoj oksidativnoj ciklizaciji, pri ¢emu je dobijen laktol
11. Oksidacijom intermedijera 11 sa PDC u metilen-hloridu, dobijenje lakton 12, koji je kona¢no
hidrogenovan u prisustvu Pd-BaSO, kao katalizatora. Zeljeni stereoizomer 13 [(5R)-goniofufuron]

je dobijen u visokom prinosu (Shema 2.14.).

o to
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i 'CHOH —— i OH —— H 0 H OH
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2a 3 4 5
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Shema 2.14. (a) (i) (COCI),, DMSO, Et3N, CH,Cl,, =78 °C, 45 min, (ii) PhMgBr, THF, 0 °C, 3 h; (b) PDC, CH,ClI,,
11, 3 h; (¢) NaBH4, MeOH, —10 °C, 30 min; (d) BnBr, NaH, DMF, 0 °C, 1 h; (e) 60% aqg. AcOH, rt, 8 h; (f) MsCl,
Et;N, CH,CI,, 0 °C, 30 min; (g) Nal, butan-2-on, 1|, 8 h; (h) 5% H,SO,, 1,4-dioksan, 1|, 2 h; (i) PdCl, (kat.), CuCl,
0., ag. DMF (1:4), rt, 4 h; (j) PDC, CH,Cl;, 1|, 1 h; (k) Pd-BaSQO4, H,, MeOH, rt, 6 h.

Iste godine Murphy i saradnici su objavili sintezu nekoliko analoga prirodnog (+)-goniofufurona
(molekuli 2, 3, 12-15), polaze¢i iz D-glukoze (Sheme 2.15.; 2.16. i 2.17).%®

Naime, prilikom sinteze (+)-goniofufurona® primetili su da jedinjenje 1, kada se izloZi dejstvu
trifenil-fosfina u acetonitrilu u prisustvu kataliticke koli¢ine DBU, daje jedinjenje 2 u visokom
prinosu, ali kada se isto jedinjenje tretira pri istim reakcionim uslovima ali u prisustvu viska DBU
nastaje jedinjenje 3 kao glavni proizvod, kod kojeg je doSlo do epimerizacije u polozaju C-4.
Takodje je primeceno da tokom tretiranja jedinjenja 2 sa katalitickom koli¢inom DBU dolazi do

12
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epimerizacije i nastaje jedinjenje 3, kao glavni proizvod dok je izomer 2 detektovan u tragovima
(Shema 2.15.).

(e}
Ph =
BnO BnO (o) (6]
O. o a
Ph Br { 2
BnO 0’( b BnO
0 o

Shema 2.15. (a) PhsP, MeCN, potom DBU, 1|, 30 min; (b) PhsP, MeCN, potom DBU u visku, 1], 30 min.

Ova epimerizacija je zatim primenjena za sintezu defenilovanih analoga (+)-goniofufurona i 7-epi-

(+)-goniofufurona.

Laktoni D-ksilo i D-ribo- konfiguracije 4 i 5, koji su dobijeni po literaturnom postupku iz D-

glukoze,” podvrgnuti su bromoacetilovanju pri &emu su dobijeni derivati 6 i 7 (Shema 2.16.).

BnO
O,
O. o a (o]
. Br

gno’ OH Bno O{
Ref 45 o
D-Glukoza 4 6
B8O BnO
n
(o)
O _o a \\Q/v/o
S Br

Shema 2.16. (a) BrCH,COBt, Py, Et,0, 0 °C—rt,4h (4 u6), 16 h (5u 7).

Nakon toga su jedinjenja 6 i 7 izloZzena dejstvu trifenil-fosfina u acetonitrilu u prisustvu DBU.
Jedinjenje 6 je izreagovalo za 15 minuta pri ¢emu je dobijen D-ksilo derivat 8. Kada je derivat 6
reagovao pri istim reakcionim uslovima, u prisustvu viska DBU nastao je D-likso derivat 9, kao
glavni proizvod. Takodje, kada je jedinjenje 8 tretirano sa minimalnim koli¢inama DBU nastaje

smeSa proizvoda 9 i 8 u odnosu 7:3 (Shema 2.17.).

13
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Kada je derivat 7 reagovao pri istim uslovima, dobijeni su vrlo sli¢ni rezultati, to jest, u prisustvu
manje koli¢ine DBU dobija se D-ribo derivat 10, dok u prisustvu viska DBU pretezno nastaje D-
arabino derivat 11, kao i 30% D-ribo derivata 10 (Shema 2.17.).

Potom su jedinjenja 8-11, podvrgnuta katalitickom hidrogenovanju, u prisustvu Pd/C kao
katalizatora, pri ¢emu su dobijeni defenilovani stereoizomeri goniofufurona 12—-15 u veoma dobrim

prinosima (Shema 2.17.).

HO
PO O
o’ 0" © o' o7 o

BnO HO
BnO 0" O HO 0" O
9 13
BnO HO

0 BnO HO
7 o, = ¢
BnG O © hot Yo o
11 15

Shema 2.17. (a) PhsP, MeCN, potom DBU, 1|, 15 ili 30 min; (b) PhsP, MeCN, potom DBU u visku, 1], 30 min; (c)
H,, Pd/C, EtOAc, rt, (5hza12i15; 16 h za 13 i 14).

Grupa indijskih autora je 1999. godine ostvarila sintezu cetiri nova analoga goniofufurona
(molekuli 14, 15, 16 i 27).*" Kao polazno jedinjenje u sintezi analoga 14, 15 i 16 (Shema 2.20.)
posluzio je pogodno supstituisan derivat D-manoze (1; Shema 2.18.).
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Shema 2.18. (a) TMSOI, NaH, DMSO, 0 °C, rt, 1 h; (b) BnBr, NaH, DMF, 0 °C, 0.5 h.

Reakcijom 1% sa trimetilsulfonijum-jodidom dobijena je smega diastereoizomera 2 i 3, u odnosu
2:5 (*H NMR), koju nije bilo moguée hromatografski razdvojiti.*”** Medjutim, njihovi O-benzil-
derivati 4 i 5 su razdvojeni hromatografijom na koloni, a naknadno hidrogenovanje (H,, Pd/C)

benzil-derivata 5 dalo je Zeljeni intermedijer 3 (Sheme 2.18. 1 2.19.).

ok ot

O,

BnOH,Crr, O <O HOH,Cu. O __0O
<_//\/ a <_//\/ )
< <

5 3
HO O‘P HO O—P
9, s O N o
PN P
S + S
By <
6 7

Shema 2.19. (a) Pd/C, MeOH, Hy, t, 3 h: (b) (i) Oksalil-hlorid, DMSO, Et;N, CH,Cl,, —78 °C, 1 h: (ii) PhMgBr,
THF, —20 °C, 4 h.

Swern-ovom oksidacijom intermedijera 3 dobijen je odgovarajuci aldehid, koji je bez pre¢is¢avanja
dalje tretiran sa fenilmagnezijum-bromidom u tetrahidrofuranu, na —20 °C, pri ¢emu je dobijena

smeSa stereoizomera 6 i 7 (Shema 2.19.).

treo-lzomer 6 je zatim preveden u odgovarajuci benzil-derivat 8, koji je nakon hidrolitickog
uklanjanja izopropilidenske zastite transformisan u diol 9. Reakcija 9 sa metansulfonil-hloridom i
trietilaminom dala je dimezilat 10, koji je zatim dejstvom Nal u 2-butanonu preveden u Zzeljeni
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olefin 11. Olefin 11 je zatim transformisan u diol 12, dejstvom 5% vodene H,SO,4 u klju¢alom
dioksanu. Oksidacijom olefina 12 sa gasovitim kiseonikom, u prisustvu kataliti¢kog sistema PdCl,-
CuCl (4:1 DMF/H,0) dobijen je laktol 13. Oksidacijom 13 sa PDC u klju¢alom dihlorometanu,
dobijen je lakton 14, koji je kona¢no preveden u finalni proizvod 15, katalitickom hidrogenolizom u
prisustvu 10% Pd/C. Prilikom ove transformacije nastaje i 7-deoksigenovani derivat 16 kao
sporedni proizvod (Shema 2.20.).

< < <
6 8 9
BnO OMs BnQO / BnQ
> 4\\0//, 2 ,A\o an / > . R
ph/\\_//\/OMs g Ph/\\_7 ‘ Ph ')m g
c\;>{ RGO OR HO 0" "OH
11 R=CMe, 13
10 12 R=H ©
BnO HO
> ‘\\O > ‘\\o ‘\\O
AR L U A AR WA
[ ° /

14 15 16

Shema 2.20. (a) BnBr, NaH, DMF, 0 °C, 0.5 h; (b) 60% aq. AcOH, rt, 12 h; (c) MsCl, Et;N, CH,Cl,, 0 °C, rt, 1 h;
(d) Nal, 2-butanon, 1], 12 h; (e) 5% aq. H,SOy4, dioksan, 1|, 1.5 h; (f) PdCl,, CuCl, DMF/H,0 (4:1), O,, 1t, 3 h; (9)
PDC, CH,ClI,, 1|, 1.5 h; (h) 10% Pd/C, MeOH, H,, rt, 2 h.
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Sinteza diastereoizomera 27 sumirana je na Shemi 2.21. i polazi iz jedinjenja 17, pri ¢emu je prvi
korak bio inverzija konfiguracije na C-7, Mitsunobu-ovom reakcijom.

°° 55 <
17 18 19
BnQ Q‘\/ BnQ OR BnQ /
o, T 4 = 0, o |l
. : oR _
Ph q Ph/\<_//\/ ‘ Ph/\Q g
°° %50 °°
— 21 R=H
20 e[ 52 Rr-ms 23
BnQ BnQ . BnQ HO
- ol h AN, i AN, i N,
— o X g e Ny — e U\
Ph/\Q g OH S o) S (0]
HO  ©H HO HO HO
24 25 26 27

Shema 2.21. (a) DEAD, PhsP, PNBA, THF, 0 °C, rt, 6 h; (b) NaOMe, MeOH, rt, 1 h; (c) BnBr, NaH, DMF, 0 °C, 45
min.; (d) 60% aq AcOH, rt, 9 h; (e) MsCl, EtsN, CH,CI,, 0 °C, rt, 0.5 h; (f) Nal, 2-butanon, 1|, 12 h; (g) 5% aq
H,S0,, dioksan, 1|, 1 h; (h) PdCl,, CuCl, DMF/H,0 (4:1), O,, rt, 5 h; (i) PDC, CH,Cly, 1|, 1.5 h; (j) 10% Pd/C,
EtOAc, Hy, rt, 1 h.

Reakcija 17*° sa dietilazodikarboksilatom, trifenil-fosfinom i p-nitrobenzoevom kiselinom daje
(7R)-proizvod 18. Transesterifikacijom jedinjenja 18 sa metanolom, u prisustvu katalitickih koli¢ina
NaOMe, dobijen je alkohol 19. Intermedijer 19 je zatim benzilovan po standardnom postupku pri
¢emu se dobija benziletarski derivat 20. Hidroliticko uklanjanje izopropilidenske zastite postignuto
je dejstvom 60% AcOH pri ¢emu nastaje diol 21, koji je u narednom koraku sa metansulfonil-
hloridom dao dimezilat 22. Ovo jedinjenje dalje reaguje sa Nal u 2-butanonu dajuéi vinil-derivat 23,
koji je zatim hidrolizovan sa vodenim rastvorom 5% H,SO, u dioksanu, dajuci diol 24 u visokom
prinosu. Oksidativna ciklizacija 24, katalizovana sa PdCl, i CuCl, predstavlja klju¢ni korak u
izgradnji laktola 25. Njegovom oksidacijom sa PDC u CH,Cl, nastaje lakton 26. Finalno uklanjanje
benziletarske zastite iz laktona 26 (10% Pd/C) daje zeljeni (5R,7S)-diastereoizomer 27.

U istom radu®’ je opisana sinteza jo$ jednog analoga goniofufurona (molekul 30) koja je prikazana
na Shemi 2.22. Kao polazno jedinjenje za ovu sintezu posluzila je D-glukoza, koja je prevedena u
diacetonid-D-glukoze po standardnom postupku.*® Diacetonid-p-glukoze je transformisan u diol 28

u sedam faza po literaturnom postupku.”® Slede¢i korak je podrazumevao Wittig-ovu olefinaciju
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prac¢enu laktonizacijom, pri cemu je dobijen lakton 29. Katalitickom hidrogenolizom intermedijera

29 dobijen je analog 30. Analozi 29 i 30 predstavljaju homo derivate prirodnog proizvoda I.

BnO MeO BnQ MeO HO
Ref 49 i 50 MeO O wOH g SN b N
D-glukoza — >+ 2. X — /\§
“, ", o) ")
BnO  OH Bno O no! o0

28 29 30

Shema 2.22. (a) PhsP=CHCO,Et, MeOH, 0 °C, 4 h; (b) 10% Pd/C, MeOH, H,, rt, 3 h.

Noviji rad koji su objavili Hernandez-Garcia i saradnici 2009. godine opisuje sintezu analoga
goniofufurona (5 i 6) polazeéi iz 1,2:5,6-di-O-izopropiliden-p-alofuranoze 1 (Shema 2.23. i 2.24.).%®

o) RQ RO
7(“\@ o a NG N
o . : )\( 7
Ho "”o)( ©/R\o\"<—7"’”o)< RO "”OX
1 2a R=H 2b R=H
I e
2a’' R=Bn 2b' R=Bn

Shema 2.23. (a) (i) Hs10s, EtOAC, rt, 2 h; (ii) PhMgBr, THF, =30 °C, 6 h; (b) BnBr, NaH, THF, rt, 4 h.

Furanozni derivati 2a i 2b dobijeni su iz 1 dvofaznom sekvencom.”® U prvom koraku izvréene su
uzastopne reakcije hidrolize, oksidacije i Grignard-ove adicije, a zatim su hidroksilne grupe
zadtiéene u obliku benzil-etra.*® U skladu sa Woerpel-ovim modelom, reakcije 2a’ i 2b’ sa
aliltrimetilsilanom, u prisustvu BF3xEt,0, daju 3a i 3b kao glavne proizvode. Laktonizacija 3a i 3b
u 4a i 4b je ostvarena uzastopnim reakcijama dihidroksilacije, dehomologacije i oksidacije.**
Konaé¢nim hidrogenolitickim debenzilovanjem 4a i 4b, u prisustvu Pd(OH),, nastaju epimeri (+)-
goniofufurona 5 i 6.
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Shema 2.24. (a) CH,=CHCH,SiMes;, BF;xEt,0, CH,Cl,, 0 °C—rt, 4 h; (b) (i) OsO4, NMO, Me,CO/H,0, rt, 2 h; (ii)
NalOy4, H,0, rt, 1 h; (iii) PCC, CH,ClIy, rt, 4 h; (c) H,, Pd(OH),, MeOH, rt.

U nedavno objavljenim radovima®*®® kineske grupe naucnika opisani su novi stereoizomeri
goniofufurona (molekuli 1 i 2) koji su izolovani iz kore korena biljke Goniothalamus cheliensis.*?
Iz iste biljke je izolovan i bis-stiril-lakton (3), nazvan goniolakton H (Shema 2.25.).

Jedinjenja 1 i 2 predstavljaju stereocizomere 7-epi-goniofufurona, i to jedinjenje 1 je C-3 epimer, a
jedinjenje 2 je C-4 epimer. Sinteza ovih prirodnih proizvoda, kao ni bioloska aktivnost jedinjenja 1 i
2, kao i bis stiril-laktona 3 joS uvek nije objavljena u literaturi. Jedinjenje 1 dobilo je naziv heliensin
A, dok je jedinjenje 2 nazvano heliensin B (Shema 2.25.).
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Shema 2.25. Strukture izolovanih jedinjenja: heliensin A (1), heliensin B (2) i goniolakton H (3). Slika biljke
Goniothalamus cheliensis.

Pored ovih analoga, u istoj godini grupa italijanskih nau¢nika je objavila rad koji opisuje sintezu
jedinjenja (1), koje po strukturnim karakteristikama odgovara aza-analogu defenilovanog
goniofufurona (Shema 2.26.).>*

Shema 2.26. Struktura sintetizovanog aza-analoga.

Kao Sto je ranije ve¢ pomenuto veoma interesantne analoge predstavljaju jedinjenja koja imaju
esterifikovane hidroksilne grupe u polozaju C-5 i/ili C-7. Prvi estarski analog (+)-goniofufurona

objavili su McLaughlin i saradnici u istom radu u kojem su objavili i izolaciju (+)-goniofufurona.?

OH OAc
Ph/'\//\\‘j)” _ @ _  pn 0O
HO "o’\%o AcO O/Ko

Shema 2.27. Semisinteza diacetil-goniofufurona: (a) Ac,O, Py, rt, 24 h.
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Naime, diacetil-goniofufuron je dobijen semisintezom polazeé¢i od izolovanog goniofufurona.
Acetilovanje je uradjeno primenom standardnog postupka, dejstvom Ac,O u piridinu. Reakcija je na

sobnoj temperaturi trajala 24 h (Shema 2.27.).

Pored ovog analoga od pre sedam godina je poznata grupa jedinjenja koja imaju cinamoatne
estarske funkcije, a takodje poseduju i furano-furanonski skelet goniofufurona. Ova jedinjenja je
izolovala grupa tajlandskih nauc¢nika iz etil-acetatnog ekstrakta biljke Polyalthia crassa.”> Ova
jedinjenja su poznata pod nazivom krasalaktoni B i C. Krasalakton B predstavlja 5-O-cinamoil-(+)-
goniofufuron (1), dok je krasalakton C 7-O-cinamoil-(+)-goniofufuron (2) (Shema 2.28.).

o)
Ho O)v\Ph
Ph Ny a oh =N Ph o
HO™ "0 o oo HO "o

f )

Ph 1 2

Shema 2.28. Semisinteza krasalaktona B i C: (a) cinamoil-hlorid, Et;N, DMAP, rt, 4 h.

Pored izolacije i karakterizacije, ova grupa naucnika je i sintetizovala krasalaktone B i C polaze¢i iz
prirodnog (+)-goniofufurona (I). Esterifikacijom 1| u prisustvu cinamoil-hlorida, trietilamina i
dimetilamino-piridina, na sobnoj temperaturi u toku 4 h, dobijeni su proizvodi 1 i 2 u prinosu od 13
i 12% (Shema 2.28.). Prva totalna sinteza krasalaktona C uradjena je u nasoj laboratoriji,>® samo

godinu dana nakon $to je objavljena njegova izolacija.
2.4.  Antiproliferativna aktivnost analoga goniofufurona i 7-epi-goniofufurona

Veliki broj radova koji se odnosi na sintezu, semisintezu ili izolaciju stiril-laktona i analoga sadrzi
skromne ili uopSte nema objavljene rezultate bioloskih ispitivanja. Ipak, za odabrana jedinjenja su
objavljeni rezultati bioloske aktivnosti od kojih su nama najzanimljivija ispitivanja
antiproliferativne aktivnosti. Strukture testiranih jedinjenja prikazane su na Shemi 2.29, dok su 1Csg

odgovarajuce vrednosti prikazane u Tabeli 2.1.

Kao Sto iz tabele vidi, (+)-goniofufuron (I) pokazuje znacajnu antiproliferativnu aktivnost samo na
humani karcinom pluéa (A549). Prirodni proizvod Il je bio prakti¢no neaktivan prema celijama
humanog kancera pluéa (A549), dojke (MCF-7), i debelog creva (HT-29),? dok je analog 13
pokazao signifikantnu citotoksi¢nost prema ¢elijama HT-29 (ICsp=5.7 uM).¥” Analozi 14 i 15 su
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pokazali citotoksi¢nu aktivnost prema humanom melanomu (LOX). Analog 14 je bio aktivniji
prema ¢elijama adriamicin-rezistentnog humanog kancera dojke (NCI-ADR) od analoga 5, 15, 29 i
30.%" Diacetil-goniofufuron 2 je takodje bio manje aktivan nego goniofufuron prema svim
testiranim Celijskim linijama. Ovi rezultati su ukazali da promena stereohemije na centrima C-5, C-
6 i C-7 nije doprinela znacajnom povecanju citotoksi¢nosti prema ispitivanim ¢elijskim linijama
(Tabela 2.1.). Takodje, homo derivati 29 i 30 su pokazali slabiju aktivnost od prirodnog proizvoda
l.

HO . C 0
o e o e .0
DS ST O U S UL WS
o' o7 O o' o7 O HoO 0" © HoO 07 © HO o O
| I 13 5 15
AcO BnO MeO BRO MeO HO
o .0
AcO 0”0 HO ‘0”70 BnO -"O/KO HO -"O/KO
2 14 29 30

Shema 2.29. Strukture goniofufurona i analoga ¢ije su 1Csq prikazane u Tabeli 2.1.

Tabela 2.1. In vitro citotoksi¢na aktivnost serije furano-furanonskih stiril-laktona prema odabranim malignim ¢elijskim
linijama.>’

Celijske linije”

ICs0” (UM) supstanci

| 1] 13 5 15 2 14 29 30 Adriamicin

HT-29 >10° >100" 5.7° >100%" 5.79" 37.0° 9.2%" 65.09" >1009" >1009"

MCF-7 >10¢ 49.1f >100¢ >100%"  75.79" 29.6¢ 93.1%" 64.99" 72,290 72,290
P-338 >100° - - - - - - - - -
A549 4.8° 85.51 - - - 33.6¢ - - - -

DU-145 - - >100° >100%"  57.9%" - 91.9%" 82.6%" >1009" >1009"

LOX - - >100° >100%" 419" - 559" 29.49" >100%" >1009"

U251 - - >100° >1009"  60.19" - 66.8%" 89.3%" >1009" >1009"

NCI-ADR® - - - >100%"  >100%" - 19.8%" 27.0%" 82.5%" 82.5%"

-- Vrednost nije data ili nije odredjena citotoksi¢na aktivnost. ®ICsy predstavlja koncentraciju supstance koja inhibira rast ispitivanih éelija za 50%.
PCelijske linije: HT-29 (adenokarcinom debelog creva); MCF-7 (adenokarcinom dojke); P-338 (leukemija misa); A549 (humani karcinom plu¢a); DU-
145 (humani kancer prostate); LOX (humani melanom); U251 (humani kancer glioblastoma) i NCI-ADR (humane kancer ¢elije dojke koje ispoljavaju
adriamicin-rezistentan fenotip). ‘Ova Celijska linija je originalno oznadena kao MCF-7/ADR.* *9ICs, vrednosti su originalno izraZene u pg/mL (ref.
20°, 57¢, 217, 379). "Ove vrednosti su originalno objavljene kao 1Gso.>’

2.5.  Mehanizmi antitumorskog dejstva stiril-laktona

Kada je otkriveno da stiril-laktoni ispoljavaju jaku antiproliferativnu aktivnost zapoceti su

intenzivni  radovi usmereni na otkrivanje mehanizama njihovog bioloskog dejstva.
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Najsveobuhvatniji pregled bioloSke aktivnosti i mehanizama delovanja stiril-laktona dali su de
Fatima i saradnici®’ u revijalnom radu iz 2006. godine.

lako joS uvek nisu u potpunosti razjasnjeni svi nacini antitumorskog delovanja stiril-laktona, ipak
zna se da oni mogu izazvati sledece bioloSke efekte: indukcija apoptoze, indukcija oksidativnog
stresa, regulacija ¢elijskog ciklusa, modulacija enzimske aktivnosti i regulacija genske ekspresije

molekula koji u€estvuju u Celijskoj adheziji.
Indukcija apoptoze

Poznato je da postoje dva nacina celijske smrti: nekroza koja nastaje usled nekog spoljnjeg faktora i
apoptoza koja nastaje usled nekog unutrasnjeg i/ili spoljnog faktora i predstavlja ,,programiranu®
smrt ¢elije. Sama apoptoza, iako je dugo poznata, joS uvek nije u potpunosti razjasSnjena. Narocito
su nejasni signalni putevi preko kojih dolazi do njenog aktiviranja. Zasigurno se zna da je ceo
proces kontrolisan kompleksnim proteinima.”® Put apoptoze i ciljna mesta na kojima deluju stiril-

laktoni prikazani su na Shemi 2.30.

Faktor smrti

1Ay Fas ligand Receptor za
| Fas faktor rasta
Smrtni d 3 )]

% st domen § — ) tBaxBadBakia

= 4 Bcl-2, Bel-Xlitd doci
60 % FADDMORTI Bid tBid : 2 _Fosforilacija
J

R
& | | Bad Protein kinaza Ag
|-|Ka:.paza78 .[] epp———— - o
Kaskade 2 Mitohondrije e Sl0bodni radikcali

(PKA ’- 1433
l g
proteaza ‘Kaspaza—B ﬁ # QIL‘—-— L R *
l _Kaspaza-9
* Druge [ O Permeabilna pora za
kaspaze g Bel-2

i . Citota, tranziciju kompleksa
itohrom ¢
B —0bh b CELIJSKA
CADICAD SMRT p53
Proteoliza * ] T

T
) ——— ) Nukleus T .
A L ! +— Radifacija. antikancer Mete stiril-laktona
caD: | | lekeovi itd. -

unistenog supstriata

Degradacija hromozomalne DNA
Shema 2.30. Shematski prikaz puteva apoptoze i ciljnih mesta stiril-laktona.>’

Postoje dva osnovna puta koja dovode do apoptoze: citoplazmati¢ni i mitohondrijalni put.

Citoplazmati¢ni put se aktivira preko “Fas death” receptora (tzv. Apo-1 ili CD95), koji su ¢lanovi
superfamilije receptora tumorskih faktora nekroze (eng. tumor necrosis factor, TNF).>*® Fas
ligandi se vezuju za Fas receptor izazivajuéi trimerizaciju. Zatim dolazi do prenosa tog trimera u
citoplazmu, gde se on vezuje za pro-kaspazu-8 (preko kompleksa FADD/MORT1) koja zatim
prelazi u kaspazu-8. Ova kaspaza moze da aktivira pro-kaspazu-3 i ostale (kaspaza-7). Kaspaza-3
dovodi do raskidanja kompleksa CAD-ICAD. Ovaj kompleks se sastoji od CAD (caspase-activated
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DNase) i ICAD (inhibitor caspase-activated DNase). Kada se CAD odvoji, prolazi kroz jedrovu
membranu i uzrokuje degradaciju hromozomske DNA.

Druga mogucnost aktiviranja citoplazmaticnog puta tece preko Bid-a (pro-apopticki protein). Ovaj
protein se aktivira dejstvom kaspaze-8. Nastaje tBid koji prelazi u mitohondrije i dovodi do
oslobadanja citohroma C u citosol. Oslobodeni citohrom C dovodi do aktivacije signala Celijske

smrti. Ova mogucnost predstavlja spregu izmedu citoplazmati¢nog i mitohondrijalnog puta.

Mitohondrijalni put apoptoze se aktivira dejstvom genotoksi¢nih antitumorskih lekova. Ovde je
apoptoza kontrolisana nivoom razli¢itih biomolekula iz Bcl-2 familije.®* Ovu familiju saginjavaju
pro-apoptoti¢ki molekuli (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim i Hrk) i anti-apoptoti¢ki molekuli
(Bcl-2, Bel-X1, Bel-W, Bfl-1 i Mcl-1). Anti-apoptoti¢ki molekuli blokiraju oslobadanje citohroma
C, dok ga pro-apoptoticki molekuli promovisu. Ovaj efekat viSe zavisi od balansa Bcl-2 i Bax, nego
od pojedina¢nih koli¢ina ovih jedinjenja.®* Rastuéi nivo promotera apoptoze (Bax i Bcl-XS) dovodi
do apoptoze, dok rastu¢i nivo inhibitora (Bcl-2 i Bcl-XL) dovodi do rezistencije ¢elije na

apoptozu.®*®

Saglasno Shemi 2.25, detaljna ispitivanja mehanizma bioloSkog dejstva (R)-goniotalamina su
pokazala da ovaj molekul indukuje apoptozu Jurkat T i MCF-7 ¢elija, aktivirajuci kaspazu-3 i 7, uz
naknadno otpustanje citohroma C u citosol.**® Pored toga, tretman MCF-7 éelija (R)-
goniotalaminom nije dovodio do aktivacije inicijatorne kaspaze-8.%° IstraZivanja koja su izvedena
na ¢elijama HL-60, pokazala su da se (R)-goniotalaminom indukovana apoptoza deSava pod
uticajem aktivacije kaspaze-9 $to vodi do gubitka potencijala (A¥m) mitohondrijalne membrane.®
Takodje je dokazano da (R)-goniotalamin mozZe regulisati ekspresiju Bax-a poveéanjem nivoa pro-
apoptotickog Bax proteina. U stvari, (R)-goniotalamin je imao mali uticaj na ekspresiju anti-
apoptotickog Bcl-2. Proizilazi dakle, da pro-apoptoticki proteini Bcl-2 familije zaista ucestvuju u

apoptozi indukovanoj stiril-laktonima.®’
Indukcija oksidativnog stresa

Redoks-status ima vaznu ulogu u éelijskom preZivljavanju i u éelijskoj smrti.?®®® Dok se visoka
produkcija H20; u ¢elijama nekih kancera deSava da bi pospeSila njihovu proliferaciju, koli¢ine
H,0, iznad odredjenih granica mogu uzrokovati zaustavljanje ¢elijskog ciklusa i/ili apoptozu.®® (R)-
Goniotalamin je sposoban da generiSe visoke nivoe reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (eng. Reactive
oxygen species, ROS) u ranoj fazi procesa apoptoze. Takodje, (R)-goniotalamin uzrokuje brzo
smanjenje intracelularnog nivoa tiola u ¢elijama humanog kancera dojke (MDA-MB-231) na

koncentraciono- i vremenski- zavisan nacin.”°
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Regulacija celijskog ciklusa

Primecena je regulacija aktivnosti tirozin fosfataze prilikom tretiranje ¢elija humanog tumora dojke
(MDA-MB-231) sa (R)-goniotalaminom.” Usled ove regulacije nastaje visak faktora p53 (tumor
supresor protein), koji se akumulira 1 izaziva oslobadanje citohroma C iz mitohondrija u citosol, Sto

dovodi do apoptoze tumorskih ¢elija (Shema 2.30.).
Modulacija enzimske aktivnosti

Stiril-laktoni izolovani iz familije Annonaceae mogu uticati na aktivnost enzima kao inhibitori ili
kao aktivatori. Primer za to je njihova sposobnost da inhibiraju DNA topoizomeraze u razli¢itim

tumorskim ¢elijskim linijama.
Regulacija genske ekspresije molekula koji ucestvuju u éelijskoj adheziji

Ovaj efekat stiril-laktona odreduje njihovu antiinflamatornu i imunosupresivnu aktivnost.
Intercelularni adhezioni molekul-1 (ICAM-1) je imunoglobulin koji se sintetizuje u razli¢itim
¢elijama, uklju¢ujuéi endotelne ¢elije i leukocite.”" Interakcija izmedu ICAM-1 i liganda LFA-1 ima

znacajnu ulogu u inflamatornom procesu i aktiviranju odbrane T ¢elijama.

Vaskularni ¢elijski adhezioni molekul-1 (VCAM-1) prepoznaje svoj ligand (VLA-4) koji nastaje u
svim leukocitima sem neutrofila. Ove interakcije su izuzetno znac¢ajne za opsti imunoloski odgovor
organizma. Sposobnost (R)-goniotalamina da smanji produkciju ICAM-1 i VCAM-1 uti¢e na

¢elijsku komunikaciju.

Blokiranjem normalnih interakcija izmedu celija dolazi do poremecaja u imunoloskom odgovoru
organizma, Sto se moze iskoristiti kod svih stanja organizma kada je potrebno smanjiti imunoloski
odgovor. To omogucava primenu ovih jedinjenja u razli¢itim inflamatornim procesima kao Sto su

odbacivanje transplantata, alergijski rinitis, astma i s.™

Wiart je dao odli¢an prikaz mogu¢eg mehanizma delovanja stiril-laktona (Shema 2.31.), koji je
veoma sli¢an prethodno prikazanom mehanizmu.® Kao §to se sa sheme moZe videti, stiril-laktoni
aktiviraju enzimsku kaskadu koja dovodi do gubitka transmembranskog potencijala mitohondrijalne
membrane i do oslobadjanja mitohondrijalnog citohroma C.°® lako ovaj mehanizam do danas jo$
uvek nije u potpunosti razjasnjen, zna se da je aktivacija enzima kaspaza 3, 6, 7 1 9 u vezi sa
receptorima koji se nazivaju TRAIL (eng. tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand).” Odavno je poznato da su protein kinaze ukljudene u rast i proliferaciju ¢elija, a Wang i

saradnici su dokazali da su protein kinaze ukljuene u apoptozu preko TRAIL receptora.”
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Shema 2.31. Pretpostavljeni mehanizam delovanja prirodnih stiril-laktona po Wiart-u. (1) stiril-laktoni interaguju sa
¢elijskim kinazama; (2) kinaze posreduju u TRAIL indukciji apoptoze; (3) TRAIL indukuje translokaciju Bax-a do
mitohondrija; (4 i 5) oslobadjanje citohroma C (Cit. C) i aktivacija kaspaza, SMAC/DIABLO, Endo G; (6)
kondenzacija hromatina i ¢elijska smrt.®

Moguéi mehanizam po Wiart-u podrazumeva apoptozu indukovanu aktivacijom TRAIL receptora
posredovanu sa CAMP-zavisnim protein kinazama. Odnosno stiril-laktoni interaguju sa celularnim
protein kinazama, koje potom deluju na TRAIL receptore. Ova stimulacija TRAIL receptora ce
uzrokovati prelazak Bax-a iz citosola u mitohondriju, pri ¢emu se gubi mitohondrijalni
transmembranski potencijal, Sto dovodi do oslobadjanja citohroma C i aktiviranja kaspaza,
SMAC/DIABLO i Endo G, a na kraju dolazi do propadanja hromatina i do ¢elijske smrti.

Obzirom na prethodno pomenute ¢injenice mozemo zakljuciti da modulatori protein kinaza kao $to

su stiril-laktoni imaju ogroman terapeutski potencijal.
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3. NASI RADOVI

3.1. Dizajn izostera i bioizostera prirodnih stiril-laktona

NaSa prethodna istrazivanja koja su bila usmerena na dobijanje prirodnog proizvoda (+)-
goniofufurona I, dovela su nas do direktne hloridne izostere (+)-goniofufurona 29 (Shema 3.1.1.).*
Naime, u pretposlednjoj fazi sinteze planirano je uklanjanje benzilne zastitne grupe u molekulu 23,
primenom TiCl,. Medjutim, umesto Zeljenog proizvoda 7-O-benzoil-(+)-goniofufurona, dobijena je
hloridna izostera 29. U toj reakciji takodje je dobijen i C-7 epimer 30, tj. hloridna izostera 7-epi-(+)-
goniofufurona (Shema 3.1.2.) i mala koli¢ina benzoksepana 31, Kkoji najverovatnije nastaje

intramolekulskom Friedel-Crafts-ovom reakcijom.

© a
OBz Cl: ‘\ph
o TiCl, o
Ph”7 o e S ® oy
/ /L - BzOTiCl, A [\
o

BnO (o) [0) (o) O
23 23a
Intramolekulsko
a Syl ] Friedl-Crafts-ovo
PrOCNeS alkilovanje
Cl Cl Eh
. . 8 _~ O
Ph~7 O. . Debenzilovanje P 7 (@) - 5 32
' /k /K N %
HO I'o O BnO ”O (@] 10 9) /O 0
29 27 31

Shema 3.1.1. Reakcija jedinjenja 23 sa titanijum(1V)-hloridom.

Preliminarni bioloSki testovi su pokazali da hloridne izostere 29 i 30 inhibiraju rast pojedinih
tumorskih Celija pa su dizajnirane halogenidne izostere (+)-goniofufurona 1| i 7-epi-(+)-
goniofufurona Il sa bromidnim, jodidnim i fluoridnim funkcijama na C-7 (Shema 3.1.2.). Zbog toga

je planirano prou¢avanje reakcije jedinjenja 23 sa TiBry, Tils i TiF,.
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Shema 3.1.2. Dizajn halogenidnih analoga (+)-goniofufurona i 7-epi-(+)-goniofufurona izosternom varijacijom.

U cilju dobijanja pseudo-halogenidnih izostera, dizajnirani su azidni analozi (47 i 48) prirodnih
proizvoda | i Il. Pri tome je pretpostavljeno da se izostere 47 i 48 mogu dobiti nukleofilnim
otvaranjem oksetanskog prstena 5,7-anhidro-derivata (+)-goniofufurona i 7-epi-(+)-goniofufurona
sa trimetilsilil-azidom u prisustvu Lewis-ove kiseline (Shema 3.1.3.).

OH N3
Ph O,
o} O,
Ph " p— m' p— Ph)i)
. 5/
/K (o /K
HO" oo HO o™

(+)-Goniofufuron (1) 46 47
H
. Ph, O ¥ .
Ph/I)w. — gi}* — PhAL) ,
HO "’o/ko o” O HO' "'O/KO
7-epi-(+)-Goniofufuron () 49 48

Shema 3.1.3. Dizajn azidnih izostera (+)-goniofufurona i 7-epi-(+)-goniofufurona.
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Pored halogenidnih i pseudo-halogenidnih analoga dizajnirane su bioizostere (+)-goniofufurona

primenom strategije otvaranja i zatvaranja benzoksepanskog prstena molekula 31 (Shema 3.1.4.).™

Naime, kao Sto se sa Slike 3.1.1. moze videti benzoksepan 31 (roze boje) predstavlja konformaciono
krut analog (+)-goniofufurona | (zelene boje), pa je i njegova sinteza bila pozeljna i opravdana.
Takodje, poznato je da prirodni (+)-goniofufuron ima ogranicenu rotaciju oko Cs-C; veze zbog
formiranja vodoni¢ne veze izmedju 5-OH i 7-OH, Sto je potvrdjeno i rendgeno-strukturnom
analizom monokristala.?’ Superponiranjem struktura, dobijenih rendgeno-strukturnom analizom,
osnovnog molekula I i analoga 31 ustanovljeno je da postoji izuzetno dobro preklapanje ove dve
strukture u furano-furanonskom segmentu, kao i kod stiril-laktonskih funkcionalnih grupa.*

Slika 3.1.1. Superponirane strukture (+)-goniofufurona I (zelena) i benzoksepana 31 (roza). Svetlozelena
isprekidana linija predstavlja intramolekulsku H-vezu u prirodnom proizvodu 1.

Potom je benzoksepan, koji je dizajniran metodom zatvaranja prstena, posluzio kao osnov za
dobijanje novih bioizostera prirodnog proizvoda (+)-goniofufurona. Otvaranje oksepanskog prstena
u polozaju Cy0-Os planirano je da se uradi direktnim hidrogenovanjem 31 pri ¢emu bi se dobio
jedan od otvorenih analoga, molekul 51. Drugi otvoreni analog 53 dizajniran je formalnim

raskidanjem veze u polozaju C7-Cg sedmoclanog prstena.

" Slika 3.1.1. je dobijena primenom ,,Molecular Overlay“ opcije programa Accelrys Discovery Studio Visualizer v 3.1,
koji automatski daje optimalno preklapanje.
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Shema 3.1.4. Dizajn bioizostera (+)-goniofufurona i (—)-goniofufurona.
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Posto je poznato da enantiomeri mogu da ispoljavaju potpuno drugaciju biolosku aktivnost od svog

suprotnog para, dizajnirali smo i suprotne enantiomere od odredjenih analoga radi uporedjivanja

njihove antiproliferativne aktivnosti (Shema 3.1.4.). Obzirom da se ova jedinjenja ne mogu dobiti

direktno iz 31, za njihovo dobijanje su planirani viSefazni sinteticki putevi koji ¢e detaljno biti

diskutovani u tekstu koji sledi.
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3.2.  Sinteza izostera i bioizostera prirodnih stiril-laktona

Sinteza pocetnih intermedijera

Sinteza pocetnih intermedijera 4, 5, 8 1 9 polazi iz D-glukoze, koja po svojih hiralnim i topoloskim

karakteristika predstavlja najpogodniji monosaharid za dobijanje potrebnih derivata (Shema 3.2.1.).
OHC o ] O o R O o b o o c OHC o
s _%on —%Q\po _.%ijo =
MeO "'OX MeO "'OX HO "'OX BnO "'OX BnO "'OX
7 6 1 2 3
N\ | /

H
HO HO o HO HQ
o - o O. OH o. - O.
mQ Q “Q "Q
PH )( +  ph )( _ _ Ph + PH , )<
HO" “OH )( o
MeO Y MeO Y BnO S BnO
OH
9 8 D-glukoza 5 4

Shema 3.2.1. (a) cc H,SO,, anh. Me,CO, <10 °C—rt, 5 h, 44%; (b) BnBr, NaH, anh. DMF, 0 °C—rt, 2 h, 91%; ()
Hs1Os, anh. EtOAC, rt, 1.5 h; (d) PhMgBr/THF, anh. toluen, 0 °C, 4.5 h, 4 66%, 5 9%; (e) Mel, NaH, anh. DMF, 0
°C—ort, 2 h, 75%; (f) Hs1Og, anh. EtOAC, rt, 1.5 h; (g) PhMgBr/THF, anh. toluen, 0 °C, 5 h, 8 56%, 9 6%.

Reakcija D-glukoze sa koncentrovanom sumpornom kiselinom u anhidrovanom acetonu, pri ¢emu
se temperatura postepeno povecavala od 5-10 °C do sobne temperature, u toku 5 h, dobijena je
1,2:5,6-di-O-izopropiliden-a-D-glukofuranoza (1) u prinosu od 44% (Shema 3.2.1.). Diacetonid
glukoze 1 je poznato jedinjenje, a njegove fizicke konstante i spektroskopski podaci su u dobroj

saglasnosti sa literaturnim podacima.”

U cilju zastite slobodne hidroksilne grupe u polozaju C-3, jedinjenje 1 je podvrgnuto reakciji sa
benzil-bromidom, u anhidrovanom DMF, u prisustvu natrijum-hidrida (0 °C—rt, 2 h), pri ¢emu je
dobijen poznati 3-O-benzil-derivat 2 u prinosu od 91%. Spektroskopski podaci ovog jedinjenja i

vrednost njegove opticke rotacije takodje su u dobroj saglasnosti sa podacima u literaturi.”

Naredna etapa bila je selektivno uklanjanje 5,6-O-izopropilidenske zastite diacetonida 2, praceno
sukcesivnim glikolnim raskidanjem 5,6-diolne funkcije. Ovo je postignuto u jednoj fazi, dejstvom
perjodne kiseline u anhidrovanom EtOAc (rt, 1.5 h), pri ¢emu je dobijen aldehid 3, koji je bez

pre¢iScavanja dalje tretiran fenilmagnezijum-bromidom dajuci stereoizomerne alkohole 4 i 5.

Grignard-ova reakcija aldehida 3 u smesi anhidrovanog toluena i THF (5:1), na 0 °C, u toku 4.5 h,
dala je stereoizomerne alkohole 4 i 5 u pribliznom medjusobnom odnosu 7:1. Dominantni
stereoizomer 4 izolovan je u prinosu od 66% dok je minorni sterecizomer 5 dobijen u prinosu od

9%. Pored zeljenih proizvoda izolovana je i manja koli¢ina neizreagovanog aldehida 3 (3%). Ovako
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dobijeni alkoholi u potpunosti su okarakterisani, a dobijeni podaci su bili u dobroj saglasnosti sa

literaturnim podacima.’’

Reakcijom jedinjenja 1 sa metil-jodidom, u anhidrovanom DMF, u prisustvu natrijum-hidrida (0
°C—rt, 2 h), dobijen je poznati 3-O-metil-derivat 6 u prinosu od 75%. Spektroskopski podaci i

vrednost opticke rotacije ovog jedinjenja su u potpunoj saglasnosti sa literaturnim podacima.”

Jedinjenje 6 je zatim podvrgnuto selektivnom uklanjanju 5,6-O-izopropilidenske zastite, pra¢eno
sukcesivnim glikolnim raskidanjem 5,6-diolne funkcije. Po sliénom postupku kao u slucaju
jedinjenja 2, transformacija 6 je postignuta u jednoj fazi, dejstvom perjodne Kiseline u
anhidrovanom EtOAc (rt, 1.5 h), pri ¢emu je dobijen aldehid 7, koji je bez pre¢is¢avanja dalje

tretiran fenilmagnezijum-bromidom dajuéi stereoizomerne alkohole 8 i 9.

Grignard-ova reakcija aldehida 7 je izvedena u smeSi anhidrovanog toluena i THF (5:1), na 0 °C, u
toku 5 h, pri ¢emu su dobijeni stereoizomerni alkoholi 8 i 9 u pribliznom medjusobnom odnosu
10:1. Dominantni stereoizomer 8 izolovan je u prinosu od 56% dok je minorni stereoizomer 9
dobijen u prinosu od 6%. Takodje je izolovana i manja koli¢ina neizreagovanog aldehida 7 (7%).
NMR spektri ovih alkohola su potvrdili prisustvo fenilne [6y 7.20-7.55 ppm (m, 5 H, Ph) za 8, 6y
7.20-7.50 ppm (m, 5 H, Ph) za 9, kao i na 6c 126.88-139.72 ppm (Ph) za 8, odnosno ¢ 125.97-
141.39 ppm (Ph) za 9] i hidroksilne grupe [8: 64 2.88 ppm (bs, 1 H, OH); 9: 64 3.62 ppm (bs, 1 H,
OH)].

Dodatna potvrda stereohemije Grignard-ovih alkohola 9 i 8 dobijena je rendgeno-strukturnom

analizom odgovarajuc¢ih monokristala (Slika 3.2.1.).

Slika 3.2.1. ORTEP prikaz trodimenzionalnih struktura intermedijera 9 (levo) i 8 (desno).
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Za naredne faze naSih radova bilo je neophodno obezbediti vete koli¢ine benzilnog
stereoizomernog alkohola 5 koji je u Grignard-ovoj reakciji dobijen kao sporedni proizvod. 1z tog
razloga je alkohol 4 oksidovan piridinijum-hlorohromatom u metilen-hloridu, pri ¢emu je dobijen
keton 10" u prinosu od 94% (Shema 3.2.2.). U **C NMR spektru postoji signal koji odgovara
karbonilnom C-atomu (193.56 ppm), koji zajedno sa intenzivnom trakom koja je u IR spektru
locirana na 1704 cm ' (ve=0) nedvosmisleno dokazuje da je hidroksilna grupa oksidovana u keto
funkciju.

OH o OH

Ph™ O a Ph o] b Ph o)
o T o T Ko

B P BnO " B “
" o o o o

4 10 5

Shema 3.2.2. (a) PCC, anh. CH,Cl; 1, 3 h, 94%; (b) L-vinska kiselina, NaBH,, anh. THF 1|, 2.5 h, zatim —7
°Cort, 5 h, 93%.

Keton 10 je zatim redukovan sa reagensom koji se priprema in situ od L-vinske kiseline i natrijum-
borhidrida (refluks, 2.5 h) u anh. THF (=7 °C—rt, 5 h), pri ¢emu je dobijen Zeljeni alkohol 5, u
prinosu od 93% (Shema 3.2.2.).

Konaéno, za dobijanje deoksigenovanih derivata u polozaju C-7, bilo je neophodno sintetizovati

pocetne intermedijere 14 i 15 polaze¢i iz diacetonida glukoze 1.

Dejstvom perjodne Kkiseline u anhidrovanom EtOAc (rt, 6 h), jedinjenje 1 je podvrgnuto
selektivnom uklanjanju 5,6-O-izopropilidenske zastite, koje je praceno i sukcesivnim glikolnim
raskidanjem 5,6-diolne funkcije, pri ¢emu je dobijen aldehid 11, koji je bez pre¢iS¢avanja dalje
tretiran natrijum-borhidridom u metanolu daju¢i primarni alkohol 12 u prinosu od 92% (Shema
3.2.3.). Spektroskopski podaci i vrednost opticke rotacije ovog jedinjenja su u dobroj saglasnosti sa

literaturnim podacima.®
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Shema 3.2.3. (a) Hs510g, anh. EtOAC, rt, 6 h; (b) NaBH,, anh. MeOH, rt, 1.5 h, 92%; (c) PhsP, DEAD, anh. toluen, O
°C—tk., 1.5h, 62%; (d) PhMgBr/THF 1|, 13.5 h, 77%; (e) BnBr, NaH, anh. DMF, 0 °C—rt, 2 h, 99%.

Intramolekulskom Mitsunobu-ovom reakcijom, koja je izvedena dejstvom dietilazodikarboksilata i
trifenil-fosfina, u kljucalom toluenu, u toku 1.5 h, diol 12 je preveden u 3,5-anhidro-derivat 13
(62%). Ovaj oksetanski derivat je poznato jedinjenje, a njegovi spektroskopski podaci i vrednost

opticke rotacije su u dobroj saglasnosti sa literaturnim podacima.®*®2

3,5-Anhidro-sistem je zatim podvrgnut nukleofilnom otvaranju oksetanskog prstena sa
fenilmagnezijum-bromidom u anhidrovanom THF na temperaturi Klju¢anja u toku 13.5 h, pri ¢emu
je dobijen alkohol 14 u prinosu od 77%. U NMR spektrima jedinjenja 14 signali koji su locirani na
oy 7.20-7.35 ppm (m, 5 H, Ph), kao i na dc 126.49-137.45 ppm (Ph) nedvosmisleno ukazuju na
prisustvo aromati¢nog jezgra u ovom molekulu. U IR spektru proizvoda 14 uodljiva je intenzivna

traka, na 3418 cm ', koja potiGe od valencionog istezanja O—H veze alkoholne hidroksilne grupe.®

Uvodjenje benziletarske funkcionalne grupe u polozaj C-5 jedinjenja 14 postignuto je standardnom
metodom dejstvom benzil-bromida i natrijum-hidrida u anhidrovanom DMF-u, pri ¢emu je dobijen
benzilni derivat 15 u prinosu od 99%. U IR spektru jedinjenja 15 odsutan je signal na 3418 cm™
koji odgovara valencionom istezanju O—-H veze, sto ukazuje da alkoholna hidroksilna grupa nije
prisutna u molekulu 15. S druge strane, prisustvo novouvedene benzilne funkcionalne grupe u 15
potvrdjeno je signalima u *H NMR spektru gde je prisutna grupa signala na 7.17-7.48 ppm (m, 10
H, 2xPh), kao i signalima u **C NMR spektru koji poticu od ugljenikovih atoma aromati¢nog jezgra
[6c 126.13, 127.54, 127.73, 128.25, 128.33, 128.98, 137.50 i 137.91 ppm (2xPh)]. Dodatna potvrda
prisustva benzilne funkcionalne grupe je signal lociran na ¢ 71.46 ppm (PhCHy).

Zbog potrebe dobijanja intermedijera sa zaSticenim OH grupama u polozajima C-3 i C-5, jedinjenja
5 i 4 su podvrgnuta benzoilovanju primenom standardnog postupka (BzCl, anh. Py, 0 °C—rt). Pri
tome su dobijeni ocekivani 5-O-benzoil-derivati 16 (88%) i 17 (97%) (Shema 3.2.4.).
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Dobijanje benzoil-derivata 16 sa 5R konfiguracijom, postignuto je i Mitsunobu-ovom reakcijom sa
benzoevom kiselinom, u prisustvu PhsP, dietilazodikarboksilata u anhidrovanom THF, pri ¢emu je
iz jedinjenja 4 (5S konfiguracija), dobijen proizvod 16 (5R konfiguracija) u prinosu od 82%.

HO BzO
i O. j O.
Ph/pwo Ph/\5_7“‘0
BnO I/O)( BnO I/O)(
4 17

Shema 3.2.4. (a) BzCl, anh. Py, 0 °C—rt, 22 h za 5, 16 88%; 18.5 h za 4, 17 97%; (b) BzOH, PhsP, DEAD, anh.
THF, 0 °C—rt, 4 h, 82%.

Potvrda strukture novonastalih jedinjenja 16 i 17 je odsustvo signala u IR spektrima koji su
karakteristi¢ni za valenciono istezanje O-H veze alkoholne hidroksilne grupe [5: 3481 cm™', 4:
3497 cm '], kao i odsustvo pojedinih signala u protonskim NMR spektrima [5: & 3.14 ppm (bs, 1
H, OH); 4: 64 3.36 ppm (bs, 1 H, OH)].

Prisustvo signala u IR spektrima na 1645 cm ™' za 16 i 1721 cm ' za 17, kao i signala u **C NMR
spektrima 164.63 ppm za 16 i 165.62 ppm za 17, nedvosmisleno potvrdjuje prisustvo novouvedene

5-0-benzoil-grupe u molekulima 16 i 17.

Sinteza halogenidnih i pseudo-halogenidnih izostera prirodnih stiril-laktona tipa
goniofufurona

Prve dve faze u sintezi halogenidnih analoga obuhvataju prethodno uklanjanje 1,2-O-
izopropilidenske zastite pocetnih intermedijera 5, 4, 16 i 17, praceno zatvaranjem y-laktonskog
prstena. Uklanjanje izopropilidenske zaStite postignuto je dejstvom 90% trifluorosiréetne kiseline
(rt, 30—40 min), pri ¢emu su dobijeni laktoli 18 (88%), 20 (83%), 22 (86%) i 24 (68%) (Shema
3.2.5)).

U spektrima ovih laktola evidentno je odsustvo karakteristi¢nih singleta (3 H, svaki) u oblasti niskih
ppm vrednosti Sto dokazuje da je tokom reakcija iz polaznih jedinjenja doslo do uklanjanja 1,2-O-
izopropilidenske zastite. Potvrde struktura proizvoda su takodje IR spektri ovih laktola kod kojih su
vidljive Siroke trake na 3396 cm ' (18), 3396 cm ' (20), 3441 cm ' (22) i 3431 cm' (24) koje
poti¢u od valencionog istezanja O—H veze iz alkoholnih hidroksilnih grupa.
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Nakon uklanjanja zastite pristupilo se bazno-katalizovanoj ciklokondenzaciji laktola 18, 20, 22 i 24
sa Meldrum-ovom kiselinom. Reakcija je izvedena u DMF na 46 °C, u toku 65-70 h, u prisustvu
EtsN, pri ¢emu su dobijeni odgovarajuéi laktoni 19 (51%), 21 (48%), 23 (71%) i 25 (64%) (Shema
3.2.5).
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Ph o a L b o
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Shema 3.2.5. (a) 90% aq. TFA, rt; 40 min, 18 88%; 0.5 h, 20 83%; 0.5 h, 22 86%); 0.5 h, 24 68%; (b) Meldrum-ova
kiselina, Et;N, anh. DMF, 46 °C; 65 h, 19 51%; 70 h, 21 48%; 68 h, 23 71%; 67 h, 25 64%; (c) BzCl, anh. Py, 0
°C—rt, 17 h, 87%.

Lakton 25 je takodje dobijen i reakcijom benzoilovanja laktona 21 u prisustvu BzCl u

anhidrovanom piridinu pri ¢emu je reakcija trajala 17 h i dobijen je Zeljeni derivat u prinosu od 87%
(Shema 3.2.5.).

U IR spektrima proizvoda 19, 21, 23 i 25 uocljive su karakteristicne trake na 1785, 1754, 1788 i
1788 cm ' respektivno, koje dokazuju prisustvo laktonskih karbonilnih grupa. Prisustvo ovih
karbonilnih grupa u molekulima 19, 21, 23 i 25 definitivno dokazuju i signali koji su u *C NMR
spektrima locirani na 8¢ 175.26, 175.25, 175.22 i 175.39, respektivno.

U IR spektrima proizvoda 19 i 21 uoéljive su i intenzivne trake, na 3476 cm™' i na 3469 cm ™', koje
poticu od valencionog istezanja O-H veze alkoholnih hidroksilnih grupa, dok takvi signali nisu
prisutni u IR spektrima laktona 23 i 25. S druge strane, u IR spektrima jedinjenja 23 i 25 prisutne su
intenzivne trake na 1721 i 1710 cm ' koje potvrdjuju postojanje estarske 7-O-benzoil-grupe.
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Takodje, u protonskim NMR spektrima ova dva jedinjenja prisutni su slede¢i signali: 23: oy 7.12—
8.02 (m, 15 H, 3xPh) i 25: 6 7.21-8.11 (m, 15 H, 3xPh) koji definitivno potvrdjuju prisustvo po tri

fenilne funkcije u ovim molekulima.

Nakon pripreme sva Cetiri potrebna polazna laktona adekvatnim hemijskim transformacijama

dobijeni su hloridni analozi (+)-goniofufurona i 7-epi-(+)-goniofufurona.

Naime prvo su dobijeni 5-O-benzilni hlorni analozi, Sy2 supstitucijom hidroksilne grupe (C-7) u
jedinjenjima 19 i 21, u uslovima Whistler-Anisuzzaman-ove reakcije.®* Nakon njihove reakcije sa
ugljentetrahloridom i trifenil-fosfinom u anhidrovanom piridinu, dobijeni su Zeljeni proizvodi 26
(44%) 1 27 (41%) (Shema 3.2.6.). Prilikom ove reakcije dolazi do inverzije konfiguracije na C-7
[7TR(19)—7S(26), 7S(21)—7R(27)]. U obe reakcije kao sporedni proizvod nastaje i olefin 28 kao
posledica konkurentne E; eliminacije.

Ph

)73* mx O SLY

BnO (e} [e)
26 28
Ph
/K /K BnO ."O/KO
21 27 28

Shema 3.2.6. (a) CCly, PhsP, anh. Py, 0 °C—rt, 6.5 h, 26 44%, 28 23%; 27.5 h, 27 41%, 28 8%.

Odsustvo hidroksilnih grupa u molekulima 26 i 27 potvrdjuju izostanak karakteristi¢ne trake u IR
spektru na 3476 i 3469 cm ' koje su prisutne u spektrima jedinjenja 19 i 21. Signal koji se u **C
NMR spektru javlja pri visSim vrednostima magnetnog polja, 6¢c 61.09 (C-7), definitivno potvrdjuje
da molekul 26 sadrzi hloridnu funkciju na C-7, kao i signal c 57.53 (C-7) u *C NMR spektru
jedinjenja 27. Identitet i Cistoca proizvoda 26 i 27 dodatno su potvrdjeni masenim spektrima visoke
rezolucije. Sporedni proizvod 28 takodje je okarakterisan IR, NMR i M-spektrima.

Nakon dobijanja derivata 26 i 27 bilo je potrebno ukloniti benziletarsku zastitu sa C-5, Sto je
postignuto tretmanom sa titan(IVV)-hloridom u anhidrovanom metilen-hloridu. Prilikom tretmana
jedinjenja 27 (1 h na 0 °C, a zatim 3 h na sobnoj temperaturi), delimi¢no dolazi i do epimerizacije
na C-7, pa su dobijeni C-7 epimerni hlorni derivati 29 i 30, u respektivnim prinosima od 42% i

25%. Prilikom tretmana jedinjenja 26 pri istim reakcionim uslovima dobijena je smeSa C-7
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hloridnih epimera u kojoj je takodje dominantan derivat 29 (37%), dok je minorni stereoizomer 30
dobijen u prinosu od 28% (Shema 3.2.7.).
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Shema 3.2.7. (a) TiCl,, anh. CH,Cl,, 0 °C—rt, 4 h, 29 42%, 30 25% (iz 27); 29 37%, 30 28% (iz 26); 29 33%, 30
19%, 31 17% (iz 23); 29 33%, 30 16%, 31 18% (iz 25).

Direktne hloridne izostere 29 i 30 mogu se dobiti i dejstvom TiCl, u anhidrovanom metilen-hloridu
na laktone 23 i 25. Primenom istih reakcionih uslova kao i u prethodnim ogledima (1 hna 0 °C, a
zatim 3 h na sobnoj temperaturi) iz polaznog molekula 23 dobijene su hloridne izostere 29 (33%) i
30 (19%). Pored ova dva jedinjenja u reakciji nastaje i benzoksepan 31 u prinosu od 17% kao
rezultat Friedel-Crafts-ovog intramolekulskog alkilovanja (Shema 3.2.7.). Vrlo sli¢ni rezultati su
dobijeni primenom istih reakcionih uslova na jedinjenje 25. Dobijeni su C-7 epimeri 29 i 30 u
respektivnim prinosima od 33 i 16%. Pored toga izolovan je i benzoksepan 31 u prinosu od 18%. U
ovim reakcijama je detektovano i prisustvo tragova benzilnih derivata 26 i 27 Sto dokazuje da
supstitucija estarskih grupa prethodi debenzilovanju. Mehanizam ove reakcije najverovatnije
obuhvata inicijalno formiranje benzilnog karbokatjona 23a koji je prikazan na Shemi 3.1.1.

Prisustvo hidroksilne grupe u molekulu 29 potvrdjuje karakteristicna traka koja je u IR spektru
locirana na 3440 cm™. Signal koji se u **C NMR spektru javlja pri vi$im vrednostima magnetnog
polja, dc 58.04 (C-7), definitivno potvrdjuje da molekul 29 sadrzi hloridnu funkciju na C-7. Pored
toga, oba NMR spektra pokazuju signale koji potvrdjuju prisustvo y-laktonskog prstena u strukturi
29: oy 2.57 (d, 1 H, J2a2=18.7 Hz, H-2a), 2.68 (dd, 1 H, J:2,=18.8 Hz, H-2b); 6c 36.07 (C-2),
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175.15 (C-1). Prisustvo laktonske funkcije u molekulu 29, dodatno potvrdjuje i njegov IR spektar,
koji na 1784 cm™ sadrzi karakteristiGnu traku koja odgovara valencionom istezanju laktonske
karbonilne grupe. Identitet i ¢istoca proizvoda 29 dodatno su potvrdjeni masenim spektrom visoke
rezolucije [m/e 269.0579 (M*+H); izra¢unato za Ci3H14ClO4: 269.0575], kao i odgovarajuéim
podacima elementarne mikroanalize (Nadjeno: C, 58.01; H, 5.00. Izracunato za Cy3H313ClO,4: C,
58.11; H, 4.88).

Karakteristi¢na traka koja se u IR spektru jedinjenja 30 javlja na 3446 cm™, kao i signal u *"H NMR
spektru lociran na 2.01 ppm (bs, 1 H, OH) potvrdjuju prisustvo slobodne hidroksilne grupe na C-3.
Signal koji je u *C NMR spektru prisutan na visokim vrednostima magnetnog polja, 5c 61.10 ppm
(C-7), definitivno potvrdjuje da molekul 30 sadrzi hloridnu funkciju na C-7. Pored toga, oba NMR
spektra pokazuju signale koji potvrdjuju prisustvo y-laktonskog prstena u strukturi 30: 6y 2.76 (dd,
1 H, J2a2=18.9 Hz, J553=5.3 Hz, H-2a), 2.87 (dd, 1 H, J2,3=1.7 Hz, H-2b); 8¢ 35.91 (C-2), 175.12
(C-1). Prisustvo laktonske funkcije u molekulu 30, dodatno potvrdjuje i njegov IR spektar, koji na
1785 cm* sadrzi karakteristiénu traku koja odgovara valencionom istezanju laktonske karbonilne
grupe. Identitet i Cistoca proizvoda 30 dodatno su potvrdjeni masenim spektrom visoke rezolucije
[m/e 313.0489 (M +HCOO), izracunato za C14H14CIOg: 313.0484].

Strukture i stereohemija svih hloridnih proizvoda 27, 26, 29 i 30 definitivno su potvrdjene
rendgeno-strukturom analizom odgovaraju¢ih monokristala (Slike 3.2.2. 1 3.2.3.).

Slika 3.2.2. ORTEP prikaz trodimenzionalne strukture izosternih analoga 27 (levo) i 26 (desno).
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Slika 3.2.3. ORTEP prikaz trodimenzionalne strukture izosternih analoga 29 (levo) i 30 (desno).

Primenom sli¢nih hemijskih transformacija dobijeni su bromidni analozi prirodnih proizvoda (+)-

goniofufurona (1) i 7-epi-(+)-goniofufurona (I1) polaze¢i iz pocetnih intermedijera 19, 21, 23 i 25.

Prvo su sintetizovani 5-O-benzilovani bromidni analozi (33 i 32) primenom Whistler-Anisuzzaman-
ove reakcije.?* Reakcijom 19, odnosno 21, ugljentetrabromida i trifenil-fosfina u anhidrovanom
piridinu (0 °C—rt) u toku 27 h, odnosno 4 h, dobijeni su Zeljeni proizvodi 32 (49%), odnosno 33
(54%) (Shema 3.2.8.). Prilikom ove reakcije, kao i kod sinteze hloridni analoga (27 i 26), dolazi do

inverzije konfiguracije na C-7. Pored toga, u obe reakcije nastaje i olefin 28, kao sporedni proizvod.

Ph

53* W’Jx sy

mx 53* sy

Shema 3.2.8. (a) CBry, PhsP, anh. Py, 0 °C—rt, 27 h, 32 49%, 28 24%; 4 h, 33 54%, 28 8%.

Izostanak karakteristi¢ne trake na 3476 cm' i na 3469 cm ' u IR spektrima jedinjenja 19 i 21,
potvrdjuje odsustvo hidroksilnih grupa u molekulima 32 i 33. Signal koji se u **C NMR spektru
javlja pri visSim vrednostima magnetnog polja, 6c 51.49 (C-7), definitivno potvrdjuje da molekul 32
sadrzi bromidnu funkciju na C-7, kao i signal 8¢ 48.14 (C-7) u *C NMR spektru jedinjenja 33.

Identitet i Cistoca proizvoda 32 i 33 dodatno su potvrdjeni masenim spektrima visoke rezolucije.

Nakon toga je ispitan uticaj titanijum(IV)-bromida u anhidrovanom metilen-hloridu na jedinjenja 33
i 32, a zatim i na laktone 23 i 25. Prilikom tretmana jedinjenja 33 (1 h na 0 °C, a zatim 4 h na
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sobnoj temperaturi), dobijeni su C-7 bromidni epimeri 34 i 35, sa odliénom stereoselektivnoscu, pri
¢emu je D-glicero-D-ido stereoizomer 34 izolovan u prinosu 86%, dok je L-glicero-D-ido derivat 35
dobijen u prinosu od samo 1% (odnos izomera 86:1). Medjutim, prilikom tretmana jedinjenja 32 pri
slicnim reakcionim uslovima (1 h na 0 °C, a zatim 5 h na sobnoj temperaturi), dobijeni su C-7
bromidni epimeri kod kojih je dominantni L-glicero-D-ido izomer 35 izolovan u prinosu od 60%,
dok je minorni D-glicero-D-ido stereoizomer 34 dobijen u prinosu od 14% (Shema 3.2.9.). Kao i u
sintezi hloridnih analoga i u ovim reakcijama pored uklanjanja zasStitninh grupa dolazi i do
epimerizacije na C-7, ali za razliku od hloridnih analoga mozemo primetiti da je stereoselektivnost
daleko bolja pogotovo u reakciji sa 33. Ovu bolju selektivnost titanijumovog reagensa
najverovatnije mozemo pripisati veli¢ini bromidnog anjona kojem je prilaz molekulu sa si strane iz
stereohemijskih razloga ogranicen, kao posledica toga dobijen je 7R izomer 34 u visokom prinosu

dok je 7S izomer 35 dobijen u tragovima.
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Shema 3.2.9. (a) TiBra, anh. CH,Cl,, 0 °C—rt; 5 h, 34 86%, 35 1% (iz 33); 6 h, 34 14%, 35 60% (iz 32); 3 h, 34
539, 35 22%, (iz 23); 5 h, 34 50%, 35 21%, (iz 25).

Direktne bromidne izostere goniofufurona (molekul 34) i 7-epi-goniofufurona (molekul 35) mogu
se dobiti i reakcijom jedinjenja 23 i 25 sa TiBr4 u anhidrovanom metilen-hloridu (Shema 3.2.9.).
Prilikom tretmana laktona 23 (1 h na 0 °C, a zatim 2 h na sobnoj temperaturi) dobijeni su bromidni

C-7 epimeri u pribliznom odnosu 2:1, pri ¢emu je dominatni izomer 34 dobijen u prinosu od 53%,
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dok je sporedni proizvod 35 dobijen u prinosu od 22%. Prilikom primene sli¢nih reakcionih uslova
na jedinjenje 25 dobijeni su isti izomeri u veoma sli¢nim prinosima i medjusobnim odnosima (50%
34, 21% 35, priblizan odnos 2:1). Ovakav odnos proizvoda u reakciji bez obzira na stereohemiju
polaznog jedinjenja potvrdjuje pretpostavku da mehanizam ove reakcije te¢e preko karbokatjona
23a (Shema 3.1.1.). Takodje je vazno napomenuti da u reakcijama sa TiBr4 ne nastaje benzoksepan
kao sporedni proizvod, ovo je posledica osobina reagenasa, odnosno ¢injenice da TiCl, predstavlja
jacu Lewis-ovu kiselinu u odnosu na TiBry i samim tim favorizuje Friedel-Crafts-ovu reakciju

intramolekulskog alkilovanja.

Prisustvo hidroksilne grupe u molekulu 34 potvrdjuje karakteristicna traka koja je u IR spektru
locirana na 3395 cm™. Signal u **C NMR spektru [8c 49.76 (C-7)], definitivno potvrdjuje da
molekul 34 sadrzi bromidnu funkciju na C-7. Pored toga, oba NMR spektra pokazuju signale koji
potvrdjuju prisustvo y-laktonskog prstena u strukturi 34: 6y 2.34 (d, 1 H, J222,=18.8 Hz, H-2a), 2.78
(dd, 1 H, J2a2=18.5, J2p3=5.4 Hz, H-2b); &¢ 36.55 (C-2), 175.97 (C-1). Prisustvo laktonske funkcije
u molekulu 34, dodatno potvrdjuje i njegov IR spektar, koji na 1753 cm™ sadrzi karakteristi¢nu
traku koja odgovara valencionom istezanju laktonske karbonilne grupe. Identitet 1 Cisto¢a proizvoda
34 dodatno su potvrdjeni masenim spektrom visoke rezolucije [m/e 313.0066 (M*+H), izratunato za
Ci13H14BrO4: 313.0070].

Karakteristi¢na traka koja se u IR spektru jedinjenja 35 javlja na 3417 cm™, kao i signal u *"H NMR
spektru lociran na 2.31 ppm (bs, 1 H, OH) potvrdjuju prisustvo slobodne hidroksilne grupe na C-5.
Signal koji je u **C NMR spektru prisutan na nizim vrednostima ppm [8¢ 51.40 (C-7)], definitivno
potvrdjuje da molekul 35 sadrzi bromidnu funkciju na C-7. Pored toga, oba NMR spektra pokazuju
signale koji potvrdjuju prisustvo y-laktonskog prstena u strukturi 35: 6y 2.73 (dd, 1 H, J2,2,=18.9
Hz, J2.3=5.2 Hz, H-2a), 2.85 (bd, 1 H, Ja2p=18.6 Hz, H-2b); 6c 35.90 (C-2), 175.46 (C-1).
Prisustvo laktonske funkcije u molekulu 35, dodatno potvrdjuje i njegov IR spektar, koji na 1773
cm ! sadrzi karakteristi¢nu traku koja odgovara valencionom istezanju laktonske karbonilne grupe.
Identitet i Cistoca proizvoda 35 dodatno su potvrdjeni masenim spektrom visoke rezolucije [m/e
313.0064 (M*+H), izra¢unato za C13H14BrO,4: 313.0070].
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Konacna potvrda struktura i stereohemije bromidnih analoga 33, 32, 34 i 35 dobijena je primenom

rendgeno-strukturne analize odgovaraju¢ih monokristala (Slike 3.2.4.13.2.5.).

Slika 3.2.4. ORTEP prikaz trodimenzionalne strukture izosternih analoga 33 (levo) i 32 (desno).

Slika 3.2.5. ORTEP prikaz trodimenzionalne strukture izosternih analoga 34 (levo) i 35 (desno).

Nakon uradjenih rendgeno-strukturnih analiza hloridnih (29, 30, 27 i 26) i bromidnih analoga (34,
35, 33 i 32), uporedili smo njihove 3D strukture sa strukturama prirodnih proizvoda I i 11 koje su
ranije opisane u literaturi.®® Nakon superponiranja 3D strukture prirodnog proizvoda | sa
strukturama analoga 29 i 34, odnosno prirodnog proizvoda 11 sa 30 i 35, dobijena je Slika 3.2.6."
Kao Sto mozemo videti sa Slike 3.2.6.A, na kojoj su superponirane strukture izomera 7R
konfiguracije, analozi 29 i 34 imaju istu 3D strukturu, dok struktura prirodnog proizvoda I ima
drugaciju orijentaciju fenilnog prstena i hidroksilne grupe sa C-7 u odnosu na analoge. Naime,
torzioni ugao izmedju H-6 i H-7 u kristaloj strukturi I iznosi 72.1°, §to je posledica intramolekulske
vodoni¢ne veze izmedju 5-OH i 7-OH.?* Nasuprot tome, kako se sa Slike 3.2.6.B moZe videti,

" Slika 3.2.6. je dobijena primenom ,,Molecular Overlay* opcije programa Accelrys Discovery Studio Visualizer v 3.1,
koji automatski daje optimalno preklapanje.
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strukture derivata sa 7S konfiguracijom se mnogo bolje slazu, odnosno 7-epi-goniofufuron i analozi
30 i 35 imaju iste konformacije. Torzioni ugao izmedju H-6 i H-7 kod kristalnih struktura jedinjenja
1, 29, 30, 34 i 35 iznosi 174.3-178.4°. Ove vrednosti odgovaraju H-NMR vicinalnim
kuplovanjima (Js 7=7.9-10.3 Hz), Sto ukazuje da sva tri molekula imaju sli¢nu konformaciju kako u
rastvoru, tako i u kristalnom obliku. Vicinalno kuplovanje kod goniofufurona I (Js7=5.3 Hz)
takodje upucuje na razli¢itu geometriju acikli¢nog dela molekula u odnosu na ostale posmatrane
derivate. Pretpostavljamo da ¢e se ova razlika u geometriji odraziti i na bioloSku aktivnost ovih

derivata, o cemu ¢e se nesto kasnije, detaljno diskutovati.

(B)

Slika 3.2.6. Superponirane strukture (A) (+)-goniofufuron I (tirkizna), 29 (roza) i 34 (narandzasta), (B) 7-epi-
goniofufuron 11 (plava), 30 (zelena) i 35 (braon).

Za sintezu 5-O-benzil jodidnih derivata (+)-goniofufurona 37 i 7-epi-(+)-goniofufurona 36
koris¢ena je Garegg-Samuelsson-ova reakcija za direktnu supstituciju OH grupe atomom joda.®
Naime jedinjenje 19 je tretirano jodom, trifenil-fosfinom i imidazolom u anhidrovanom toluenu, u
atmosferi azota, na 70 °C u toku 3 h, pri ¢emu je dobijena smesa jodidnih analoga 36 i 37 (priblizno
4:1) i olefina 28. Nakon precis¢avanja preparativnom TLC uspe$no su razdvojeni 36 (41%), 37
(11%) i 28 (10%). Kao sto se vidi glavni proizvod je analog prirodnog proizvoda Il 7S izomer 36,
Sto znaci da u ovoj reakciji dolazi pretezno do inverzije konfiguracije na C-7 (Shema 3.2.10.).

Prilikom primene istih reakcionih uslova na jedinjenje 21 dobijeni su znatno niZi prinosi i odnos
izomera je bio svega 2:1 u korist 37. Ovo je bio razlog da na jedinjenje 21 primenimo drugacije
reakcione uslove, pa je umesto imidazola, kao baza koris¢en 2,6-lutidin, a kao rastvara¢ je
primenjen anhidrovani CH,Cl,. Reakcija je izvedena u atmosferi azota, na temperaturi 0 °C—rt, u
toku 28.5 h (Shema 3.2.10.). Pri tome je dobijena smesa jodidnih analoga (37 i 36) i olefina 28, koja
je razdvojena preparativnom TLC. Kao dominantni proizvod izolovana je jodidna izostera (+)-
goniofufurona (jedinjenje 37) u prinosu od 44.5%, dok je sporedni proizvod bila jodidna izostera 7-
epi-(+)-goniofufurona 36 u prinosu od 2%. Primenom ove metode dobijena je odli¢na

stereoselektivnost tj. odnos izomera je 22:1 u korist 37. Olefin 28 je izolovan u prinosu od 11%.

44



Jovana M. Francuz Doktorska disertacija

Ph

OH 1 |
a -
BnO I’O/Ko BnO I’O/Ko BnO I’O/Ko BnO I/O/Ko
19 37

36 28

| Ph

OH b !
BnO "/O/Ko "/o/ko BnO -I/O/KO BnO .I’O/K
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Shema 3.2.10. (a) I, PhsP, imidazol, anh. toluen, 70 °C, 3 h, 36 41%, 37 11%, 28 10%; (b) I,, PhsP, 2,6-lutidin, anh.
CH,Cl,, 0 °C—rt, 28.5 h, 37 44.5%, 36 2%, 28 11%.

Odsustvo hidroksilne grupe u molekulima 37 i 36 potvrdjuju izostanci karakteristi¢nih traka u IR
spektrima, koje su se u spektrima jedinjenja 19 i 21 javljale na 3476 cm ' i na 3469 cm '. U *C
NMR spektrima prisutni su signali na niskim vrednostima ppm, Sto potvrdjuje da molekuli 37 [6¢c
26.18 (C-7)] 1 36 [0¢ 27.87 (C-7)] sadrze jod u polozaju C-7, Sto uzrokuje dijamagnetno pomeranje.
Pored toga, NMR spektri oba jedinjenja pokazuju signale koji potvrdjuju prisustvo y-laktonskog
prstena u strukturama [37: oy 2.54 (d, 1 H, J2.2,=18.9 Hz, H-2a), 2.64 (dd, 1 H, J;,3=4.8,
J2a20=18.9 Hz, H-2b); 8¢ 36.35 (C-2), 175.11 (C-1); 36: 64 2.76 (dd, 1 H, Jpa26=18.9, J243=5.8 Hz,
H-2a), 2.88 (bd, 1 H, J242,=18.6 Hz, H-2b); 6¢c 35.91 (C-2), 175.13 (C-1)]. Prisustvo laktonskih
funkcija u molekulima 37 i 36, dodatno potvrdjuju i njihovi IR spektri, koji na 1789 cm™ (kod oba)
sadrze karakteristi¢ne trake koje odgovaraju valencionom istezanju laktonskih karbonilnih grupa.
Identitet i Cistoca proizvoda 37 i 36 dodatno su potvrdjeni masenim spektrima visoke rezolucije
[m/e 468.0653 (M"+NHy), izratunato za CyoHxINO,: 468.0666 za 37, odnosno m/e 468.0658
(M*+NH,), izradunato za CooH23INO,: 468.0666 za 36].

Uklanjanje benzilne zaStitne grupe u polozaju C-5, postignuto je primenom Ti(IV)-jodida u
anhidrovanom metilen-hloridu. Prilikom tretmana 37 (1 h na 0 °C, a zatim 2.5 h na sobnoj
temperaturi), dobijene su direktne jodidne izostere prirodnih proizvoda 38 i 39, pri ¢emu je D-
glicero-D-ido stereoizomer 38 izolovan u prinosu 31%, dok je L-glicero-D-ido derivat 39 dobijen u
prinosu od 11%. Prilikom tretmana jedinjenja 36 pri istim reakcionim uslovima dobijeni su C-7
jodidni epimeri u pribliznom odnosu 1:1, odnosno D-glicero-D-ido derivat 38 dobijen je u prinosu
od 17%, dok je L-glicero-D-ido stereoizomer 39 dobijen u prinosu od 17.5% (Shema 3.2.11.). Kao
Sto mozemo videti u ovim reakcijama pored uklanjanja zastitnih grupa dolazi i do epimerizacije na
C-7.

Kada je Til, primenjen na jedinjenje 23 umesto ocekivanih 7-jodo-7-deoksi-derivata dobijen je 7-O-
benzoil-(+)-goniofufuron 40. Proizilazi da ovaj reagens samo uklanja benziletarsku zastitu sa C-5,
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za razliku od TiCl, i TiBr4 koji pored debenzilovanja supstituiSu estarsku grupu odgovaraju¢im

atomom halogena.

SO Ph)ﬁo"k . w/@/&

HO o) HO (o) (o)
1 a
o el 38 39
BnO ."o/ko
36
OBz OBz
Ph 0 _ 2, ph 0
BnO .’/O/KO HO /K
23 40

Shema 3.2.11. (a) Tils, anh. CH,Cl,, 0 °C—srt; 3 h, 38 31%, 39 11% (iz 37); 3.5 h, 38 17%, 39 17.5% (iz 36); 4 h, 40
55% (iz 23).

Prisustvo jodidnih grupa u molekulima 38 i 39 potvrdjuju signali koji se u **C NMR spektrima
javljaju pri niskim ppm vrednostima: 6c 26.84 i 27.15 (C-7). Karakteristi¢ne trake koje se u IR
spektrima javljaju na 3396, odnosno 3440 cm™' potvrdjuju prisustvo slobodnih hidroksilnih grupa
na C-5. Pored toga, NMR spektri oba jedinjenja pokazuju signale koji potvrdjuju prisustvo -
laktonskog prstena u njihovim molekulima: 6y 2.62 (d, 2 H, J2a2,=17.4 Hz, H-2a i OH), 2.66 (dd, 1
H, Jop35=5.0 Hz, Joa2,=18.8 Hz, H-2b); 8¢ 36.41 (C-2), 175.16 (C-1); odnosno, &y 2.77 (dd, 1 H,
Joa=18.9 Hz, J223=5.7 Hz, H-2a), 2.88 (d, 1 H, J»a2,=18.8 Hz, H-2b); ¢ 35.87 (C-2), 175.12 (C-
1).

Prisustvo laktonskih funkcija u molekulima 38 i 39, dodatno potvrdjuju i njihovi IR spektri koji na
1752, i 1739 cm!' sadrze karakteristiénu traku koja odgovara valencionom istezanju laktonske
karbonilne grupe. Identitet i Cisto¢a jodidnih derivata dodatno su potvrdjeni masenim spektrima
visoke rezolucije; m/e 378.0196 (M"+NHy,), izraunato za Ci3Hi7INO4: 378.0197 (jedinjenje 38);
m/e 378.0194 (M*+NH,), izradunato za C13H;7INO,4: 378.0197 (jedinjenje 39).

Konaéna potvrda struktura i stereohemije jodidnih analoga (7R)-konfiguracije 37 i 38 dobijena je

primenom rendgeno-strukturne analize odgovaraju¢ih monokristala (Slika 3.2.7.).
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Slika 3.2.7. ORTEP prikaz trodimenzionalne strukture izosternih analoga 37 (levo) i 38 (desno).

Suprotno tome, jodidni izomeri (7S)-konfiguracije 36 i 39 ne kristaliSu u vidu monokristala.

Prisustvo hidroksilne grupe u molekulu 40 potvrdjuje njegov IR spektar koji na 3454 cm™' sadrZi
traku koja poti¢e od valencionog istezanja O-H veze. Takodje, signal koji je u 'H NMR spektru
lociran na 1.30 ppm (bs, 1 H, OH) potvrdjuje prisustvo slobodne hidroksilne grupe na C-5. Signal
koji je u *C NMR spektru prisutan na visokim vrednostima ppm [5c 166.90 (C=0 iz Bz)],
definitivno potvrdjuje da molekul 40 sadrzi benzoiloksi-funkciju na C-7. Prisustvo karbonilne
funkcije u molekulu 40, dodatno potvrdjuje i njegov IR spektar, koji na 1722 cm™ sadrzi
karakteristicnu traku koja odgovara valencionom istezanju estarske karbonilne grupe. Pored toga,
oba NMR spektra pokazuju signale koji potvrdjuju prisustvo y-laktonskog prstena u strukturi 40: oy
2.55 (d, 1 H, J2,2,=18.8 Hz, H-2a), 2.67 (dd, 1 H, J2a2v=18.8 Hz, J2p3=5.1 Hz, H-2b); ¢ 35.77 (C-
2), 175.40 (C-1). Prisustvo laktonske funkcije u molekulu 40, dodatno potvrdjuje i njegov IR
spektar, koji na 1787 cm™ sadrzi karakteristinu traku koja odgovara valencionom istezanju
laktonske karbonilne grupe. Identitet i Cisto¢a proizvoda 40 dodatno su potvrdjeni masenim
spektrom visoke rezolucije [m/e 377.0984 (M'+Na), izradunato za CyoH1sNaOs: 377.0996; m/e
393.0723 (M"+K), izra¢unato za CoH13KOg: 393.0735].

Za dobijanje 5-O-benzil-derivata prirodnih proizvoda | i Il koji u polozaju C-7 imaju fluor
primenjen je dietilaminosumpor-trifluorid (DAST) u anhidrovanom metilen-hloridu. Prilikom
tretmana jedinjenja 19 ovim reagensom u toku 4 h pri ¢emu je temperatura postepeno povecavana
od 0 °C do sobne, dobijene su fluoridne izostere 41 i 42 u respektivnim prinosima od 63% i 12%.
Prilikom primene istih reakcionih uslova na jedinjenje 21 u toku 3 h, takodje su dobijeni analozi 41
i 42, samo $to je u ovom sluc¢aju dominantni proizvod bio sterecizomer 42 (76%), dok je sporedni
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proizvod bio 41 (24%) (Shema 3.2.12.). Proizilazi da ova reakcija te¢e uz retenciju konfiguracije na
C-7 pa su dominantni proizvodi u obe reakcije imali istu konfiguraciju kao polazno jedinjenje.

OH F F
a -
ph)vj'\o),,, . Ph)vj'\o).,, . Phﬁ’\o},,,
BnO "O/Ko BnO "O/go BnO "O/Ko
19 41 42

OH F F
B a Y
BnO '/O/Ko BnO "O’\%o BnO '/O/Ko
1 2

2 4 41

Shema 3.2.12. (a) DAST, anh. CH,Cl,, 0 °C—rt; 4 h, 41 63%, 42 12%; 3 h, 42 76%, 41 24%.

Odsustvo hidroksilnih grupa u molekulima 41 i 42 potvrdjuju izostanci karakteristi¢nih traka koje
su se u IR spektrima jedinjenja 19 i 21 javljale na 3476 cm™ i 3469 cm™. Signali koji se u **C
NMR spektrima javljaju pri visSim ppm vrednostima, oc 89.78 (d, Jr7=167.8 Hz, C-7) i 6¢ 93.25 (d,
Jr7=172.6 Hz, C-7), definitivno potvrdjuje da molekuli 41 i 42 sadrze fluoridnu funkciju na C-7,
koja uzrokuje paramagnetno pomeranje. Pored toga, NMR spektri oba jedinjenja pokazuju signale
koji potvrdjuju prisustvo y-laktonskog prstena u strukturama 41 [o 2.54 (d, 1 H, J242v=18.5 Hz, H-
2a), 2.66 (dd, 1 H, J2,2,=18.5 Hz, H-2b); d¢c 35.84 (C-2), 174.99 (C-1)] i 42 [8y4 2.63-2.87 (m, 2 H,
2%xH-2); 6c 35.98 (C-2), 174.99 (C-1)]. Prisustvo laktonske funkcije u 41 i 42, dodatno potvrdjuju i
njihovi IR spektri, koji na 1785 cm™ i 1793 cm™ sadrze karakteristiéne trake koje poti¢u od
valencionog istezanja laktonskih karbonilnih grupa. Identitet i Cistoc¢a proizvoda 41 i 42 dodatno su
potvrdjeni masenim spektrima visoke rezolucije [m/e 360.1608 (M*+NH,), izradunato za
C20H23FNOy: 360.1606], [m/e 360.1604 (M*+NHy), izradunato za CaoH2sFNO,: 360.1606].

Direktne fluoridne izostere goniofufurona i 7-epi-goniofufurona 43 i 44 dobijene su uklanjanjem
benziletarske grupe iz jedinjenja 41 i 42 hidrogenolizom (Shema 3.2.13.). Hidrogenovanjem
jedinjenja 41 u prisustvu 10% Pd/C, u etil-acetatu sa 2% cc HCI, u toku 30 h, dobijena je direktna
fluorna izostera goniofufurona (jedinjenje 43) u prinosu od 70%. Pri sli¢nim reakcionim uslovima iz
jedinjenja 42 je dobijena direktna fluorna izostera 7-epi-goniofufurona (jedinjenje 44) u prinosu od
79%.
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Shema 3.2.13. (a) H,-Pd/C, EtOAc, tragovi cc HCI, rt, 30 h, 43 70%; 21 h, 44 79%.

Prisustvo hidroksilne grupe u jedinjenju 43 potvrdjuje karakteristicna traka koja je u IR spektru
locirana na 3456 cm™. Signal koji je u **C NMR spektru lociran na 8¢ 90.99 (d, J-;=167.8 Hz, C-
7), definitivno potvrdjuje da molekul 43 sadrzi fluoridnu izosternu funkciju na C-7. Pored toga, oba
NMR spektra pokazuju signale koji potvrdjuju prisustvo y-laktonskog prstena u strukturi 43: oy
2.62 (d, 1 H, J2a2p=18.4 Hz, H-2a), 2.74 (dd, 1 H, J222b=18.8 Hz, J2p3=5.4 Hz, H-2b); ¢ 35.91 (C-
2), 175.15 (C-1). Prisustvo laktonske funkcije u molekulu 43, dodatno potvrdjuje i njegov IR
spektar, koji na 1771 cm™ sadrzi karakteristinu traku koja odgovara valencionom istezanju
laktonske karbonilne grupe. Identitet i Cisto¢a proizvoda 43 dodatno su potvrdjeni masenim
spektrom visoke rezolucije [m/e 270.1138 (M*+NH,), izradunato za C13H;;FNO,: 270.1136].

Karakteristi¢na traka koja se u IR spektru jedinjenja 44 javlja na 3497 cm™, kao i signal u *"H NMR
spektru lociran na 2.49 ppm (d, 1 H, Json=5.7 Hz, OH) potvrdjuju prisustvo slobodne hidroksilne
grupe na C-5. Signal koji je u **C NMR spektru prisutan na visim vrednostima ppm [5¢ 93.28 (d,
Jr7=172.6 Hz, C-7)], definitivno potvrdjuje da molekul 44 sadrzi fluoridnu funkciju na C-7. Pored
toga, oba NMR spektra pokazuju signale koji potvrdjuju prisustvo y-laktonskog prstena u strukturi
44: 84 2.77 (M, 2 H, 2xH-2); 6¢c 35.97 (C-2), 175.25 (C-1). Prisustvo laktonske funkcije u molekulu
44, dodatno potvrdjuje i njegov IR spektar, koji na 1763 cm™ sadrzi karakteristi¢nu traku koja
odgovara valencionom istezanju laktonske karbonilne grupe. Identitet i ¢isto¢a proizvoda 44
dodatno su potvrdjeni masenim spektrom visoke rezolucije [m/e 270.1135 (M*+NH,), izradunato za
C1sH17FNOy: 270.1136].

Konac¢na potvrda strukture i stereohemije fluoridnih analoga (7S)-konfiguracije (42 i 44) dobijena je

rendgeno-strukturnom analizom odgovarajuc¢ih monokristala (Slika 3.2.8.).
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Slika 3.2.8. ORTEP prikaz trodimenzionalne strukture izosternih analoga 42 (levo) i 44 (desno).

Za razliku od njih fluoridni izomeri (7R)-konfiguracije (41 i 43) ne kristaliSu u vidu monokristala.

Prili¢no neoc¢ekivani rezultati su dobijeni nakon reakcije jedinjenja 23 i 25 sa TiF4 (Shema 3.2.14.).
Naime, tretiranjem jedinjenja 23 sa titanijum(1V)-fluoridom u anhidrovanom metilen-hloridu u toku
7 dana na temperaturi —18 °C, dobijena su dva proizvoda od kojih je dominantni proizvod bio 7-
deoksigenovani analog goniofufurona 45 (44%), dok je kao sporedni proizvod dobijen benzoksepan
31 (19%)).

Primenom sli¢nih reakcionih uslova, iz jedinjenja 25 je dobijena smeSa istih proizvoda, ali je
dominantni proizvod u ovom slucaju bio benzoksepan 31 (48%), dok je kao sporedni proizvod
izolovan deoksigenovani derivat 45 (31%).

Ovo je novi primer takozvane ,supstratom kontrolisane hemoselektivnosti“ koja omogucava
preferencijalno dobijanje oksepana 31, kao proizvoda intramolekulske Friedel-Crafts-ove reakcije iz
25, odnosno deoksigenovanog derivata 45, kao proizvoda [1,5]-hidridnog premeStanja, iz

stereoizomera 23. Mogu¢i mehanizam preferencijalnog formiranja 45 prikazan je na Shemi 3.2.14.
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Shema 3.2.14. (a) TiFs, CH,Cl,, —18 °C, 7 dana za 23, 14 dana za 25; 45 44%, 31 19% (iz 23); 31 48%, 45 31% (iz
25).

Moguce objasnjenje ovog mehanizma lezi u stereohemijskim osobinama titanijum(lV) kompleksa
(23a i 25a) (Shema 3.2.15.). Naime, [1,5]-hidridno premestanje je favorizovano u kompleksima
23a’ i 25a'" zbog blizine benzilnog hidrida i elektrofilnog C-7 atoma. Kao Sto je na shemi prikazano
kod kompleksa 23a’ i 23a’" konformaciona ravnoteza je pomerena u korist kompleksa (23a’) koji je
u obliku uvijene kade i u kom je favorizovano transanularno [1,5]-hidridno premestanije, te iz toga
proizilazi da ¢e iz kompleksa 23a nastajati deoksigenovan 45 kao dominatni proizvod. U slucaju
kompleksa 25a’ i 25a'" ravnoteza je pomerena u korist konformera u obliku stolice (25a’), ovde su
benzilni hidridi udaljeniji od C-7 atoma te iz toga proizilazi da [1,5]-hidridno premeStanje nije

favorizovano, te iz kompleksa 25a nastaje oksepan 31 kao dominantni derivat.
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Shema 3.2.15. Stereohemijske osobine titanijum(IV) kompleksa 23a i 25a.

Nakon dobijanja halogenidnih analoga goniofufurona, pristupili smo sintezi i pseudo-halogenidnih
analoga goniofufurona, odnosno azido-derivata 47 i 48. Sinteza ovih analoga zapoceta je iz 5-O-
benzil-derivata goniofufurona (19) i 7-epi-goniofufurona (21), a prva faza obuhvatala je uklanjanje
benziletarskih zastitnih grupa primenom standardnog postupka hidrogenolize (Sheme 3.2.16. i
3.2.17)).

Jedinjenje 19 je podvrgnuto katalitickoj hidrogenolizi u prisustvu Pd/C u MeOH, na sobnoj
temperaturi u toku 7.5 h, pri ¢emu je dobijen goniofufuron (I) kao glavni proizvod u prinosu od
69%, dok je izolovan i sporedni proizvod 45 u prinosu od 10%. Spektroskopski i fizi¢ki podaci

dobijenog prirodnog proizvoda (1) su u saglasnosti sa literaturnim podacima.®’#®

Prirodni proizvod | je zatim podvrgnut intramolekulskoj Mitsunobu-ovoj reakciji, u prisustvu
trifenil-fosfina i dietilazodikarboksilata, u anhidrovanom toluenu, na 0 °C pri ¢emu je temperatura

postepeno povecavana do temperature kljucanja. Dobijen je oksetan 46 u prinosu od 40%.

Finalna faza u sintezi azidnih analoga obuhvatala je otvaranje oksetanskog prstena jedinjenja 46 sa
trimetilsilil-azidom i bortrifluorid-eteratom u metilen-hloridu (0 °C, 2.5 h). Pri tome je dobijen 7-

azido-derivat (+)-goniofufurona 47 (18%) kao i manja koli¢ina azidne izostere 7-epi-(+)-

52



Jovana M. Francuz Doktorska disertacija

goniofufurona 48 (6%) (Shema 3.2.16.). Svi nasi pokus$aji usmereni na povecanje prinosa azidnih

izostera 47 i 48 nisu dali pozitivne rezultate.

OH OH o
Ph
P 0 N . /I) K
HO" %
BnO /K HO /k o0
19 45
lb
O "/OXO
46
lc
N3 N3

>/

47 48

Shema 3.2.16. (a) H,, 10% Pd/C, MeOH, rt, 7.5 h, | 69%, 45 10%; (b) Ph;P, DEAD, anh. toluen, 0 °C—1], 2.5 h,
46 40%; () MesSiN3, BFsxEt,0, anh. CH,Cl,, 0 °C, 2.5 h, potom Et;N, rt, 0.5 h, 47 18%, 48 6%.

Katalitickom hidrogenolizom u prisustvu 10% Pd/C, u metanolu, na sobnoj temperaturi, u toku 49
h, uklonjena je benzil-etarska zastita iz molekula 21. Pri tome je dobijen prirodni proizvod Il u
prinosu od 84%. Osim toga, izolovan je i deoksigenovani proizvod 45 u prinosu od 15% (Shema
3.2.17.).

Spektroskopski podaci sintetizovanih uzoraka bili su u dobroj saglasnosti sa odgovaraju¢im

podacima objavljenim u literaturi.®*

Prirodni proizvod Il zatim je preveden u oksetan 49 u uslovima intramolekulske Mitsunobu-ove
reakcije, koja je izvedena dejstvom dietilazodikarboksilata i trifenil-fosfina, u kljucalom

anhidrovanom toluenu, u toku 4 h. Zeljeni proizvod 49 je dobijen u prinosu od 37%.

Finalna faza nasih radova obuhvatala je otvaranje oksetanskog prstena jedinjenja 49 sa trimetilsilil-
azidom i bortrifluorid-eteratom u metilen-hloridu (0 °C, 4 h), pri ¢emu su dobijeni odgovarajuci 7-
azido-derivati oba prirodna proizvoda. Dominantni proizvod u ovoj reakciji je azidna izostera 7-epi-
(+)-goniofufurona (jedinjenje 48) koji je izolovan u prinosu od 24%, dok je kao sporedni proizvod

izolovana azidna izostera (+)-goniofufurona (jedinjenje 47), u prinosu od 10%. Pored toga,
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izolovana je i manja koli¢ina azidnog derivata 50 (12%) sa piranofuranonskim sistemom prstenova.
Molekul 50 najverovatnije nastaje kao proizvod ekspanzije prstena (furanozni — piranozni), preko
benzilnih karbokatjona 49a i 49b kao intermedijera (Shema 3.2.17.).
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Shema 3.2.17. (a) H,, 10% Pd/C, MeOH, rt, 49 h, 11 84%, 45 15%; (b) PhsP, DEAD, anh. toluen/anh. THF (1:1), 0
°C—1l], 4.5 h, 49 37%); (c) Me;SiNs, BF;xEt,0, anh. CH,Cl,, 0 °C, 4 h, potom Et;N, rt, 0.5 h, 47 10%, 48 24%, 50
12%.

Prisustvo azidnih grupa kod izostera 47 i 48 potvrdjuju karakteristi¢ne trake koje su u IR spektrima
locirane na 2106, odnosno 2104 cm . Signali koji se u **C NMR spektrima javljaju pri nizim ppm
vrednostima, d¢c 64.08 i 64.83 (C-7), definitivnho potvrdjuju da molekuli 47 i 48 sadrze azidnu
funkciju na C-7. Karakteristi¢ne trake koje se javljaju u IR spektrima na 3448, odnosno 3442 cm’,
kao i signali u *H NMR spektrima locirani na 2.43 ppm (bs, 1 H, OH), odnosno na 2.40 ppm (bs, 1
H, OH) potvrdjuju prisustvo slobodnih hidroksilnih grupa na C-5. Pored toga, NMR spektri oba
jedinjenja pokazuju signale koji potvrdjuju prisustvo y-laktonskog prstena u strukturama 47 i 48: oy
2.61 (d, 1 H, Ja2o=18.5 Hz, H-2a), 2.71 (dd, 1 H, J522,=18.7 Hz, Jop3=5.4 Hz, H-2b); 8¢ 35.94 (C-
2), 175.06 (C-1); odnosno, oy 2.79 (d, 2 H, J»3=3.2 Hz, 2H-2); 6¢ 35.96 (C-2), 175.18 (C-1).

Prisustvo laktonskih funkcija u molekulima 47 i 48, dodatno potvrdjuju i njihovi IR spektri pri
Gemu oba spektra na 1785 cm™' sadrze karakteristi¢nu traku koja odgovara valencionom istezanju

laktonske karbonilne grupe. Identitet i ¢isto¢a azidnih derivata definitivno su potvrdjeni masenim
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spektrima visoke rezolucije; m/e 298.0797 (M*+Na), izradunato za C13H13N3NaOy (jedinjenje 47):
298.0798; m/e 298.0803 (M"+Na), izradunato za C13H13N3NaO, (jedinjenje 48): 298.0798.

Prisustvo azidne grupe u molekulu 50 potvrdjuje karakteristi¢na traka u IR spektru locirana na 2105
cm ', Dodatna potvrda azidne funkcije u benzilnom poloZaju C-7 je signal koji se u **C NMR
spektru javlja na oc 93.06 (C-7). Prisustvo hidroksilne grupe potvrdjuju karakteristicna IR
apsorpcija na 3439 cm ', kao i signal koji je u *H NMR spektru lociran na 1.83 ppm (bs, 1 H, OH).
Karakteristi¢na traka koja je u IR spektru jedinjenja 50 locirana na 1774 cm ™' potvrdjuje prisustvo
y-laktonskog prstena, dodatna potvrda prisustva y-laktonskog prstena su i signali u oba NMR
spektra: 81 2.73 (d, 1 H, Joa2,=18.7 Hz, H-2a), 2.98 (dd, 1 H, Joa20=18.7 Hz, Jop5=6.9 Hz, H-2b); 8¢
35.06 (C-2), 174.29 (C-1). Identitet i ¢istoca azidnog pirano-furanona 50, konac¢no je potvrdjen
masenim spektrom visoke rezolucije: m/e 293.1243 (M'+NHy), izracunato za CisH37N4Oy:
293.1244,

Strukture i stereohemija azidnih izostera definitivno su potvrdjene rendgeno-strukturnom analizom

odgovarajuc¢ih monokristala (Slika 3.2.9.).

Slika 3.2.9. ORTEP prikaz trodimenzionalne strukture izosternih analoga 50 (gore), 47 (levo) i 48 (desno).

Sinteza bioizostera stiril-laktona tipa goniofufurona

Strategija zatvaranja i otvaranja prstena je primenjena pri dizajnu i sintezi benzoksepana i

odgovarajuc¢ih otvorenih analoga. Benzoksepanski derivat 31 koji je dobijen kao jedan od sporednih
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proizvoda u reakcijama sa TIiCl, i TiF4, dobijen je kao glavni proizvod u reakciji sa
koncentrovanom trifluorosiréetnom kiselinom. Naime, kada je jedinjenje 21 podvrgnuto dejstvu
anhidrovane TFA na 77 °C, u toku 2 h u atmosferi argona, dobijen je benzoksepan 31 u prinosu od
39%. Zatim je benzoksepan 31 podvrgnut otvaranju prstena u reakciji hidrogenolize (H,, 10% Pd/C
i 50% vode na masu Pd/C, MeOH, rt, 139 h), pri ¢emu je dobijen analog 51 (46%), kao rezultat
raskidanja C1o-Os veze benzoksepana 31 (Shema 3.2.18.).

HO Ph Ph
B (o) a ~ 0 b g © ‘X
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BnO (ege o) oo Me HO
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Shema 3.2.18. (a) cc TFA, 77 °C, 2 h, 39%; (b) H,, Pd/C, MeOH, rt, 139 h, 46%.

Izostanak karakteristi¢ne trake koja je u IR spektru jedinjenja 21 bila locirana na 3469 cm’,
potvrdjuje da molekul 31 ne sadrzi hidroksilnu grupu. Oba NMR spektra pokazuju signale koji
potvrdjuju prisustvo y-laktonskog prstena u strukturi 31: 8y 2.69 (d, 2 H, J23=3.5 Hz, H-2a i H-2b);
d¢c 36.18 (C-2), 175.33 (C-1). Prisustvo laktonske funkcije u molekulu 31, dodatno potvrdjuje i
njegov IR spektar, koji na 1787 cm™ sadrzi karakteristi¢nu traku koja odgovara valencionom

istezanju laktonske karbonilne grupe.

Prisustvo hidroksilne grupe u molekulu 51 potvrdjuje karakteristican signal koji se u njegovom IR
spektru javlja na 3451 cm'. Dodatna potvrda prisustva hidroksilne grupe u strukturi 51 je signal
koji se u njegovom "H NMR spektru javlja na 1.98 ppm (bs, 1 H, OH). Signali koji se u NMR
spektrima javljaju na 6y 2.38 (s, 3 H, Me), odnosno na 6c 19.88 (Me), dokazuju prisustvo metil-
grupe u molekulu 51. Slede¢i signali u oba NMR spektra dokazuju prisustvo y-laktonskog prstena u
strukturi 51: 8y 2.61 (dd, 1 H, Ja3=1.7 Hz, Joa2b=18.9 Hz, H-2a), 2.70 (dd, 1 H, J»5=5.5 Hz,
J2a26=18.9 Hz, H-2b); &¢ 35.91 (C-2), 175.71 (C-1). Prisustvo laktonske funkcionalne grupe takodje
potvrdjuje i signal koji se u IR spektru javlja na 1784 cm™.

Identitet i ¢istoéa proizvoda 31 i 51 dodatno su potvrdjeni masenim spektrima visoke rezolucije:
m/e 323.1267 (M*+H), izraGunato za CoH1904: 323.1278; m/e 345.1089 (M*+Na), izra¢unato za
CaoH1gNaO4: 345.1097; m/e 361.0829 (M*+K), izratunato za CaoH1gKO4: 361.0837; m/e 645.2474
(2M*+H), izratunato za CsoH370g: 645.2483 (jedinjenje 31); m/e 325.1423 (M*+H), izratunato za
Ca0H2104: 325.1434 (jedinjenje 51).

Za dobijanje alternativnog analoga sa otvorenim benzoksepanskim prstenom koji formalno nastaje
raskidanjem C;-Cg veze koris¢en je 7-deoksi-derivat 15 kao polazno jedinjenje. Prvo je jedinjenje
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15 podvrgnuto hidrolizi sa 90% TFA (rt, 0.5 h), pri ¢emu je dobijen Zeljeni laktol 52 u prinosu od
47%. Naredna faza je bila bazno-katalizovana kondenzacija laktola 52 sa Meldrum-ovom
kiselinom. Reakcija je izvedena u DMF na 46 °C, u toku 49 h, u prisustvu EtsN, pri ¢emu je dobijen
odgovarajuci lakton 53 u prinosu od 80% (Shema 3.2.19.).

O. O.

TPX = TET e TP
o sl o

15 52 53

Shema 3.2.19. (a) 90% aqg TFA, rt, 0.5 h, 47%; (b) Meldrum-ova kiselina, Et;N, anh. DMF, 46 °C, 49 h, 80%.

Struktura i ¢isto¢a jedinjenja 52 potvrdjene su NMR, IR i masenim spektrom visoke rezolucije m/e
323.1247 (M"+Na), izra¢unato za CigHxoNaO,: 323.1254; m/e 339.0984 (M'+K), izratunato za
C1sH20KO4: 339.0993.

U strukturi 53 prisustvo dva aromati¢na prstena potvrdjuju signali u oba NMR spektra [on
7.16-7.50 (m, 10 H, 2xPh); &c 126.46, 127.82, 128.16, 128.46, 128.59, 128.99, 137.04 i 137.74
(2xPh)]. Prisustvo y-laktonskog prstena u strukturi 53 dokazuju signali iz oba NMR spektra oy 2.64
(dd, 1 H, J2225=18.9 Hz, Joa3=1.1 Hz, H-2a), 2.75 (dd, 1 H, J522,=18.9 Hz, Jop5=5.8 Hz, H-2b); 8¢
35.87 (C-2), 175.54 (C-1), kao i karakteristi¢na traka koja je u IR spektru locirana na 1787 cm™,

koja odgovara valencionom istezanju laktonske karbonilne grupe.

Strukture i stereohemija benzoksepana 31 i otvorenih analoga 51 i 53 potvrdjene su rendgeno-

strukturnom analizom odgovarajuc¢ih monokristala (Slika 3.2.10.).
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Slika 3.2.10. ORTEP prikaz trodimenzionalne strukture benzoksepana i otvorenih analoga 31 (gore), 51 (levo) i 53
(desno).

U cilju alternativhog dobijanja C-7 deoksigenovanog derivata 53, odnosno odgovarajuceg C-6
epimera proucavano je hidrogenovanje olefina 28, koji je dobijen kao sporedni proizvod u
reakcijama halogenovanja. Naime, primenom platina(lV)-oksida kao katalizatora u metanolu, u
atmosferi vodonika, na sobnoj temperaturi u toku 15 dana, neoc¢ekivano je dobijena smeSa 6-O-
metil-derivata 54 i 55 u ukupnom prinosu od 40%. Glavni proizvod 55 izolovan je u prinosu od
26%, dok je sporedni proizvod 54 dobijen u prinosu od 14% (Shema 3.2.20.).

Ph MeQ MeQ
-0, O,
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HOSN© — oy + oy
PH Ph
/ /\§ Bno” - Bno” ™
BnO o) o O e} (O e}
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Shema 3.2.20. (a) Hy, PtO,, MeOH, rt, 15 dana, 54 14%, 55 26%.

Signali koji poticu od rezonance novouvedenih metil-grupa prisutni su u NMR spektrima oba
jedinjenja, 54: &y 3.36 (OCHj3), oc 48.93 (OMe); 55: &4 3.45 (OCHj3), oc 48.53 (OMe). Prisustvo
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laktonskog prstena u oba molekula potvrdjuju sledeée trake u IR spektrima: 1779 cm™ za 54, 1772
cm™ za 55. Dodatna potvrda prisustva laktonskih funkcionalnih grupa u molekulima 54 i 55 su
slede¢i signali u njihovim NMR spektrima, 54: 6 2.68 (dd, 1 H, J2a2p=18.9 Hz, J,,3=2.3 Hz, H-2a),
2.70 (dd, 1 H, J2.2,=18.9 Hz, J,p5=6.9 Hz, H-2b); 8¢ 36.29 (C-2), 174.95 (C-1); 55: &y 2.56 (dd, 1
H, J2a26=18.9 Hz, J215=2.1 Hz, H-2a), 2.70 (dd, 1 H, Joa2,=18.9 Hz, Jop5=7.3 Hz, H-2b); 8¢ 37.25
(C-2), 174.83 (C-1). Struktura i identitet proizvoda 54 i 55 potvrdjeni su i masenim spektrima
visoke rezolucije [m/e 372.1788 (M*+NHy), izracunato za C;H6NOs: 372.1806 (jedinjenje 54);
m/e 372.1808 (M*+NHy), izra¢unato za Co1HsNOs: 372.1806; m/e 377.1356 (M*+Na), izradunato
za CpHx»NaOs: 377.1359 (jedinjenje 55)]. Rendgeno-strukturnom analizom definitivno je
potvrdjena stereohemija samo jedinjenja 54, obzirom da 55 ne kristaliSe u vidu monokristala (Slika
3.2.11.).

Slika 3.2.11. ORTEP prikaz trodimenzionalne strukture jedinjenja 54.

Za dobijanje treceg analoga sa otvorenim benzoksepanskim prstenom (formalnim raskidanjem C,-
Cio veze) bilo je potrebno prvo sintetizovati 5-O-metil-analoge goniofufurona (57) i 7-epi-
goniofufurona (59), polazeci iz odgovarajuc¢ih Grignard-ovih alkohola 9 i 8 (Shema 3.2.21.).

Alkoholi 9 i 8 su prvo podvrgnuti dejstvu 90% trifluorosir¢etne kiseline na sobnoj temperaturi u
toku 0.5 h, pri ¢emu su dobijeni odgovarajuci laktoli 56 i 58, koji su zatim podvrgnuti bazno-
katalizovanoj kondenzaciji sa Meldrum-ovom kiselinom u anhidrovanom DMF-u. Reakcije su tekle
u prisustvu EtsN na 46 °C, u toku 74, odnosno 70 h. Pri tome su dobijeni laktoni 57, odnosno 59, u

respektivnim prinosima od 41 i 46%.
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Shema 3.2.21. (a) 90% ag. TFA, rt, 0.5 h, 56 99%; 0.5 h, 58 81%; (b) Meldrum-ova kiselina, Et;N, anh. DMF, 46
°C; 74 h, 57 41%,; 70 h, 59 46%; (c) PCC, anh. CH,Cl, 1|; 2.5 h, 99% (iz 57); 2 h, 91% (iz 59); (d) PhMgBr/THF,

anh. THF, 0 °C, 1.5 h, 35%.

Kao Sto se iz IR spektara moze videti oba jedinjenja (57 1 59) imaju slobodne hidroksilne grupe na

C-7, §to potvrdjuju karakteristi¢ne trake na 3482 i 3450 cm™. Obe strukture sadrze y-laktonski

prsten Sto jasno potvrdjuju NMR spektri oba jedinjenja, 57: 6y 2.63 (bd, 1 H, J222,=18.3 Hz, H-2a),
2.69 (dd, 1 H, J222,=18.9 Hz, J2,3=5.6 Hz, H-2b); 6¢ 35.70 (C-2), 175.27 (C-1); 59: 84 2.63 (d, 1 H,
Joa2=18.8 Hz, H-2a), 2.72 (dd, 1 H, J2225=18.9 Hz, J»23=4.9 Hz, H-2b); ¢ 35.79 (C-2), 175.27 (C-
1). Dodatna potvrda prisustva laktonskog prstena u ovim molekulima su i sledece karakteristicne

trake u IR spektrima, za 57 1786 cm™, za 59 1783 cm™. Prisustvo metil-grupe u molekulu 57

potvrdjuje signal koji je u protonskom NMR spektru lociran na 3.48 ppm (s, 3 H, OCHj3), kao i
signal koji se u **C NMR spektru javlja na 58.28 ppm (OCHs). U oba NMR spektra jedinjenja 59,

takodje su prisutni signali koji potvrdjuju prisustvo metil-grupe [on 3.29 ppm (s, 3 H, OCHy3); 6c
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57.86 ppm (OCHz3)]. Identitet i Cisto¢a oba proizvoda dodatno su potvrdjeni masenim spektrima
visoke rezolucije: m/e 282.1334 (M*+NH,), izradunato za C14H2NOs: 282.1336 (jedinjenje 57);
m/e 282.1343 (M*+NH,), izradunato za C14H20NOs: 282.1336 (jedinjenje 59).

Naredna faza ovog dela nasih radova bila je oksidacija hidroksilne grupe u polozaju C-7 jedinjenja
57 159. Oksidacija je postignuta dejstvom PCC u anhidrovanom CH,Cl, na temperaturi kljucanja, u
toku 2-2.5 h, pri ¢emu je iz obe reakcije dobijen isti proizvod, keton 60 (99% iz 57, 91% iz 59).

Na prisustvo karbonilne grupe u molekulu 60 ukazuje karakteristicna traka koja se javlja u IR
spektru na 1698 cm™. Prisustvo karbonilne grupe dodatno potvrdjuje signal koji je u *C NMR
spektru lociran na 194.35 ppm (C-7). Takodje, u IR spektru se moze naci dokaz za prisustvo
laktonske karbonilne grupe, §to potvrdjuje karakteristi¢na traka na 1779 cm™. Dodatna potvrda
prisustva laktonskog prstena u strukturi 60 su signali u oba NMR spektra o4 2.63 (d, 1 H,
Joa20=18.4 Hz, H-2a), 2.72 (dd, 1 H, J2.2,=18.6 Hz, J2,3=4.5 Hz, H-2b); 8¢ 35.86 (C-2), 174.72 (C-
1). Cisto¢a i identitet ketona 60 su potvrdjeni masenim spektrom visoke rezolucije m/e 263.0909
(M++H), izraGunato za C14H150s: 263.0914; m/e 280.1175 (M++NH4), izraCunato za Ci14H1gNOs:
280.1180; m/e 285.0729 (M"+Na), izradunato za C14H14sNaOs: 285.0733; m/e 301.0476 (M*+K),
izracunato za C14H14KOs: 301.0473.

Keton 60 je zatim tretiran PhMgBr u anhidrovanom THF u toku 1.5 h na 0 °C, pri ¢emu je dobijen
difenilni derivat 61 u prinosu od 35%. I pored viSe pokus$aja nije nam poslo za rukom da pove¢amo
prinos tercijarnog alkohola 61. Verovatno je Grignard-ova reakcija ketona 60 sa PhMgBr otezana
jer voluminozna Ph grupa na C-7 prouzrokuje snazne sterne smetnje za prilaz reagensa karbonilnom

C-atomu.

Prisustvo dva fenilna prstena u strukturi 61 potvrdjuje multiplet koji se u protonskom NMR spektru
javlja na 7.14-7.56 ppm (10 H, 2xPh), kao i signali u **C NMR spektru locirani na 124.95, 125.95,
126.93, 126.96, 128.05, 128.20, 144.29 i 145.50 ppm (2xPh). Karakteristi¢na traka u IR spektru na
3424 cm™, koja odgovara valencionom istezanju hidroksilne grupe, ukazuje na prisustvo slobodne
OH grupe u molekulu 61, kao i signal u *H NMR spektru na 4.70 ppm (s, 1 H, izmenljiv sa D-O,
OH). Prisustvo laktonskog prstena u molekulu 61 potvrdjuju i oba NMR spektra [6y 2.78 (d, 2 H,
J23=3.4 Hz, H-2); 8¢ 35.95 (C-2), 175.16 (C-1)], kao i IR spektar (1738 cm™).

Pokusaji uklanjanja hidroksilne grupe sa C-7 jedinjenja 61, primenom razli¢itih metoda, nisu dali
Zeljeni rezultat, tako da treci analog sa otvorenim benzoksepanskim prstenom nije dobijen iz ovog
jedinjenja.

Friedel-Crafts-ova reakcija benzena sa benzilnim alkoholima 57 i 59 u prisustvu skandijum(lll)-
triflata,% takodje nije dala Zeljeni ishod. Reakcija je izvedena na temperaturi kljuanja u toku 18.5,
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odnosno 20 h, pri ¢emu je umesto Zeljenog difenil-derivata, dobijen olefin 62 u prinosu od 26% (iz
57), odnosno 31% (iz 59) (Shema 3.2.22.).
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Shema 3.2.22. (a) Sc(OTf)s/CH3NO,, anh. benzen 1|; 18.5 h, 26% iz 57; 20 h, 31% iz 59.

Sinteza enantiomernih biozostera stiril-laktona tipa goniofufurona

Za sintezu suprotnog enantiomera benzoksepana ent-31 i njegovih otvorenih analoga ent-51 i ent-
53, bilo je potrebno zapoceti sintezu iz poznatih derivata (—)-goniofufurona i 7-epi-(-)-
goniofufurona, koji u poloZaju C-5 imaju benzilnu zastitnu grupu (ent-19 i ent-21).%*** Prva faza
obuhvatala je esterifikaciju benzilne hidroksilne grupe na C-7 (Shema 3.2.23.). Ovo je postignuto
dejstvom benzoil-hlorida u anhidrovanom piridinu (0 °C—rt), u toku 20 h polaze¢i iz ent-19,
odnosno tokom 18 h kada se polazi iz ent-21. Pri tome je iz ent-19 dobijen 7-O-benzoil-derivat ent-
23 u prinosu od 94%, dok je iz ent-21 dobijen 7-O-benzoil-derivat ent-25 u prinosu od 68%.

OH OBz
O, a O,

J\ Ph — % Ph
0o OBn 0o OBn
ent-19 ent-23

OH 0Bz
‘ O, R a o) R
L e
o) 0
o OBn o OBn
ent-21 ent-25

Shema 3.2.23. (a) BzCl, anh. Py, 0 °C—rt; 20 h, ent-23 94%; 18 h, ent-25 68%.
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Strukture sintetizovanih 7-O-benzoil-derivata ent-23 i ent-25 su potvrdjene uporedjivanjem njihovih
spektroskopskih podataka sa odgovaraju¢im podacima od suprotnih enantiomera (23 i 25), pri ¢emu
je u oba slucaja dobijena puna saglasnost (Tabele 3.2.1. i 3.2.2.). Identitet i Cistoca proizvoda ent-23
i ent-25 dodatno su potvrdjeni masenim spektrima visoke rezolucije [za ent-23: m/e 467.1460
(M*"+Na), izra¢unato za C7H»4NaOs: 467.1465. Za ent-25: m/e 462.1910 (M*+NHy), izra¢unato za
C27H2sNOg: 462.1911].

Tabela 3.2.1. Poredjenje spektroskopskih NMR podataka za skeletne H/C enantiomera 23 i ent-23

C/H (+)-enantiomer 23 (—)-enantiomer ent-23
3 (J) 3¢ 3 (J) 3¢
1 175.2 175.2
2 2. 18. . .
a 58 d (18.3) 359 2.58d (18.4) 359
2b 2.70 dd (18.3, 4.6) 2.69 dd (18.4, 4.8)
3 4.93-5.01m 774 4.94-5.03m 774
4 4.93-5.01m 84.5 4.94-5.03m 845
5 4.34d(3.4) 80.2 4.39d(3.3) 80.2
6 454 dd (3.4, 9.2) 82.1 456 dd (3.3, 9.2) 82.1
7 6.21d(9.2) 72.6 6.22d (9.2) 72.6
Tabela 3.2.2. Poredjenje spektroskopskih NMR podataka za skeletne H/C enantiomera 25 i ent-25
C/H (+)-enantiomer 25 (—)-enantiomer ent-25
3 (J) 3¢ 31 (J) 3¢

1 175.4 175.2
2

22 2.75m (2 H) 36.2 274m (2 H) 35.9
3 5.12m 777 5.12m 775
4 4.84d (4.4) 84.6 4.85d (4.6) 84.4
5 3.90d(3.7) 81.5 3.82d(3.7) 814
6 4.65dd (3.7, 8.3) 82.9 4.66 dd (3.8, 8.3) 82.7
7 6.34d (8.3) 75.3 6.34d (8.3) 75.2

Jedinjenja ent-23 i ent-25 su podvrgnuta tretmanu sa Ti(IV)-fluoridom u anhidrovanom metilen-
hloridu, na —18 ° C, u toku 7 odnosno 14 dana (Shema 3.2.24.). Tom prilikom su dobijeni razli¢iti
odnosi benzoksepana ent-31 i deoksigenovanog derivata ent-45. Kada je polazno jedinjenje bio ent-
23, kao glavni proizvod je dobijen deoksigenovani derivat ent-45 u prinosu od 47%, dok je kao
sporedni proizvod dobijen benzoksepan ent-31 u prinosu od 36%. Medjutim, kada su isti reakcioni
uslovi primenjeni na ent-25, kao glavni proizvod je dobijen benzoksepan ent-31 u prinosu od 42%,
dok je sporedni deoksigenovani derivat ent-45 izolovan u prinosu od 33%. Priroda i medjusobni
odnos proizvoda u ovoj reakciji je slican onom koji je ranije dobijen u (+)-enantiomernoj seriji
(Shema 3.2.14.).
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Shema 3.2.24. (a) TiF,, anh. CH,Cl,, —18 °C, 7 dana, ent-45 47%, ent-31 36%; (b) TiF,, anh. CH,Cl,, 18 °C, 14
dana, ent-31 42%, ent-45 33%.

IR, NMR i M-spektri proizvoda ent-31 su u veoma dobroj saglasnosti sa istim od odgovarajuceg
(+)-enantiomera 31. Temperature topljenja i apsolutne vrednosti opticke rotacije takodje su bile u
dobroj saglasnosti (za ent-31: tt 222-224 °C, [a]p=—53.4; za 31: tt 218-221 °C, [a]p=154.8). U
slu¢aju 7-deoksi-derivata ent-45 dobijena je ista vrednost temperature topljenja kao kod suprotnog
enantiomera 45 (tt 139 °C). Medjutim apsolutna vrednost opti¢ke rotacije (—)-enantiomera ent-45
([a]o=—65.0) je znacajno odstupala od apsolutne vrednosti (+)-enantiomera 45 ([a]p=+49.5).
Medjutim, spektroskopski podaci proizvoda ent-45 su bili u dobroj saglasnosti sa istim prethodno

dobijenim za suprotni enantiomer 45 (Tabela 3.2.3.).

Tabela 3.2.3. Poredjenje spektroskopskih NMR podataka za skeletne H/C enantiomera 45 i ent-45

C/H (+)-enantiomer 45 (-)-enantiomer ent-45
3u (J) dc 3u (J) 3¢
1 175.9 176.0
2a 2.62d(18.6) 2.61d(18.9)
35.8 .
2b 2.73dd (18.6, 6.1) 2.75dd (18.9, 6.1) 88
3 499m(6.1,4.6,1.0) 76.0 499m(6.1,4.7,1.0) 76.0
4 4.88d (4.6) 87.7 4.88d(4.7) 87.8
5 4.20 bd (2.6) 73.9 4.24 bd (2.7) 73.8
6 4.171d (6.9, 2.6) 81.4 4131 (6.8,2.7) 81.4
7 2.99d(6.9) 34.2 2.99d(6.8) 34.2

Otvoreni analozi ent-51 i ent-53 takodje su dizajnirani metodom otvaranja prstena, kao i pri
dizajniranju otvorenih analoga (+)-serije (Shema 3.1.4.). Prvi otvoreni analog (—)-benzoksepana
(molekul ent-51) dobijen je hidrogenolitickim raskidanjem benzilne C10-Os veze, kao Sto je to ranije
ve¢ uradjeno u (+)-seriji. Rastvor oksepana ent-31 u metanolu hidrogenovan je u prisustvu 10%
Pd/C u toku 8 dana na sobnoj temperaturi. Pri tome je dobijena bioizostera ent-51 u prinosu od 69%
(Shema 3.2.25.).
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Shema 3.2.25. (a) H,, Pd/C, MeOH, rt, 8 dana, 69%,; (b) HI, crveni fosfor, anh. toluen, 80 °C, 13 h; (c) BusSnH,
AIBN, anh. toluen, 100 °C, 1.5 h, 54%.

Temperatura topljenja proizvoda ent-51 (tt 142-144 °C) je u veoma dobroj saglasnosti sa istom od
(+)-enantiomera 51 (tt 141-142 °C), medjutim apsolutne vrednosti opti¢kih rotacija enantiomera su
se donekle razlikovale (za ent-51: [a],=—129.8; za 51: [a],=+115.0). Dobra saglasnost *H i **C
NMR spektra definitivno je potvrdila strukturu molekula ent-51 (Tabela 3.2.4.).

Tabela 3.2.4. Poredjenje spektroskopskih NMR podataka za skeletne H/C enantiomera 51 i ent-51

CIH (+)-enantiomer 51 (—)-enantiomer ent-51
3n (9) dc 3n (9) dc
1 175.7 175.7
2a 2.61dd (18.9,1.7) 359 2.61dd (18.8, 1.6) 359
2b 2.70dd (18.9,5.5) 2.72.dd (18.9, 5.6)
3 5.02m 76.6 5.03m 76.6
4 4.83d(4.8) 875 4.86 d (4.5) 875
5 430d (2.4) 74.0 432d(2.2) 74.1
6 4.79dd (10.2, 2.4) 84.0 4.79dd (10.2, 2.2) 84.0
7 4.48 d (10.2) 45.8 4.46 d (10.2) 45.8

Drugi otvoreni analog (ent-53) koji se dobija formalnim raskidanjem C;-Cg veze benzoksepanskog
prstena dobijen je na drugaciji nac¢in u odnosu na (+)-enantiomer 53. Naime, primenom direktne
supstitucije hidroksilna grupa jedinjenja ent-21 je zamenjena atomom joda (HI, crveni fosfor, anh.
toluen, 80 °C, 13 h), a rezultujuéi intermedijer ent-21a je zatim, bez pre¢is¢avanja, dalje podvrgnut
reduktivnom dehalogenovanju u slobodno-radikalskim uslovima (BusSnH i AIBN, anh. toluen, 100

°C, 1.5 h), pri ¢emu je dobijen Zeljeni 7-deoksi-derivat ent-53 u prinosu od 54%.

Struktura i identitet analoga ent-53 potvrdjena je uporedjivanjem spektroskopskih podataka sa
odgovaraju¢im podacima suprotnog enantiomera 53, pri ¢emu je dobijena dobra saglasnost. Fizicke
konstante su takodje bile u veoma dobroj saglasnosti (za ent-53: tt 97-99 °C; [a]p=—9.2; za 53: tt
96-98 °C; [a],=16.8).
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Identitet i Cistoca oba otvorena analoga ent-51 i ent-53 dodatno su potvrdjeni masenim spektrima
visoke rezolucije, [za ent-51: m/e 325.1430 (M*+H), izra¢unato za CooH2O4: 325.1434; za ent-53:
m/e 347.1244 (M*+Na), izra¢unato za CooHzoNaOg4: 347.1254].

3.3.  Bioloska aktivnost izostera i bioizostera prirodnih stiril-laktona
Ispitivanje citotoksi¢nosti izostera i bioizostera prirodnih stiril-laktona

Prilikom dizajniranja i sinteze antineoplasti¢nih agenasa, najvaznije je posti¢i da nova jedinjenja
ispoljavaju Sto veci stepen inhibicije rasta tumorskih celija pri $to manjim koncentracijama.
Sposobnost neke supstance da inhibira rast kulture ¢elija kvantitativno se izrazava kao ICsg
vrednost, a odgovara koncentraciji ispitivane supstance pri kojoj se broj tretiranih ¢elija smanjuje za
50% u odnosu na netretiranu kontrolu. Prema opSte prihva¢enim kriterijumima, zadovoljavajucu
citotoksi¢nu aktivnost pokazuju oni molekuli ¢ija je 1Cso vrednost niza od 20 pM. Ako je I1Cs U
intervalu 20-100 uM supstanca pokazuje umerenu ili slabu citotoksi¢nost, dok se jedinjenja ¢ija

vrednost ICsg prelazi 100 uM smatraju neaktivnim.

Saglasno postavljenom cilju ove doktorske disertacije, nakon sinteze izostera i bioizostera prirodnih
proizvoda (+)-goniofufurona i 7-epi-(+)-goniofufurona, u finalnoj etapi nasih radova ispitivan je
njihov uticaj na rast slede¢ih humanih malignih ¢elija: hroni¢na mijeloidna leukemija (K562),
promijelocitna leukemija (HL-60), leukemija T-limfocita (Jurkat), Burkitt-ov limfom (Raji),
karcinom debelog creva (HT-29), adenokarcinom dojke (MCF-7) pozitivan na estrogenske i
progesteronske receptore (ER"), adenokarcinom dojke (MDA-MB 231) negativan na estrogenske
receptore (ER"), karcinom grli¢a materice (HeLa) i karcinom pluca (A549). Pored toga, ispitana je
antiproliferativna aktivnost novosintetizovanih analoga prema jednoj zdravoj humanoj celijskoj
liniji (fetalni fibroblasti plu¢a, MRC-5), da bi se utvrdilo da li oni pokazuju selektivnu
citotoksi¢nost, kao §to je to slucaj sa prirodnim proizvodima, za koje je ranije utvrdjeno da uglavno

ne inhibiraju rast normalnih ¢elijskih linija.

In vitro citotoksi¢nost je odredjena kolorimetrijskim MTT testom. Princip metode se zasniva na
redukciji tetrazolijumove soli, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromida, (MTT) u
plavo obojeni proizvod (formazan), u prisustvu mitohondrijalnog enzima sukcinat dehidrogenaze.
Koli¢ina nagradjenog formazana direktno je srazmerna broju zivih (vijabilnih) ¢elija, a apsorbanca
je odredjena na mikrocitacu, na dve talasne duzine: test talasnoj duzini od 540 nm i referentnoj
talasnoj duzini od 690 nm. Komercijalni antitumorski agens doksorubicin (DOX) i prirodni
proizvodi I i Il primenjeni su kao referentna jedinjenja. Kulture éelija su izlozene dejstvu rastu¢ih

koncentracija (0.01, 0.1, 1, 101 100 uM) ispitivanih jedinjenja u toku 72 h, a koncentracija pri kojoj
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se postize 50% inhibicije rasta (ICso) odredjena je “Median effect” analizom, primenom CalcuSyn

programa. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabelama 3.3.1-3.3.4.

Radi lakSeg uporedjivanja antiproliferativne aktivnosti ispitivana jedinjenja su razvrstana u cetiri

grupe na osnovu strukturne slicnosti: (a) (+)-goniofufuron (1) i analozi sa 7R konfiguracijom
(Tabela 3.3.1.), (b) 7-epi-(+)-goniofufuron (I1) i analozi sa 7S konfiguracijom (Tabela 3.3.2.), (c)

(+)- i (—)-enantiomeri dobijeni formalnim otvaranjem i zatvaranjem benzoksepanskog prstena

(Tabela 3.3.3.) i (d) stiril-laktoni sa netipi¢nim strukturnim karakteristikama (Tabela 3.3.4.).

Tabela 3.3.1. In vitro citotoksi¢nost (+)-goniofufurona (1), odgovarajucih izostera (19, 29, 27, 34, 33, 38, 37, 43, 41, 47
i 57) i doksorubicina (DOX).

ICso (uM), 72 h

Ispitivano

jedinjenje K562  HL-60  Jurkat  Raji = HT-20  MCF-7 MD2A3‘1MB HeLa  A549  MRC-5
OH

o 041 20132 3245 1845 059 1659 75.34 832 3521 >100
|

HO
0.

" 1,

o oS0 012 2062 945 5637 1245 421 67.50 003 2411 >100
19

Cl

Ph O "

AN 2.28 7.37 1317 004 1.25 208.65 79.13 081 1545 >100
29

Cl

Ph o

N 8.65 1.37 1.02 157 87763 7534 1256 016 7815 >100
27

Br

Ph 0. o

AN 1.12 0.11 307 1887 46532 1351 124.35 068 4885 >100
34

Br

Ph 0. .

e 1.06 9.45 1537 687 11536 1634 158.64 924 2888 >100
33

|

Ph 0 o

oSS 595 1364 1177 004 21189 2101 1136 2185 1175 >100
38

|

oot 1536 5.89 4536 1532  150.64 5.87 2157 1156 3578 >100

0o ~o

37

.

Ph O o

NS 1098 1587 5.41 185 26458 2139 21164 231 3045 >100
43

.

Ph o,

oo 678  33.69 133 1466 42169 4187 871.23 548 1421 >100
41

N3

wo” oo 1154 27.14 596 1864  279.58 8.85 1556 1956 3378 >100

47
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0
Ph
)\L,)/ k 5.36 25.01 24.85 8.69 852.31 4.04 28.64 8.63 23.55 >100

MeO 0o

57

DOX 0.25 0.92 0.03 2.98 0.15 0.20 0.09 0.07 491 0.10

Kao Sto se iz Tabele 3.3.1. vidi, direktne halogenidne izostere (+)-goniofufurona (29, 34, 38 i 43)
pokazuju znacajnu antiproliferativnu aktivnost prema sedam od devet ispitivanih malignih ¢elijskih
linija, sem hloridne (29) i jodidne izostere (38) koje su aktivne prema osam od devet ¢elijskih linija.
Hloridna izostera goniofufurona (29) je ispoljila najznacajniju submikromolarnu antitumorsku
aktivnost prema Raji (ICso 0.04 pM) i prema HeLa éelijskoj liniji (ICso 0.81 pM). Bromidna
izostera goniofufurona (34) je takodje pokazala submikromolarnu citotoksi¢nost prema dve Celijske
linjje HL-60 (ICso 0.11 pM) i HelLa (ICsp 0.68 pM). Jodidna izostera (38) je ispolila
submikromolarnu aktivnost samo prema Raji ¢elijama (ICso 0.04 uM). Direktna fluoridna izostera
goniofufurona (43) nije ispoljila submikromolarnu aktivnost ni prema jednoj od devet ispitivanih
malignih ¢elijskih linija. Hloridni i jodidni analozi (+)-goniofufurona 29 i 38 su prema Raji ¢elijama
ispoljili ¢ak 75 puta vecu aktivnost od komercijalnog citostatika doksorubicina (DOX: 1Csy 2.98
MM, 29: 1Cso 0.04 pM, 38: ICsp 0.04 pM). Prema ovoj celijskoj liniji vecu aktivnost od
doksorubicina je pokazao i fluoridni derivat 43 (ICso 1.85 pM) i to preko 1.5 put. Generalno svi
halogenidni analozi goniofufurona (29, 34, 38 i 43) bili su zadovoljavajuce, odnosno jako aktivni
prema slede¢im tumorskim ¢elijskim linijama: K562 (1Cs 2.28, 1.12, 5.95, 10.98 uM), HL-60 (1Cso
7.37, 0.11, 13.64, 15.87 pM), Jurkat (ICsp 13.17, 3.07, 11.77, 5.41 pM), Raji (ICs 0.04, 18.87,
0.04, 1.85 pM) i HeLa (ICsp 0.81, 0.68, 21.85, 2.31 uM). Prema HT-29 ¢elijskoj liniji jedino je
hloridni analog 29 ispoljio zapazenu aktivnost od (ICso 1.25 pM), dok su ostale tri halogenidne
izostere ostale neaktivne. Prema MDA-MB 231 ¢elijama, prihvatljivu aktivnost je pokazao samo
jodidni analog 38 (ICsp 11.36 UM). Prema c¢elijama humanog tumora plu¢a (A549) sva Cetiri
analoga su ispolila aktivnost ali su prihvatljivu aktivnost ispoljili samo analozi sa hlorom 29 (ICs
15.45 pM) i jodom 38 (ICsp 11.75 pM). Prema MCF-7 ¢elijskoj liniji jedino je bromidna izostera 34
pokazala dobru aktivnost (ICsp 13.51 puM), dok su jodidni i fluoridni analozi (38 i 43) pokazali
umerenu aktivnost od 21.01, odnosno 21.39 UM, dok je hloridni analog 29 ostao neaktivan prema
ovoj ¢elijskoj liniji.

Kao Sto se iz Tabele 3.3.1. dalje vidi, pseudo-halogenidna izostera (+)-goniofufurona (azid 47)
ispoljio je znacajnu aktivnost prema osam od devet ispitivanih Celijskih linija, a najpotentniju

aktivnost je pokazao prema Jurkat ¢elijama (1Csp 5.96 pUM).

Druga grupa jedinjenja Cija aktivnost je prikazana u Tabeli 3.3.1. su halogenidne izostere (+)-
goniofufurona koji u polozaju C-5 imaju benzil-grupu (27, 33, 37 i 41). Pri ispitivanju ovih
jedinjenja 5-O-benzil-(+)-goniofufuron (19) i doksorubicin su primenjeni kao kontrolni molekuli.
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Lipofilniji halogenidni analozi (+)-goniofufurona (27 i 37) su ispoljili dobru aktivnost prema osam,
a 33 i 41 prema sedam, od ispitivanih devet tumorskih c¢elijskih linija. Hloridni derivat 27 je
pokazao najpotentniju aktivnost prema HeLa ¢elijama (ICsp 0.16 M), ali ipak dva puta slabiju od
komercijalnog citostatika doksorubicina (ICsp 0.07 pM). Generalno, svi 5-O-benzil-derivati
halogenidnih izostera goniofufurona (27, 33, 37 i 41) pokazali su zadovoljavaju¢u aktivnost prema
slede¢im tumorskim ¢elijskim linijama: K562 (ICso 8.65, 1.06, 15.36, 6.78 uM), Raji (ICso 1.57,
6.87, 15.32, 14.66 uM) i HeLa (I1Csp 0.16, 9.24, 11.56, 5.48 puM). Prema HL-60 i Jurkat ¢elijskim
linijama svi halogenidi su uglavnom bili aktivni, mada je registrovana nesto slabija aktivnost
fluoridnog derivata 41 prema HL-60 (ICso 33.69 uM), a jodidnog 37 prema Jurkat ¢elijama (ICso
45.36 pM). Slabije aktivnosti halogenidnih analoga (27, 33, 37 i 41) su registrovane prema MCF-7 i
A549 ¢elijskim linijama, dok su prema HT-29 svi analozi bili neaktivni. Prema MDA-MB 231
¢elijama dva analoga (27 i 37) su ispoljila solidnu aktivnost od 12.56, odnosno 21.57 uM, dok su
druga dva analoga 33 i 41 ostali neaktivni.

Ono Sto se joS moze videti u Tabeli 3.3.1., je 5-O-metil-(+)-goniofufuron 57 koji je pokazao
antiproliferativnu aktivnost prema osam od devet ispitivanih tumorskih linija, a najznacajniju
aktivnost je ispoljio prema ¢elijama MCF-7 (ICso 4.04 uM), Sto je ujedno i najbolja aktivnost od

svih analoga (+)-goniofufurona prema ovoj ¢elijskoj liniji.

Tabela 3.3.2. In vitro citotoksi¢nost 7-epi-(+)-goniofufurona (I1), odgovarajucih izostera (21, 30, 26, 35, 32, 39, 36, 44,
42,481 59) i doksorubicina (DOX).

Ispitivano VDA

jedinjenje K562 HL-60  Jurkat Raji HT-29 MCF-7 MB 231 HeLa  A549 MRC-5
QH

Ph o .
Ho »/O/KO 0.028 22.02 18.64 1.25 1.34 9.24 58.70 0.89 21.02 >100

I
HO
= 0.

Ph "
;}j’”o/ko 0.086  987.36 12.79 68.46 56.25 26.58 214.56 3.79 32.25 >100

(o]
Ph
}Zogo 0.11 0.15 0.03 1.85 1711.33  357.19 578.19 111 47.35 >100
30
cl
e}
Ph
B;Q,Oxo 0.18 5.64 0.54 11.31 586.21 1.65 111 0.54 39.99 96.54
26
Br
e]
Ph
/H}ZOKO 0.98 0.32 5.44 15.34 864.23 23.32 102.45 1.64 51.24 >100
35
l§r
Ph/io)‘,,,
BnG »/O/KO 1.21 231 7.85 3.38 98.66 48.89 10.38 0.54 21.14 >100
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O,

Ph

/Hoizoko 11.08 24.36 9.56 2.85 132.02 1.28 102.36 5.69 25.61 >100
39

!

P O

mﬁo/go 2435 447 3087 1136 67849 335 3545 1421 3021 >100
36

E
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F
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B0 "bko 8.64 24.85 8.48 21.65 246.58 45.65 121.22 3.67 21.54 >100
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N3
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Ph

/Hoi')/o/go 3.09 15.47 46.32 2.12 387.11 44.88 84.16 0.12 18.34 >100
48

OH

Ph/i()}w

VoG ,,/O/go 8.45 18.95 15.46 12.22 357.19 12.65 35.22 11.01 38.25 >100
59

DOX 0.25 0.92 0.03 2.98 0.15 0.20 0.09 0.07 4,91 0.10

Kao Sto se iz Tabele 3.3.2. vidi, direktne halogenidne izostere 7-epi-(+)-goniofufurona (35, 39 i 44)
pokazuju dobru citotoksi¢nost prema sedam od ispitivanih devet neoplasti¢nih Celijskih kultura, dok
hloridna izostera 30 ispoljava znacajnu aktivnost prema Sest tumorskih ¢elijskih linija. Ipak, bas
ovaj derivat ispoljava submikromolarnu aktivnost prema cak tri ¢elijske linije, a to su K562 celije
(1Cs0 0.11 uM) prema kojima je preko dva puta aktivniji od doksorubicina (ICsp 0.25 uM), zatim
HL-60 celije (ICsp 0.15 uM) prema kojima je preko Sest puta aktivniji od DOX-a (ICsg 0.92 uM), i
Jurkat celije prema kojima ispoljava istu aktivnost kao komercijalni antitumorski agens DOX (ICs
0.03 uM). Ono sto bi jo$ trebalo istaci za jedinjenje 30 je njegova snazna aktivnost prema Hela
(1Cs0 1.11 pM), odnosno prema Raji ¢elijama (ICso 1.85 uM). Prema Raji ¢elijama ovaj molekul je
ispoljio preko 1.5 puta bolju aktivnost od doksorubicina (ICso 2.98 uM). Sto se tice ostalih
halogenidnih analoga posebno treba ista¢i znacajne submikromolarne aktivnosti bromidnog analoga
35 prema Celijama K562 i HL-60 (1Cso 0.98 1 0.32 uM), od kojih je prema promijelocitnoj leukemiji
(HL-60) ta aktivnost bila ve¢a od doksorubicina (ICsp 0.92 uM) skoro tri puta. Fluoridni analog 44
je pokazao submikromolarnu aktivnost u kulturi Raji ¢elija (ICso 0.03 pM) koja je skoro 100 puta
veca 0d aktivnosti DOX-a (ICso 2.98 uM). lako jodidna izostera 7-epi-(+)-goniofufurona (39) nije
ispoljila  submikromolarnu aktivnost prema ispitivanim celijskim linijama, njena aktivnost
detektovana u kulturi Raji celija je slina aktivnosti komercijalnog antitumorskog agensa
doksorubicina (ICsp 2.85 pM). Svi halogenidni analozi su pokazali znacajnu aktivnost prema K562,
Jurkat i Raji ¢elijama. Prema HL-60 ¢elijama jodidni analog 39 je ispoljio umerenu aktivnost, dok
je fluoridni derivat 44 pokazao umerenu aktivnost prema HeLa ¢elijama. Prema ¢éelijama karcinoma

plu¢a A549 svi derivati (30, 35, 39 i 44) su bili umereno aktivni. Od svih ispitivanih analoga 7-epi-
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(+)-goniofufurona jedino je jodidni derivat 39 ispoljio znacajnu aktivnost prema MCF-7 ¢elijskoj
liniji (1Csp 1.28 uM).

Kao Sto se iz Tabele 3.3.2. dalje vidi, pseudo-halogenidna izostera 7-epi-(+)-goniofufurona, azid 48
ispoljio je aktivnost prema osam od devet ispitivanih ¢elijskih linija, a najbolju aktivnost je pokazao
prema HeLa ¢elijama od 0.12 pM. Takodje treba ista¢i aktivnost ovog analoga prema Raji ¢elijskoj

liniji od 2.12 uM, koja je nesto veca od aktivnosti doksorubicina (1Csg 2.98 puM).

Halogenidne izostere 5-O-benzil-derivata 7-epi-(+)-goniofufurona (26, 32, 36 i 42) pokazale su
antitumorsku aktivnost prema osam od devet ispitivanih neoplasti¢nih ¢elijskih linija, dok su prema
HT-29 cCelijama sva Cetiri analoga bila neaktivna. Hloridni analog 26 je ispoljio submikromolarnu
aktivnost prema tri ¢elijske linije, a to su K562 (ICsp 0.18 puM), Jurkat (1Cso 0.54 uM) i HeLa (ICsg
0.54 pM). Bromidni analog 32 je ispoljio submikromolarnu aktivnost prema HeLa ¢elijama (ICsg
0.54 uM), dok su I1Csp vrednosti jodidnog (36) i fluoridnog (42) analoga bile iznad 1 uM. Znacajnu
antiproliferativnu aktivnost sva Cetiri analoga su ispoljila prema celijskoj liniji HeLa. Osim toga,
sve Cetiri halogenidne izostere su pokazale znacajnu aktivnost prema celijskim linijjama K562, HL-
60, Jurkat i Raji, mada je kod svake ¢elijske linije po jedan analog pokazao slabiju aktivnost: prema
K562 jodid 36, prema HL-60 fluorid 42, prema Jurkat jodid 36 i prema Raji fluorid 42. Prema
¢elijama karcinoma dojke (MCF-7) znacajnu aktivnost od 1.65 i 3.35 puM pokazali su hloridni i
jodidni derivati (26 i 36), dok su druga dva analoga pokazala slabu aktivnost. ER™ ¢elijska linija
karcinoma dojke (MDA-MB 231) je manje osetljiva na stiril-laktone sa halogenidnim izosternim
grupama, pa su prema njoj aktivni samo hlorid 26 i bromid 32, dok je jodid 36 slabo aktivan, a
fluorid 42 neaktivan.

5-O-Metil-7-epi-(+)-goniofufuron (59), je pokazao antiproliferativnu aktivnost prema osam od
devet ispitivanih tumorskih ¢elija, a najznacajniju aktivnost je ispoljio prema K562 ¢elijama (1Cso
8.45 puM).

Tabela 3.3.3. In vitro citotoksi¢nost (+)-goniofufurona (I), (—)-goniofufurona (ent-1), (+)- i (—)-enantiomernih analoga
(31, ent-31, 51, ent-51, 53, ent-53, 45 i ent-45) i doksorubicina (DOX).

ICso (uM), 72 h

Ispitivano jedinjenie \ ser 1y 60 Jurkat Raji HT-29 MCF-7 I\|>I/IBD§’>-1 HeLa A549 MRC-5
Ph
H Ow
q:/@b i 143 078 0074 046 024 18397 11032 15432 1848 >100
31
Ph
[ O L
O%LQ@ 121 1169 1845 1588 34956 669 2011 656 2564  >100

ent-31
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Ph
>0
q;p”oko 156 1167 2136 567 36425 2111 148.36 11.40 3512  >100
051 o
o%dm 2197 3505 4166 2564 89.36 100.64  159.64 2412 2021  >100
ent-51
Ph .,
Bno ”/O/Ko 0.14 0.56 1.01 9.48  24.56 14.54 425.36 4.32 4522  >100
53
o
OJ\OQA%
o8n 25.64  8.45 11.97 21.88 15489  4.69 36.45 7.54 8.97 >100
ent-53
0
Ph
/Hoj:}”oko 0.51 4381 2.52 1.03 33125 1225 25431 4.42 41.23  >100
45
o
07/\0\@/\%
on 0.02 0.17 0.12 0.03 45.12 13.54 412.36 121 52.31  >100
ent-45
HO
Ph RN
HO' »/O/KO 0.41 20132 3245 1845 059 16.59 75.34 832 3521 >100
o
OJ\W« Ph
© o 296 22461 2.49 2342 1.64 51.27 598.66 78531  2.36 >100
ent-|
DOX 025 0.92 0.03 298 0.15 0.20 0.09 0.07 4.91 0.10

Kao Sto se iz Tabele 3.3.3. vidi, benzoksepan (+)-serije (31) je pokazao znacajnu antiproliferativnu
aktivnost prema Sest od devet ispitivanih tumorskih ¢elijskih linija. Medjutim, u Cetiri neoplasti¢ne
¢elijske kulture detektovana je submikromolarna aktivnost od kojih su dve bile bolje od
komercijalnog citostatika doksorubicina. Najsnaznija aktivnost registrovana je prema Jurkat
¢elijama (ICso 0.074 uM) koja je ipak dvostruko slabija od aktivnosti DOX-a (ICso 0.03 pM).
Veoma jaka aktivnost je detektovana prema celijama HT-29 (ICso 0.24 pM), ali je i ona nesto
slabija od doksorubicina (ICsp 0.15 uM). Molekul 31 (ICso 0.46 pM) je pokazao Sest puta jacu
aktivnost od DOX (ICsp 2.98 uM) u kulturi Raji ¢elija, a sli¢nu aktivnost (ICsp 0.78 uM), kao DOX
(I1Cs0 0.92 uM) ovaj molekul je ispoljio prema HL-60 ¢elijama. Otvoreni analozi benzoksepana (+)-
serije (molekuli 51 i 53) su se pokazali kao slabiji citotoksi¢ni agensi, ali Sireg spektra dejstva,
obzirom da su aktivni prema sedam, odnosno osam od devet ispitivanih tumorskih ¢elijskih linija.
Naime, 51 ne ispoljava ni prema jednoj celijskoj kulturi submikromolarnu aktivnost, dok 53
ispoljava submikromolarnu aktivnost prema dve ¢elijske linije i to prema K562 i HL-60 (1Csp 0.14 i
0.56 pM). Pri tome je vazno napomenuti da su ovi analozi skoro dva puta aktivniji od
doksorubicina (1Csp 0.25 1 0.92 UM respektivno).

Kao Sto se iz Tabele 3.3.3. dalje vidi, benzoksepan (—)-serije (ent-31) je aktivan prema osam od

devet ispitivanih tumorskih ¢elijskih linija, a najpotentnija aktivnost je registrovana prema K562
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¢elijama (ICsp 1.21 uM). Otvoreni analozi benzoksepana (—)-serije ent-51 i ent-53, su se pokazali
kao dosta slabiji citotoksi¢ni agensi. Naime, ent-51 je ispoljio aktivnost prema sedam od devet
ispitivanih malignih c¢elijskih linija, a najbolja aktivnost je registrovana prema celijama A549 i
iznosi 20.21 uM. Za razliku od njega otvoreni analog ent-53 je pokazao citotoksi¢nost prema osam
od devet ispitivanih Celijskih kultura, pri ¢emu je prema MCF-7 ¢elijama registrovana najbolja
aktivnost (4.69 uM).

U Tabeli 3.3.3. su prikazani i rezultati antiproliferativne aktivnosti ranije dobijenih deoksigenovanih
derivata 45 i ent-45. Vidi se da (+)-enantiomer 45 pokazuje submikromolarnu aktivnost (1Csp 0.51
HM) samo prema K562 ¢éelijama, dok je (—)-enantiomer ent-45 ispoljio submikromolarnu aktivnost
prema Cak Cetiri vrste ¢elija, K562, HL-60, Jurkat i Raji (ICsp 0.02, 0.17, 0.12 i 0.03 puM).

Tabela 3.3.4. In vitro citotoksi¢nost (+)-goniofufurona (1), stiril-laktona sa netipi¢nim strukturnim karakteristikama (50,
28, 62, 54, 55, 61 i 60) i doksorubicina (DOX).

Ispitivano VDA
jedinjenje K562 HL-60 Jurkat Raji HT-29 MCF-7 MB 231 HelLa Ab49 MRC-5
HO
Ph)io)
HO '”o/Ko 0.41 201.32 32.45 18.45 0.59 16.59 75.34 8.32 35.21 >100
|
Q%
o e}
o OH 2.39 54.87 89.15 66.45 89.61 23.15 >100 0.96 21.54 >100
50
Ph
HOSEOS
ane” /g 34.22 22.23 2.22 4.09 87.45 36.21 5.36 0.91 48.68 >100
[Oe]

28

Ph

H&Q

i oo 1832 3635 2985 1645 10136 5205 868 3563 1236  >100
62

Bor L, 1254 856 1776 2634 458.65 1.36 22.02 8.78 21.44 >100
54

MeQ
R{e}

ot L, an 4.36 8.61 2121 21231 321 35.20 5.64 18.08 >100
55

ph. OH
O,

PH i

MeG "/O/Ko 28.69 2.36 9.79 18.95 369.71 11.36 51.02 12.64 15.08 >100
61

]
O,

Ph .

MeG /K 22.47 11.21 8.97 25.61 246.58 3.44 41.02 6.39 2.58 >100
(0] (0]
60

DOX 0.25 0.92 0.03 2.98 0.15 0.20 0.09 0.07 491 0.10

Kao Sto se iz Tabele 3.3.4. vidi, azidni derivat sa pirano-furanonskim skeletom (50) pokazuje
citotoksi¢nost prema osam od devet neoplasti¢nih Celijskih linija. Najpotentniju, submikromolarnu

aktivnost ovaj analog je ispoljio prema HeLa c¢elijama (ICso 0.96 pM), a znacajnu aktivnost je
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ispoljio i prema c¢elijama K562 (ICso 2.39 uM), dok je njegova aktivnost prema ostalim ¢elijskim

kulturama znatno slabija.

Iz Tabele 3.3.4. se dalje vidi, da olefini 28 i 62 takodje inhibiraju rast osam od devet ispitivanih
tumorskih cCelijskih linija, pri ¢emu najznacajniju aktivnost 28 pokazuje prema HelLa (ICs 0.91
HM), a 62 prema MDA-MB 231 ¢elijama (ICso 8.68 uM). Analog 62 je neaktivan samo prema HT-

29 ¢elijama, dok je 28 ispoljio veoma slabu antiproliferativnu aktivnost prema ovoj ¢elijskoj liniji.

Analozi 54 i 55 takodje znacajno inhibiraju rast osam od devet testiranih neoplasti¢nih ¢elijskih
linija. Najpotentnija aktivnost analoga 54 i 55 registrovana je prema ¢elijama tumora dojke MCF-7
(ICs 1.36 1 3.21 uM).

Kao Sto se iz Tabele 3.3.4. dalje vidi, 5-O-metil-derivati 61 i 60 su inhibirali rast osam od devet
ispitivanih malignih celijskih linija. Najjacu aktivnost difenilni analog 61 je pokazao prema
¢elijama promijelocitne leukemije HL-60 (ICso 2.36 pM). Najpotentnija aktivnost ketona 60 je
registrovana prema ¢elijama adenokarcinoma pluca A549 (ICsp 2.58 UM), koja je ujedno i najbolja
aktivnost svih testiranih analoga (+)-goniofufurona na ovu ¢elijsku liniju. Pored toga, ova aktivnost
analoga 60 je 1 skoro dvostruko bolja od aktivnosti komercijalnog antitumorskog leka
doksorubicina (1Csp 4.91 uM).

Vazna osobina svih novosintetizovanih stiril-laktona koju posebno treba istaci, ogleda se u njihovoj
potpunoj neaktivnosti prema normalnim ¢éelijama fetalnih fibroblasta plu¢a (MRC-5), Sto ukazuje na
njihovu potencijalnu selektivnost. Medjutim ovu pretpostavku bi trebalo proveriti dodatnim in vitro

eksperimentima na ve¢em broju zdravih ¢elijskih linija.
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Uspostavljanje korelacionih odnosa (SAR) kod izostera i bioizostera sintetizovanih stiril-
laktona

PokusSaj uspostavljanja korelacionih odnosa (SAR) izmedju strukture i antiproliferativne aktivnosti
sintetizovanih izostera i bioizostera goniofufurona i 7-epi-goniofufurona, predstavljalo je naredni
zadatak naSih radova. Uticaj izosterne varijacije na antitumorsku aktivnost odredjen je
uporedjivanjem citotoksi¢nosti parova stiril-laktona koji imaju istu osnovnu strukturu, a razlikuju se
samo u vrsti supstituenata, dok je uticaj stereohemije na antiproliferativnu aktivnost procenjen
uporedjivanjem citotoksi¢nosti parova stiril-laktona koji imaju iste funkcionalne grupe, a razlikuju

se po konfiguraciji na C-7 stereocentru.

Citotoksi¢nost je kvantitativno izrazena kao Alog (ICsp), a predstavlja razliku dekadnih logaritama
od 1Cs vrednosti analoga i kontrolnog molekula [log (1Cso)an — log (ICso0)ko]. Dobijene negativne
vrednosti Alog (ICsp) ukazuju da analog ima snazniju antiproliferativnu aktivnost od kontrolnog
molekula, dok pozitivne vrednosti odgovaraju vecoj aktivnosti kontrolnog molekula u odnosu na

analog.

Radi bolje preglednosti uspostavljenih korelacionih odnosa svi SAR dijagrami od jedinjenja koja su

uporedjivana su razvrstani u pet grupa.

Prva grupa dijagrama predstavlja korelacije izmedju osnovnog molekula (+)-goniofufurona (1),
odnosno 7-epi-(+)-goniofufurona () i odgovaraju¢ih analoga kod kojih je samo OH grupa u
polozaju C-7 zamenjena odgovarajucom halogenidnom funkcijom (1129, 1134, 1138, 1143, 11
47; Slika 3.3.1a), odnosno (11130, 11135, 11139, 1144, 11i48; Slika 3.3.1b).

Prilikom uspostavljanja korelacionih odnosa (Slika 3.3.1a), (+)-goniofufuron (I) predstavlja
kontrolni molekul, dok jedinjenja 29, 34, 38, 43 i 47 predstavljaju odgovarajuce analoge, dok 7-epi-
(+)-goniofufuron (1) predstavlja kontrolni molekul, u odnosu na analoge 30, 35, 39, 44 i 48 (Slika
3.3.1b).
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Slika 3.3.1. Korelacije izmedju strukture i antiproliferativne aktivnosti stiril-laktona I, 11 i analoga (SAR): (a) Uticaj

izosterne varijacije (OH — ClI, Br, I, F, N3) kod (+)-goniofufurona (I); (b) Uticaj izosterne varijacije (OH — ClI, Br,
I, F, N3) kod 7-epi-(+)-goniofufurona (I1).

Kao Sto se sa Slike 3.3.1a. vidi, izosterna zamena C-7 hidroksilne grupe u molekulu (+)-
goniofufurona (1) halogenidnim i pseudohalogenidnim izosternim funkcijama prouzrokuje povoljne
promene antiproliferativne aktivnosti rezultujucih analoga 29, 34, 38, 43 i 47. Naime, hloridna (29),
jodidna (38), fluoridna (43) i azidna (47) izostera pokazuju jacu antiproliferativnu aktivnost od
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osnovnog molekula I prema pet od devet ispitanih tumorskih ¢elija, dok je bromidna izostera 34
pokazala jaCu antitumorsku aktivnost prema cetiri od devet neoplasti¢nih ¢elija, a prema Raji
¢elijama su i analog 34 i kontrola (I) ispoljili istu antiproliferativnu aktivnost. Najveca razlika u
aktivnosti registrovana je prema HL-60 c¢elijskoj liniji, gde su svi halogenidni analozi pokazali
relativno jaku citotoksi¢nost, dok je osnovni molekul | bio potpuno neaktivan. Znacajno veca
antiproliferativna aktivnost analoga takodje je registrovana u kulturi Jurkat ¢éelija, dok su prema Raji
¢elijama analozi 29, 38 i 43 pokazali oko 461, odnosno 10 puta jacu aktivnost od prirodnog
proizvoda |. Znacajna razlika u antiproliferativnoj aktivnosti takodje je registrovana i prema HelLa
neoplasti¢nim ¢elijama, gde su analozi 29, 34 i 43 pokazali preko 10, 12, odnosno 3 puta snazniju
inhibiciju rasta u odnosu na kontrolni molekul 1. Prirodni proizvod | pokazao je vecu citotoksi¢nost
od halogenidnih i pseudohalogenidnih analoga samo prema dve maligne ¢elijske linije (K562 i HT-
29).

Kao Sto se sa Slike 3.3.1b. moze videti, izosterna zamena C-7 hidroksilne grupe u molekulu 7-epi-
(+)-goniofufurona (1) atomom halogena, ili azidnom grupom prouzrokuje znatno manje povoljne
promene u antiproliferativnoj aktivnosti rezultujucih izostera 30, 35, 39, 44 i 48. Naime, prirodni
proizvod 11 je bio znatno aktivniji od svih halogenidnih analoga prema tri neoplasti¢ne celijske
linije (K562, HT-29 i MDA-MB 231), takodje cetiri od pet halogenidnih analoga bili su manje
aktivni od 11, prema cetiri tumorske ¢elijske linije (Raji, MCF-7, HeLa i A549). S druge strane,
analozi su ispoljili ja¢u antiproliferativnu aktivnost od osnovnog molekula Il samo prema dve
tumorske celijske linije, Jurkat (svi sem azida 48) i HL-60 (svi sem jodida 39). Medutim, posebno
treba istaci hloridni analog 30 koji je preko 620 puta jace ihibirao rast Jurkat ¢elija, dok je u kulturi
HL-60 celija bio preko 140 puta aktivniji od 7-epi-(+)-goniofufurona (I1). Takodje, bromidni
analog 35 je ispoljio skoro 70 puta vecu aktivnost od Il prema ¢elijama HL-60, a fluorid 44 preko

40 puta vecu aktivnost od osnovnog molekula Il prema Raji ¢elijama.

Naredna dva dijagrama prikazuju korelaciju izmedju 5-O-benzil-(+)-goniofufurona 19, odnosno 5-
O-benzil-7-epi-(+)-goniofufurona 21, i odgovaraju¢ih C-7 halogenidnih analoga (19 i 27, 19 i 33,
19137, 191 41; Slika 3.3.2a), odnosno (21126, 21132, 21 36, 21 i 42; Slika 3.3.2b).
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Slika 3.3.2. Korelacije izmedju strukture i antiproliferativne aktivnosti lipofilnih stiril-laktona 19, 21 i analoga
(SAR): (a) Uticaj izosterne varijacije (OH — ClI, Br, I, F) kod 5-O-benzil-(+)-goniofufurona (19); (b) Uticaj
izosterne varijacije (OH — Cl, Br, I, F) kod 5-O-benzil-7-epi-(+)-goniofufurona (21).

Prilikom uspostavljanja korelacije (Slika 3.3.2a.), 5-O-benzil-(+)-goniofufuron (19) je arbitrano
posmatran kao kontrolni molekul, dok su derivati 27, 33, 37 i 41 predstavljali odgovarajuce
analoge. 5-O-Benzil-7-epi-(+)-goniofufuron (21) arbitrano je posmatran kao kontrolni molekul, dok
su jedinjenja 26, 32, 36 i 42 predstavljali odgovarajuée analoge u slede¢em dijagramu (Slika
3.3.2b).
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Kao Sto se sa Slike 3.3.2a. vidi, izosterna zamena C-7 hidroksilne grupe u molekulu 19
halogenidnim izosternim funkcijama ne prouzrokuje znacajnije promene antiproliferativne
aktivnosti rezultuju¢ih analoga 27, 33, 37 i 41. Naime, sve Cetiri halogene izostere pokazuju jac¢u
antiproliferativnu aktivnost od osnovnog molekula 19 samo prema jednoj tumorskoj ¢elijskoj liniji
(Raji), dok je najpotentnija aktivnost registrovana kod hlorida 27 koji je ispoljio ¢ak 11 puta jacu
aktivnost od osnovnog jedinjenja 19. Hlorid 27, bromid 33 i jodid 37 su aktivniji od kontrole 19 i
prema HL-60 ¢elijama. Ipak, kontrolni molekul 19 je ispoljio znacajno vecéu citotoksi¢nost u odnosu

na halogene analoge prema cak cetiri maligne ¢elijske linije (K562, HT-29, MCF-7 i HeLa).

Kao Sto se sa Slike 3.3.2b. moZze videti, izosterna zamena C-7 hidroksilne grupe u molekulu 5-O-
benzil-7-epi-(+)-goniofufurona (21) atomom halogena prouzrokuje veoma povoljne promene u
antiproliferativnoj aktivnosti rezultujuc¢ih izostera 26, 32, 36 i 42. Naime, sve halogenidne izostere
su pokazale znacajno veéu aktivnost prema tri ¢elijske linije HL-60, Raji i MDA-MB 231, zatim tri
(26, 321 42) od cetiri analoga su ispoljili snazniju aktivnost prema Jurkat ¢elijama, a po dva analoga
su znacajno aktivniji u odnosu na osnovni molekul 21 prema HeLa ¢elijama (26 i 32), odnosno
prema MCF-7 ¢elijama (26 1 36). Najpotentnija aktivnost lipofilnijih analoga je registrovana prema
¢elijama HL-60 i MDA-MB 231 prema kojima je osnovni molekul potpuno neaktivan. Ipak,
kontrolni molekul 21 je ispoljio snazniju aktivnost u odnosu na sve halogene izostere prema dve
¢elijske linije (K562 i HT-29).

Tre¢i histogram prikazuje uspostavljanje korelacionih odnosa izmedju (+)-goniofufurona (I),
odnosno (—)-goniofufurona (ent-1) i odgovaraju¢ih analoga dobijenih primenom strategije otvaranja
i zatvaranja prstena (1131, 1151, 1153; Slika 3.3.3a), odnosno (ent-1 i ent-31, ent-1 i ent-51, ent-1 i
ent-53; Slika 3.3.3a) i uspostavljanje korelacije izmedju (+)- i (—)-enantiomera (31 i ent-31, 51 i
ent-51, 53 i ent-53, I i ent-1; Slika 3.3.3b).
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Slika 3.3.3. Korelacije izmedju strukture i antiproliferativne aktivnosti kod enantiomernih stiril-laktona (+)-
goniofufurona (1), (—)-goniofufurona (ent-1) i analoga (SAR): (a) Uticaj zatvaranja i otvaranja prstena kod (+)-
goniofufurona (1) i (—)-goniofufurona (ent-1); (b) Uticaj enantiomerizacije kod (+)-goniofufurona (1) i analoga [(+)

— ()1

Prilikom uspostavljanja korelacionih odnosa kod parova stiril-laktona sa otvorenim/zatvorenim
benzoksepanskim prstenom (Slika 3.3.3a), (+)-goniofufuron (1) i (—)-goniofufuron (ent-I)
predstavljaju kontrolne molekule, a bioizostere (31, 51, 53, ent-31, ent-51 i ent-53) su odgovarajuci

analozi. Prilikom ispitivanja uticaja promene konfiguracije na svim stereocentrima (+)-enantiomeri
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(31, 51, 53 i I) su posmatrani kao kontrolni molekuli, dok su (—)-enantiomeri (ent-31, ent-51, ent-53
i ent-1) predstavljali analoge (Slika 3.3.3b).

Kao Sto se sa Slike 3.3.3a vidi, zatvaranje benzoksepanskog prstena kod (+)-goniofufurona (1)
doprinosi znac¢ajnom povecéanju citotoksi¢nosti rezultuju¢eg analoga 31. Naime benzoksepan 31 je
aktivniji od prirodnog proizvoda | prema pet (HL-60, Jurkat, Raji, HT-29 i A549) od devet
ispitivanih tumorskih ¢elijskih linija. Najpotentnija aktivnost 31 u odnosu na kontrolni molekul
registrovana je prema Jurkat (preko 400 puta) i HL-60 celijama (preko 250 puta). Otvaranje
benzoksepanskog prstena u polozaju C10-Os nije doprinelo zna¢ajnijem poboljSanju citotoksi¢nosti
novonastalog analoga 51. Naime, on je ispoljio bolju aktivnost od osnovnog molekula I samo
prema tri celijske linije, a najznacajnija razlika je registrovana kod HL-60 c¢elija, prema kojim je
prirodni proizvod | potpuno neaktivan. Otvaranje prstena u poloZzaju C;-Cg dovelo je do znacajnog
povecéanja aktivnosti rezultujuceg analoga 53. Naime, on se pokazao aktivniji prema pet od devet
ispitivanih neoplasti¢nih ¢éelijskih kultura. Najznacajnija aktivnost registrovana je u kulturi HL-60
¢elija, prema kojim je analog 53 ispoljio ¢ak 350 puta vecu aktivnost u odnosu na prirodni proizvod
I. Veoma znaCajna razlika u aktivnosti u korist analoga 53 je detektovana i prema celijama
mijeloidne leukemije (K562), prema kojim je kontrolni molekul bio aktivniji u odnosu na preostala
dva analoga (31 i51).

Kao Sto se sa Slike 3.3.3a dalje vidi, zatvaranje i otvaranje benzoksepanskog prstena kod (—)-
goniofufurona (ent-1) dovodi do sli¢nih promena u citotoksi¢nosti rezultuju¢ih analoga, kao kod
(+)-enantiomera. Naime, (—)-benzoksepan ent-31 je ispoljio vecu aktivnost od kontrolnog molekula
ent-1 ¢ak prema Sest od devet ispitivanin malignih ¢elija. Najveéa razlika u aktivnosti u korist
analoga ent-31 registrovana je u kulturi HeLa c¢elija, prema kojim je kontrolni molekul neaktivan.
Sto se ti¢e analoga sa otvorenim benzoksepanskim prstenom, manja razlika u aktivnosti prime¢ena
je kod analoga ent-51, koji je aktivniji u odnosu na kontrolu prema tri ¢elijske linije (HL-60, MDA-
MB 231 i HeLa), prema kojima je ent-1 bio neaktivan. Veca razlika u aktivnosti registrovana je kod
analoga ent-53 koji je ispoljio snazniju antiproliferativnu aktivnost prema pet od devet ispitivanih
neoplasti¢nih c¢elija. Pored tri Celijske linije (HL-60, MDA-MB 231 i HelLa) prema kojim je
kontrolni molekul neaktivan, analog ent-53 je prema MCF-7 ¢elijama, preko deset puta aktivniji od

osnovnog molekula ent-1.

Kao Sto se sa Slike 3.3.3b vidi, (+)-enantiomeri (kontrolni molekuli) su mnogo aktivniji od (-)-
enantiomera. Naime, (—)-benzoksepan ent-31 je ispoljio jacu aktivnost prema samo tri ¢elijske linije
(MCF-7, MDA-MB 231 i HeLa) prema kojima je (+)-benzoksepan 31 bio neaktivan. Ovakva
razlika u aktivnosti je registrovana i kod analoga sa otvorenim oksepanskim prstenom, odnosno

analog ent-51 je bio aktivniji od kontrolnog molekula 51 samo prema dve maligne ¢elijske linije
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(HT-29 i A549). Vrlo sli¢ni efekti su detektovani i kod drugog para otvornih analoga. Naime (-)-
enantiomer ent-53 je aktivniji od kontrolnog (+)-enantiomera 53 prema samo tri maligne celijske
linijje (MCF-7, MDA-MB 231 i A549). (+)-Enantiomer je aktivniji i u slu¢aju prirodnog proizvoda
(+)-goniofufurona (1) koji je aktivniji u odnosu na (—)-goniofufuron (ent-1) prema ¢ak sedam od

devet ispitivanih tumorskih éelija.

Naredna dva dijagrama prikazuju korelacije izmedju (+)-goniofufurona (I), odnosno 7-epi-(+)-
goniofufurona (I1), i odgovaraju¢ih 5-O-metil-derivata kod kojih su uradjene odredjene izosterne
zamene (1157, 1161, 1160, 11159, 11161, Il 60; Slika 3.3.4a), i uspostavljanje medjusobnih
korelacionih odnosa izmedju dobijenih 5-O-metil-analoga (59 i 60, 57 i 60, 59 i 61, 57 i 61; Slika
3.3.4b), kao i uspostavljanje stereohemijskih korelacionih odnosa izmedju jedinjenja sa (7R) i (7S)-
konfiguracijom (57 i1 59, 1 i 11; Slika 3.3.4b).

Prilikom uspostavljanja korelacionih odnosa (Slika 3.3.4a), (+)-goniofufuron (1) i 7-epi-(+)-
goniofufuron (1) arbitrano su posmatrani kao kontrolni molekuli, dok su molekuli 57, 61, 60 i 59
predstavljali odgovarajuée analoge. Na Slici 3.3.4b 5-O-metil-(+)-goniofufuron (57) i 5-O-metil-7-
epi-(+)-goniofufuron (59) su kontrolni molekuli, dok jedinjenja 61 i 60 predstavljaju odgovarajuce
analoge. Na istom dijagramu (Slika 3.3.4b), poslednja dva primera predstavljaju uspostavljanje
stereohemijskih korelacija, pa su kao kontrolni molekuli arbitrano posmatrani (7R)-izomeri 57 i (+)-
goniofufuron (1), dok su kao odgovaraju¢i analozi posmatrani (7S)-izomeri 59 i 7-epi-(+)-

goniofufuron (I1).

Kao Sto se Slike 3.3.4a dalje vidi, prisustvo metil-grupe u polozaju C-5 dovodi do znacajnih
promena u antiproliferativnoj aktivnosti analoga. Naime, 5-O-metil-derivat 57 je aktivniji od
kontrole I prema cak Sest tumorskih ¢elijskih linija, dok je prema HeLa ¢elijama aktivnost oba
jedinjenja veoma sli¢na. Najveca razlika u antitumorskoj aktivnosti primecena je u ¢elijskoj kulturi
HL-60, prema kojoj je prirodni proizvod potpuno neaktivan. Analozi 61 i 60 takodje su znacajno
aktivniji od (+)-goniofufurona: difenil-derivat 61 je aktivniji od kontrole prema pet Celijskih linija,
dok je prema Raji ¢elijama ispoljio istu aktivnost kao I. Keton 60 je ispoljio jacu citotoksi¢nost od

goniofufurona prema cak Sest od devet ispitanih tumorskih ¢elijskih linija.
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Slika 3.3.4. Korelacije izmedju strukture i antiproliferativne aktivnosti stiril-laktona I, 11 i analoga sa metoksi

grupom na C-5 (SAR): (a) Uticaj izosterne varijacije kod (+)-goniofufurona (l) i 7-epi-(+)-goniofufurona (11) (OH
— OMe); (b) Uticaj izosterne varijacije kod 5-O-metil-analoga (+)-goniofufurona (57 i 59) (OH — =0, H — Ph, 7R
— 7S).

Sa Slike 3.3.4a se takodje vidi, da zamena OH grupe na C-5 sa metoksidnom izosterom nije dovelo
do znacajnih promena u antiproliferativnoj aktivnosti rezultuju¢eg analoga 59 koji se pokazao
aktivnijim od kontrole 11 samo prema tri neoplasticne celijske linije, mada su te razlike bile

minimalne. Druga dva derivata (61 i 60) su dosta aktivnija od prirodnog 7-epi-(+)-goniofufurona.
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Naime, difenil-derivat 61 je aktivniji od Il prema Cetiri ¢elijske linije, dok je keton 60 aktivniji od
Il prema pet tumorskih ¢elijskih linija. Znacajno poboljSanu aktivnost keton 60 je ispoljio prema
¢elijama A549, prema kojim je registrovana preko osam puta jac¢a aktivnost od prirodnog
proizvoda. Ipak, prirodni proizvodi I i Il ostaju najaktivniji prema ¢elijama K562 i HT-29.

Kao Sto se sa Slike 3.3.4b vidi, izosterne varijacije 5-O-metil-derivata goniofufurona 57 i 7-epi-
goniofufurona 59, dovele su do zna¢ajnih promena u bioloskoj aktivnosti. Naime, jedinjenje 61 koje
je dobijeno zamenom vodonika sa fenil grupom u polozaju C-7, je aktivnije od 5-O-metil-
goniofufurona (57) i 5-O-metil-7-epi-goniofufurona (59), prema cetiri od devet neoplasti¢nih
¢elijskih linija, pri ¢emu je najpotentnija aktivnost registrovana prema HL-60 celijama. Keton 60 je
aktivniji u odnosu na 57 i 59 prema ¢ak pet od devet ispitivanih tumorskih ¢elijskih linija, od kojih
je najznacajnija upravo prema celijama A549, prema kojima je 60 ispoljio ¢ak 9, odnosno skoro 15
puta bolju aktivnost od 57, odnosno 59. Analozi 57 i 59 su daleko najaktivniji prema K562, Raji i
MDA-MB 231 ¢elijskim linijama.

Kao Sto se sa Slike 3.3.4b dalje vidi, promena konfiguracije na C-7 moze dovesti do promene
bioloSke aktivnosti. Naime, promena konfiguracije iz (7R) u (7S) kod prirodnih proizvoda (I i I1)
dovodi do veoma zapazenih promena, pri ¢emu je (7S)-izomer [7-epi-goniofufuron (11)] aktivniji od
(7R)-izomera [(+)-goniofufurona (1)] prema osam od devet ispitivanih ¢elijskih linija. Medjutim,
takva promena kod 5-O-metil-derivata (57 i 59), ne dovodi do tako znacajne promene u aktivnosti
derivata. (7S)-1zomer 59 je ispoljio bolju citotoksi¢nost prema svega tri neoplasti¢ne kulture, dok je

(7R)-izomer 57 bio aktivniji prema ¢ak Sest ispitivanih ¢elijskih linija.

Da bi se detaljnije ispitao uticaj konfiguracije na C-7 na aktivnost halogenidnih analoga,
uporedjivane su aktivnosti odgovarajué¢ih (7R)- i (7S)-izomera. Prilikom uspostavljanja ovih
korelacija jedinjenja sa (7R)-stereohemijom (29, 34, 38, 43, 47 i 1) arbitrano predstavljaju kontrolne
molekule, dok jedinjenja sa (7S)-konfiguracijom (30, 35, 39, 44, 48 i Il) predstavljaju analoge
(Slika 3.3.5a). Kod 5-O-benzil-halogenidnih derivata, (7R)-izomeri (27, 33, 37, 41 i 19) su takodje
kontrolni molekuli, dok (7S)-izomeri (26, 32, 36, 42 i 21) predstavljaju odgovarajuce analoge (Slika
3.3.5h).
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Slika 3.3.5. Korelacije izmedju strukture i antiproliferativne aktivnosti stiril-laktona I, 11 i analoga (SAR): (a) Uticaj
promene konfiguracije na C-7 (na C-5 OH), (7R) — (7S); (b) Uticaj promene konfiguracije na C-7 (ha C-5 OBn)
(7TR) — (7S).

Kao Sto se sa Slike 3.3.5a vidi, promena apsolutne stereohemije na C-7, kod prirodnih proizvoda
uslovljava veoma znacajne promene u bioloskoj aktivnosti. Medjutim, kod halogenidnih analoga
ova promena ne uslovljava znacajnije promene citotoksi¢nosti. Najveée promene u antitumorskoj
aktivnosti uocene su kod azidnih i fluoridnih sterecizomera. Tako je (7S) stereoizomerni azid 48

ispoljio jacu aktivnost od 47 (7R) prema pet neoplasti¢nih ¢elijskih linija, a isti efekat je registrovan
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i kod fluoridnih izostera gde je 44 aktivniji od 43 prema pet celijskih linija. NeSto manja razlika u
korist (7S)-stereoizomera u odnosu na (7R), registrovana je kod jodidnih analoga gde je 39 aktivniji
od 38 prema cetiri tumorske Celije. Mala razlika u korist (7S)-izomera je primecena kod hloridnih
izomera gde je (7S)-izomer 30 aktivniji od (7R)-izomera 29 prema samo tri ¢elijske linije, ali je
registrovana razlika u aktivnosti prema Jurkat ¢elijama ¢ak 400 puta. Najmanji uticaj promene
konfiguracije na C-7 stereocentru je primecen kod bromidnih analoga, gde je (7R)-izomer 34
aktivniji prema Cak Sest Celijskih kultura, dok su prema tri ¢elijske linije aktivnosti oba izomera bile

sli¢ne.

Kao Sto se sa Slike 3.3.5b vidi, promena konfiguracije [(7R) — (7S)] kod benzilnih analoga (+)-
goniofufurona 19 i 7-epi-(+)-goniofufurona 21 ima potpuno suprotan efekat u odnosu na prirodne
proizvode | i 11. Naime, analog 19 (7R) je pokazao bolju citotoksi¢nost od 21 (7S) prema osam od
devet ispitivanih tumorskih ¢elijskih linija. Ipak kod halogenidnih analoga je registrovana daleko
jaca aktivnost (7S)- u odnosu na (7R)-izomere, a ovaj efekat je posebno uocljiv kod bromidnih i
hloridnih analoga. Bromidni (7S)-izomer 32 je aktivniji od (7R)-izomera 33 prema sedam od devet
¢elijskih linija, dok je kod hlorida bolja aktivnost (7S)-analoga 26 u odnosu na (7R)-izomer 27
registrovana prema Sest neoplasti¢nih ¢elija. NeSto manji uticaj je primeéen kod jodidnih analoga
gde je (7S)-izomer 36 ispoljio bolju aktivnost od (7R)-epimera 37 prema pet linija tumorskih ¢elija,
kao i kod fluoridnih analoga gde je (7S)-izomer 42 pokazao vecu citotoksi¢nost od (7R)-epimera 41

prema samo cetiri od devet ispitivanih celijskih linija.

Mehanizam bioloSkog dejstva sintetizovanih izostera i bioizostera goniofufurona i 7-epi-

goniofufurona
Celijski ciklus

Obzirom da sintetizovane izostere i bioizostere goniofufurona, odnosno 7-epi-goniofufurona
pokazuju znacajne antiproliferativne aktivnosti, nas slede¢i zadatak bio je da ispitamo mehanizam
njihovog delovanja. Naime, iz MTT testova citotoksi¢nosti dobili smo podatke o prezivljavanju i
proliferativnoj sposobnosti ¢elija, ali ne i informacije o mehanizmima antitumorske aktivnosti

novosintetizovanih analoga.

U cilju odredjivanja mehanizma antiproliferativnog dejstva sintetizovanih analoga goniofufurona i
7-epi-goniofufurona, ispitivan je uticaj analoga na faze cCelijskog ciklusa primenom protoc¢ne
citometrije. Kao model sistem posluzile su K562 celije hroni¢ne mijelogene leukemije prema

kojima su sva ispitivana jedinjenja ispoljila znacajnu antiproliferativnu aktivnost. Eksperimenti su
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izvedeni tako Sto su K562 c¢elije kontinualno tretirane ispitivanim jedinjenjima tokom 72 h, pri

koncentraciji koja odgovara ICsq vrednosti ispitivanih jedinjenja za 72 h.

Kao Sto se iz Tabele 3.3.5. i Slike 3.3.6. vidi, (+)-goniofufuron (I) kao i njegove izostere znacajno
povecéavaju procenat ¢elija u sub G1 fazi. Jedinjenja 29, 34, 47, 57, 61 kao i 60 povecavaju procenat
¢elija u ovoj fazi od 4 do 12 puta u odnosu na kontrolu, a 2 do 7 puta u odnosu na prirodni proizvod
I. Procenat celija u GO/G1 1 S fazi celiyjskog ciklusa za sva ispitivana jedinjenja, kao 1 za

goniofufuron, sli¢an je vrednostima dobijenim u kontrolnom uzorku.

Tabela 3.3.5. Uticaj (+)-goniofufurona (1) i njegovih analoga (29, 34, 38, 43, 47, 57, 61 i 60) na Celijski ciklus K562
celija.

72h Sub G1 G0/G1 S faza G2/M
K 0.55 44.16 40.15 15.14
| 0.97 45.45 43.35 10.23
29 2.25 42.17 41.11 14.47
34 4.17 40.01 39.43 16.39
38 1.77 39.61 48.01 10.61
43 1.91 41.06 49.02 8.01
47 5.56 34.06 49.03 11.35
57 6.78 41.15 45.30 6.77
61 5.03 42.27 45.61 7.09
60 5.81 38.99 47.48 7.72
70
72h mK | m29 m34 m3g m43 47 57 61 m60
60 =
50
40
30
20
10
0 I._-_- .

sub G1 G0/G1 Sfaza G2/M

Slika 3.3.6. Uticaj (+)-goniofufurona (1) i njegovih analoga (29, 34, 38, 43, 47, 57, 61 i 60) na ¢elijski ciklus K562
celija.

Kao Sto se iz Tabele 3.3.6. i Slike 3.3.7. vidi, izostere 7-epi-(+)-goniofufurona takodje povecavaju
procenat ¢elija u sub G1 fazi. Jedinjenja 30 i 59 povecavaju skoro 10, odnosno 11 puta procenat
¢elija u sub G1 fazi u odnosu na kontrolu i priblizno 23 odnosno 25 puta u odnosu na prirodni

proizvod Il. Prirodni 7-epi-(+)-goniofufuron (11) dvostruko smanjuje procenat ¢elija u sub G1 fazi u
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odnosu na kontrolu, $to je neobi¢no posto ispoljava veoma znacajnu citotoksi¢nost (ICsp 0.028 uM)
prema celijama K562, pa se moze pretpostaviti da je mehanizam njegovog delovanja drugaciji.
Procenat ¢elija u GO/G1 1 S fazi za sve ispitivane analoge, kao i za 7-epi-(+)-goniofufuron, slican je
vrednostima dobijenim u kontrolnom uzorku. Za G2/M fazu celijskog ciklusa znacajno niZe

vrednosti od kontrolnih nadene su za jedinjenja 30, 39, 48 i 59.

Tabela 3.3.6. Uticaj 7-epi-(+)-goniofufurona (11) i njegovih analoga (30, 35, 39, 44, 48 i 59) na ¢elijski ciklus K562
celija.

72h Sub G1 G0/G1 S faza G2/M
K 0.55 44.16 40.15 15.14
1 0.24 4411 39.56 16.09
30 5.46 36.13 49.06 9.35
35 0.75 39.12 43.53 16.60
39 2.26 39.93 50.75 7.06
44 1.68 34.26 51.98 12.08
48 1.20 46.29 42.82 9.69
59 6.10 39.42 47.03 7.45
70
72h =K [ u30 m3s u39 44 48 59
60 —

sub G1 G0/G1 Sfaza G2/M

Slika 3.3.7. Uticaj 7-epi-(+)-goniofufurona (I1) i njegovih analoga (30, 35, 39, 44, 48 i 59) na Celijski ciklus K562
celija.

Analozi 5-O-benzil-(+)-goniofufurona (molekuli 27, 33, 37 i 41), kao i sam 19 veoma slabo
povecavaju procenat ¢elija u sub G1 fazi u poredenju sa kontrolom. Procenat pomenutih ¢elija je, u
odnosu na osnovni molekul 19, takode nizak za sve analoge osim za jedinjenje 41 (Cetiri i priblizno
dva puta veéi procenat ¢elija u sub G1 fazi u poredenju sa kontrolnim uzorkom odnosno sa
osnovnim molekulom 19). Procenat ¢elija u GO/G1, S i G2/M fazi Celijskog ciklusa za sve
ispitivane analoge, kao i za osnovno jedinjenje 19, slican je kontrolom uzorku s izuzetkom
jedinjenja 41 kod kojeg su vrednosti u G2/M fazi dvostruko manje od kontrole (Tabela 3.3.7. i Slika
3.3.8).
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Tabela 3.3.7. Uticaj 5-O-benzil-(+)-goniofufurona (19) i njegovih analoga (27, 33, 37 i 41) na Celijski ciklus K562

¢elija.
72h Sub G1 G0/G1 S faza G2/M
K 0.55 44.16 40.15 15.14
19 1.25 42.01 42.41 14.33
27 1.32 39.15 44.01 15.52
33 0.63 43.06 41.21 15.10
37 0.69 45.04 39.08 15.19
41 2.25 42.31 48.11 7.33
70
72h mK 19 m27 u33 37 =41
60 EE—
50
40
30
20
10
0
sub G1 G0/G1 Sfaza

Slika 3.3.8. Uticaj 5-O-benzil-(+)-goniofufurona (19) i njegovih analoga (27, 33, 37 i 41) na ¢elijski ciklus K562

celija.

Sli¢ni rezultati su dobijeni i sa derivatima 5-O-benzil-7-epi-(+)-goniofufurona (molekuli 26, 32, 36

I 42). Svi analozi neznatno poveéavaju procenat celija u sub G1 fazi, ali osnovni molekul 5-O-

benzil-7-epi-(+)-goniofufuron 21, povecava procenat ovih ¢elija deset puta u odnosu na kontrolu.

Analog 42 je povecao procenat Celija u sub G1 fazi skoro ¢etiri puta u odnosu na kontrolu, ali je ta

vrednost dvostruko manja od procenta koji je dobijen sa osnovnim molekulom 21. Procenat ¢éelija u

GO0/G1 1S fazi ¢elijskog ciklusa je slican za sva ispitivana jedinjenja, dok je za G2/M fazu ¢elijskog

ciklusa kod svih jedinjenja, osim osnovnog molekula 21 i analoga 42, dobijena vrednost slicna

vrednostima kontrolog uzorka (Tabela 3.3.8. i Slika 3.3.9.).
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Tabela 3.3.8. Uticaj 5-O-benzil-7-epi-(+)-goniofufurona (21) i njegovih analoga (26, 32, 36 i 42) na ¢elijski ciklus
K562 ¢elija.

72 h Sub G1 G0/G1 S faza G2/M
K 0.55 44.16 40.15 15.14
21 5.39 38.25 48.19 8.17
26 0.95 44,95 39.98 14.12
32 0.88 45.34 41.70 12.08
36 0.94 46.23 41.55 11.28
42 2.06 35.54 54.19 8.21

70
72h mK 21 u26 m32 m36 ma2
60 —
50
40
30
20
10
0 n
suh G1 G0/G1 Sfaza G2/M

Slika 3.3.9. Uticaj 5-O-benzil-7-epi-(+)-goniofufurona (21) i njegovih analoga (26, 32, 36 i 42) na ¢elijski ciklus
K562 ¢elija.

Na kraju smo uporedili uticaj enantiomernih parova na c¢elijski ciklus K562 ¢elija. Zapazeno je da
svi analozi umereno povecavaju procenat ¢elija u sub G1 fazi U 0odnosu na kontrolu. Uporedjujuéi ih
medjusobno, utvrdili smo da je povecéanje registrovano kod svih (+)-enantiomera u odnosu na (—)-
enantiomere, osim za jedinjenja 31 i ent-31. Naime (—)-ent-31 je indukovao skoro dva puta veci
procenat ¢elija u sub G1 fazi u poredenju sa (+)-31. Zanimljivo je da su osnovni molekuli (+)-
goniofufuron (1) i (-)-goniofufuron (ent-1) indukovali vrlo sli¢ne vrednosti u svim fazama ¢elijskog
ciklusa Od svih prikazanih jedinjenja posebno se istice (—)-benzoksepan ent-31 koji je ispoljio oko
sedam puta veci procenat ¢elija u sub G1 fazi u odnosu na kontrolu (Tabela 3.3.9. i Slika 3.3.10.).
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Tabela 3.3.9. Uticaj enantiomernih stiril-laktona, (+)-goniofufurona (1), (—)-goniofufurona (ent-1) i analoga (31 i ent-31,
51 i ent-51, 53 i ent-53) na ¢elijski ciklus K562 ¢elija.

72 h Sub G1 G0/G1 S faza G2/M
K 0.55 44.16 40.15 15.14
| 0.97 45.65 43.15 10.23
ent-1 0.97 42.96 44,53 11.54
31 2.16 41.56 29.10 27.18
ent-31 3.72 50.33 39.71 6.24
51 2.15 50.33 42.26 5.26
ent-51 1.25 44.21 42.52 12.02
53 1.32 43.38 45.04 10.26
ent-53 0.99 46.32 43.04 9.65
70
72 h mK | mentl m31  ment31 w51 ent-51 53 ent-53
60 ——

sub G1 G0/G1 Sfaza G2/M

Slika 3.3.10. Uticaj enantiomernih stiril-laktona, (+)-goniofufurona (1), (-)-goniofufurona (ent-1) i analoga (31 i ent-
31,51 i ent-51, 53 i ent-53) na Celijski ciklus K562 ¢elija.

Na osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da izostere i bioizostere prirodnih proizvoda I i Il
dovode do promena u distribuciji faza Celijskog ciklusa K562 ¢elija, dok pojedini analozi znacajno

povecéavaju procenat c¢elija u sub G1 fazi koji je pokazatelj prisustva apoptotskih ¢elija.
Apoptoza

Poznato je da se mehanizam antitumorskog delovanja stiril-laktona moze pripisati njihovoj
sposobnosti da indukuju apoptozu.’” Posto su rezultati ¢elijskog ciklusa uputili na proapoptotski
efekat ispitivanih jedinjenja, naredni cilj ovog dela rada bilo je ispitivanje tipa ¢elijske smrti koju

indukuju sintetizovani analozi.

Prisustvo apoptotskih celija praéeno je primenom dvostrukog bojenja sa Annexin V-
FITC/propidijum-jodidom (PI) uz koris¢enje proto¢nog citometra. Ovaj postupak omogucava da

razlikujemo nekoliko tipova Celija: normalne Zive ¢éelije (slabo obojene Annexin-om i PI), ¢elije u
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apoptozi (izrazeno bojenje Annexin-om, a slabo bojenje PI) i nekroti¢ne cCelije (slabo bojenje
Annexin-om, a izrazeno bojenje PI1). Jedan od prvih indikatora apoptoze je premestanje fosfatidil-
serina (membranskog fosfolipida) sa unutra$nje na spolja$nju stranu plazma membrane,® &ime se
omogucava vezivanje Annexin-a V koji ima visok afinitet prema fosfatidil-serinu. Za Annexin V je
vezana fluorescentna boja fluorescein izotiocijanat (FITC) Sto omogucava detekciju ¢elija pomocu
proto¢nog citometra. Kod nekroti¢nih Celija, premestanje fosfatidil-serina na spoljasSnju stranu
membrane je posledica naruSenog integriteta ¢elijske membrane. Da bi se razlikovale apoptotske od
nekroti¢nih ¢elija koristi se bojenje sa propidijum-jodidom. Pl boji DNK, te se njime boje samo
nekroti¢ne éelije posto im je integritet membrane naruden. Celije u ranim fazama apoptoze imaju
ocuvanu plazma membranu pa se ne boje Pl. Primena ovakvog dvostrukog bojenja omogucava ne
samo razlikovanje apoptotskih od nekroti¢nih ¢elija, ve¢ omoguéava i detekciju ¢elija u ranoj fazi
apoptoze. Po tome se ovaj test razlikuje od testova zasnovanih na detektovanju nuklearnih promena,
kao sto je DNK fragmentacija.

K562 ¢elije su izlagane dejstvu referentnih jedinjenja (I, 11, 19, 21 i ent-1) i analoga, u toku 72 h, u
koncentracijama koje odgovaraju 1Cso vrednostima za 72 h, a potom su podvrgnute dvostrukom
bojenju (Annexin V-FITC/propidijum-jodid), nakon ¢ega je odredjivan procenat apoptotskih,
nekroti€nih 1 zivih celija protonom citometrijom. Dobijeni procenti specificne apoptoze i1

specificne nekroze prikazani su tabelarno 1 graficki.

Apoptotski odgovor, predstavljen kao procenat specificne apoptoze (+)-goniofufurona i njegovih
analoga (29, 34, 38, 43, 47, 57, 61 1 60) prikazan je u Tabeli 3.3.10 i na Slici 3.3.11. Kao Sto se vidi,
(+)-goniofufuron indukuje slabu specifi¢nu apoptozu i nekrozu u toku 72 h. Medjutim, izostere
prirodnog proizvoda | (jedinjenja 29, 34, 38, 43, 47, 57, 61 i 60) viSestruko povecavaju procenat
specificne apoptoze i u odnosu na kontrolu i u odnosu na osnovni molekul 1. Najpotentnije
jedinjenje je hloridni analog 29. Procenat specificne apoptoze (58.36%) je Cak 47 puta veci od
specificne apoptoze koju izaziva |. Takodje su i jedinjenja 47, 57, 61 i 60 indukovala znaCajan
procenat specificne apoptoze (29% do 31%), a veca je 24 odnosno 25 puta od procenta specificne
apoptoze izazvane goniofufuronom. Najve¢i, mada relativno nizak procenat specificne nekroze

(4.35%), izazvao je bromidni derivat 34.
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Tabela 3.3.10. Procenat specifi¢ne apoptoze i nekroze kod (+)-goniofufurona () i njegovih analoga (29, 34, 38, 43, 47,
57,611 60).

72h Specifi¢na apoptoza (%) Specifi¢na nekroza (%)

| 1.23 0.95
29 58.36 0.81
34 2.27 4.35
38 2.61 2.20
43 7.63 0.31
47 31.42 1.89
57 29.15 0.96
61 30.88 1.04
60 29.16 0.05

* a72h Apoptoza ¢ = 72h Nekroza

61
60

Slika 3.3.11. Procenat specifi¢ne apoptoze i nekroze kod (+)-goniofufurona (1) i njegovih analoga (29, 34, 38, 43,
47,57,611 60).

Kao Sto se iz Tabele 3.3.11. i sa Slike 3.3.12. vidi, 7-epi-(+)-goniofufuron (I1) i svi njegovi analozi
osim jedinjenja 48 indukuju apoptozu u K562 ¢elijama. Najveéi procenat specifiCne apoptoze su
indukovali derivat 59 (39.20%) i hlorna izostera 30 (38.77%), $to je skoro devet puta veca vrednost
od vrednosti za 7-epi-(+)-goniofufuron. Kao i kod analoga I i ovde je najveca specifi¢na nekroza

registrovana kod bromnog derivata (jedinjenje 35) i iznosi 4.56%.

Tabela 3.3.11. Procenat specifiéne apoptoze i nekroze kod 7-epi-(+)-goniofufurona (1) i njegovih analoga (30, 35, 39,
44, 481 59).

72h Specifi¢na apoptoza (%) Specifi¢na nekroza (%)
1" 4.39 1.28
30 38.77 0.51
35 1.70 4.56
39 5.81 1.45
44 6.43 0.58
48 0.16 1.74
59 39.20 1.72
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Slika 3.3.12. Procenat specifi¢ne apoptoze i nekroze kod 7-epi-(+)-goniofufurona (1) i njegovih analoga (30, 35, 39,

44, 48 i 59).

5-0O-Benzil-(+)-goniofufuron 19 i analozi 27 i 37, ispoljavaju znacajan procenat specifi¢ne

apoptoze. Najaktivniji u ovoj grupi je jodidni analog 37 sa 15.91% specificne apoptoze i 6.80%

specificne nekroze. Znacajni procenti specifi¢ne apoptoze i nekroze su detektovani i kod jedinjenja

27 (9.16%, odnosno 6.77%) (Tabela 3.3.12. i Slika 3.3.13.).

Tabela 3.3.12. Procenat specifiéne apoptoze i nekroze kod 5-O-benzil-(+)-goniofufurona (19) i njegovih analoga (27,

Specifi¢na apoptoza (%)

Specificna nekroza (%)

33,37 41).

72h
19
27
33
37
41

10.09
9.16
0.11

15.091
1.29

1.41
6.77
0.22
6.80
0.51

m72h

Apoptoza

m72h

Nekroza

@
=

~
~

10 -
0,:-—.—-‘

33

~
=

a1
19

27

33

37

a1

Slika 3.3.13. Procenat specifi¢ne apoptoze i nekroze kod 5-O-benzil-(+)-goniofufurona (19) i njegovih analoga (27,

33,37 41).
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Rezultati dobijeni nakon tretmana sa grupom jedinjenja: 5-O-benzil-7-epi-(+)-goniofufuronom 21 i

analozima 26, 32, 36 i 42, pokazuju da su samo osnovno jedinjenje 21 i analog 36 indukovali visok

procenat apoptoze u K562 ¢elijama (Tabela 3.3.13). Jedinjenje 26 je indukovalo apoptozu i nekrozu

u oko 5% K562 celija (Tabela 3.3.13. i Slika 3.3.14.).

Tabela 3.3.13. Procenat specifiéne apoptoze i nekroze kod 5-O-benzil-7-epi-(+)-goniofufurona (21) i njegovih analoga

(26, 32, 36 i 42).

72h

Specifi¢na apoptoza (%)

Specificna nekroza (%)

21
26
32
36
42

44.33
4.39
1.78

52.06
8.65

1.27
511
2.83
0.49
0.03

60

m72h

50

Apoptoza

m72h

40 1

30 +

20 +

21

26

32

36

42

26

Nekroza

32

36

42

Slika 3.3.14. Procenat specifi¢ne apoptoze i nekroze kod 5-O-benzil-7-epi-(+)-goniofufurona (21) i odgovarajuéih
analoga (26, 32, 36 i 42).

U Tabeli 3.3.14. i na Slici 3.3.15. prikazan je apoptotski odgovor za enantiomerne parove stiril-

laktona. Procenat K562 ¢elija u apoptozi je generalno nizak za sve enantiomerne parove, osim $to je

kod para 53 i ent-53 nesto veca apoptoza detektovana kod (+)-enantiomera (jedinjenje 53). Kod

ostalih enantiomernih parova vec¢i procenat specifitne apoptoze su ispoljili (—)-enantiomeri

(Jedinjenja ent-1, ent-31 i ent-51).

Tabela 3.3.14. Procenat specifiéne apoptoze i nekroze kod enantiomernih stiril-laktona, (+)-goniofufurona (1), (-)-

goniofufurona (ent-1) i enantiomernih parova analoga (31 i ent-31, 51 i ent-51, 53 i ent-53).

72h

Specifi¢na apoptoza (%)

Specificna nekroza (%)

ent-1
31
ent-31
51
ent-51
53
ent-53

1.23
3.86
0.57
2.22
0.38
171
4.39
1.30

0.95
0.64
0.33
0.53
1.22
1.09
0.01
0.54
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Slika 3.3.15. Procenat specifi¢ne apoptoze i nekroze kod enantiomernih stiril-laktona, (+)-goniofufurona (1), (-)-
goniofufurona (ent-1) i enantiomernih parova analoga (31 i ent-31, 51 i ent-51, 53 i ent-53).

Western blot analiza

Nakon odredjivanja specificne apoptoze, slede¢i zadatak bio je utvrdjivanje ekspresije proteina koji
su ukljuceni u signalnu kaskadu apoptoze. Semi-kvantitativna Western blot metoda je kori§¢ena za
utvrdjivanje efekta testiranih derivata na promenu nivoa pro-apoptotskih i anti-apoptotskih proteina
u K562 ¢elijama. Da bi otkrili mehanizam nastanka apoptoze posmatrana su dejstva analoga 1
osnovnih jedinjenja (ukupno 33 jedinjenja) na ekspresiju Bcl-2, Bax, kaspaze 3 i poli-ADP-riboza
polimeraze. Poznato je da su ovi proteini 1 enzimi ukljuCeni u kriticne faze apoptotskog puta i da
stiril-laktoni mogu ispoljiti svoje efekte upravo na ovim kriti¢nim tatkama.” Testovi su izvedeni na
kulturi éelija humane hroni¢ne mijeloidne leukemije K562. Celije su izlagane odgovaraju¢oj ICso
koncentraciji testiranih jedinjenja u toku 72 h, a nakon toga su pripremljeni Celijski lizati za
Western blot analizu. Proteini su razdvojeni elektroforezom i preneti na PVDF membrane, koje su
zatim inkubirane sa anti-Bax, Bcl-2, kaspaza 3, PARP i anti-B-aktin antitelima. Za detekciju
proteina koris¢en je komercijalni kit (ECL Plus kit). Nivo B-aktin proteina koris¢en je kao kontrola
uspeSnosti Western blot analize. Na Slikama 3.3.16.—-3.3.20. prikazani su rezultati kvantifikacije
traka dobijenih Western blot analizom, koje odgovaraju Bax, Bcl-2, kaspaza 3 i PARP proteinima.
Kvantifikacija je uradjena denzitometrijskom analizom, koriste¢i ImageJ softver, a relativne

koli¢ine proteina su prikazane u arbitranim jedinicama.

Uticaj analoga na ekspresiju proteina Bcl-2 familije. Proteini Bcl-2 familije su glavni regulatori
apoptoze. Apoptoza zavisi od odnosa pro- i anti-apoptotskih proteina Bcl-2 familije. Bax pripada
pro-apoptotskim proteinima Bcl-2 familije. Nakon apoptotskog stimulansa dolazi do odredjenih
konformacionih promena u njegovoj strukturi koje rezultuju oslobadanjem citohroma C i drugih
apoptogenih proteina iz mitohondrija u citoplazmu i tako zapocinje proces apoptoze. Za razliku od

njega anti-apoptotski protein Bcl-2, blokira oslobadjanje citohroma C u citoplazmu, odnosno
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suprotstavlja se dejstvu pro-apoptotskih proteina, spreavajuéi nastanak apoptoze. Smatra se da su
upravo ¢lanovi anti-apoptotskih proteina familije Bcl-2 odgovorni za rezistenciju tumorskih ¢elija

na antitumorske agense.?*®

Rezultati Western blot analize dobijeni nakon tretmana sa goniofufuronom I i analozima 29, 34, 38,
43, 47, 57, 611 60 (Slika 3.3.16.) pokazuju da svi analozi smanjuju ekspresiju Bax-a, dok osnovni
molekul (+)-goniofufuron povecava ekspresiju Bax-a u odnosu na kontrolu. Prirodni proizvod I
povecéava ekspresiju Bcl-2, kao i1 veéina analoga (izostere 29, 34, 38, 43, 47 i 57). Analozi sa 5-O-
metil-grupom 61 i 60 za razliku od ostalih, izazivaju smanjenje ekspresije Bcl-2 proteina u odnosu

na netretirane Celije.
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Slika 3.3.16. Rezultati Western blot analize dobijeni nakon tretmana sa (+)-goniofufuronom (1) i analozima (29, 34,
38, 43, 47,57, 611 60).

Rezultati Western blot analize dobijeni nakon tretmana sa 7-epi-(+)-goniofufuronom (I1) i njegovim
analozima (30, 35, 39, 44, 48 i 59) pokazuju da svi analozi smanjuju ekspresiju Bax-a u odnosu na
kontrolu, osim osnovnog molekula Il kod kojeg nije registrovana ekspresija ovog proteina (Slika
3.3.17.). Prirodni proizvod Il poveéava ekspresiju Bcl-2, kao i vecina analoga (izostere 30, 39, 44 i
48). Medjutim, bromidni analog 35 pokazuje smanjenje ekspresije Bcl-2, dok je kod derivata 59

registrovana ista vrednost kao kod kontrole, odnosno nije detektovana ekspresija ovog proteina.
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Slika 3.3.17. Rezultati Western blot analize dobijeni nakon tretmana sa 7-epi-(+)-goniofufuronom (I1) i analozima
(30, 35, 39, 44, 48 i 59).

Kao Sto se sa Slike 3.3.18. vidi, rezultati Western blot analize dobijeni nakon tretmana sa 5-O-
benzil-(+)-goniofufuronom (19) i njegovim analozima (27, 33, 37 i 41) pokazuju da su vrednosti
koje odgovaraju ekspresiji Bcl-2 proteina slicne za referentni molekul 19 i za analoge 27, 33 i 37.
Samo je za analog 41 registrovana izuzetno velika ekspresija Bcl-2, koja je preko 4 puta veca u
poredenju sa kontrolnim uzorkom i osnovnim molekulom. Takodje je registrovana smanjena

ekspresija Bax-a za sva testirana jedinjenja ove grupe u odnosu na kontrolu.
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Slika 3.3.18. Rezultati Western blot analize dobijeni nakon tretmana sa 5-O-benzil-(+)-goniofufuronom (19) i
analozima (27, 33, 37 i 41).
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Rezultati Western blot analize dobijeni nakon tretmana sa 5-O-benzil-7-epi-(+)-goniofufuronom

(21) i analozima (26, 32, 36 i 42) pokazuju znacajno povecanje ekspresije Bcl-2 i znacajno

smanjenje ekspresije Bax-a u odnosu na kontrolu (Slika 3.3.19.).
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Slika 3.3.19. Rezultati Western blot analize dobijeni nakon tretmana sa 5-O-benzil-7-epi-(+)-goniofufuronom (21) i
analozima (26, 32, 36 i 42).

Rezultati Western blot analize dobijeni nakon tretmana sa enantiomernim stiril-laktonima, (+)-
goniofufuronom (I), (-)-goniofufuronom (ent-1) i analozima (31 i ent-31, 51 i ent-51, 53 i ent-53)
prikazani su na Slici 3.3.20. Nadena je povecana ekspresija Bcl-2 proteina i smanjena ekspresija
Bax proteina kod svih enantiomernih parova u odnosu na kontrolu. Najznacajnije povecanje
ekspresije Bcl-2 proteina registrovano je kod benzoksepana ent-31, dok je najvece smanjenje

ekspresije Bax-a detektovano kod benzoksepana 31.
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Slika 3.3.20. Rezultati Western blot analize dobijeni nakon tretmana sa enantiomernim stiril-laktonima, (+)-
goniofufuronom (1), (—)-goniofufuronom (ent-1) i analozima (31 i ent-31, 51 i ent-51, 53 i ent-53).
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Uticaj analoga na ekspresiju enzima, kaspaze 3 i PARP (poli-ADP-riboza polimeraze). Pored
pracenja ekspresije proteina iz Bcl-2 familije, pracena je i ekspresija enzima koji su ukljuceni u
proces apoptoze Western blot analizom. Najznacajniji apoptotski enzimi su svakako kaspaze, koje
pripadaju familiji aspartat-specifi¢nih cisteinskih proteaza. One predstavljaju medijatore u iniciranju
i izvréenju apoptotskog signala.’®® Pra¢ena je ekspresija kaspaze 3 koja predstavlja kljuénu kaspazu
u apoptotskoj kaskadi. Medjutim, poznato je da morfologija apoptoze moze biti ostvarena
delovanjem i proteaza iz drugih familija, a ne nuzno dejstvom kaspaza.'”* Uglavnom je
programirana ¢elijska smrt izazvana dejstvom antitumorskog agensa povezana sa kaspaza-zavisnim
putem, ali kaspaza-nezavisni put takodje moze biti ukljuen.®*'% Naime, apoptoza moZe biti
izazvana i bez aktivacije kaspaza, odnosno aktivacija kaspaze ne mora nuzno da izazove ¢éelijsku

smrt.1%

Posle aktivacije kaspaze 3, dolazi do cepanja drugih proteina koji se nalaze nize u apoptotskoj
kaskadi, kao Sto je poli-ADP-riboza polimeraza (PARP). Ovaj enzim je inace ukljucen u

popravljanje oste¢ene DNK te je njegovo cepanje znadajan biohemijski pokazatelj apoptoze.*®

Kao Sto se Slika 3.3.16. vidi, Western blot analiza ekspresije prekursora (prikazano zutom bojom) i
aktivne jedinice (prikazano zelenom bojom) kaspaze 3 u ¢elijama K562 koje su izloZene dejstvu
(+)-goniofufurona (1) i njegovih analoga je pokazala da jedinjenja 43, 47, 57, 61 i 60 indukuju
ekspresiju. Western blot analizom ove grupe jedinjenja je takodje pokazano da svi analozi izazivaju
cepanje PARP-a. Najznacajnije cepanje PARP-a je detektovano kod azidnog derivata 47, kod kojeg
je registrovana skoro dvostruko veca vrednost u odnosu na kontrolu. Takodje je kod svih izostera
registrovana veca vrednost ovog parametra U odnosu na kontrolu, a takodje i u odnosu na osnovni

molekul 1.

Rezultati Western blot analize dobijeni nakon tretmana K562 ¢elija 7-epi-(+)-goniofufuronom (I1) i
njegovim analozima (Slika 3.3.17.) ukazuju znacajnu ekspresiju kaspaze 3, koja je registrovana
nakon tretmana sa jedinjenjima 48 i 59. Prilikom tretmana ostalim analozima nije detektovana
ekspresija kaspaze 3. Treba napomenuti da su svi analozi izazvali ve¢u ekspresiju ovog enzima u
odnosu na referentni molekul 7-epi-(+)-goniofufuron (I1). Sve izostere uzrokuju znacajnije cepanje
PARP-a, kako u odnosu na kontrolu tako i u odnosu na osnovni molekul I1. Najveca vrednost ovog

parametra je detektovana nakon tretmana azidnom izosterom 48.

Rezultati Western blot analize dobijeni posle tretmana 5-O-benzil-(+)-goniofufuronom (19) i
odgovaraju¢im derivatima 27, 33, 37 i 41 (Slika 3.3.18.), potvrdjuju poveéanu ekspresiju kaspaze 3
kod osnovnog molekula 19 i hlornog derivata 27. Cepanje PARP-a je detektovano kod svih
analoga, kao i kod osnovnog molekula u visokim vrednostima u odnosu na kontrolu, a najznacéajnija

vrednost je registrovana za jedinjenje 37, iako je u ovom slucaju izostala ekspresija kaspaze 3.
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Na Slici 3.3.19. prikazani su rezultati Western blot analize dobijeni nakon tretmana sa 5-O-benzil-7-
epi-(+)-goniofufuronom (21) i analozima (26, 32, 36 i 42). Uocljivo je veoma znaajno povecanje
ekspresije kaspaze 3 kod svih jedinjenja, kako prekursora, tako i aktivne jedinice, a najsnaznija
ekspresija je detektovana sa hloridnim analogom 26 (tri puta veca ekspresija prekursora i dva puta
veca ekspresija aktivne jedinice u odnosu na kontrolu). Cepanje PARP-a je registrovano kod
primene osnovnog molekula (21) i analoga 26, 32 i 36.

Rezultati Western blot analize dobijeni nakon tretmana enantiomernim parovima, (+)-
goniofufuronom (1), (-)-goniofufuronom (ent-1) i analozima (31 i ent-31, 51 i ent-51, 53 i ent-53)
prikazani su na Slici 3.3.20. Ekspresija kaspaze 3 je detektovana nakon tretmana sa ent-1, ent-51 i
ent-53. Smanjenje ekspresije kaspaze 3 u odnosu na kontrolu registrovano je kod primene ostalih
jedinjenja (I, benzoksepani 31 i ent-31, 51 i 53). Proteoliticko cepanje PARP-a je detektovano
nakon dejstva svih enantiomernih parova, a najizrazenije je kod analoga 53 i ent-53, u odnosu na

kontrolu.

Na osnovu dobijenih rezultata moZemo zakljuc€iti da je vecina ispitivanih jedinjenja ispoljila
proapoptotski mehanizam antiproliferativnog dejstva. Za 15 od ukupno 33 ispitana jedinjenja (29,
34, 47,57, 61, 60, 30, 59, 39, 41, 21, 42, 31, ent-31 i 51) registrovano je znacajno povecanje sub G1
faze koja ukazuje na prisustvo Celija u apoptozi. Vrednosti sub G1 faze krecu se u intervalu od 2.06
do 6.78 Sto je 4 do 12 puta veée od kontrole. Visoke vrednosti specifi¢ne apoptoze (29.15-58.36%),
su detektovane za 9 jedinjenja (29, 47, 57, 61, 60, 30, 59, 21, i 36), a dobre vrednosti (8.65-
15.91%) su dobijene i sa jedinjenjima 19, 27, 37 i 42. Svega pet jedinjenja (34, 35, 27, 37 i 26) je
takodje indukovalo i specifiénu nekrozu u intervalu od 4.35 do 6.80%. Rezultati Western blot
analize ukazuju da sva sintetizovana jedinjenja (ukupno 33) indukuju apoptozu kaspazno-zavisnim
putem, odnosno uti¢u na povecanje ekspresije kaspaze 3 i/ili PARP-a. Za Sest jedinjenja medju
kojima se isti¢u 7-azidni i 5-O-metil-derivati (47, 57, 61, 60, 59 i 21) definitivno je potvrdjeno da se
apoptoza odigrava kaspazno-zavisnim putem. Naime, nakon tretmana ovim jedinjenjima dobijena je
izrazena sub G1 faza, visoke vrednosti specificne apoptoze, kao i ekspresija kaspaze 3 i PARP-a,
Sto sve ukupno potvrdjuje da proces apoptoze u K562 celijama teCe kaspazno-zavisnim putem. Za
ostala jedinjenja se ne moze pouzdano tvrditi da li se apoptoza odigrava kaspazno-zavisnim putem,
odnosno moguce da se apoptoza odigrava kaspazno-nezavisnim putem ili su ukljuceni i drugi

mehanizmi Celijske smrti (npr. regulisana nekroza, mitotska smrt ili autofagija).

NaSi rezultati ukazuju da se antiproliferativna aktivnost vecine ispitivanih novosintetizovanih
izostera i bioizostera prirodnih stiril-laktona tipa goniofufurona i 7-epi-goniofufurona, prema
¢elijskoj liniji humane leukemije K562, moZe pripisati njihovoj sposobnosti da indukuju apoptozu

kaspazno-zavisnim putem, ali se ne mogu iskljuciti i neki drugi mehanizmi.

101



Jovana M. Francuz Doktorska disertacija

4. EKSPERIMENTALNI DEO

Opste metode — Tacke topljenja su odredjene na aparatu Biichi 510 i nisu korigovane. Vrednosti
opti¢ke rotacije su izmerene na automatskim polarimetrima P 3002 (Krlss) i Rudolph research
analytical AUTOPOL IV na sobnoj temperaturi. IR Spektri su snimljeni na FT spektrofotometru
Nexus 670 (ThermoNicolet, detektor DTGS), a poloZaj traka je dat u cm*. NMR spektri su
snimljeni na instrumentu Bruker AC 250 E, a hemijska pomeranja (6-skala) su izrazena u ppm
vrednostima u odnosu na tetrametilsilan kao interni standard. Protonski NMR spektri su asignirani
metodom homo-dekuplovanja ili 2D COSY tehnikom, dok su *C NMR spektri asignirani metodom
selektivnog dekuplovanja. Maseni spektri niske rezolucije (LRMS) su snimljeni na Finningan-MAT
8230 spektrometru (CI) ili na instrumentu Agilent Technologies HPLC/MS 3Q system, series
1200/6410 (ESI™). Maseni spektri visoke rezolucije (HRMS) su snimljeni na aparatu 6210 Time-of-
Flight LC/MS Agilent Technologies (ESI™). Tok reakcija je praéen tankoslojnom hromatografijom
na aluminijumskim folijama Kieselgel 60 Fys4 (Merck). Hromatogrami su izazivani sa 50% H,SO,
uz naknadno zagrevanje na 120 °C. FleS hromatografija je uradjena na kolonama Kieselgel 60
(0.040-0.063 mm, E. Merck). Preparativna TLC je radena na plo¢ama sopstvene izrade dimenzija
20x20 cm i debljine sloja ~1 mm. Kao stacionarna faza koris¢en je silikagel Kieselgel 60 G (E.
Merck) sa fluorescentnim indikatorom F,s4. Razdvojene zone su zgrebane i eluirane odgovaraju¢im
rastvara¢ima pomoc¢u hromatografskih kolona. Ekstrakti su suSeni sa anhidrovanim Na;SO..
Organski rastvara¢i su uparavani na rotacionom vakuum uparivacu pri temperaturama vodenog

kupatila do 30 °C.

4.1. 1,2:5,6-Di-O-izopropiliden-a-D-glukofuranoza (1)

Ohladjenom rastvoru D-glukoze (20.0 g, 0.11 mmol) u anhidrovanom acetonu (400 mL) dodavana
je cc H2SO4 (16 mL) u porcijama (2 mL) svakih 10—15 minuta, pri ¢emu je temperatura odrZzavana
na 5-10 °C. Reakciona smesa je meSana u toku 5 h pri ¢emu se temperatura postepeno povecala do
sobne temperature (20-25 °C). Ohladjeni rastvor je neutralisan dodatkom 50% NaOH (30 mL) i
¢vrstog NaHCO3 (do pH=8). Rastvor je ostavljen na sobnoj temperaturi u toku no¢i, neorganske soli
su otfiltrovane, a rastvara¢ je uparen pri ¢emu je dobijen sirup koji stajanjem oc¢vrsne. Ostatak je
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rastvoren u metilen-hloridu, rastvor je ispran vodom, a vodeni sloj je dodatno ekstrahovan metilen-
hloridom. Spojene organske faze se suSe i upare, pri cemu zaostaje sirovi 1. Nakon rekristalizacije
iz cikloheksana dobijen je ¢ist proizvod 1 (12.7 g, 44%), u vidu belih pahulja, tt 110 °C, [a]p=—17.2
(c 1.0, H,0), lit.” tt 110-111 °C, [a]o=—18.5 (¢ 5.0, H,0); R=0.78 (Et;0).

'H NMR Spektar (CDCls): & 1.25, 1.30, 1.38 1 1.43 (4xs, 3 H svaki, 2xMe;C), 3.22 (bs, 1 H, OH),
3.95 (dd, 1 H, Js6,=5.1, Jea6p=8.7 Hz, H-6a), 3.98 (dd, 1 H, J34=2.7, J45=5.8 Hz, H-4), 4.08 (dd, 1
H, J56v=6.3, Jsas0=8.7 Hz, H-6b), 4.22 (bs, 1 H, J34=2.7 Hz, H-3), 4.26 (M, 1 H, J45=5.8, J56:=5.1,
Js6v=6.3 Hz, H-5), 4.43 (d, 1 H, J;,=3.6 Hz, H-2), 5.86 (d, 1 H, J:,=3.6 Hz, H-1).

13C NMR Spektar (CDCl3): 8 25.01, 26.00 i 26.64 (2xMe;C), 67.37 (C-6), 72.79 (C-5), 74.49 (C-3),
81.09 (C-4), 84.98 (C-2), 105.01 (C-1), 109.34 i 111.61 (2xMe,C).

4.2. 3-0-Benzil-1,2:5,6-di-O-izopropiliden-a-D-glukofuranoza (2)

Ohladjenom rastvoru (0 °C) jedinjenja 1 (5.0 g, 19.21 mmol) u anhidrovanom DMF-u (100 mL),
dodat je NaH (1.034 g, 43.09 mmol) i BnBr (3.0 mL, 25.22 mmol). Reakciona smeSa se meSa na 0
°C, u toku 0.5 h, a zatim na sobnoj temperaturi joS 1.5 h. Nakon toga se doda MeOH (20 mL) i
meSanje nastavi joS 20 min na sobnoj temperaturi. Reakciona smeSa se upari, a ostatak se rasporedi
izmedju CH,CI, (100 mL) i vode (100 mL). Organski sloj se odvoji, a vodeni rastvor se ekstrahuje
sa CH,Cl; (100 mL). Organske faze se spoje i upare, a ostatak se precisti na koloni fle$ silikagela
(19:1 toluen/Et;0). Pri tome je dobijen ¢ist proizvod 2 (6.14 g, 91%) kao bezbojni sirup,
[a]o=—28.1 (c 1.0, CHCL), lit.” [a]o=—26.4 (c 1.2, CHCl3); R=0.33 (17:3 PE/Et,0).

'H NMR Spektar (CDCls): & 1.32, 1.39, 1.45 i 1.51 (4xs, 3 H svaki, 2xMe,C), 3.98-4.07 (m, 2 H,
J34=3.0, J562=5.9, Jsa6=10.5 Hz, H-3 i H-6a), 4.09-4.20 (m, 2 H, J45=7.0, J56,=6.1, Jea6p=10.5 Hz,
H-4 i H-6b), 4.39 (m, 1 H, J45=7.0, J56,=5.9, Js6,=6.1 Hz, H-5), 4.60 (d, 1 H, J;,=3.7 Hz, H-2),
4.65 i 4.61 (2xd, 1 H svaki, Jgem=11.8 Hz, PhCHy>), 5.91 (d, 1 H, J;,=3.7 Hz, H-1), 7.30-7.40 (m, 5
H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCl3): & 25.38, 26.18, 26.73 i 26.77 (2xMe;C), 67.32 (C-6), 72.29 (PhCHy),
72.45 (C-5), 81.24 (C-4), 81.61 (C-3), 82.57 (C-2), 105.22 (C-1), 108.90 i 111.71 (2xMe,C),
127.77, 128.33, 129.63 i 137.57 (Ph).
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HRMS (ESI): m/e 373.1618 (M++Na), izraGunato za CioH6NaOg: 373.1622; m/e 368.2062
(M++N H,), izracunato za C19H30NOg: 368.2068.

4.3. 3-0O-Benzil-5-C-fenil-1,2-O-izopropiliden-g-L-ido- (4) i a-D-gluko-pentofuranoza (5)

U rastvor jedinjenja 2 (0.797 g, 2.27 mmol) u anhidrovanom EtOAc (80 mL) doda se Hs1O¢ (0.636
g, 2.79 mmol). Reakciona smeSa se meSa na sobnoj temperaturi 1.5 h, zatim se filtruje, talog se
ispere EtOAc i upari. Ohladjenom rastvoru sirovog 3 (0.605 g) u anhidrovanom toluenu (30 mL)
dodat je 1 M rastvor PhMgBr* (6.0 mL, 6.0 mmol) u anhidrovanom THF. Reakciona smesa je
mesana na 0 °C u atmosferi azota u toku 4.5 h, a zatim je izlivena u hladan rastvor NH,CI (70 mL).
Nakon ekstrakcije sa CH,Cl, (2x50 mL), ekstrakti su spojeni i isprani sa vodenim NaCl (50 mL).
Organska faza se susi i upari, a ostatak se precisti na koloni fles silikagela (7:3 PE/Et,0). Sa kolone
je prvo eluiran sporedni proizvod 5 (0.076 g, 9%) u obliku bezbojnog ulja, [a]p=—83.1 (c 1.0,
CHCL), lit.”" [a]o=—76.0 (c 1.0, CHCIs); R=0.5 (3:2 PE/Et,0), a zatim i glavni proizvod 4 (0.538 g,
66%) u obliku bezbojnog ulja, [a]o=—40.7 (¢ 1.0, CHCL), lit.”” [a]o=—33.5 (c 2.0, CHCls); R=0.24
(3:2 PE/Et,0). Na kraju je sa kolone eluiran i neizreagovani aldehid 3 (0.018 g, 3%).

Spektroskopski podaci za glavni proizvod 4:

'H NMR Spektar (CDCls): & 1.33 i 1.52 (2xs, 3 H svaki, Me,C), 3.36 (bs, 1 H, OH), 3.62 (d, 1 H,
Js4=3.1 Hz, H-3), 4.26 i 4.52 (2xd, 1 H svaki, Jgem=11.5 Hz, PhCH,), 4.39 (dd, 1 H, J3,=3.1,
J45=7.8 Hz, H-4), 461 (d, 1 H, J1,=3.8 Hz, H-2), 5.09 (d, 1 H, J45=7,8 Hz, H-5), 6.04 (d, 1 H,
J12=3.8 Hz, H-1), 7.28-7.48 (m, 10 H, 2xPh).

3C NMR Spektar (CDCl3): & 25.88 i 26.39 (2xMe,C), 71.26 (PhCH,), 71.89 (C-5), 81.60 (C-2),

81.70 (C-3), 84.29 (C-4), 104.76 (C-1), 111.37 (Me,C), 126.78, 127.26, 127.56, 127.72, 127.89,
128.10, 136.75 i 139.62 (2xPh).

HRMS (ESI): m/e 395.1253 (M"+K), izra¢unato za Cp1H24KOs: 395.1255; m/e 379.1509 (M*+Na),
izraCunato za Cy1H2sNaOs: 379.1516; m/e 374.1953 (M++NH4), izraCunato za Cy1H»sNOs:
374.1962.

Spektroskopski podaci za sporedni proizvod 5:

* Grignard-ov reagens (PhMgBr) je pripremljen in situ, dokapavanjem brombenzena (0.8 mL, 8.0 mmol) u ohladjenu
suspenziju elementarnog magnezijuma (0.191 g, 7.82 mmol) u anhidrovanom THF (8 mL). Rastvor reagensa je prvo
meSan na sobnoj temperaturi uz povremeno hladjenje, u atmosferi azota, do potpunog rastvaranja Mg, nakon Cega je
rastvor reagensa (6 mL) dokapavan u rastvor sirovog jedinjenja 3.
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'H NMR Spektar (CDCls): & 1.32 i 1.48 (2xs, 3 H svaki, Me,C), 3.14 (bs, 1 H, OH), 4.04 (d, 1 H,
J34=3.2 Hz, H-3), 4.35 (dd, 1 H, J34=3.2, J45=6.5 Hz, H-4), 4.49 i 4.69 (2xd, 1 H svaki, Jgen=11.5
Hz, PhCHy), 4.63 (d, 1 H, J1,=3.9 Hz, H-2), 5.10 (d, 1 H, J45=6.5 Hz, H-5), 6.03 (d, 1 H, J;,=3.9
Hz, H-1), 7.25-7.43 (m, 10 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCly): & 26.05 i 26.57 (2xMe,C), 71.69 (C-5), 72.07 (PhCH,), 81.60 (C-2),
82.43 (C-4), 82.53 (C-3), 105.00 (C-1), 111.47 (Me,C), 126.03, 127.47, 127.84, 128.17, 128.23,
128.57, 136.66 i 141.26 (2xPh).

HRMS (ESI): m/e 395.1251 (M*+K), izra¢unato za Cp1H24KOs: 395.1255; m/e 379.1508 (M*+Na),
izraCunato za Cy1H2sNaOs: 379.1516; m/e 374.1955 (M++NH4), izraCunato za Cy1H»sNOs:
374.1962.

4.4. 1,2:5,6-Di-O-izopropiliden-3-O-metil-a-D-glukofuranoza (6)

Ohladjenom rastvoru (0 °C) jedinjenja 1 (5.26 g, 20.21 mmol) u anhidrovanom DMF-u (105 mL),
dodat je NaH (1.446 g, 60.26 mmol) i Mel (3.8 mL, 60.50 mmol). Reakciona smeSa se meSa na 0
°C, u toku 0.5 h, a zatim na sobnoj temperaturi jo§ 1.5 h. Reakciona smeSa se upari, ostatak se
rastvori u EtOAc i ispere vodom (100 mL). Organska faza se odvoji, a vodeni rastvor se ekstrahuje
sa EtOAc (2x70 mL). Organske faze se spoje, osuSe i upare, a ostatak se precisti na koloni fles
silikagela (9:1 toluen/EtOAC). Pri tome je dobijen cist proizvod 6 (4.17 g, 75%) kao bezbojno ulje,
[a]o=+11.4 (c 0.5, CHCL3), [a]o=—37.0 (c 0.5, EtOH), lit.”® [a]p=—33.0 (c 0.4, EtOH); R=0.63 (1:1
PE/Et,0).

IR (CHCls): vmax 1083 i 1020 (C-O-C), 2987 i 2937 (CH).

'H NMR Spektar (CDCls): 6 1.21, 1.25, 1.32 i 1.38 (4xs, 3 H svaki, 2xMe,C), 3.34 (s, 3 H, OCHj),
3.66 (d, 1 H, J34=2.9 Hz, H-3), 3.82-4.03 (m, 3 H, 2xH-6 i H-4), 4.18 (m, 1 H, H-5), 4.45 (d, 1 H,
J12=3.7 Hz, H-2), 5.75 (d, 1 H, J1,=3.7 Hz, H-1).

13C NMR Spektar (CDCls): & 25.14, 26.98 i 26.59 (2xMe,C), 57.88 (OCHs), 66.94 (C-6), 72.15 (C-
5), 80.82 (C-4), 81.68 (C-2), 83.46 (C-3), 104.94 (C-1), 108.69 i 111.41 (2xMe,C).

HRMS (ESI): m/e 275.1487 (M*+H), izradunato za C13H230¢: 275.1489; m/e 292.1755 (M*+NH,),
izrac¢unato za Ci3HosNOg: 292.1755.
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4.5. 5-C-Fenil-1,2-O-izopropiliden-3-O-metil-p-L-ido- (8) i a-D-gluko-pentofuranoza (9)

U rastvor jedinjenja 6 (3.40 g, 12.39 mmol) u anhidrovanom EtOAc (340 mL) doda se Hs10s (3.544
g, 15.55 mmol). Reakciona smeSa se meSa na sobnoj temperaturi 1.5 h, a zatim se filtruje. Talog se
ispere sa EtOAc, organske faze se spoje i upare. Ohladjenom rastvoru sirovog jedinjenja 7 (3.51 g)
u anhidrovanom toluenu (80 mL) dodat je 2 M rastvor PhMgBr® (16.0 mL, 32.0 mmol) u
anhidrovanom THF. Reakciona smeSa je meSana na 0 °C u atmosferi azota u toku 5 h, a zatim je
neutralisana sa hladnim rastvorom NH,Cl (150 mL). Rezultujuéa emulzija je ekstrahovana sa
EtOAc (2x100 mL), ekstrakti su spojeni i isprani sa vodenim rastvorom NaCl (100 mL). Organska
faza je osuSena i uparena, a ostatak je pre¢is¢en na koloni fles silikagela (1:1 PE/Et,0). Sa kolone je
prvo eluiran sporedni proizvod 9 (0.204 g, 6%) u obliku kristalne mase, koja nakon rekristalizacije
iz sistema CH,Cl,/heksan daje kristale u obliku prozirnih krupnih prizmi, tt 71-73 °C, [a]p=—43.7
(c 0.5, CHCIs), R=0.33 (1:1 Et,O/PE). Zatim je sa kolone eluiran glavni proizvod 8 (1.954 g, 56%)
u obliku kristalne mase. Nakon rekristalizacije iz sistema CH,Cl,/heksan dobijaju se bezbojne
prizme, tt 97-98 °C, [a]p=—70.6 (¢ 0.5, CHCIs), R=0.25 (1:1 Et,O/PE). Nakon toga je sa kolone
eluiran neizreagovali aldehid 7 (0.183 g, 7%).

Spektroskopski podaci za glavni proizvod 8:
IR (KBr): vimax 3528 (OH).

'H NMR Spektar (CDCls): & 1.29 i 1.46 (2xs, 3 H svaki, Me,C), 2.88 (bs, 1 H, OH), 3.25 (s, 3 H,
OCHs), 3.25 (d, 1 H, H-3), 4.23 (dd, 1 H, J34=3.2, J45=7.9 Hz, H-4), 4.53 (d, 1 H, J;,=3.8 Hz, H-
2), 5.00 (d, 1 H, J45=7.9 Hz, H-5), 5.97 (d, 1 H, J;:,=3.8 Hz, H-1), 7.20-7.55 (m, 5 H, Ph).

3C NMR Spektar (CDCls): & 26.08 i 26.60 (2xMe,C), 57.16 (OCHs), 72.22 (C-5), 81.35 (C-2),
83.74 (C-3), 84.58 (C-4), 105.04 (C-1), 111.66 (Me,C), 126.88, 127.95, 128.17 i 139.72 (Ph).

HRMS (ESI): m/e 298.1648 (M*+NHy), izra¢unato za C1sH»4NOs: 298.1649.
Spektroskopski podaci za sporedni proizvod 9:
IR (KBr): vimax 3508 (OH).

'H NMR Spektar (CDCls): § 1.31 i 1.46 (2xs, 3 H svaki, Me,C), 3.41 (s, 3 H, OCHa), 3.62 (bs, 1 H,
OH), 3.71 (d, 1 H, J34=3.2 Hz, H-3), 4.28 (dd, 1 H, J34=3.2, J45=5.7 Hz, H-4), 456 (d, 1 H,
J12=3.8 Hz, H-2), 5.09 (d, 1 H, J45=5.6 Hz, H-5), 6.01 (d, 1 H, J;,=3.8 Hz, H-1), 7.20-7.50 (m, 5
H, Ph).

* Postupak za pripremanje Grignard-ovog reagensa opisan je u fusnoti na strani 104.
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3¢ NMR Spektar (CDCls): 6 26.11 1 26.66 (2xMe,C), 57.53 (OCH3), 72.31 (C-5), 81.00 (C-2),
82.26 (C-4), 85.08 (C-3), 105.11 (C-1), 111.54 (Me,C), 125.97, 127.60, 128.41 1 141.39 (Ph).

HRMS (ESI): m/e 298.1646 (M"+NH,), izratunato za CisH4NOs: 298.1649; m/e 561.2679
(2M*+H), izra¢unato za CzgH41010: 561.2694.

4.6. 3-O-Benzil-5-C-fenil-1,2-O-izopropiliden-a-D-ksilo-pent-5-ulo-furanoza (10)

Rastvoru jedinjenja 4 (1.014 g, 2.85 mmol) u anhidrovanom metilen-hloridu (96 mL) se doda PCC
(1.638 g, 7.60 mmol). Reakciona sme$a se meSa na temperaturi klju¢anja u toku 3 h, a nakon toga
se upari sa silikagelom. Ostatak se precisti na koloni fle$ silikagela (3:2 cikloheksan/Et,0), pri
¢emu je izolovano ¢isto jedinjenje 10 (0.952 g, 94%) u vidu bezbojnog ulja, [a]p=—95.8 (¢ 1.0,
CHCl); lit.” [a]o=—79.0 (c 0.9, CHCl5); R=0.59 (3:2 PE/Et,0).

'H NMR Spektar (CDCls): 6 1.36 i 1.54 (2xs, 3 H svaki, Me;C), 4.24 i 4.47 (2xd, 1 H svaki,
Jgem=12.1 Hz, PhCHy), 4.39 (d, 1 H, J34=3.7 Hz, H-3), 4.68 (d, 1 H, J1,=3.6 Hz, H-2), 5.56 (d, 1 H,
J34=3.7 Hz, H-4), 6.18 (d, 1 H, J1,=3.6 Hz, H-1), 6.83-7.93 (m, 10 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCls): & 26.18, 26.88 (2xMe;C), 71.68 (PhCH;), 81.86 (C-2), 83.02 (C-3),
83.32 (C-4), 105.28 (C-1), 112.07 (Me,C), 127.55, 127.65, 127.99, 128.08, 128.44, 133.14, 135.65
i 136.13 (2xPh), 193.56 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 393.1094 (M*+K), izra¢unato za Cp1H2,KOs: 393.1099; m/e 377.1350 (M*+Na),
izratunato za Co1H2:NaOs: 377.1359; m/e 355.1538 (M++H), izracunato za C,y1H»305: 355.1540.

4.7.  3-0O-Benzil-5-C-fenil-1,2-O-izopropiliden-a-D-gluko-pentofuranoza (5)

Suspenziji L-vinske kiseline (2.111 g, 14.07 mmol) u anhidrovanom THF (30 mL) se doda NaBH,
(0.513 g, 13.55 mmol) u cetiri jednake porcije na sobnoj temperaturi, a rezultujuéa smesa Se
zagreva na temperaturi klju¢anja 2.5 h. Reakcioni rastvor se potom ohladi na —7 °C i uz intenzivno
meSanje doda se rastvor jedinjenja 10 (0.952 g, 2.69 mmol) u anhidrovanom THF (26 mL) u tri
jednake porcije. Nakon 0.5 h temperatura se povec¢a na 0 °C i mes$a jo$ 0.5 h. Na kraju se reakciona

smeSa meSa 4 h na sobnoj temperaturi, upari do suva sa silikagelom 1 precisti fle§ hromatografijom
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(19:1 toluen/EtOAC). Cisto jedinjenje 5 (0.89 g, 93%) je izolovano u obliku bezbojnog ulja,
[a]o=—83.1 (c 1.0, CHCly), lit.”" [a]o=—76.0 (c 1.0, CHCls), Ri=0.5 (3:2 PE/Et,0).

Spektroskopski podaci jedinjenja 5 su dati u postupku 4.3.

4.8. 1,2-O-lzopropiliden-a-D-ksilofuranoza (12)

Rastvoru jedinjenja 1 (2.0 g, 7.68 mmol) u anhidrovanom EtOAc (150 mL), doda se Hs1O¢ (1.58 g,
6.92 mmol), a rezultujuéa suspenzija se mes$a na sobnoj temperaturi 4.5 h. Posto je utvrdjeno da
polazno jedinjenje nije izreagovalo (TLC) dodata je joS jedna porcija Hs1Og (0.531 g, 2.31 mmol) i
mesanje je na sobnoj temperaturi nastavljeno jos 1.5 h. Reakciona smesa se filtruje i upari, pri ¢emu
se dobija sirovi aldehid 11 (1.832 g). Ostatak je rastvoren u MeOH (50 mL) i tretiran sa NaBH,
(0.583 g, 15.37 mmol) uz mesSanje na sobnoj temperaturi 1.5 h. U reakcionu smesSu je dodat MeOH
(40 mL), rastvor je koncentrovan, a na ostatak je ponovo dodat MeOH (40 mL) i smeS$a je uparena.
Ostatak je preciS¢en na koloni fles silika gela (2:1 EtOAc/PE), pri ¢emu je dobijeno Cisto jedinjenje
12 (1.353 g, 92%) u obliku bezbojnog sirupa, [a]o=—18.3 (¢ 1.0, H,0), lit.® [a]p=-19.7 (c 1.1,
H,0); R=0.11 (3:2 toluen/EtOAC).

'H NMR Spektar (DMSO-dg): & 1.24 i 1.39 (2xs, 3 H svaki, Me,C), 3.52 (dd, 1 H, J45.=5.6,
Jsasp=11.0 Hz, H-5a), 3.63 (dd, 1 H, J45,=4.9, Jsa5p=11.1 Hz, H-5b), 3.95-4.04 (m, 2 H, H-3 i H-4),
4.39 (d, 1 H, J;,=3.7 Hz, H-2), 4.60-5.21 (bs, 2 H, 2xOH), 5.82 (d, 1 H, J;,=3.7 Hz, H-1).

13C NMR Spektar (DMSO-dg): & 26.14 i 26.69 (2xMe,C), 58.93 (C-5), 73.51 (C-3), 81.38 (C-4),
85.12 (C-2), 104.33 (C-1), 110.37 (Me;C).

HRMS (ESI): m/e 208.1171 (M*+NHy), izraéunato za CsH1sNOs: 208.1180.

4.9.  3,5-Anhidro-1,2-O-izopropiliden-a-D-ksilofuranoza (13)

U ohladjen rastvor (0 °C) jedinjenja 12 (0.858 g, 4.51 mmol) i PhsP (2.958 g, 11.28 mmol) u
anhidrovanom toluenu (10 mL), postepeno se, u toku nekoliko minuta, dokapava komercijalni
rastvor dietilazodikarboksilata u toluenu (5.2 mL, 11.35 mmol). Ledeno kupatilo se zatim zameni
uljanim i reakciona smesa se zagreva na temperaturi kljucanja u toku 1.5 h, a zatim se upari.

Ostatak se precisti na koloni fle$ silikagela (7:3 PE/Et,0), pri ¢emu je dobijen ¢ist proizvod 13
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(0.485 g, 62%) kao bezbojno ulje, [o]p=+12.6 (c 1.0, CHCly), lit.®* [a]p=+12.0 (c 0.8, CHCly), lit.??
[a]o=+11.9 (c 0.8, CHCl3); R=0.41 (7:3 PE/Et,0).

IR (CHCls): vmax 1088 (C-O-C), 2989 i 2883 (CH).

'H NMR Spektar (CDCls): & 1.38 i 1.42 (2xs, 3 H svaki, Me,C), 4.21 (dd, 1 H, J45.=2.3, Jsa5,=7.9
Hz, H-5a), 4.67 (m, 2 H, J1,=3.5, J45,=4.1 Hz, H-5b i H-2), 5.07 (m, 1 H, H-4), 5.16 (d, 1 H,
J34=3.8 Hz, H-3), 6.22 (d, 1 H, J1,=3.5 Hz, H-1).

13C NMR Spektar (CDCls): 8 26.99 i 27.69 (2xMe,C), 78.09 (C-4), 78.27 (C-5), 84.44 (C-2), 87.33
(C-3), 108.03 (C-1), 113.65 (Me,C).

4.10. 5-Deoksi-5-C-fenil-1,2-O-izopropiliden-a-D-ksilo-pentofuranoza (14)

U rastvor jedinjenja 13 (0.369 g, 2.14 mmol) u anhidrovanom THF (1.6 mL) dodat je 1 M rastvor
PhMgBr* (5.3 mL, 5.3 mmol) u anhidrovanom THF. Reakciona smes$a je mes$ana u atmosferi N, na
temperaturi kljuanja u toku 13.5 h. Reakciona smesa se izlije u hladan 10%-ni rastvor NH,CI i
rezultuju¢a emulzija se ekstrahuj sa CH,Cl, (2x20 mL). Organski rastvor je ispran sa NaCl, osusen i
uparen, a ostatak je pre¢iS¢en na koloni fle$ silikagela (1:1 PE/Et;0). Sa kolone je prvo eluirano
neizreagovalo polazno jedinjenje 13 (0.036 g, 10%), a zatim i finalni proizvod 14 (0.413 g, 77%) u
obliku kristalne mase. Rekristalizacijom iz sistema CH,Cly/heksan dobijeni su beli iglic¢asti kristal,
tt 132-133 °C, [a]p=—11.9 (c 1.0, CHCL); lit.® tt 125-127 °C, [a]p=—12.0 (c 1.1, CHCls); R=0.41
(1:1 PE/Et,0).

IR (KBF): Vimax 3418 (OH).

'H NMR Spektar (CDCls):  1.31 i 1.48 (2xs, 3 H svaki, Me;C), 3.00 (dd, 1 H, J45=7.9, Jsa5o=13.8
Hz, H-5a), 3.08 (dd, 1 H, Js15,=13.8, J450=6.4 Hz, H-5b), 4.00 (d, 1 H, J34=2.4 Hz, H-3), 4.38 (ddd,
1H, J34=2.5, J4s:=7.9, Jass=6.4 Hz, H-4), 4.52 (d, 1 H, J;,=3.8 Hz, H-2), 5.95 (d, 1 H, J;,=3.8 Hz,
H-1), 7.20-7.35 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): & 26.04 i 26.51 (2xMe,C), 33.85 (CH-5), 74.68 (C-3), 81.11 (C-4),
85.16 (C-2), 104.37 (C-1), 111.45 (Me,C), 126.49, 128.54, 129.08, 137.45 (Ph).

HRMS (ESI): m/e 268.1536 (M"+NH,), izra¢unato za CisH2oNO,: 268.1543; m/e 273.1105
(M*+Na), izradunato za C14H1sNaO,: 273.1097.

* Postupak za pripremanje Grignard-ovog reagensa opisan je u fusnoti na strani 104.
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4.11. 3-0-Benzil-5-deoksi-5-C-fenil-1,2-O-izopropiliden-a-D-ksilo-pentofuranoza (15)

Ohladjenom rastvoru (0 °C) jedinjenja 14 (0.359 g, 1.43 mmol) u suvom DMF-u (7.2 mL), dodati
su NaH (0.093 g, 3.87 mmol) i BnBr (0.22 mL, 1.85 mmol). Reakciona smesa se meSa na 0 °C, u
toku 0.5 h, a zatim na sobnoj temperaturi jos 1.5 h. Zatim se doda MeOH (2 mL) i meSanje nastavi
jo§ 0.5 h na sobnoj temperaturi. Reakciona smeSa se upari i ostatak se rasporedi u smesSi
CH,CI/H,0. Organska faza se odvoji, vodeni rastvor se ekstrahuje sa CH,Cl, (2x20 mL). Spojeni
ekstrakti se suSe i upare, a ostatak se precisti na koloni fleS silikagela (4:1 PE/Et,0). Pri tome je
dobijen ¢ist proizvod 15 (0.481 g, 99%) u vidu kristalne mase. Nakon rekristalizacije iz hladnog
EtOH (+4 °C) dobijeni su prozirni igli¢asti kristali, tt 62—-63 °C, [a]p=—80.8 (c 1.0, CHCIs;), R=0.20
(9:1 PE/Et,0).

IR (KBI‘)I Vmax 1090 (C'O'C)

'H NMR Spektar (CDCls): & 1.35 i 1.52 (2xs, 3 H svaki, Me,C), 3.12 (d, 2 H, J;5=7.2 Hz, H-5),
3.77 (d, 1 H, J34=3.1 Hz, H-3), 4.45 (td, 1 H, J34=3.1, J45=7.2 Hz, H-4), 4.50 i 4.72 (2xd, 2 H,
OCH_Ph), 4.67 (d, 1 H, J;1,=4.0 Hz, H-2), 6.01 (d, 1 H, J;,=4.0 Hz, H-1), 7.17-7.48 (m, 10 H,
2xPh).

13C NMR Spektar (CDCly): § 25.98 i 26.51 (2xMe,C), 71.46 (C-5), 81.16 (C-4), 81.53 (C-3), 81.71
(C-2), 104.68 (C-1), 111.13 (Me,C), 126.13, 127.54, 127.73, 128.25, 128.33, 128.98, 137.50 i
137.91 (2xPh).

HRMS (ESI): m/e 358.2012 (M*+NHy), izradunato za Cp;HsNO,: 358.2013.

4.12. 3-0-Benzil-5-0O-benzoil-5-C-fenil-1,2-0O-izopropiliden-a-D-gluko-pentofuranoza (16)

(A) U ohladjen rastvor (0 °C) jedinjenja 4 (1.04 g, 2.92 mmol), benzoeve kiseline (0.474 g, 3.88
mmol) i PhsP (1.634 g, 6.23 mmol) u anhidrovanom THF (35 mL), postepeno se, u toku nekoliko
minuta, dokapava rastvor dietilazodikarboksilata (2.4 mL, 5.24 mmol). Reakciona smesa je meSana
na ledenom kupatilu (0 °C) u toku 1 h i joS 3 h na sobnoj temperaturi, a zatim se izlije u 10%
NaHCO; (150 mL). Organski sloj je odvojen, a vodena faza je ekstahovana sa CH,Cl, (4x80 mL).
Ekstrakt je osuSen i uparen, a ostatak preci§¢en na koloni fles silikagela (4:1 PE/Et,0), pri ¢emu je
dobijeno Cisto jedinjenje 16 (1.098 g, 82%) u obliku bezbojnog sirupa, [a]p=—2.7 (¢ 1.0, CHCI5),
Ri=0.33 (7:3 PE/Et,0).
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(B) Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 5 (0.611 g, 1.71 mmol) u anhidrovanom piridinu (12
mL) dodat je BzClI (1.2 mL, 10.38 mmol). Rezultuju¢a smeSa se meSa na 0 °C, u toku 0.5 h, a zatim
na sobnoj temperaturi u toku 21.5 h. Nakon toga, reakciona smeSa se izlije u 10% rastvor NaHCO3
(40 mL) i ekstrahuje sa CH,Cl, (2x40 mL). Spojene organske faze su prvo isprane razblazenom
HCI (1:2, 100 mL), zatim sa 10% NaHCO; (40 mL), a zatim su osuSene i uparene. Ostatak je
pre¢is¢en na koloni fles silikagela (9:1 PE/Et,0), pri ¢emu je izolovan Cist proizvod 16 (0.697 g,
88%) u obliku bezbojnog sirupa, [a]p=—2.7 (¢ 1.0, CHCIs3), R=0.33 (7:3 PE/Et;0).

'H NMR Spektar (CDCls): & 1.34 i 1.52 (2xs, 3 H svaki, Me,C), 4.17 (d, 1 H, J34=3.1 Hz, H-3),
3.42 (d, 1 H, Jgem=11.6 Hz, PhCH,), 4.59-4.73 (m, 3 H, J34=3.1, J45=9.5 Hz, H-2, H-4, PhCHy),
5.95 (d, 1 H, J12=3.7 Hz, H-1), 6.25 (d, 1 H, J45=9.5 Hz, H-5), 7.09-8.05 (m, 15 H, 3xPh).

13C NMR Spektar (CDCly): & 26.25 i 26.87 (2xMe,C), 72.15 (PhCH),), 72.71 (C-5), 80.84 (C-3),
81.62 (C-4), 81.72 (C-2), 105.31 (C-1), 111.80 (Me,C), 127.46, 127.92, 128.19, 128.36, 128.46,
129.67, 130.08, 133.02, 136.66 i 138.21 (3xPh), 164.63 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 483.1766 (M*+Na), izradunato za CagHssNaOs: 483.1778; m/e 499.1504 (M*+K),
izra¢unato za CagHsKOg: 499.1518 (M*+K).

4.13. 3-0-Benzil-5-0O-benzoil-5-C-fenil-1,2-O-izopropiliden-B-L-ido-pentofuranoza (17)

U hladan (0 °C) rastvor jedinjenja 4 (1.08 g, 3.03 mmol) u anhidrovanom piridinu (22 mL) se doda
BzCl (2.1 mL, 18.09 mmol) i reakciona smeSa se mesa na 0 °C, u toku 0.5 h, a zatim na sobnoj
temperaturi joS 18 h. Reakciona smesa se izlije u 10% NaHCOj3; (70 mL) i ekstrahuje sa EtOAc
(2x70 mL). Organske faze se spoje i isperu sa 1:2 HCI/H,O (200 mL), a zatim i sa 10% NaHCO3
(70 mL), osuSe i upare. Ostatak je precis¢en na koloni fle$ silikagela (9:1 PE/Et;0), pri ¢emu je
dobijen nedovoljno ¢ist proizvod 17 (1.483 g). Ponovnim precis¢avanjem na koloni fles silikagela,
primenom istog eluenta, dobijeno je Cisto jedinjenje 17 (1.357 g, 97%) u obliku bezbojnog ulja,

[0]p=—54.7 (¢ 1.0, CHCL3), Ri=0.55 (7:3 PE/Et,0).

'H NMR Spektar (CDCls): 5 1.35 i 1.62 (2x3 H, Me;C), 3.57 (d, 1 H, Js4=3.2 Hz, H-3), 4.18 i 4.48
(2xd, 2 H, Jgem=11.4 Hz, CH,Ph), 4.62 (d, 1 H, J,,=3.8 Hz, H-2), 4.81 (dd, 1 H, J34=3.2, J;5=9.2
Hz, H-4), 6.10 (d, 1 H, J1,=3.8 Hz, H-1), 6.42 (d, 1 H, J45=9.2 Hz, H-5), 7.28-8.19 (m, 15 H,
3xPh).
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3C NMR Spektar (CDCl3): & 26.19 i 26.87 (2xMe,C), 71.78 (CH,Ph), 75.18 (C-5), 81.59 (C-2),
82.12 (C-3), 82.35 (C-4), 105.64 (C-1), 127.55, 127.88, 127.90, 128.16, 128.46, 128.62, 129.80,
130.36, 132.79, 137.04 i 137.07 (3xPh), 165.62 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 483.1773 (M"+Na), izradunato za CagH2sNaOg: 483.1778; m/e 499.1515 (M*+K),
izrac¢unato za CogH»sKOg: 499.1518.

4.14. 3-0-Benzil-5-C-fenil-D-gluko-pentopiranoza (18)

Jedinjenje 5 (0.707 g, 1.98 mmol) se rastvori u 90% TFA (7 mL) i meSa se na sobnoj temperaturi u
toku 40 min. Reakciona smeSa se potom azeotropno uparava sa toluenom do potpunog uklanjanja
kiseline i vode. Ostatak je preciS¢en na koloni fle§ silikagela (3:2 toluen/EtOAc), pri cemu je
dobijen Cist laktol 18 (0.553 g, 88%) u obliku belih kristala, koji su nakon rekristalizacije iz sistema
MeOH/CH,Cl, pokazivali tt 153-155 °C, [a]o=+23.7—+39.6 (c 0.9, Py, 77 h); R=0.34 (7:3
CH,CI/EtOAC).

IR (film): vmax 3396 (OH).

'H NMR Spektar (CDCls+D,0): & 3.58 (t, 1 H, H-4), 3.76-3.84 (m, 2 H, H-2 i H-3), 4.76 (d, 1 H,
J45=9.8 Hz, H-5), 4.83 i 4.91 (2xd, 2 H, Jgen=11.1 Hz, PhCHy), 5.30 (d, 1 H, J;,=2.7 Hz, H-1),
7.20-7.50 (m, 10 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCls): § 72.42 (C-2), 73.85 (C-5), 74.97 (C-4), 75.02 (PhCH;), 81.71 (C-3),
92.78 (C-1), 127.44, 127.50, 127.54, 127.88, 127.98, 128.20, 128.35, 128.54, 128.63, 128.68,
137.88 i 138.45 (2xPh).

LRMS (CI): m/e 317 (M*+H).

Elementarna mikroanaliza: Nadjeno: C, 68.11; H, 6.57. Izra¢unato za C1gH200s: C, 68.34; H, 6.37.

4.15. 3,6-Anhidro-5-O-benzil-2-deoksi-7-C-fenil-D-glicero-D-ido-heptono-1,4-lakton (19)

Jedinjenju 18 (0.692 g, 2.19 mmol) u anhidrovanom DMF (9 mL) dodata je Meldrum-ova kiselina
(0.954 g, 6.62 mmol) i EtzN (0.96 mL, 6.78 mmol). Reakciona smeSa je meSana na 46 °C u toku 65
h i uparena kodestilacijom sa toluenom. Ostatak je pre¢is¢en na koloni fle§ silikagela (9:1
toluen/EtOAc) pri ¢emu je dobijen Cist lakton 19 (0.382 g, 51%) kao bela kristalna masa.
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Rekristalizacijom iz sistema Et,O/EtOAc/heksan dobijaju se bezbojni kristali, tt 40-42 °C,
[a]o=—4.8 (c 1.0, CHCI3), R=0.3 (3:2 Et,O/PE).

IR (film): vmax 3476 (OH), 1785 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): & 2.61 (dd, 1 H, J22=18.8, J2a5=1.5 Hz, H-2a), 2.71 (dd, 1 H,
J2a26=18.8, Jap3=5.4 Hz, H-2b), 2.87 (d, 1 H, J701=5.7 Hz, izmenljiv sa D,O, OH), 4.21 (dd, 1 H,
J56=3.6, Jo7=7.2 Hz, H-6), 4.30 (d, 1 H, Js5=3.6 Hz, H-5), 4.61 i 4.71 (2xd, 2 H, Jgem=11.6 Hz,
PhCH,), 4.92 (d, 1 H, J34=4.4 Hz, H-4), 5.01 (m, 2 H, H-3 i H-7), 7.30-7.47 (m, 10 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCls): § 35.87 (C-2), 71.71 (C-7), 73.10 (PhCHy), 77.18 (C-3), 81.73 (C-5),
83.19 (C-6) 84.71 (C-4), 126.19, 127.95, 128.09, 128.46, 128.57, 128.82, 136.37 i 140.89 (2xPh),
175.26 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 341.1384 (M*+H), izradunato za CaoH210s: 341.1384; m/e 358.1646 (M*+NH,),
izraunato za CyoH24NOs: 358.1649; m/e 379.0943 (M*+K), izradunato za CoH20KOs: 379.0942.

4.16. 3-0-Benzil-5-C-fenil-L-ido-pentopiranoza (20)

Cisto jedinjenje 4 (1.722 g, 4.83 mmol) se rastvori u 90% TFA (17 mL) i dobijeni rastvor se mesa
na sobnoj temperaturi 0.5 h. Reakciona smeSa se uparava azeotropnom destilacijom sa toluenom do
potpunog uklanjanja kiseline. Ostatak se precisti na koloni fles$ silikagela (7:3 toluen/EtOAC), pri
¢emu se dobija Cisto jedinjenje 20 (1.27 g, 83%) u vidu bezbojnog ulja, [a]p=+15.7 (¢ 1.6, CHCI5),
R=0.19 (3:1 toluen/Et;0).

IR (CHCls): vmax 3396 (OH), 1605 (C=C, iz Ph).

'H NMR Spektar (CDCl3+D,0): a- i B-anomer: & 3.78 (m, 2 H, H-2 i H-4), 4.02 (t, 1 H, J=3.0 Hz,
H-3), 4.6114.69 (2xd, 1 H, Jgem=11.5 Hz, OCH,Ph), 4.99 (bs, 1 H, H-5), 5.11 (bs, 1 H, H-1), 7.22-
7.47 (m, 10 H, 2xPh).

13C NMR (CDCly): p-anomer: & 67.91 i 69.56 (C-2 i C-4), 72.44 (OCH,Ph), 75.10 (C-5), 76.05 (C-
3), 92.97 (C-1), 126.14, 127.59, 127.67, 127.75, 127.91, 127.96, 128.52 i 137.34 (2xPh); a-anomer:
8 65.90, 67.64, 69.38, 73.27, 75.58 i 96.00.

LRMS (CI): m/z 598 (2M*+H-2H,0), 300 (M*+H-H,0).

Elementarna mikroanaliza: Nadjeno: C, 67.98; H, 6.52. Izra¢unato za Ci1gH200s: C, 68.34; H, 6.37.
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4.17. 3,6-Anhidro-5-O-benzil-2-deoksi-7-C-fenil-L-glicero-D-ido-heptono-1,4-lakton (21)

U rastvor jedinjenja 20 (0.426 g, 1.35 mmol) u anhidrovanom DMF (6 mL) dodata je Meldrum-ova
kiselina (0.592 g, 4.1 mmol) i EtsN (0.57 mL, 4.09 mmol). Reakciona smesa je meSana na 46 °C u
toku 70 h, a zatim je uparena. Ostatak je preci$¢en na koloni fles silikagela (1:1 Et;O/PE), pri cemu
je dobijen nedovoljno cist lakton 21 koji je ponovo precis¢en na koloni fles silikagela (19:1
CH,CI,/EtOAC). Pri tome je dobijen potpuno ¢ist 21 (0.22 g, 48%) u obliku belih kristala. Nakon
rekristalizacije iz sistema CH,Cly/heksan dobijeni su beli plocasti kristali, tt 144-146 °C,
[a]o=+55.2 (c 1.0, CHCl), R=0.26 (1:1 Et,Oftoluen).

IR (KBr): vmax 3469 (OH), 1754 (C=0, lakton).

'H NMR Spektar (CDCls): & 2.75 (d, 3 H, J3=3.6 Hz, 2xH-2 i OH), 3.93 (d, 1 H, J55=3.9 Hz, H-5),
4.26 (dd, 1 H, Js6=3.9, J57=6.6 Hz, H-6), 4.45 i 4.55 (2xd, 2 H, Jgem=11.5 Hz, PhCH,), 4.92 (d, 1
H, Jsa=4.7 Hz, H-4), 5.04 (d, 1 H, Js7=6.6 Hz, H-7), 5.11 (m, 1 H, H-3), 7.28-7.45 (m, 10 H,
2xPh).

13C NMR Spektar (CDCls): § 36.03 (C-2), 72.71 (C-7), 72.82 (PhCHy), 77.37 (C-3), 81.85 (C-5),
84.63 (C-6), 85.12 (C-4), 126.87, 127.83, 128.29, 128.37, 128.48, 128.71, 136.52 i 139.48 (2xPh),
175.25 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 358.1646 (M*+NH,), izradunato za CaoHpsNOs: 358.1649.

4.18. 3-0O-Benzil-5-O-benzoil-5-C-fenil-D-gluko-pentofuranoza (22)

Jedinjenje 16 (0.547 g, 1.19 mmol) se rastvori u 90% TFA (5.5 mL) i meSa na sobnoj temperaturi
0.5 h. Reakciona smeSa se potom upari azeotropnom destilacijom sa toluenom. Ostatak se precisti
na koloni flesS silikagela (4:1 toluen/EtOAc), pri ¢emu se dobija smeSa anomernih laktola 22 (0.427
g, 86%), u obliku belih pahuljastih kristala, koji su nakon rekristalizacije iz sistema CH,Cl,/heksan
pokazivali tt 156-157 °C, [a]o=+29.1—+33.9 (¢ 1.3, CHCls, 72 h), odnos anomera (iz ‘*H NMR):
a/B=2:5, R=0.23 (9:1 CH,CI,/EtOAC).

IR (film): vmax 3441 (OH), 1712 (PhC=0).

'H NMR Spektar (CDCls): 5 1.82 (s, OH), 2.52 (d, J=3.8 Hz, OH), 3.02 (d, J=4.4 Hz, OH), 3.75 (d,
Jion=11.6 Hz, OH na H-1p), 4.01-4.18 (m, 3 H, H-2a, H-3a, H-3B), 4.23 (d, 1 H, J,3=2.8 Hz, H-
2B), 4.33-4.66 (M, 4 H, 2xPhCH, a i B), 4.68-4.81 (m, 2 H, H-4a, H-4B), 5.07 (d, 1 H, Jpon=11.5
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Hz, H-1pB), 5.39 (t, 1 H, J;,=3.9, J10n=4.7 Hz, H-10a), 6.19 (d, 1 H, J45=9.6 Hz, H-50), 6.20 (d, 1 H,
J45=9.6 Hz, H-5B), 7.11-8.04 (m, 30 H, 3xPh).

13C NMR Spektar (CDCly): 3 72.05 i 72.77 (2xPhCHy), 73.07 (C-5a), 73.46 (C-5B), 74.28 (C-20),
76.68 (C-2B), 80.16 (C-4a), 82.70 (C-4B), 81.20 (C-301), 82.37 (C-3B), 96.33 (C-1a), 103.51 (C-1p),
127.39, 127.67, 127.69, 127.98, 128.23, 128.30, 128.41, 129.50, 129.93, 132.91, 133.00, 135.95,
136.87, 137.99, 138.06 (3xPh), 164.62 i 164.76 (2xPhC=0, « i p).

LRMS (CI): m/e 421 (M*+H).

Elementarna mikroanaliza: Nadjeno: C, 68.80; H, 5.92. Izraunato za CysH240sxH,0: C, 68.48; H,
5.98.

4.19. 3,6-Anhidro-5-O-benzil-7-O-benzoil-2-deoksi-7-C-fenil-D-glicero-D-ido-heptono-1,4-
lakton (23)

Jedinjenju 22 (0.423 g, 1.01 mmol) u anhidrovanom DMF (5.5 mL) dodata je Meldrum-ova kiselina
(0.298 g, 2.07 mmol) i EtsN (0.3 mL, 2.15 mmol). Reakciona smeSa je meSana na 46 °C u toku 68
h, a zatim je uparena ko-destilacijom sa toluenom. Ostatak je precis¢en na koloni fle$ silikagela
(19:1 toluen/EtOAc), pri ¢emu je dobijen Cist proizvod 23 (0.317 g, 71%) obliku belih kristala.
Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan, dobijeni su beli kristali, tt 163—-165 °C, [a],=162.7 (C
0.5, CHCl,), R=0.46 (7:3 PE/EtOAC).

IR (film): vmax 1788 (C=0, lakton), 1721 (PhC=0).

'H NMR Spektar (CDCl3): & 2.58 (d, 1 H, J2a2b=18.3 Hz, H-2a), 2.70 (dd, 1 H, Joa2,=18.3, Jop5=4.6
Hz, H-2b), 4.34 (d, 1 H, J56=3.4 Hz, H-5), 4.4914.61 (2xd, 2 H, Jgen=11.6 Hz, PhCH>), 4.54 (dd, 1
H, J56=3.4, J57=9.2 Hz, H-6), 4.93-5.01 (m, 2 H, H-3 i H-4), 6.21 (d, 1 H, J57=9.2 Hz, H-7), 7.12—
8.02 (m, 15 H, 3xPh).

13C NMR Spektar (CDCls): § 35.86 (C-2), 72.61 (C-7), 72.96 (PhCH,), 77.37 (C-3), 80.19 (C-5),
82.10 (C-6), 84.54 (C-4), 127.46, 128.20, 128.28, 128.42, 128.48, 128.52, 129.60, 129.86, 133.13,
136.24 i 137.90 (3xPh), 164.51 (C=0 iz Bz), 175.22 (C-1).

LRMS (CI): m/e 445 (M*+H).

Elementarna mikroanaliza: Nadjeno: C, 72.41; H, 5.18. Izra¢unato za C,7;H2406x1/5H,0: C, 72.37;
H, 5.49.
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4.20. 3-O-Benzil-5-0O-benzoil-5-C-fenil-L-ido-pentofuranoza (24)

Jedinjenje 17 (1.013 g, 2.2 mmol) se rastvori u 90% TFA (10 mL) i meSa 0.5 h na sobnoj
temperaturi. Reakciona smeSa se potom uparava azeotropnom destilacijom sa toluenom do
potpunog uklanjanja kiseline i vode. Ostatak je pre¢iS¢en na koloni fles silikagela (11:9
toluen/Et;0), pri ¢emu je dobijen ¢ist laktol 24 (0.625 g, 68%) u obliku bezbojnog sirupa,
[a]o=—14.1-—22.3 (c 0.7, CHCls, 143 h), odnos anomera (iz *H NMR): a/p=10:3, R=0.25 (9:1
CH,CI/EtOAC).

IR Spektar (CHCls): vmax 3431 (OH), 1720 (PhC=0).

'H NMR Spektar (CDCls+D,0): & 3.50 (d, 1 H, J34=3.8 Hz, H-3p), 3.55 (dd, 1 H, J;5=1.9, J54=4.0
Hz, H-30), 4.08 (dd, 1 H, J1,=3.9 Hz, H-2a), 4.10-4.50 (m, 4 H, CH,Ph-0, CH,Ph-p), 4.81 (dd, 2
H, H-40, H-4B), 5.24 (s, 1 H, H-1B), 5.62 (d, 1 H, J1,=3.9 Hz, H-10), 6.26 (d, 1 H, J45,=8.2 Hz, H-
5a), 6.33 (d, 1 H, J455=9.0 Hz, H-5B), 7.10-8.21 (m, 3xPh).

13C NMR Spektar (CDClg+D,0): & 71.96 (CHoPh-a), 72.62 (CH,Ph-B), 73.70 (C-20), 75.47 (C-
5a), 76.31 (C-5p), 76.48 (C-2B), 81.03 (C-4a), 82.27 (C-4PB), 83.15 (C-3a), 83.34 (C-3PB), 96.99 (C-
lo), 103.96 (C-1p), 127.65, 127.74, 127.81, 127.88, 128.07, 128.18, 128.28, 128.38, 128.43,
128.51, 128.64, 129.70, 130.12, 132.92, 136.24, 136.76, 137.01, 137.15 (3xPh), 165.57 (C=0q),
165.79 (C=Op).

HRMS (ESI): m/e 443.1449 (M"+Na), izradunato za CsH24NaOg: 443.1465; m/e 459.1188 (M*+K),
izrac¢unato za CxsH24KOg: 459.1204.

4.21. 3,6-Anhidro-5-0O-benzil-7-O-benzoil-2-deoksi-7-C-fenil-L-glicero-p-ido-heptono-1,4-
lakton (25)

U rastvor jedinjenja 24 (0.558 g, 1.33 mmol) u anhidrovanom DMF (7.5 mL) dodata je Meldrum-
ova kiselina (0.394 g, 2.73 mmol) i anhidrovani EtsN (0.37 mL, 2.65 mmol). Reakciona smesa je
mesana na 46 °C u toku 67 h, a zatim uparena ko-destilacijom sa toluenom. Nakon precis¢avanja na
koloni fle$ silikagela (4:1 toluen/Et;0) izolovan je cist lakton 25 (0.377 g, 64%) u obliku belih
kristala, koji su nakon rekristalizacije iz sistema CH,Cl,/heksan pokazali tt 160-162 °C, [a]p=*15.7
(c 0.4, CHCI3), R=0.37 (3:2 Et,0O/heksan).
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IR (KBr): vinax 1788 (C=0, lakton), 1710 (PhC=0).

'H NMR Spektar (CDCly): & 2.75 (m, 2 H, J,5=3.0 Hz, 2xH-2), 3.90 (d, 1 H, J55=3.7 Hz, H-5),
4.30 i 4.40 (2xd, 2 H, Jgem=11.5 Hz, CH2Ph), 4.65 (dd, 1 H, J55=3.7, Js7=8.3 Hz, H-6), 4.84 (d, 1
H, J34=4.4 Hz, H-4), 5.12 (m, 1 H, J,5=3.0, Js4=4.4 Hz, H-3), 6.34 (d, 1 H, Js7=8.3 Hz, H-7),
7.21-8.11 (m, 15 H, 3xPh).

13C NMR Spektar (CDCls): & 36.15 (C-2), 72.74 (CH,Ph), 75.34 (C-7), 77.66 (C-3), 81.54 (C-5),
82.89 (C-6), 84.59 (C-4), 127.70, 128.13, 128.29, 128.54, 128.78, 129.64, 130.08, 132.97, 136.60,
136.70 (3xPh), 165.41 (C=0 iz Bz), 175.39 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 445.1656 (M*+H), izra¢unato za Cp7H250¢: 445.1646; m/e 467.1471 (M*+Na),
izracunato za Co7H24NaOg: 467.1465.

4.22. 3,6-Anhidro-5-0O-benzil-7-O-benzoil-2-deoksi-7-C-fenil-L-glicero-p-ido-heptono-1,4-
lakton (25)

Ohladjenom rastvoru (0 °C) jedinjenja 21 (0.106 g, 0.31 mmol) u anhidrovanom piridinu (2 mL) se
doda BzCl (0.24 mL, 2.07 mmol) i reakciona smesSa se meSa na 0 °C, u toku 0.5 h, a zatim na
sobnoj temperaturi u toku 16.5 h. Reakciona smeSa se zatim izlije u vodeni NaHCO; (10 mL) i
ekstrahuje sa CH,Cl, (2x10 mL). Organske faze se spoje i isperu sa 1:2 HCI/H,O (15 mL), a zatim i
sa vodenim NaHCO; (10 mL), osuSe i upare. Ostatak je precis¢en na koloni fles silikagela (3:2
PE/Et;0), pri Cemu je dobijen neéist proizvod 25 (0.15 ). Kristalizacijom iz sistema
CH,Cl,/heksan dobijeno je ¢isto jedinjenje 25 (0.12 g, 87%) u obliku belih kristala, koji su nakon
rekristalizacije iz sistema CH,Cl,/heksan pokazivali tt 160-162 °C, [a]p,=*+15.7 (c 0.4, CHCIy),
R=0.37 (3:2 Et,O/heksan).

Spektroskopski podaci jedinjenja 25 su dati u postupku 4.21.

4.23. 3,6-Anhidro-5-O-benzil-2,7-dideoksi-7-C-fenil-7-hloro-L-glicero-D-ido-heptono-1,4-
lakton (26) i olefin (28)

Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 19 (0.104 g, 0.31 mmol) i trifenil-fosfina (0.154 g, 0.59
mmol) u anhidrovanom piridinu (1.2 mL), doda se postepeno uz meSanje CCl, (0.1 mL, 1.03

mmol). Reakciona smeSa se meSa na 0 °C u toku 0.5 h, a potom na sobnoj temperaturi joS 6 h.

117



Jovana M. Francuz Doktorska disertacija

Reakcija se prekida dokapavanjem ohladjenog (0 °C) rastvora 6 M HCI (7 mL, do pH=1) uz
meSanje na ledenom kupatilu. Emulzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (5%x7 mL), a spojeni ekstrakti se
ispiraju 10% rastvorom NaCl (2 x 14 mL) do pH=7. Ekstrakti se suSe i upare, a ostatak se precisti
na koloni fles silikagela (3:2 CH,CI/PE). Sa kolone je prvo eluiran sporedni proizvod 28 (0.022 g,
23%) u obliku belih kristala. Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan dobijaju se pahuljasti
kristali, tt 165 °C, [a]o=%7.5 (c 0.5, CHCI3), R=0.52 (CH,Cl,). Naknadnim eluiranjem kolone
izolovan je glavni proizvod 26 (0.048 g, 44%), u obliku belih kristala. Rekristalizacijom iz sistema
CH,Cly/heksan dobijaju se beli stapiéi, tt 159 °C, [a]p=+115.0 (¢ 0.5, CHCl3), R=0.16 (3:2
PE/Et,0).

Spektroskopski podaci za glavni proizvod 26:
IR (film): vmax 1789 (C=0).

'"H NMR Spektar (CDCl): & 2.76 (dd, 1 H, J»a3=5.7, J2a2o=18.9 Hz, H-2a), 2.87 (bd, 1 H,
J2a26=18.9 Hz, H-2b), 3.68 (d, 1 H, J56=3.2 Hz, H-5), 4.16 i 4.29 (2xd, 2 H, Jgem=11.4 Hz, CH,Ph),
4.57 (dd, 1 H, J56=3.2, Js7=9.4 Hz, H-6), 4.83 (d, 1 H, J34=4.4 Hz, H-4), 5.09-5.16 (m, 2 H, H-3 i
H-7), 7.18-7.42 (m, 10 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCls): § 36.00 (C-2), 61.09 (C-7), 72.87 (CH,Ph), 77.56 (C-3), 81.07 (C-5),
84.46 (C-4), 84.97 (C-6), 127.66, 128.19, 128.53, 128.70, 128.96, 136.41 i 137.82 (2xPh), 175.12
(C-1).

HRMS (ESI): m/e 359.1029 (M*+H). Izradunato za CaoH20ClO4: 359.1045.
Spektroskopski podaci za sporedni prozvod 28:
IR (film): vmax 1793 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): & 2.83 (dd, 1 H, Joa2,=18.6, J223=4.6 Hz, H-2a), 2.94 (d, 1 H, J2,2,=18.6
Hz, H-2b), 4.60 (s, 1 H, H-5), 4.61 i 4.79 (2xd, 2 H, Jgem=11.5 Hz, CH,Ph), 4.94 (d, 1 H, J3,=3.7
Hz, H-4), 5.34 (t, 1 H, J,a3=4.3, J34,=4.0 Hz, H-3), 5.55 (s, 1 H, H-7), 7.17-7.63 (m, 10 H, 2xPh).
NOE Kontakt: H-5 i H-7.

13C NMR Spektar (CDCls): & 35.79 (C-2), 70.56 (CH,Ph), 80.97 (C-3), 81.52 (C-5), 83.48 (C-4),
105.64 (C-7), 126.54, 127.93, 128.17, 128.30, 128.60, 128.65, 134.65 i 136.85 (2xPh), 151.98 (C-
6), 173.81 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 323.1270 (M*+H), izradunato za CaoH1904: 323.1278; m/e 345.1089 (M*+Na),
izra¢unato za CaoH1sNaO,: 345.1097; m/e 361.0838 (M*+K), izradunato za CaoH15KO4: 361.0837.

118



Jovana M. Francuz Doktorska disertacija
4.24. 3,6-Anhidro-5-0O-benzil-2,7-dideoksi-7-C-fenil-7-hloro-D-glicero-D-ido-heptono-1,4-
lakton (27) i olefin (28)

Ohladjenom rastvoru (0 °C) jedinjenja 21 (0.113 g, 0.33 mmol) i trifenil-fosfina (0.239 g, 0.91
mmol) u anhidrovanom piridinu (1.35 mL), doda se postepeno uz meSanje CCl, (0.15 mL, 1.55
mmol). Reakciona smeSa se meSa na 0 °C u toku 0.5 h, a zatim na sobnoj temperaturi joS 27 h.
Reakcija se prekida dokapavanjem ohladjenog (0 °C) rastvora 6 M HCI (7.5 mL, do pH=1) uz
meSanje na ledenom kupatilu. Emulzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (5%7.5 mL), spojeni ekstrakti se
ispiraju 10% rastvorom NaCl (2x14.5 mL) do pH=7. Ekstrakti se spoje, suse i upare. Prec¢is¢avanje
na koloni fles silikagela (3:2 PE/Et;0) nije bilo uspesno, jer je sa kolone eluirana smeSa hlornog
derivata 27 i sporednog proizvoda 28. Smesa je razdvojena preparativnom TLC (10 ploc¢a), razvijac
3:2 CH,Cl,/PE. Plo¢e su razvijane pet puta. Cist sporedni proizvod 28 (0.009 g, 8%) izolovan je u
obliku belih kristala. Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan dobijaju se pahuljasti kristali, tt
165 °C, [a]p=*7.5 (c 0.5, CHCIs), R=0.52 (CH,Cl,). Glavni proizvod 27 (0.049 g, 41%) je izolovan
u obliku belih kristala. Rekristalizacijom iz sistema CH,Cly/heksan dobijaju se bezbojni Stapiéi, tt
136-138 °C, [0]o=—33.6 (c 0.5, CHCls), R=0.25 (3:2 PE/Et,0).

Spektroskopski podaci za glavni proizvod 27:
IR (film): vmax 1790 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCly): & 2.54 (dd, 1 H, Jpa5=1.3, Joa2o=18.8 Hz, H-2a), 2.65 (dd, 1 H, J»5=5.0
Hz, H-2b), 4.49 (d, 1 H, Js56=3.1 Hz, H-5), 4.55 (dd, 1 H, J56=3.1, J67=9.8 Hz, H-6), 4.75 i 4.84
(2xd, 2 H, Jgem=11.1 Hz, CHPh), 4.88 (d, 1 H, J3,=4.3 Hz, H-4), 4.94 (td, 1 H, H-3), 5.10 (d, 1 H,
H-7), 7.32-7.54 (m, 10 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCls): § 36.07 (C-2), 57.53 (C-7), 74.03 (CH,Ph), 78.27 (C-3), 81.28 (C-5),
83.98 (C-6), 84.46 (C-4), 127.95, 128.43, 128.68, 128.83, 136.89 i 138.43 (2xPh), 175.12 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 359.1030 (M*+H). Izradunato za CaoHzoClO4: 359.1045.

Spektroskopski podaci jedinjenja 28 su dati u postupku 4.23.
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4.25. 3,6-Anhidro-2,7-dideoksi-7-C-fenil-7-hloro-D-glicero-D-ido- (29), L-glicero-D-ido-
heptono-1,4-lakton (30) i oksepan (31)

(A) Ohladjenom rastvoru jedinjenja 27 (0.087 g, 0.24 mmol) u anhidrovanom CH,CI;, (5 mL) doda
se TiCl, (0.07 mL, 0.64 mmol). Reakciona smeSa se meSa 1 h na ledenom kupatilu, a zatim joS 3 h
na sobnoj temperaturi. Reakciona smeSa se zatim izlije u smeSu leda i vode (20 mL), a dobijena
suspenzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (4x10 mL). Organske faze se spoje, isperu sa 10%-nim NaHCO3
(20 mL), osuse i upare, a ostatak je precis¢en na koloni fle$ silikagela (9:1 CH,CI,/EtOACc). Sa
kolone je prvo eluiran glavni proizvod 29 (0.027 g, 42%) u obliku belih kristala. Rekristalizacijom
iz sistema CH,Cly/heksan dobijene su bele iglice, tt 139-140 °C, [a],=—50.4 (¢ 0.5, CHClIy),
R=0.25 (19:1 CH,Cl/EtOAc). Naknadnim eluiranjem kolone izolovan je sporedni proizvod 30
(0.016 g, 25%) u obliku bezbojnog ulja, koje rekristalizacijom iz sistema CH,Cl./heksan daje bele
plogice, tt 142-143 °C, [a]p=+235.2 (c 0.5, CHCls), R=0.15 (19:1 CH,Cl/EtOAC).

(B) Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 26 (0.053 g, 0.15 mmol) u anhidrovanom CH,Cl; (3 mL)
doda se TiCl, (0.04 mL, 0.37 mmol). Reakciona smeSa se meSa 1 h na ledenom kupatilu, a zatim jo$
3 h na sobnoj temperaturi. Reakciona smeSa se zatim izlije u smeSu leda i vode (15 mL), a
rezultujuca suspenzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (4x10 mL). Organske faze se spoje, isperu sa 10%-
nim NaHCO; (15 mL), osuSe i upare, a ostatak je precis¢en na koloni fle$ silikagela (9:1
CH,CI/EtOAC). Sa kolone je prvo eluiran glavni proizvod 29 (0.015 g, 37%) u obliku belih
kristala, rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan dobijene su bele iglice, tt 139-140 °C,
[a]p=—50.4 (c 0.5, CHCI3), R=0.25 (19:1 CH,CIl,/EtOAC), a zatim je eluiran i minorni sterecizomer
30 (0.011 g, 28%) u obliku svetlog ulja, koje rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan daje bele
plogice, tt 142-143 °C, [a]p=+235.2 (¢ 0.5, CHCls), R=0.15 (19:1 CH,Cl,/EtOAC).

(C) Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 23 (0.159 g, 0.36 mmol) u anhidrovanom CH,Cl, (9 mL)
doda se TiCl; (0.1 mL, 0.91 mmol). Reakciona smeSa se meSa 1 h na 0 °C, a zatim joS 3 h na sobnoj
temperaturi. Reakciona smesa se zatim izlije u smesu leda i vode (20 mL), a dobijena suspenzija se
ekstrahuje sa CH,Cl, (4x10 mL). Organske faze se spoje, isperu sa 10%-nim NaHCO3; (20 mL),
osuSe i upare, a ostatak se precisti na koloni fle$ silikagela (7:3 cikloheksan/EtOAc). Sa kolone je
prvo eluiran sporedni proizvod 31 (0.02 g, 17%) u obliku bledo Zutog sirupa, Kkoji kristalise iz
sistema CH,Cly/heksan dajuci bele igli¢aste kristale, tt 218-221 °C, [a],=154.8 (¢ 0.5, CHCIs),
R=0.2 (CH.Cl,). Naknadnim eluiranjem kolone izolovan je glavni proizvod 29 (0.032 g, 33%) u
obliku bezbojnog ulja. Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan dobijene su bele iglice, tt 139-
140 °C, [a]o=—50.4 (¢ 0.5, CHCls), R=0.25 (19:1 CH,Cl,/EtOAC). Na kraju je eluiran &ist sporedni
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proizvod 30 (0.019 g, 19%) u obliku bezbojnog ulja, koje kristaliSe iz sistema CH,Cl,/heksan dajuci
bele plocice, tt 142-143 °C, [a]p=+235.2 (c 0.5, CHCIs), R=0.15 (19:1 CH,CI,/EtOAC).

Napomena: izolovane su i minimalne koli¢ine 5-O-benzil-derivata 27 i 26.

(D) Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 25 (0.113 g, 0.25 mmol) u anhidrovanom CH,Cl, (6.5
mL) doda se TiCls (0.07 mL, 0.64 mmol). Reakciona smeSa se prvo mesa 1 h na ledenom kupatilu,
a zatim joS 3 h na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se izlije u smeSu leda i vode (20 mL). Nastala
suspenzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (4x10 mL), spojene organske faze se isperu sa vodenim
NaHCO; (20 mL), osuse i upare, a ostatak se precisti na koloni fle$ silikagela (7:3 PE/EtOAc). Sa
kolone su prvo eluirane neciste frakcije jedinjenja 31, a zatim i smeSa jedinjenja 29 i 30. SmeSe su
zatim razdvojene preparativnom TLC hromatografijom: 31 (4:1 PE/EtOAc; 3% razvijeno), smeSa 29
i 30 (19:1 CH,CIl,/EtOAC; 3x razvijeno). Dobijeni su: sporedni proizvod 31 (0.015 g, 18%) u obliku
bledo zutog sirupa, koji kristalie iz sistema CH,Cly/heksan dajuéi bele iglice, tt 218-221 °C,
[a]o=%54.8 (c 0.5, CHCIs), R=0.2 (CHCl,); glavni proizvod 29 (0.022 g, 33%) u obliku bezbojnog
ulja, koje kristalise iz sistema CH,Cl,/heksan u vidu belih iglica, tt 139-140 °C, [a],=—50.4 (c 0.5,
CHCI3), R=0.25 (19:1 CH,CI,/EtOAc) i necisto jedinjenje 30 koje je dodatno pre¢is¢eno na jednoj
preparativnoj plo¢i (19:1 CH,Cl/EtOAC; 3x razvijeno). Cist sporedni proizvod 30 (0.011 g, 16%)
je izolovan u obliku bezbojnog ulja, koje kristaliSe iz sistema CH,Cl,/heksan u vidu belih plocica, tt
142-143 °C, [a]p=+235.2 (c 0.5, CHCI3), R=0.15 (19:1 CH,CI,/EtOAC).

Spektroskopski podaci za proizvod 29:
IR (film): vinax 3440 (OH), 1784 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): & 2.50-2.70 (bs, 1 H, OH), 2.57 (d, 1 H, J»2=18.7 Hz, H-2a), 2.68 (dd,
1 H, Joa26=18.8, Jon3=5.1 Hz, H-2b), 4.53 (dd, 1 H, Js6=2.8, J67=10.0 Hz, H-6), 4.80 (bd, 1 H, H-5),
4.95 (d, 1 H, Js4=4.1 Hz, H-4), 5.02 (m, 1 H, H-3), 5.02 (d, 1 H, J57=10.0 Hz, H-7), 7.31-7.51 (m,
5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCLs): 5 36.07 (C-2), 58.04 (C-7), 74.36 (C-5), 78.14 (C-3), 84.23 (C-6), 87.00
(C-4), 127.89, 128.73, 128.97 i 138.08 (Ph), 175.15 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 269.0579 (M*+H), izratunato za C1sH14ClO4: 269.0575.

Elementarna mikroanaliza: Nadjeno: C, 58.01; H, 5.00. Izra¢unato za Cy3H13ClO,4: C, 58.11; H,
4.88.

Spektroskopski podaci za prozvod 30:

IR ( CHCly): Vimax 3446 (OH), 1785 (C=0).
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'"H NMR Spektar (CDCls): & 2.01 (bs, 1 H, OH), 2.76 (dd, 1 H, J2226=18.9, J243=5.3 Hz, H-2a), 2.87
(dd, 1 H, J2420=18.9, J2p3=1.7 Hz, H-2b), 4.00 (bs, 1 H, H-5), 4.48 (dd, 1 H, J56=2.9, Js7=9.3 Hz,
H-6), 4.84 (d, 1 H, J34=4.3 Hz, H-4), 5.09 (d, 1 H, Js7=9.2 Hz, H-7), 5.13 (td, 1 H, J3=1.6,
J34=4.3 Hz, J2,3=5.3 Hz, H-3), 7.33-7.49 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): § 35.91 (C-2), 61.10 (C-7), 73.71 (C-5), 77.22 (C-3), 85.00 (C-6), 87.48
(C-4), 127.61, 129.01, 129.24, 137.70 (Ar-C), 175.12 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 313.0489 (M +HCOO), izracunato za C14H14ClOg: 313.0484.
Spektroskopski podaci za proizvod 31:
IR (KBr): vinax 1787 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCl): 6 2.69 (d, 2 H, J,5=3.5 Hz, H-2a i H-2b), 4.35 (d, 1 H, J56=2.3 Hz, H-5),
474 (dd, 1 H, Js56=2.3, Js7=9.1 Hz, H-6), 4.78 (d, 1 H, Js7=9.1 Hz, H-7), 4.92 i 5.27 (2xd, 2 H,
Jgem=13.8 Hz, 2xH-10), 4.99 (m, 2 H, J34,=4.3 Hz, H-3 i H-4), 6.80 (d, 1 H, J=7.3 Hz, ArH), 7.13-
7.46 (m, 8 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCly): & 36.18 (C-2), 49.28 (C-7), 72.88 (C-10), 77.56 (C-3), 79.61 (C-5),
83.18 (C-6), 86.94 (C-4), 127.16, 127.28, 128.23, 128.81, 128.91, 129.18, 135.35, 138.37, 138.90
(2xPh), 175.33 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 323.1267 (M*+H), izradunato za CaoH1904: 323.1278; m/e 345.1089 (M*+Na),
izradunato za CoHi1gNaOy: 345.1097; m/e 361.0829 (M*+K), izracunato za CoH1gKO,4: 361.0837;
m/e 645.2474 (2M*+H), izradunato za C4oHs7Os: 645.2483.

4.26. 3,6-Anhidro-5-O-benzil-7-bromo-2,7-dideoksi-7-C-fenil-L-glicero-D-ido-heptono-1,4-
lakton (32) i olefin (28)

Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 19 (0.121 g, 0.35 mmol) i trifenil-fosfina (0.282 g, 1.07
mmol) u anhidrovanom piridinu (1.5 mL), doda se postepeno uz meSanje CBr4 (0.494 g, 1.48
mmol). Reakciona smeSa se meSa na 0 °C u toku 0.5 h, a zatim na sobnoj temperaturi jos 26.5 h.
Reakcija se prekida dokapavanjem ohladjenog (0 °C) rastvora 6 M HCI (9 mL, do pH=1) uz
meSanje na ledenom kupatilu. Emulzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (5 x 8 mL), spojeni ekstrakti se
isperu sa 10% rastvorom NaCl (2 x 15 mL, do pH=7), osuSe i upare. Hromatografskim
preciS¢avanjem na koloni fles silikagela (3:2 CH,Cly/heksan), prvo je izolovan cist sporedni
proizvod 28 (0.027 g, 24%), u vidu belih kristala. Rekristalizacijom iz sistema CH,Cly/heksan

122



Jovana M. Francuz Doktorska disertacija
dobijaju se pahuljasti kristali ¢istog 28, tt 165 °C, [a]p=*7.5 (¢ 0.5, CHCI3), R=0.52 (CH,Cl,).
Nakon daljeg eluiranja kolone izolovan je glavni proizvod 32 (0.07 g, 49%), u obliku belih kristala.

Rekristalizacijom iz sistema CH,Cly/heksan dobijaju se beli igliCasti kristali, tt 158-159 °C,
[a]o=+145.0 (c 0.5, CHCL), R=0.51 (CH,CL,).

Spektroskopski podaci za glavni proizvod 32:

'H NMR Spektar (CDCls): & 2.75 (dd, 1 H, J225=18.9, J225=5.8 Hz, H-2a), 2.87 (bd, 1 H,
J226=18.6 Hz, H-2b), 3.72 (d, 1 H, Js5=3.2 Hz, H-5), 4.02 i 4.24 (2xd, 2 H, Jgem=11.4 Hz, CH,Ph),
4.69 (dd, 1 H, J56=3.3, J57=9.7 Hz, H-6), 4.86 (d, 1 H, Js4=4.4 Hz, H-4), 5.00 (bt, 1 H, J=4.6 Hz,
H-3), 5.18 (d, 1 H, Js7=9.7 Hz, H-7), 7.11~7.21 (m, 2 H, Ph), 7.29-7.44 (m, 8 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): § 35.92 (C-2), 51.49 (C-7), 72.82 (CH,Ph), 77.23 (C-3), 80.55 (C-5),
84.61 (C-6), 84.80 (C-4), 127.70, 127.79, 128.21, 128.53, 128.79, 128.93, 136.35 i 138.38 (2xPh),
175.10 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 403.0533 (M*+H). Izradunato za CaoH20BrO,: 403.0540; m/e 425.0357 (M*+Na),
izraCunato za CyH1gBrNaO,: 425.0359; m/e 420.0822 (M++NH4), izra¢unato za CyoH23BrNOg:
420.0805.

Spektroskopski podaci jedinjenja 28 su dati u postupku 4.23.

4.27. 3,6-Anhidro-5-O-benzil-7-bromo-2,7-dideoksi-7-C-fenil-D-glicero-D-ido-heptono-1,4-
lakton (33) i olefin (28)

Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 21 (0.143 g, 0.42 mmol) i trifenil-fosfina (0.202 g, 0.77
mmol) u anhidrovanom piridinu (1.7 mL), doda se postepeno uz meSanje CBr,4 (0.42 g, 1.26 mmol).
Reakciona smesa se meSa na 0 °C u toku 0.5 h, a zatim na sobnoj temperaturi joS 3.5 h. Reakcija se
prekida dokapavanjem ohladjenog (0 °C) 6 M rastvora HCI (9 mL, do pH=1) uz meSanje na
ledenom kupatilu. Emulzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (5x8 mL), spojeni ekstrakti se ispiraju 10%
rastvorom NaCl (2x15 mL; do pH=7), osuSe i upare. Nakon hromatografskog pre¢is¢avanja na
koloni fles silikagela (3:2 Et,O/PE), dobijena je smeSa bromnog derivata 33 i olefina 28 (0.123 g).
SmeSa je razdvojena preparativnom TLC (3:2 CH,Cl,/PE), a ploce su razvijane pet puta.
Razdvojene zone su sastrugane sa ploca i1 prebacene u hromatografske kolone, sa kojih su proizvodi
eluirani ¢istim EtOAc. Sporedni proizvod 28 dobijen je u obliku belih kristala (0.01 g, 8%).
Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan dobijaju se pahuljasti kristali Cistog 28, tt 165 °C,
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[a]p=*7.5 (c 0.5, CHCI;), R=0.52 (CH.Cl,). Glavni proizvod 33 je izolovan u obliku belih kristala
(0.091 g, 54%). Rekristalizacijom iz sistema CH,Cly/heksan dobija se analiticki uzorak 33, u vidu
belih iglica, tt 147-149 °C, [a]p=—46.8 (c 0.5, CHCl3), R=0.17 (3:2 PE/Et,0).

Spektroskopski podaci za glavni proizvod 33:

'H NMR Spektar (CDCly): & 2.53 (dd, 1 H, J23=1.2, J».2,=18.6 Hz, H-2a), 2.65 (dd, 1 H,
Jpa2,=18.8, Ja26=4.6 Hz, H-2b), 4.58 (d, 1 H, J56=3.2 Hz, H-5), 4.80 (dd, 1 H, J56=3.1, J67=10.3
Hz, H-6), 4.77 i 4.86 (2xd, 2 H, Jen=11.0 Hz, CH2Ph), 4.90 (d, 1 H, Js4=4.3 Hz, H-4), 4.96 (m, 1
H, H-3), 5.19 (d, 1 H, Js7=10.3 Hz, H-7), 7.32-7.59 (m, 10 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCls): & 36.11 (C-2), 48.14 (C-7), 74.02 (CH,Ph), 78.47 (C-3), 81.75 (C-5),
83.46 (C-6), 84.26 (C-4), 128.10, 128.28, 128.37, 128.62, 128.69, 128.73, 136.85 i 138.78 (2xPh),
175.07 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 403.0527 (M*+H), izradunato za C2oH20BrOs: 403.0540.

Spektroskopski podaci jedinjenja 28 su dati u postupku 4.23.

4.28. 3,6-Anhidro-7-bromo-2,7-dideoksi-7-C-fenil-D-glicero-D-ido- (34) i L-glicero-D-ido-
heptono-1,4-lakton (35)

(A) Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 33 (0.11 g, 0.27 mmol) u anhidrovanom CH,Cl, (6.5
mL) doda se TiBr,4 (0.26 g, 0.71 mmol). Reakciona smeSa se mesa 1 h na ledenom kupatilu, a zatim
jo$ 4 h na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se izlije u smesu leda i vode (15 mL). Nastala suspenzija
se ekstrahuje sa CH,Cl, (4x8 mL), spojene organske faze se isperu sa 10%-nim NaHCOs3 (15 mL),
osu$e 1 upare, a ostatak se precisti na koloni fle$ silikagela (7:3 toluen/EtOAc). Sa kolone je prvo
eluirano neizreagovalo polazno jedinjenje 33 (0.012 g, 11%), a zatim i glavni proizvod 34 (0.073 g,
86%) u obliku belih kristala. Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl./heksan dobijene su bele iglice
Cistog 34, tt 161-164 °C, [a]p=—63.0 (c 0.5, Me,CO), R=0.35 (9:1 CH,CI,/EtOAc). Sa kolone je
eluiran i necist sporedni proizvod 35, koji je dodatno pre¢is¢en preparativnom TLC (3:2
toluen/EtOAC; 2 x razvijeno). Cisto jedinjenje 35 (0.001 g, 1%) dobijeno je u obliku bezbojnog
ulja, koje nakon kristalizacije iz sistema Et,O/heksan daje bele pahulje, tt 138-139 °C, [a]p=+220.8
(c 0.5, CHCI3), R=0.30 (9:1 CH,CI,/EtOAC).
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(B) Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 32 (0.068 g, 0.17 mmol) u anhidrovanom CH,Cl;, (4 mL)
doda se TiBr4 (0.179 g, 0.49 mmol). Reakciona smeSa se meSa 1 h na 0 °C, a zatim joS 5 h na

sobnoj temperaturi, a zatim se izlije u smeSu leda i vode (15 mL). Nastala suspenzija se ekstrahuje
sa CH,Cl;, (4x8 mL), organske faze se isperu sa 10%-nim NaHCO; (15 mL), osuse i upare. Sirova
reakciona smesa je pre€iS¢ena na koloni fle§ silikagela (9:1 CH,CI,/EtOACc). Sa kolone je prvo
eluirano neizreagovalo polazno jedinjenje 32 (0.007 g, 10%) u obliku belih kristala, a potom i
sporedni proizvod 34 (0.007 g, 14%) u obliku bele kristalne mase. Rekristalizacijom iz sistema
CH,Cl,/heksan dobijene su bele iglice, tt 161-164 °C, [a]o=—63.0 (¢ 0.5, Me,CO), R=0.35 (9:1
CH,CI,/EtOAC). Na kraju je eluiran ¢ist glavni proizvod 35 (0.032 g, 60%) u obliku bezbojnog ulja,
koje kristaliSe iz sistema Et,O/heksan u obliku belih pahulja, tt 138-139 °C, [a]p=+220.8 (c 0.5,
CHCls), R=0.30 (9:1 CH,CI,/EtOAC).

(C) Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 23 (0.174 g, 0.39 mmol) u anhidrovanom CH,CI;, (10
mL) doda se TiBrs (0.359 g, 0.98 mmol). Reakciona smeSa se meSa 1 h na ledenom kupatilu, a
zatim joS 2 h na sobnoj temperaturi. Reakciona smeSa se izlije u smeSu leda i vode (30 mL), a
formirana suspenzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (4x15 mL). Spojene organske faze se isperu sa 10%-
nim NaHCO; (30 mL), osuSe i upare, a ostatak je precis¢en na koloni fle$ silikagela (7:3
toluen/EtOAC). Sa kolone je prvo eluiran glavni proizvod 34 (0.065 g, 53%) u obliku belih kristala.
Nakon rekristalizacije iz sistema CH,Cl,/heksan dobijene su bele iglice, tt 161-164 °C, [a],=—63.0
(c 0.5, Me,CO), R=0.35 (9:1 CH,Cl,/EtOAc). Naknadnim eluiranjem kolone dobijena je smesa
minornog stereoizomera 35 i glavnog proizvoda 34 (0.056 g), koja je razdvojena na deset
preparativnih plo¢a (3:2 toluen/EtOAC). Cisto jedinjenje 35 (0.027 g, 22%) dobijeno je u obliku
bezbojnog ulja, koje nakon rekristalizacije iz sistema Et,O/heksan daje bele pahulje, tt 138-139 °C,
[a]o=+220.8 (c 0.5, CHCI;), R=0.30 (9:1 CH,CIl,/EtOAC).

(D) Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 25 (0.176 g, 0.40 mmol) u anhidrovanom CH.Cl, (10
mL) doda se TiBrs (0.366 g, 1.00 mmol). Reakciona smeSa se meSa 1 h na ledenom kupatilu, a
zatim joS 4 h na sobnoj temperaturi. Reakciona smeSa se izlije u smeSu leda i vode (30 mL), a
rezultujuca suspenzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (4%x15 mL). Spojene organske faze se isperu sa 10%-
nim NaHCO; (30 mL), osuSe i upare, a ostatak se precisti na koloni fleS silikagela (19:1
CH,CI,/EtOAC). Sa kolone je prvo eluiran glavni proizvod 34 (0.062 g, 50%) u obliku belih
kristala. Nakon rekristalizacije iz sistema CH,Cl,/heksan dobijene su bele iglice, tt 161-164 °C,
[a]o=—63.0 (c 0.5, Me,CO), R=0.35 (9:1 CH.CIl,/EtOAC). Zatim je eluirana smeSa sporednog
proizvoda 35 i glavnog proizvoda 34 (0.04 g), koja je razdvojena na Cetiri preparativne ploce (7:3
toluen/EtOAC 2x razvijeno). Cisto jedinjenje 35 (0.026 g, 21%) dobijeno je u obliku bezbojnog
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ulja, koje kristaliSe iz sistema Et,O/heksan u vidu belih pahulja, tt 138-139 °C, [a]po=+220.8 (c 0.5,
CHCls), R=0.30 (9:1 CH,CI,/EtOAC).

Spektroskopski podaci za proizvod 34:
IR (KBr): vmax 3395 (OH), 1753 (C=0).

'H NMR Spektar (aceton-dg): & 2.34 (d, 1 H, J2.2,=18.8 Hz, H-2a), 2.78 (dd, 1 H, J.2,=18.5,
Japs=5.4 Hz, H-2b), 3.08 (s, 1 H, OH), 4.64 (d, 1 H, Js6=2.7 Hz, H-5), 4.75 (dd, 1 H, J56=2.8,
Js7=10.3 Hz, H-6), 4.89-5.00 (m, 2 H, H-3 i H-4), 5.21 (d, 1 H, Js,=10.3 Hz, H-7), 7.28-7.57 (m, 5
H, Ph).

3C NMR Spektar (aceton-dg): & 36.55 (C-2), 49.76 (C-7), 74.45 (C-5), 79.22 (C-3), 84.09 (C-6),
88.10 (C-4), 129.15, 129.26 i 140.68 (Ph), 175.97 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 313.0066 (M*+H), izra¢unato za C13H14BrO,: 313.0070.
Spektroskopski podaci za prozvod 35:
IR (KBr): vmax 3417 (OH), 1773 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): § 2.31 (bs, 1 H, OH), 2.73 (dd, 1 H, Jz225=18.9, J2a5=5.2 Hz, H-2a), 2.85
(bd, 1 H, J»a2,=18.6 Hz, H-2b), 3.99 (d, 1 H, Js=2.4 Hz, H-5), 4.57 (dd, 1 H, J56=2.7, Js7=9.7 Hz,
H-6), 4.86 (d, 1 H, J34=4.3 Hz, H-4), 5.08 (dd, 1 H, Js4=4.3 Hz, J553=4.9 Hz, H-3), 5.13 (d, 1 H,
J67=9.7 Hz, H-7), 7.31-7.57 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): & 35.90 (C-2), 51.40 (C-7), 73.15 (C-5), 76.86 (C-3), 84.85 (C-6), 87.76
(C-4), 127.73, 128.97, 129.09, 138.15 (Ph), 175.46 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 313.0064 (M*+H), izraéunato za C13H14BrO,: 313.0070.

4.29. 3,6-Anhidro-5-0O-benzil-2,7-dideoksi-7-C-fenil-7-jodo-D-glicero-D-ido- (37), L-glicero-D-
ido-heptono-1,4-lakton (36) i olefin (28)

(A) U rastvor jedinjenja 19 (0.081 g, 0.24 mmol) u anhidrovanom toluenu (5.5 mL) sukcesivno se
doda jod (0.118 g, 0.47 mmol), imidazol (0.043 g, 0.64 mmol) i PhsP (0.162 g, 0.62 mmol).
Reakciona smesa se meSa u atmosferi azota na 70 °C u toku 3 h, a zatim se upari. Ostatak se precisti
na koloni fles silikagela (3:2 PE/Et;0), daju¢i smesu jodidnih derivata 36, 37 i olefina 28 (0.079 g).
SmeSa je razdvojena preparativnom TLC (3:2 CH,Cl,/PE), a plo¢e su razvijane pet puta.
Razdvojene zone su sastrugane sa ploca i1 prebacene u hromatografske kolone, sa kojih su proizvodi

eluirani ¢istim EtOAc. Olefin 28 je dobijen u obliku belih kristala (0.008 g, 10%). Rekristalizacijom

126



Jovana M. Francuz Doktorska disertacija

iz sistema CH,Cl,/heksan dobijaju se pahuljasti kristali Cistog 28, tt 165 °C, [a]p=*7.5 (c 0.5,
CHCIs), R=0.52 (CH.Cly). Glavni proizvod 36 dobijen je u obliku belih kristala (0.044 g, 41%).
Rekristalizacijom iz sistema CH,Cly/heksan dobija se analiti¢ki uzorak 36, u vidu belih iglica, tt
136-138 °C, [a],=+35.0 (c 0.5, CHCIs), R=0.30 (CH.Cl,). Cist sporedni proizvod 37 je izolovan u
obliku belih kristala (0.012 g, 11%). Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan dobija se analiticki
uzorak 37, u vidu belih iglica, tt 149-150 °C, [a]o=—9.8 (c 0.5, CHCIs), R=0.38 (CHCl,).

(B) Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 21 (0.099 g, 0.29 mmol) u anhidrovanom CH,Cl, (1.5
mL) dodat je 2,6-lutidin (0.11 mL, 0.94 mmol), PhsP (0.244 g, 0.93 mmol) i jod (0.246 g, 0.97
mmol). Reakciona smesa je meSana na ledenom kupatilu u atmosferi azota, u toku 0.5 h, a zatim jos
28 h na sobnoj temperaturi. Reakciona smeSa se zatim izlije u 1 M HCI (4 mL, pH 1) i ekstrahuje sa
CH,Cl, (5%4 mL). Spojeni ekstrakti se isperu sa 10%-nim NaCl (2x10 mL) do pH 7, osuse i upare.
Ostatak se precisti na koloni fle§ silikagela (3:2 PE/Et;0), daju¢i smesu jodidnih derivata 37, 36 i
olefina 28 (0.102 g). SmeSa je razdvojena preparativnom TLC (3:2 CH,CIy/PE), a ploce su
razvijane pet puta. Razdvojene zone su sastrugane sa ploca i prebacene u hromatografske kolone, sa
kojih su proizvodi eluirani ¢istim EtOAc. Sporedni proizvod 28 (0.011 g, 11%) je dobijen u obliku
belih pahulja, tt 165 °C (CH.Cly/heksan), [a]o=+7.5 (¢ 0.5, CHCls), R=0.52 (CH,CL,). Glavni
proizvod 37 (0.058 g, 44.5%) je izolovan u vidu belih iglica, tt 149-150 °C (CH,Cly/heksan),
[a]o=—9.8 (¢ 0.5, CHCI3), R=0.38 (CH.Cl,). Sporedni proizvod 36 (0.002 g, 2%) dobijen je u
obliku belih igli¢astih kristala, tt 136138 °C (CH,Cly/heksan), [a]o=*35.0 (¢ 0.5, CHCIs), R=0.30
(CH.CL).

Spektroskopski podaci za proizvod 37:

'H NMR Spektar (CDCls): 8 2.54 (d, 1 H, J2,26=18.9 Hz, H-2a), 2.64 (dd, 1 H, Jo55=4.8, J»2,=18.9
Hz, H-2b), 4.63 (d, 1 H, J56=2.9 Hz, H-5), 4.75 (d, 1 H, Jeen=10.9 Hz, CH,Ph), 4.81-5.03 (m, 4 H,
CH,Ph, H-3, H-4 i H-6), 5.31 (d, 1 H, J57=10.7 Hz, H-7), 7.28-7.54 (m, 10 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCls): § 26.18 (C-7), 36.35 (C-2), 74.15 (CH,Ph), 78.80 (C-3), 82.71 (C-5),
84.08 i 84.15 (C-4 i C-6), 127.78, 128.28, 128.37, 128.43, 128.67, 128.76, 136.85 i 140.78 (2xPh),
175.11 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 468.0653 (M"+NHy,), izra¢unato za CaoH23INO,: 468.0666.
Spektroskopski podaci za proizvod 36:
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'"H NMR Spektar (CDCl): & 2.76 (dd, 1 H, J»2,=18.9, J»,3=5.8 Hz, H-2a), 2.88 (bd, 1 H,
J2a20=18.6 Hz, H-2b), 3.78 (d, 1 H, J56=3.2 Hz, H-5), 4.08 1 4.24 (2xd, 2 H, Jgem=11.3 Hz, CH,Ph),
4.69 (dd, 1 H, J56=3.2, J67=10.2 Hz, H-6), 4.92 (d, 1 H, J34,=4.5 Hz, H-4), 5.07 (bt, 1 H, J34,=4.6
Hz, H-3), 5.29 (d, 1 H, Js7=10.2 Hz, H-7), 7.08-7.48 (m, 10 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCls): § 27.87 (C-7), 35.91 (C-2), 72.87 (CH,Ph), 77.67 (C-3), 79.30 (C-5),
85.10 (C-4), 85.53 (C-6), 127.52, 127.76, 128.21, 128.45, 128.53, 128.83, 136.38 i 140.45 (2xPh),
175.13 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 468.0658 (M*+NHy), izra¢unato za CaoH23INO,: 468.0666.

Spektroskopski podaci jedinjenja 28 su dati u postupku 4.23.

4.30. 3,6-Anhidro-2,7-dideoksi-7-C-fenil-7-jodo-D-glicero-D-ido- (38) i L-glicero-D-ido-
heptono-1,4-lakton (39)

(A) Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 37 (0.049 g, 0.11 mmol) u anhidrovanom CH,Cl; (3 mL)
se doda Tils (0.156 g, 0.28 mmol). Reakciona smeSa se prvo meSa 0.5 h na 0 °C, a zatim 2.5 h na
sobnoj temperaturi, a zatim se izlije u smeSu leda i vode (10 mL). Nastala suspenzija se ekstrahuje
sa CH,Cl, (4x5 mL), organske faze se isperu 10% NaHCO; (10 mL), suSe i upare. Ostatak je
prec¢iSéen na koloni fles silikagela (19:1 CH,CIl,/EtOAc) pri ¢emu je dobijena smesa proizvoda 38 i
39 (0.017 g). Smesa je naknadno preciséena preparativnom TLC (9:1 CH,Cl/EtOAC), a ploce su
razvijane tri puta. Sporedni proizvod 39 dobijen je u obliku pahuljastih kristala (0.004 g, 11%).
Rekristalizacijom iz sistema CH,Cly/heksan dobija se analiti¢ki uzorak 39, u vidu belih iglica, tt
204-206 °C, [a],=+38.6 (c 0.5, CHCl3), R=0.44 (4:1 CH.CIl,/EtOAc). Cist glavni proizvod 38
(0.012 g, 31%) dobijen je u obliku bele kristalne mase. Rekristalizacijom iz sistema CH,Cly/heksan
dobija se analiticki uzorak 38, u vidu belih iglica, tt 123-125 °C, [a]p=—71.2 (c 0.5, CHCIy),
Ri=0.49 (4:1 CH,Cl,/EtOAC).

(B) Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 36 (0.049 g, 0.11 mmol) u anhidrovanom CHCl; (3 mL)
se doda Tils (0.163 g, 0.29 mmol). Reakciona smeSa se prvo meSa 0.5 h na 0 °C, a zatim 3 h na
sobnoj temperaturi (ukupno 3.5 h), nakon cega se izlije u smesu leda i vode (10 mL). Rezultujuca
suspenzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (4x5 mL), organske faze isperu 10% NaHCO3 (10 mL), osuse i
upare. Nakon hromatografskog precis¢avanja na koloni fleS silikagela (19:1 CH,CI,/EtOAC)
dobijena je smesa proizvoda 39 i 38 (0.016 g), koja je naknadno razdvojena preparativnom TLC
(9:1 CH,CI,/EtOAc) uz razvijanje ploca Cetiri puta. Proizvod 39 dobijen je u obliku pahuljastih
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kristala (0.0069 g, 17.5%). Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan dobija se analiti¢ki uzorak
39, u vidu belih iglica, tt 204—206 °C, [0],=+38.6 (c 0.5, CHCls), R=0.44 (4:1 CH,CL/EtOAc). Cist
proizvod 38 je izolovan (0.0066 g, 17%) u obliku bele kristalne mase. Rekristalizacijom iz sistema
CH,Cl,/heksan dobija se analiticki uzorak 38, u vidu belih iglica, tt 123-125 °C, [a]o=—71.2 (¢ 0.5,
CHCls), Ri=0.49 (4:1 CH,Cl,/EtOAC).

Spektroskopski podaci za proizvod 38:
IR (KBr): vmax 3396 (OH), 1752 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCly): § 2.62 (d, 2 H, Joa2=17.4 Hz, H-2a i OH), 2.66 (dd, 1 H, Ja3=5.0,
Jpa2,=18.8 Hz, H-2h), 4.84-4.91 (M, 2 H, Js5=2.7 Hz, H-5 i H-6), 4.96 (d, 1 H, J34=4.2 Hz, H-4),
5.04 (m, 1 H, H-3), 5.21 (d, 1 H, Js7=10.5 Hz, H-7), 7.28-7.54 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): 5 26.84 (C-7), 36.41 (C-2), 75.76 (C-5), 78.73 (C-3), 84.08 (C-6), 86.93
(C-4), 127.80, 128.49, 128.89 i 140.45 (Ph), 175.16 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 378.0196 (M*+NH,), izradunato za C13H17INO,: 378.0197.
Spektroskopski podaci za proizvod 39:
IR (CHCl3): vimax 3440 (OH), 1739 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): 8 2.77 (dd, 1 H, J2a25=18.9, J2a3=5.7 Hz, H-2a), 2.88 (d, 1 H, J22,=18.8
Hz, H-2b), 4.09 (bs, 1 H, H-5), 4.61 (d, 1 H, Js¢=2.7, Js7=10.1 Hz, H-6), 4.95 (d, 1 H, J34=4.3 Hz,
H-4), 5.10 (m, 1 H, H-3), 5.24 (d, 1 H, Js7=10.1 Hz, H-7), 7.28-7.51 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): § 27.15 (C-7), 35.87 (C-2), 72.24 (C-5), 76.39 (C-3), 85.70 (C-6), 88.01
(C-4), 127.43, 128.48, 129.13 i 140.21 (Ph), 175.12 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 378.0194 (M*+NH,), izradunato za C1sHy7INO4: 378.0197.

4.31. 3,6-Anhidro-7-O-benzoil-2-deoksi-7-C-fenil-D-glicero-D-ido-heptono-1,4-lakton (40)

Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 23 (0.103 g, 0.23 mmol) u anhidrovanom CH,Cl, (6 mL)
doda se Tils (0.419 g, 0.75 mmol). Reakciona smeSa se meSa 0.5 h na ledenom kupatilu, zatim 3.5 h
na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se izlije u smeSu leda i vode (15 mL). Nastala suspenzija se
ekstrahuje sa CH,Cl, (4x8 mL), organske faze se isperu sa 10%-nim NaHCO; (15 mL), osusSe i
upare. Ostatak je prec¢iscen na koloni fles silikagela (19:1 CH,CI,/EtOAC), dajuéi nedovoljno Cist

proizvod 40, koji je dodatno preéiséen preparativnom TLC (1:1 toluen/EtOAC). Cisto jedinjenje 40
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(0.042 g, 55%) dobijeno je u obliku bezbojnog ulja [a],=+50.0 (¢ 1.0, CHCI;), R=0.25 (19:1
CHZCIZ/EtOAC).

IR (CHCly): vmax 3454 (OH), 1787 (C=0, lakton), 1722 (PhC=0).

'H NMR Spektar (CDCl3): & 1.30 (bs, 1 H, OH), 2.55 (d, 1 H, Jpa2,=18.8 Hz, H-2a), 2.67 (dd, 1 H,
J0a2,=18.8, Jap3=5.1 Hz, H-2b), 4.32 (dd, 1 H, Js6=2.1, J67=9.2 Hz, H-6), 4.45 (d, 1 H, Js6=2.1 Hz,
H-5), 4.95-5.04 (m, 2 H, H-3 i H-4), 6.12 (d, 1 H, Js7=9.3 Hz, H-7), 7.35-8.14 (m, 10 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): & 35.77 (C-2), 73.12 (C-5), 73.21 (C-7), 77.11 (C-3), 82.49 (C-6), 87.01
(C-4), 127.59, 128.59, 128.66, 128.94, 129.94, 133.91, 136.76 (Ph), 166.90 (C=0 iz Bz), 175.40
(C-1).

HRMS (ESI): m/e 377.0984 (M*+Na), izradunato za C2oH1gNaOg: 377.0996; m/e 393.0723 (M*+K),
izrac¢unato za CyoH15KOg: 393.0735.

4.32. 3,6-Anhidro-5-0O-benzil-2,7-dideoksi-7-C-fenil-7-fluoro-D-glicero-D-ido- (41) i L-glicero-
D-ido-heptono-1,4-lakton (42)

(A) U ohladjeni (0 °C) rastvor jedinjenja 19 (0.115 g, 0.34 mmol) u anhidrovanom CH,ClI, (2 mL)
doda se DAST (0.14 mL, 1.06 mmol). Reakciona smeSa se prvo mesa 0.5 h na ledenom kupatilu,
zatim joS 3.5 h na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se izlije u hladan 10%-ni NaHCO3; (30 mL).
Nastala suspenzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (4x8 mL), organske faze se osusSe i upare, a sirovi
ostatak je precis¢en na koloni fles silikagela (4:1 CH,CI,/PE). Sa kolone je prvo eluiran ¢ist glavni
proizvod 41 (0.074 g, 63%) u obliku bele kristalne mase. Rekristalizacijom iz etanola dobijene su
tanke bele iglice, tt 89 °C, [a]p=+29.4 (c 0.5, CHCI3), R=0.3 (4:1 CH,CI,/PE). Zatim je eluiran Cist
sporedni proizvod 42 (0.014 g, 12%) u obliku bezbojnog ulja, koje kristaliSe iz sistema
CHCly/heksan u obliku belih plocica, tt 123-124 °C, [a]p=+71.8 (c 0.5, CHCI3), R=0.19 (4:1
CH,CI,/PE).

(B) U ohladjeni (0 °C) rastvor jedinjenja 21 (0.112 g, 0.33 mmol) u anhidrovanom CH,CI;, (2 mL)
doda se DAST (0.13 mL, 0.98 mmol). Reakciona smeSa se meSa na ledenom kupatilu 0.5 h, zatim
2.5 h na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se izlije u hladan 10%-ni NaHCOj3 (30 mL). Rezultujuca
suspenzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (4x8 mL), spojene organske faze se osuse i upare, a ostatak se
precisti na koloni fles silikagela (4:1 CH,CI,/PE). Sa kolone je prvo eluiran sporedni proizvod 41
(0.03 g, 24%) u obliku bele kristalne mase. Rekristalizacijom iz etanola dobijene su tanke bele
iglice, tt 89 °C, [a]p=*29.4 (¢ 0.5, CHCIs), R=0.3 (4:1 CH,CI,/PE). Zatim je eluiran Cist glavni
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proizvod 42 (0.085 g, 76%) u obliku svetlog ulja, koje kristaliSe iz sistema CH,Cl,/heksan u obliku
belih plogica, tt 123-124 °C, [a]o=+71.8 (¢ 0.5, CHCls), R=0.19 (4:1 CH,CI,/PE).

Spektroskopski podaci za proizvod 41:
IR (KBr): vmax 1785 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): & 2.54 (d, 1 H, J2a2,=18.5 Hz, H-2a), 2.66 (dd, 1 H, J,52,=18.5, H-2b),
4.34 (M, 1 H, Js6=3.1, J67=8.8, Jr6=4.6 Hz, H-6), 4.46 (d, 1 H, J56=3.1 Hz, H-5), 4.75 i 4.82 (2d, 2
H, Jgem=11.6 Hz, CH,Ph), 4.95 (m, 2 H, H-3 i H-4), 5.70 (dd, 1 H, J67=8.7 Hz, Jr,=44.8 Hz, H-7),
7.20-7.49 (m, 10 H, 2xPh).

3C NMR Spektar (CDCly): & 35.84 (C-2), 72.60 (CH,Ph), 77.53 (C-3), 80.83 (C-5), 81.75 (d,
Jr6=36.2 Hz, C-6), 85.05 (C-4), 89.78 (d, Jr;=167.8 Hz, C-7), 126.71, 127.88, 128.25, 128.43,
128.59, 128.80, 136.95 i 137.23 (2xPh), 174.99 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 360.1608 (M*+NHy), izradunato za CoH23FNO,: 360.1606.
Spektroskopski podaci za proizvod 42:
IR (KBr): vimax 1793 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): 6 2.63-2.87 (m, 2 H, 2xH-2), 3.85 (d, 1 H, J56=3.9 Hz, H-5), 4.32 i 4.47
(2d, 2 H, Jgen=11.5 Hz, CH,Ph), 4.49 (ddd, 1 H, Js¢=4.1, Js7=7.1, Jr6=12.0 Hz, H-6), 4.89 (t, 1 H,
J34=3.1, J3r=3.6 Hz, H-4), 5.14 (m, 1 H, H-3), 5.70 (dd, 1 H, Js7=7.1, Jz;=48.2 Hz, H-7), 7.23-
7.46 (m, 10 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCly): § 35.98 (C-2), 72.68 (CH,Ph), 77.83 (C-3), 81.96 (d, Jr5=6.7 Hz, C-5),
82.97 (d, Je6=21.9 Hz, C-6), 84.63 (C-4), 93.25 (d, Je7=172.6 Hz, C-7), 126.89, 127.22, 128.22,
128.55, 128.58, 128.88, 135.89 i 136.55 (2xPh), 174.99 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 360.1604 (M*+NH,), izra¢unato za CaoH2sFNO,: 360.1606.

4.33. 3,6-Anhidro-2,7-dideoksi-7-C-fenil-7-fluoro-D-glicero-D-ido-heptono-1,4-lakton (43)

U rastvor jedinjenja 41 (0.041 g, 0.12 mmol) u EtOAc (2 mL) koji sadrzi 2% cc. HCI dodat je 10%
Pd/C (0.019 g, ~0.01 mmol). Rezultuju¢a suspenzija je hidrogenovana na sobnoj temperaturi u toku
30 h, nakon cega je katalizator odvojen filtrovanjem preko celita. Filtrat je uparen, a ostatak je
precis¢en na koloni fle§ silikagela (7:3 toluen/EtOAC). Sa kolone je prvo eluirano neizreagovalo
polazno jedinjenje 41 (0.009 g, 21%), a zatim i proizvod 43 (0.021 g, 70%), u vidu kristalne mase.
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Rekristalizacijom iz sistema CH,Cly/heksan, dobijene su bezbojne iglice, tt 124-125 °C, [a]p,=+18.2
(c 0.5, CHCI3), R=0.32 (3:2 toluen/EtOAC).

IR (KBr): vimax 3456 (OH), 1771 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): 8 2.62 (d, 1 H, J2a2=18.4 Hz, H-2a), 2.74 (dd, 1 H, J»12,=18.8, Jop3=5.4
Hz, H-2b), 4.26 (td, 1 H, J55=2.9, Js7=Jr6=7.5 Hz, H-6), 4.70 (bs, 1 H, H-5), 4.95 (d, 1 H, Js4=4.2
Hz, H-4), 5.05 (t, 1 H, J=4.5 Hz, H-3), 5.66 (dd, 1 H, Js7=7.9, Js7=45.5 Hz, H-7), 7.32-7.59 (m, 5
H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): 8 35.91 (C-2), 74.00 (C-5), 77.45 (C-3), 82.11 (d, Jr6=31.9 Hz, C-6),
87.35 (C-4), 90.99 (d, Jr7=167.8 Hz, C-7), 126.48, 126.58, 129.01, 129.28, 136.32 i 136.62 (Ph),
175.15 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 270.1138 (M*+NHy), izraéunato za C1sH7FNO4: 270.1136.

4.34. 3,6-Anhidro-2,7-dideoksi-7-C-fenil-7-fluoro-L-glicero-D-ido-heptono-1,4-lakton (44)

U rastvor jedinjenja 42 (0.042 g, 0.12 mmol) u EtOAc (2 mL) sa 2% cc. HCI dodat je 10% Pd/C
(0.02 g, ~0.01 mmol). Rezultujuca suspenzija je hidrogenovana na sobnoj temperaturi u toku 21 h,
nakon Cega je katalizator odvojen filtrovanjem preko celita. Filtrat je uparen, a ostatak je precis¢en
na koloni fles silikagela (3:2 toluen/EtOAc). Sa kolone je prvo eluirano neizreagovalo polazno
jedinjenje 42 (0.005 g, 11%), a zatim i proizvod 44 (0.024 g, 79%), u vidu kristalne mase.
Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan, dobijene su bezbojne prizme, tt 152-154 °C,
[a]o=+132.9 (c 0.5, CHCl;), R=0.24 (3:2 toluen/EtOAC).

IR (KBr): vimax 3497 (OH), 1763 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCly): § 2.49 (d, 1 H, Js01=5.7 Hz, OH), 2.77 (m, 2 H, 2xH-2), 4.12 (bs, 1 H,
H-5), 4.37 (ddd, 1 H, Js¢=4.4, Jo7=7.1, Jr6=16.8 Hz, H-6), 4.85 (t, 1 H, J54=3.2, J3¢=3.3 Hz, H-4),
5.14 (m, 1 H, H-3), 5.69 (dd, 1 H, J67=7.1, Js7=48.1 Hz, H-7), 7.33-7.56 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCly): § 35.97 (C-2), 74.47 (Je5=6.7 Hz, C-5), 76.99 (C-3), 83.10 (d, Jrs=21.0
Hz, C-6), 87.58 (C-4), 93.28 (d, Jr7=172.6 Hz, C-7), 126.73, 126.82, 128.98, 129.49, 135.50 i
135.81 (Ph), 175.25 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 270.1135 (M*+NHy), izraéunato za C1sH7FNO4: 270.1136.
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4.35. 3,6-Anhidro-2,7-dideoksi-7-C-fenil-D-gluko-heptono-1,4-lakton (45) i oksepan (31)

(A) Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 23 (0.129 g, 0.29 mmol) u anhidrovanom CH,Cl; (7 mL)
doda se ohladjeni rastvor TiF4 (0.115 g, 0.93 mmol) u anhidrovanom CH,Cl, (0.6 mL). Reakciona
smeSa se ostavi na —18 °C u toku 7 dana, nakon ¢ega se izlije u smeSu leda i vode (15 mL). Nastala
suspenzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (4x8 mL), organske faze se isperu sa 10%-nim NaHCO; (15
mL), osuSe i upare. Ostatak je precis¢en na koloni fles silikagela (9:1 CH,CIl/EtOAc), pri ¢emu je
sa kolone prvo eluiran sporedni proizvod 31 (0.018 g, 19%) u obliku bele kristalne mase.
Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan dobijene su bele iglice, tt 218-221 °C, [a]o=+54.8 (C
0.5, CHCl3), R=0.2 (CH,Cl,). Zatim je eluiran ¢ist glavni proizvod 45 (0.03 g, 44.05%) u obliku
bezbojnog ulja, koje kristalise iz sistema CH,Cl,/heksan u obliku belih igli¢astih kristala, tt 139 °C,
lit.” tt 101-103 °C; [0]o=+49.5 (c 0.6, CHCly), lit.** [0]o=+37 (c 0.1); Ri=0.24 (4:1 CH,CI,/EtOAC).

(B) Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 25 (0.072 g, 0.16 mmol) u anhidrovanom CH,Cl, (3.5
mL) doda se ohladjeni rastvor TiF; (0.06 g, 0.48 mmol) u anhidrovanom CH,CIl, (0.7 mL).
Reakciona smeSa se ostavi na —18 °C u toku 14 dana, nakon ¢ega se izlije u smeSu leda i vode (15
mL). Nastala suspenzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (4x8 mL), organske faze se isperu sa 10%
NaHCO; (15 mL), osuSe i upare, a ostatak se precisti na koloni fles silikagela (9:1 CH,Cl,/EtOAC).
Sa kolone je prvo eluiran glavni proizvod 31 (0.025 g, 48%) u obliku bele kristalne mase.
Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan dobijene su bele iglice, tt 218-221 °C, [a]o=+54.8 (C
0.5, CHCI3), Ri=0.20 (CH,Cl). Sa kolone je zatim eluiran ¢ist sporedni proizvod 45 (0.012 g, 31%)
u obliku bezbojnog ulja, koje kristaliSe iz sistema CH,Cly/heksan u obliku belih iglica, tt 139 °C,
lit.” tt 101-103 °C; [0]o=+49.5 (¢ 0.6, CHCly), lit.** [0]o=+37 (c 0.1); Ri=0.24 (4:1 CH,Cl,/EtOAC).

Spektroskopski podaci jedinjenja 31 su dati u postupku 4.25.
Spektroskopski podaci za proizvod 45:
IR (film): vmax 3438 (OH), 1784 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): 8 2.62 (d, 1 H, J»226=18.9 Hz, H-2a), 2.73 (dd, 1 H, J222,=18.6, Jap3=6.1
Hz, H-2b), 2.99 (d, 2 H, J57=6.9 Hz, PhCH,), 4.17 (td, 1 H, Js7=6.9, J56=2.6 Hz, H-6), 4.20 (bd, 1
H, H-5), 4.88 (d, 1 H, Js4=4.6 Hz, H-4), 4.99 (M, 1 H, J255=6.1, Js4=4.6, J235=1.0 Hz, H-3), 7.07-
7.48 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): 5 34.19 (C-7), 35.82 (C-2), 73.89 (C-5), 76.04 (C-3), 81.42 (C-6), 87.73
(C-4), 126.62, 128.56, 128.96 i 137.31 (Ph), 175.91 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 235.0954 (M*+H), izratunato za C13H1504: 235.0965.
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4.36. (+)-Goniofufuron (1)

U rastvor jedinjenja 19 (0.195 g, 0.62 mmol) u MeOH (10 mL) dodat je 10% Pd/C (0.081 g, ~0.04
mmol). Rezultujuca suspenzija je hidrogenovana na sobnoj temperaturi u toku 7.5 h, nakon ¢ega je
katalizator odvojen filtrovanjem preko celita. Filtrat je uparen, a ostatak precis¢en na koloni fle$
silikagela (4:1 CH,CI,/EtOACc). Sa kolone je prvo eluirano neizreagovalo polazno jedinjenje 19
(0.03 g, 16%), a zatim i sporedni proizvod 45 (0.014 g, 10%), u vidu bele kristalne mase.
Rekristalizacijom iz sistema CH,Cly/heksan, dobijene su bele iglice, tt 139 °C, lit.** tt 101-103 °C;
[a]o=+49.5 (c 0.6, CHCl), lit.** [a]o=+37 (c 0.1); R=0.24 (4:1 CH,CL/EtOAc). Na kraju je sa
kolone eluiran glavni proizvod 1 (0.107 g, 69%) u obliku belin kristala, koji su nakon
rekristalizacije iz sistema CH,Cly/heksan pokazivali tt 149-151 °C, Iit.¥" tt 149-150 °C.
Ponovljenom rekristalizacijom iz smeSe EtOAc/heksan dobijeni su bezbojni kristali, tt 153.5-155
°C, lit.® tt 154-156 °C; [0]o=+39.2 (c 0.9, CHCl), lit.®® [0],=+39.5 (¢ 1.0, CHCl); R=0.19
(CH,CL/EtOAC 7:3).

Spektroskopski podaci za (+)-goniofufuron (1):
IR (film): vmax 3410 (OH), 1755 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): 8 2.61 (d, 1 H, Ja26=18.7 Hz, H-2a), 2.74 (dd, 1 H, J2a2,=18.7, J23=5.6
Hz, H-2b), 4.05 (dd, 1 H, Js5=2.7, Js7=5.3 Hz, H-6), 4.43 (d, 1 H, Js6=2.7 Hz, H-5), 4.87 (d, 1 H,
J34=4.2 Hz, H-4), 5.08 (dd, 1 H, J253=5.6, Js4=4.2 Hz, H-3), 5.12 (d, 1 H, Js-=5.3 Hz, H-7), 7.30-
7.44 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCLs): § 35.96 (C-2), 72.89 (C-7), 74.16 (C-5), 76.98 (C-3), 82.89 (C-6), 87.41
(C-4), 125.99, 128.26, 128.63 i 139.26 (Ph), 175.78 (C-1).

LRMS (CI): m/e 251 (M*+H), 501 (2M*+H).

HRMS (ESI): m/e 251.0912 (M*+H), izra¢unato za Ci3H150s: 251.0914; m/e 273.0736 (M*+Na),
izracunato za Ci3H14NaOs: 273.0733.

Spektroskopski podaci jedinjenja 45 su dati u postupku 4.35.
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4.37. 3,6:5,7-Dianhidro-2-deoksi-7-C-fenil-L-glicero-D-ido-heptono-1,4-lakton (46)

U ohladjeni (0 °C) rastvor jedinjenja 1 (0.049 g, 0.20 mmol) i PhsP (0.128 g, 0.49 mmol) u
anhidrovanom toluenu (4 mL), postepeno se dokapava u toku nekoliko minuta 40% DEAD u
toluenu (0.22 mL, 0.51 mmol). Ledeno kupatilo se zameni uljanim i rastvor se zagreva na
temperaturi kljucanja u toku 2.5 h. Reakciona smeSa se zatim upari i ostatak se precisti, na koloni
fles silikagela (3:2 Et,O/PE). Pri tomu je prvo dobijen nedovoljno cist proizvod 46 (0.089 g), a
nakon dodatnog precis§¢avanja na koloni fles silikagela (CH,Cl,), dobijen je ¢ist oksetan 46 (0.018
g, 40%) koji kristaliSe iz smese CH,Cl,/heksan u vidu bezbojnih iglica, tt 118—119 °C, [a]p=+122.6
(c 0.5, CHCl3), Ri=0.27 (CH,CL,).

IR (film): vmax 1789 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): 2.55 (bd, 1 H, Joa2,=18.2 Hz, H-2a), 2.64 (dd, 1 H, Joa2,=18.3, Jop5=4.0
Hz, H-2b), 4.67 (m, 1 H, H-3), 5.00 (d, 1 H, J34=3.8 Hz, H-4), 5.31 (t, 1 H, J56=4.3, Js7=4.4 Hz, H-
6), 5.56 (d, 1 H, J56=3.9 Hz, H-5), 5.88 (d, 1 H, Js;=4.8 Hz, H-7), 7.24-7.46 (m, 5 H, Ph). NOE
Kontakt: H-3 i Ar-H.

13C NMR Spektar (CDCls): 36.27 (C-2), 80.37 (C-3), 81.03 (C-6), 84.75 (C-4), 85.34 (C-5), 86.09
(C-7), 124.41, 127.66, 128.38, 136.69 (Ph), 174.25 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 233.0810 (M*+H), izradunato za C13H1304: 233.0808; m/e 250.1067 (M*+NH,),
izrac¢unato za C13H1sNO4: 250.1074.

4.38. 3,6-Anhidro-7-azido-2,7-dideoksi-7-C-fenil-D-glicero-D-ido- (47) i L-glicero-D-ido-
heptono-1,4-lakton (48)

U ohladjeni (0 °C) rastvor jedinjenja 46 (0.038 g, 0.16 mmol) u anhidrovanom CH,Cl, (1 mL),
dodat je Me3SiN3 (0.11 mL, 0.84 mmol) i BFsxEt,0 (0.03 mL, 0.24 mmol). Reakciona smesa se
mesa na 0 °C u toku 2.5 h, zatim se neutralise dokapavanjem EtsN (0.05 mL, 0.36 mmol) i meSanje
se nastavi joS 0.5 h. U reakcionu smeSu je dodata voda (20 mL), dobijena emulzija je ekstrahovana
sa CHCl,, a organska faza je osuSena i uparena. Ostatak je pre¢is¢en na koloni fles silikagela (19:1
CH,CI,/EtOAc), pri ¢emu je dobijena smeSa proizvoda 47 i 48 (0.014 g), koja je razdvojena
preparativnom TLC (Et,0). Cisto jedinjenje 47 (0.008 g, 18%) dobijeno je u obliku bezbojnog ulja,
koje nakon kristalizacije iz sistema CH,Cl,/heksan daje prozirne iglice, tt 137—-138 °C, [a]p,=—75.2
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(c 0.25, CHCIl,); R=0.66 (Et,0O). Takode je dobijeno Cisto jedinjenje 48 (0.003 g, 6%) u obliku
bezbojnog ulja, koje nakon kristalizacije iz sistema CH,Cly/heksan daje bezbojne plocice, tt
133-134 °C, [a]p=+149.2 (c 0.25, CHCI;); R=0.59 (Et,0).

Spektroskopski podaci za glavni proizvod 47:
IR (film): vmax 3448 (OH), 2106 (N3), 1785 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): & 2.43 (bs, 1 H, OH), 2.61 (d, 1 H, J22,=18.5 Hz, H-2a), 2.71 (dd, 1 H,
J0a2,=18.7, Jop3=5.4 Hz, H-2b), 4.18 (dd, 1 H, Js6=2.8, J67=8.0 Hz, H-6), 4.57 (d, 1 H, Js6=2.7 Hz,
H-5), 4.85 (d, 1 H, Js-=8.0 Hz, H-7), 4.92 (d, 1 H, Js4=4.1, H-4), 5.04 (dd, 1 H, Js4=4.3, Jop3=5.2
Hz, H-3), 7.32-7.52 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCly): § 35.94 (C-2), 64.08 (C-7), 74.11 (C-5), 77.40 (C-3), 82.38 (C-6), 87.18
(C-4), 127.57, 129.07, 129.09 i 135.59 (Ph), 175.06 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 298.0797 (M*+Na), izra¢unato za C13H13N3NaO,: 298.0798.
Spektroskopski podaci za sporedni proizvod 48:
IR (film): vmax 3442 (OH), 2104 (N3), 1785 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): § 2.40 (bs, 1 H, OH), 2.79 (d, 2 H, J;5=3.2 Hz, 2xH-2), 4.04 (d, 1 H,
J56=2.6 Hz, H-5), 4.24 (dd, 1 H, J56=2.9, J57=8.3 Hz, H-6), 4.73-4.95 (m, 2 H, H-4 i H-7), 5.13 (m,
1 H, H-3), 7.32-7.55 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCLs): § 35.96 (C-2), 64.83 (C-7), 73.99 (C-5), 77.37 (C-3), 83.63 (C-6), 87.34
(C-4), 127.67, 129.05, 135.67 (Ph), 175.18 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 298.0803 (M*+Na), izra¢unato za C13H13N3NaO,: 298.0798.

4.39. T7-epi-(+)-Goniofufuron (1)

U rastvor jedinjenja 21 (0.218 g, 0.64 mmol) u MeOH (11 mL) dodat je 10% Pd/C (0.142 g, ~0.07
mmol). Rezultujuca suspenzija je hidrogenovana na sobnoj temperaturi u toku 49 h, nakon ¢ega je
katalizator odvojen filtrovanjem preko celita. Filtrat je uparen, a ostatak je pre¢iS¢en na koloni fle$
silikagela (49:1 CH,CIl,/MeOH). Sa kolone je prvo eluiran sporedni proizvod 45 (0.023 g, 15%), u
vidu kristalne mase. Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan, dobijene su bele iglice, tt 139 °C,
lit.” tt 101-103 °C; [a],=+49.5 (c 0.6, CHCIy), lit.** [0],=+37 (c 0.1); Ri=0.24 (4:1 CH,CI,/EtOAC).
Na kraju je sa kolone eluiran glavni proizvod 11 (0.134 g, 84%) u obliku belih kristala, koji su
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nakon rekristalizacije iz sistema Me,CO/PE pokazivali tt 197-200 °C, lit.¥ tt 208-209 °C
(EtOAc/heksan), lit.* tt 195-198 °C (EtOAc/heksan 1:1), [a]o,=+108.5 (c 0.8, EtOH), lit.*
[a]o=+103 (c 1.0, EtOH), lit.”* [a]o=+94.5 (c 0.7, EtOH); R=0.48 (EtOAC).

Spektroskopski podaci za 7-epi-(+)-goniofufuron (11):
IR (film): vmax 3368 i 3283 (2xOH), 1755 (C=0).

'H NMR Spektar (DMSO-ds+D20): § 2.50 (d, 1 H, J2a2,=18.6 Hz, H-2a), 2.85 (dd, 1 H, J22,=18.6,
J2p3=6.4 Hz, H-2b), 3.59 (d, 1 H, J56=2.8 Hz, H-5), 3.82 (dd, 1 H, J56=2.8, Js7=7.9 Hz, H-6), 4.73
(d, 1 H, J67=7.9 Hz, H-7), 4.78 (d, 1 H, J34=4.6 Hz, H-4), 4.93 (dd, 1 H, J34=4.6, J2,3=5.8 Hz, H-
3), 5.69 1 5.85 (2xbs, 1 H svaki, izmenljivi sa D,O, 2x0OH), 7.20-7.38 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (DMSO-dg+D0): & 36.71 (C-2), 72.61 (C-7), 73.59 (C-5), 77.76 (C-3), 85.51
(C-6), 88.85 (C-4), 127.90, 128.97, 129.37 i 142.29 (Ph), 178.32 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 268.1177 (M"+NH,), izradunato za C13H1sNOs: 268.1180.

Spektroskopski podaci jedinjenja 45 su dati u postupku 4.35.

4.40. 3,6:5,7-Dianhidro-2-deoksi-7-C-fenil-D-glicero-D-ido-heptono-1,4-lakton (49)

U ohladjen (0 °C) rastvor jedinjenja 11 (0.144 g, 0.57 mmol) i PhsP (0.39 g, 1.49 mmol) u smesi
anhidrovanog toluena i anhidrovanog THF (1:1; 10 mL), postepeno se dokapava u toku nekoliko
minuta dietilazodikarboksilat (0.65 mL, 1.43 mmol). Zatim se ledeno kupatilo zameni uljanim,
reakciona smesa se zagreva na temperaturi kljucanja u toku 4 h, a zatim se upari i dva puta preéisti
fleS hromatografijom (prvo sa sistemom 4:1 Et,O/PE, a zatim sa ¢istim CH,Cl,). Pri tome je dobijen
oksetan 49 (0.049 g, 37%) kao bezbojna ¢vrsta masa. Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan
dobijeni su beli igli¢asti kristali tt 145-147 °C, [a],=+46.0 (c 0.5, CHCI3), R=0.39 CHCl,.

'H NMR Spektar (CDCls): & 2.83 (d, 1 H, Jpa2o=18.0 Hz, H-2a), 2.92 (dd, 1 H, J222,=18.0, Jop5=4.1
Hz, H-2b), 4.83 (dd, 1 H, Js¢=4.2, Js7=2.5 Hz, H-6), 5.08 (d, 1 H, J54=3.6 Hz, H-4), 5.37 (dd, 1 H,
Jopz=4.1, Js4=3.6 Hz, H-3), 5.49 (d, 1 H, Js6=4.2 Hz, H-5), 5.52 (d, 1 H, Js7=2.5 Hz, H-7), 7.30-
7.49 (m, 5 H, Ph). NOE Kontakt: H-3 i H-7.

13C NMR Spektar (CDCls): § 36.02 (C-2), 79.22 (C-3), 84.90 (C-4), 85.06 (C-6), 85.29 (C-5), 89.10
(C-7), 124.99, 128.49, 128.83, 138.55 (Ph), 174.13 (C-1).

137



Jovana M. Francuz Doktorska disertacija

HRMS (ESI): m/e 233.0813 (M*+H), izratunato za C13H1304: 233.0808.

4.41. 3,6-Anhidro-7-azido-2,7-dideoksi-7-C-fenil-D-glicero-D-ido- (47), L-glicero-D-ido-
heptono-1,4-lakton (48) i (3aR,5S,6S,7S,7aR)-5-azido-7-hidroksi-6-fenil-heksahidrofuro[3,2-
b]piran-2-on (50)

U ohladjeni rastvor (0 °C) jedinjenja 49 (0.042 g, 0.18 mmol) u anhidrovanom CH,Cl, (1 mL),
dodat je Me3SiN3 (0.12 mL, 0.90 mmol) i BFsxEt,0 (0.03 mL, 0.24 mmol). Reakciona smesa se
meSa na 0 °C u toku 4 h, a zatim se neutraliSe dokapavanjem EtsN (0.05 mL, 0.33 mmol) i meSanje
se nastavi joS 0.5 h. U reakcionu smeSu je dodata voda (20 mL), dobijena emulzija je ekstrahovana
sa CH,Cl,, osuSena i uparena. Ostatak je precis¢en na koloni fles silikagela (19:1 CH,CI,/EtOAC),
pri ¢emu je prvo eluirano neizreagovalo polazno jedinjenje 49 (0.006 g, 14%), a potom smeSa
proizvoda 50, 47 i 48 (0.031 g), koja je naknadno razdvojena preparativnom TLC (Et,O; 2x
razvijeno). Dobijeno je Cisto jedinjenje 50 (0.006 g, 12%) u obliku kristalne mase, koja nakon
rekristalizacije iz sistema CH,Cly/heksan daje iglicaste kristale, tt 185—186 °C, [a],=1225.8 (¢ 0.4,
CHCl); R=0.25 (9:1 CH,CIL/EtOAc). Cisto jedinjenje 47 (0.005 g, 10%) dobijeno je u obliku
bezbojnog ulja, koje nakon kristalizacije iz sistema CH,Cl,/heksan daje bezbojne iglice, tt 137—138
°C, [a]o=—75.2 (c 0.25, CHCIs); R=0.66 (Et,0). Takode je dobijeno ¢isto jedinjenje 48 (0.012 g,
24%) u obliku bezbojnog ulja, koje kristaliSe iz smese CH,Cl,/heksan u obliku bezbojnih plocica, tt
133-134 °C, [a]o,=+149.2 (c 0.25, CHCls); R=0.59 (Et,0).

Spektroskopski podaci za sporedni proizvod 50:
IR (film): vmax 3439 (OH), 2105 (N3), 1774 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): § 1.83 (bs, 1 H, OH), 2.70 (dd, 1 H, Js5=12.4, J67=8.3 Hz, H-6), 2.73 (d,
1 H, Jpa26=18.7 Hz, H-2a), 2.98 (dd, 1 H, J»a20=18.7, Jop3=6.9 Hz, H-2b), 4.23 (dd, 1 H, J45=5.9,
J56=12.4 Hz, H-5), 4.58 (dd, 1 H, J34=4.9, J45=5.7 Hz, H-4), 4.93 (dd, 1 H, Jo53=6.4, J34=5.0, H-3),
5.37 (d, 1 H, Js7=8.3 Hz, H-7), 7.20~7.48 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCLs): § 35.06 (C-2), 50.68 (C-6), 68.49 (C-3), 71.64 (C-5), 85.34 (C-4), 93.06
(C-7), 128.51, 128.57, 129.46 i 135.71 (Ph), 174.29 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 293.1243 (M*+NHy), izradunato za C1sH17N4O4: 293.1244,

Spektroskopski podaci proizvoda 47 i 48 su dati u postupku 4.38.
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4.42. 10-fenil-3a,3b,5,10,10a,11a-heksahidro-1H-3,4,11-trioksa-benzo[f]ciklopenta[a]azulen-
2-on (oksepan 31)

Rastvor jedinjenja 21 (0.084 g, 0.25 mmol) u TFA (2.5 mL) je meSan u atmosferi argona, na 77 °C
u toku 2 h, nakon ¢ega je uparen azeotropnom destilacijom sa toluenom do potpunog uklanjanja
kiseline. Ostatak se precisti na koloni fle$ silikagela (19:1 CH,Cl,/EtOAc), pri ¢emu je dobijeno
Cisto jedinjenje 31 (0.031 g, 39%) u obliku bledo Zutog sirupa. Rekristalizacijom iz sistema
CH,Cl,/heksan dobijene su bele iglice, tt 218-221 °C, [a]o=+54.8 (c 0.5, CHCIs), Ri=0.2 (CH.Cl,).

Spektroskopski podaci jedinjenja 31 su dati u postupku 4.25.

4.43. 3,6-Anhidro-2,7-dideoksi-7-C-fenil-7-C-(2-metil-fenil)-D-glicero-D-ido-heptono-1,4-
lakton (51)

Rastvoru jedinjenja 31 (0.073 g, 0.23 mmol) u metanolu (1.8 mL) dodat je 10% Pd/C (0.033 g,
~0.02 mmol) i voda (0.015 mL, 50% na masu paladijuma). Reakciona smeSa je meSana na sobnoj
temperaturi u atmosferi H, u toku 139 h, a zatim je filtrovana preko celita i uparena. Ostatak je
pre¢is¢en na koloni fles silikagela (19:1 CH,CIl,/EtOAc), pri ¢emu je prvo eluirano neizreagovalo
polazno jedinjenje 31 (0.031 g, 42%). Zatim je sa kolone eluiran ¢ist proizvod 51 (0.033 g, 46%) u
obliku bezbojnog sirupa. Kristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan dobijeni su beli stapici, tt 141—
142 °C, [a]o=+115.0 (c 1.0, CHCI5), R=0.25 (19:1 CH,Cl,/EtOAC).

IR (CHCIs): vinax 3451 (OH), 1784 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCly): & 1.98 (bs, 1 H, OH), 2.38 (s, 3 H, Me), 2.61 (dd, 1 H, Joas=1.7,
J2a26=18.9 Hz, H-2a), 2.70 (dd, 1 H, J253=5.5, J2a20=18.9 Hz, H-2b), 4.30 (d, 1 H, Js5=2.4 Hz, H-
5), 448 (d, 1 H, J67=10.2 Hz, H-7), 4.79 (dd, 1 H, Js7=10.2, Js¢=2.6 Hz, H-6), 4.83 (d, 1 H,
J34=4.8 Hz, H-4), 5.02 (m, 1 H, H-3), 7.12-7.40 (m, 8 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCly):  19.88 (Me), 35.91 (C-2), 45.78 (C-7), 74.01 (C-5), 76.61 (C-3), 83.97
(C-6), 87.50 (C-4), 126.40, 126.55, 126.83, 128.35, 128.39, 130.94, 136.12, 139.38, 141.24 (Ph),
175.71 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 325.1423 (M*+H), izraéunato za CaoH2104: 325.1434.
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4.44. 3-0O-Benzil-5-deoksi-5-C-fenil-D-ksilo-pentofuranoza (52)

Rastvor kristalnog jedinjenja 15 (0.386 g, 1.13 mmol) u 90% TFA (4 mL) meSa se na sobnoj
temperaturi u toku 0.5 h, a zatim se koncentruje kodestilacijom sa toluenom. Ostatak je preciscen
fleS hromatografijom (7:3 Et,O/PE). Dobijeno je ¢isto jedinjenje 52 (0.159 g, 47%) u obliku belih
iglicastih kristala, koji su nakon rekristalizacije iz sistema CH,Cl,/heksan pokazivali tt 85-86 °C i
[a]o=—14.5——19.5 (c 0.4, CHClIs, 70 h), odnos anomera (iz "H NMR): a/p=13:5, R=0.55 (Et,0).

IR (KBr): vimax 3453 (OH).

'H NMR Spektar (CDCl3): & 2.91-3.21 (m, 2 H, H-50, H-5p), 3.60—4.75 (m, H-2a, H-2f, H-30, H-
3B, H-4a, H-4p, H-5a, H-5B), 5.15 (s, 0.38 H, H-1pB), 5.49 (d, 1 H, J1,=3.8 Hz, H-1a), 7.18-7.51
(m, 10 H, 2xPh).

3C NMR Spektar (CDCl3): & 35.02 (C-5a), 35.87 (C-5B), 71.60 (CHzPh-a), 72.18 (CH.Ph-B),
74.43, 77.24, 79.70, 82.01, 82.48 i 83.29 (C-2a, C-2B, C-3a, C-3B, C-4a, C-4B), 95.81 (C-10),
102.92 (C-1B), 126.12, 127.60, 127.69, 127.75, 127.86, 127.94, 128.00, 128.09, 128.21, 128.32,
128.42, 128.51, 129.07, 137.58 i 138.07 (2xPh).

HRMS (ESI): m/e 323.1247 (M"+Na), izradunato za C1gH20NaOy: 323.1254; m/e 339.0984 (M*+K),
izrac¢unato za C1gH20KO4: 339.0993.

4.45. 3,6-Anhidro-5-O-benzil-2,7-dideoksi-7-C-fenil-D-gluko-heptono-1,4-lakton (53)

U rastvor jedinjenja 52 (0.065 g, 0.22 mmol) u anhidrovanom DMF (1 mL) dodata je Meldrum-ova
kiselina (0.066 g, 0.46 mmol) i EtsN (0.06 mL, 0.43 mmol). Reakciona smeSa je meSana na 46 °C u
toku 49 h. Rastvarac je uparen, a ostatak prec¢is¢en fle§ hromatografijom (1:1 Et,O/cikloheksan). Pri
tome je dobijen Cist proizvod 53 (0.056 g, 80%) u obliku bele kristalne mase. Rekristalizacijom iz
sistema CH,Cl,/heksan dobijeni su iglicasti kristali, tt 96-98 °C; [a]o=+6.8 (¢ 0.9, CHCl); R=0.24
(49:1 CH,CI/EtOAC).

'H NMR Spektar (CDCL): & 2.64 (dd, 1 H, Jpa2=18.9, Joas=1.1 Hz, H-2a), 2.75 (dd, 1 H,
J0a2,=18.9, Jo5=5.8 Hz, H-2h), 3.03 (d, 2 H, Js-=7.1 Hz, CH,Ph), 3.99 (d, 1 H, Js4=3.1 Hz, H-5),
4.27 (td, 1 H, J56=3.1, Jo-=7.1 Hz, H-6), 4.57 i 4.69 (2xd, 2 H, Jgem=11.7 Hz, OCH,Ph), 4.94 (d, 1
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H, J34=4.7 Hz, H-4), 5.00 (m, 1 H, J2a3=1.1, J23=5.8, J34=4.7 Hz, H-3), 7.16—7.50 (m, 10 H,
2xPh).

13C NMR Spektar (CDCls): & 34.45 (CH,Ph), 35.87 (C-2), 72.46 (OCH,Ph), 76.32 (C-3), 81.09 (C-
5), 81.55 (C-6), 84.83 (C-4), 126.46, 127.82, 128.16, 128.46, 128.59, 128.99, 137.04 i 137.74
(2xPh) i 175.54 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 325.1446 (M*+H), izra¢unato za CaoH204: 325.1434; m/e 347.1267 (M*+Na),
izracunato za CyoHooNaO,: 347.1254.

4.46. 3,6-Anhidro-5-O-benzil-2,7-dideoksi-7-C-fenil-6-O-metil-D-ido- (54) i L-gluko-heptono-
1,4-lakton (55)

Rastvoru jedinjenja 28 (0.093 g, 0.29 mmol) u metanolu (2 mL) dodat je PtO, (0.003 g, 0.007
mmol). Reakciona smesa je meSana u atmosferi H, na sobnoj temperaturi u toku 15 dana, zatim je
uparena, a ostatak je pre¢is¢en na koloni fles silikagela (CH2Cl;). Sa kolone je prvo eluirano
neizreagovalo polazno jedinjenje 28 (0.009 g, 10%), a zatim i sporedni proizvod 54 (0.014 g, 14%)
u obliku bezbojnog sirupa. Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan dobijeni su beli plo¢asti
kristali, tt 135-138 °C, [a]po=—34.6 (c 0.5, CHCl;), R=0.46 (3:2 Et,O/PE). Nakon toga je eluiran
glavni proizvod 55 (0.027 g, 26%) u obliku bezbojnog sirupa. Kristalizacijom iz sistema
CH,Cl,/heksan dobijeni su beli ljuspasti kristali, tt 7577 °C, [a]o=*7.6 (c 0.5, CHCI;), R=0.29
(3:2 Et,O/PE).

Spektroskopski podaci za sporedni proizvod 54:
IR (KBr): vimax 1779 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): & 2.68 (dd, 1 H, J2a25=18.9, J2.3=2.3 Hz, H-2a), 2.70 (dd, 1 H,
J2a26=18.9, J2,,3=6.9 Hz, H-2b), 3.12 i 3.33 (2xd, 2 H, J727b=15.4 Hz, 2xH-7), 3.36 (OCH3), 3.98 (s,
1 H, H-5), 4.32 i 4.45 (2xd, 2 H, Jgen=11.4 Hz, PhCH,), 4.90 (d, 1 H, J3,=5.9 Hz, H-4), 5.13 (m, 1
H, J2a3=2.4, J34=6.5, J2,3=6.8 Hz, H-3), 7.07-7.42 (m, 10 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCly): 3 34.32 (C-7), 36.29 (C-2), 48.93 (OMe), 72.34 (CH,Ph), 77.17 (C-3),
83.99 i 84.10 (C-5 i C-4), 112.16 (C-6), 126.48, 127.95, 128.10, 128.25, 128.49, 129.40, 135.80 i
136.60 (2xPh), 174.95 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 372.1788 (M*+NH,), izradunato za Co1HxsNOs: 372.1806.

Spektroskopski podaci za glavni proizvod 55:
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IR (KBr): vimax 1772 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): & 2.56 (dd, 1 H, J2a25=18.9, J2.3=2.1 Hz, H-2a), 2.70 (dd, 1 H,
Joa26=18.9, Jop3=7.3 Hz, H-2b), 2.82 i 3.17 (2xd, 2 H, J7a7v=14.1 Hz, 2xH-7), 3.45 (OCH3), 3.64
(d, 1 H, J45=3.3 Hz, H-5), 4.32 i 4.71 (2xd, 2 H, Jgen=11.9 Hz, PhCH,), 4.82 (m, 1 H, H-3), 4.98
(dd, 1 H, J34=6.0, J;5=3.3 Hz, H-4), 6.80-7.59 (m, 10 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCls): & 34.57 (C-7), 37.25 (C-2), 48.53 (OMe), 72.36 (CH,Ph), 74.02 (C-3),
84.28 (C-5), 87.20 (C-4), 106.99 (C-6), 126.79, 128.16, 128.49, 128.98, 130.00, 134.69 i 136.50
(2xPh), 174.83 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 372.1808 (M"+NH,), izra¢unato za CxH»sNOs: 372.1806; m/e 377.1356
(M*+Na), izradunato za Cp;H2,NaOs: 377.1359.

4.47. 3,6-Anhidro-2-deoksi-7-C-fenil-5-O-metil-D-glicero-D-ido-heptono-1,4-lakton (57)

Rastvor jedinjenja 9 (0.59 g, 2.10 mmol) u 90% TFA (6 mL) meSa se na sobnoj temperaturi u toku
0.5 h. Reakciona smeSa se azeotropno uparava sa toluenom do potpunog uklanjanja kiseline i vode.
Ostatak se precisti na koloni fles silikagela (4:1 EtOAc/toluen), pri ¢emu je dobijen ¢ist laktol 56
(0.499 g, 99%) u obliku belih kristala, R=0.22 (3:7 toluen/EtOAc). Jedinjenju 56 (0.183 g, 0.76
mmol) u anhidrovanom DMF (2.5 mL) dodata je Meldrum-ova kiselina (0.333 g, 2.31 mmol) i EtsN
(0.32 mL, 2.30 mmol). Reakciona smeSa je meSana na 46 °C u toku 74 h i uparena kodestilacijom
sa toluenom. Ostatak je preciséen na koloni fle$ silikagela (7:3 toluen/EtOAc) pri ¢emu je dobijen
Cist 57 (0.082 g, 41%) kao bezbojni sirup, [a]o=+5.5 (¢ 0.5, CHCI3), R=0.23 (7:3 Et,O/PE).

IR (CHCls): vmax 3482 (OH), 1786 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCl): & 2.63 (bd, 1 H, J2o=18.3 Hz, H-2a), 2.69 (dd, 1 H, Jo2,=18.9,
J203=5.6 Hz, H-2b), 3.20 (bs, 1 H, OH), 3.48 (s, 3 H, OCH3), 4.01 (d, 1 H, J56=3.6 Hz, H-5), 4.61
(dd, 1 H, Js6=3.6, Js7=7.0 Hz, H-6), 4.88-5.01 (m, 3 H, J34=4.6 Hz, H-4, H-7 i H-3), 7.26-7.49 (m,
5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCly): & 35.70 (C-2), 58.28 (OCHj), 71.78 (C-7), 77.00 (C-3), 82.96 (C-6),
83.84 (C-5), 83.96 (C-4), 126.11, 127.78, 128.31 i 141.05 (Ph), 175.27 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 282.1334 (M*+NHy), izra¢unato za C14H,0NOs: 282.1336.
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4.48. 3,6-Anhidro-2-deoksi-7-C-fenil-5-O-metil-L-glicero-D-ido-heptono-1,4-lakton (59)

Rastvor jedinjenja 8 (0.482 g, 1.72 mmol) u 90% ag. TFA (5 mL) meSa se na sobnoj temperaturi 0.5
h. Reakciona smeSa se zatim uparava kodestilacijom sa toluenom do potpunog uklanjanja kiseline i
vode. Ostatak se precisti na koloni fles silikagela (3:2 toluen/EtOAC), pri ¢emu je dobijeno Cisto
jedinjenje 58 (0.333 g, 81%) u vidu kristalne mase, R=0.26 (1:1 toluen/EtOAc). U rastvor
jedinjenja 58 (0.967 g, 4.03 mmol) u anhidrovanom DMF (13 mL) dodata je Meldrum-ova kiselina
(1.744 g, 12.10 mmol) i EtzN (1.7 mL, 12.08 mmol). Reakciona smesa je meSana na 46 °C u toku
70 h. Rastvara¢ je udaljen uparavanjem, a ostatak je preCiS¢en na koloni fle§ silikagela (4:1
Et,O/PE). Dobijen je Cist lakton 59 (0.488 g, 46%) u obliku belih kristala. Nakon rekristalizacije iz
sistema CH,Cl,/heksan dobijene su iglice, tt 144-146 °C, [a]o,=*+122.4 (c 0.5, CHCI3), R=0.36
(Et,0).

IR (KBr): vimax 3450 (OH), 1783 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): & 2.63 (d, 1 H, Jza26=18.8 Hz, H-24), 2.72 (dd, 1 H, J2a25=18.9, Jza5=4.9
Hz, H-2b), 2.99 (bs, 1 H, OH), 3.29 (s, 3 H, OCHs), 3.52 (d, 1 H, Js4=3.7 Hz, H-5), 4.61 (dd, 1 H,
J56=3.8, Js7=7.1 Hz, H-6), 4.87 (d, 1 H, Js4=4.6 Hz, H-4), 4.94 (d, 1 H, Js7=7.1 Hz, H-7), 5.00 (m,
1 H, H-3), 7.20-7.44 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCly): & 35.79 (C-2), 57.86 (OCHj), 72.54 (C-7), 77.24 (C-3), 83.31 (C-5),
84.26 (C-4), 84.66 (C-6), 126.72, 128.05, 128.25 i 139.73 (Ph), 175.27 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 282.1343 (M*+NHy), izra¢unato za C14H,0NOs: 282.1336.

4.49. 3,6-Anhidro-2-deoksi-7-C-fenil-5-O-metil-D-ido-hept-7-ulozono-1,4-lakton (60)

(A) Rastvoru jedinjenja 57 (0.17 g, 0.64 mmol) u anhidrovanom metilen-hloridu (17 mL) doda se
PCC (0.355 g, 1.64 mmol). Reakciona smeSa se meSa na temperaturi klju¢anja u toku 2.5 h, a nakon
toga se upari sa silikagelom. Ostatak se precisti na koloni fles silikagela (4:1 Et,O/PE), pri ¢emu je
izolovano Cisto jedinjenje 60 (0.168 g, 99%) u obliku belih kristala. Nakon rekristalizacije iz
sistema CHCly/heksan dobijene su iglice, tt 135-136 °C, [a]o=+27.4 (c 0.5, CHCl;), R=0.30 (4:1
Et,O/PE).

(B) Rastvoru jedinjenja 59 (0.149 g, 0.56 mmol) u anhidrovanom metilen-hloridu (15 mL) se doda

PCC (0.31 g, 1.46 mmol). Reakciona smeSa se meSa na temperaturi klju¢anja u toku 2 h, a nakon
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toga se upari sa silikagelom. Ostatak se precisti na koloni fles silikagela (4:1 Et,O/PE), pri ¢emu je
izolovano ¢Cisto jedinjenje 60 (0.134 g, 91%) u obliku belih kristala. Nakon rekristalizacije iz
sistema CHCly/heksan dobijene su iglice, tt 135-136 °C, [o]o=+27.4 (c 0.5, CHCl;), R=0.30 (4:1
Et,O/PE).

IR (KBI): vmax 1779 (C=0, lakton), 1698 (PhC=0).

'H NMR Spektar (CDCls): 8 2.63 (d, 1 H, Js26=18.4 Hz, H-2a), 2.72 (dd, 1 H, J2a2,=18.6, Jap3=4.5
Hz, H-2b), 3.12 (s, 3 H, OCH3), 4.43 (d, 1 H, Js5=5.1 Hz, H-5), 4.94 (d, 1 H, J34=4.0 Hz, H-4),
5.19 (m, 1 H, J=4.3 Hz, H-3), 5.56 (d, 1 H, Js¢=5.1 Hz, H-6), 7.32-7.92 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCL): & 35.86 (C-2), 58.47 (OCHs), 78.19 (C-3), 83.24 (C-6), 84.56 (C-4),
85.27 (C-5), 127.55, 128.47, 133.13 i 135.65 (Ph), 174.72 (C-1), 194.35 (C-7).

HRMS (ESI): m/e 263.0909 (M*+H), izradunato za C14H150s: 263.0914; m/e 280.1175 (M*+NH,),
izra¢unato za C14H1gNOs: 280.1180; m/e 285.0729 (M*+Na), izracunato za C14H14NaOs: 285.0733;
m/e 301.0476 (M++K), izracunato za C14H14KOs: 301.0473.

4.50. 3,6-Anhidro-2-deoksi-7-C-difenil-7-hidroksi-5-O-metil-D-ido-heptono-1,4-lakton (61)

Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja 60 (0.11 g, 0.42 mmol) u anhidrovanom THF (2 mL) dodat
je rastvor PhMgBr* (0.46 mL, 0.46 mmol) u anhidrovanom THF. Reakciona smesa je me$ana u
atmosferi azota na 0 °C u toku 1.5 h, a zatim je izlivena u hladan rastvor NH4Cl (15 mL) i
ekstrahovana sa CH,Cl, (2x10 mL). Spojeni ekstrakti se isperu sa rastvorom NaCl (15 mL), osuse i
upare. Ostatak se precisti na koloni fles silikagela (7:3 Et,O/PE), pri ¢emu je dobijena smesa
proizvoda 61 i polaznog jedinjenja 60 (0.093 g), koja je ponovo prec¢is¢ena na koloni fles silikagela
(19:1 CH,CI/EtOAC). Sa kolone je prvo eluiran ¢ist proizvod 61 (0.05 g, 35%) u obliku belih
kristala. Nakon rekristalizacije iz sistema Et,O/heksan dobijene su iglice, tt 122-125 °C, [a],=—18.6
(c 1.0, CHCIs), R=0.35 (24:1 CH,CIl/EtOACc). Potom je eluirano neizreagovalo polazno jedinjenje
60 (0.039 g, 35%).

IR (KBF): Vmax 3424 (OH), 1738 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): & 2.78 (d, 2 H, J,3=3.4 Hz, H-2), 3.13 (s, 3 H, OCH3), 3.80 (d, 1 H,
J56=3.5 Hz, H-5), 4.70 (s, 1 H, OH, signal nestaje nakon tretmana sa D,0), 4.84 (d, 1 H, J;4,=4.4
Hz, H-4), 5.04 (d, 1 H, J56=3.5 Hz, H-6), 5.12 (m, 1 H, H-3), 7.14-7.56 (m, 10 H, 2xPh).

* Postupak za pripremanje Grignard-ovog reagensa opisan je u fusnoti na strani 104.
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3C NMR Spektar (CDCls): & 35.95 (C-2), 58.38 (OCHj3), 77.83 (C-3), 78.23 (C-7), 82.70 (C-6),
83.56 (C-4), 85.14 (C-5), 124.95, 125.95, 126.93, 126.96, 128.05, 128.20, 144.29 i 145.50 (2xPh),
175.16 (C-1).

HRMS (ESI): mfe 323.1274 (M*+H-H,0), izracunato za CaoH1sOs 323.1278; mle 363.1200
(M*+Na), izradunato za CaoH20NaOs: 363.1203.

451. (3aR, 6R, 6aS, Z)-5-Benziliden-6-metoksi-tetrahidrofuro-[3,2-b]-furan-2(5H)-on (62)

(A) Jedinjenju 57 (0.054 g, 0.20 mmol) u anhidrovanom benzenu (1 mL) dodat je rastvor Sc(OTf)s
u nitrometanu (1 mg/1 mL). Reakciona smeSa se meSa na temperaturi kljucanja u toku 18.5 h, a
nakon toga se izlije u vodu (10 mL), ekstrahuje sa Et,O (4x5 mL), osuSi i upari. Ostatak se precisti
na koloni fles silikagela (19:1 toluen/EtOAc), pri ¢emu je izolovano Cisto jedinjenje 62 (0.013 g,
26%) u obliku belih kristala. Nakon rekristalizacije iz sistema CH,Cl,/heksan dobijene su iglice, tt
94-95 °C, [0]o=—49.4 (c 0.5, CHCl), R=0.22 (7:3 CH.CI/PE). Takodje je izolovano i
neizreagovalo polazno jedinjenje 57 (0.015 g, 28%).

(B) Jedinjenju 59 (0.038 g, 0.14 mmol) u anhidrovanom benzenu (1.5 mL) dodat je rastvor
Sc(OTf)3 u nitrometanu (1.5 mg/1.5 mL). Reakciona smeSa se meSa na temperaturi kljucanja u toku
20 h, a nakon toga se izlije u vodu (10 mL), ekstrahuje sa Et,O (4x5 mL), osusi i upari. Ostatak se
precisti na koloni fle§ silikagela (9:1 toluen/EtOAc), pri ¢emu je izolovano ¢isto jedinjenje 62
(0.011 g, 31%) u obliku belih kristala. Nakon rekristalizacije iz sistema CH,Cl./heksan dobijene su
bezbojne iglice, tt 94-95 °C, [a]o=—49.4 (¢ 0.5, CHCI3), R=0.22 (7:3 CH,CI,/PE). Takodje je
izolovano i neizreagovalo polazno jedinjenje 59 (0.004 g, 11%).

IR (film): vimax 1790 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCL): & 2.78 (dd, 1 H, Joa2=18.6, Joas=4.6 Hz, H-2a), 2.93 (bd, 1 H,
Jra2,=18.6 Hz, H-2b), 3.47 (s, 3 H, OCHa), 4.38 (s, 1 H, H-5), 4.90 (d, 1 H, J54=3.8 Hz, H-4), 5.33
(m, 1 H, H-3), 5.56 (s, 1 H, H-7), 7.15-7.62 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCly): & 35.81 (C-2), 56.41 (OCHj), 80.85 (C-3), 83.23 (C-5), 83.79 (C-4),
105.53 (C-7), 126.51, 128.27, 128.29 i 134.65 (Ph), 151.71 (C-6), 173.79 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 247.0960 (M*+H), izra¢unato za Ci4H1504: 247.0965; m/e 269.0778 (M*+Na),
izraCunato za C14H14NaO4: 269.0784.
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4.52. 3,6-Anhidro-5-0O-benzil-7-O-benzoil-2-deoksi-7-C-fenil-L-glicero-L-ido-heptono-1,4-
lakton (ent-23)

Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja ent-19%°* (0.171 g, 0.50 mmol) u anhidrovanom piridinu (3
mL) doda se BzCl (0.35 mL, 3.01 mmol). Reakciona smeSa se meSa na sobnoj temperaturi u toku
20 h, zatim se izlije u 10% NaHCOs3 (30 mL) i ekstrahuje sa CH,Cl, (2x30 mL). Organske faze se
spoje i isperu prvo sa 1:2 HCI/H,O (40 mL), a zatim sa 10% NaHCO3; (30 mL), osuSe i upare.
Ostatak je prec¢iscen na koloni fles silikagela (1:1 PE/Et,0), pri ¢emu je dobijen ¢ist proizvod ent-23
(0.211 g, 94%) u obliku belih kristala. Rekristalizacijom iz sistem CH,Cl,/heksan dobijaju se beli
paperjasti kristali, tt 179 °C; [a]o,=—60.0 (c 0.5, CHCIs), R=0.46 (7:3 PE/EtOAC).

IR (KBr): Vimax. 1791 (C=0, lakton), 1707 (PhC=0).

'H NMR Spektar (CDCls): 8 2.58 (d, 1 H, Joa26=18.4 Hz, H-2a), 2.69 (dd, 1 H, Joa2,=18.4, Jp3=4.8
Hz, H-2b), 4.39 (d, 1 H, Js5=3.3 Hz, H-5), 4.50 i 4.61 (2xd, 2 H, Jeen=11.6 Hz, PhACH,), 4.56 (dd, 1
H, J56=3.3, J5-=9.2 Hz, H-6), 4.94-5.03 (m, 2 H, H-3 i H-4), 6.22 (d, 1 H, H-7), 7.12-8.03 (m, 15
H, 3xPh).

13C NMR Spektar (CDCls): & 35.86 (C-2), 72.62 (C-7), 72.96 (PhCH,), 77.38 (C-3), 80.18 (C-5),
82.11 (C-6), 84.54 (C-4), 127.47, 128.20, 128.29, 128.43, 128.49, 128.54, 129.61, 129.86, 133.15,
136.26 i 137.92 (3xPh), 164.53 (PhC=0), 175.24 (C-1).

LRMS (ESI): m/e 483.1 (M™+K), 467.2 (M*+Na).

HRMS (ESI): m/e 467.1460 (M*+Na), izradunato za Co7H24NaOg: 467.1465.

4.53. 3,6-Anhidro-5-O-benzil-7-O-benzoil-2-deoksi-7-C-fenil-D-glicero-L-ido-heptono-1,4-
lakton (ent-25)

Ohladjenom (0 °C) rastvoru jedinjenja ent-21% (0.362 g, 1.06 mmol) u anhidrovanom piridinu (7
mL) se doda BzCl (0.75 mL, 6.46 mmol). Reakciona smeSa se meSa na sobnoj temperaturi u toku
18 h, zatim se izlije u 10% NaHCOj3 (40 mL) i ekstrahuje sa CH,Cl, (2x40 mL). Organske faze se
spoje i isperu prvo sa 1:2 HCI/H,O (50 mL), a zatim i sa 10% NaHCO; (40 mL), osuSe i upare.

Ostatak je prec¢iscen na koloni fles silikagela (3:2 PE/Et,0), pri ¢emu je dobijen ¢ist proizvod ent-25
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(0.322 g, 68%) u obliku belih kristala. Rekristalizacijom iz sistem CH,Cl,/heksan dobijaju se
bezbojne plocice, tt 148 °C; [a]p=—10.0 (c 0.5, CHCl3), R=0.37 (3:2 Et,O/heksan).

IR (KBF): vmax 1783 (C=O0, lakton), 1717 (PhC=0).

'H NMR Spektar (CDCls): & 2.71-2.78 (m, 2 H, 2xH-2), 3.82 (d, 1 H, Js6=3.7 Hz, H-5), 4.31 i 4.40
(2xd, 2 H, Jgen=11.5 Hz, CH,Ph), 4.66 (dd, 1 H, J5¢=3.8, J57=8.3 Hz, H-6), 4.85 (d, 1 H, J;4=4.6
Hz, H-4), 5.12 (m, 1 H, H-3), 6.34 (d, 1 H, J57=8.3 Hz, H-7), 7.21-8.11 (m, 15 H, 3xPh).

13C NMR Spektar (CDCLs): & 35.94 (C-2), 72.53 (CH,Ph), 75.20 (C-7), 77.52 (C-3), 81.44 (C-5),
82.72 (C-6), 84.45 (C-4), 127.58, 127.95, 128.16, 128.38, 128.60, 129.48, 130.00, 132.82, 136.53,
136.64 (3xPh), 165.23 (C=0 iz Bz), 175.19 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 462.1910 (M"+NH,), izradunato za Co7HsNOg: 462.1911.

4.54. 3,6-Anhidro-2,7-dideoksi-7-C-fenil-L-gluko-heptono-1,4-lakton (ent-45) i oksepan (ent-
31)

(A) Ohladjenom (—18 °C) rastvoru jedinjenja ent-23 (0.11 g, 0.25 mmol) u anhidrovanom CHClI;
(4 mL) doda se ohladjeni (—18 °C) rastvor TiF4 (0.082 g, 0.62 mmol) u anhidrovanom CH,Cl; (2.5
mL). Reakciona smeSa se ostavi na —18 °C u toku 7 dana, a nakon toga se izlije u ledenu vodu (15
mL). Nastala suspenzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (4x8 mL), organske faze se isperu sa 10%-nim
NaHCO3 (15 mL), osuse i upare. Ostatak je pre¢iséen na koloni fles silikagela (9:1 CH,CI,/EtOAC),
pri ¢emu je sa kolone prvo eluiran sporedni proizvod ent-31 (0.029 g, 36%) u obliku bele kristalne
mase. Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan dobijene su bele iglice, tt 222-224 °C,
[a]o=—53.4 (c 0.5, CHCI3), R=0.2 (CH.Cl,). Zatim je eluiran ¢ist glavni proizvod ent-45 (0.027 g,
47%) u obliku bezbojnog ulja, koje kristalise iz sistema CH,Cl,/heksan u obliku belih iglica, tt 139
°C, [0]o=—65.0 (c 0.5, CHCls), R=0.24 (4:1 CH,Cl,/EtOAC).

(B) Ohladjenom (—18 °C) rastvoru jedinjenja ent-25 (0.07 g, 0.16 mmol) u anhidrovanom CH,Cl;
(3.5 mL) doda se ohladjeni (—18 °C) rastvor TiF4 (0.056 g, 0.39 mmol) u anhidrovanom CH,Cl,
(0.6 mL). Reakciona smeSa se ostavi na —18 °C u toku 14 dana. Nakon toga reakciona smesa se
izlije u smeSu leda i vode (15 mL). Nastala suspenzija se ekstrahuje sa CH,Cl, (4x8 mL), organske
faze se isperu sa 10%-nim NaHCO; (15 mL), osuSe i upare. Ostatak je preciS¢en na koloni fles
silikagela (9:1 CH,Cl/EtOAc), pri ¢emu je sa kolone prvo eluiran glavni proizvod ent-31 (0.021 g,
42%) u obliku bele kristalne mase. Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan dobijene su bele
iglice, tt 222-224 °C, [a]p=—53.4 (c 0.5, CHCI3), R=0.2 (CH.Cl;). Nakon toga je ecluiran Cist
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sporedni proizvod ent-45 (0.012 g, 33%) u obliku bezbojnog ulja, koje kristaliSe iz sistema
CH,Cl,/heksan u obliku belih iglica, tt 139 °C, [a]o=—65.0 (¢ 0.5, CHCI3), R=0.24 (4:1
CHZCIZ/EtOAC).

Spektroskopski podaci za proizvod ent-31:
IR (KBr): vinax 1784 (C=0).
'H NMR Spektar (CDCls): 6 2.68 (d, 2 H, J,5=3.0 Hz, H-2a i H-2b), 4.35 (bs, 1 H, H-5), 4.68-5.05

(M, 5 H, H-6, H-7, H-3, H-4 i H-10a), 5.26 (d, 1 H, J10210=13.9 Hz, H-10b), 6.80 (d, 1 H, J=7.2 Hz,
Ar-H), 7.10-7.50 (m, 8 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCly): & 36.14 (C-2), 49.28 (C-7), 71.78 (C-10), 77.51 (C-3), 79.64 (C-5),
83.17 (C-6), 86.93 (C-4), 127.13, 127.25, 127.98, 128.20, 128.76, 128.89, 129.18, 129.26, 135.36,
138.38, 138.91 (2xPh), 175.23 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 340.1548 (M*+NH,), izradunato za CaoH2NO4: 340.1543.
Spektroskopski podaci za proizvod ent-45:
IR (film): vmax 3423 (OH), 1785 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): § 2.61 (bd, 1 H, J2026=18.9, J2a3=1 Hz, H-2a), 2.75 (dd, 1 H, J242,=18.9,
Jab3=6.1 Hz, H-2b), 2.99 (d, 2 H, Jo-=6.8 Hz, PhCHy), 4.13 (td, 1 H, J55=2.7, J57=6.8 Hz, H-6),
4.24 (bd, 1 H, J56=2.7 Hz, H-5), 4.88 (d, 1 H, J34=4.7 Hz, H-4), 4.99 (m, 1 H, J34=4.7, J25=6.1,
J205=1.0 Hz, H-3), 7.19-7.36 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): 5 34.18 (C-7), 35.82 (C-2), 73.82 (C-5), 76.03 (C-3), 81.43 (C-6), 87.77
(C-4), 126.60, 128.54, 128.96 i 137.33 (Ph), 175.99 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 235.0955 (M*+H), izra¢unato za Ci3H1504: 235.0965; m/e 257.0780 (M*+Na),
izracunato za Ci3H14NaO,: 257.0784.

4.55. 3,6-Anhidro-2,7-dideoksi-7-C-fenil-7-C-(2-metil-fenil)-L-glicero-L-ido-heptono-1,4-
lakton (ent-51)

U rastvor jedinjenja ent-31 (0.039 g, 0.12 mmol) u metanolu (1 mL) dodat je 10% Pd/C (0.019 g,
~0.01 mmol). Reakciona smeSa je meSana u atmosferi H, u toku 8 dana, a zatim je filtrovana preko
celita i uparena. Ostatak je precis¢en na koloni fles silikagela (19:1 CH,Cl,/EtOAc), pri ¢emu je sa
kolone prvo eluirano neizreagovalo polazno jedinjenje ent-31 (0.009 g, 23%). Zatim je sa kolone
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eluiran ¢ist proizvod ent-51 (0.027 g, 69%) u obliku bezbojnog sirupa. Rekristalizacijom iz sistema
CH,Cl,/heksan dobijene su bele plocice, tt 142-144 °C, [a]p,=—129.8 (¢ 1.0, CHCl;), R=0.25 (19:1
CHZCIZ/EtOAC).

IR (CHCls): vmax 3449 (OH), 1785 (C=0).

'H NMR Spektar (CDCls): & 2.09 (s, 1 H, OH), 2.38 (s, 3 H, Me), 2.61 (dd, 1 H, J,a3=1.6,
Joa2b=18.8 Hz, H-2a), 2.72 (dd, 1 H, J,3=5.6, J222,=18.9 Hz, H-2b), 4.32 (d, 1 H, J56=2.2 Hz, H-
5), 4.46 (d, 1 H, Js7=10.2 Hz, H-7), 4.79 (dd, 1 H, Js;=10.2, J56=2.2 Hz, H-6), 4.86 (d, 1 H,
J34=4.5 Hz, H-4), 5.03 (m, 1 H, H-3), 7.12-7.40 (m, 8 H, 2xPh).

13C NMR Spektar (CDCly): § 19.89 (Me), 35.94 (C-2), 45.82 (C-7), 74.08 (C-5), 76.65 (C-3), 84.02
(C-6), 87.51 (C-4), 126.42, 126.57, 126.85, 128.37, 128.40, 130.98, 136.15, 139.39, 141.26 (Ph),
175.67 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 649.2778 (2M*+H), izratunato za CaoHa10g: 649.2796.

4.56. 3,6-Anhidro-5-O-benzil-2,7-dideoksi-7-C-fenil-L-gluko-heptono-1,4-lakton (ent-53)

U rastvor jedinjenja ent-21 (0.064 g, 0.19 mmol) u anhidrovanom toluenu (2 mL), doda se crveni
fosfor (0.003 g, 0.09 mmol) i 57% ag. HI (0.08 mL, 0.61 mmol). Reakciona smeSa je meSana na 80
°C u toku 13 h, nakon ¢ega je izlivena u 10%-ni Na,S,0O3 (5 mL) i ekstrahovana sa CH,Cl, (3%x10
mL). Organske faze se osuSe i upare, a ostatak je pre¢iséen na koloni fles silikagela (3:2 PE/Et,0).
Pri tome je dobijena smeSa jodidnih derivata (0.018 g, 21%), koja je koris¢ena za dalji rad bez
dodatnog precis¢avanja. U rastvor sirove smese (0.018 g) u anhidrovanom toluenu (1 mL)
sukcesivno se dodaju BuszSnH (0.02 mL, 0.07 mmol) i AIBN (0.002 g, 0.01 mmol). Reakciona
smeSa je prvo meSana na 100 °C u toku 1.5 h, a zatim je uparena i preciS¢ena na koloni fles
silikagela (49:1 CH,CI,/EtOAC). Pri tome je dobijen ¢ist proizvod ent-53 (0.007 g, 54%) u obliku
bele kristalne mase. Rekristalizacijom iz sistema CH,Cl,/heksan dobijene su bele iglice, tt 97-99
°C; [a]o=—9.2 (c 0.5, CHCls); R=0.24 (49:1 CH,CI,/EtOAC).

'H NMR Spektar (CDCl): & 2.63 (bd, 1 H, J22,=18.9 Hz, H-2a), 2.75 (dd, 1 H, Jps2,=18.9,
Jop5=5.5 Hz, H-2b), 3.03 (d, 2 H, Js7=7.0 Hz, CH,Ph), 3.98 (d, 1 H, J56=3.2 Hz, H-5), 4.27 (td, 1
H, J56=3.2, J67=6.9 Hz, H-6), 4.57 i 4.69 (2xd, 2 H, Jeen=11.8 Hz, OCH,Ph), 4.93 (d, 1 H, Js4=3.7
Hz, H-4), 5.00 (M, 1 H, Jp3=5.5, J34=3.7 Hz, H-3), 7.13-7.48 (m, 10 H, 2xPh).
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3C NMR Spektar (CDCls): & 34.50 (C-7), 35.89 (C-2), 72.54 (CH.Ph), 76.33 (C-3), 81.21 (C-5),
81.60 (C-6), 84.88 (C-4), 126.48, 127.84, 128.19, 128.50, 128.61, 128.70, 129.02, 137.09 i 137.79
(2xPh) i 175.45 (C-1).

HRMS (ESI): m/e 325.1430 (M*+H), izradunato za CaoH2104: 325.1434; m/e 342.1694 (M*+NH,),
izratunato za CyH24NOg4: 342.1700; m/e 347.1244 (M++Na), izraCunato za CyoHoNaOy: 347.1254.
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5. ZAKLJUCAK

U ovoj doktorskoj disertaciji ostvarena je totalna sinteza 16 halogenidnih izostera prirodnih stiril-
laktona tipa goniofufurona, polazeci iz D-glukoze. Prvo je sintetizovano osam direktnih izostera (+)-
goniofufurona I od kojih su ¢etiri sa slobodnom hidroksilnom grupom u polozaju C-5 (29, 34, 38 i
43), dok cetiri imaju benziletarsku grupu u istom polozaju i predstavljaju lipofilnije derivate (27,
33, 37 i 41). Pored analoga (+)-goniofufurona, dobijeno je i osam izostera 7-epi-(+)-goniofufurona
11, od kojih cetiri takodje imaju slobodnu hidroksilnu grupu u polozaju C-5 (30, 35, 39 i 44), a Cetiri
lipofilnija derivata sadrze benziletarsku grupu u istom polozaju (26, 32, 36 i 42). Za sintezu
halogenidnih analoga pomenutih prirodnih proizvoda (I i Il) bilo je neophodno prethodno
sintetizovati pogodne intermedijere sa odgovaraju¢im strukturnim karakteristikama. Visefaznim
hemijskim transformacijama D-glukoze dobijeni su kljuéni benzilni alkoholi 4 i 5 koji su daljim
hemijskim transformacijama dali potrebne furanofuranonske skelete kod laktona 19, 21, 23 i 25.
Ovi su potom dejstvom titanijum(lV)-hlorida, ili titanijum(IVV)-bromida prevedeni u hloridne,
odnosno bromidne izostere. Za dobijanje jodidnih izostera, iskoriS¢ena je Garreg-Samuelsson-ova
reakcija, dok su fluoridne izostere dobijene dejstvom DAST na 5-O-benzil-derivate (+)-

goniofufurona, odnosno 7-epi-(+)-goniofufurona.

U radu je dalje ostvarena sinteza azidnih izosternih analoga prirodnih proizvoda I i Il (jedinjenja 47
i 48) koji su dobijeni nukleofilnim otvaranjem oksetanskog prstena klju¢nih intermedijera 46 i 49
trimetilsilil-azidom u prisustvu bortrifluorid-eterata. Oksetani 46 i 49 su dobijeni dvofaznom
sintetiCkom sekvencom polaze¢i iz laktona 19 i 21, koja je podrazumevala sukcesivno
debenzilovanje pra¢eno intramolekulskom Mitsunobu-ovom ciklizacijom. Pored ocekivanih
direktnih azidnih izostera 47 i 48 dobijen je i azidni derivat 50 sa neobi¢nim piranofuranonskim
sistemom prstena. lako ovakav heterocikli¢ni skelet do sada nije nadjen u molekulima prirodnih

stiril-laktona, molekul 50 predstavlja potencijalnu bioizosteru prirodnih proizvoda I, odnosno 11.

Pored direktnih izostera u doktorskoj disertaciji je ostvarena sinteza viSe novih bioizostera (+)-
goniofufurona (1) i1 7-epi-(+)-goniofufurona (I1). Neobi¢ni benzoksepan 31 koji je dobijen kao
sporedni proizvod u reakciji sa titanijum(lV)-hloridom, nezavisno je sintetizovan iz laktona 21
direktnom ciklizacijom u prisustvu TFA. Primenom strategije zatvaranja i otvaranja prstena
dizajnirani su analozi sa otvorenim oksepanskim prstenom (51 i 53). Analog 51 dobijen je
direktnim otvaranjem oksepanskog prstena 31 u uslovima hidrogenolize. U cilju dobijanja analoga

53, bilo je potrebno zapoceti sintezu iz pogodnog intermedijera koji nema slobodnu hidroksilnu
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grupu u polozaju C-7. Visefaznim hemijskim transformacijama D-glukoze dobijen je intermedijer
15, koji je nakon hidrolitickog uklanjanja izopropilidenske zastite, i bazno katalizovane

kondenzacije rezultujuceg laktola sa Meldrum-ovom kiselinom preveden u zeljeni lakton 53.

U cilju dobijanja treceg analoga sa otvorenim oksepanskim prstenom, prvo su sintetizovani 5-O-
metil-derivati prirodnih proizvoda | i Il, (molekuli 57 i 59). Za sintezu ovih izostera polazno
jedinjenje je takodje bila D-glukoza, koja je viSefaznim hemijskim transformacijama prevedena u
klju¢ne benzilne alkohole 8 i 9. Nakon hidrolitickog uklanjanja izopropilidenskih zastitnih grupa i
kondenzacije rezultujucih laktola sa Meldrum-ovom kiselinom, dobijeni su zeljeni 5-O-metil-
derivati 57 i 59. Daljom oksidacijom ovih laktona prvo je dobijen keton 60, a zatim i difenilovani
analog 61, koji se od treceg Zeljenog analoga razlikuje u prisustvu hidroksilne grupe na C-7, koju ni

posle brojnih pokusaja pri razli¢itim reakcionim uslovima nije bilo moguée ukloniti.

Pored analoga iz (+)-serije u radu su sintetizovani i enantiomeri oksepana 31 (molekul ent-31) i
odgovarajuci analozi sa otvorenim oksepanskim prstenom (ent-51 i ent-53). Naime, ove bioizostere
neprirodnog (—)-goniofufurona, dobijene su polazeéi iz enantiomernih laktona ent-19 i ent-21 koji
su ranije sintetizovani u nasoj laboratoriji. Primenom istih reakcionih uslova kao pri sintezi analoga
(+)-enantiomerne serije dobijeni su oksepan ent-31 i analog ent-51. Analog ent-53 dobijen je
primenom drugacijeg sintetiCkog postupka. Naime, u reakciji 23 i 25 sa titanijum(IV)-fluoridom
pored oksepana 31 i ent-31 dobijeni su i deoksigenovani derivati 45 i ent-45. Zavisno od apsolutne
konfiguracije sintetickih prekursora na C-7 reakciju je moguce voditi u pravcu preferencijalnog
dobijanja jednog ili drugog proizvoda, Sto predstavlja novi primer supstratom kontrolisane
hemoselektivnosti.

Pored dizajna i sinteze izostera i bioizostera prirodnih proizvoda (+)-goniofufurona I 7-epi-(+)-
goniofufurona 11, dodatni vazan zadatak ove disertacije bio je in vitro ispitivanje antitumorske
aktivnosti svih sintetizovanih derivata (ukupno 33). U tom smislu, prvo je ispitan njihov uticaj na
proliferaciju devet malignih (K562, HL-60, Jurkat, Raji, HT-29, MCF-7, MDA-MB 231, Hela i
A549) i jedne normalne Celijske linije (MRC-5).

Prate¢i uticaj novosintetizovanih jedinjenja na inhibiciju rasta neoplasti¢nih ¢elija mozemo
zaklju¢iti da su ostvarene hemijske transformacije rezultovale dobijanjem novih izostera i
bioizostera od kojih neke predstavljaju veoma efikasne antiproliferativne agense. Kao najpotentniji
citotoksi¢ni agens pokazao se fluoridni analog 44 koji je prema Raji ¢elijama (ICsq 0.03 pM),
ispoljio ¢ak 99 puta jacu aktivnost od doksorubicina (ICso 2.98 pM). Drugo jedinjenje po
efikasnosti je hlorid 30, koje je prema K562 ¢elijama (ICso 0.11 pM) bilo oko 2 puta aktivnije od
doksorubicina, dok je prema Jurkat celijama (ICsp 0.03 pM) pokazalo istu aktivnost kao
doksorubicin. Bromid 34 se pokazao kao najpotentniji antiproliferativni agens prema HL-60
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¢elijama (ICsp 0.11 uM), ¢ak 8 puta aktivniji od doksorubicina. Najpotentniji inhibitor rasta éelija
humanog kancera pluca (A549) je keton 60 (ICso 2.58 pM), koji je skoro dva puta aktivniji od
doksorubicina. Veoma jaku aktivnost prema c¢elijama HT-29, na koje je mali broj ispitivanih
jedinjenja bio aktivan, ispoljio je benzoksepan 31 (ICsp 0.24 pM). Jodid 39 je ispoljio najbolju
aktivnost prema ¢elijama MCF-7 (ICso 1.28 uM). HeLa ¢elije su se pokazala najosetljivije na azid
48 (ICsp 0.12 uM). Dok je 5-O-benzil-7-hloro derivat 26 ispoljilo najjacu aktivnost prema celijskoj
liniji MDA-MB 231 (I1Cs0 1.11 uM).

Na osnovu SAR analize moze se zakljuciti da uvodjenje halogenidnih funkcija u molekul prirodnog
proizvoda | vodi do veoma znacajnih promena u antiproliferativnoj aktivnosti, dok su nesto manje
razlike u aktivnosti primecene prilikom istih promena kod 5-O-benzil-derivata (+)-goniofufurona
19. Nasuprot tome, iste promene u strukturi 7-epi-(+)-goniofufurona (11), prouzrokuju daleko manje
promene u bioloskoj aktivnosti u korist halogenidnih izostera. Medjutim, direktne halogenidne
izostere 5-O-benzil-7-epi-(+)-goniofufurona (21), su daleko aktivnije od kontrolnog molekula 21.
Primena strategije otvaranja/zatvaranja benzoksepanskog prstena poboljSava citotoksicnost analoga
prirodnog proizvoda I, kao i analoga neprirodnog (—)-goniofufurona ent-1. Kada se uporedjuju (+)- i
(-)-enantiomeri, jaCu antiproliferativnu aktivnost prema vecini ispitivanih tumorskih C¢elija
ispoljavaju analozi (+)-serije. Uvodjenje lipofilnije, metil-grupe na O-5 goniofufurona takodje vodi
do veoma znacajnih promena u antitumorskoj aktivnosti analoga. Konaé¢no, utvrdjeno je da je uticaj
konfiguracije na C-7 od manjeg znacaja za antiproliferativnu aktivnost. Najveca razlika u aktivnosti
u korist (7S)-izomera detektovana je kod prirodnih proizvoda I i 11, dok je kod ostalih analoga

uticaj ove promene znacajno manji.

Proto¢nom citometrijom je utvrdjeno da novosintetizovana jedinjenja uti¢u na distribuciju ¢elija po
fazama celijskog ciklusa, a veoma znacajni rezultati su registrovani kod 15 jedinjenja, kod kojih je
veoma izrazen sub G1 pik koji ukazuje na prisustvo ¢elija u apoptozi. Takodje je utvrdjeno da
veéina analoga znaCajno povecava procenat specifi¢ne apoptoze, nekoliko ¢ak i preko 50%, a
pojedini derivati i procenat specificne nekroze. Western blot analizom je potvrdjeno da izostere i
bioizostere ne izazivaju apoptozu preko pro- i anti-apoptic¢kih proteina Bcl-2 familije, nego deluju
kaspazno-zavisnim putem. Kod Sest jedinjenja je potvrdjeno sa sigurno$¢u da je apoptoza
indukovana preko kaspaza-zavisnog puta dok je kod ostalih jedinjenja ostalo otvoreno pitanje da li
je apoptoza stvarno izazvana preko kaspaza-zavisnog puta ili su mozda uklju¢eni kaspaza-nezavisni

put ili neki drugi mehanizmi delovanja (npr. regulisana nekroza, mitotska smrt ili autofagija).

S obzirom da novosintetisani molekuli efikasno inhibiraju rast vecine ispitivanih malignih ¢elija, a
potpuno su netoksicni prema zdravim ¢elijama MRC-5, realno je ocekivati da mogu posluziti kao

osnov (lead compound) za razvoj novih, efikasnijih i selektivnijih antitumorskih agenasa, sa
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furanofuranonskim biciklicnim sistemom, karakteristi¢cnim za prirodne stiril-laktone tipa (+)-

goniofufurona.
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6. SUMMARY

Total synthesis of 16 new halogenated isosteres of naturally occuring styryl lactones related to
goniofufurone has been achieved starting from D-glucose. Eight direct isosteres of (+)-
goniofufurone (1) were synthesized along with eight direct isosteres of 7-epi-(+)-goniofufurone I1.
From eight isosteres of goniofufurone, four have free hydroxyl group at the position C-5 (molecules
29, 34, 38 and 43) and four of them have benzyl ether group at the same position representing
lipophilic analogues of I (molecules 27, 33, 37 and 41). We have also performed the synthesis of
eight isosteres of 7-epi-goniofufurone, four with free hydroxyl group at C-5 (molecules 30, 35, 39
and 44) and four isosteres with lipophilic benzyl ether group at the same position (molecules 26, 32,
36 and 42). For the synthesis of halogenated analogues of natural products I and 11 it was necessary
first to synthesize intermediates with appropriate structural characteristics. The key benzylic
alcohols (4 and 5) have been synthesized by multistep chemical transformations of D-glucose.
Further chemical transformations of these alcohols gave the required lactones (19, 21, 23 and 25).
Treatment of these lactones with titanium(IV) chloride or titanium(lI\V) bromide gave the expected
chlorine and bromine mimics of goniofufurone and 7-epi-goniofufurone. lodine isosteres were
prepared by using the Garreg-Sammuelsson reaction, while fluorine analogues were obtained after
treatment of 5-O-benzyl derivatives of goniofufurone and 7-epi-goniofufurone with DAST.

The synthesis of goniofufurone and 7-epi-goniofufurone analogues bearing azido isosteric groups
(molecules 47 and 48) was accomplished by nucleophilic opening of oxetane ring in 46 and 49
using MesSiNs3 in the presence of BFsxEt,0. Oxetanes 46 and 49 were prepared through a two step
sequence starting from lactones 19 and 21. The sequence involves catalytic hydrogenolysis
followed by intramolecular Mitsunobu reaction. Along with expected azido isosteres 47 and 48 an
additional azido derivative 50, with unusual pyrano-furanone ring system was unexpectedly
obtained from this reaction. Although a similar heterocyclic ring system was not hitherto found in
the naturally occuring styryl lactones, molecule 50 represents a potential bioisostere of both natural
products I and I1.

The synthesis of several new bioisosteres of goniofufurone and 7-epi-goniofufurone have also been
developed. Unusual benzoxepane 31 that was formed as a minor product in the reaction with TiCl,
was independently synthesized from lactone 21 by direct cyclization in the presence of TFA. The
benzoxepane ring opened analogues 51 and 53, were designed by using a ring opening/ring closing
strategy. Analogue 51 was obtained from molecule 31 by direct oxepane ring opening under the
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hydrogenolytic conditions. For the preparation of analogue 53 an intermediate lacking the hydroxyl
group at the C-7 position is needed. Multistep synthesis of derivate 15 which is a key intermediate
in the synthesis of analogue 53, have been accomplished also starting from D-glucose. After
hydrolytic removal of protective group in 15 and condensation with Meldrum’s acid the desired
derivate 53 was obtained.

For the preparation of the third ring opened analogue we first had to prepare the corresponding 5-O-
methyl derivatives 57 and 59. Synthesis of these compounds started from D-glucose. The key step
of the synthesis was a stereo-selective addition of phenyl magnesium bromide to a suitable
protected dialdose to give alcohols 8 and 9. After hydrolytic removal of isopropylidene protective
group, followed by condensation of the resulting lactol with Meldrum’s acid, the desired 5-O-
methylated analogues 57 and 59 were obtained. Further transformation of these lactones gave
ketone 60, and then finally the diphenyl derivative 61 which differs from the desired analogue only
in the presence of a hydroxyl group at C-7. However, in spite to several attempts under variety of
reaction conditions, we failed to convert 61 to the corresponding 7-deoxy derivative.

We have also synthesized the opposite enantiomer of oxepane 31 (compound ent-31) and two novel
ring opened analogues (molecules ent-51 and ent-53). These bioisosteres of unnatural (-)-
goniofufurone were prepared starting from lactones ent-19 and ent-21, which were previously
synthesized in our laboratory. Both analogues ent-31 and ent-51 were obtained by using the same
reaction conditions as that applied for the synthesis of (+)-enantiomers. Analogue ent-53 has been
prepared by using a different method. Namely, it has been shown that treatment of 23 and 25 with
titanium(IV)-fluoride gives not only the benzoxepanes 31 and ent-31, but also the 7-deoxy
derivatives 45 and ent-45. This reaction represents a new example of substrate-controlled

chemoselectivity, which depends on stereochemistry of starting compounds at the C-7 position.

In the second part of this work, the newly synthesized isosteres and bioisosteres (in total 33
compounds) were evaluated for their antiproliferative activity against a panel of malignant cell lines
(K562, HL-60, Jurkat, Raji, HT-29, MCF-7, MDA-MB 231, HeLa and A549), as well as against a
single normal cell line (MRC-5). Based on the results of in vitro antitumour activity, one can
conclude that majority of synthesized compounds showed potent cytotoxicities. The most potent
molecule synthesized in this work is the fluorine analogue 44, which effectively inhibits the growth
of Raji cells (ICsp 0.03 uM), being 99-fold more active than doxorubicin (ICsp 2.98 uM). A strong
cytotoxicity of chlorine analogue 30 was demonstrated in K562 (1Csp 0.11 uM), being 2-fold more
potent than DOX, while in Jurkat cells (ICsp 0.03 uM) it showed the same activity as the
commercial agent doxorubicin. Bromide 34 showed a strong antiproliferative activity toward HL-60
neoplastic cell line (ICso 0.03 uM), being eight-fold more potent than the commercial anticancer
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agent doxorubicin. Ketone 60 demonstrated a significant antitumour activity (1Csp 2.58 pM) against
human lung tumour cells (A549) being almost 2-fold more active than DOX. Benzoxepane 31
exhibited sub-micromolar activity (ICsp 0.24 uM) toward HT-29 cells. A small number of
synthesized analogues were active against this cell line. lodine analogue 39 showed the strongest
antiproliferative activity against MCF-7 cell line (ICsp 1.28 uM). HeLa cells were the most sensitive
to azido isostere 48 (ICsp 0.12 uM). Finally, 5-O-benzylated chlorine isostere 26 demonstrated a
strong cytotoxic activity (ICsp 1.11 uM) against MDA-MB 231 cells.

The results of SAR analysis confirmed that introduction of a halogen function at the C-7 position of
natural product | generally increased in vitro antitumour potency, while the same changes in the
structure of 5-O-benzyl-(+)-goniofufurone (19) were less pronounced. The biological results further
revealed that introduction of a halogen function at the same position of 7-epi-(+)-goniofufurone (I1)
caused much less changes in antitumour activity, while the same changes in the molecule 5-O-
benzyl-7-epi-(+)-goniofufurone (21) may afford analogues of increased antiproliferative activity. It
further appears that usage ring opening/ring closing strategy can provide analogues with greater
cytotoxicity. Comparison of (+)- and (—)-enantiomers showed stronger antiproliferative activity of
(+)-series. Also, the replacement of OH group at C-5 position with OMe function significantly
increases antitumour activity of the resulting goniofufurone analogues. A comparison of
antiproliferative activity of analogues with opposite stereochemistry at the C-7 position, confirmed
a weaker effect to the cytotoxicity. Most notable difference in antitumour activity of (7S)-isomer
was detected in the natural products I and Il, while in other analogues this difference was less

pronounced.

As the flow-cytometry revealed, the most of newly synthesized compounds have a significant
impact on the distribution of cells in each phase of the cell cycle. Very significant results were
registered with 15 compounds, in which a very strong sub G1 peak was detected that indicates the
presence of cells in apoptosis. It was also found that the most of analogues significantly increased
the percentage of specific apoptosis, a few of them even more than 50%, and some of them
increased the percentage of specific necrosis. Western blot analysis confirmed that synthesized
analogues did not induce apoptosis via pro- and anti-apoptotic proteins of Bcl-2 family, instead they
acted via caspase-dependent pathway. In six compounds it was definitely confirmed that apoptosis
was induced through caspase-dependent pathway, while in other compounds an open question
remained whether the apoptosis was really caused by caspase-dependent or via the caspase-
independent pathway, or through another mechanism of action (e.g. regulated necrosis, mitotic
death or autophagy).
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Since the newly synthesized molecules effectively inhibited the growth of most of the tested cancer
cells, and were completely inactive against the normal MRC-5 cells, it is reasonable to expect that
they can serve as suitable lead compounds in the search for new and more selective anticancer

agents, with furano-furanone bicyclic core of goniofufurone type.
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Ac
AIBN
anh.
aq.
bd
Bn
bs
bt
Bu
Bz
Cbz
cc

DAST
DBU
dd

ddd
DEAD
DMAP
DMF
DMSO
dt

Et

Me
Ms
NMO
PCC
PDC

7.  SKRACENICE

acetil

azobisizobutironitril
anhidrovani

vodeni rastvor

Siroki dublet (engl. broad dublet)
benzil

Siroki signal (engl. broad signal)
Siroki triplet (engl. broad triplet)
butil

benzoil

karboksibenzil

koncentrovani

dublet
dietilaminosumportrifluorid
1,8-diazabiciklo[5.4.0.Jundec-7-en
dvostruki dublet
trostruki-dublet
dietilazodikarboksilat
4-dimetilaminopiridin
N,N-dimetilformamid
dimetilsulfoksid

dublet tripleta

etil

multiplet

metil

metansulfonil (mezil)
N-metil-morfolin-N-oksid
piridinijum-hlorohromat

piridinijum-dihromat
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PE

Ph
PNB
PNBA
Py

rt

'‘Bu

td

Tf
TFA
THF
t.k.
TLC
TMSOI
Ts

tt

petroletar

fenil

p-nitrobenzoil
p-nitrobenzoeva kiselina
piridin

sobna temperatura

singlet

triplet

terc-butil

triplet dubleta
trifluorometansulfonil (triflat)
trifluorosiréetna kiselina
tetrahidrofuran

tacka kljucanja
tankoslojna hromatografija
trimetilsulfonijum-jodid
p-toluensulfonil (tozil)
temperatura topljenja
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