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Farkas Sandor Doktorska disertacija

1 UvOD

Biljka Cleistochlamys kirkii Oliver. iz familije Annonaceae, poreklom je iz Afrike, gde se u
Mozambiku odavno primenjuje u tradicionalnoj medicini za leCenje inficiranih rana, tuberkoloze i
reumatizma®. Na primer, ekstrakt ove biljke se pije 2-3 puta dnevno u leéenju tuberkoloze i
reumatizma, dok se obloge biljne vrste C. kirkii primenjuju za lecenje reumatizma. Medutim,
daleko su znadajnija nedavna otkri¢a®® da izolovane frakcije u kojima dominira heptenolid-piranon
(—)-kleistenolid pokazuju znacajnu antibakterijsku (Staphylococcus aureus i Bacillus anthracis) i

antigljiviénu (Candida albicans) aktivnost.

U okviru istrazivanja koja se ve¢ godinama izvode u naSoj laboratoriji, a koja su usmerena na
sintezu prirodnih citotoksi¢nih laktona i analoga iz rasprostranjenin monosaharida, planiran je i
razvoj postupka totalne sinteze (—)-kleistenolida, 6-¢lanog laktona koji je nedavno izolovan® iz
biljke C. kirkii. U topoloskom pogledu, (—)-kleistenolid je Ce ((S)-6-) supstituisani derivat 5,6-
dihidro-2H-piran-2-ona, ¢ija je struktura odredena spektroskopskim metodama, dok je njegova

relativna konfiguracija potvrdena rendgeno-strukturnom analizom.®

Primarni ciljevi ove doktorske disertacije su sinteza odgovaraju¢ih C-4, C-5 i C-6 analoga
prirodnoga proizvoda (—)-kleistenolida (1) i in vitro ispitivanje njihove antiprolifirativne i
antimikrobne aktivnosti. Posebna paZnja je posvecena ispitivanju korelacionih odnosa izmedu
strukture i bioloske aktivnosti SAR (Structure Activity Relationship) sintetizovanih jedinjenja.
Sekundarni cilj je na polju sinteze samog prirodnoga proizvoda (—)-kleistenolida (1), u smislu

pojednostavljenja sinteze i eventualnog dobijanja veceg finalnoga prinosa.

Strategija sinteze (—)-kleistenolida (1) i njegovih analoga, zasnovana je na konceptu “hiralnih
templata” 4, odnosno na uspostavljanju strukturnih korelacija izmedu ciljnog laktona i p-glukoze,
koja je na taj nacin odabrana kao pogodan hiralni polazni molekul. Stereo- i hemoselektivne
transformacije pomenutog hiralnog prekursora, omogucile su jednostavan pristup svim sintetickim
intermedijerima, a samim tim i finalnom proizvodu, koji se pri tome dobija u nativnoj —

enantiomerno Cistoj formi.

Obzirom da je u literaturi opisan znadajan broj totalnih sinteza®® (—)-kleistenolida (1) (5to je
posledica znacajne bioloske aktivnosti ovog prirodnog proizvoda), u opStem delu rada ukratko je
diskutovana fizicko-hemijska karakterizacija jedinjenja izolovanih iz biljke C. kirkii, kao i do sada

ostvarene sinteze (—)-kleistenolida (1).
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2 OPSTIDEO
2.1 (-)-Kleistenolid: 1zolacija, osobine i struktura

Kao $to je ve¢ pomenuto u Uvodu, C. kirkii (Annonaceae) je africka lekovita biljka koja se
tradicionalno koristi u Mozambiku za leenje inficiranih rana, tuberkuloze i reumatizma. Prethodne
fitohemijske studije? su u ekstraktima ove biljke otkrile prisustvo veéeg broja heptenolida i
cikloheksanskih derivata, a medu njima je i (—)-kleistenolid (1) za kojega je ustanovljeno da
poseduje znacajnu antimikrobnu aktivnost protiv osetljivin sojeva bakterija (S. aureus i B.

anthracis), kao i antifungalno delovanje protiv C. albicans.

U sklopu Sirega visegodisnjeg projekta gde ispitano oko 84 Annonaceae vrsta, grupa naucnika iz
Tanzanije je 2007. godine publikovala rad® u kome je opisano izolovanje nekoliko novih jedinjenja
iz metanolnih ektrakta biljne vrste C. kirkii. Pored (—)-kleistenolida (1), identifikovani su
kleistodienol (2) i njegovi derivati, cikloheksanski epoksidi (+)-f-senepoksid (4) i (+)-pandoksid (5)
kao i (2)-(+)-5-(2,3-dihidroksi-propiliden)-5H-furan-2-on (3) (Shema 2.1.).
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Shema 2.1. Strukture izolovanih jedinjenja iz metanolnih ekstrakta biljke biljke C. kirkii.

Grupa portugalskih!” hemicara je 2016. godine uradila novija istraZivanja sastava etanolnog
ekstrakta C. Kirkii iz koga su osim (—)-kleistenolida (1), izolovali jo§ osam jedinjenja veoma
razli¢itih struktura: ¢amametin (6), izo¢amametin (2), diCamametin (3), ecunulin (4), cis-solamin
(5), acetilmelodorinol (7), polikarpol (8) i benzofenon (9). Strukture izolovanih jedinjenja su
potvrdene spektroskopskim metodama i potom je ispitana njihova antibakterijska aktivnost. Kao sto
se na Shemi 2.1.1. moze videti, Camametin (6) i izoCamametin (2) predstavlju C-benzilovane
flavonone koji su poput heptenolida-piranona (—)-kleistenolida (1) ispoljili znac¢ajnu antibakterijsku
aktivnost. Interesantno, diCamametin (3) je pokazao najjacu aktivnost (1-7.5 ug/mL), za razliku od
preostalih jedinjenja (4,5, 7-9) koja su pokazala slabiju antibakterijsku aktivnost. E¢unulin (4) je

triizoprenski cikli¢ni dipeptid za koga je ustanovljeno da ima toksi¢no dejstvo na Zive organizme®,
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dok je cis-solamin (5) mono-tetrahidrofuranski acetogenin za koga je poznato da poseduje jako

antiproliferativno'®2! dejstvo (Shema 2.1.1.).
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Shema 2.1.1. Strukture izolovanih jedinjenja iz biljke C. kirkii.

Acetilmelodorinol (7) je heptenolid koji pokazuje jaku antiproliferativnu?® i anti-inflamatornu®

aktivnost. Polikarpol (8) je lanostenski triterpen koji poseduje snaznu antiparazitsku?* i anti-

inflamatornu® aktivnost, dok je benzofenon (9) poznati fotokatalizator koji ima sposobnost

apstrakcije vodonika sa pogodnog vodonik-donora i uvek je prisutan u vocu iz kog je izolovan.

Poslednja bioloska ispitivanja jedinjenja 1 su pokazala umerenu antibakterijsku i antifungalnu

aktivnost ali do nasih!® istraZivanja, antiproliferativna aktivnost prirodnog proizvoda (-)-

kleistenolida (1) i njegovih derivata nisu bila poznata.
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2.2 Sinteze (—)-kleistenolida

Pocetkom 2010. godine, prvu sintezu (—)-kleistenolida (1) su ostvarili Schmidt i saradnici®, gde je
kao polazno jedinjenje upotrebljen (R,R)-1,5-heksadien-3,4-diol (2) koji se dobija iz manitola®
(Shema 2.2.).
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Shema 2.2. (a) TBSCI, imidazol, DCM, rt, 87%; (b) Ti(OPr')s, L-(+)-DET, BultOOH, DCM; —30 °C, 28 d, 84%; (c)
akroil hlorid, DIPEA, DCM, 0 °C, 3 h, 92%; (d) BzOH, DIPEA, rt, 46 h, 53%; (e) Grubbs Il (10 mol%), fenol (50
mol%), toluen, 70 °C, 6 h, 75%; (f) TBAF, 5 min, Ac;0, THF; rt, 1 h, 66%.

Reakcijom sililovanja sa terc-butilsilil hloridom u dihlorometanu na sobnoj temperaturi uz
kori¢enje imidazola kao baze, diol 2 je preveden u odgovarajuci silil etar 3. Monosililni derivat 3 je
potom epoksidovan sa L-(+)-DET, titanijum izopropoksidom i terc-butilperoksidom u
dihlorometanu na niskoj temperaturi tokom 28 dana pri ¢emu je dobijen epoksid 4 u prinosu od
84%. Reakcijom 4 sa akroil hloridom i DIPEA u dihlorometanu na 0 °C tokom 3 h, dobija se
akrilatni estar 5 u prinosu od 92%. Reakcijom akrilata 5 sa BzOH u DIPEA na sobnoj temperaturi
tokom 46 h se dobija benzoatni estar 6 u prinosu od 53%. Primenom Grubbs-ovog katalizatora Il
generacije i fenola, u toluenu na temperaturi od 70 °C, dolazi do zatvaranja prstena u jedinjenju 6
pri cemu se dobija laktonsko jedinjenje 7 u prinosu od 75%. Nakon uklanjanja sililne zastite
kratkotrajnim dejstvom TBAF-a u tetrahidrofuranu uz naknadnu esterifikaciju slobodnih alkoholnih
grupa dodavanjem Ac2O na sobnoj temperaturi tokom 1 h, dobija se (—)-kleistenolid (1) u prinosu
od 66%. Konacni prinos prirodnoga proizvoda (—)-kleistenolida (1) koji je dobijen iz Sest sinteti¢kih
faza je bio 18%.
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Veoma efikasnu sintezu (—)-kleistenolida (1) tokom druge polovine 2010. godine, ostvarili su Cai et
al.® iz b-arabinoze (Shema 2.2.1.).
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Shema 2.2.1. (a) TBDMSCI, DMAP, Py, N2, 0 °C—rt 12 h, 92%; (b) MCMP, dioksan, N, rt 2 h—70 °C 5 h, 89%; (c)
Me>C(OMe),, PPTS, DCM, N, 0 °C—r1t 10 h, 87%; (d) LiOH, THF/H;O, rt, 5 h; ) TCBC, Py, 0 °C —1t 5 h, 90% iz
4; f) TBAF, 0.5 h, THF, Bz20, rt, 8 h, 84%; (g) PdCI,(CH3sCN)2, ag CH3CN, 65 °C, 24 h; (h) Ac20, Py, rt, 91% iz 8.
Primarna alkoholna funkcionalna grupa D-arabinoze (2) je selektivno sililovana dodavanjem
TBDMSCI i DMAP (0 °C—rt, 12 h) rastvoru jedinjenja 2 u piridinu, pri ¢emu je dobijen ocekivani
5-O-silil derivat 3 u prinosu od 92%. Jedinjenje 3 nakon Wittig-ove olefinacije sa ECMP-om u
dioksanu prvo na sobnoj temperaturi tokom 2 h, a potom uz zagrevanje na 70 °C tokom 5 h, daje E-
olefin 4 u prinosu od 89%. Uvodenje izopropilidenske zastitne grupe u jedinjenje 4 je izvedeno
dejstvom DMP-a u anhidrovanom dihlorometanu na 0 °C uz dodavanje kiselog katalizatora PPTS
na sobnoj temperaturi tokom 10 h, pri ¢emu je dobijen 1,3-trans-acetal 5 u prinosu od 87%. Bazna
hidroliza estra 5 ostvarena je dejstvom LiOH u aq THF na sobnoj temperaturi tokom 5 h, pri ¢emu
se dobija kiselina 6 koja nakon tretmana sa smesom TCBC/DCM u piridinu (0 °C—rt, 2 h), daje
cikli¢ni zasti¢eni lakton 7 u prinosu od 90% iz dve sinteticke faze. Dejstvom TBAF-a u THF na
sobnoj temperaturi uklanja se sililna zastita i uz naknadni tretman sa Bz»0, se dobija odgovarajuci
estar 8 u prinosu 84%. Uklanjanjem izopropilidenske zastitne grupe dejstvom PdCIl>(CH3CN)2 u aq
CH3CN na 65 °C u toku 24 h, dobija se intermedijerni diol koji naknadnim acetilovanjem smesom

Ac,0/Py daje (—)-kleistenolid (1) u prinosu od 91% iz dve sinteticke faze.

Ramesh i Meshram’ su po¢etkom 2011 godine ostvarili sledeéu sintezu prirodnog (—)-kleistenolida
(1) (Shema 2.2.2.).
D-(+)-Manitol je koristen kao polazno jedinjenje, koji se potom primenom poznatog postupka®®

prevodi u di-O-izopropilidenski derivat 2. Dejstvom BzCl i DMAP-a u piridinu (=78 °C—rt, 4 h),
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selektivno je esterifikovana primarna alkoholna grupa jedinjenja 2, pri ¢emu je dobijeno jedinjenje
3 u prinosu od 83%. Monol 3 je potom sililovan primenom TBDPSCI i imidazola (0 °C—rt), pri

¢emu je dobijen odgovarajuci sililni etar 4 u prinosu 86%.
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Shema 2.2.2. (a) ref.18, 34.5%; (b) Py, BzCl, DMAP, CH,Cl,,-78—20 °C, 4h, 83%; (c) TBDPSCI, imidazol, DCM, 0
°C—rt, 86%; (d) CuClx2H,0,CH1CN, 0 °C, 45 min, 99%; (e) PPhs-imidazol-I,, toluen, 110 °C, 4 h, 84%; (f) PPTS,
MeOH, rt, 86% ili CuCl,;x2H,0, CHsCN, rt, 20 h, 84%:; (g) TBSOTT, 2,6-lutidin, DCM, —78 °C, 85%; (h) akriloil
hlorid, DIPEA, DCM, 0 °C—rt, 81%; (i) Grubbs 11 (5 mol %), toluen, 110 °C, 4 h, 68%; (j) TBAF, THF, Ac.0, 62%.

Hidroliticko uklanjanje terminalne izopropilidenske zastite jedinjenja 4 je selektivno ostvareno
dejstvom CuCl>x2H>0 (0 °C, 45 min) u CH3CN, pri ¢emu nastaje diol 5 u prinosu 99%. Garegg-
ovom reakcijom jedinjenje 5 je prevedeno u terminalni olefin 6 (84%), dejstvom PhsP, imidazola i
joda u kljucalom toluenu u toku 4 h. lzopropilidenski derivat 6 je potom preveden u diol 7 (86%)
dejstvom PPTS u metanolu, na sobnoj temperaturi ili sa CuCIx2H>O u dihlorometanu na sobnoj
temperaturi tokom 20 h u prinosu od 84%. Primenom TBSOTTf i 2,6-lutidina na niskoj temperaturi u
DCM, uradeno je selektivno sililovanje alilne alkoholne grupe pri ¢emu je dobijen alkohol 8 u
prinosu od 85%. Esterifikacija alkohola 8 sa akrioil hloridom i DIPEA u dihlorometanu (0 °C—rt)
daje 9 u prinosu od 81%. Primenom Grubbs Il katalizatora (5 mol%) u toluenu na 110 °C tokom 4
h, jedinjenje 9 je prevedeno u J-lakton 10 u prinosu od 68%. Totalno uklanjanje svih sililnih

zaStitnih grupa uz naknadno acetilovanje intermedijerno nastalog diola je ostvareno dejstvom
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TBAF-a u THF i tretiranjem sa Ac20 na sobnoj temperaturi, pri cemu se dobija finalno jedinjenje 1

u prinosu od 62%. Finalni prinos (—)-kleistenolida (1) je bio 12.4% iz devet sintetickih faza.

Sledeca sinteza iz komercijalnog diacetonida D-(+)-manitola je ostvarena od strane Subba Reddy et
al.8 iste godine (Shema 2.2.3.).
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Shema 2.2.3. (a) Ref 25, 75%; (b) Zn, alil bromid, THF, ag NH.CI, 6 h, 90%; (c) DIPEA, MOMCI, DCM, 0 °C, 2 h,
92%; (d) OsO4, NMO, aq MezCO, rt, 4 h, potom NalOu, rt, 2 h, 92%; (e) D-prolin, nitrozobenzen, DCM, —10 °C, 1 h,
91%, potom NaBH., MeOH, 0.5 h, 70%; (f) TBSCI, imidazol, DCM, rt, 1 h, 91% potom BnBr, NaH, TBAI, THF, 0
°C—rt 2 h, 88%; (g) TBAF, THF, 0 °C—rtt, 85%; (h) IBX, DMSO/DCM, rt, 3 h, 90%, zatim NaH,
(CF3CH.0),P(0)CH,CO,CHs, THF, 75%; (i) CeClzx7H,0, CHsCN, refluks, 12 h, 65%; (j) TiCls, DCM, 0 °C—r1t 0.5
h, 75%; (k) BzCl, EtsN, DMAP, 4 h, 92%; (I) Ac20, EtsN, DMAP, 24 h, 88%.

Primenom poznatog postupka?’ D-(+)-manitol je preveden u (R)-gliceraldehid acetonid (2) koji
potom u reakciji sa Zn i alil bromidom u smesi THF-a i zasi¢enog rastvora NH4Cl tokom 6 h, daje
anti-homoalilni alkohol 3 u prinosu od 90%. Eterifikacijom sekundarnog alkohola 3 dejstvom
MOMCI i DIPEA u dihlorometanu (0 °C, 2 h), dobija se odgovarajuci etar 4 u prinosu od 92%.
Sharpless-ovom asimetri¢nom dihidroksilacijom etra 4 sa OsO4/NMO u ag Me>CO tokom 4 h na
sobnoj temperaturi, dobija se intermedijerni diol koji je bez izolacije oksidovan sa NalOa (rt, 2 h),
pri ¢emu se dobija aldehid 5 u prinosu od 92%. Metodom «-amino oksidacije aldehida sa
nitrozobenzenom i D-prolinom u DMSO na niskoj temperaturi uz naknadno dodavanje NaBHs u

MeOH, dobijen je diol 6 u prinosu od 70%. Primarna alkoholna grupa diola 6 je selektivho
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zaStic¢ena dejstvom TBSCIl u DCM i imidazolom kao bazom, dok je nastali intermedijerni silil etar
tretiran sa BnBr, (NaH, TBAI) u tetrahidrofuranu (0 °C—rtt, 2 h), pri ¢emu nastaje benzilovani etar
7 u prinosu od 88%. Dejstvom TBAF-a u tetrahidrofuranu (0 °C—rt) na jedinjenje 7, uklonjena je
sililna zastitna grupa pri ¢emu se dobija odgovarajuci alkohol 8 u prinosu od 85%. Oksidacijom
alkohola 8 sa IBX u smesi DMSO/DCM tokom 3 h na sobnoj temperaturi, nastaje intermedijerni
aldehid 8a (nije prikazan na shemi), koji se Horner—Wadsworth—Emmons-ovom (HWE) reakcijom
sa (CF3CH20).P(O)CH2CO2CH3 u tetrahidrofuranu, u prisustvu NaH, prevodi u Z-olefin 9 u
prinosu od 75%. Jednopoteznom reakcijom jedinjenja 9 sa CeCl3x7H20 u acetonitrilu (refluks, 12
h), uklanja se izopropilidenska i MOM etarska zaStitna grupa uz laktonizaciju jedinjenja 9, pri ¢emu
se dobija lakton 10 u prinosu od 65%. Dejstvom TiCls u dihlorometanu lakton 10 je debenzilovan,
pri ¢emu je dobijen triol 11 u prinosu od 75%. Selektivnom esterifikacijom primarne alkoholne
grupe sa BzCl (jedinjenje 12, 92%) i naknadnim acetilovanjem preostalih alkoholnih grupa sa Ac20
i (EtsN, DMAP) na sobnoj temperaturi, dobijen je finalni (—)-kleistenolid (1) u prinosu od 88%.
Konaéni prinos (—)-kleistenolida (1) koji je dobijen iz deset sintetickih faza je bio 10%.

Iste 2011. godine, Babu et al.® su sintetizovali (—)-kleistenolid (1), a kao polazno jedinjenje je

posluzila D-(—)-askorbinska kiselina (Shema 2.2.4.).

Poznatom metodom D-(—)-askorbinska kiselina je prvo prevedena literaturno opisanim primerom u
poznati o-hidroksi estar 228, Sekundarna slobodna alkoholna grupa je zastiéena u obliku
odgovarajuceg terc-butilsilil etra, dejstvom TBSCI i imidazola u dihlorometanu na sobnoj
temperaturi tokom 2 h, pri ¢emu nastaje sililni etar 3 u prinosu od 94%. Metil estar etra 3 je
selektivno redukovan do intermedijernog aldehida sa DIBALH-om u dihlorometanu na niskoj
temperaturi (—78 °C) tokom 0.5 h, koji nije izolovan ve¢ je odmah dalje tretiran sa vinil
magnezijum bromidom (0 °C—rt, 3 h), pri ¢emu je dobijen alilni alkohol 4 u prinosu od 73%.
Alilni alkohol 4 je oksidovan dejstvom IBX-a u DMSO na sobnoj temperaturi tokom 3 h, pri ¢emu
je dobijen keto derivat 5 u prinosu od 96%. Selektivnom redukcijom ketona 5 sa K-selektridom na
niskoj temperaturi (=78 °C, 6 h——40 °C) u toluenu, nastaje alilni alkohol 6 u visokom prinosu od
91%. Alilni alkohol 6 je preveden u odgovarajuci benzil etar 7 u prinosu od 84%, dejstvom PNBBr
i NaH-a u anhidrovanom tetrahidrofuranu na sobnoj temperaturi tokom 2 h. Dejstvom TBAF-a u
tetrahidrofuranu na sobnoj temperaturi u toku 2 h, uklonjena je sililna zastita iz 7, a kao proizvod je
dobijen sekundarni alkohol 8 u prinosu od 96%. Esterifikacijom alkohola 8 sa akriloil hloridom i
EtsN (0 °C—rt, 4 h) u dihlorometanu, dobijen je dien 9 (86%). Izopropilidenska zastita iz jedinjenja
9 je uklonjena sa Dowex-50 (H*) u metanolu na sobnoj temperaturi, dajué¢i diol 10 u prinosu od

95%. Selektivnim benzoilovanjem sa BzCl (0 °C, 3 h) i naknadnim acetilovanjem Ac;0 (0 °C—rt,
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12 h) u smesi dihlorometana i piridina, diol 10 je preveden u estarski derivat 11 sa prinosom od
85%. Dejstvom Grubbs Il katalizatora (5 mol%) u klju¢alom dihlorometanu u toku 24 h ostvareno
je zatvaranje prstena u jedinjenju 11, pri ¢emu se dobija lakton 12 u prinosu od 69%. Preostala
zaStitna grupa (PMB) u jedinjenju 12 je uklonjena dejstvom DDQ-a u puferisanom dihlorometanu

tokom 1 h, pri ¢emu se dobija alkohol 13 u prinosu od 88%.
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Shema 2.2.4. (a) Ref 26, 81%; (b) TBSCI, imidazol, DCM, 2 h, rt, 94%; (c) DIBALH, DCM, —78 °C, 0.5 h, potom
vinil magnezijum bromid, 0 °C—rt, 3 h, 73%; (d) IBX, DMSO, rt, 3 h, 96%; (e) K-Selektrid, toluen, =78 °C, 6 h
——40 °C, 91%; (f) PMBBr, NaH, THF, rt, 1 h, 84%; (g) TBAF, THF, rt, 2 h, 96%; (h) akriloil hlorid, EtsN, DMAP,
rt, 4 h, 86%; (i) DOWEX-50 (H+), MeOH, rt, 6 h, 95%; (j) piridin, BzCl, Ac,0O, DCM, 0 °C, 3 h—rt, 12 h, 85%;(k)
Grubbs 11 katalizator (5mol%), DCM, refluks, 12 h, 69%; (I) DDQ, fosfatni pufer, DCM (9:1), rt, 2 h, 88%; (f) Acz0,
piridin, DCM, rt, 2 h, 89%.

Doacetilovanje alkohola 13 sa Ac2O u smesi dihlorometana i piridina (0 °C—rt, 4 h) daje (-)-
kleistenolid (1) u prinosu od 90%. Konacni prinos prirodnoga proizvoda (—)-kleistenolida (1) koji je

dobijen iz dvanaest sintetickih faza je bio 18%.
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Tokom 2011. godine, Venkateswarlu et al.'° su publikovali novu sintezu (—)-Kleistenolida (1) iz D-
(+)-manitola (Shema 2.2.5.).
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Shema 2.2.5. (a) Me.C(OMe),, DMSO, TsOH, 6 h, rt, 79%; (b) EtsN, BzCl, DCM, 50 °C, 6 h, 91%; (c) HslOs, Et,0,
rt, 6 h, NaHCOs3, potom ‘BuOK, PhsPCH3Br, THF, —10 °C, 4 h, 71%; (d) K.COs, MeOH, rt, 3 h, 91%; (e) EtsSiCl,
imidazol, DMAP, DCM/DMF 1:1, =78 °C, 1 h, 90%; (f) akriloil hlorid, EtsN, DCM, rt, 4 h, 84%; (g) Dowex-50 (H*),
MeOH, rt, 6 h, 94%; (h) BzCl, piridin, Ac;0, 0 °C—rt, 7 h, 85%; (i) Grubbs 11 (5 mol %), DCM, refluks, 5 h, 85%.

Dejstvom DMP-a i p-TSA u DMSO, D-(+)-manitol je na sobnoj temperaturi preveden u diacetonid
2 (79%). Slobodne hidroksilne grupe diola 2 su benzoilovane dejstvom BzCl i trietilamina u DCM
uz zagrevanje na 50 °C tokom 6 h, pri ¢emu nastaje di-O-benzoil derivat 3 u prinosu od 91%.
Terminalna izopropilidenska grupa u jedinjenju 3 je potom oksidativno raskinuta dejstvom HslOg u
etru (0 °C—rt) tokom 6 h, a intermedijerno dobijeni aldehid se Wittig-ovom reakcijom
(PhsPCH3Br, 'BuOK) u THF na —10 °C prevodi u alken 4 (71%). Uklanjanje benzoatnih zaSitnih
grupa je uradeno baznom hidrolizom (K.COs/MeOH) na sobnoj temperaturi tokom 3 h, ¢ime je
jedinjenje 4 prevedeno u odgovarajuci diol 5 u prinosu od 91%. Alilna hidroksilna grupa diola 5 je
selektivno zasticena dejstvom EtzSiCl i imidazolom na —78 °C tokom 1 h u smesi DCM/DMF (1:1),
pri ¢emu se dobija mono-silil etar 6 u prinosu od 90%. Esterifikacijom sekundarnog alkohola 6 sa
akriloil hloridom i trietilaminom u DCM tokom 4 h na sobnoj temperaturi, nastaje odgovarajuci
akrilat 7 (84%). Uklanjanjem izopropilidenske i sililne grupe sa Dowex-50 (H*) u metanolu tokom 6

h na sobnoj temperaturi, nastaje triol 8 u prinosu od 94%. Selektivno benzoilovanje primarne
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alkoholne grupe i naknadno doacetilovanje sekundarnih alkoholnih grupa je postignuto sukcesivnim
dodavanjem BzCl i Ac20 rastvoru triola 8 u smesi DCM i piridina (0 °C—rt) tokom 7 h, pri ¢emu
nastaje estar 9 u prinosu od 85%. Laktonizacija jedinjenja 9 postignuta je upotrebom Grubbs Il
katalizatora na temperaturi refluksa u anh DCM tokom 5 h, a kao proizvod reakcije dobija se (—)-

kleistenolid (1) u prinosu od 85%.

Tokom 2012. godine, Kumar et. al.!! su takode sintetizovali (—)-kleistenolid (1), a kao polazno
jedinjenje upotrebljen je komercijalno dostupni (S,E)-etil-3(2,2-dimetil-1,3-dioksolan-4-il) akrilat

(2) koji se moze dobiti iz diacetonida D-manitola prema poznatom postupku?® (Shema 2.2.6.).

OH OH ﬁ\ o }L
HO\/'\;/Y\OH a O\)\A(OE,[ b O\)O\/VOH
OH OH =

D-Manitol 2 3

o ~° 6! o 4 §LO
Y M O\)\/\/C|
O\/\ OH
6 5 4

z O
o\/\ O\/\ o
7 8 9
i
OAc OAc
B20 R OAc OAc OAc OAc
6 | K BzO . R | ] BZOW
I 0 O~
(-)-Kleistenolid (1) 11 10

Shema 2.2.6. (a) Ref 27, 86%; (b) DIBALH, DCM, 0 °C, 3 h, 91%; (c) PPhs, CCls, NaHCOs, refluks, 6 h, 75%; (d)
AD-miks-B, CH3SO2NH,, NaHCO3, 'BUuOH/H,0, 0 °C, 24 h, zatim NaOH, THF, 0 °C—rt, 2 h, 79%; (e) alil bromid,
NaH, THF, 0 °C—rt, 3 h, 95%; (f) (CH3)sS* I, BuLi, —20 °C, 2 h, 94%); (g) Ac20, EtsN, DMAP, DCM, 0 °C—-rt, 1 h,
95%; (h) aq 60% AcOH, 0 °C—rt, 12 h, 90%; (i) Py, BzCl, DCM, 0 °C—rt, 4 h, potom Ac;0, 0 °C—rt, 4 h, 71%; (j)
Grubss 11, DCM, refluks, 0.5 h, 90%; (k) PCC, Py, DCM, refluks, 8 h, 72%.
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Estarski derivat 2 je sa DIBALH-om u DCM preveden u alilni alkohol 3 u prinosu od 91%.
Primenom Appel-ovog metoda, alkohol 3 u reakciji sa PhsP u CCls na temperaturi klju¢anja tokom
6 h, daje alil hlorid 4 u prinosu od 75%. Sharpless-ovom asimetri¢nom dihidroksilacijom, alil hlorid
4 je u prisustvu AD-miks-g dao intermedijerni diol koji je potom dalje tretiran sa NaOH u anh THF-
u, pri ¢emu se dobija epoksid 5 (79%). Eterifikacijom epoksida 5 sa alil bromidom i NaH u THF,
nastaje alilni etar 6 u prinosu od 95%. Alkilovanjem epoksida 6 sa dimetilsulfonijum metilidom
(MesSl, BuLi) na niskoj temperaturi (—20 °C) dobija se alilni alkohol 7 (94%). Nakon acetilovanja
slobodne alkoholne grupe sa Ac2O u prisustvu trietilamina i DMAP-a, jedinjenje 7 je prevedeno u
estar 8 (95%). Hidrolitickim uklanjanjem terminalne izopropilidenske zastitne grupe sa aq AcOH,
jedinjenje 8 je prevedeno u diol 9 (75%). Selektivnom zastitom primarne alkoholne grupe diola 9 sa
BzCl u smesi Py/DCM, nastaje intermedijerni monobenzoat koji se sukcesivno acetiluje sa Ac20,
pri ¢emu kao proizvod nastaje jedinjenje 10 u prinosu od 80%. Zatvaranjem di-olefinskog prstena
jedinjenja 10 sa Grubbs Il katalizatorom (5 mol %) u anh DCM na temperaturi klju¢anja tokom 0.5
h, dobija se jedinjenje 11 u prinosu od 90%. Nakon oksidacije jedinjenja 11 sa PCC u smesi
DCM/Py na temperaturi kljucanja tokom 8 h, nastaje finalni proizvod (—)-kleistenolid 1 u prinosu
od 72%.

Polazeéi od D-vinske Kiseline, Ghogare et al.*? su 2013. godine sintetisali prirodni (-)-kleistenolid
(1) (Shema 2.2.7.).

Nakon tretmana D-vinske kiseline (2) sa SOCl> u MeOH, dobijen je intermedijerni metil estar koji
je dalje reagovao sa dimetil acetalom benzaldehida u prisustvu p-TSA u klju¢alom cikloheksanu, pri
¢emu je nastao di-estar 3 u prinosu od 67%. Redukcijom di-estra 3 u prisustvu AIClz i LAH uz
refluks tokom 3 h, dobijen je triol 4 u prinosu od 70%. Acetalna zastita terminalne diolne funkcije
je uradena reakcijom sa 3-pentanonom u prisustvu kamfor sulfonske kiseline u THF uz refluks
tokom 4 h, pri ¢emu se dobija jedinjenje 5 u prinosu od 80%. Monobenzilni derivat 5 se oksiduje
Swern-ovom*®#! oksidacijom je intermedijerno dobijen aldehid, koji je potom tertiran sa metil
trifenil fosfonijum bromidom u prisustvu kalijum terc-butoksida u tetrahidrofuranu na 0 °C, pri
C¢emu se dobija olefin 6 u prinosu od 57%. Dihidroksilacija olefina 6 sa OsO4#/NMO u smesi
'BUOH/H,0 daje kao proizvod smesu diastereoizomernih diola 7 u prinosu od 96%. Nakon
tretiranja smese diola 7 sa BzCl i DMAP-om u DCM/Py, dobijena je smesa diastereocizomernih
alkohola 8 i 8a u odnosu 8:1. Proizvod 8 koji je dominantni proizvod (90%) je dalje tertiran sa p-
TSA u MeOH, pri ¢emu je dobijen benzoat 9 u prinosu od 90%. Selektivnom zastitom primarne
alkoholne grupe jedinjenja 9 sa TBDPSCI (imidazol/DMAP) u dihlorometanu na 0 °C tokom 1 h,

dobija se silil etar 10 u prinosu od 92%. Preostala diolna grupa jedinjenja 10, je zasticena dejstvom
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2,2-dimetoksipropana i p-TSA u acetonu na sobnoj temperaturi, pri ¢emu je dobijen potpuno
zaStiéen izopropilidenski benzoat 11 (86%). Deprotekcijom siline =zastite sa TBAF u

tetrahidrofuranu na 0 °C tokom 1 h, derivat 11 je preveden u alkohol 12 u prinosu od 90%.
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Shema 2.2.7. (a) SOCl,, MeOH, rt, 12 h, zatim dimetil acetal benzaldehida, p-TSA, cikloheksan, refluks, 6 h, 67%; (b)
LAH, AICIs, THF, =30 °C, refluks, 3 h, 70%; (c) 3-pentanon, CSA, THF, refluks, 4 h, 80%; (d) Swern-ova®3°
oksidacija, =78 °C, 2 h, potom PhsP*CH3Br-, '‘BuOK, THF, 0 °C, 1,5 h, 57%; () OsO4/NMO, 'BuOH/H,0, rt, 6 h,
96%; (f) BzCl, Py, DMAP, DCM, 0 °C, 0.5 h, 90%; (g) p-TSA, MeOH, rt, 0.5 h, 90%; (h) TBDPSCI, imidazol,
DMAP, DCM, 0 °C, 1 h, 92%; (i) DMP, aceton, p-TSA, rt, 1 h, 86%; (j) TBAF, THF, 0 °C—rt, 0.5 h, 90%; (k)
Swern-ova®3 oksidacija, =78 °C, 2 h, potom (FsCCH,0),P(0O)CH,CO,Me, NaH, THF, —78 °C, 1h, 90%; (I) Na,
NHs, =30 °C, 0.5 h, 85%; (m) TFA, DCM, 0 °C, 0.5 h, zatim Ac;0, Py, DMAP, DCM, 0 °C, 0.5 h, 70%.

Nakon Swern-ove oksidacije jedinjenja 12, dobijen je aldehid koji je u uslovima Still-Gernnari
olefinacije dao Z-olefin 13 u prinosu od 90%. Redukcijom po Birch-ovoj metodi (Na/NHz u THF-u
na —30 °C), uklonjena je benzilna zastita uz istovremenu ciklizaciju olefina 13, pri ¢emu je dobijen

lakton 14 u prinosu od 85%. Deprotekcijom izopropilidenske zastite jedinjenja 14 sa TFA, dobijen
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je intermedijerni diol koji nakon acetilovanja sa smesom Ac2O/Py (u prisustvu kataliti¢ke koli¢ine
DMAP) u DCM, daje (—)-kleistenolid (1) u prinosu od 70%.

Benedekovi¢ et al.'®* su 2016. godine publikovali dve nove sinteze (—)-kleistenolida (1),

koris¢enjem komercijalnog monoacetonida glukoze (2) kao polaznog jedinjenja (Shema 2.2.8.).

Selektivnom esterifikacijom primarne alkoholne grupe monoacetonida D-glukoze (2) sa BzCl i
piridinom u DCM na sobnoj temperaturi tokom 4 h, dobijen je 6-O-benzoilni estar 3 u prinosu od
75%. Acetilovanjem preostalih alkoholnih grupa jedinjenja 3 sa smesom Ac2O/Py u DCM, dobijen

je triestar 4 sa prinosom od 98%. Uklanjanjem izopopilidenske grupe pri hidrolitickim uslovima sa
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Shema 2.2.8. (a) BzCl, 1:1 DCM/Py, rt, 4 h, 75%; (b) Ac20, 1:1 DCM/Py, rt, 20 h, 98%; (c) ag 90% TFA, DCM, 0 °C
—r1t 2 h, 84%; (d) Hs10g, aq EtOAc, 0 °C —rt 4.5 h; () MCMP, EtsN, MeOH, N2, 0°C, 2,5 h, 6, 4% i 1, 10% iz 5; (f)
(CF3CH20),P(0)CH,CO,Me, NaH, THF, Ar, —10°C, 3 h, 6,25% i 1, 13% iz 5; (g) p-TSAxH,0, aq Py, rt, 5 d, 64%.

aq TFA u DCM (0 °C, 0.5 h—rt, 2 h), dobijen je laktol 5 u prinosu od 84%. Perjodnim
oksidativnim raskidanjem 1,2-diola u laktolu 5 sa HslOs u ag EtOAc (0 °C, 0.5 h—rt, 4.5 h),
dobijen je intermedijerni aldehid 5a koji Z-selektivnom Wittig-ovom reakcijom sa stabilizovanim
fosforanom PhsP=CH>CO.Me (MCMP) u prisustvu EtsN, u aps MeOH, daje formilovani olefin 6 u
prinosu od 4%, kao i finalni proizvod sinteze (—)-kleistenolid (1) u prinosu od 10%.

Efikasniji nacin dobijanja finalnog 1 je postignuto Horner-Wadsworth-Emmons-ovom reakcijom sa
(CF3CH20)2P(0)CH2CO2Me u THF na niskoj temperaturi (—10 °C) tokom 3 h na intermedijerni
aldehid 5a, pri ¢emu se dobija Z-olefin 6 u prinosu od 25% i 1 13%. Formilovani Z-olefin 6 se
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prevodi u finalni (—)-kleistenolid (1), dejstvom p-TSAXH>O u vodenom piridinu na sobnoj
temperaturi tokom 5 dana u prinosu od 64%.

Veoma efikasna sinteza prirodnog proizvoda 1 (Shema 2.2.9.) opisana je u istom radu, a kao
polazno jedinjenje je bio koris¢en monoacetonid D-glukoze (2), koji je prvo preveden u
odgovarajuci tri-O-benzil etar 3 dejstvom BnBr i NaH u DMF-u (0 °C, 0.5 h—rt, 2 h), pri ¢emu je
dobijeno jedinjenje 3 u prinosu od 97%. Nakon hidrolitickog uklanjanja izopropilidenske zastitne
grupe iz jedinjenja 3 sa 50% aq TFA na sobnoj temperaturi tokom 18 h, dobijen je laktol 4 u
prinosu od 83%. Perjodnom oksidacijom (HslOs u agq EtOAc, rt, 3 h), dobijen je intermedijerni
aldehid 4a koji Z-selektivnom Wittig-ovom reakcijom sa MCMP, u aps MeOH (0 °C, 1 h—rt, 22
h), daje (Z)-enoat 5 u visokom prinosu od 84%. Ciklizacijom (Z)-enoata 5 sa p-TSAxH>0O u DCM
na sobnoj temperaturi tokom 96 h, dobijen je piranon 6 u prinosu od 94%. Totalnim
debenzilovanjem jedinjenja 6 sa FeClz u anh DCM na sobnoj temperaturi tokom 24 h, piranon 6 je
preveden u triol 7 u prinosu od 64%. Zavrsne faze sinteze su uradene ,,0one pot” metodom, gde je
sukcesivnim dodavanjem BzCl i Ac2O u smesi DCM/Py na sobnoj temperaturi kao finalni proizvod
dobijen (—)-kleistenolid (1) u prinosu od 81%.

R
o o ) BnO o OH
xS ile} s OH (o}
/O ’/O
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RO BnO H
2R=H a 4 4a
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Shema 2.2.9. (a) BnBr, NaH, DMF, 0 °C 0,5 h—rt 2 h, 97%; (b) 50% aq TFA, rt, 18 h, 83%; (c) Hs10s, aq EtOAC, rt,
3 h; (d) MCMP, MeOH, 0 °C 1 h—rt 22 h, 84%; (e) p-TSAxH,0, DCM, rt, 96 h, 94%; (f) FeCls, DCM, rt, 24 h,
64%; (g) BzCl, Py, DCM, rt, 4 h, zatim Ac0, rt, 20 h, 81%.

Potom su novu sintezu (—)-kleistenolida (1) ostvarili Reddy et al.}* 2016. godine, gde je kao

polazno jedinjenje upotrebljen diacetonid D-glukoze (2) (Shema 2.2.10.).

Polazni diacetonid D-glukoze (2) je zagrevanjem (60 °C) sa ag AcOH tokom 6 h, preveden u
monoacetonid D-glukoze 3 u prinosu od 85%. Selektino benzoilovanje samo primarne alkoholne
grupe triola 3 je uradeno sa Bu,SnO u aps MeOH tokom 10 h i naknadnim tretiranjem sa BzCl i

DMAP-om u dioksanu tokom 16 h, pri ¢emu je triol 3 je preveden u 6-O-benzoat 4 u prinosu od
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72%. Monobenzoat 4 je potom doacetilovan sa Ac2O u smesi DCM/Py (0 °C—rt, 2 h), pri ¢emu je
dobijen diacetat 5 u prinosu od 92%. Uklanjanje izopropilidenske zastite kiselom hidrolizom (66%
aq TFA, rt, 3 h), estar 5 je dao ocekivani laktol 6 u prinosu od 95%. Oksidativnim raskidanjem
diolnog laktola 6 sa NalO4 u 90% vodenom acetonu na 0 °C tokom 0.5 h, dobijen je intermedijerni
aldehid 6a koji je potom HWE reakcijom sa MeO>CCH2P(O)(OCH.CFs). na niskoj temperaturi
(=78 °C) tokom 2 h, direktno dao finalni proizvod (—)-kleistenolid (1) u prinosu od 82%.
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Shema 2.2.10. (a) 60% ag AcOH, 60 °C, 6 h, 85%; (b) Bu,SnO, MeOH, refluks, 10 h, zatim BzCl, dioksan, rt, 16 h,
72%; (c) Ac.0, Py, DCM, 0 °C—rt, 2 h, 92%; (d) aq TFA, 95%; (e) NalOs, 90% aq Me,CO, rt, 0.5 h; (f)
MeO,CCHP(O)(OCH.CFs),, NaH, THF, —78 °C, 2 h, 82%.

Sledeca publikacija sinteze (—)-kleistenolida (1) je iz nade istrazivacke grupe Benedekovié¢ et al.’®

2020. godine, a kao polazno jedinjenje upotrebljen je monoacetonid D-glukoze (2, Shema 2.2.11.).
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Shema 2.2.11. (a) i (b) Ref. 13, 80.5% iz 2 koraka; (c) HslOs, EtOAC, H20, rt, 2 h; (d) PhsP=CHCO,Me, MeOH, 0 °C,
1 h, potom rt, 22 h, 92% iz 4; (e) TsOH, CHClIy, rt, 96 h, 94%; (f) FeCls, BzOH, Bz,0, rt, 24 h, potom AcBr, rt, 2 h,
96%.
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Sinteza prirodnog proizvoda 1 je bila veoma efikasna modifikacija prethodno publikovane®® sinteze
(Shema 2.2.9.) iz 2016. godine.

Poznatom procedurom®® monoacetonid D-glukoze (2) je preveden u laktol 4 u prinosu od 80.5%.
Perjodnom oksidacijom (HslOs u aq EtOAc, sobna temperatura, 2 h), dobijen je intermedijerni
aldehid 4a koji je Z-selektivnom Wittig-ovom reakcijom sa MCMP, u aps MeOH (0 °C, 1 h—rt, 22
h), dao (Z)-enoat 5 u visokom prinosu od 92%. Ciklizacijom (Z)-enoata 5 sa p-TSAxH,O u DCM

na sobnoj temperaturi tokom 96 h, dobijen je piranon 6 u prinosu od 94%.

Primenom ,.one pot” metode izvrSeno je selektivno debenzilovanje uz simultano acilovanje
pogodnim supstratom jedinjenja 6 sa FeCls kao katalizatorom u anh DCM na sobnoj temperaturi
tokom 24 h sa (BzOH, Bz20), a potom sa AcBr (2h), pri ¢emu je dobijeno jedinjenjea 1 u visokom
prinosu od 96%. Prirodni proizvod (—)-kleistenolid (1) je ovom sintezom dobijen u Sest sintetickih

faza sa kona¢nim prinosom od 67%.

Grupa indijskih autoral® je 2014. godine publikovala do sada jedinu diastereoselektivnu sintezu
jednoga od epimera (—)-kleistenolida (1), a to je (—)-6-epi-kleistenolida (a) po heterocikli¢noj
nomenkaturi, odnosno (—)-5-epi-kleistenolida (b) po monosaharidnoj nomenkaturi koja se

upotrebljava i u pisanju ove doktorske disertacije (Shema 2.2.12.).

o) o}
N — 270
|51, 8 = |, 17
4" OBz 35 0Bz

OAc OAc OAc OAc

a b

Shema 2.2.12. (a) Heterocikli¢na nomenkatura; (b) Monosaharidna nomenkatura.

Sinteza zapocinje (Shema 2.2.13.) benzoilovanjem (BzCl, Py, DCM, 0 °C, 1 h—rt, 3.5 h)
komercijalno dostupnog furilalil alkohola 2 pri ¢emu se dobija estar 3 u prinosu od 98%. Alilni
benzoat 3 je potom podvrgnut Upjohn dihidroksilaciji (OsOs, NMO, 0 °C—rt, 12 h) u smesi tri
rastvara¢a MeCN/THF/H20 (4:2:1) daju¢i furanski diol (£)-4 u prinosu od 88%.

U uslovima standardne Achmatowicz reakcije (NBS, NaOAc, NaHCOs, THF/H20 (4:1), 0 °C, 2 h),
jedinjenje (£)-4 je bilo prevedeno u dihidropiranon (£)-5 u prinosu 95%. Hemoselektivnom Fieser-
ovom oksidacijom jedinjenja (x)-5 sa CrOz u sircetnoj kiselini na sobnoj temperaturi tokom 0.5 h i
potom redukcijom sa NaBHjs (i-PrOH,—20 °C, 5 h) dobijen je diol (£)-6 u prinosu od 76%. Dobijeni
diol (£)-6 je zatim totalno acetilovan sa Ac2O u piridinu na sobnoj temperaturi tokom 3 h, pri ¢emu
je dobijen finalni (x)-5-epi-kleistenolid (1b) kao diastereoselektivna smesa u prinosu od 97%.
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(0] O OH

b
\ a \ _
7\ — 7\ o / OBz
OH OBz \ OH
2 3 ()-4
C‘
Q o OH
(9 —— 3 - &
Y OBz Y OBz OBz
OAc OAc OH OH O OH
(£)-5-epi-Kleistenolid (1b) (£)-6 (£)-5

Shema 2.2.13. () BzCI, Py, DCM , 0 °C, lh—tt, 3 h, 98%; (b) OsOs, NMO, MeCN/THF/H,0 (4:2:1), 0 °C—rtt, 12 h,
88%; (c) NBS, NaOAc, NaHCOs, THF/H;0 (4:1), 0 °C, 2 h, 95%; (d) CrOs, AcOH, rt, 0.5 h potom iPrOH, NaBHj,
—20 °C, 5h, 76%); (e) Acz0, Py, rt, 3 h, 97%.

Nakon hemoenzimskog razdvajanja 1,3-diola (x)-6 sa lipazom PS ,,Amano” kroz transesterifikaciju
sa vinil acetatom, dobijena su dva lako razdvojiva monoacilovana proizvoda (—)-7 (23%) i (+)-8
(20%). Doacetilovanje preostale slobodne alkoholne funkcije u 7 i 8 je uradeno sa Ac2O u piridinu
na sobnoj temperaturi tokom 3h, pri ¢emu je dobijen finalni (—)-5-epi-kleistenolid (1a) u prinosu od

98% (Shema 2.2.14.).

o)

| o)

Y OBz
0 OAc OH X 0

a

9 . ()7 9
Y OBz Y OBz
OH OH o /b« OAc OAc
()6 | o (-)-5-epi-Kleistenolid (1a)

Y OBz

OH OAc

(+)-8

Shema 2.2.14. Hemoenzimatska sinteza (—)-5-epi-kleistenolida (1a) (a) Lipaza PS *>’Amano’’ SD, aceton/benzen/n-
heksan (1:1:2), vinil acetat, rt, 7 d, 23% za 7 i 20% za 8; (b) Ac20, Py, rt, 3 h, 98%.

Prethodno diskutovani autori su ostvarili diastereoselektivnu sintezu (—)-5-epi-kleistenolida (1a), a
mi smo si dali zadatak da u ovaj disertaciji osmislimo i jednu jednostavnu stereoseletivnu sintezu
istoga epimera u cilju poredenja njegove bioloSke aktivnosti sa prirodnim proizvodom (-)-
kleistenolid (1) i to ¢e biti prezentovano u poglavlju ,,Nasi radovi”.

Zbog planiranih detaljnijih bioloskih ispitivanja (—)-kleistenolida (1) i njegovih analoga jedan od
ciljeva je bio da se osmisle §to jednostavnije, efikasnije i ekonomicnije sinteze prirodnog proizvoda

1. Nasa istrazivatka grupa je tokom 2015. godine pre samog pocetka rada na sintezi (—)-

kleistenolida (1) i njegovih analoga, prvo pristupila analizi svih prethodno objavljenih radova, kako
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U smislu broja primenjenih sintetickih faza, koriS¢enog polaznog materijala, ali i postignutog
ukupnog prinosa finalnog proizvoda 1. Rezultati ove analize su sumirani u radu master radu
Besker®” za period do 2016. godine. Zatim su ti rezultati dopunjeni za potrebe rada na ovoj
doktorskoj disertaciji novim rezultatima kako naSe istrazivacke grupe, tako i stranih nau¢nika za
period 2016-2022. godine. Upotrebljenim sveobuhvatnim pristupom, postigli smo da ova doktorska
disertacija ima formu svojevrsnog pregleda svega postignutog na polju sinteza prirodnog proizvoda
(—)-kleistenolida (1) i nekog od njegovih analoga. Kompletni pregled do sada ostvarenih sinteza 1 je
dat u Tabeli 2.1.. Postignuti vrhunski rezultati pojedinih autora (2 i 10; Tabela 2.1.) do 2016. godine
su predstavljali svojevrsni izazov da postignemo §to bolje rezultate Sto smo na kraju i uspeli tokom
2020. godine®®. Zbog preglednosti i celovitosti prikaza na jednom mestu, uneti su i rezultati

publikacija koje su proizasle iz ovoga rada (Tabela 2.1.).

Nakon izvrSene i1 prethodno diskutovane analize svih postignutih rezultata na polju sinteze
prirodnog proizvoda (—)-kleistenolida (1), moglo je da se pristupi ostvarenju planiranih ciljeva ove
teze u smislu sinteze odgovaraju¢ih C-4, C-5 i C-6 analoga i ispitivanju njihove antiprolifirativne i

antimikrobne aktivnosti, $to je prikazano detaljno u poglavlju ,,Nasi radovi”.
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Tabela 2.1. Prikaz polaznih jedinjenja, broja sinteti¢kih faza i finalnih prinosa do sada ostvarenih sinteza prirodnog

proizvoda (—)-kleistenolida (1).

Publikovano Publikovani Stvarni broj

Stvarno polazno .. cvre ., v e Publikovani Stvarni
R.Br. Referenca _po_la_znq jedinjenje broj sintetickih sinteti¢kih prinos prinos
jedinjenje faza faza
Schmidt et al. J. Org. (R,R)-1,5- Komercijalni o o
L Chem. 2010, 5, 2389. heksadien-3,4-diol D-manitol 6 9 18% 6.6%
Chao et al. J. Org. Komercijalna _ o o
2| Chem.2010,75,5754. |  D-arabinoza 8 8 49% 25%
Ramesh et al.
3. Tetrahedron Lett. 9 10 12.4% 4.3%
2011, 52, 2443;
Babu et al. Helv. Komerciialni
4, Chim. Acta 2011, 94, p 9 9 23% 23%
. D-manitol
2215;
Reddy et al. Klozn? 5e rgl{)&:lsnl
5. Tetrahedron Lett. 131c.et'oni q 10 11 10% 10%%
2011, 52, 2306. bomanitola
(R)-Etil-2- Komercijalna
Babu et al. (hidroksi)-((R)- iy (_)J_
6. Tetrahedron 2011, 67, 2,2-dimetil 1,3- . - 12 13 18% 14.7%
. . izoaskorbinska
3815. dioksolan-4-il) Kiselina
acetat
Komercijalni
Kumar et al. (S,E)-etil-3 (2,2-
7. Tetrahedron Lett. dimetil-1,3- — 10 10 19% 19%
2012, 53, 1823. dioksolan-4-il)
akrilat

Ghogare et al. Komercijalna

8. Tetrahedron Lett. b-tartarna Kiselina — 17 17 7.9% 7.9%
2013, 54, 5674.

Benedekovi¢ et al. Komercijalni . . . o i
9. | Bioorg. Med. Chem. monoacetonid - Duesinteze 01 | Dvesimteze® | 17003306 | 10201
Lett. 2016, 26, 3318. D-glukoze 0
$:tdr g%:(;raolﬁ' Komercijalni
N i i — 0, 0,
10. Asymmetry 2016, 27, g'?ﬁitfgz'g 6 6 42.5% 41%
788 g
oreneosator | Komeri
11. Pe - monoacetonid — 6 6 66% 66%
Medicinal Chemistry. b-glukoze
2020, 202, 112597. 9
Benedekovi¢ et al. Komercijalni . . . o i
12. Bioorganic Chemistry, diacetonid — Dve sm7teze 9i Dve si|n7teze 9 17.4% i 44% 1120//0 !
2021, 106, 104491. D-glukoze 0
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3 NASI RADOVI
3.1 Strategija sinteze i izbor polaznog materijala

Kao $to je u uvodnom delu navedeno, strategija sinteze (—)-kleistenolida (1) je zasnovana na
konceptu hiralnih templata,* koji podrazumeva uspostavljanje stereohemijskih korelacija izmedu
ciljnog molekula (-)-kleistenolida i pogodnog pristupa¢nog hiralnog molekula — potencijalnog
polaznog jedinjenja (hiralni prekursor). Da bi ispunili pomenute ciljeve doktorske disertacije iz
uvodnog dela, morali smo smisliti dva retrosinteticka plana, prvi koji bi pruzio mogucnost sinteze
C-4 analoga i drugi koji bi bio optimalan za dobijanje C-6 analoga prirodnog proizvoda (—)-
kleistenolida. Analizom naseg prethodnog rada, 3" dosli smo do saznanja da poznati retrosinteticki
plan moze biti iskori$¢en za sintezu C-4 analoga uz izvesne manje izmene. Retrosinteticka analiza
(—)-kleistenolida (1) i njegovih C-4 analoga, pomocu koje su njihove strukture Korelisane sa
strukturom komercijalno dostupnog diacetonida D-glukoze, prikazana je na Shemi 3.1..

; 0 0 0
BzO 0 Ty BzO 0 T2 BzO 0
\8 5 1/ 5 — \ p  — \ p
Y A (F&) AcO (F&h AcO
RO HO BnO
R = Ac = (-)-Kleistenolid (1) Hiralni sinton | Hiralni sinton 1l

R = Farmakofora = C-4 analog

Tgﬂ (FGI)

a 0 BzO—6 , OH \
. 4,0 1
%;‘\\p"'o Ts Ac;\s\p...o Ty Bzo/% 2
., —— 3. = :
HO 'O)< (FGI) 2 /O)< (ST-D) OAc OBn ('1302Me

BnO

Diacetonid D-Glukoze Pocetni ntermedijer IV Hiralni intermedijer
1]

Shema 3.1. Retrosinteti¢ka analiza (-)-kleistenolida i njegovih C-4 analoga

U saglasnosti sa uobi¢ajnom metodologijom retrosinteze, iz strukture (—)-kleistenolida (1) su
postepeno uklanjani pojedini strukturni fragmenti bez promene njegove inherentne stereohemije.*
Prva faza retrosinteze (T1) predstavlja transform za interkonverziju funkcionalnih grupa (FGI)?®
koja je vodila do hiralnog sintona | sa slobodnom alkoholnom grupom na C-4 i sacuvanom

konfiguracijom Cs—C7 hiralnog segmenta. Primenom sledeCeg transforma za interkonverziju
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funkcionalnih grupa (T2) struktura I je korelisana sa pogodno zasti¢enim hiralnim sintonom 11 uz
ocuvanje svih hiralnih centara intermedijera I. Pri tome je pretpostavljeno da se zastitna grupa na C-
promene stereohemije hiralnog centra laktona I, analogno postoje¢im primerima koji su ranije
opisani u dostupnoj literaturi.® Primenom sledeceg transforma za interkonverziju funkcionalnih
grupa (T3), struktura 11 je korelisana sa acikli¢nim parcijano zasti¢enim a,f-nezasi¢enim Z-olefinom
I11 uz o¢uvanje svih hiralnih centara intermedijera Il. Struktura I11 je zatim korelisana sa pogodno
zasticenom glukofuranozom IV pomocu transforma (Ts) za diskonekciju stereocentara (ST-D).
Odgovarajuci sinteticki korak predstavlja klju¢nu fazu sinteze, dok je pretpostavljeno da se ona
moze realizovati Z-selektivnom?®3® Wittig-ovom reakcijom sa stabilizovanim ilidom, MCMP-om u
metanolu na intermedijerno dobijeni aldehid koji je dobijen iz prethodno izolovanog hiralnog
intermedijera 1V. Primenom pojednostavljujuceg transforma (Ts) za interkonverziju funkcionalnih

grupa, struktura IV je dalje korelisana sa istom od diacetonida D-glukoze.

Retrosinteticka analiza za C-6 analoge (—)-kleistenolida (1) pomocu koje je njihova struktura
korelisana sa istom kod komercijalno dostupnog mono ili diacetonida D-glukoze, prikazana je na
Shemi 3.1.1..

Ty Ts BnO
FGI
(FGI) (FGI) Bn
BnO BnO
C-6 analozi (-)-kleistenolida (1) Hiralni sinton | Hiralni sinton I

R = Farmakofora; Ry = Bn ili Ac;
R, = Bnili Ac

T3 H(FG|)

RO BnO—®
S o 10 T5 N 4,04 OH T4 7 T 8
RO / )( ¢ BnO'S = BnoNf/H/\z
wo o (FGI) 2 "OH (ST-D) OBn OBn COMe

BnO

R=IpiliH
Mono ili diacetonid D-Glukoze Pocetni ntermedijer IV Hiralni sinton I

Shema 3.1.1. Retrosinteticka analiza za C-6 analoge (-)-kleistenolida (1).

Saglasno metodologiji retrosinteze, iz strukture C-6 analoga (—)-kleistenolida (1) su postepeno
uklanjani pojedini strukturni fragmenti bez promene njegove inherentne stereohemije.* Prva faza

retrosinteze (T1) predstavlja transform za interkonverziju funkcionalnih grupa (FGI)? koji vodi do
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hiralnog sintona | sa nezasticenom sekundarnom C-6 alkoholnom funkcionalnom grupom i
sacuvanom konfiguracijom Cs—C7 hiralnog segmenta.” Pri tome je pretpostavljeno da se C-6
funkcionalna grupa (odgovaraju¢a odabrana farmakofora) moze efikasno uvesti esterifikacijom ili
eterifikacijom bez promene stereohemije hiralnih centara laktona I. Primenom slede¢eg transforma
za interkonverziju funkcionalnih grupa (T2). struktura | je korelisana sa odgovaraju¢im totalno
zasti¢enim hiralnim sintonom Il pri ¢emu je pretpostavljeno da se sinton | moze dobiti selektivnim
debenzilovanjem C-6 benzilne zastitne grupe po sliénim primerima* iz literature. Struktura Il je
dalje korelisana acikli¢nim parcijano zasticenim a,f-nezasi¢enim Z-olefinom Il uz o¢uvanje svih
hiralnih centara intermedijera I1. Struktura 111 je zatim korelisana sa parcijalno zasticenim laktolom
glukofuranoze IV pomocu transforma (T3) za diskonekciju stereocentara (ST-D). Odgovarajuci
sinteticki korak predstavlja klju¢nu fazu sinteze, a pretpostavljeno je da se ona moze realizovati Z-
selektivnom***> Wittig-ovom reakcijom sa stabilizovanim ilidom, MCMP-om u metanolu na
intermedijerno dobijeni aldehid koji je dobijen iz prethodno izolovanog hiralnog intermedijera 1V.
Primenom pojednostavljujuceg transforma (Ts) za interkonverziju funkcionalnih grupa, struktura 1V

je dalje korelisana sa mono ili diacetonidom D-glukoze.

Na osnovu svega navedenog proizilazi da mono- ili diacetonid D-glukoze mogu da predstavljaju
pogodan polazni materijal za dobijanje (—)-kleistenolida i njegovih C-4 i C-6 analoga, te su
planirane sinteze zasnovane na primeni ovih derivata D-glukoze kao komercijalno dostupnih

hiralnih prekursora.

* S obzirom da je planirana sinteza analoga (—)-kleistenolida zasnovana na b-glukozi kao hiralnom prekursoru, u ovom
odeljku su C-atomi numerisani na na¢in koji je uobi¢ajen za monosaharide.
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3.2 Sinteza (—)-kleistenolida (1) i njegovih C-4 analoga

Kao pogodno polazno jedinjenje u ovom radu primenjena je ekonomic¢na i komercijalno pristupa¢na

1,2:5,6-di-O-1zopropiliden-a-D-glukofuranoza (2).

Visefazne hemijske transformacije jedinjenja 2 u kljuéni intermedijer 9 sumirane su na Shemi 3.2..

o o HO o
. o \ 0 o
S T o S P G
Hoo © Bno O 0

2 3

BzO BzO BzO
O oH d 9.0 O\ .0
AcO . < AcO , )< < HO' )<
“OH ‘o o)

BnO BnO BnO
7 6 5
e‘
BzO OH OH o)
\ f g BzO 0
o g | T BT B =
BnO 0 OAc OBn CO,Me AcO
BnO
7b 8 9

Shema 3.2. (a) NaH, BnBr, anh DMF, 0 °C 0.5 h—rt 2 h, 97%; (b) 60% aq AcOH, rt, 24 h; (c) BzCl, DMAP, anh
CHoCly, 1t 1 h, zatim AcCl, rt, 1 h, 83% 6 iz 3; (d) 90% aq TFA, CH,Cly, 0 °C 0.5 h—rt 2.5 h; (e) HsIOs, aq EtOAC, 0
°C 0.5 h—rt 3.5 h; (f), MCMP, aps MeOH, rt, 20 h, 52% 8 iz 6. (g) cat p-TSAxH,0, anh CHClI, rt, 48 h, 90%
Sinteza pocinje sa zasStitom slobodne hidroksilne grupe, dejstvom BnBr u anhidrovanom DMF i
prisustvu natrijum-hidrida (0 °C, 0.5 h—rt, 2 h). Pri tome je dobijen poznati 3-O-benzil derivat 3
u prinosu od 97%. Hidroliti¢ko uklanjanje terminalne izopropilidenske grupe iz jedinjenja 3 je
uradeno dejstvom aq 60% AcOH na sobnoj temperaturi pri ¢emu se dobija intermedijerni diol 4
koje se Kkoristi za narednu fazu u sirovom stanju. Naredne dve sinteticke faze su uradene
primenom ,,0ne-pot” postupka. Naime, sirovo jedinjenje 4 je rastvoreno u anhidrovanom
dihlorometanu i sukcesivno tretirano sa BzCl i AcCl u prisustvu DMAP-a kao baze na sobnoj
temperaturi, pri ¢emu je dobijen odgovaraju¢i estar 6 u prinosu od 83% racunato na polazno
jedinjenje 3. Sledece tri sinteticke faze su uradene bez izolovanja intermedijera. Procedura
zapocinje hidrolitickim uklanjanjem preostale izopropilidenske zastitne grupe dejstvom 90% aq

TFA u dihlorometanu uz pocetno hladenje na 0 °C tokom 0.5 h i dodatnim mesanjem na sobnoj
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temperaturi 2.5 h, pri ¢emu se dobija intermedijerni laktol 7. Sirovo jedinjenje 7 je potom tretirano
perjodnom kiselinom u ag 50% EtOAc (0.5 h—rt 3.5 h) $to vodi oksidativnom raskidanju 1,2-
diolne funkcije i nastajanju intermedijernog aldehida 7b. Poslednja sinteticka faza iz ovoga dela
sinteze je Z-selektivna Wittig-ova reakcija aldehida 7b sa PhsP=CH.CO:Me (MCMP), u anh
MeOH, na sobnoj temperaturi pri ¢emu je dobijen Z-olefin 8 u prinosu od 52% racunato na polazni
estar 6. Acikli¢ni olefin 8, dejstvom katalitickih koli¢ina p-TSAxH20 u anh dihlorometanu na
sobnoj temperaturi tokom 48 h, daje ocekivani 6-¢lani lakton 9 (90%) sa odgovaraju¢om 5,6-
dihidro-piran-2-onskom strukturom. Zbog potrebe da se $to jednostavnije dode do kljucnog
intermedijera 9 koji je potreban za planiranu sintezu C-4 analoga, prethodno smo objasnili samo
sintezu 9 putem spojenih sintetickih faza i ,,0ne pot’’ postupaka, a procedure za pojedini¢no
dobijanje intermedijera 4, 5 i 7 iz njihovih prekusora su napisane u poglavlju ,,Eksperimentalni

deo’’.

Na Shemi 3.2.1. su prikazane zavr$ne sinteticke faze koje podrazumevaju transformaciju benzilnog

intermedijera 9 u (—)-kleistenolid (1) i alkohol 10 koji ¢e posluziti za kasnije dobijanje C-4 analoga.

o g gy

)-Kleistenolid ( (-)-Kleistenolid (1)

Shema 3.2.1. (a) TiCls, anh CHCly, rt, 24 h, 77%; (b) p-TSAxH20, Ac;0, rt, 4h, 95%; (c) FeCls, AcBr, rt, 2 h, 81%
ili Zn(OTf),, AcBr, rt, 24h, 94%.

Lakton 9, je dalje tretiran sa TiCls u anhidrovanom dihlorometanu na sobnoj temperaturi tokom 24
h, pri ¢emu je uklonjena 4-O-benziletarska zastita i dobijen odgovarajuci sekundarni alkohol 10 u
prinosu od 77%. ZavrSna sinteticka faza je uradena esterifikacijom alkohola 10 sa Ac.O, u prisustvu
kataliticke koli¢ine p-TSAxH20, na sobnoj temperaturi u toku 4 h pri ¢emu je dobijen prirodni
proizvod (—)-Kkleistenolid 1 (95%), dok je finalni prinos nakon devet sinteti¢kih faza iznosio 17.4%.
Rezultati prethodno opisane sinteze (—)-kleistenolida (1) su publikovani,*® te je kasnije nastavljeno
sa daljim radom u smislu optimizacije 1 eventualnog smanjenja broja sintetickih faza sa ciljem

povecanja finalnoga prinosa jedinjenja 1.

Rezultat daljeg rada je upotreba ,,one pot“ metoda za deprotekciju i sukcesivno acetilovanje
intermedijera 9 ¢ime je dobijeno finalno jedinjenje 1 u visokom prinosu bez upotrebe jedinjenja 10
kao intermedijera. Naime, benzilni intermedijer 9 je direktno preveden u (—)-kleistenolid (1)
primenom Lewis-ovih kiselina (FeCls ili Zn(OTf)2) i AcBr na sobnoj temperaturi u visokim

prinosima 81% i 94%. Prirodni proizvod 1 je prethodno pomenutom modifikacijom dobijen u osam
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sintetickih faza i kona¢nom prinosu od 31% i 35% ¢ime je dupliran konacni prinos jedinjenja 1 u

odnosu na prethodno publikovan rad*® (17.4% iz devet sintetickih faza).

Na Shemi 3.2. uocava se da je klju¢ni intermedijer u ovoj sintezi bio Z-olefin 5 koji odgovara
hiralnom intermedijeru 111 iz retrosinteti¢ke sinteze prikazane na Shemi 3.1., a dobijen je Wittig-
ovom reakcijom. lako je Wittig-ova reakcija poznata viSe od Sesdeset godina, do danas stvarni
mehanizam ove reakcije nije u potpunosti potvrden. Naime, razli¢iti autori predlazu razli¢ite®

mehanizme medu kojima su najpoznatiji betainski, SET (Single Electron Trasfer) i cikloadicioni.

Na§ supstrat 7b pripada grupi alifaticnih aldehida koji poseduju f-heteroatom u odnosu na
aldehidnu grupu. Posledica prisustva f-heteroatoma u strukturi aladehida je visoka Z-selektivnost
Wittig-ove reakcije $to je ve¢ uoceno u dostupnoj literaturi.®3 Naime, visoka Z-selektivnost
Wittig-ove reakcije MCMP-a na aldehidnu grupu molekula 7b posledica je komplikovanih
kombinovanih elektronskih, sternih i solvatacionih efekata, koji za posledicu imaju nastajanje takve
intermedijerne betainske strukture u kojoj su maksimalno smanjene cis-(1,2 i 1,3) sterne i dipol-
dipol® interakcije pri ¢emu se molekul dovodi u takvu geometriju da je nastajanje cis-oksofosfatana
najverovatnija opcija sa posledicom nastajanja cis-olefina 8 kao dominantnog proizvoda.
Spektroskopski podaci (Tabela 3.2.) i temperatura topljenja sintetizovanog (—)-kleistenolida 1 (tt
135 °C) su u saglasnosti sa dostupnim literaturnim podacima® (tt 133—134 °C). Sa druge strane,
dobijene vrednosti opticke rotacije [a]o=—212.2 (c 0.5, CHCI3), se razlikuju od najblize publikovane
vrednosti {lit° [a]o=—164.6 (c 0.48, CH2Cl,)}.

Tabela 3.2. NMR podaci za (—)-kleistenolid (1)

C/H Nase vrednosti 8y (J) Lit© &4 (J) Nase vrednosti 8¢ Lit© §¢
1 - - 161.1 161.1
2 6.30d (9.7) 6.29d (9.7) 125.4 125.4
3 7.01d (9.7, 6.1) 7.00 dd (9.6, 6.1) 139.7 139.7
4 5.44.dd (6.1, 2.7) 5.42 dd (6.0, 2.5)) 59.8 59.7
5 4.82dd (9.6, 2.7) 4.80 dd (9.6, 2.5) 755 755
6 5.53 ddd (9.6, 4.5, 2.4) 5.52 ddd (9.5, 4.0, 2.3) 67.7 67.7
7a 454 dd (4.5, 12.5) 453 dd (12.5, 4.4) 620 620
7b 4.94dd (2.4, 12.5) 4,93 dd (12,5, 2.0)
Me 2.06 and 2.11 (2xs) 2.04 and 2.09 (2xs) 20.5120.7 20.5120.7
MeCO - - 169.5i 169.9 169.5i 169.9
2 ros e Hme meme
PhCO - - 166.0 166.0

Isto tako, u literaturi je publikovano®* vise veoma razli¢itih vrednosti opticke rotacije za prirodni
proizvod 1 §to je verovatno posledica koriS¢enja razliCitih uredaja ili razliCitih temperatura na

kojima su izvedena merenja opticke rotacije.
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Kao $to je ve¢ pomenuto u uvodnom delu rada, pored totalne sinteze (—)-kleistenolida (1) i njegovih
C-4 analoga, planirano je ispitivanje njihove antitumorske i antimikrobne aktivnosti. Dobijanje
odgovarajuc¢ih analoga sa odabranim farmakoforama u polozaju na C-4, postignuto je koriS¢enjem
dva jedinjenja 9 i 10 ¢ija sinteza je prikazana sa Shemi 3.2.1.. Naime, benzilni analog 9 se moze
direktno prevesti u odgovarajuée C-4 analoge jedinjenja 1 reakcijom sa odabranim
acilhalogenidima u prisustvu Lewis-ovih kiselina kao katalizatora, dok se alkoholno jedinjenje 10
moze direktno esterifikovati ili eterifikovati primenom odabranih hemijskih metoda o cemu ¢e biti

reci u daljem tekstu.

S obzirom na uspes$ne rezultate primene prethodno pomenute ,,0ne pot“ procedure za dobijanje
jedinjenja 1 uz koris¢enje FeClz kao Katalizatora, planirane su tri reakcije sa razli¢itim
acilhalogenidima (2,4,6-trihlorobenzoil hloridom, 3-O-metoksibenzoil hloridom i p-toluensulfonil

hloridom) za dobijanje odgovaraju¢ih C-4 analoga (Tabela 3.2.1.).

Tabela 3.2.1. Sinteza 4-O-acil analoga 11 — 13.

(0]

o} O
p-TsCl, FeClg Acil hlorid, FeClg. OBz O" 1 ‘ 2
OBz O ‘ CH,Cly, 1t OBz O ‘ CH,Cly, rt -l N s Y. 5 4 Rs
z = OAc OT%E;[
OH OAc OAc OBn > 3" Rz
0 Ry
13 9 1i12

Ulaz Polazno jedinjenje  FeCls (ekv) Vreme (h) Proizvod Prinos (%0)
1 9 0.3 24 11 (R1,R3R4 = ClI) 44
2 9 0.3 24 12 (R,R3R4 =H), R,=(OMe) 79
3 9 11 168 13 49

Prve dve reakcije sa 2,4,6-trihlorobenzoil hloridom i 3-O-metoksibenzoil hloridom su prosle
oc¢ekivano pri reakcionim uslovima datim u Tabeli 3.2.1., pri ¢emu su dobijeni ocekivani C-4
analozi 11 (44%) i 12 (79%). Medutim, reakcija sa p-toluensulfonil hloridom je protekla
neocekivano pri ¢emu je doslo do debenzilovanja i spontane C-6—C-4 acil migracije acetilne grupe
uz nastajanje C-6 monola 13 (49%). Verovatni razlog pomenutog nepovoljnog ishoda reakcije se
nalazi u razli¢itom tipu primenjenog acilhalogenida, pri ¢emu reakcija protice sa karbonilnim acil

halogenidima ali ne i sa sulfonil halogenidima.

Nova grupa cinamatnih C-4 analoga je rezultat primene Steglich-ove*’ esterifikacije, gde je kao
polazno jedinjenje upotrebljen lako dostupni intermedijerni C-4 alkohol 10 iz opisane sinteze (—)-
kleistenolida (1) prikazane na Shemi 3.2.1.. Za prvu grupu farmakofora je izabrana cimetna kiselina

i njeni derivati (4-fluorocimetna kiselina, 4-metoksicimetna kiselina, 4-nitrocimetna kiselina i 3,4-
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di-metoksicimetna kiselina) bazirano na njihovoj okarakterisanoj bioloskoj*® aktivnosti. Rezultati

sinteza cinamatnih C-4 analoga su prikazani u Tabeli 3.2.2..

Tabela 3.2.2. Sinteza 4-O-cinamoilnih analoga 14 — 18.

o) Ri 0
R DCC, DMAP,
oiz/c'i‘i\ . m(OH CH,Cl, t, 4 h
5Ac OH °
10 Cimetna kiselina
Ulaz Cimetna kiselina Proizvod Prinos (%0)
1 Cimetna kiselina (R = Ry = H) 14 (R=Ri=H) 82
2 4-Fluorocimetna kiselina (R = F, Ry = H) 15(R=F,Ri=H) 74
3 4-Metoksicimetna kiselina (R = OMe, R; = H) 16 (R = OMe, R1 = H) 87
4 4-Nitrocimetna kiselina (R = NOz, R1 = H) 17 (R=NO2, Ry = H) 62
5 3,4-di-Metoksicimetna kiselina (R = R1 = OMe) 18 (R = Ry = OMe) 75

Nakon uspesne sinteze acil (Tabela 3.2.1.) i cinamatnih (Tabela 3.2.2.) C-4 analoga, odlu¢ili smo
da uradimo sinteze sililnih (TBS i TBDPS) i sulfonilnih (Ms i Ts) C-4 analoga kako bi dosli do $to
Sireg spektra strukturno razli¢itih, a potencijalno bioloski aktivnih farmakofornih funkcionalnih

grupa. Rezultati pomenutih sinteza su prikazani u Tabeli 3.2.3..

Tabela 3.2.3. Sinteza 4-O-silil i 4-O-sulfonil analoga 19 — 22.

o} o 0
TsCl ili MsCl, TBSOTf ili TBDPSCI, )
OBz 0717 Baza, CH,Cl,, rt OBz O | Baza,CH,Clj, rt 0Bz Q717
7 6 4 3 7 6 4 3
75 z T 5
OAc OR OAc OH OAc OR;
19 21
20 10 22
Ulaz Polazno jedinjenje B aza (Aditiv) Vreme (h) Proizvod Prinos (%0)
1 10 DMAP 1 19 (R =Ms) 87
2 10 DMAP 1 20(R=Ts) 81
3 10 Py 20 21 (R1=TBS) 87
4 10 N-metilimidazol (1) 2 22 (Ry =TBDPS) 63

Za razliku od esterifikacije sa sulfonil hloridima (MsCl i TsCl) koje su protekle o¢ekivano dajuéi u
visokim prinosima odgovarajuce estre 19 i 20, reakcije sililovanja nisu iSle sa odgovarajuc¢im
reagensima (TBSOTf i TBDPSCI) uz koris¢enje DMAP-a kao baze. Natali problem je resen
koris¢enjem slabije baze (Py) za TBSOT i pronalaskom druge efikasnije metode®® sililovanja za
TBDPSCI sa N-metilimidazolom i jodom kao katalizatorom. Pri novim reakcionim uslovima,

dobijeni su Zeljeni sililni C-4 analozi u visokim prinosima 21 (87%) i 22 (63%).
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Na kraju planova vezanih za sintezu C-4 analoga i njihovih bioloskah ispitivanja, sintetisani su jos$

difenilsiréetni i hloridni analozi jedinjenja 1 (Shema 3.2.2.).

(0] O O
BzO O a BzO O b BzO O
R / R / - = \ /
AcO AcO AcO
(o) Ph HO Cl
O Ph
23 10 24

Shema 3.2.2. (a) DCC, DMAP, difenilsiréetna kis., rt, 24 h, 91%; (b) 2,6-lutidin, PhsP, CCly, rt, 24 h, 25%.

Analog 23 je dobijen u visokom prinosu od 91% primenom pomenute Steglich-ove esterifikacije, za
razliku od odgovarajuceg halogenida 24 koji je dobijen u nizem prinosu od 25% primenom Appel-

ove® reakcije.

3.3 Sinteza C-6 analoga (—)-kleistenolida (1)

Zbog potrebe §to jednostavnije sinteze klju¢nog intermedijera 29, koji je trebao biti sintetisan u
ve¢im koli¢inama za dobijanje C-6 analoga (—)-kleistenolida (1), modifikovana je predhodno
publikovana sinteza®® iz ekonomi¢ne i komercijalno dostupne 1,2,5,6-di-O-izopropiliden-a-b-
glukofuranoze (2) u smislu masivnog koris¢enja metoda spojenih sintetickih faza i ,,one pot*

procedura kao $to je prikazano na Shemi 3.3..

RO BnO OH
O b O ..OR d
RO 10 . 80" _— BnO™ ™ o
"’OX OBn OBn

HO BnO OR
2 R=1Ip 25 R=1Ip 26a
2aR=H i:]a 26 R= HA:]C
e ‘
? MeO,C
(6] ¢} (0] f OH
| — ] —
BnO Y BnO Y BnO Y
OH OBn OBn OBn OBn OBn
29 28 27

Shema 3.3. (a) 60% AcOH; (b) BnBr, NaH, DMF, 0 °C, 0.5 h, rt, 2 h; (c) 50 % aq TFA, CHCl,, rt, 18 h; (d) NalOa,
MeOH, rt, 2 h; (e) PhsP=CHCO.Me, MeOH, 0 °C, 23 h, 75 % iz 2; (f) p-TsOH, CH:Cly, rt, 96 %; (g) FeCls, cc AcOH,
CHCly, rt, 63 %.

Visefazne hemijske transformacije jedinjenja 2 u kljucni intermedijer 29 za sintezu C-6 analoga

jedinjenja 1 zapocinju spojenim sintetickim fazama u kojima je prvo hidroliticki uklonjena
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terminalna izopropilidenska zastita sa aq 60% AcOH, a intermedijerno nastali triol 2a je potom
totalno benzilovan dejstvom NaH i BnBr u anhidrovanom dimetilformamidu, pri ¢emu je dobijen
intermedijerni tri-benzil 25. U uslovima kisele hidrolize sa 50 % aq TFA u dihlorometanu, tri-benzil
25 je preveden u laktol 26 koji je bez pre¢iS¢avanja koriSé¢en u narednoj reakciji. Wittig-ova reakcija
je uradena ,,0ne pot“ procedurom u anh. MeOH, pri ¢emu je laktol 26 prvo oksidovan perjodnom
oksidacijom (NalOs) u intermedijerni aldehid 26a koji je potom reagovao sa PhsP=CHCO:Me uz
dobijanje acikliénog Z-olefina 27 u visokom prinosu (75%). Ciklizacijom olefina 27 kiselom
katalizom sa p-TsOH u dihlorometanu, dobijen je lakton 28 (96%). Tretmanom laktona 28 sa FeCls

i cc AcOH u dihlorometanu, dobijen je ciljani sekundarni monol 29 u dobrom prinosu od 63%.

Takode, vazno je napomenuti da je bez dodavanja AcOH reakcija bila zatno manje selektivna uz
dobijanje znatno nizih prinosa jedinjenja 29 (25-40%), pa se moze zakljuciti da je naSe otkrice
AcOH kao aditiva, znatno pomoglo u dobijanju vecih prinosa u odnosu na poznatu literaturnu®?

proceduru u kojoj se koristi samo FeCls u dihlorometanu.

Primenom Steglich-ove esterifikacije, sintetisana je prva grupa dibenzilovanih C-6 analoga od
odabranih karboksilnih kiselina, poc¢evsi od benzojeve kiseline pa potom cimetne kiseline i njenih

p-supstituisanih derivata u visokim prinosima (Tabela 3.3.).

Tabela 3.3.: Sinteza dibenzilovanih C-6 analoga 30 — 34.

9 R DCC, DMAP,
OBn O CH,Cly, 1t, 24 h
Kn/@ * %OH —
/ n

OH OBn ©
29 Karboksilna kiselina
Ulaz Karboksilna kiselina Proizvod Prinos (%)
1 Benzojeva kiselina (n =0, R = H) 30(n=0,R=H) 77
2 Cimetna kiselina (n =1, R =H) 31(n=1,R=H) 81
3 4-Fluorocimetna kiselina (hn=1,R=F) 32M=1,R=F) 88
4 4-Metoksicimetna kiselina (n = 1, R = OMe) 33(n=1,R=0Me) 81
5 4-Nitrocimetna kiselina (n =1, R = NOy) 34 (n=1,R=N0y) 80

Strukture sintetisanih analoga 30 — 34 poseduju dve benzilne grupe od kojih je na C-7 primarna i

moZe se selektivno transformisati u acetilnu primenom odgovarajuéeg literaturnog metoda®".

Naime, ako se u ranije pomenutoj ,,0ne pot* proceduri zamene Bn — Ac, umesto dihlorometana
kao rastvaraca upotrebi dietiletar, dolazi samo do selektivne reakcije primarne benzilne grupe na C-

7 uz dobijanje odgovarajuéih 7-O-acetilovanih analoga u visokim prinosima (Tabela 3.3.1.).
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Tabela 3.3.1.: Sinteza 7-O-acetilovanih analoga 35 — 39.

o]
OBn 071732
R 7@3 Ac,0, FeCls Et,0, rt
3‘/2' n1' C) OBn
o]
30 - 34 35-39
Ulaz Polazno jedinjenje FeCls (ekv) Vreme (h) Proizvod Prinos (%)
1 30(n=0,R=H) 11 24 35(=0,R=H) 97
2 31(n=1,R=H) 0.9 48 36 (=1 R=H) 96
3 32(n=1,R=F) 1 30 37(n=1R=F) 95
4 33 (n=1,R=0Me) 1 48 38 (n=1,R=0Me) 79
5 34 (n=1,R=N0Oy) 1 30 39(n=1,R=NO0Oy) 83

Istrazivanjem prethodno diskutovane reakcije, dosli smo do saznanja da se selektivna zamena Bn —
Ac, ipak moze uraditi u dihlorometanu ali kori§¢enjem slabije Lewis-ove kiseline Zn(OTf)2 Sto smo

iskoristili u simultanoj sintezi finalnih 4,7-di-O-acetil C-6 supstituisanih analoga (Tabela 3.3.2.).

Tabela 3.3.2.:Sinteza 4,7-di-O-acetilovanih analoga 40 — 44.

o]
OBn 0712 AcBr, Zn(OTf), Ac,0, FeCl3
R e L \ ,  ChaCly Et,0
%O OBn rt,21or24 h* rt, 24 h
o]
30 - 34 35-39
Ulaz Polazno jedinjenje Zn(OTf)2 (ekv) FeCls (ekv) Proizvod Prinos (%)
1 30(n=0,R=H) 0.38 0 40(n=0,R=H) 53
2 31(n=1,R=H) 0.38 0.23 41(n=1,R=H) 65
3 32(n=1,R=F) 0.48 0.33 42(n=1,R=F) 63
4 33(n=1,R=0Me) 0.19 0.28 43 (n=1,R=0Me) 28
5 34(n=1,R=N0Oy) 0.51 0.36 44 (n=1, R=NO0y) 55
*24hza32i34.

Finalni 4,7-di-O-acetil analozi 40 — 44 (53% — 65%) su dobijeni u dobrim prinosima uzimajuéi u
obzir da je rec o dve sinteticke faze. Medutim, analog 43 je dobijen u znatno manjem prinosu §to je

verovatno posledica osetljivosti reagensa 4-metoksicimetne kiseline na Lewis-ove kiseline.

Prethodno diskutovane rezultate smo publikovali®?, a dalja istrazivanja smo usmerili na dobijanje
razli¢itih analoga prirodnoga 1 kori§¢enjem Lewis-ovih katalizatora na polazna jedinjenja 28 i 29

(Shema 3.3.) i to ¢e biti prikazano u narednom potpoglavlju 3.4..

31



Farkas Sandor Doktorska disertacija

3.4 Sinteza 4,6-di-O-benzil i 6,7-di-O-acetil C-6 supstituisanih analoga (-)-
kleistenolida (1)

Rezultati koji su dobijeni dejstvom Lewis-ove kiseline FeCls na di- i tribenzilna jedinjenja 29 i 28
uz prisustvo anhidrida (Acz0 ili BzO), su od Sireg sintetickog znacaja usled moguénosti selektivne
zamene ciljane benzilne grupe sa odgovaraju¢om estarskom. Naime, uobicajna procedura zamene
zaStitne benzilne grupe odgovarajuCom estarskom obuhvata dva sinteticka koraka, primenu
kataliticke hidrogenolize sa vodonikom ili koriS¢enje vec¢ih kolic¢ina Lewis-ove kiseline, pri ¢emu se
dobija intermedijerni alkohol koji se dalje esterifikuje odabranim metodom. Medutim, obe metode
Cesto nisu primenjive u praksi jer hidrogenoliza obi¢no redukuje osetljive olefinske veze, a

koriS¢enje jakih Lewis-ovih kiselina u veéim koli¢inama se ¢esto zavrSava degradacijom supstrata.

U ovom radu je prikazan na¢in kako se moze iskoristiti prethodno diskutovana reakcija u sintezi

nasih zeljenih analoga selektivno na ,,0ne pot” nacin (Tabela 3.4.).

Tabela 3.4.: Sinteza 6,7-di-O-acetilovanih analoga 45 i 46.

o FeCls, Ac,0, o FeCls, Bz,0, o
OB 07 Et0 OAc 071 CH2Cly OAc 071
- rt A it NI
OH OBn OAc OBn OAc OBz
29 45 46
Ulaz Polazno jedinjenje FeCls (ekv) Vreme (h) Proizvod Prinos (%)
1 29 1 5 45 87
2 45 0.9 24 46 88

Pri reakcionim uslovima iz Tabele 3.4., dibenzilni monol 29 je preveden u 6,7-di-O-acetil mono
benzilni analog 45 (87%). Naime, u prethodno pomenutoj reakciji su tri sinteticka koraka
(debenzilovanje-acetilovanje i acetilovanje slobodne alkoholne grupe sa C-6) uradene kao ,,0ne pot*
procedura. Naredna reakcija kojom je intermedijerni 45 preveden benzoilovani 46 (88%) uz
kori$¢enje Bz20 nije literaturno poznata, a dobijeno 46 je jedinjenje za koje se moze reci da je
svojevrsni ,,inverzni® analog kleistenolida (1) usled premestanja benzoilne grupe sa poslednjeg C-7

u prvi C-4 polozaj skeletne strukture 1.

Nasa istrazivanja reakcija sa odabranim anhidridima kiselina i FeCls kao katalizatorom su zavrSena

sintezom jo§ dva nova bioizosterna analoga 47 i 48 koji su prikazani u Tabeli 3.4.1..

Otkrili smo da je tip koris¢enog rastvaraca veoma bitan za ovakav tip hemijskih reakcija. Naime,

upotrebom dihlorometana kao rastvarac¢a se dobija prinos 4,6-di-O-benzilovanog 47 od samo 46%.
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Medutim, ako se upotrebi dietiletar kao rastvara¢, prinos zeljenog 47 se duplira na 97%. Na kraju je
sintetisan monol 48 (81%), koji moze da posluzi kao polazno jedinjenje za dalja istrazivanja

bioloske aktivnosti grupe 6,7-di-O-acetilovanih analoga.

Tabela 3.4.1.: Sinteza 4,6-di-O-benzilovanog 47 i 6,7-di-O-acetilovanih analoga 45 i 47.

o FeCls, Bz,0, o FeCls, Ac,0,
OBz O ‘ CHyCL Il EL,O  op ‘ CH,Cl, OAc O™ 1 ‘ FeCls, CHyCly OAc 0”1 ‘
. rt 7 rt 7 § s 4 rt 7 § 4
OBn OBn 5Bn OBn OAc OBn OAc OH
47 28 a5 48
Ulaz Polazno jedinjenje Rastvara¢ FeCls (ekv) Vreme (h) Proizvod Prinos (%0)
1 28 CH.Cl; 1.6 24 45 54
2 28 CH:Cl; 0.7 4 47 46
28 Et.O 2.2 48 47 99
3 45 CH.Cl; 3.1 35 48 81

3.5 Sinteza 5-epi-(—)-kleistenolida (50)

Kao $to je u poglavlju ,,Uvodni deo* pomenuto, jedan od nasih ciljeva bila je i sinteza 5-epi-(—)-
kleistenolida (50) od koga je do sada bila poznata samo jedna diastereoselektivna sinteza.'® Kao $to
se sa Sheme 3.5. vidi, prirodni (—)-kleistenolid (1) poseduje 5S stereohemiju laktonskog prstena,

dok njegov stereoizomer 5-epi-(—)-kleistenolid (50) ima 5R konfiguraciju.

(0} (e} (e} (o}
©)k0 071 | ©)ko o 1 |
7 (59) 2 (5R)

OAc OAc OAc OAc
(-)-Kleistenolid (1) 5-epi-(—)-Kleistenolid (50)
Shema 3.5.: Strukture (—)-Kleistenolida (1) i 5-epi-(—)-kleistenolida (50).
Za sintezu 5-epi-(—)-kleistenolida (50) iskoris¢ena su intermedijerna jedinjenja 27 i 28 (Shema 3.3.,
str. 35) iz ranije pomenute sinteze 4,7-di-O-acetil C-6 supstituisanih analoga (Shema 3.5.).

Sinteza zapocinje ciklizacijom cis-olefina 27 kiselom katalizom sa TsOH u dihlorometanu na
sobnoj temperaturi pri ¢emu je dobijen ranije opisani tribenzilni lakton 28 (96%) koji pri baznim

hidrolitickim uslovima sa Et3N i LiBr kao aditivom u acetonitrilu, daje intermedijernu kiselinu 28a.

Intermedijer 28a koji se ne izoluje, je dalje tretiran Mitsunnobu-ovim metodom sa PhsP i DEAD u

anhidrovanom EtOAc na sobnoj temperaturi, pri ¢emu je dobijeno jedinjenje 49 u prinosu od 62 %.
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OBn OH
OBn O a (6] (@)
| -~ N |
5

7 OBn OBn CO,Me :
OBn OBn OAc OAc
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Shema 3.5. (a) TsOH, CH.Cly, rt, 96 %,; (b) EtsN, LiBr, 98 % aq MeCN, rt, 24 h; (c) PhsP, DEAD, anh EtOAc, rt, 20 h;
62 % iz 28a i 40% iz 27; (d) Bz,0, BzOH, FeCls, AcBr, anh CH.Cly, rt, 22 h, 76 %.

Intermedijer 49 se moze dobiti i spojenim sintetickim fazama iz jedinjenja 27, ali u znatno manjem
prinosu od 40%. Jedinjenje 49 koje poseduje potrebnu 5R konfiguraciju na C-5 je dalje tretirano
,,one pot*“ procedurom u dihlorometanu na sobnoj temperaturi, prvo sa smesom Bz>O/BzOH u
prisustvu FeClz kao katalizatorom i naknadnim dodavanjem AcBr. Pri prethodno navedenim
reakcionim uslovima, dobijen je finalni 5-epi-(—)-kleistenolid (50) u prinosu 76%.

Ciljni 5-epi-(—)-kleistenolid (50) je sintetizovan u osam sinteti¢kih faza sa finalnim prinosom od

34% i to je takode publikovano®,

Sintezom prirodnog (—)-kleistenolida (1), velikog broja C-4 (11 — 24), C-6 (30 — 34), 4,6-di-O-
benzilovanog (47) i 6,7-di-O-acetilovanih (45 i 48) analoga, kao i 5-epi-(—)-kleistenolida (50),
ostvareni su svi sinteti¢ki ciljevi disertacije i obezbedeni su uslovi za realizaciju finalne etape

planiranih istrazivanja usmerene na ispitivanje njihove bioloske aktivnosti..

3.6 Ispitivanje antiproliferativne aktivnosti

Da bi bioloski aktivni molekuli bili kandidati za antitumorske lekove, moraju imati znacajnu
antiproliferativnu aktivnost (citotoksi¢nost) prema neoplasticnim ¢elijama pri nizim primenjenim
koncentracijama. O antiproliferativnoj aktivnosti ispitivanog jedinjenja mozZe se zakljucivati na
osnovu vremenske i dozne zavisnosti njegovog citotoksi¢nog efekta. Kvantitativni pokazatel]
efikasnosti sprecavanja proliferacije tumorskih ¢elija antitumorskim agensima, a samim tim i da se
oni medusobno porede, je 1Cso vrednost (eng. Inhibitory Concentration), odnosno koncentracija
ispitivane supstance pri kojoj broj tretiranih celija opadne za 50% u poredenju sa netretiranim

kontrolim uzorkom celija.
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Ispitana supstanca pokazuje dobru citotoksi¢nost u skladu sa opsteprihvacenim standardima ako
je njena ICso vrednost manja od 10 uM. Za razliku od jedinjenja ¢ija je ICso vrednost veca od 100
uM, koja se smatraju neaktivnim, supstance sa ICso vrednostima izmedu 10 i 100 uM pokazuju
umerenu do slabu citotoksi¢nost. Medutim, ukoliko analizirani molekul ispoljava posebno snazan
antiproliferativni efekat, njegova ICso vrednost je nizaiod 1 uM.

Antitumorski lekovi nove generacije treba da ispolje selektivnost, sto ukazuje na to da nisu Stetni
ili su samo blago toksi¢ni za zdrave somatske ¢elije, pored toga Sto efikasno inhibiraju proliferaciju
neoplasti¢nih celija.

Istrazivanja iz ove doktorske disertacije su pocetna in vitro ispitivanja antitumorske efikasnosti
jedinjenja 1 i ostalih analoga. Prema dostupnim literaturnim podacima, a do naSih prvih
antiproliferativnih ispitivanja!®> na ovom prirodnom proizvodu su do sada bila samo uradena
ispitivanja antibakterijske i antifungalne aktivnosti.

Cilj ovog rada je bio da se ispitaju antiproliferativna svojstva sinteti¢kog (—)-kleistenolida (1), C-
4 i C-6 analoga i prirodnog C-5 epimera na rast jedanaest celijskih linija ljudskih karcinoma, ali i na
rast jedne zdrave celijske linije (MRC-5, fetalnih fibroblasta plu¢a). Odabrane su sledeé¢e kancer
¢elijske linije: K562 (hroni¢na mijelogena leukemija), HL60 (promielocitna leukemija), Jurkat (T-
limfocitna leukemija), Raji (Burkitt-ov limfom), PC-3 (rak prostate), HT-29 (rak debelog creva),
MCF-7 (estrogen receptor pozitivni adenokarcinom dojke), MDA-MB231 (estrogen receptor
negativni adenokarcinom dojke), HelLa (karcinom cerviksa), Hs294T (melanom) i A549 (karcinom
pluca).

U Tabeli 3.6. prikazani su rezultati antiproliferativne aktivnosti jedinjenja 11 - 13. Generalno,
analizirani analozi su ispoljili visoku ili umerenu aktivnost prema malignim ¢elijskim linijama, dok
nisu bili toksi¢ni prema zdravoj Celijskoj liniji, MRC-5. Najznacajniji rezultat se uocava kod
jedinjenja 11 prema celijskoj liniji A549 (ICso = 5.02 uM), gde je ispoljena aktivnost nesto slabije
izrazena u odnosu na aktivnost komercijalnog dostupnog leka doksorubicina (DOX). Najjaca
aktivnost jedinjenja 12 je uocena prema celijskim linijama K562 i HL60 sa I1Cso vrednostima od
1.59 1 1.70 uM, respektivno. Ispoljena aktivnost nije izraZenija u odnosu na aktivnost DOX-a, ali je
ipak izuzetno znacajna ako uzmemo u obzir da je referentni DOX izuzetno toksi¢an prema zdravoj
¢elijskoj liniji (MRC-5). Najznacajniji rezultati su umerena aktivnost prema celijskoj liniji PC-3
(ICs0=28.13 uM), koja je vise od 2 puta aktivnija od ispoljene aktivnosti DOX-a.

Sli¢ne rezultate ispoljio je i analog 13 sa ICsp od 29.14 uM prema PC-3 liniji, §to je takode i
najznacajniji rezultat ovog analoga. Znacajna aktivnost je isto ispoljena prema K562 i HL60

¢elijskim linijama (ICso vrednosti 3.45 i 4.41 uM). Ovi rezultati su slabiji od DOX prema istim
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¢elijskim linijama ali zato analog 13 nije ispoljio toksican efekat prema zdravoj celijskoj liniji
MRC-5.

Tabela 3.6.: 1Cso vrednosti (50% inhibitorna koncentracija) [UM] testiranih jedinjenja 11 — 13 i referentnog jedinjenja
Doksorubicina (Dox), dobijenih in vitro MTT testom nakon tretmana od 72 h.

1Cs (M), 72 h

!sp!tiyan_o

Jedinjenje \e> W60  Jurkat  Raji  PC-3  HT-20  MCF-7 MDAL'® Hela  Hs204T  ASE9  MRCS
11 11.88 2287 940 2364 4542 1352 2839 2340 871  >100 502  >100
12 159 170 2528 2515 2813 4257 879 2564 943 4606 1211  >100
13 345 441 2281 1624 2914 4620 785 1530 773 8176 1389  >100
DOX 025 092 003 298 8423 015 020 009 007 450 491 0.0

U Tabeli 3.6.1. prikazani su rezultati 4-O-cinamoilnih analoga 14 — 18. Iz ove grupe jedinjenja
ispoljio znacajnu aktivnost. Analog 14 je najaktivniji iz ove grupe i istovremeno nije bio toksi¢an
prema zdravoj Celijskoj liniji. Takode, nijedan od analiziranih analoga nije bio toksi¢an prema
MRC-5 ¢elijskoj liniji.

Tabela 3.6.1.: 1Cs vrednosti [AM] testiranih jedinjenja 14 — 18 dobijenih in vitro MTT testom nakon 72 h tretmana.

ICso (uM), 72 h

Ispitivano

jedinjenje -\ ce) M6  Jurkat  Raji  PC3  HT-29  MCF-7 MDZ';MB HeLa Hs2904T A549  MRC-5
14 076 636 1179 330 8402 1347 2250 429 700 5314 855  >100
15 675 1613 2862 2643 3160 5262 528 1769 1786 4714  87.60  >100
16 128 1532 2407 2573 2005  69.81 1281 2661 1557  >100 4160  >100
17 582 2450 2351 2503 2851 4837 2133 1554 1328  >100 255  >100
18 452 575 2262 2643 3110 3748 635 1590 873 - 1364  >100
DOX 025 092 003 298 8423 015 020 009 007 450 491 010

U Tabeli 3.6.2. su prikazani rezultati aktivnosti 4-O-silil i 4-O-sulfonil analoga (—)-kleistenolida (19
— 22). Jedinjenje 19 je ispoljilo visoku aktivnost prema c¢elijskim linijama K562, HL60 i MCF-7,
dok je prema ostalim ¢elijskim linijama ispoljena umerena aktivnost. Analog 20 je takode pokazao
jaku aktivnost prema celijskoj liniji K562, dok je prema ostalim celijskim linijama pokazao
umerenu aktivnost. Ako posmatramo rezultate jedinjenja 21, ono je pokazalispoljilo snaznu
aktivnost prema celijskim linijama K562, MCF-7 i HelLa, dok je prema ostalim ¢elijskim linijama
pokazana umerenu aktivnost. Jedinjenje 22 je ispoljilo dobru aktivnost prema celijskim linijama
K562, HL60, MCF-7, MDA-MB 231 i Hela, dok je prema ostalim linijama uofena umerena
aktivnost. Najznacajniji rezultat u ovoj grupi je aktivnost jedinjanja 22 prema HeLa c¢elijskoj liniji

sa ICsp vredno$c¢u od 3.35 uM koji ipak nije dostigao aktivnost DOX-a. Vazno je pomenuti da su
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sva sintetisana jedinjenja 19 — 22 zadrzala znatno bolju aktivnost prema PC-3 ¢elijskoj liniji nego
komercijalni citostatik DOX.

Tabela 3.6.2.: I1Cso vrednosti [UM] testiranih jedinjenja 19 — 22 dobijenih in vitro MTT testom nakon 72 h tretmana.

ICso (1M), 72 h

!spitiyan_o

Jedinjenje K562 HL60 Jurkat Raji PC3 HT-29 MCF-7 MD2A3-1MB HelLa Hs294T A549 MRC-5
19 8.78 3.63 15.23 16.96 45.55 39.82 3.26 14.87 14.15 22.96 11.34 >100

20 4.50 20.91 26.59 18.95 25.90 43.16 11.28 14.85 15.80 77.81 12.37 >100

21 6.72 11.62 16.74 18.84 24.70 35.06 4.14 35.37 9.96 61.57 12.10 >100

22 5.85 5.64 19.71 25.08 32.39 34.58 9.39 8.36 3.35 94.35 30.57 >100

DOX 0.25 0.92 0.03 2.98 84.23 0.15 0.20 0.09 0.07 4.50 4.91 0.10

lako smo dobili umerene rezultate citotoksi¢nosti, oni su znacajni iz razloga $to ni jedan od
novosintetisanih analoga nije ispoljio toksi¢nost prema zdravoj ¢elijskoj liniji MRC-5.

Tabela 3.6.3.: IC50 vrednosti [tM] testiranih jedinjenja 23 i 24 dobijenih in vitro MTT testom nakon 72 h tretmana.

I1Cs (uM), 72 h

Ispitivano

jedinjenje -

! jeny K562 HL60 Jurkat Raji PC3 HT-29 MCF-7 MD2A31MB HelLa Hs294T A549 MRC-5
23 6.32 4.64 14.47 14.02 35.97 44.70 2.83 17.61 9.75 58.66 10.95 >100
24 2.25 2.63 13.99 17.90 35.12 34.94 3.70 16.12 8.56 77.27 21.72 >100
DOX 0.25 0.92 0.03 2.98 84.23 0.15 0.20 0.09 0.07 4.50 4.91 0.10

Rezultati antiproliferativne aktivnosti C-4 analoga, difenilsiréetnog i hlorovanog analoga 23 i 24
su prikazani u Tabeli 3.6.3.. Oba jedinjenja pokazuju visoku aktivnost prema celijskim linijama
K562, HL60, MCF-7 i HeLa, dok je prema ostalim ¢elijskim linijama ispoljena umerena aktivnost.
Najbolji rezultat u poredenju sa kontrolnim uzorkom je ispoljen na PC-3 ¢elijsku liniju, gde iako
samo umerena aktivnost, sa 1Cso od 35.97 i 35.12 uM, sa ovim rezultatima su analozi pokazali
dvostruko bolju aktivnost od DOX-a (ICso = 84.23 uM). Kao i prethodno analizirani analozi, ni
analozi 23 i 24 nisu bili toksi¢ni prema MRC-5 ¢elijama.

Tabela 3.6.4.: 1C50 vrednosti [tM] testiranih jedinjenja 30 — 34 dobijenih in vitro MTT testom nakon 72 h tretmana.

ICso (uM), 72 h

Ispitivano

jedinjenje e HL6O  Jurkat  Raji  PC3  HT-29  MCF-7 MDA® Hela  Hs204T  ASE9  MRCS
30 213 68 1079 798 2824 3515 123 421 877 4394 1305  >100
31 022 051 976 255 121 1493 653 1882 396 9053 119  >100
32 260 226 617 628 2116 20361 791 2081 004 9361 529  >100
3 206 446 009 038  >100  >100 246 1526 193 100 230  >100
34 121 169 1335 88 1126 9498 513 1683 697  >100 1008  69.44
DOX 025 092 003 298 8423 015 020 009 007 450 491 010
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U Tabeli 3.6.4. prikazana je antiproliferativna aktivnost dibenzilovanih C-6 analoga (—)-
kleistenolida 30 — 34. Ispitivano jedinjenje 30 pokazalo je dobru aktivnost prema K562, HL60, Raji,
MCF-7, MDA-MB 231, i Hela ¢elijskim linijama. Umerenu aktivnost je ispoljilo prema ostalim
¢elijskim linijama (Jurkat, PC-3, HT-29, Hs-294T i Ab49). Jedinjenje 31 je pokazalo
submikromolarnu aktivnost prema dve ¢éelijske linije, gde je uoc¢ena ICso = 0,22 uM na K562 ¢elijku
liniju i time je postignuta ista aktivnost kao kod DOX-a, dok je druga prema ¢elijskoj liniji HL60
(ICso = 0.51 uM) i sa ovim rezultatom analog 31 je ispoljio 1,8 puta vecu aktivnost od DOX-a. Sa
ICs0 vrednosc¢u od 1.21 uM prema celijskoj liniji PC-3, ovaj analog je pokazao vise od 50 puta jacu
aktivnost od DOX-a, a nije bio toksi¢an ni prema zdravoj ¢elijskoj liniji. Jedinjenje 32 je pokazalo
visoku aktivnost prema svim tumorskim ¢elijskim linijama, sa izuzetkom PC-3 i MDA-MB-231,
prema kojima je ispoljena samo umerenu aktivnost, dok je ovaj analog bio neaktivan prema
¢elijskoj liniji HT-29. Najjaca aktivnost je ispoljena prema celijskoj liniji HeLa sa ICsg vredno$c¢u
od 0.04 uM, ¢ime je ostvarena nanomolarna aktivnost, skoro dva puta vec¢a od DOX-a, dok pri tome
nije bio toksic¢an prema zdravoj ¢elijskoj liniji. Jedinjenje 33 je pokazao submikromolarnu aktivnost
prema liniji Jurkat sa 1Cso = 0.09 uM. Submikromolarna aktivnost je takode zabelezena i prema
¢elijskoj liniji Raji (ICso = 0.38 uM) i to je znacajan rezultat s obzirom da je aktivnost ovog analoga
skoro 8 puta bila jaca od aktivnosti DOX-a (ICsop = 2.98 uM). Jaka aktivnost je jo§ zabelezena
prema celijskim linijama K562, HL60, MCF-7, HeLa i A549. Analog 34 je takode pokazao Sirok
spektar aktivnosti, gde je bio neaktivan prema liniji Hs294T, dok je prema ostalim c¢elijskim
linijama ispoljio visoku aktivnost, ali je pored toga ispoljena i blaga citotoksi¢nost prema zdravoj
¢elijskoj liniji. Generalno, dolazi se do zakljucka da je ova grupa jedinjenja bila izuzetno aktivna,
skoro prema svim ispitivanim ¢elijskim linijama sa izuztekom HT-29 i Hs294T c¢elijskih linija.

Tabela 3.6.5.: I1Cso vrednosti [uM] testiranih jedinjenja 35 — 39 dobijenih in vitro MTT testom

nakon 72 h tretmana.

ICs0 (uM), 72 h

Ispitivano

Jedinjenje K562 HL60 Jurkat Raji PC3 HT-29 MCF-7 MD2A3_1MB HelLa Hs294T A549 MRC-5
35 151 5.96 14.23 17.42 40.60 39.02 5.27 12.46 3.03 35.75 12.52 >100

36 0.94 6.14 11.88 0.94 31.83 6.88 0.70 18.57 2.29 >100 244 91.38

37 0.38 6.99 12.75 1.33 23.56 23.59 421 24.44 5.81 >100 3.25 87.71

38 0.10 741 1451 2.06 11.25 30.35 5.24 15.50 2.96 >100 3.49 >100

39 0.66 6.57 15.00 10.60 15.86 13.17 2.17 13.38 12.66 >100 3.01 >100

DOX 0.25 0.92 0.03 2.98 84.23 0.15 0.20 0.09 0.07 4.50 4.91 0.10

Sledeca ispitivana grupa (Tabela 3.6.5.) su bili 7-O-acetilovani analozi (—)-kleistenolida

(Jedinjenja 35 — 39). Analog 35 je ispoljio visoku aktivnost prema slede¢im celijskim linijama:
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K562, HL60, MCF-7 i HeLa, dok je prema ostalih 7 tumorskih ¢elijskih linija pokazao umerenu
aktivnost. Jedinjenje 36 je ispoljilo submikromolarnu aktivnost prema celijskoj liniji K562 (ICso =
0.94 uM), dok je aktivnost prema Raji ¢elijskoj liniji (ICsp = 0.94 uM) vise od tri puta veca od
DOX. Prema MCF-7 je izmerena submikromolarna aktivnost (ICso = 0,70 uM). Prema HL60, HT-
29, HeLa i A549 dobijena je znacajna aktivnost, a prema Jurkat, PC-3 i MDA-MB231 umerena
aktivnost, dok je analog bio neaktivan prema Hs294 ¢elijama. Rezultati na Raji i A549 linijama su
izuzetno znacajni, gde je jedinjenje 36 pokazalo ja¢u aktivnost od DOX. Ispitivanje jedinjenja 37
pokazalo je da navedeni analog ispoljava submikromolarnu aktivnost prema leukemijskoj ¢elijskoj
liniji K562 (ICso = 0.38 uM) koja je nesto slabija bila od aktivnosti ispoljene od strane DOX-a (I1Cso
= 0.25 uM). Visoka aktivnost je uocena i prema slede¢im linijama: HL60, Raji, MCF-7, Hela i
Ab549, dok je analog 37 bio neaktivan prema Hs294T c¢elijama, a prema ostalim Celijskim linijama
je ispoljio umerenu aktivnost. lako je visoka aktivnost postignuta prema Raji i A549 linijama, oba
rezultata su bila jaca od aktivnosti DOX-a. Dalje, analog 38 je ispoljio submikromolarnu aktivnost
prema K562 (ICso = 0.10 uM) i time je 2,5 puta aktivniji od DOX-a (ICso = 0.25 uM). Znacajna
aktivnost je uoc¢ena prema slede¢im ¢elijskim linijama: HL60, Raji, MCF-7, HeLa i A549, gde je
najznacajniji rezultat ovog analoga bio prema Raji i A549 c¢elijskim linijama. Takode, analog 39 je
ispoljio submikromolarnu aktivnost (ICso = 0.66 mM) prema celijskoj liniji K562, dok je bio
neaktivan prema c¢elijskoj liniji Hs294T, a ispoljilo je umerenu aktivnost prema Jurkat, Raji, PC-3,
HT-29, MDA-MB-231 i HelLa ¢elijskim linijama.

Iz grupe 4,7-di-O-acetilovanih analoga (—)-kleistenolida (Tabela 3.6.6.), jedinjenje 40 je ispoljilo
submikromolarnu aktivnost prema K562 (ICso =0.90 uM). HL60, Jurkat, MCF-7 i HeLa su c¢elijske
linije prema kojima je ovaj analog pokazao jacu aktivnost, a prema preostalih 6 je uo¢ena umerena
citotoksi¢nost.

Tabela 3.6.6.: I1Cso vrednosti [UM] testiranih jedinjenja 40 — 44 dobijenih in vitro MTT testom nakon 72 h tretmana.

I1Cso (nM), 72 h

!sp!tiyar]o

Jedinjenje K562 HL60 Jurkat Raji PC3 HT-29 MCF-7 MD2A3_1MB HelLa Hs294T A549 MRC-5
40 0.90 5.09 8.66 13.85 20.96 34.90 3.70 13.12 2.29 37.56 15.98 >100

41 1.22 5.72 4.39 1.30 81.52 89.48 1.64 40.24 2.20 >100 241 >100

42 1.82 2.59 15.06 10.40 50.29 24,51 1.30 8.03 21.31 >100 1.39 70.31

43 1.50 5.30 1.89 1.66 52.21 72.08 4.58 31.91 211 >100 2.37 >100

44 2.84 4.53 14.43 9.11 31.21 26.70 0.35 2.08 16.55 >100 0.11 75.61

DOX 0.25 0.92 0.03 2.98 84.23 0.15 0.20 0.09 0.07 4.50 4.91 0.10

Analog 41 je ispoljio visoku aktivnost prema svim analiziranim kancer celijskim linijama osim
Hs294T. Umerena aktivnost je uocena prema PC-3 HT-29 i MDA-MB-231, dok je najznacajniji
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rezultat ispoljen prema A549 (ICsp =2.41 uM). Zatim, jedinjenje 42 je pokazalo visoku aktivnost
prema K562, HL60, MCF-7, MDA-MB-231 i A549 tumorskim linijama, dok je neaktivan bio
prema Hs294T. Najznacajniji rezultat je aktivnost prema A549 (ICso =1.39 uM), koja je tri puta
veca od aktivnosti DOX-a (ICso =4.91 uM). Slabija citotoksi¢nost je uocena prema zdravoj ¢elijskoj
liniji MRC-5. Naredno ispitivano jedinjenje 43 je pokazalo dobru aktivnost prema svim ¢elijskim
linijjama sa izuzetkom Hs294T prema kojoj je bilo neakivno, dok je prema PC-3, HT-29 i MDA-
MB-231 ispoljilo umerenu aktivnost. Prema Raji ¢elijama (ICso = 1.66 uM) pokazalo je skoro dva
puta jacu aktivnost od komercijalno dostupnog DOX (ICso =2.98 uM), a sa ICso vrednosc¢u od 2.37
uM prema AS549 celijskoj liniji ostvarena je dvostruko veca aktivnost u odnosu na ovo referentno
jedinjenje. Analog 44 je pokazao submiklomolarnu aktivnost prema ¢elijskoj liniji MCF-7 (ICso =
0.35 uM) i prema A549 (ICso = 0.11 uM), §to je izvanredan rezultat, jer je aktivnost vise od ¢ak 40
puta ve¢a nego DOX-a.

Vrednosti iz Tabele 3.6.7. za C-6 analoge opisuju antiproliferativnu aktivnost 4,6-di-O-
benzilovanog i 6,7-di-O-acetilovanog analoga (—)-kleistenolida. Poslednji analog koji je pokazao
submikromolarnu aktivnost je jedinjenje 47 i ova aktivnost je ispoljena prema K562 liniji (ICso =
0.67 uM), gde je analog nesto slabije aktivan od DOX-a Sto se ti¢e ostalih rezultata, uglavnom je
uocena umerena aktivnost, osim prema c¢elijskim linijama HL60, MCF-7 i HeLa, gde je zabelezena
visoka aktivnost.

Preostala jedinjenja iz ove grupe 45, 46 i 48 su ispoljila ve¢inski umerenu aktivnost. Jedinjenje
45 je ispoljilo znacajnu aktivnost prema celijskim linijama K562, HL60 i HeLa, dok je analog 46
pokazao visoku aktivnost prema tri ¢elijske linije (K562, HL60 i MCF-7), a analog 48 je ispoljio
visoku aktivnost prema cetiri ¢elijske linije (K562, HL60, MCF-7 i HelLa).

Tabela 3.6.7.: I1Cso vrednosti [UM] testiranih jedinjenja 45 — 48 dobijenih in vitro MTT testom nakon 72 h tretmana.

ICso (uM), 72 h

Ispitivano

Jedinjenje K562 HL60 Jurkat Raji PC3 HT-29 MCF-7 MD2A3_1MB HelLa Hs294T A549 MRC-5
45 112 1.39 19.02 11.65 33.43 35.42 15.45 16.13 6.17 94.49 23.25 >100

46 2.65 4.39 18.26 10.71 33.85 45.30 5.01 15.88 10.77 70.18 22.87 >100

47 0.67 3.34 12.03 19.23 17.69 22.19 5.90 19.24 8.30 81.36 12.91 >100

48 1.18 9.62 17.50 19.77 28.28 39.18 4.58 45.62 5.36 85.88 12.49 >100

DOX 0.25 0.92 0.03 2.98 84.23 0.15 0.20 0.09 0.07 4.50 491 0.10

Poslednja Tabela 3.6.8. sa ICso vrednostima prikazuje aktivnost 5-epi-(—)-kleistenolida (50) i
(—)-kleistenolida (1).
Ispitivanje antiproliferativne aktivnosti jedinjenja 49 je pokazalo da ono ispoljava

submikromolarnu aktivnost prema leukemijskoj éelijskoj liniji K562 (ICso = 0.33 uM). Sto se tice
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ostalih rezultata, ispoljena je i znacajna aktivnost prema celijskim linijama HL60, Raji, MDA-MB-
231 i Hela.

Tabela 3.6.8.: I1Cso vrednosti [LM] testiranih jedinjenja 1, 49 i 50 dobijenih in vitro MTT testom nakon 72 h tretmana.

ICso (uM), 72 h

!spitiyan_o

Jedinjenje K562 HL60 Jurkat Raji PC3 HT-29  MCF-7 MDZ';MB HeLa  Hs294T  A549 MRC-5
49 0.33 8.27 17.03 1.05 64.33 34.37 20.06 7.04 5.90 40.77 17.21 >100
50 0.21 7.31 19.41 2.47 74.18 28.92 21.28 7.66 6.45 36.18 9.38 >100
1 7.65 121 14.22 36.94 28.63 78.38 26.07 2.25 7.32 >100 16.34 >100
DOX 0.25 0.92 0.03 2.98 84.23 0.15 0.20 0.09 0.07 4.50 4.91 0.10

U Tabeli 3.6.8. moze da se uoci da je analog 50 ispoljio submikromolarnu aktivnost sa 1Cso
vrednost od 0.21 uM prema Celijskoj liniji K562. Ovaj rezultat je podjednak i ¢ak neznatno bolji od
aktivnosti komercijalno dostupnog DOX-a. Prema c¢elijskim linijama HL60, Raji, MDA-MB-231,
HelLa i A549 jedinjenje je pokazalo znacajnu aktivnost (ICso < 10 uM). Antiproliferativna aktivnost
(—)-kleistenolida (1) je ispoljio visoku aktivnost prema celijskim linijjama K562, HL60, MDA-MB-
231 i HeLa, kao i umerenu aktivnost koja je zabelezena prema Jurkat, Raji, PC-3, MCF-7 i A549
linijama, dok je jedinjenje 1 neaktivno prema Hs294T.

Generalno, moze da se zaklju¢i da su analizirana jedinjenja ispoljila izuzetnu aktivnost prema
¢elijskim linijama K562, HL60, Raji, MCF-7, HeLa i A549. Novosintetizovani analozi su
uglavnom bili netoksi¢ni, a samo je nekoliko njih pokazao blagu citotoksi¢nost prema zdravoj

¢elijskoj liniji MRC-5.

3.7 Antimikrobna aktivnost

Disk difuzioni test:

Odabrana jedinjenja su testirana na antimikrobnu aktivnost kori§¢enjem standardnog testa
difuzije diska naspram panela mikroorganizama: gram pozitivnih bakterija - Staphylococcus aureus
(NCTC 6571) i Listeria monocytogenes (NCTC 11994), gram negativnih bakterija - Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 10332) i Klebsiella pneumonie (ATCC BAA 2146), kao i gljivice Candida
albicans (ATCC 10231). Testirani organizmi su rasporedeni na LA (bacteria spp.) i SAB (Candida
sp.) agar ploce, a sterilni diskovi su stavljeni sa 500 pg jedinjenja po disku. Svako od analiziranih
jedinjenja je rastvoreno u DMSO, koji je koris¢en kao negativna kontrola. Sve plo¢e su inkubirane
24 h na 37 °C kod ispitivanja antibakterijske aktivnosti, dok je temperatura inkubacije u slucaju
analiziranja antifungalne aktivnosti bila 30 °C za Candida.

Nekoliko testiranih jedinjenja pokazalo je specificnost protiv bakterije S. aureus, sa blagom
(Jedinjenja 40 i 46) ili niskom aktivnos¢u (45, 48, 20, 29, 21 i 19) na njen rast. Jedinjenje 48 je
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pokazalo slabu aktivnost protiv vrste L. monocitogenes, dok je jedinjenje 29 pokazao vrlo slabu
inhibitornu aktivnost protiv C. albicans. Medutim, P. aeruginosa i K. pneumonie su bile otporne na
sva ispitivana jedinjenja.

Tabela 3.7.: Antimikrobna aktivnost ispitivanih jedinjenja na nekoliko vrsta bakterija i Candida. Aktivnost se pokazuje
u preéniku zona inhibicije rasta [mm] oko diskova sa jedinjenjima.

Broj Jedinjenje S. aureus L. monocytogenes P. aeruginosa K. pneumonie C. albicans
NCTC 6571 NCTC 11994 ATCC 10332 ATCC BAA 2146 ATCC 10231
1 20 <1 / / / /
2 14 / / / / /
3 29 <1 / / / <1
4 21 <1 / / / /
5 38 / / / / /
6 50 / / / / /
7 19 <1 / / / /
8 31 / / / / /
9 35 / / / / /
10 49 / / / / /
11 48 <1 1 / / /
12 16 / / / / /
13 45 2 / / / /
14 23 / / / / /
15 30 / / / / /
16 11 / / / / /
17 46 3 / / / /
18 33 / / / / /
19 47 / / / / /
20 22 / / / / /
21 40 3 / / / /

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC)

Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) su odredene prema CLSI smernicama za
mikrodiluciju bujona (Institut za klini¢ke 1 laboratorijske standarde 2008, 2012) prema
standardizovanoj metodologiji. Standardizovanu metodologiju koris¢enu u ovoj studiji preporucuje
Nacionalni komitet za klini¢ke laboratorijske standarde (MO07-A8) za bakterije. Sva testirana
jedinjenja su prvo rastvorena u DMSO, u koncentraciji od 100 mg/mL, $to je omogucéilo visoku
pocetnu koncentraciju za dalja razblazenja. NajviSa testirana koncentracija u mikrotitarskim
plo¢ama sa ravnim dnom sa 96 bunarci¢a bila je 500 pg/mL, a serijska razblaZzenja su smanjena na
7,8 ng/mL. Testirani mikroorganizmi su ukljucivali tri soja Staphilococcus: S. aureus NCTC 6571,
S. aureus ATCC 25923 i S. aureus ATCC 43300 (S. aureus otporan na meticilin, MRSA).
Antibakterijski MIC su odredeni u LB (Luria Bertani) i inokulum je bio 5x10° jedinica koje
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formiraju kolonije (CFU/mL). Vrednost MIC je zabelezena kao najniza koncentracija koja je
inhibirala rast posle 24 h na 37 °C.

Tabela 3.7.1.: Antimikrobna aktivnost ispitivanih jedinjenja protiv Staphilococcus spp.

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC, ug/mL)
. S. aureus
Redni L S. aureus S. aureus
broj Jedinjenje NCTC 6571 ATCC 25923 AT(,(\:A%;‘%OO
1 20 200.0+0.9 250.0+ 0.5 250.0+ 3.9
3 29 250.0 £ 0.6 125.0+2.4 125.0+£0.9
4 21 500.0+ 4.4 500.0 £ 2.9 500.0 £ 0.9
8 19 500.0 + 6.6 400.0 5.4 400.0+2.1
12 48 2500+ 1.7 300.0+ 4.6 250.0 £ 0.9
14 45 125.0+ 0.6 125.0+ 0.5 125.0+ 0.4
18 46 200.0+0.4 350.0+ 2.0 300.0+ 1.0
22 40 250.0+ 0.6 400.0+ 7.7 400.0 £ 0.7

Sva jedinjenja u mikrodilucionim testovima (Tabela 3.7.1.) su pokazala nisku aktivnost na tri
testirana Staphilococcus spp., u skladu sa testom diska koji je pokazao niske do blage aktivnosti
protiv S. aureus NCTC 6571.

3.8 Identifikovanje veza izmedu strukture sintetizovanih jedinjenja i
njihove antiproliferativne aktivnosti (SAR)

Poslednji deo doktorske disertacije je bilo uspostavanje korelacije izmedu strukture i bioloske
aktivnosti sintetisanih jedinjenja. Na dijagramima (Slika 3.8., 3.8.1. i 3.8.2.) su prikazani odnosi
najaktivnijeg C-4, C-6 analoga i 5-epi-(—)-kleistenolida (50) sa prirodnim proizvodom (-)-
kleistenolidom (1).

Na prvom dijagramu (Slika 3.8.) prikazan je odnos izmedu najaktivnijeg C-4 analoga jedinjenja
14 koje je cinamoil analog sa prirodnim proizvodom (—)-kleistenolidom (1). Sa dijagrama se moze
videti da zamenom acetatne grupe u poloZaju C-4 nije doSlo do promene u toksi¢nosti prema
zdravoj celijskoj liniji, MRC-5. Prema tumorskim celijskim linijama jedina znacajnija negativna
promena je bila poviSena ICsp vrednost (84.03 uM) prema PC-3 ¢elijskoj liniji. Znacajne pozitivne
promene se mogu videti prema celijskim linijama Jurkat, MCF-7, Hs294T 1 A549. Najznacajniji
rezultati su dobijeni prema celijskoj liniji HT-29, s tim da je ICso vrednost opala na 13.47 uM, kod
¢elijske linije Raji na ICso = 3.30 uM, a najbolji rezultat je dobijen prema celijskoj liniji K562
nakon uvodenja nove funkcionalne grupe, gde je dobijena submikromolarna aktivnost (ICsp = 0.76

uM).
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Slika 3.8.: Dijagram odnosa izmedu najaktivnijeg C-4 analoga jedinjenja 14 (cinamoil analog) sa prirodnim proizvodom
(—)-kleistenolidom (1).

Na drugom diagramu (Slika 3.8.1.) prikazan je odnos izmedu najaktivnijeg C-6 analoga
jedinjenja 38 (p-metoksi-cinamoil analog) sa prirodnim proizvodom (—)-kleistenolidom (1). Na
ovom diagramu uradena korekcija dve vrednosti i to za MRC-5 1 Hs294T, prema ovim celijskim
linijama analog 38 nije bio aktivan. Uvodenjem nove farmakofore u polozaju C-6, dobijena je

znacajna promena.

Hy O
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*korigovane vrednosti zbog grafic¢kih prikaza

Slika 3.8.1.: Dijagram odnosa izmedu najaktivnijeg C-6 analoga jedinjenja 38 (p-metoksi-cinamoil analog) sa prirodnim
proizvodom (—)-Kkleistenolidom (1).
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Vazno je napomenuti da nije doSlo do znacajnijeg negativnog rezultata, gde je najveéi pad
aktivnosti dobijen prema celijskoj liniji MDA-MB-231 (ICsp = 15.50 uM) sto i dalje predstavlja
znacajnu aktivnost. Znacajne pozitivne promene dobijene su prema celijskoj liniji A549 (ICso =
3.49 uM), HelLa (ICso = 2.96 uM) i HT-29 (ICso = 11.25 uM). Rezultati koji se posebno isti¢u su
slede¢i: nakon uvodenja metoksicinamoil grupe dobijena je skoro 5 puta veca aktivnost prema
¢elijskoj liniji MCF-7 sa (ICsop = 5.24 uM), a skoro 18 puta veca aktivnost prema tumorskoj
¢elijskoj liniji Raji (ICsop = 2.06 uM). Dobijena je submikromolarna aktivnost i to prema celijskoj
liniji K562 sa ICsg od 0,10 uM i time je viSe od 70 puta novi analog aktivniji od kleistenolida (1).

Na poslednjen diagramu (Slika 3.8.2.) prikazan je odnos izmedu 5-epi-(—)-kleistenolida (50) i
prirodnog proizvoda (—)-kleistenolida (1). U ovom slu¢aju nije uvedena nova farmakofora,
posmatrano je da li ¢e promena stereohemije ugljenika na polozaju C-5 uticati na biolosku
aktivnost. Bitno je naglasiti, bazirano na dobijenim rezultatima da je analog 50 ostao potpuno

netoksic¢an prema zdravoj ¢elijskoj liniji.

(8]
Bz0 0
wo o/ 108.06
AcO
50 74.18
36.18
19.41 28.92 5, 13
021 =1 2.47 0 7.66 6.45 I 9;33
AREULEN B B D RPN B
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9 36.04 2863
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K562 HL 60 RAJI PC 3 HT-29 MCF-7 HelLa Hs 294T A549 MRC-5

Slika 3.8.2.: Dijagram odnosa izmedu 5-epi-(—)-kleistenolida (50) i prirodnog proizvoda (—)-Kleistenolida (1).
Znacajnije oslabljenje aktivnosti je moglo samo da se uo¢i prema celijskoj liniji PC-3 (ICso =
74.18 uM), dok se pozitivna promena moze ustanoviti prema celijskim linijama A549, HeLa, MCF-
7 1 HT-29. lako i dalje samo sa umerenom aktivnoscu, 5-epi-(—)-kleistenolid je jedno od
novosintetisanih jedinjenja koje je pokazalo aktivnost prema celijskoj liniji Hs294T sa ICsg
vredno$¢u od 36.18 uM. Najbolji rezultati su zabelezeni kod Ccelijske linije Raji gde se

novosintetisani analog pokazao skoro 15 puta aktivniji od prirodnog proizvoda (—)-kleistenolida (1).
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Submikromolarna aktivnost je zabelezena prema leukemijskoj celijskoj liniji K562 (ICso = 0.21
uM) i ovim je on vise od 35 puta aktivniji od (—)-kleistenolida (1).

Dobro je poznato da je cinamoilna grupa dobra farmakofora, $to se ispostavio ta¢nim i u ovom
slu¢aju, te generalno moze da se zakljuci za C-6 analoge da su ne$to aktivniji od C-4 i da se

izmenom stereohemije moze znacajno uticati na biolosku aktivnost novosintetizovanih jedinjenja.
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4 EKSPERIMENTALNI DEO

Opste metode — Tacke topljenja su odredene na aparatu Blichi 510 i nisu korigovane. Vrednosti
opticke rotacije su izmerene na automatskom polarimetru P 3002 (Kriiss) 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 smimljeni na instrumentu Bruker AC 250 E ili Bruker Avance
Il 400, a hemijska pomeranja su izrazena u ppm vrednostima uz tetrametilsilan kao interni
standard. Protonski NMR spektri su asignirani metodom homo-dekuplovanja, ili 2D COSY
tehnikom. *C NMR Spektri su asignirani metodom selektivnog dekuplovanja. Cl Maseni spektri
snimljeni su na Finningan-MAT 8230 spektrometru uz izobutan kao reagens gas, dok su ES M-
spektri snimljeni na sistemu Agilent Technologies HPLC/MS 3Q, serija 1200/6410. Reakcije su
pracene na TLC alufolijama Kieselgel 60 Fzss (Merck). Hromatogrami su izazivani sa 50%-nom
H2SO4 uz naknadno zagrevanje na 120 °C. Fle§ hromatografija je uradena na kolonama Kieselgel
60 (0.040-0.063, E. Merck). Ekstrakti su suSeni anhidrovanim Na»>SOs. Organski rastvaraci su

uparavani na rotacionom vakuum uparivacu na temperaturama vodenog kupatila do 40 °C.
4.1 3-O-Benzil-1,2:5,6-di-O-izopropiliden-a-D-glukofuranoza (3)

Rastvoru jedinjenja 2 (1.5 g, 5.76 mmol) u anh. DMF (30 mL) koji se intenzivno mesa i hladi na 0
°C, doda se 95% NaH (0.277 g, 11.52 mmol) i nakon prestanka intenzivnog izdvajanja vodonika, se
doda BnBr (0.9 mL, 7.49 mmol). Nakon 0.5 h hladenje se prekine i meSanje nastavi na sobnoj
temperaturi dodatnih 2 h. Reakciona smesa se upari i dobijeni ostatak se rasporedi izmedu CH>Cl>
(3x40 mL) i H20 (150 mL). Organske faze se odvoje, spoje, suse i upare, a Sirova smesa se precisti
fles hromatografijom (1:4 Et2O/PE). Pri tome se dobija Cisto jedinjenje 3 (1.977 g, 97%) u vidu
bezbojnog gustog sirupa, [a]o = — 40 (¢ 1.0, CHCIs), it®. [a]o = — 26.4 (c 1.2, CHCIs3); Ri= 0.26
(9:1 toluen/Et,0) ili Rf=0.22 (PE/Et20 4:1).

IR (film): vimax 1602 i 1498 (Ph).

IH NMR Spektar (CDCls): 5 1.32, 1.39, 1.45 i 1.51 (4xs, 3 H svaki, 2xMezC), 3.98-4.07 (m, 2 H,
J34=3.0, Js564=5.9, Jeaep=10.5 Hz, H-3 i H-6a), 4.09-4.20 (m, 2 H, J45=7.0, J56p=6.1, Jsasp=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, J1,=3.7 Hz, H-2),
4.65 i 4.61 (2xd, 1 H svaki, Jgem=11.8 Hz, PhCH), 5.91 (d, 1 H, J1,=3.7 Hz, H-1), 7.30-7.40 (m, 5
H, Ph).
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13C NMR Spektar (CDCls): § 25.38, 26.18, 26.73 i 26.77 (2xCMey), 67.32 (C-6), 72.29 (PhCHby),
72.45 (C-5), 81.24 (C-4), 81.61 (C-3), 82.57 (C-2), 108.22 (C-1), 108.90 i 111.71 (2xMe:C),
127.77, 128.33, 129.63, 137.57 (Ph).

HRMS: Izracunato za C1gH2606Na: 373.1618. Nadeno: m/e 373.1622 (M*+Na).
4.2 3-0-Benzil-1,2-O-izopropiliden-a-D-glukofuranoza (4)

Rastvoru jedinjenja 2 (2.6 g, 10 mmol) u anh. DMF (50 mL) koje se intenzivno mesa i hladi na 0°C
doda se 95% NaH (0.72 g, 30 mmol) i nakon prestanka intenzivnog izdvajanja vodonika, se doda
BnBr (1.56 mL, 13 mmol). Nakon 0.5 h hladenje se prekine i me$anje nastavi na sobnoj temperaturi
dodatnih 2 h. Reakciona smesa se upari do suva i dobijeni ostatak ekstrahuje sa CH2Cl> (3x40 mL)
iz H20 (250 mL). Organske faze se spoje, suSe i upare do suva, a dobijeni ostatak sirovog jedinjenja
3 se rastvori u 60% AcOH (50 mL) uz intenzivno meSanje na sobnoj temperaturi. Nakon 24 h
reakcioni rastvor se azeotropno uparava sa toluenom do potpunog uklanjanja Kiseline i vode.
Ostatak se precisti fle§ hromatografijom (17:3 Et2O/PE—Et0) pri ¢emu se dobija ¢ist proizvod 4
(2.78 g, 90%) u vidi bezbojne staklaste mase [o]o= — 50 (CHClIs, ¢ 1), lit® [a]o = — 46.2 (CHCl3, ¢
1.5), lit* [o]o = — 53 (1,1,2,2-tetrahloroetan, ¢ ?); Rt = 0.46 (Et20).

IR (film): vimax 3446 (OH), 1498 (Ph) cm’

'H NMR Spektar (CDCls): 1.31 i 1.48 (2xs, svaki po 3 H, CMey), 2.98 (br s, 2 H, OH), 3.68 (dd, 1
H, Js56a=5.3 Hz, Jsaeb=11.5 Hz, H-6a), 3.80 (dd, 1 H, J56,=3.2 Hz, Jeaep=11.5 Hz, H-6b), 4.02 (m, 1
H, H-5), 4.10 (m, 2 H, H-3 i H-4), 458 i 4.71 (2xd, 2 H, Jgem=11.7 Hz, PhCH>), 4.62 (d, 1 H,
J12,=3.8 Hz, H-2), 5.93 (d, 1 H, J12,=3.7 Hz, H-1), 7.29-7.45 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): 26.10 i 26.60 (2xCMey), 64.20 (C-6), 69.04 (C-5), 72.07 (PhCHs),
79.81i 81.80 (C-3 i C-4), 82.02 (C-2), 105.02 (C-1), 127.75, 127.80, 128.59, 128.46, 137.17 (Ph).

4.3 3-0-Benzil-6-0-benzoil-1,2-0O-izopropiliden-a-D-glukofuranoza (5)

A) Rastvoru jedinjenja 4 (0.107 g, 0.34 mmol) u smesi anh. CH2Cl, (6 mL) i anh. Py (0.85 mL) koji
se hladi na —18 °C, se doda hladni (4 °C) BzCl (0.05 mL, 0.40 mmol). Nakon 72 h hladenje se
prekine 1 meSanje nastavi dodatnih 24 h na sobnoj temperaturi. Reakcioni rastvor se izlije u 10%

NaCl (50 mL), ekstrahuje sa CH2Cl> (2x15 mL) i doekstrahuje sa EtOAc (20 mL). Organske faze se

3 Sabitha, G.; Reddy, G. S. K. K.; Reddy, K. B.; Reddy, N. M.; Yadav, J. S. J. Mol. Catal. A: Chem. 2005, 238, 229.
4 K. Freudenberg, W. Diirr, H. von Hochstetter, Berichte Der Deutschen Chemischen Gesellschaft, 61, 1735, (1928).
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spoje, suse i upare do suva, a dobijeni ostatak se precisti fles hromatografijom (1:2 EtoO/PE) pri
¢emu se dobija Cist proizvod 5 (0.120 g, 84%) u obliku bezbojne staklaste mase.

B) Rastvoru jedinjenja 4 (0.127 g, 0.41 mmol) i imidazola (0.139 g, 2.05 mmol) u anh. CH2Cl> (6
mL) koji se intenzivno mesa na sobnoj temperaturi, se polako doda BzCl (0.07 mL, 0.62 mmol).
Nakon 1 h doda se nova porcija imidazola (0.139 g, 2.05 mmol) i meSanje nastavi dodatnih 18 h pa
se reakcioni rastvor izlije u 10% NaCl (50 mL), ekstrahuje sa CH2Cl> (2x15 mL) i doekstrahuje sa
EtOAc (20 mL). Organske faze se spoje, suse i upare do suva, a dobijeni ostatak se precisti fles
hromatografijom (3:7 Et2O/PE) pri ¢emu se dobija Cist proizvod 5 (0.140 g, 83%) u obliku
bezbojnog sirupa®, [a]o = — 37.7 (CHCls, ¢ 1), lit® [o]o = — 30 (CHCls, ¢ 1.8); Rf = 0.25 (37
Et.O/PE).

IR (film): vmax 3489 (OH), 1720 (C=0), 1602 i 1585 (C-C, aromat) i 1165 (OC=0, estar).

'H NMR Spektar (CDCl3): 1.33 i 1.49 (2xs, svaki po 3 H, CMey), 2.70 (bs, 1 H, OH), 4.17 (d, 1 H,
J34=2.9 Hz, H-3), 4.25 (dd, 1 H, J34=2.9 Hz, J45=8.0 Hz, H-4), 4.34 (m, 1 H, H-5), 4.45 (dd, 1 H,
J56a=5.7 Hz, Jeaep=11.5 Hz, H-6a), 4.60 (d, 1 H, Jgem=11.8 Hz, PhCH>), 4.63-4.69 (m, 2 H, H-2 i H-
6b), 4.74 (d, 1 H, Jgem=11.8 Hz, PhCH>), 5.98 (d, 1 H, J1,=3.7 Hz, H-1), 7.29-8.13 (m, 10 H, Ph).

13C NMR Spektar (DMSO-d6): 26.22 i 26.69 (2xCMey), 67.08 (C-6), 67.79 (C-5), 72.12 (PhCHsy),
79.47 ( C-4), 81.64 (C-3), 82.05 (C-2), 105.17 (C-1), 111.75 (CMey), 127.71, 128.04, 128.22,
128.54, 129.59, 129.81, 132.97, 137.15 (Ph), 166.87 (COPh).

HRMS: Izracunato za C23H2707: 415.1751. Nadeno: 415.1753 (M*+H).

4.4 5-O-Acetil-3-O-benzil-6-O-benzoil-1,2-O-izopropiliden-a-D-
glukofuranoza (6)

A) Rastvoru jedinjenja 4 (1.577 g, 5.08 mmol) i BzCl (0.59 mL, 5.08 mmol) u anh. CH2Cl> (32 mL)
koji se meSa na sobnoj temperaturi, se doda DMAP (1.862 g, 15.24 mmol). Nakon 1 h se doda prvo
AcCl (0.54 mL, 7.62 mmol) i potom DMAP (1.242 g, 10.16 mmol). Posle dodatnih 1 h me$anja na
sobnoj temperaturi, reakcioni rastvor se izlije u 10% NaCl (200 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl, (4x30
mL). Spojene organske faze se isperu sa 10% NaCl (100 mL), suSe i upare, a dobijeni ostatak se dva
puta precisti fles hromatografijom (3:7 Et2O/PE) pri ¢emu se dobija Cist proizvod 6 (1.972 g, 85%)

u vidu bezbojne staklaste mase.

5> A. S. Meyer; T. Reichstein, Helv.Chim. Acta. 29, 152, (1946).

® Rita Pal, (2008): “Synthetic Studies Toward Superstolide A, Centrolobine and Some Radical Rearrangement”, Ph.D,
Division of Organic Chemistry: Technology, National Chemical Laboratory, Pune - 411 008. Reg. No
E1/83/Ph.D/2005, http://www.ncl-india.org
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B) Rastvoru jedinjenja 5 (0.120 g, 0.29 mmol) u Ac20 (4 mL) koji se intenzivno mesa na sobnoj
temperaturi doda se p-TSAxH.0O (0.011 g, 0.06 mmol). Nakon 3 h reakcioni rastvor se azeotropno
uparava sa toluenom do potpunog uklanjanja Ac2O, a dobijeni ostatak se precisti fle§
hromatografijom (3:7 Et2O/PE) pri ¢emu se dobija ¢ist proizvod 6 (0.120 g, 91%) u obliku bezbojne
staklaste mase.

C) Rastvor jedinjenja 3 (2.9 g, 8.28 mmol) u 60% AcOH (60 mL) se intenzivnho mesSa na sobnoj
temperaturi u toku 24 h. Reakcioni rastvor se azeotropno uparava sa toluenom do potpunog
uklanjanja kiseline i vode, a dobijeni ostatak se su$i preko noé¢i u visokom vakuumu. Rastvoru
sirovog jedinjenja 4 1 BzCl (0.96 mL, 8.28 mmol) u anh. CH2Cl> (75 mL) koji se mesSa na sobnoj
temperaturi, se doda DMAP (3.033 g, 24.83 mmol). Nakon 1 h sukcesivno se dodaju AcCl (0.88
mL, 12.42 mmol) i DMAP (2.60 g, 21.28 mmol). Nakon 1 h dodatnog meSanja na sobnoj
temperaturi, reakcioni rastvor se izlije u 10% NaCl (300 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl> (3x40 mL).
Spojene organske faze se isperu sa 10% NaCl (200 mL), suSe i upare, a dobijeni ostatak se dva puta
precisti fles hromatografijom (3:7 EtoO/PE) pri ¢emu se dobija Cist proizvod 6 (2.6 g, 69%) u vidu
bezbojne staklaste mase koja kristalise iz smese EtoO/heksan u obliku debelih bezbojnih iglica, tt 96
—97 °C, lit.” tt 95 — 96 °C, [a]o = —64.2 (CHCls, ¢ 0.5), lit.*® [a]o = —67.1 (CHCI3, ¢ 1.222); Rs =
0.25 (1:3 Et,O/PE).

IR (film): vmax 1748 1 1724 (2xC=0), 1602 i 1585 (C-C, aromat.) i 1165 (OC=0, estar).

IH NMR Spektar (CDCls): & 1.35 i 1.51 (2xs, 3 H svaki, MezC), 1.91 (s, 3 H, Ac), 3.99 (d, 1 H,
J34=3.1 Hz, H-3), 4.34—4.52 (m, 3 H, CH2Ph, H-4, H-6a), 4.66 (d, 1 H, J1,=3.7 Hz, H-2), 4.66 (d, 1
H, Jgem=11.7 Hz, CH2Ph), 4.92 (dd, 1 H, Js=2.1 Hz, Jeaer=12.3 Hz, H-6b), 5.50 (ddd, 1 H,
Jsep=2.1 Hz, J=5.0 Hz, J=8.5 Hz, H-5), 5.96 (d, 1 H, J12=3.7 Hz, H-1), 7.28-8.18 (m, 10 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): & 20.82 (MeCO), 26.25 i 26.75 (Me:C), 63.67 (C-6), 68.49 (C-5), 71.89
(CH2Ph), 77.79 (C-4), 80.41 (C-3), 81.64 (C-2), 105.19 (C-1), 111.94 (Me,C), 128.04, 128.19,
128.26, 128.49, 129.58, 130.01, 132.89, 136.77 (Ph), 166.07 (COPh), 169.48 (MeCO).

HRMS: Izracunato za CosH2s0gK: 495.1416. Nadeno: m/e 495.1410 (M*+K).
4.5 5-0-Acetil-3-O-benzil-6-O-benzoil-a-D-glukofuranoza (7)

A) Rastvoru jedinjenja 6 (0.295 g, 0.65 mmol) u CH2Cl2 (3 mL) koji se mesa na 0 °C se doda 90%
ag. TFA (6 mL). Nakon 0.5 h hladenje se prekine 1 reakcija nastavi na sobnoj temperaturi dodatnih
2.5 h. Reakcioni rastvor se azeotropno upari sa toluenom do potpunog uklanjanja kiseline i vode, a

" A. S. Meyer; T. Reichstein, Helv.Chim. Acta. 29, 152 (1946).
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dobijeni ostatak se precisti fleS hromatografijom (3:7 PE/Et20) pri ¢emu Se dobija ¢isti proizvod 7
(0.25 g, 93%).

B) Rastvor jedinjenja 3 (2 g, 5.71 mmol) u 60% AcOH (40 mL) se intenzivno meSa na sobnoj
temperaturi tokom 24 h. Reakcioni rastvor se azeotropno uparava sa toluenom do potpunog
uklanjanja kiseline i vode, a dobijeni ostatak se susi preko noé¢i u visokom vakuumu. Rastvoru
sirovog jedinjenja 4 i BzCl (0.7 mL, 6 mmol) u anh. CH>Cl> (50 mL) koji se meSa na sobnoj
temperaturi, se doda DMAP (2.09 g, 17.12 mmol). Nakon 1 h se doda prvo AcCl (0.61 mL, 8.56
mmol) i potom DMAP (2.09 g, 17.12 mmol). Nakon 1 h dodatnog meSanja na sobnoj temperaturi,
reakcioni rastvor se izlije u 10% NaCl (200 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl> (3%x35 mL). Spojene
organske faze se isperu sa 10% NaCl (100 mL), suSe i1 upare. Rastvoru sirovog 6 u CH2Cl> (20 mL)
koji se mesa na 0°C se doda 90% aq TFA (40 mL). Nakon 0.5 h hladenje se prekine i reakcija
nastavi na sobnoj temperaturi dodatnih 2.5 h. Reakcioni rastvor se azeotropno upari sa toluenom do
potpunog uklanjanja kiseline i vode, a dobijeni ostatak se precisti fle§ hromatografijom (3:7
PE/Et20) pri ¢emu se dobija ¢isti proizvod 7 (2.07 g, 87%) u obliku bezbojne staklaste mase koja
nakon suSenja u visokom vakuumu prelazi u belu ¢vrstu masu. Rekristalizacijom iz smese
CH:Cly/n-heksan u obliku beloga praha tt 130-132 °C, [a]o = + 62.4 (CHCI3, ¢ 0.5); R = 0.31 (3:7
PE/Et,0).

IR (KBr): vmax 3428 (OH), 1695 (C=0), 1602 i 1584 (C-C, aromat) i 1180 (OC=0, estar).
'H NMR Spektar (CDCls): § 1.95 (s, 9.5 H, MeCO), 3.50 (bs, OH), 3.96-5.52 (skeletni vodonici i
CH2Ph), 5.23 (s, 1 H, H-1p), 5.54 (d, 1 H, J12=4.0 Hz, H-1a), 7.29-8.07 (m, 30 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): 21.23 (MeCO), 64.23 (C-6p), 64.33 (C-60:), 69.50, 69.79, 72.31, 73.00,
74.80, 77.03, 77.29, 79.24, 81.65, 82.83, 97.06 (C-la), 104.02 (C-1B), 128.28, 128.35, 128.69,
128.72, 128.80, 129.00, 129.98, 130.09, 133.45, 136.63, 137.45 (Ph), 166.92 (COPh), 170.31
(MeCO).

HRMS: Izradunato za C22H2sNOg: 434.1809. Nadeno: 434.1802 (M*+NHa).

4.6 Metil (2'2)-4,6,7-tri-O-benzil-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-enoat (8)

A) Rastvoru jedinjenja 7 (1.97 g, 4.73 mmol) u aps. MeOH (20 mL) koji se intenzivno mesa na
sobnoj temperaturi, se doda HslOg (1.187 g, 6.18 mmol). Nakon 1.5 h, reakcioni rastvor se
razblazi sa aps MeOH (37 mL) pa se doda prva porcija MCMP (1.74 g, 5.17 mmol) i nakon 1 h
druga porcija MCMP (2.216 g, 6.59 mmol). Nakon 20 h, reakcioni rastvor se upari do suva, a

dobijeni ostatak se rastvori u CH,Cl, i upari sa silikagelom. Ostatak se prvo dva puta precisti fles
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hromatografijom (1:1 PE/Et,0) i potom sa (49:1 CH,Cl,/Me,CO) pri ¢emu se dobija Cisti proizvod
8 (1.779 g, 85%).

B) Rastvoru jedinjenja 4 (3.651 g, 7.998 mmol) u CH.Cl, (20 mL) koji se mesa na 0 °C, doda se
90% aq TFA (40 mL). Nakon 0.5 h hladenje se prekine i reakcija nastavi na sobnoj temperaturi
dodatnih 3 h. Reakcioni rastvor se azeotropno upari sa toluenom do potpunog uklanjanja kiseline i
vode, a dobijeni ostatak se susi u visokom vakuumu preko noci pri ¢emu se dobija sirovi proizvod
7. Ostatak sirovog 7 se uz intenzivno mesanje rastvori u aps. MeOH (150 mL) i doda NalO4 (1.972
g, 9.198 mmol). Nakon 2 h se doda MCMP (4.41 g, 13.2 mmol) i meSanje nastavi dodatnih 20 h.
Reakcioni rastvor se upari do suva, a dobijeni ostatak se rastvori u CH2Cl: i upari sa silikagelom.
Ostatak se dva puta precisti fle§ hromatografijom (1:1 PE/Et20) pri ¢emu se dobija ¢isti proizvod 8
(1.832 g, 52%) u obliku bezbojnog sirupa, [a]o = — 33.4 (CHCls, ¢ 1); Rt = 0.45 (1:1 PE/Et.0).

IR (film): vmax 3482 (OH), 1722 (C=0), 1602 i 1585 (C-C, aromat.) i 1179 (OC=0, estar).

IH NMR Spektar (CDCls): & 2.05 (s, 3 H, MeCO), 2.80 (bs, 1 H, OH), 3.71 (s, 3 H, MeCO), 3.89
(dd, 1 H, J45=2.7 Hz, J56=8.2 Hz, H-5), 4.44 (d, 1 H, Jeen=11.2 Hz, CH2Ph), 4.57 (dd, J6.72=5.8 Hz,
J7a76=12.2 Hz, H-7a), 4.59 (d, Jeem=11.2 Hz, CH2Ph), 4.78 (dd, 1 H, J676=2.4 Hz, J727v=12.2 Hz, H-
7b), 5.22 (ddd, 1 H, J24=1.1 Hz, Jas=2.7 Hz, J34=8.9 Hz, H-4), 5.36 (ddd, 1 H, Js=2.4 Hz,
J67:=5.8 Hz, J56=8.2 Hz, H-6), 6.08 (dd, 1 H, J24=1.1 Hz, Jos=11.7 Hz, H-2), 6.42 (dd, 1 H,
J25=11.7 Hz, J34=8.9 Hz, H-3), 7.31-8.07 (m, 10 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): & 20.89 (MeCO), 51.44 (MeCO), 63.46 (C-7), 70.87 (C-6), 71.56
(CH2Ph), 72.52 (C-5), 72.73 (C-4), 122.95 (C-2), 127.98, 128.25, 128.30, 128.38, 128.46, 129.64,
129.66, 129.84, 132.98, 137.20, (Ph), 146.96 (C-3), 165.95 (MeCO), 166.36 (COPh) i 170.09
(MeCO).

HRMS: Izradunato za C24H270s: 443.1700. Nadeno: m/e 443.1703 (M*+H).

4.7 6-0O-Acetil-4-0-benzil-7-0O-benzoil-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-en-
1,5-lakton (9)

Rastvoru jedinjenja 8 (0.54 g, 1.22 mmol) u anh. CH2Cl> (54 mL) se uz meSanje na sobnoj
temperaturi doda p-TSAxH20 (0.024 g, 0.13 mmol). Nakon 48 h reakcioni rastvor se upari, a
dobijeni ostatak se precisti fle§ hromatografijom (2:3 PE/Et20) pri ¢emu se sa kolone prvo eluira
polazno 5 (0.051 g, 9%), a zatim i Cist proizvod 9 (0.452 g, 90%) koji kristaliSe iz smese
Et>O(tragovi)/CH2Clz/heksan u vidu belog praha, tt 100 °C, [a]o = — 222.2 (CHCIs, ¢ 0.5); Rf=0.30
(3:2 PE/EL,0).
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IR (KBr): vmax 17411 1728 (2xC=0), 1602 i 1585 (C-C, aromat.) i 1177 (OC=0, estar).
IR (film): vmax 1732 (C=0), 1602 i 1584 (C-C, aromat.) i 1177 (OC=0, estar).

IH NMR Spektar (CDCls):  2.08 (s, 3 H, MeCO), 4.05 (dd, 1 H, J45=2.7 Hz, J34=5.6 Hz, H-4),
451 i 4.61 (2xd, 2 H, Jen=11.8 Hz, CH2Ph), 4.54 (dd, 1 H, J67a=4.20 Hz, J7a7=12.6 Hz, H-7a),
4.66 (dd, 1 H, J45=2.6 Hz, J55=8.8 Hz, H-5), 5.03 (dd, 1 H, J7a7=12.5 Hz, Js7s=2.3 Hz, H-7h), 5.62
(ddd, 1 H, Je7v=2.3 Hz, Js7:=4.2 Hz, J56=8.8 Hz, H-6), 6.24 (d, 1 H, J25=9.8 Hz, H-2), 7.03 (dd, 1
H, J,35=9.8 Hz, Js4=5.6 Hz, H-3), 7.28-8.07 (m, 10 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): & 20.75 (MeCO), 61.82 (C-7), 63.96 (C-4), 68.54 (C-6), 71.14
(CH.Ph), 76.93 (C-5), 124.45 (C-2), 128.16, 128.32, 128.34, 128.58, 129.54, 129.65, 133.07,
136.63 (Ph), 142.41 (C-3), 161.60 (C-1), 165.95 (COPh), 169.29 (MeCO).

HRMS: Izracunato za C23H2,07K: 449.0997. Nadeno: m/e 449.0990 (M*+K).

4.8 6-0-Acetil-7-O-benzoil-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-en-1,5-lakton (10)

Rastvoru jedinjenja 9 (0.115 g, 0.28 mmol) u anh. CH2Cl, (6 mL) se uz meSanje na sobnoj
temperaturi doda 0.66% rastvor TiCls (1.88 mL, 0.56 mmol) u anh. CH>Cl>. Nakon 24 h reakcioni
rastvor se izlije u 10% NaHCOs (50 mL) i nastala suspenzija ekstrahuje sa CH.Cl, (4x20 mL).
Organske faze se isperu sa 10% NaCl (50 mL), suse i upare, a dobijeni ostatak se precisti fles
hromatografijom (Et2.O) pri ¢emu se dobija Cisti proizvod 10 (0.064 g, 71%) u vidu bele ¢vrste mase
koja se topi na 118 — 120 °C. Rekristalizacijom iz CH2Cl2/n-heksan dobija se beli prah, tt 124 °C,
[a]o=—32.0 (¢ 0.5, CHCls), lit.° [a]o = — 29.5 (c 0.45, CHCls); Rf = 0.3 (Et0).

IR (KBr): vmax 3420 (OH), 1743 i 1727 (2xC=0), 1600 i 1584 (C-C, aromat.) i 1182 (OC=0,
estar).
IR (film): vmax 3440 (OH), 1727 (C=0), 1602 i 1584 (C-C, aromat.) i 1177 (OC=0, estar).

IH NMR Spektar (CDCls): & 2.12, (s, 3 H, MeCO), 3.69 (br s, H, OH), 4.25 (t, 1 H, J=5.0 Hz, H-4),
4.52-4.63 (M, 2 H, H-5 i H-7a), 4.95 (dd, 1 H, J7a7=12.5 Hz, J675=2.0 Hz, H-7b), 5.52 (ddd, 1 H,
Jo.6=2.2 Hz, J6.7=4.9 Hz, J5,5=9.5 Hz, H-6), 5.91 (dd, 1 H, J45=2.4 Hz, Js6=8.4 Hz, H-5), 6.15 (d, 1
H, J,5=9.7 Hz, H-2), 7.04 (dd, 1 H, J25=9.7 Hz, Js4=3.6 Hz, H-3), 7.34-8.08 (m, 5 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): 8 20.93 (MeCO), 59.30 (C-4), 62.46, (C-7), 69.11 (C-6), 77.62 (C-5),
123.16 (C-2), 128.50, 129.60, 129.74, 133.33 (Ph), 143.73 (C-3), 162.43 (C-1), 166.31, (COPh),
170.83 (MeCO).

HRMS: Izracunato za C16H1607Na: 343.0788. Nadeno: m/e 343.0787 (M*+Na).
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4.9 (-)-Kleistenolid (1)

A) Rastvoru jedinjenja 9 (0.2 g, 0.49 mmol) u anh. CH2Cl> (8 mL) se uz meSanje na sobnoj
temperaturi sukcesivno dodaju hladni (+ 4'C) 5%-tni rastvor AcBr (3.75 mL, 2.32 mmol) u anh.
CHCI, i FeCls (0.008 g, 0.05 mmol). Nakon 2 h reakcioni rastvor se upari do suva, a dobijeni
ostatak se precisti fle§ hromatografijom (1:2 PE/Et,0) pri ¢emu se dobija ¢isti proizvod 1 (0.143 g,
81%) u vidu bele ¢vrste mase.

B) Rastvoru jedinjenja 9 (0.143 g, 0.35 mmol) u anh. CH2Cl> (5 mL) se uz meSanje na sobnoj
temperaturi sukcesivno dodaju 5%-tni rastvor AcBr (2.6 mL, 1.77 mmol) u anh. CH2Cl, i Zn(OTf):
(0.006 g, 0.018 mmol). Nakon 1 h dodaju se tri nove porcije Zn(OTf)2 (0.006 g, 0.018 mmol; 0.012
g, 0.036 mmol i 0.024 g, 0.072 mmol) sa razmakom od 1 h i reakcija nastavi na sobnoj temperaturi
dodatnih 20 h. Reakcioni rastvor se upari do suva, a dobijeni ostatak se precCisti fle§
hromatografijom (1:2 PE/Et20) pri ¢emu se dobija ¢isti proizvod 1 (0.12 g, 94%) u vidu bele ¢vrste
mase.

C) Suspenziji jedinjenja 10 (0.176 g, 0.55 mmol) u Ac2O (5 mL, 10.6 mmol) se uz meSanje na
sobnoj temperaturi doda p-TSAxH20 (0.005 g, 0.026 mmol). Nakon 4 h reakcioni rastvor se
azeotropno uparava sa toluenom do potpunog uklanjanja Ac20, a dobijeni ostatak se precisti fle§
hromatografijom (1:2 PE/Et20) pri ¢emu se dobija ¢isti proizvod 1 (0.19 g, 95%) u vidu bele ¢vrste
mase tt 135.°C, lit.> tt 133 — 134 °C, [0]o = — 212.2 (¢ 0.5, CHCIs) ili [a]o = — 212.4 (¢ 0.5, CH2Cly),
lit> [a]o = — 164.6 (c 0.48, CH:Cl,). Rekristalizacijom iz Et,O/n-heksan dobijaju se bele
voluminozne iglice tt 138 °C; R = 0.36 (3:7 PE/Et20).

IR (KBr): vmax 17521 1732 (2xC=0), 1601 (C-C, aromat.) i 1183 (OC=0, estar).
IR (film): vmax 17511 1736 (2xC=0), 1601 (C—C, aromat.) i 1180 (OC=0, estar).

1H NMR (400 MHz, CDCls): § 2.06 i 2.11 (2xs, 3 H svaki, 2xMeCO), 4.54 (dd, 1 H, Js7a=4.5,
J7amn=12.5 Hz, H-7a), 4.82 (dd, 1 H, J56=9.6, J45=2.7 Hz, H-5), 4.94 (dd, 1 H, Je1=2.4, J7a7v=12.5
Hz, H-7b), 5.44 (dd, 1 H, J24=6.1, Jas=2.7 Hz, H-4), 5.53 (ddd, 1 H, J56=9.6, J6.7=4.5, Jo.1b=2.4
Hz, H-6), 6.30 (d, 1 H, J25=9.7 Hz, H-2), 7.01 (dd, 1 H, J25=9.7, J34=6.1 Hz, H-3), 7.42-8.08 (m, 5
H, Ph).

13C NMR (100 MHz, CDCls): 4 20.5 and 20.7 (2xMeCO), 59.8 (C-4), 62.0 (C-7), 67.7 (C-6), 75.5
(C-5), 125.4 (C-2), 128.5, 129.6, 129.7, 133.3 (Ph), 139.7 (C-3), 161.1 (C-1), 166.0 (COPh), 169.5
and 169.9 (2xMeCO).

HRMS: Izracunato za C1gH180gNa: 385.0894. Nadeno: m/e 385.0897 (M*+Na).
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4.10 6-O-Acetil-4-0-(2,4,6-trihlorobenzoil)-7-O-benzoil-2,3-dideoksi-D-
arabino-hept-2-en-1,5-lakton (11)

Rastvoru jedinjenja 9 (0.1 g, 0.24 mmol) i 2,4,6-trihlorobenzoil hlorida (0.12 mL, 0.73 mmol) u
anh. CH2Cl> (10 mL) se uz mesanje doda FeCls (0.012 g, 0.07 mmol). Nakon 24 h reakcioni
rastvor se upari, a dobijeni ostatak precisti fle§ hromatografijom (1:1 Et2O/PE) pri ¢emu se dobija
Cisto 11 (0.055 g, 43%) u vidu staklaste mase koja kristalizacijom iz CH2Clz/n-heksan daje beli
prah tt 176 — 177 °C, [a]o = — 199 (CHCls, ¢ 0.1); Rr= 0.46 (3:7 EtOAC/PE).

IR (film): vmax 1747 (C=0, lakton), 1601 i 1580 (C—-C, aromat) i 1177 (OC=0, estar).

IH NMR Spektar (CDCI3): 2.09, (s, 3 H Ac) 4.52, (dd, 1 H, J7,6=3.2 Hz, J7a7=12.7 Hz, H-7a),
4.93, (dd, 1 H, J,5=2.3 Hz, J56=9.5 Hz, H-5), 5.07, (bd, 1 H, Js7,=2.3 Hz, J7a7,=12.7 Hz, H-7b),
5.37, (dt, 1 H, J675=2.5 Hz, J67a=3.0 Hz, J56=9.5 Hz, H-6), 5.60, (dd, 1 H, J;5=2.3 Hz, J;,=6.0 Hz,
H-4), 6.36, (d, 1 H, J,3=9.7 Hz, H-2), 7.26, (dd, 1 H, J34=6.0 Hz, J,3=9.6Hz, H-3), 7.43-8.07, (M, 5
H, Phiz Bz), 8.37, (s, 2 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCI3): 20.84, (Me iz 2 Ac), 61.00, (C-4), 62.85, (C-7), 68.61, (C-6), 75.07,
(C-5), 125.99, (C-2), 128.27, (C-3' i C-5"), 128.52, 129.59, 129.70, 133.32, (Bz), 130.25, 132.68,
137.12, (C-2', C-6' i C-4"), 138.99, (C-3), 160.78, (C1), 163.06, (COPhCI3), 165.97, (COPh),
169.16, (OCOCH3)

HRMS: Izraunato za Cy3H;7ClsOgNa: 548.98867. Nadeno: 548.98770 (M*+Na).

4.11 6-0O-Acetil-4-O-(3-metoksibenzoil)-7-O-benzoil-2,3-dideoksi-D-arabino-
hept-2-en-1,5-lakton (12)

A) Rastvoru jedinjenja 10 (0.094 g, 0.29 mmol) i 3-metoksibenzoil hlorida (0.1 mL, 0.73 mmol)u
anh. CH,Cl, (3 mL) i anh. Py (3 mL). Nakon 2,5 h reakcioni rastvor se azeotropno upari sa
toluenom, a dobijeni ostatak precisti fle§ hromatografijom (PE/EtOAc 6:4) i (CH,Cl,/Me>CO
199:1) pri ¢emu se dobija ¢isto 12 (0.098 g, 74%).

B) Rastvoru jedinjenja 9 (0.1 g, 0.24 mmol) i 3-metoksibenzoil hlorida (0.1 mL, 0.73 mmol) u anh.
CH2Cl> (10 mL) se uz mesanje doda FeCls (0.012 g, 0.07 mmol). Nakon 24 h reakcioni rastvor se
upari, a dobijeni ostatak precisti fle§ hromatografijom, prvo sa (1:1 Et:O/PE) i potom sa
(2:3—7:13—3:7 EtOACc/PE) pri ¢emu se dobija ¢isto 12 (0.088 g, 79%) u vidu staklaste mase [a]o =
— 296 (CHCls, ¢ 0.25); Rr=0.31 (2:3 EtOAC/PE).
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IR (film): 1751(C=0, lakton), 1724 (C=0, estar), 1601 i 1586 (C—-C, aromat) i 1178 (OC=0, estar).

'H NMR Spektar (CDCls): 2.00 (s, 3 H, COCHs), 3.87 (s, 3 H, OCHs), 4.60 (dd, 1 H, Js7a = 4.0 Hz,
J7a70 = 12.5 Hz, H-7a), 4.96 (dd, 1 H, Js5= 9.7 Hz, J45 = 2.7 Hz, H-5), 5.00 (dd, 1 H, Js,7b = 2.4 Hz,
J7a7b = 12.6 Hz, H-7b), 5.60 (ddd, 1 H, Je;7v = 2.5 Hz, Js.7a = 4.0 Hz, Js6= 9.7 Hz, H-6), 5.66 (dd, 1
H, Js5=2.7Hz, J34=6.0 Hz, H-4), 6.35 (d, 1 H, J23=9.7 Hz, H-2), 7.15 (ddd, 1 H,J = 1.0 Hz, J =
2.7Hz,J=83Hz, H-4"),7.18 (dd, 1 H, J34 = 6.0 Hz, J23= 9.7 Hz, H-3), 7.38 (t, 1 H, J = 8.0 Hz,
H-5, 7.46 (t,2 H, H-3", H-5"iz Bz), 7.51 (dd, 1 H, J = 1.5 Hz, J = 2.6 Hz, H-2'), 7.57-7.63 (m, 2
H, H-6', H-4" iz Bz), 8.04 (m, 2 H, H-2", H-6" iz Bz).

13C NMR Spektar (CDCls): 20.52 (COCHa), 55.43 (OCHs3), 60.63 (C-4), 61.79 (C-7), 67.93 (C-6),
75.47 (C-5), 114.32 (C-2'), 120.28 (C-4), 122.25 (C-6"), 125.40 (C-2), 128.44 (C-3", C-5" iz Bz),
129.52 (C-1" iz Bz), 129.64 (C-2", C-6" iz Bz), 129.67 (C-5'), 133.25( C-4" iz Bz), 139.93(C-3),
159.60 (C-3"), 161.13 (C-1), 165.24 (C=0 iz COPhOCHj3), 165.93 (C=0 iz Bz), 169.10 (C=0 iz
AC).

HRMS: Izradunato za Cp4H,,0OgNa: 477.1156. Nadeno: 477.1160 (M*+Na).

4.12 4-0O-Acetil-7-0O-benzoil-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-en-1,5-lakton (13)

Rastvoru jedinjenja 9 (0.152 g, 0.37 mmol) i TsCl (0.212 g, 1.11 mmol) u anh. CH,CI, (15 mL) se
uz mesanje doda FeClz (0.018 g, 0.105 mmol). Nakon 24 h dodate su jo$ tri indenti¢ne porcije
FeCl; (0.018g, 0.105 mmol) sa medusobnim razmakom od 24 h. Nakon ukupnih 168 h, reakcioni
rastvor se upari, a dobijeni ostatak precisti fleS hromatografijom (3:7 EtOAc/PE) pri cemu se dobija
Cisto 13 (0.058 g, 49%) u vidu staklaste mase koja kristalizacijom iz CH2Cl2/n-heksan daje tt 124 —
127 °C, [a]o = — 207.6 (CHCIs, ¢ 0.25); R¢ = 0.16 (3:7 EtOAC/PE).

IR (film): vmax 3445 (OH), 1733 (C=0 estar) i 1601 (C—C, aromat).

IH NMR Spektar (CDCI3): 2.15 (s, 3 H, Ac), 3.29 (d, 1 H, Js.on = 5.0 Hz, OH), 4.27 (dtd, 1 H, Js7
= 2.3 Hz, Js7a= 5.0 Hz, J56= 9.8 Hz, Jso1= 5.0 Hz, H-6), 4.51 (dd, 1 H, Jas = 2.4 Hz, Js6 = 9.6 Hz,
H-5), 4.61 (dd, 1 H, J6.7a = 5.0 Hz, Jraz = 12.2 Hz, H-7a), 4.88 (dd, 1 H, Je.b = 2.2 Hz, J7a7 = 12.2
Hz, H-7b), 5.50 (dd, 1 H, Jas = 2.4 Hz, J34 = 6.1 Hz, H-4), 6.27 (d, 1 H, J23= 9.6 Hz, H-2), 7.12
(dd, 1 H, Jsa= 6.1 Hz, J23= 9.6 Hz, H-3), 7.46-7.51 (m, 2 H, H-3', H-5"), 7.59-7.64 (m, 1 H, H-4"),
8.06-8.10 (M, 2 H, H-2", H-6").
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13C NMR Spektar (CDCI3) 20.63 (COCHs3), 61.03 (C-4), 65.83 (C-7), 67.69 (C-6), 77.31 (C-5),
125.20 (C-2), 128.55, 129.30, 129.83, 129.87, 133.59 (Ar-C), 140.53 (C-3), 161.74 (C-1), 167.68
(C=0, Bz), 170.32 (C=0, Ac).

HRMS: Izradunato za CysH;60;Na: 343.0788. Nadeno: 343.0781 (M*+Na).

4.13 6-0O-Acetil-4-O-cinamoil-7-0O-benzoil-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-en-
1,5-lakton (14)

Rastvoru kristalnog jedinjenja 10 (0.05 g, 0.16 mmol) u anh. CH2Cl; (5 mL) koji se me$a na sobnoj
temperaturi, sukcesivno se dodaju trans-cimetna kiselina (0.044 g, 0.3 mmol), DCC (0.068 g, 0.33
mmol) i DMAP (0.038 g, 0.31 mmol). Nakon 4 h, reakcioni rastvor se izlije u 10% rastvor NaCl (60
mL) i ekstrahuje sa CH2Cl> (3x15 mL). Organske faze se spoje, suse i upare do suva, a dobijeni
ostatak precisti fle§ hromatografijom (3:7 EtOAC/PE) pri ¢emu se dobija Cisti proizvod 14 (0.058 g,
82%) u vidu bele ¢vrste mase. Rekristalizacijom iz CH2Clz/n-heksan dobijaju se beli vunasti prah tt
(fazni prelaz 145 °C) ostro 151 °C, [a]o = — 375 (c 0.5, CHCI3); Rf = 0.31 (EtOAC/PE 3:7).

IR (KBr): vmax 1747, 1736 i 1708 (3xC=0), 1632 (OC=0, estar) i 1602 i 1572 (C-C, aromat).

IR (film): vmax 1752 1 1727 (2xC=0), 1636 (OC=0, estar), 1603 i 1579 (C-C, aromat).

'H NMR (400 MHz, CDCls): 2.03 (3 H, COCHa), 4.54 (dd, 1 H, J67a=4.2 Hz, J7a7b=12.5 Hz, H-7a),
4.89 (dd, 1 H, J56=9.6 Hz, J45=2.7 Hz, H-5), 4.97 (dd, 1 H, Js7=2.4 Hz, J7a7v=12.5 Hz, H-7b),
5.44-557 (m, 2 H, H-4 i H-6), 6.31 (d, 1 H, J23=9.7 Hz, H-2), 6.41 (d, 1 H, J»>3=16.0 Hz, H-2,

7.00 (dd, 1 H, J23=9.7 Hz, J34=6.1 Hz, H-3), 7.34-7.59 (m, 8 H, Ph), 7.70 (d, 1 H, J»-3=16.0 Hz,
H-3"), 8.02 (dd, 1H, 2H, o-H iz Bz).

13C NMR (100 MHz, CDCls): 20.94 (COCH3), 60.04 (C-4), 62.23 (C-7), 68.23 (C-6), 75.86 (C-5),
116.17 (C-2'), 125.57 (C-2), 128.72, 128.77, 129.24, 129.88, 129.98, 131.20, 133.56, 134.09 (Ph),
140.39 (C-3), 147.38 (C-3), 161.52 (C-1), 165.86 (CO iz cinamata), 166.28 (COPh), 169.56
(COCHs).

Elementarna mikroanaliza: Izracunato za C2sH220s: C, 66.66; H, 4.92, nadeno: C, 66.30; H, 4.71.

HRMS: Izracunato za CosH220gNa: 473.1212. Nadeno: m/e 473.1211 (M*+Na).

4.14 6-O-Acetil-4-O-(4-fluorocinamoil)-7-O-benzoil-2,3-dideoksi-D-arabino-
hept-2-en-1,5-lakton (15)

Rastvoru kristalnog jedinjenja 10 (0.101 g, 0.315 mmol) u anh. CH,CI, (10 mL) koji se mesa na
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sobnoj temperaturi, sukcesivno se dodaju trans-4-fluorocimetna kiselina (0.099 g, 0.598mmol),
DCC (0.136 g, 0.661 mmol) i DMAP (0.076 g, 0.63 mmol). Nakon 4 h, reakcioni rastvor se izlije u
10% rastvor NaCl (60 mL) i ekstrahuje sa CH,Cl;, (3x15 mL). Organske faze se spoje, suse i upare
do suva, a dobijeni ostatak tri puta precisti fles hromatografijom, prvo sa (3:7 EtOAc/PE), potom
(2:3 EtOAC/PE) i (CH,Cly/Me2CO 199:1) pri ¢emu se dobija Cisti proizvod 15 (0.109 g, 73.64%) u
vidu bele ¢vrste mase. Rekristalizacijom iz CH,Cly/n-heksan dobija se beo prah tt 158 — 159 °C,
[a]o = —329.6 (c 0.5, CHCI5); Rs = 0.37 (2:3 EtOAC/PE).

IR (film): vmax 3073 i 3022 (C-H, aromat), 1751 (C=0, lakton), 1722 (C=0 ester), 1601 (C-C,

aromat).

'H NMR Spektar (CDCI3): 2.05 (s, 3H, OCOCHs), 4.57 (dd, 1H, J7a=12.5 Hz, Js7.=4.4 Hz, H-
7a), 4.90 (dd, 1H, J56=9.6 Hz, Js7b0=2.7 Hz, H-5), 4.99 (dd, 1H, J7a7b=12.5 Hz, Je v=2.5 Hz, H-7b),
5.53-5.58 (m, 2H, H-4 i H-6), 6.33 (d, 1H, J23= 9.7 Hz, H-2), 6.35 (d, 1H, J>- 3= 16.1 Hz, H-2"),
7.06-7.14 (m, 3H, H-3, H-6' i H-8"), 7.43-7.62 (m, 5H, Ar-H), 7.62 (d, 1H, J»> 3= 16.0 Hz, H-3’),
8.04 (dd, 2H, J=8.4 Hz, J= 1.4 Hz, H-3" i H-7").

13C NMR Spektar (CDCI3): 20.67 (CHsCO), 60.09 (C-4), 61.96 (C-7), 67.94 (C-6), 75.60 (C-5),
115.66 i 115.68 (C-2', J2,¢=2.2 Hz), 116.06 i 116.28 (C-6' i C-8', Jsr=22.1 Hz), 125.34 (C-2),
128.50, 129.59, 129.70, 130.09, 130.13, 130.37, 130.45, 133.30 (Ar-C’), 140.05 (C-3), 145.72 (C-
3"), 161.21 (C-1, C=0), 163.01 i 165.52 (Cg-7', J7-£=252.6 Hz), 165.45 (C-1', COOPhF-p), 166.00
(C-1", COOBzZ), 169.33 (CHsCO).

HRMS: Izratunato za C,5H,;FOgNa: 491.1118. Nadeno: 491.1107 (M*+Na).

4.15 6-0-Acetil-4-O-(4-metoksicinamoil)-7-O-benzoil-2,3-dideoksi-D-
arabino-hept-2-en-1,5-lakton (16)

Rastvoru kristalnog jedinjenja 10 (0.095 g, 0.297 mmol) u anh. CH2Cl> (9.5 mL) koji se mesa na
sobnoj temperaturi, sukcesivno se dodaju trans-4-metoksicimetna kiselina (0.1 g, 0.564 mmol),
DCC (0.129 g, 0.624 mmol) i DMAP (0.072 g, 0.594 mmol). Nakon 4 h, reakcioni rastvor se izlije
u 10% rastvor NaCl (60 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl> (3%x15 mL). Organske faze se spoje, suse i
upare do suva, a dobijeni ostatak dva puta precisti fleS hromatografijom, prvo sa (2:3 EtOAc/PE) 1
potom sa (CH2Cl2/Me2CO 99:1) pri ¢emu se dobija Cisti proizvod 16 (0.124 g, 87%) u vidu bele
¢vrste mase. Kristalizacijom iz Et2O/n-heksan dobijaju se beli vunasti prah tt 136 — 137 °C, [a]p = —
328.6 (¢ 0.5, CHCI3); Ry = 0.37 (2:3 EtOAC/PE).

IR (film): vmax 1751 (C=0, lakton), 1722 (C=0 ester), 1603 (C-C, aromat) i 1178 (OC=0, estar).
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IH NMR Spektar (CDCls): 2.05 (s, 3H, OCOCHs), 3.86 (s, 3H, OCHa-p), 4.58 (dd, 1H, J7a=12.5
Hz, Jrag=4.1 Hz, H-7a), 4.90 (dd, 1H, J56=9.5 Hz, J45=2.6 Hz, H-5), 4.99 (dd, 1H, J7a7=12.5 Hz,
Jo7v=2.4 Hz, H-7b), 5.52-5.58 (M, 2H, H-4 i H-6), 6.29 (d, 1H, J» 3= 15.9 Hz, H-2'), 6.32 (d, 1H,
J23=9.7 Hz, H-2), 6.92 (d, 2H, Js 5=8.8 Hz, H-6" i H-8"), 7.12 (dd, 1H, J23= 9.7 Hz, J34= 6.1 Hz,
H-3), 7.44-7.51 (m, 4H, H-5', H-9", H-4" i H-6"), 7.59 (tt, 1H, J=7.4 Hz, J=1.3 Hz, H-5"), 7.68 (d,
1H, J=16.0 Hz, H-3"), 8.04 (dd, 2H, J=8.4 Hz, J=1.4 Hz, H-7" i H-3").

13C NMR Spektar (CDCls): 20.66 (CHsCO), 55.42 (OCHs-p), 59.87 (C-4), 61.94 (C-7), 67.99 (C-
6), 75.62 (C-5), 113.19 (C-2"), 114.40 (C-6' i C-8'), 125.18 (C-2), 126.60 (Cg-4'), 128.49 (C-4" i C-
6"), 129.63 (C-2"), 129.71(C-7" i C-3"), 130.23 (C-5' i C-9'), 133.27 (C-5"), 140.32 (C-3), 146.80
(C-3), 16132 (C-1, C=0), 161.91 (C-7), 165.90 (C-1’, COOPhOCHs-p), 165.90 (C-
1”,COOBz),169.29 (CHsCO).

HRMS: Izracunato za C26H2409Na: 503.1318. Nadeno: 503.1305 (M*+Na).

4.16 6-0O-Acetil-4-O-(4-nitrocinamoil)-7-0O-benzoil-2,3-dideoksi-D-arabino-
hept-2-en-1,5-lakton (17)

Rastvoru kristalnog jedinjenja 10 (0.100g, 0.312 mmol) u anh. CH2Cl> (10 mL) koji se mesa na
sobnoj temperaturi, sukcesivno se dodaju trans-4-nitrocimetna kiselina (0.114 g, 0.592 mmol),
DCC (0.135 g, 0.655 mmol) i DMAP (0.076 g, 0.624 mmol). Nakon 4 h, reakcioni rastvor se izlije
u 10% rastvor NaCl (60 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl> (3%x15 mL). Organske faze se spoje, suse i
upare do suva, a dobijeni ostatak precisti dva puta fle§ hromatografijom, prvo sa (2:3 EtOAc/PE) i
potom sa (CH2Cl2/Me2O 199:1) pri ¢emu se dobija ¢isti proizvod 17 (0.096 g, 62%) u vidu
bezbojne staklaste mase. Kristalizacijom iz CH2Cl2/n-heksan dobijaju se beli komadici tt 185 — 186
°C, [a]o=—278.4 (c 0.5, CHCI3); Ry = 0.42 (2:3 EtOAC/PE).

IR (film): vmax 3325 i 3076 (C-H, aromat), 1749 (C=0, lakton), 1721 (C=0, estar), 1600 (C-C,

aromat).

IH NMR Spektar (CDCls): 2.06 (s, 3H, OCOCHs), 4.57 (dd, 1H, Jran=12.5 Hz, Js7a=4.4 Hz, H-
7a), 4.91 (dd, 1H, J56=9.5 Hz, Js=2.5 Hz, H-5), 4.99 (dd, 1H, J7a75=12.5 Hz, Js7=2.4 Hz, H-7b),
5.59-5.51 (M, 2H, H-4 i H-6), 6.35 (d, 1H, J23=9.7 Hz, H-2), 6.55 (d, 1H, J»3=16.0 Hz, H-2'), 7.12
(dd, 1H, J25= 9.7 Hz, J34=6.1 Hz, H-3), 7.46 (1, 2H, J=7.8 Hz, J=7.4 Hz, H-4" i H-6"),7.59 (¢, 1H,
J=7.4 Hz, H-5"), 7.71 (d, 2H, J=8.9 Hz, H-5', H-9'), 7.75 (d, 1H, J»-3:=16.0 Hz, H-3"), 8.03 (d, 2H,
J=7.2 Hz, H-3" i H-7"), 8.27 (d, J=8.8 Hz, H-6' i H-8").
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13C NMR Spektar (CDCI3): 20.69 (CH3CO), 60.52 (C-4), 61.96 (C-7), 67.87 (C-6), 75.58 (C-5),
120.31 (C-2'), 124.21 (C-6' i C-8'), 125.63 (C-2), 128.62 (C-4" i C-6"), 129.12 (C-5' i C-9'), 129.53
(Cg-2"), 129.69 (C-3" i C-7"), 133.35 (C-5"), 139.62 (C-3), 139.82 (Cq4"), 143.90 (C-3'), 148.82
(Cg-7"), 161.03 (C-1, C=0), 164.69 (C-1', COOPhNO2-p), 165.99 (C-1", COOBz), 169.41
(CHsCO).

HRMS: Izracunato za C2sH21NO1oNa: 518.1063. Nadeno: 518.1065 (M*+Na).

4.17 6-0O-Acetil-4-0-(3,4-dimetoksicinamoil)-7-O-benzoil-2,3-dideoksi-D-
arabino-hept-2-en-1,5-lakton (18)

Rastvoru kristalnog jedinjenja 10 (0.05 g, 0.16 mmol) u anh. CH2Cl> (5 mL) koji se meSa na sobnoj
temperaturi, sukcesivno se dodaju 3,4-dimetoksicimetna kiselina (0.064 g, 0.304 mmol), DCC
(0.336 mmol, 0.070 g) i DMAP (0.040 g, 0.32 mmol). Nakon 24 h reacioni rastvor se izlije u 10%
NaCl i ektrahuje sa CH2Cl> (3%X10ml), organske faze se spoje, suSe i upare. Dobijeni ostatak se
rastvori u CH2Cly, upari sa silikagelom i precisti fle§ hromatigrafijom (7:3 PE/Me2CO) pri ¢emu se
dobija ¢isto 18 (0.060 g, 75%). Kristalizacijom iz CH2Clz/n-heksan dobijaju se beli kristali tt 156 —
158 °C, [a]o = — 330.8 (¢ 0.25, CHCl3); R = 0.29 (3:7 Ac/PE).

IR (film): vmax 3069 i 3020 (C-H, aromat), 1751 (C=0, lakton), 1723 (C=0 estar), 1599 (C-C,

aromat).

IH NMR Spektar (CDCls): 2.06 (s, 3 H, COCHs), 3.94 i 3.95 (2 X s, 6 H, 2 x OCHs), 4.58 (dd, 1 H,
Jo7a = 4.2 HZ; Jrazp = 12.5 Hz, H-7a), 4.90 (dd, 1 H) (Jas = 2,7 Hz; Js5= 9,5 Hz, H-5), 5.00 (dd, 1
H, Jov=2.4 Hz, J7am = 12.5 Hz, H-7b), 5.53-5.58 (m, 2 H, H-6, H-4), 6.29 (d, 1 H, J2z = 15.9 Hz,
H-2), 6.33 (d, 1 H, Jos= 9.7 Hz, H-2), 6.89 (d, 1 H, J = 8.3 Hz, H-5"), 7.07 (d, 1 H, J = 1.9 Hz, H-
2"), 7.12 (dd, 1 H, Jo3 = 9.7 Hz, Jsa = 6.1 Hz, H-3), 7.14 (dd, 1 H, J = 1.9 Hz, J = 8.3 Hz, H-6"),
7.46 (t, 2 H,J=7.9Hz,J =7.5Hz, H-3", H-5" iz Bz), 7.59 (tt, 1 H, J = 1.3 Hz, J = 7.4 Hz, H-4" iz
Bz), 7.66 (d, 1 H, J3 = 15.9 Hz, H-3), 8.04 (dd, 2 H, J = 1.3 Hz, J = 8.2 Hz, H-2", H-6" iz B2).

13C NMR Spektar (CDCls): 20.58 (COCHs), 55.84 (OCH3), 55.91 (OCHs), 59.77 (C-4), 61.86 (C-
7), 67.89 (C-6), 75.56 (C-5), 109.67 (C-2"), 110.90 (C-5"), 113.32(C-2"), 123.23 (C-6"), 125.11(C-
2), 126.74 (C-1"), 128.40, 129.52, 129.60, 133.20 (Ar-C iz Bz), 140.22 (C-3), 146.93 (C-3)), 149.16
i 151.57 (C-3", C-4"), 161.22 (C-1), 165.68(C-1"), 165.91(C=0, Bz), 169.24(C=0, Ac).

HRMS: Izraunato za C27H26010Na: 533.1418. Nadeno: 533.1411 (M*+Na).
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4.18 6-0O-Acetil-4-O-metansulfonil-7-O-benzoil-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-
2-en-1,5-lakton (19)

Rastvoru kristalnog jedinjenja 10 (0.05 g, 0.16 mmol) u anh. CH2Cl2 (5§ mL) koji se mesa na sobnoj
temperaturi, sukcesivno se dodaju metansulfonil hlorid (0,3 mL, 0.416 mmol) i DMAP (0.029 g,
0.24 mmol). Nakon 1 h, reakcioni rastvor se izlije u 10% rastvor NaCl (60 mL) i ekstrahuje sa
CH2Cl> (3x15 mL). Organske faze se spoje, suSe i upare do suva, a dobijeni ostatak precisti fle§
hromatografijom (4:6 EtOAc/PE), pri ¢emu se dobija Cisti proizvod 19 (0.54 g, 87%) u vidu bele
Cvrste mase. Rekristalizacijom iz CH2Clao/n-heksan dobija se beli prah (mikroskop, smesa iglicasti i

komadici) tt 169 — 170 °C, [a]o=— 240 (c 0.25, CHCI3); Rf = 0.25 (4:6 EtOAC/PE).
IR (film): vmax 1746 (C=0, lakton), 1726 (C=0, estar), 1630 (C-C, aromat) i 1175 (OC=0, estar).

IH NMR Spektar (CDCls): 2.13 (s, 3H, Ac-CH3), 3.12 (s, 3H, Ms-CHs), 4.53 (dd, 1H, J7a6=3.8 Hz,
J7a1v=12.6 Hz, H-7a), 4.88 (dd, 1H, J45=2.6 Hz, J56=9.8 Hz, H-5), 4.98 (dd, 1H, Jsn= 2.4 Hz,
J7am=12.6 Hz, H-7b), 5.31, (dd, 1H, Ja5=2.6 Hz, J34=6.0 Hz, H-4), 5.50 (ddd, 1H, Jev=2.4 Hz,
J57a=3.8 Hz, J56=9.8 Hz H-6), 6.39 (d, 1H, J»3=9.7Hz, H-2), 7.12 (dd, 1H, Js4= 6.0 Hz, J23=9.7
Hz, H-3), 7.47 (t, 2H, Ph iz Bz), 7.61, (tt, 1H, Ph iz Bz), 8.04 (m, 2H, Ph iz Bz).

13C NMR Spektar (CDCls): 20.88 (Me iz Ac), 38.42 (Me iz Ms), 61.60 (C-7), 63.29 (C-4), 67.46
(C-6), 75.10 (C-5), 126.17 (C-2), 128.53, 129.53, 129.70, 133.37 (Bz), 139.05, (C-3), 160.29, (C-1),
165.95, (COPh), 169.82, (COCHs).

HRMS: Izracunato za C17H1809SK: 437.0303. Nadeno: 437.0305 (M*+K).

4.19 6-0O-Acetil-4-O-(p-toluensulfonil)-7-O-benzoil-2,3-dideoksi-D-arabino-
hept-2-en-1,5-lakton (20)

Rastvoru kristalnog jedinjenja 10 (0.1 g, 0.312 mmol) u anh. CH2Cl> (10 mL) koji se meSa na
sobnoj temperaturi, sukcesivno se dodaju p-toluensulfonil hlorid (0.077 g, 0.4056 mmol) i DMAP
(0.056 g, 0.468 mmol). Nakon 1 h, reakcioni rastvor se izlije u 10% rastvor NaCl (60 mL) i
ekstrahuje sa CH2Cl2 (3x15 mL). Organske faze se spoje, suse i upare do suva, a dobijeni ostatak
precisti fle§ hromatografijom (7:13 EtOAC/PE) pri ¢emu se dobija Cisti proizvod 20 (0.120 g, 81%)
u vidu bele ¢vrste mase. Rekristalizacijom iz CH2Cl2/n-heksan dobija se beo prah tt 150 — 152 °C,
[a]o =— 240 (c 0.25, CHCI3); Rf = 0.39 (7:13 EtOAC/PE).

IR (film): vmax 3027 (C-H, aromat), 1752 (C=0, lakton) i 1726 (C=0O estar), 1632 i 1598 (C-C,
aromat) i 1177 (OC=0, estar).
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'H NMR Spektar (CDCls): 2.13 (s, 3 H, Ac-CH3), 2.47 (s, 3 H, Ts-CHz3), 4.49 (dd, 1 H, Js7a= 3.2
Hz, J7a70 = 12.6 Hz, H-7a), 4.87 (dd, 1 H, J45 = 2.5 Hz, J5 5 = 9.7 Hz, H-5), 4.99 (dd, 1 H, Je, v = 2.3
Hz, J7a,7b = 12.6 Hz, H-7b), 5.32 (dd, 1 H, Js5 = 2.5 Hz, J34=5.9 Hz, H-4), 5.35 (dt, Js6=9.7 Hz,
J6,7a = 2.9 Hz, Je ;b = 2.7 Hz, H-6), 6.31 (d, 1 H, J23= 9.7 Hz, H-2), 7.04 (dd, 1 H, J34=6.0 Hz, J>3
=9.7Hz, H-3),7.38 (d, 2H,J=8.3 Hz, H-3', H-5"iz Ts), 7.47 (t, 2 H, J = 7.8 Hz, J = 7.5 Hz, H-3",
H-5"1iz Bz), 7.60 (t, L H, J =75 Hz, J = 8.4 Hz, H-4" iz Bz), 7.79 (d, 2 H, J=8,3 Hz, H-2', H-6' iz
Ts), 8.03 (dd, 2 H, J = 1,4 Hz, J= 7.5 Hz, H-2", H-6" iz BZ),

13C NMR Spektar (CDCls): 20.88 (Ac-CHs), 21.75 (Ts-CHs), 61.22 (C-7), 64.50 (C-4), 67.84 (C-
6), 75.18 (C-5), 125.88 (C-2), 128.10 (C-2', C-6' iz Ts), 128.50 (C-3", C-5" iz Bz), 129.60 (C-1" iz
Bz), 129.69 (C-2", C-6" iz Bz), 130.09 (C-3', C-5' iz Ts), 132.24 (C-1' iz Ts), 133.31 (C-4" iz Bz),
139.44 (C-3), 145.95 (C-4' iz Ts), 160.44 (C-1), 165.94 (C=0, Bz), 169.53 (C=0, Ac).

HRMS: Izracunato za C23H2209SNa: 497.08767. Nadeno: 497.09003 (M*+Na).

4.20 6-0O-Acetil-4-O-(terc-butildimetilsilil)-7-O-benzoil-2,3-dideoksi-D-
arabino-hept-2-en-1,5-lakton (21)

Rastvoru jedinjenja 10 (0.05g, 0.156 mmol) u smesi anh. CH.Cl./anh. Py (1:1, 5 mL) koje se mesa
na sobnoj temperaturi, se doda TBSOTf (0.07 mL, 0.264 mmol). Nakon 20 h, reakcioni rastvor se
upari do suva, a dobijeni ostatak se rastvori u minimalnoj koli¢ini CH2Cl> i precisti na koloni fle§
silikagela (1:1 EtoO/PE) pri ¢emu se dobija ¢isto 21 (0.059 g, 87%) u vidu staklaste bezbojne mase.
Kristalizaijom iz smese CH2Cl,/n-heksan dobija se beo prah (mikroskop, komadi¢i) tt 125 — 128 °C,
[a]o=—138.8 (c 0.25, CHCI5); Rf = 0.39 (EtO/PE 1:1).

IR (film): vmax 1757 (C=0, lakton), 1731 i 1711 (C=0 estar), 1628 i 1603 (C-C, aromat) i 1177
(OC=0, estar).

'H NMR Spektar (CDCls): 0.08 and 0.10 (2 x s, 2 x 3 H, CH3SiCHs3), 0.88 (s, 9 H, 3 Me from 'Bu),
2.09 (s, 3 H, COCH?3), 4.34 (dd, 1 H, Jas= 2.3 Hz, J34= 5.8 Hz, H-4), 4.58 (dd, 1 H, Js7a= 3.8 Hz,
J7arb = 12.6 Hz, H-7a), 4.63 (dd, 1 H, Jas= 2.3 Hz, J56 = 8.6 Hz, H-5), 5.08 (dd, 1 H, Js.70 = 2.2 Hz,
J7ab = 12.6 Hz, H-7b), 5.43 (ddd, 1 H, Js;7v = 2.2 Hz, Js,7a = 3.8 Hz, J56= 8,6 Hz, H-6), 6.18 (d, 1 H,
J23=9.7 Hz, H-2), 6.98 (dd, 1 H) (J34=5.8 Hz, J23=9.7 Hz, H-3), 7.46 (t, 2H,J=79Hz,)J=7.4
Hz, H-3', H-5"), 7.59 (ttt, 1 H, J = 1.4 Hz, J = 7.4 Hz, H-4"), 8.04 (dd, 2 H, J = 1.4 Hz, J = 8.4 Hz,
H-2', H-6").

13C NMR Spektar (CDCls): -4.90 i -3.69 (CH3SiCHs), 17.90 [C(CH3)s], 21.02 (COCHs3), 25.57
[C(CHa)s], 60.06 (C-4), 61.62 (C-7), 69.26 (C-6), 77.81 (C-5), 123.15 (C-2), 128.45 (C-3', C-5' iz
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Bz), 129.68 (C-1' iz Bz), 129.83 (C-2', C-6' iz Bz), 133.16 (C-4' iz Bz), 143.98 (C-3), 162.05 (C-1),
166.07 (C=0, Bz), 169.52(C=0, Ac).

HRMS: Izracunato za C22H3007SiK: 473.1392. Nadeno: 473.1388 (M +K).

4.21 6-0O-Acetil-4-O-(terc-butildidifenilsilil)-7-O-benzoil-2,3-dideoksi-D-
arabino-hept-2-en-1,5-lakton (22)

Rastvoru kristalnog jedinjenja 10 (0.05 g, 0.16 mmol) u N-metilimidazolu (2 mL) i 12 (0.064 g, 0.25
mmol) koji se meSa na sobnoj temperaturi, doda se terc-butildifenilsilil hlorid (0.08 mL, 0.27
mmol). Nakon 2 h, reakcioni rastvor se razblazi sa CHCl3, izlije u 2M HCI (60 mL) i ekstrahuje sa
CHCI3 (3x15 mL). Organska faza se neutrali$e sa 2%-tnim rastvorom NaHCOz (50 mL), ispere sa
10% NacCl (40 mL), susi i upari do suva. Dobijeni ostatak se precisti fle§ hromatografijom, prvo sa
(3:7 Et2O/PE) i potom sa 199:1 (CHCI3/Me2CO), pri ¢emu se dobija ¢isti proizvod 22 (0.055 g,
63%) u vidu staklaste mase., [a]o = — 163.2 (c 0.25, CHCIs); Rt = 0.33 (99:1 CHCI3s/Me2CO) ili Rs =
0.39 (Et.O/PE 1:1).

IR (film): vmax 3071 i 3017 (C-H, aromat), 1748 (C=0, lakton) i 1728 (C=0 estar), 1630 i 1601 (C—
C, aromat) i 1177 (OC=0, estar).

'H NMR Spektar (CDCls): 2.06 (s, 3H, OCOCHa), 1.05, (s, 9H, 3xMe od terc-butil), 1.96, (s, 3H
Me from Ac), 4.37, (dd, 1H, Ja5=2.3 Hz, J34=5.8 Hz, H-4), 4.58, (dd, 1H, J45=2.3 Hz, J56=8.9 Hz,
H-5), 4.64, (dd, 1H, Je7a=3.5 Hz, J7a7b=12.6 Hz, H-7a), 5.62, (dd, 1H, Js7v=2.2 Hz, J7a7b=12.6 Hz,
H-7b), 5.56, (ddd, 1H, Js7b=2.3 Hz, Je,7a =3.4 Hz, J56=8.9 Hz,H-6), 5.96, (d, 1H, J2,3=9.7 Hz, H-2),
6.40, (dd, 1H, J34=5.8 Hz, J23=9.7 Hz, H-3), 7.36-8.05, (m, 15H, Ar-H).

13C NMR Spektar (CDCls): 19.26 [C(CHs)s], 20.90, (Me iz Ac), 26.71, [C(CHs)s], 60.97, (C-4),
61.49, (C-7), 69.19, (C-6), 77.75, (C-5), 123.11 (C-2), 127.73, 128.15, 128.45, 129.67, 129.79,
130.17, 130.43, 132.35, 133.10, 133.17, 135.70, 135.99, (Bz,2 Ph iz TBDPS), 144.34, (C-3),
162.23, (C-1), 166.06, (COPh), 169.48, (OCOCHs)

HRMS: Izracunato za C32H3207SiNa: 581.19660. Nadeno: 581.19928 (M*+Na).
4.22 6-0O-Acetil-4-O-difenilacetil-7-O-benzoil-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-
en-1,5-lakton (23)

Rastvoru kristalnog jedinjenja 10 (0.05 g, 0.16 mmol) u anh. CH2Cl> (5mL) koji se me$a na sobnoj
temperaturi, sukcesivno se dodaju difenilsiréetna kiselina (0.065 g, 0.304 mmol), DCC (0.069 g,
0.34 mmol) i DMAP (0.039 g, 0.32 mmol). Nakon 24h reakcioni rastvor se izlije u 10% NaCl (30
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mL) i ekstrahuje sa CH2Cl> (3x10 mL). Organske faze se spoje i suSe i upare do suva, a dobijeni
ostatak precisti fle§ hromatografijom (99:1 CHCIl3/Me2CO), pri ¢emu se dobija ¢isto 23 (0.073 g,
91%). Krisalizacijom iz CH.Cl./n-heksan dobijaju se beli kristali tt 170 °C, [a]po = — 216 (c 0.25,
CHCl3); Rf=0.23 (99:1 CHCl3/Me.CO).

IR (film): vmax 3064 i 3033 (C-H, aromat), 1755 (C=0, lakton), 1732 (C=0 estar), 1601 (C-C,
aromat) i 1177 (OC=0, estar).

IH NMR Spektar (CDCl): 1.87 (s, 3 H, COCHs), 4.52 (dd, 1 H, Js7 2= 4.0 Hz, J7a75 = 12.6 Hz, H-
73), 4.86 (dd, 1 H, Jas= 2.7 Hz, Js5= 9.4 Hz, H-5), 4.93 (dd, 1 H, Js7=2.4 Hz, J7ar = 12.6 Hz, H-
7b), 5.07 (s, 1 H, H-2), 5.38 (ddd, 1 H, Je7b = 2.4 Hz, Je7a= 3.9 Hz, Js6 = 9.4 Hz, H-6), 5.43 (dd, 1
H, Jas= 2.7 Hz, J34= 6.0 Hz, H-4), 6.26 (d, 1 H, J23= 9.7 Hz, H-2), 7.08 (dd, 1 H, J3.4= 6.0 Hz, J23
= 9.7 Hz, H-3), 7.25-7.36 (m, 10 H, 2 Ph"), 7.47 (t, 2 H, J = 7.90 Hz, H-3", H-5"), 7.60 (tt, 1 H, J =
1.3 Hz,J = 7.4 Hz, H-4"), 8.03 (dd, 2 H, J = 1.4 Hz, J = 8.2 Hz, H-2"", H-6™).

13C NMR Spektar (CDCls): 20.47 (COCHa), 56.36 (C-2"), 61.16 (C-4), 61.59 (C-7), 68.29 (C-6),
75.33 (C-5), 125.48 (C-2), 127.57, 127.64, 128.23, 128.50, 128.67, 128.71, 128.82, 129.62, 133.30,
137.59 (Ar-CH), 129.70 (Cq iz Bz), 137.61 (Cq iz Ph'"), 139.45 (C-3), 160.97 (C-1), 165.95 (C=0,
Bz), 169.19 (C=0, Ac), 171.69 (C-1.

HRMS: Izracunato za C3oH260gNa: 553.1259. Nadeno: 553.1263 (M*+Na).

4.23 6-0O-Acetil-4-hloro-7-O-benzoil-2,3,4-trideoksi-D-arabino-hept-2-en-1,5-
lakton (24)

Rastvoru jedinjenja 10 (0.088g, 0.27 mmol) u anh. CH2Cl> (8 mL) koji se meSa na sobnoj
temperaturi sukcesivno se dodaju 2,6-lutidin (0.1 mL, 0.81 mmol), PhsP (0.177 g, 0.675 mmol) i
CCls (0.1 mL, 0.891 mmol). Nakon 24 h, reakcioni rastvor se upari do suva, a dobijeni ostatak se
prvo precisti fle§ hromatografijom (99:1 CH2Cl2/Me2CO) i potom preparativnim plo¢ama (99:1
CHCI3/Me>CO) pri ¢emu se dobija 24 (0.023 g, 25%) u vidu belog praha. [a]o = + 95.2 (¢ 0.25,
CHCIs); Rf=0.34 (99:1 CHCIl3/Me2CO).

IR (film): vmax 3070 (C-H, aromat), 1746 (C=0, estar), 1601 (C-C, aromat) i 1177 (OC=0, estar).

'H NMR (400 MHz, CDCl3+ C¢Dg 1:1), & (ppm)

1.84 (s, 3 H, COCHs), 4.33 (dd, 1 H, Js7a= 5.8 Hz, J7a7p = 12.3 Hz, H-7a), 4.38 (ddd, 1 H, Jo.= 1.4
Hz, Js4 = 3.7 Hz, Jas = 6.5 Hz, H-4),4.59 (dd, 1 H, J6. = 3.6 Hz, Jzars = 12.3 Hz, H-7b), 4.59 (dd, 1
H, Jus = 6.5 Hz, Jss = 5.8 Hz, H-5),5.36 (td, 1 H, Js7b = 3.8 Hz, Js72 = 5.8 Hz; Js6 = 5.8 Hz, H-6),
5.74 (dd, 1 H, Jo4 = 1.4 Hz, Jo3 = 9.8 Hz, H-2), 6.28 (dd, 1 H, Js4 = 3.7 Hz; Jo3 = 9.8 Hz; H-3),
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7.21-7.26 (m, 3 H,, H-3', H-5" iz Bz i Ph ostatak iz C¢Ds), 7.33 (ttt, L H, J = 1.3 Hz, J = 7.5 Hz, H-4'
iz Bz),8.00 (dd, 2 H, J=1.4 Hz, J= 8.5 Hz, H-2', H-6" iz Bz).

13C NMR Spektar (CDCls): 20.36 (COCH), 47.60 (C-4), 61.91 (C-7), 69.67 (C-6), 80.40 (C-5),
121.18 (C-2), 128.40 (C-3, C-5' iz Bz), 129.39 (C-1' iz Bz), 129.62 (C-2', C-6' iz Bz), 133.19 (C-4
iz BZ), 143.19 (C-3), 159.67 (C-1), 165.72 (C=0, iz Bz), 169.33 (C=0, iz Ac).

HRMS: Izra¢unato za C16H1506CINa: 361.0449. Nadeno: 361.0492 (M*+Na).

4.24 Metil (2'2)-4,6,7-tri-O-benzil-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-enoat (27)

Jedinjenje 2 (3 g, 11.53 mmol) se prelije sa 60% AcOH (45 mL) i meSa na sobnoj temperaturi 24 h.
Reakcioni rastvor se potom azeotropno uparava sa toluenom do potpunog uklanjanja kiseline i
vode, a dobijeni ostatak se susi u visokom vakuumu preko noci. Rastvoru sirovog jedinjenja 2a u
anh. DMF (75 mL) koji se hladi i mesa na 0 °C se doda NaH (1.66 g, 69.16 mmol) i nakon
prestanka intenzivnog izdvajanja Ho, polako se doda BnBr (4.8 mL, 40.34 mmol) tokom 10 min.
Nakon 0.5 h posuda za hladenje se ukloni i meSanje nastavi dodatnih 2 h na sobnoj temperaturi.
Reakcionom rastvoru se polako doda aps. MeOH (12 mL) i nakon prestanka intenzivnog izdvajanja
H> upari do suva. Dobijeni ostatak se rastvori u smesi CH2Cl2/H20, izlije u H20 (250 mL) i
ekstrahuje sa CH2Cl2 (3x40 mL). Organske faze se spoje, isperu sa 10% NaCl (3x150 mL) potom
suse i upare do suva. Ostatak sirovog jedinjenje 25 se prelije sa 50% aqg. TFA (60 mL) i intenzivno
meSa na sobnoj temperaturi 18 h. Reakcioni rastvor se azeotropno uparava sa toluenom do
potpunog uklanjanja kiseline i vode, a dobijeni ostatak se suSi u visokom vakuumu preko noci.
Sirovo jedinjenje 26 se uz meSanje rastvori u aps MeOH (500 mL), doda NalO4 (3.68 g, 17.29
mmol) i me$a na sobnoj temperaturi tokom 2 h. Reakcioni rastvor se potom ohladi na 0 °C i doda se
MCMP (7.5 g, 22.46 mmol). Posle 1 h posuda za hladenje se ukloni i reakcija nastavi na sobnoj
temperaturi 3 h pa se doda nova porcija MCMP (4.05 g, 12.12 mmol) i meSanje nastavi dodatnih 20
h. Reakcioni rastvor se upari do suva, a dobijeni ostatak rastvori u CH2Cl> i upari sa silikagelom.
Ostatak se dva puta precisti fle§ hromatografijom (1:1 PE/Et20) pri ¢emu se dobija Cist proizvod 27
(4.1 g, 75%) u obliku bezbojnog sirupa; Rf = 0.32 (3:2 PE/Et20).

IR (film): vmax 3479 (OH), 1723 (C=0, lakton), 1658 (C=0, a,f-nezasic¢eni), 1604 i 1586 (C-C,
aromat) i 1028 (=C—O—C, aromaticni etar).

IH NMR (400 MHz, CDCls): & 2.1-2.5 (bs, 1 H, OH), 3.69 (s, 3 H, CO,CHz), 3.73 (m, 3 H, H-5,
H-6 and H-7a), 3.87 (dd, 1 H, J7a7 = 12.1, Js7 = 4.9 Hz, H-7b), 4.34-4.75 (m, 6 H, 3 x PhCH,),
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5.42 (bd, Ja4 = 9.0 Hz, H-4), 6.02 (d, 1 H, J23 = 11.8 Hz, H-2), 7.41 (dd, 1 H, J23 = 11.8, J34 = 9.1
Hz, H-3), 7.24-7.39 (m, 15 H, 3 x Ph).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 51.4 (CO2CHs), 70.7 (C-7), 71.3, 72.4, 73.5 (3 x PhCHy), 73.54
(C-4), 74.5 (C-5), 77.8 (C-6), 122.4 (C-2), 127.5, 127.6, 127.7, 127.8, 127.9, 128.1, 128.2, 128.35,
128.4, 138.0, 138.2, 138.5 (3 x Ph), 147.3 (C-3), 166.2 (CO,CHs).

HRMS: Izracunato za C29H3206K: 515.1830. Nadeno: 515.1822 (M*+K).

4.25 4,6,7-Tri-O-benzil-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-en-1,5-lakton (28)

Rastvoru jedinjenja 27 (1.45 g, 3.04 mmol) u anh. CH2Cl> (60 mL) se uz meSanje na sobnoj
temperaturi doda p-TSAxH>O (0.015 g, 0.08 mmol, 2.5 mol%). Nakon 96 h reakcioni rastvor se
upari, a dobijeni ostatak se precisti fle§ hromatografijom (1:1 PE/Et;0) pri ¢emu se dobija Eisti
proizvod 28 (1.273 g, 94%) u obliku bezbojnog sirupa koji kristalise iz smese PE/Et,O u obliku
belog praha (mikroskop-komadi¢i) tt 64 °C, [a]o = — 194.6 (CHCls, ¢ 0.5); Rf = 0.30 (1:1 PE/Et:0).

IR (film): vmax 1731 (C=0), 1629 (C=0, a,f-nezasi¢eni), 1605 i 1497 (C—C, aromat) i 1066 i 1028

(=C-0-C, aromati¢ni etar).

IH NMR (250 MHz, CDCls):  3.82 (dd, 1 H, J6.7a = 3.9, J7a.7 = 10.8 Hz, H-7a), 3.96 (dd, 1 H, J7a7
= 10.8, Js7a = 2.0 Hz, H-7b), 4.18 (ddd, 1 H, J6.76 = 2.0, J6.7a = 4.0, Js6 = 9.6 Hz, H-6), 4.28 (dd, 1
H, Jss = 2.5, Js4 = 5.6 Hz, H-4), 4.46-4.86 (m, 7 H, H-5 and 3 x CH2Ph), 6.20 (d, 1 H, J23 = 9.8
Hz, H-2), 6.99 (dd, 1 H, J23 = 9.8, J34 = 5.7 Hz, H-3), 7.14-7.52 (m, 15 H, 3 x Ph).

13C NMR (62.5 MHz, CDCls): § 65.5 (C-4), 67.9 (C-7), 71.4, 72.4, 73.5 (3 x CHoPh), 75.4 (C-6),
77.9 (C-5), 124.3 (C-2), 127.7, 127.7, 127.8, 127.9, 128.0, 128.1, 128.4, 128.5, 137.7, 138.2, 138.25
(3 x Ph), 143.1 (C-3), 162.7 (C-1).

HRMS: Izradunato za C2sH2s0sK: 483.1568. Nadeno: 483.1564 (M*+K).

4.26 4,7-Di-O-benzil-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-en-1,5-lakton (29)

A) Rastvoru jedinjenja 28 (0.5 g, 1.12 mmol) u anh. CH2Cl, (50 mL) koji se mes$a na sobnoj
temperaturi se dodaju dve porcije FeClz (0.047 g, 0.28 mmol) sa vremenskim razmakom od 4 h.
Nakon 24 h od pocetka reakcije, ponovo se dodaju dve nove porcije FeClz po prethodno pomenutoj
proceduri i nakon 48 h se doda jo$ jedna porcija FeClz (0.047 g, 0.28 mmol). Posle 96 h od pocetka

reakcije, reakcioni rastvor se upari na manju zapreminu (5 mL) i precisti fle§ hromatografijom (1:49
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Me>2CO/CH2Cl,) pri ¢emu se dobija Cisti proizvod 29 (0.167 g, 42%) u obliku bezbojne staklaste

mase.

B) Rastvoru jedinjenja 28 (0.5 g, 1.12 mmol) u anh. CH2Cl> (50 mL) i cc AcOH (0.96 mL, 16.8
mmol) koji se mesa na sobnoj temperaturi se doda FeClz (0.094 g, 0.56 mmol). Nakon 1 h dodaju se
jos§ dve porcije FeClz (0.188 g, 1.12 mmol) sa medusobnim razmakom od 1 h i nakon 4 h od
pocetka reakcije, reakcioni rastvor se izlije u 5% NaHCO3 (150 mL) i esktrahuje sa CH2Cl> (3%30
mL). Organske faze se spoje, isperu sa 10% NaCl (80 mL), suSe 1 upare do suva. Ostatak se precisti
fle§ hromatografijom (1:49 Me2CO/CH2ClI) pri ¢emu se dobija ¢isti proizvod 29 (0.25 g, 63%) u
obliku bezbojne staklaste mase koja kristalise iz sistema etar-petroletar u vidu prozirnih sjajnih
ljuspica tt 82 °C, [a]o = — 189.2 (CHClI3, ¢ 0.25); Rf = 0.3 (2:3 EtOAC/PE).

IR (film): vmax 3449 (OH), 3031 (C-H, aromat), 1724 (C=0, a,f-nezasi¢en), 1629 i 1497 (C-C,

aromat).

IH NMR (400 MHz, CDCl3): 3.81 (dd, 1 H, J67a=4.6 Hz, J7a7=9.8 Hz, H-7a), 3.86 (dd, 1 H,
Jo=3.2 Hz, J7a7=9.8 Hz, H-7b), 4.23 (dd, 1 H, J34=5.8 Hz, J45=2.6 Hz, H-4), 4.30 (ddd, 1 H,
Jo7:=4.5 Hz, Jop=3.2 Hz, J56=9.2 Hz, H-6), 4.36 (dd, J45=2.5 Hz, J56=9.3 Hz, H-5), 4.58 i 4.63
(2xd, 2 H, Jgen=11.8 Hz, CH2Ph na C-4), 4.70 (s, 2 H, CHPh, na C-7), 6.16 (d, 1 H, J25=9.8 Hz,
H-2), 6.91 (dd, 1 H, J25=9.8 Hz, J34=5.8 Hz, H-3), 7.30-7.42 (m, 10 H, Ph).

13C NMR Spektar (CDCls): 65.46 (C-4), 67.52 (C-6), 70.14 (C-7), 72.22 (CHzPh na C-7), 73.62
(CH2Ph na C-4), 78.95 (C-5), 123.85 (C-2), 127.90, 128.00, 128.20, 128.55, 128.59, 137.67 (Ph),
142.89 (C-3), 162.72 (C-1).

Elementarna mikroanaliza: Izra¢unato za C21H220s: C, 71.17; H, 6.26. Nadeno: C, 71.09; H, 6.25.
LRMS (ESI+): m/z 355 (M+H).

4.27 6-0O-Benzoil-4,7-di-O-benzil 2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-en-1,5-
lakton (30)

Rastvoru jedinjenja 29 (0.13 g, 0.37 mmol), BzOH (0.09 g, 0.73 mmol) i DCC (0.189 g, 0.77
mmol) u anh. CHxCl> (15 mL) koji se mesa na sobnoj temperaturi, se doda DMAP (0.09 g, 0.73
mmol). Nakon 24 h reakcioni rastvor se upari sa silikagelom, a dobijeni ostatak se precisti fle$
hromatografijom (1:3 EtOAC/PE) pri ¢emu se dobija Cist proizvod 30 (0.13 g, 77%) u vidu bezbojne
staklaste mase koja suSenjem ocvrsne u belu masu. Rekristalizacijom iz CH.Cl./n-heksan dobijaju
se beli kristali tt 113 °C, [a]o = — 203.2 (CHCls, ¢ 0.25); Rf = 0.47 (97:3 CH2Cl2/Me2CO).
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IR (film): vmax 3020 (C-H, aromat), 1727 (C=0, a,f-nezasi¢en), 1453 (C-C, aromat), 1071 i 1027

(=C-0-C, aromaticni etar).

IH NMR (400 MHz, CDCls): 8 4.01 (dd, 1 H, Js7a = 2.2, J7a7 = 11.3 Hz, H-7a), 4.08 (dd, 1 H, Js7
= 3.5, J7a70 = 11.6 Hz, H-7b), 4.10 (dd, 1 H, J3.4 = 5.5, Jus = 2.7 Hz, H-4), 4.44 and 4.52 (2 x d, 1 H
each, Jgen = 11.7 Hz, CH2Ph at O-4), 4.58 (s, 2 H, CH,Ph at O-7), 4.94 (dd, Jus = 2.7, Js 5 = 8.9 Hz,
H-5), 5.71 (ddd, 1 H, Js7a = 2.2, Jeb = 3.5, Js5 = 8.9 Hz, H-6), 6.23 (d, 1 H, J23 = 9.8 Hz, H-2),
6.98 (dd, 1 H, J23 = 9.8, Ja4 = 5.6 Hz, H-3), 7.16-8.08 (m, 15 H, 3 x Ph).

13C NMR (100 MHz, CDCls): & 64.66 (C-4), 67.52 (C-7), 70.50 (C-6), 71.43 (CH:Ph na O-4),
73.36 (CH2Ph na O-7), 77.07 (C-5), 124.48 (C-2), 127.54, 127.64, 128.08, 128.19, 128.36, 128.49,
128,53, 129.76, 129.81, 133.38, 136.75, 138.00 (3 x Ph), 142.57 (C-3), 162.15 (C-1), 165.19
(PhC=0).

HRMS: Izracunato za C2sH2606K: 497.1361. Nadeno: 497.1365 (M™+K).

4.28 4,7-Di-0O-benzil-6-O-(trans-cinamoil)-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-en-
1,5-lakton (31)

Rastvoru jedinjenja 29 (0.09 g, 0.25 mmol) u anh. CHxCl> (9 mL) koji se meSa na sobnoj
temperaturi, sukcesivno se dodaju trans-cimetna kiselina (0.075 g, 0.51 mmol), DCC (0.11 g, 0.53
mmol) i DMAP (0.062 g, 0.51 mmol). Nakon 24 h, reakcioni rastvor se izlije u 10% rastvor NaCl
(60 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl, (3%x15 mL). Organske faze se spoje, suse i upare do suva, a dobijeni
ostatak se dva puta precisti fles hromatografijom (1:4 EtOAC/PE) pri ¢emu se dobija Cisti proizvod
31 (0.1 g, 81%) koji kristalizacijom iz CH.Clz/n-heksan daje beli prah tt 88 °C, [a]o = — 172.4
(CHCI3, ¢ 1); Rf=0.35 (3:7 EtOAC/PE).

IR (film): vmax 3030 (C-H, aromat), 1728 (C=0), 1636 i 1578 (C-C, aromat) i 1166 (OC=0,estar).

IH NMR (400 MHz, CDCls): 3.97 (dd, 1 H, Je72=2.1 Hz, J7a7=11.3 Hz, H-7a), 4.02 (dd, 1 H,
Jo76=3.5 Hz, J7a=11.3 Hz, H-7b), 4.09 (dd, 1 H, J34=5.6 Hz, J45=2.7 Hz, H-4), 451 i 4.57 (2xd, 2
H, Jgem=11.7 Hz, CH.Ph na C-4), 4.59 (s, 2 H, CH.Ph, na C-7), 4.86 (dd, J45=2.6 Hz, J55=9.0 Hz,
H-5), 5.60 (m, 1 H, Js7:=2.4 Hz, Js7=3.2 Hz, J56=8.9 Hz, H-6), 6.23 (d, 1 H, J25=9.8 Hz, H-2),
6.45 (d, J23=16.0 Hz, H-2"), 6.99 (dd, 1 H, J23=9.8 Hz, J34=5.6 Hz, H-3), 7.22-7.60 (m, 14 H, Ph),
7.74 (d, 1 H, J» 3=16.0 Hz, H-3").

13C NMR Spektar (CDCls): 64.56 (C-4), 67.46 ( C-7), 69.92 (C-6), 71.41 (CHzPh na C-4), 73.39
(CH:Ph na C-7), 76.78 (C-5), 117.35 (C-2'), 124.38 (C-2), 127.58, 127.64, 128.14, 128.17, 128.34,
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128.56, 129.95, 130.60, 134.08, 136.84, 137.87 (Ph), 142.50 (C-3), 145.75 (C-3), 162.09 (C-1),
165.47 (C-1).

HRMS: Izracunato za C3oH2s0sNa: 507.1784. Nadeno: 507.1778 (M*+Na).

4.29 4,7-Di-0O-benzil-6-O-(trans-4-fluorocinamoil)-2,3-dideoksi-D-arabino-
hept-2-en-1,5-lakton (32)

Rastvoru jedinjenja 29 (0.1 g, 0.28 mmol) u anh. CH2Cl> (10 mL) koji se meSa na sobnoj
temperaturi, sukcesivno se dodaju trans-4-fluorocimetna kiselina (0.094 g, 0.56 mmol), DCC
(0.122 g, 0.59 mmol) i DMAP (0.069 g, 0.56 mmol). Nakon 24 h, reakcioni rastvor se izlije u 10%
rastvor NaCl (60 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl, (3x15 mL). Organske faze se spoje, suSe i upare do
suva, a dobijeni ostatak se dva puta precisti fle§ hromatografijom (1:4 EtOAC/PE) pri ¢emu se
dobija ¢isti proizvod 32 (0.125 g, 88%), [a]o = — 164.4 (CHCI3, ¢ 1); Rf = 0.35 (3:7 EtOAC/PE).

IR (film): vmax 3031 (C—H, aromat), 1725 (C=0, a,f-nezasiceni), 1637 i 1509 (C-C, aromat) i
12331 1161 (C-O, estar).

IH NMR (400 MHz, CDCl3): 3.97 (dd, 1 H, Js72=2.1 Hz, J7a=11.3 Hz, H-7a), 4.02 (dd, 1 H,
J67=3.6 Hz, J7a7v=11.3 Hz, H-7b), 4.08 (dd, 1 H, Js4=5.6 Hz, J45=2.7 Hz, H-4), 4.51 i 4.58 (2xd, 2
H, Jgem=11.9 Hz, CHPh na C-4), 4.59 (s, 2 H, CHPh, na C-7), 4.85 (dd, Ja5=2.7 Hz, J55=8.9 Hz,
H-5), 5.60 (M, 1 H, Js7:=2.3 Hz, Js75=3.3 Hz, J55=9.2 Hz, H-6), 6.23 (d, 1 H, J23=9.8 Hz, H-2),
6.36 (d, J2.3=16.0 Hz, H-2"), 6.99 (dd, 1 H, J»3=9.8 Hz, J34=5.6 Hz, H-3), 7.07-7.57 (m, 14 H, Ph),
7.70 (d, 1 H, J» 3=16.0 Hz, H-3').

13C NMR Spektar (CDCls): 64.53 (C-4), 67.46 (C-7), 69.95 (C-6), 71.32 (CHzPh na C-4), 73.35
(CHzPh na C-7), 76.78 (C-5), 116.00 i 116.21 (C-3", Js=22 Hz), 117.09 i 117.07 (C-2', Jzr=2.2
Hz), 124.36 (C-2), 127.55, 127.62, 128.10, 128.13, 128.31, 128.53, 129.98, 130.06, 130.31, 130.34,
136.81, 137.83, (Ph), 142.46 (C-3), 144.36 (C-3"), 162.04 (C-1), 162.74 i 165.25 (C-4", Ja,p=252
Hz), 165.32 (C-1).

Elementarna mikroanaliza: IzraCunato za C3oH27FOs: C, 71.70; H, 5.42. Nadeno: C, 71.40; H, 5.46.
LRMS (ESI+): m/z 503 (M+H).
4.30 4,7-Di-0O-benzil-6-O-(trans-4-metoksicinamoil)-2,3-dideoksi-D-arabino-
hept-2-en-1,5-lakton (33)

Rastvoru jedinjenja 29 (0.11 g, 0.31 mmol) u anh. CH2CIl> (11 mL) koji se meSa na sobnoj

temperaturi, sukcesivno se dodaju trans-4-metoksicimetna kiselina (0.111 g, 0.62 mmol), DCC
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(0.134 g, 0.65 mmol) i DMAP (0.076 g, 0.62 mmol). Nakon 24 h, reakcioni rastvor se izlije u 10%
rastvor NaCl (60 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl> (3%15 mL). Organske faze se spoje, suse i upare do
suva, a dobijeni ostatak se dva puta precisti fle§ hromatografijom, prvo sa (1:4 EtOAC/PE) i potom
sa (9:1 toluen/Me2CO) pri ¢emu se dobija Cisti proizvod 33 (0.129 g, 81%) koji kristalizacijom iz
Et.O/n-heksan daje beli prah tt 77 °C ili iz CH2Cl2/n-heksan u vidu belog praha 120 °C, [a]o = —
147.4 (CHCI3, ¢ 0.5); Rf=0.46 (17:3 toluen/Me>CO).

IR (film): vmax 3020 (C-H, aromat), 1728 (C=0, a,f-nezasiceni), 1634 i 1513 (C-C, aromat), 1216 i
1161 (C-O, estar).

IH NMR (400 MHz, CDCls): 3.88 (s, 3 H, OMe), 3.96 (dd, 1 H, Js7a=2.2 Hz, J7a75=11.3 Hz, H-7a),
4.02 (dd, 1 H, Jo7=3.5 Hz, J7a7=11.3 Hz, H-7h), 4.08 (dd, 1H, J45=2.7 Hz, J34=5.6 Hz, H-4), 4.52
i 4.56 (2xd, 2 H, Jgem=11.7 Hz, CH2Ph na C-4), 4.59 (s, 2 H, CH2Ph na C-7), 4.85 (dd, J45=2.7 Hz,
J56=9.0 Hz, H-5), 5.60 (ddd, Js.72=2.2 Hz, Js76=3.5 Hz, J56=9.0 Hz, H-6), 6.22 (d, 1 H, J25=9.8 Hz,
H-2), 6.32 (d, 1 H, J23=16.0 Hz, H-2), 6.93 (d, 2 H, J=8.9 Hz, H-3" i H-5"), 6.97 (dd, 1 H,
J25=9.8 Hz, Js4=5.6 Hz, H-3), 7.22-7.35 (m, 10 H, Ph iz 2xBn), 7.51 (d, 2 H, J=8.8 Hz, H-2" i H-
6™),7.70 (d, 1 H, J»3=16.0 Hz, H-3").

13C NMR Spektar (CDCls): 55.31 (OMe), 64.67(C-4), 67.58 ( C-7), 69.80 (C-6), 71.53 i 73.46
(2CH,Ph), 76.90 (C-5), 114.45 (C-3" i C-5"), 114.82 (C-2)), 124.41 (C-2), 126.90 (C-1"), 129.92
(C-2" i C-6"), 127.64, 127.68, 128.01, 128.22, 128.39, 128.62, 136.95, 137.98 (Ar-C iz 2Bn),
142,60 (C-3), 145.51 (C-3"), 161.69 (C-4"), 162.22 (C-1), 165.87 (C-1).

HRMS: Izracunato za C31H37O7Na: 537.1889. Nadeno: 537.1884 (M*+Na).

4.31 4,7-Di-0O-benzil-6-O-(trans-4-nitrocinamoil)-2,3-dideoksi-D-arabino-
hept-2-en-1,5-lakton (34)

Rastvoru jedinjenja 29 (0.3 g, 0.9 mmol) u anh. CH2Cl> (30 mL) koji se meSa na sobnoj
temperaturi, sukcesivno se dodaju trans-4-nitrocimetna kiselina (0.33 g, 1.65 mmol), DCC (0.36 g,
1.8 mmol) i DMAP (0.21 g, 1.8 mmol). Nakon 24 h, reakcioni rastvor se izlije u 10% rastvor NaCl
(200 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl, (3x30 mL). Organske faze se spoje, suSe i upare do suva, a
dobijeni ostatak se dva puta precisti fle§ hromatografijom (1:4 EtOAc/PE) pri ¢emu se dobija Cisti
proizvod 34 (0.36 g, 80%) koji kristalizacijom iz CH2Cl2/n-heksan daje beli prah tt 115 °C, [a]o = —
138.4 (CHCls, ¢ 0.5); Rf = 0.35 (2:3 EtOAC/PE).

IR (film): vmax 3020 (C-H, aromat), 1723 (C=0, a,f-nezasiceni), 1640 i 1454 (C-C, aromat), 1598 i
1520 (N=0O, nitro aromat), 1204 i 1169 (C-O, estar).
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'H NMR (400 MHz, CDCls): 3.97 (dd, 1 H, J7an=11.3 Hz, Js7.=2.3 Hz, H-7a), 4.02 (dd, 1 H,
Jo.7b=3.7 Hz, J7a7b=11.4 Hz, H-7b), 4.08 (dd, 1 H, J45=2.7 Hz, J34=5.6 Hz, H-4), 4.50 i 4.60 (2xd, 2
H, Jgem=11.7 Hz, CH2Ph, Bn na C-4), 4.58 (s, 2 H, CH2Ph, Bn na C-7), 4.84 (dd, 1 H, J45=2.7 Hz,
J56=8.7 Hz, H-5), 5.61 (dt, 1 H, J67=3.5 Hz, J67.=2.4 Hz, J56=8.6 Hz, H-6), 6.25 (d, 1 H, J»,3=9.8
Hz, H-2), 6.52 (d, 1 H, J»3=16.0 Hz, H-2"), 7.02 (dd, 1 H, J»3=9.8 Hz, J34=5.6 Hz, H-3), 7.20-7.37
(m, 10 H, Ph iz Bn), 7.68 1 8.30 (2d, 4H, J=8.7 Hz, Ph iz p-nitrocinamata), 7.71 (d, 1 H, J» 3= 16.1
Hz, H-3').

13C NMR Spektar (CDCls): 64.56 (C-4), 67.49 (C-7), 70.54 (C-6), 71.25 i 73.47 (2CH.Ph), 76.83
(C-5), 121.72 (C-2'), 124.61 (C-2), 124.27, 127.67, 127.77, 127.85, 128.18, 128.25, 128.42, 128.47,
128.64, 128.75, 136.84, 137.82, 140.18, 148.70 (Ph), 142.38 (C-3), 142.66 (C-3'), 161.97 (C1),
164.63 (C=0 iz p-nitrocinamata).

Elementarna mikroanaliza: Izra¢unato za C3oH27NOs: C, 68.04; H, 5.14; N, 2.65. Nadeno: C, 67.80;
H, 5.22: N, 2.60.

LRMS (ESI+): m/z 530 (M+H).

4.32 7-O-Acetil-4-0-benzil-6-0-benzoil-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-en-
1,5-lakton (35)

Rastvoru jedinjenja 30 (0.125 g, 0.27 mmol) u anh. Et2O (12 mL) se uz meSanje na sobnoj
temperaturi sukcesivno dodaju Ac20 (0.86 mL, 9.15 mmol) i tri porcije FeClz (0.016 g, 0.1 mmol)
sa medusobnim razmakom od 2 h. Nakon 24 h od pocetka reakcije, reakcioni rastvor se izlije u 2%
NaHCO3 (70 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl> (3%25 mL). Organske faze se spoje, suSe i upare do suva,
a dobijeni ostatak se precisti fle§ hromatografijom (49:1 CH2Cl2/Me2CO) pri ¢emu se dobija Cisti
proizvod 35 (0.108 g, 97%) u vidu bezbojne staklaste mase koja prelazi u belu masu suSenjem.
Rekristalizacijom iz CH2Clz2/n-heksan dobijaju se kristali vidu bele vune, tt 173 °C, [a]o = — 214
(CHCIs, ¢ 0.25); Rt = 0.36 (97:3 CH2Cl2/Me,CO).

IR (film): vmax 3020 (C-H, aromat), 1741 (C=0, lakton), 1603 (C-C, aromat), 1178 (OC=0, estar)
1069 i 1026 (=C—O-C, aromaticni etar).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 2.05 (s, 3 H, CH3C=0), 4.09 (dd, 1 H, Jss = 5.6, Jas = 2.7 Hz, H-4),
4.47 (dd, 1 H, Jra7b = 12.6, J6.7a = 4.4 Hz, H-7a), 4.46 and 4.55 (2 x d, 1 H each, Jgem = 11.7 Hz,
CH2Ph), 4.78 (dd, 1 H, Js¢ = 8.6, Jas = 2.7 Hz, H-5), 4.85 (dd, 1 H, J7az = 12.6, Je.1» = 2.4 Hz, H-
7b), 5.77 (ddd, 1 H, Js6 = 8.6, Js.7a = 4.4, Je.1b = 2.4 Hz, H-6), 6.24 (d, 1 H, J23 = 9.8 Hz, H-2), 6.99
(dd, 1 H, Jo5 = 9.8, J34 = 5.6 Hz, H-3), 7.16-7.20 (M, 5 H, PhCH>), 7.48 (M, 2 H, Jo»3+ = 8.0, J»4r
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= 7.4 Hz, H-3" i1 H-5"), 7.63 (m, 1 H, J374 = 7.4, Jp»4» = 1.3 Hz, H-4"), 8.01 (dd, 2 H, J2r4» = 1.3,
Jor3» = 8.0 Hz, H-2" i1 H-6").

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 20.75 (CHsC=0), 61.86 (C-7), 64.42 (C-4), 69.02 (C-6), 71.47
(CHzPh), 77.25 (C-5), 124.46 (C-2), 128.12, 128.28, 128.53, 128.59, 129.39, 129.74, 133.54 i
136.57 (2 x Ph), 142.52 (C-3), 161.74 (C-1), 165.00 (C-1"), 170.44 (CHsC=0).

HRMS: Izradunato za C23H2207K: 449.0997. Nadeno: 449.1004 (M*+K),

4.33 7-0O-Acetil-4-O-benzil-6-O-(trans-cinamoil)-2,3-dideoksi-D-arabino-
hept-2-en-1,5-lakton (36)

Rastvoru jedinjenja 31 (0.1 g, 0.21 mmol) u anh. Et2O (7 mL) se uz mesanje na sobnoj temperaturi
sukcesivno se dodaju Ac2O (0.4 mL, 4.23 mmol) i dve porcije FeClz (0.01 g, 0.06 mmol) sa
medusobnim razmakom od 4 h. Nakon 24 h, doda se nova porcija FeCls (0.01 g, 0.06 mmol) i
mesanje nastavi dodatnih 24 h. Reakcionom rastvor se izlije u 1% NaHCOz (70 mL) i ekstrahuje sa
CHCI, (3%x20 mL). Organske faze se spoje, suse i upare do suva, a dobijeni ostatak se precisti fles
hromatografijom (3:2 cikloheksan/EtOAC) pri ¢emu se dobija Eisti proizvod 36 (0.086 g, 96%) u
vidu bezbojne staklaste mase koja kristaliSe iz EtoO/n-heksan u vidu bele vune tt 142 °C, [a]o = —
197 (CHCl3, ¢ 0.5); Rf = 0.39 (7:3 toluen/EtOAC).

IR (KBr): vmax 1736 i 1711 (2xC=0, a,f-nezasiéeni), 1632 i 1496 (C—C, aromat), 1226 i 1163
(OC=0, estar).

IR (film): vmax 3020 (C—H, aromat), 1739 (C=0, a,B-nezasi¢eni), 1637 i 1497 (C-C, aromat).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 2.08 (s, 3 H, CH3C=0), 4.07 (dd, 1 H, Ja4 = 5.6, Jas = 2.7 Hz, H-4),
4.42 (dd, 1 H, Jraz = 12.6, Jo7a = 4.4 Hz, H-7a), 4.53 i 4.59 (2 x d, 1 H svaki, Jgem = 11.7 Hz,
CH2Ph), 4.70 (dd, 1 H, Js5 = 8.5, Jas = 2.7 Hz, H-5), 4.80 (dd, 1 H, J7a7 = 12.6, Js7» = 2.3 Hz, H-
7b), 5.66 (ddd, 1 H, Js5 = 8.5, Jo.7a = 4.4, Js1b = 2.3 Hz, H-6), 6.24 (d, 1 H, J23 = 9.8 Hz, H-2), 6.40
(d, 1 H, o3 = 16.0 Hz, H-2'), 6.99 (dd, 1 H, J3 = 9.8, J34 = 5.6 Hz, H-3), 7.21-7.59 (m, 5 H, 2 X
Ph), 7.74 (d, 1 H, Jo.3= 16.0 Hz, H-3").

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 20.80 (CHsC=0), 61.90 (C-7), 64.40 (C-4), 68.59 (C-6), 71.53
(CHPh), 77.23 (C-5), 116.96 (C-2'), 124.45 (C-2), 128.26, 128.33, 128.68, 129.01 i 130.76 (Ph),
134.03 (C-1"), 136.73 (Cq, Bn), 142.50 (C-3), 146.19 (C-3"), 148.73 (C-4"), 161.78 (C-1), 165.34
(C-17), 170.47 (CHsC=0).

HRMS: Izracunato za CosH2407Na: 459.1420. Nadeno: 459.1417 (M*+Na).
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4.34 7-O-Acetil-4-O-benzil-6-O-(trans-4-fluorocinamoil)-2,3-dideoksi-D-
arabino-hept-2-en-1,5-lakton (37)

Rastvoru jedinjenja 32 (0.15 g, 0.3 mmol) u anh. Et2O (14 mL) se uz meSanje na sobnoj temperaturi
sukcesivno dodaju Ac2O (1 mL, 10.58 mmol) i dve porcije FeClz (0.016 g, 0.1 mmol) sa
medusobnim razmakom od 4 h. Nakon 24 h, doda se nova porcija FeClz (0.016 g, 0.1 mmol) i
mesanje nastavi dodatnih 6 h. Reakcionom rastvor se izlije u 2% NaHCOs (70 mL) i ekstrahuje sa
CH2Cl> (3%25 mL). Organske faze se spoje, suse i upare do suva, a dobijeni ostatak se precisti fles
hromatografijom (3:2 cikloheksan/EtOAC) pri ¢emu se dobija ¢isti proizvod 37 (0.129 g, 95%) u
vidu bezbojne staklaste mase koja kristalise iz CH2Cl2/n-heksan u vidu bele vune tt 145 °C, [a]o = —
175.2 (CHCl3, ¢ 0.5); Rf = 0.43 (7:3 toluen/EtOAC).

IR (KBr): vmax 17341 1714 (2xC=0, a,-nezasi¢eni), 1636, 1600 i 1510 (C-C, aromat), 1232 i 1162
(C-0, estar).

IR (film): vmax 3020 (C-H, aromat), 1740 (C=0, a,f-nezasiceni), 1638, 1602 i 1510 (C-C, aromat),
12161 1159 (C-O, estar).

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 2.07 (s, 3 H, CH3C=0), 4.07 (dd, 1 H, J34 = 5.6, Jas = 2.7 Hz, H-4),
4.41 (dd, 1 H, J7a7b = 12.6, Js;7a =4.5 Hz, H-7a), 4.53 and 4.59 (2 x d, 1 H each, Jgem=11.7 Hz,
CH2Ph), 4.69 (dd, 1 H, Js6 = 8.5, Jas = 2.7 Hz, H-5), 4.80 (dd, 1 H, J7a7b = 12.6, Je,70 = 2.3 Hz, H-
7b), 5.65 (ddd, 1 H, Js¢ = 8.4, J,7a = 4.4, J6;v = 2.3 Hz, H-6), 6.24 (d, 1 H, J2,3 = 9.8 Hz, H-2), 6.30
(d, 1 H, Jy3 = 16.0 Hz, H-2), 7.00 (dd, 1 H, Jo3 = 9.8, Js.4 = 5.6 Hz, H-3), 7.12 (t, 2 H, Js:6= 8.6,
H-3" and H-5"), 7.23-7.33 (m, 5 H, PhCH>), 7.54 (dd, 2 H, J = 8.7, J = 5.4 Hz, H-2" and H-6"),
7.69 (d, 1 H, J>3 = 16.0 Hz, H-3").

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 20.79 (CHsC=0), 61.87 (C-7), 64.40 (C-4), 68.68 (C-6), 71.47
(CHPh), 77.22 (C-5), 116.10 i 116.31 (C-3" i C-5", Js»¢ = 21.0 Hz), 116.70 i 116.72 (C-2", Jor =
2.0 Hz), 124.47 (C-2), 128.25, 128.32, 128.67, 136.73 (PhCH>), 130.13 i 130.22 (C-2" i C-6", Jor
= 9.0 Hz), 130.29 i 130.32 (C-1", Ji,¢ =3.0 Hz), 142.47 (C-3), 144.83 (C-3"), 161.75 (C-1), 162.90 i
165.40 (Cq-4", Jar,r = 250.0 Hz), 165.23 (C-1"), 170.47 (CHsC=0).

HRMS: Izradunato za CasH23FO7Na: 477.1326. Nadeno: 477.1321 (M*+Na).

73



Farkas Sandor Doktorska disertacija

4.35 7-0O-Acetil-4-0O-benzil-6-O-(trans-4-metoksicinamoil)-2,3-dideoksi-D-
arabino-hept-2-en-1,5-lakton (38)

Rastvoru jedinjenja 33 (0.16 g, 0.31 mmol) u smesi anh. Et2O (16 mL) i Ac20 (1 mL, 10.58 mmol)
se uz meSanje na sobnoj temperaturi, sukcesivno dodaju dve porcije FeCls (0.017 g, 0.1 mmol) sa
medusobnim razmakom od 4 h. Nakon 24 h, doda se nova porcija FeClz (0.017 g, 0.1 mmol) i
mesanje nastavi dodatnih 24 h. Reakcionom rastvor se izlije u 2% NaHCO3 (70 mL) i ekstrahuje sa
CH2Cl> (3%x30 mL). Organske faze se spoje, suse i upare do suva, a dobijeni ostatak se precisti fle$
hromatografijom (3:2 cikloheksan/EtOAC) pri ¢emu se dobija ¢isti proizvod 38 (0.115 g, 79%) u
vidu bezbojne staklaste mase koja kristalise iz CH2Clz2/n-heksan u vidu bele vune (sitnozrni kristali
pod mikroskopom) tt 113 °C, [a]o = — 152.4 (CHClI3, ¢ 0.5); Rf = 0.35 (7:3 toluen/EtOAC).

IR (KBr): vmax 3033 (C—H, aromat), 1752 i 1711 (2xC=0, a,f-nezasiceni), 1639, 1602 i 1513 (C-C,
aromat), 1229 i 1170 (C-O, estar).

IR (film): vmax 3020 (C-H, aromat), 1737 (C=0, a,B-nezasic¢eni), 1604 i 1514 (C-C, aromat), 1216 i
1157 (C-O, estar).

'H NMR (400 MHz, CDCls): § 2.07 (s, 3 H, CH3C=0), 3.87 (s, 3 H, OCHz), 4.07 (dd, 1 H, J34 =
5.6, J45 = 2.7 Hz, H-4), 4.41 (dd, 1 H, J7a7 = 12.6 Hz, Js,7a =4.5 Hz, H-7a), 4531458 (2 xd, 1 H
svaki, Jgem=11.7 Hz, CH2Ph), 4.69 (dd, 1 H, Js6 = 8.5, J45 = 2.7 Hz, H-5), 4.79 (dd, 1 H, J7am =
12.6, Js;7b = 2.3 Hz, H-7b), 5.65 (ddd, 1 H, Js6 = 8.4, Js.7a = 4.4, Je, v = 2.3 Hz, H-6), 6.22 (d, 1 H,
J23 = 9.8 Hz, H-2), 6.26 (d, 1 H, Jo3 = 16.0 Hz, H-27), 6.95 (d, 2 H, Js.¢' = 8.8 Hz, H-3" i H-5"),
6.98 (dd, 1 H, J23 = 9.8, J34 = 5.6 Hz, H-3), 7.22-7.33 (m, 5 H, PhCH>), 7.50 (d, 2 H, J = 8.8 Hz,
H-2"iH-6"), 7.69 (d, 1 H, J»3 = 16.0 Hz, H-3").

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 20.81 (CHsC=0), 55.44 (CH30), 61.98 (C-7), 64.44 (C-4), 68.37
(C-6), 71.57 (CHoPh), 77.29 (C-5), 114.32(C-2'), 114.44 (C-3" i C-5"), 124.39 (C-2), 126.77 (C-
1), 128.26, 128.31, 128.66, 136.78 (PhCHy), 129.99 (C-2" i C-6"), 142.55 (C-3), 145.88 (C-3"),
161.76 (C-4"), 161.84 (C-1), 170.48 (CH3sC=0).

HRMS: Izratunato za C2sH260sNa: 489.1525. Nadeno: 489.1525 (M*+Na).
4.36 7-O-Acetil-4-0O-benzil-6-O-(trans-4-nitrocinamoil)-2,3-dideoksi-D-
arabino-hept-2-en-1,5-lakton (39)

Rastvoru jedinjenja 34 (0.145 g, 0.27 mmol) u smesi anh. Et,O (14 mL) i Ac.O (1 mL, 10.58

mmol) se uz mesanje na sobnoj temperaturi dodaju dve porcije FeClz (0.015 g, 0.09 mmol) sa
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razmakom od 4 h. Nakon 24 h, doda se treca porcija FeCls (0.015 g, 0.09 mmol) i reakcija nastavi
dodatnih 6 h. Reakcioni rastvor se izlije u 2% NaHCO3 (70 mL) i ekstrahuje sa CH.Cl, (3%x20 mL).
Organske faze se spoje, suse i upare do suva, a dobijeni ostatak se rastvori u minimalnoj koli¢ini
CH2Cl> i precisti fle§ hromatografijom (4:1 toluen/EtOAC) pri ¢emu se dobija Cisti proizvod 39
(0.11 g, 83%) u vidu bezbojne staklaste mase. Kristalizacijom iz CH>Clz/n-heksan u vidu sitnozrnih
zutih Kkristala tt 170 °C, [a]o = — 144.2 (CHCIs3, ¢ 0.5); Rf = 0.39 (7:3 toluen/EtOAC).

IR (KBr): vmax 1738 (C=0, a,f-nezasiceni), 1636 i 1600 (C—C, aromat), 1521, 1518 i 1339 (N=0,
nitro aromat), 1231 i 1174 (C-O, estar).

IR (film): vmax 3020 (C—H, aromat), 1736 (C=0, a,B-nezasi¢eni), 1602 (C—C, aromat), 1524, 1476 i
1347 (N=0, nitro aromat), 1218 (C-O, estar).

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 2.07 (s, 3 H, CH3C=0), 4.08 (dd, 1 H, J34 = 5.6, Jas = 2.7 Hz, H-4),
4.40 (dd, 1 H, J7a7 = 12.6, Js7a = 4.5 Hz, H-7a), 452 i 4.61 (2 x d, 1 H svaki, Jgem = 11.8 Hz,
CH2Ph), 4.61 (dd, 1 H, Js = 8.4, Ja5 = 2.7 Hz, H-5), 4.83 (dd, 1 H, J7a7 = 12.6, Js. 70 = 2.3 Hz, H-
7b), 5.65 (ddd, 1 H, Js = 8.4, Js.7a = 4.4, Je,1b = 2.3 Hz, H-6), 6.25 (d, 1 H, J23 = 9.8 Hz, H-2), 6.48
(d, 1 H, J2r3 = 16.0 Hz, H-2"), 7.03 (dd, 1 H, J23 = 9.8, J34 = 5.6 Hz, H-3), 7.21-7.33 (m, 5 H,
PhCH2), 7.69 i1 8.28, (2 x d, 2 H svaki, J. 3 = 8.8 Hz, Ph, 4-nitrocinnamate), 7.73 (d, 1 H, J23 =
16.0 Hz, H-3").

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 20.79 (CHsC=0), 61.71 (C-7), 64.29 (C-4), 69.23 (C-6), 71.31
(CH,Ph), 77.08 (C-5), 121.27 (C-2'), 124.25 (C-2" i C-6"), 124.57 (C-2), 128.25, 128.34 i 128.69
(CH, Bn), 128.83 (C-3" and C-5"), 136.67 (Cq, Bn), 140.06 (C-1"), 142.37 (C-3), 143.03 (C-3",
148.73 (C-4"), 161.62 (C-1), 164.46 (C-1), 170.48 (CHsC=O0).

HRMS: Izradunato za C2sH23NOgK: 520.1010. Nadeno: 520.1007 (M*+K).

4.37 4,7-Di-O-Acetil-6-O-benzoil-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-en-1,5-
lakton (40)

Rastvoru jedinjenja 30 (0.17 g, 0.37 mmol) u anh. CHxCl, (17 mL) se uz meSanje na sobnoj
temperaturi sukcesivno dodaju AcBr (0.33 mL, 4.45 mmol) i dve porcije Zn(OTf)2 (0.027 g, 0.07
mmol) sa razmakom od 1 h. Nakon 20 h, reakcioni rastvor se izlije u 1% NaHCOs (100 mL) i
ekstrahuje sa CHxCl> (3x15 mL). Organska faza u vidu bele emulzije se susi i upari do suva, a
dobijeni ostatak se dva puta precisti fle§ hromatografijom (97:3 CH2Cl2/Me2CO) pri ¢emu se dobija
Cisti proizvod 40 (0.07 g, 52%) u vidu bezbojne staklaste mase. Sporom Kkristalizacijom iz
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razblazenog rastvora CH2Clo/n-heksan dobijaju se kristali u vidu bele vune (tanke duge iglice), tt 75
°C, [a]o =—231.6 (CHClI3, ¢ 0.25); Rf = 0.31 (97:3 CH2Cl2/Me2CO).

IR (film): vmax 3021 (C-H, aromat), 1744 (C=0, lakton), 1603 (C-C, aromat) i 1178 (OC=0, estar).

IH NMR (400 MHz, CDCls): 5 2.05 i 2.07 (2 x s, 3 H svaki, 2 x CH3C=0), 4.43 (dd, 1 H, J7a7 =
12.6, Jo7a = 4.7 Hz, H-7a), 4.78 (dd, 1 H, J7am = 12.6, Jo70 = 2.4 Hz, H-7h), 4.90 (dd, 1 H, Js¢ =
9.1, Jas = 2.7 Hz, H-5), 5.35 (dd, 1 H, J3.4 = 6.0, Ja5 = 2.7 Hz, H-4), 5.68 (ddd, 1 H, Js¢ = 9.1, Js.7a
= 4.7, Jo = 2.4 Hz, H-6), 6.27 (d, 1 H, Jo3 = 9.7 Hz, H-2), 7.04 (dd, 1 H, Jo3 = 9.7, Js4 = 6.0 Hz,
H-3), 7.46 (t, 2 H, Jor3» = 8.0, J3ar = 7.4 Hz, H-3" i H-5"), 7.61 (m, 1 H, J34» = 7.4, Jr4» = 1.3 Hz,
H-4"), 7.98 (dd, 2 H, Jo4» = 1.3, Jp3» = 8.0 Hz, H-2" i H-6").

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 20.37 i 20.71 (2 x CHsC=0), 60.36 (C-4), 61.87 (C-7), 68.18 (C-
6), 75.70 (C-5), 125.15 (C-2), 128.61 (C-3" i C-5"), 128.61 (C-1"), 129.70 (C-2" i C-6"), 133.72 (C-
4"), 140.01 (C-3), 161.15 (C-1), 165.04 (C-1'), 169.72 i 170.44 (2 x CH3C=0).

HRMS: Izracunato za C1gH180sK: 401.0633. Nadeno: 401.0639 (M*+K),

4.38 4,7-Di-O-Acetil-6-O-(trans-cinamoil)-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-en-
1,5-lakton (41)

Rastvoru jedinjenja 31 (0.125 g, 0.26 mmol) u anh. CH2Cl> (12 mL) se uz mesanje na sobnoj
temperaturi sukcesivno dodaju AcBr (0.23 mL, 3.12 mmol) i dve porcije Zn(OTf)2 (0.019 g, 0.05
mmol) sa razmakom od 1 h i reakcija nastavi na sobnoj temperaturi dodatnih 20 h. Reakcioni
rastvor se upari do suva, a dobijeni ostatak se dva puta precisti fle§ hromatografijom, prvo sa (1:4
Me>CO/PE) i potom sa (9:1 toluen/Me>CO) pri ¢emu se dobija nerazdvojiva smesa (0.075 g)
proizvoda sa vecinskim (priblizno 4:1) 41 i 36 u vidu bezbojne staklaste mase. Rastvoru smese
jedinjenja 41 i 36 (0.075 g) u anh. Et.O (5 mL) se uz meSanje na sobnoj temperaturi sukcesivno
dodaju Ac20 (0.4 mL, 4.23 mmol) i FeCls (0.01 g, 0.06 mmol). Nakon 24 h, reakcionom rastvor se
izlije u 1% NaHCOs3 (70 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl> (3x20 mL). Organske faze se spoje, suse i
upare do suva, a dobijeni ostatak se precisti fle§ hromatografijom (3:2 cikloheksan/EtOAC) pri ¢emu
se dobija ¢isti proizvod 41 (0.065 g, 65%) u vidu bezbojne staklaste mase koja kristalise iz EtoO/n-
heksan u vidu bele vune (sitnozrni prah pod mikroskopom) tt 112 °C, [a]o = — 203 (CHClI3, ¢ 0.5);
Rt =0.35 (17:3 toluen/Me>CO).

IR (KBr): vmax 17421 1717 (2xC=0, a,f-nezasiceni), 1638, 1578 i 1496 (C-C, aromat), 1230 i 1168
(OC=0, estar).
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IR (film): vmax 3028 (C—H, aromat), 1746 (C=0, a,p-nezasiceni), 1636, 1578 i 1497 (C-C, aromat),
12281 11578 (OC=0, estar).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 2.07 i 2.08 (2 x s, 3 H svaki, 2 x CH3C=0), 4.37 (dd, 1 H, Js.7a =
4.6, J7am = 12.5 Hz, H-7a), 4.72 (dd, 1 H, Js7b = 2.4, J7a7 = 12.5 Hz, H-7b), 4.82 (dd, 1 H, Ja5 =
2.7,J56 = 9.2 Hz, H-5), 5.35 (dd, 1 H, Jas = 2.7, J3.4 = 6.0 Hz, H-4), 5.55 (ddd, 1 H, J6.7a = 4.6, Jo7
= 2.4, J56=9.2 Hz, H-6), 6.27 (d, 1 H, Jo3 = 9.7 Hz, H-2), 6.39 (d, 1 H, J».3 = 16.0 Hz, H-2"), 7.04
(dd, 1 H, Jo3 = 9.7, Jas = 6.0 Hz, H-3), 7.37 i 7.56 (M, 5 H, Ph), 7.70 (d, 1 H, Jo.3 = 16.0 Hz, H-3").

13C NMR (100 MHz, CDCls): & 20.32 i 20.65 (2 x CHsC=0), 60.11 (C-4), 61.79 ( C-7), 67.56 (C-
6), 75.51 (C-5), 116.27 (C-2), 125.06 (C-2), 128.23, 128.85, 130.73, 130.73 (Ph), 139.88 (C-3),
146.55 (C-3"), 161.08 (C-1), 165.16 (C-1'), 169.67 i 170.29 (2 x CH3C=0).

HRMS: Izracunato za CooH200gNa: 411.1056. Nadeno: 411.1058 (M*+Na).

4.39 4,7-Di-O-Acetil-6-O-(trans-4-fluorocinamoil)-2,3-dideoksi-D-arabino-
hept-2-en-1,5-lakton (42)

Rastvoru jedinjenja 32 (0.151 g, 0.3 mmol) u anh. CH2Cl> (15 mL) se uz meSanje na sobnoj
temperaturi sukcesivno dodaju AcBr (0.27 mL, 3.6 mmol) i Cetiri porcije Zn(OTf)2 (0.012 g, 0.036
mmol) sa razmakom od 1 h i reakcija nastavi na sobnoj temperaturi dodatnih 20 h. Reakcioni
rastvor se upari do suva, a dobijeni ostatak se rastvori u minimalnoj koli¢ini CHCl; i preéisti fle§
hromatografijom (1:4 Me2.CO/PE) pri ¢emu se dobija nerazdvojiva smesa (0.103 g) proizvoda sa
vecinskim (priblizno 4:1) 42 i 37 u vidu bezbojne staklaste mase koja se koristi za narednu reakciju.
Rastvoru prethodno dobijene smese jedinjenja u Ac.O/anh Et,O (4 mL, 1:1) koja se meSa na sobnoj
temperaturi se doda FeClz (0.016 g, 0.1 mmol). Nakon 24 h, reakcionom rastvor se izlije u 5%
NaHCOs (70 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl2 (3x25 mL). Organske faze se spoje, suse i upare do suva,
a dobijeni ostatak se precisti fle§ hromatografijom (3:2 cikloheksan/EtOAC) pri ¢emu se dobija Cisti
proizvod 42 (0.077 g, 63%) u vidu staklaste mase. [a]o = — 253.4 (CHCI3, ¢ 0.5); Rf = 0.36 (17:3
toluen/Me>CO).

IR (film): vmax 3020 (C—H, aromat), 1745 (C=0, a,f-nezasiceni), 1638 i 1510 (C-C, aromat), 1216 i
1157 (C-O, estar).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 2.09 i 2.10 (2 x s, 3 H svaki, 2 x CHsC=0), 4.36 (dd, 1 H, Jo.7a =
4.6, Jram = 12.5 Hz, H-7a), 4.72 (dd, 1 H, Jo.b = 2.3, J7a7v=12.5 Hz, H-7h), 4.82 (dd, 1 H, Jas = 2.7,
Jse = 9.2 Hz, H-5), 5.40 (dd, 1 H, Jas = 2.7, J34 = 6.0 Hz, H-4), 5.54 (ddd, 1 H, Jo.7a = 4.4, Je.p =
2.3, Js6 = 9.2 Hz, H-6), 6.27 (d, 1 H, J23 = 9.6 Hz, H-2), 6.31 (d, Jo3 = 16.0 Hz, H-2"), 7.03 (dd, 1
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H, Jos = 9.7, Js4 = 6.0 Hz, H-3), 7.09 i 7.52 (2 x m, 2 H svaki, H-2", H-3", H-5" i H-6"), 7.64 (d, 1
H, Jy.3 = 16.0 Hz, H-3").

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 20.38 i 20.69 (2 x CH3C=0), 60.12 (C-4), 61.79 (C-7), 67.66 (C-
6), 75.52 (C-5), 115.99 i 116.06 (C-3", Js5 = 22 Hz), 116.08 i 116.21 (C-2", Jor = 2.2 Hz), 125.16
(C-2), 130.11, 130.14, 130.18, 130.27 (Ph), 139.86 (C-3), 145.25 (C-3'), 161.09 (C-1), 162.88 i
165.39 (C-4", Jurp = 252 Hz), 165.08 (C-1'), 169.75 i 170.33 (2 x CH3C=0).

HRMS: Izracunato za C2oH10FOgNa: 429.0962. Nadeno: 429.0960 (M*+Na).

4.40 4,7-Di-O-Acetil-6-O-(trans-4-metoksicinamoil)-2,3-dideoksi-D-arabino-
hept-2-en-1,5-lakton (43)

Rastvoru jedinjenja 33 (0.11 g, 0.21 mmol) u anh. CH.Cl> (11 mL) se uz meSanje na sobnoj
temperaturi sukcesivno dodaju AcBr (0.19 mL, 2.56 mmol) i dve porcije Zn(OTf). (0.015 g, 0.04
mmol) sa razmakom od 1 h i reakcija nastavi na sobnoj temperaturi dodatnih 20 h. Reakcioni
rastvor se upari do suva, a dobijeni ostatak se precisti fle§ hromatografijom (1:4 Me>CO/PE) pri
¢emu se dobija nerazdvojiva smesa (0.045 g) proizvoda sa vec¢inskim (priblizno 4:1) 43 i 38 u vidu
bezbojne staklaste mase. Rastvoru smese jedinjenja 43 i 38 (0.045 g) u anh. Et2O (5 mL) se uz
mesanje na sobnoj temperaturi sukcesivno dodaju Ac20 (0.4 mL, 4.23 mmol) i FeCls (0.01 g, 0.06
mmol). Nakon 24 h, reakcionom rastvor se izlije u 1% NaHCOs (70 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl>
(3%20 mL). Organske faze se spoje, suSe i upare do suva, a dobijeni ostatak se precisti fles
hromatografijom (3:2 cikloheksan/EtOAC) pri ¢emu se dobija ¢isti proizvod 43 (0.025 g, 28%) u
vidu bezbojne staklaste mase, [a]o = —294.2 (CHClIs, ¢ 0.5); Rt = 0.34 (7:3 toluen/EtOAC).

IR (film): vmax 3021 (C—H, aromat), 1744 (C=0, a,B-nezasiceni), 1638 i 1514 (C—C, aromat), 1216 i
1151 (C-O, estar).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 2.08 and 2.10 (2 x s, 3 H svaki, 2 x CHsC=0), 3.86 (s, 3 H, OCH3),
4.37 (dd, 1 H, Js7a = 4.6, Jzam = 12.5 Hz, H-7a), 4.71 (dd, 1 H, Jo7b = 2.3, J7a7 = 12.5 Hz, H-7b),
4.82 (dd, 1 H, J4s = 2.7, Jss = 9.2 Hz, H-5), 5.35 (dd, 1 H, Js5 = 2.7, J3.4 = 6.0 Hz, H-4), 5.55 (ddd,
1H, Joza = 4.6, Jorb = 2.3 Hz, Jsg = 9.2 Hz, H-6), 6.26 (d, 1 H, J».3 = 16.0 Hz, H-2), 6.27 (d, 1 H,
J23=9.7 Hz, H-2), 6.92i 7.49 (2 x d, 4 H, J = 8.7 Hz, Ph), 7.05 (dd, 1 H, J253 = 9.7, J34 = 6.0 Hz,
H-3), 7.67 (d, 1 H, Jo.3 = 16.0 Hz, H-3).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 20.44 i 20.77 (2 x CH3C=0), 55.42 (OCHs), 60.27 (C-4), 61.98 (C-
7), 67.44 (C-6), 75.67 (C-5), 113.69 (C-2"), 125.16 (C-2), 114.39, 126.66, 130.09, 161.82 (Ph),
140.02 (C-3), 146.36 (C-3'), 161.24 (C-1), 165.58 (C-1"), 169.82 i 170.42 (2 x CH3C=0).
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HRMS: Izradunato za: 441.1165 Nadeno: C21H2209Na: 441.1162. (M*+Na).

4.41 4,7-Di-O-Acetil-6-O-(trans-4-nitrocinamoil)-2,3-dideoksi-D-arabino-
hept-2-en-1,5-lakton (44)

Rastvoru jedinjenja 34 (0.15 g, 0.28 mmol) u anh. CHCl, (15 mL) se uz meSanje na sobnoj
temperaturi sukcesivno dodaju AcBr (0.26 mL, 3.42 mmol) i ¢etiri porcije Zn(OTf), (0.012 g, 0.036
mmol) sa razmakom od 1 h i reakcija nastavi na sobnoj temperaturi dodatnih 20 h. Reakcioni
rastvor se upari do suva, a dobijeni ostatak se rastvori u minimalnoj koli¢ini CH2Cl> i precisti fle§
hromatografijom (1:4 Me2CO/PE) pri ¢emu se dobija pri ¢emu se dobija nerazdvojiva smesa (0.1 g)
proizvoda sa vecinskim (priblizno 4:1) 44 i 38 u vidu bezbojne staklaste mase koja se Kkoristi za
narednu reakciju. Rastvoru prethodno dobijene smese jedinjenja u Ac2O/anh Et2O (6 mL, 2:1) koja
se mesa na sobnoj temperaturi se doda FeCls (0.016 g, 0.1 mmol). Nakon 24 h, reakcionom rastvor
se izlije u 5% NaHCOs3 (70 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl> (3x25 mL). Organske faze se spoje, suse i
upare do suva, a dobijeni ostatak se precisti fle§ hromatografijom (3:2 cikloheksan/EtOAC) pri cemu
se dobija cisti proizvod 44 (0.067 g, 55%) u obliku bezbojne staklaste mase, [a]o = — 198.6 (CHCl3,
¢ 0.5); R =0.37 (17:3 toluen/Me,CO).

IR (film): vmax 3023 (C-H, aromat), 1742 (C=0, a,f-nezasiceni), 1640, 1600 i 1521 (C-C, aromat),
1521 i 1346 (N=0, nitro aromat), 1228 i 1162 (C-O, estar).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 2.09 i 2.10, (2 x s, 3 H svaki, 2 x CH3C=0), 4.37 (dd, 1 H, Js7a =
4.5, Jra7p = 12.7 Hz, H-7a), 4.76 (dd, 1 H, Je7b = 2.3, J7a7 = 12.7 Hz, H-7b), 4.83 (dd, 1 H, Jas =
2.7, Js6 = 9.2 Hz, H-5), 5.40 (dd, 1 H, J45 = 2.7, Jaa = 6.0 Hz, H-4), 5.56 (ddd, 1 H, Js7a = 4.5, J676
=23, Js6 = 9.2 Hz, H-6), 6.29 (d, 1 H, J25 = 9.7 Hz, H-2), 6.52 (d, 1 H, Jo.3 = 16.0 Hz, H-2"), 7.05
(dd, 1 H, J23 = 9.7 Hz, J34 = 6.0 Hz, H-3), 7.70 i 8.28 (2 x d, 2 H svaki, J = 8.8 Hz, Ph), 7.73 (d, 1
H, 3,3 = 16.0 Hz, H-3).

13C NMR (100 MHz, CDCls): 3 20.46 i 20.74 (2 x CHsC=0), 60.04 (C-4), 61.67 ( C-7), 68.21 (C-
6), 75.44 (C-5), 120.72 (C-2'), 125.32 (C-2), 124.21, 128.93, 139.90, 148.79 (Ph), 139.76 (C-3),
143.54 (C-3'), 161.02 (C-1), 164.42 (C-1'), 169.84 i 170.38 (2 x CHsC=0).

HRMS: Izracunato za CooH19NO19Na: 456.0907. Nadeno: 456.0906 (M*+Na).
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4.42 6,7-Di-O-Acetil-4-0O-benzil-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-en-1,5-lakton
(45)

A) Rastvoru jedinjenja 28 (0.05 g, 0.11 mmol) u anh. CHxCl> (5 mL) se uz meSanje na sobnoj
temperaturi sukcesivno dodaju Ac20O (0.2 mL, 2.12 mmol) i tri porcije FeClsz (0.009 g, 0.06 mmol)
sa medusobnim razmakom od 1 h. Nakon 24 h od pocetka reakcije, reakcioni rastvor se upari do
suva, rastvori u anh CH3CN (5 mL) i upari sa silikagelom do suva. Ostatak se dva puta precisti fles
hromatografijom, prvo sa (9:11 EtOAc/PE) i potom sa (9:1 CH2Cl2/Me2CO) pri ¢emu se dobija Cisti
proizvod 45 (0.021 g, 54%) u vidu bezbojne staklaste mase koja dugim suSenjem prelazi u voskastu

masu.

B) Rastvoru jedinjenja 29 (0.2 g, 0.56 mmol) u anh. Et2O (15 mL) se uz meSanje na sobnoj
temperaturi sukcesivno dodaju Ac20 (1.5 mL, 15.87 mmol) i tri porcije FeClz (0.031 g, 0.19 mmol)
sa medusobnim razmakom od 1 h. Nakon 5 h od pocetka reakcije, reakcioni rastvor se izlije u 2%
NaHCOs (150 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl> (3x30 mL). Organske faze se spoje, suSe i upare do suva,
a dobijeni ostatak se precisti fle§ hromatografijom (9:11 EtOAC/PE) pri ¢emu se dobija Cisti
proizvod 45 (0.171 g, 87%) u vidu bezbojne staklaste mase koja dugim suSenjem prelazi u voskastu
masu. Sporom Kkristalizacijom iz razblaZzenog rastvora CH2Clo/n-heksan dobijaju se kristali u vidu
belog praha (komadi¢i), tt 80 °C, [a]o = — 241.6 (CHClI;3, ¢ 0.25); Rf = 0.28 (4:1 Et.O/PE).

IR (film): vmax 3022 (C—H, aromat), 1745 (C=0, lakton), 1630 (C—C, aromat), 1153 (OC=0, estar)
1083 i 1025(=C-0O-C, aromati¢ni etar).

IH NMR (400 MHz, CDCl3): § 1.98 (s, 3 H, CH3C=0 na 0-6), 2.06 (s, 3 H, CH3C=0 at O-7), 4.00
(dd, 1 H, Jsa = 5.6 Hz, Jas = 2.7 Hz, H-4), 4.27 (dd, 1 H, J7a76= 12.6 Hz, J67a =4.0 Hz, H-7a), 4.49 |
4.58 (2 x d, 1 H svaki, Jgem=11.8 Hz, CH2Ph ), 4.60 (dd, 1 H, Js6 = 8.9, Jas = 2.7 Hz, H-5), 4.77
(dd, 1 H, Jraz = 12.6, Je7b = 2.3 Hz, H-7b), 5.65 (ddd, 1 H, Js¢ = 8.9, Js7a = 4.0, Jo7» = 2.3 Hz, H-
6), 6.22 (d, 1 H, Jos = 9.8 Hz, H-2), 7.02 (dd, 1 H, J23 = 9.8, J3.4 = 5.6 Hz, H-3), 7.26-7.39 (m, 5 H,
Ph).

13C NMR (100 MHz, CDCls): 5 20.75 i 20.84 (2 x CHsC=0), 61.41 (C-7), 64.11 (C-4), 68.49 (C-
6), 71.23 (CH2Ph), 76.85 (C-5), 124.53 (C-2), 128.23, 128.42 i 128.68 (CH, Ph), 136.67 (Cq, Ph),
142.50 (C-3), 161.73 (C-1), 169.36 i 170.51 (2 x CH3C=0).

HRMS: Izracunato za C1gH2007K: 387.0841. Nadeno: 387.0845 (M*+K),
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4.43 6,7-Di-O-Acetil-4-O-benzoil-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-en-1,5-
lakton (46)

Rastvoru jedinjenja 45 (0.081 g, 0.23 mmol) i Bz>O (0.158 g, 0.70 mmol) u anh. CH2Cl> (10 mL) se
uz mesSanje na sobnoj temperaturi sukcesivno dodaju i tri porcije FeCls (0.012 g, 0.07 mmol) sa
medusobnim razmakom od 2 h. Nakon 24 h od pocetka reakcije, reakcioni rastvor se izlije u 2%
NaHCO3 (75 mL) i ekstrahuje sa CH2Cl> (3%x30 mL). Organske faze se spoje, suSe i upare do suva,
a dobijeni ostatak se precisti fles hromatografijom (2:3 EtOAC/PE) pri ¢emu se dobija Cisti proizvod
46 (0.074 g, 88%) u vidu bezbojne staklaste mase. [a]o = — 286.2 (CHClIs, ¢ 0.5); Rf = 0.43 (4:1
Et.O/PE).

IR (film): vmax 3020 (C—H, aromat), 1750 (C=0, lakton) i 1602 (C—C, aromat).

IH NMR (400 MHz, CDCl3): & 1.98 (s, 3 H, CHaC=0 na 0-6), 2.07 (s, 3 H, CH3C=0 na O-7), 4.30
(dd, 1 H, Jraz = 12.6, Jo.7a = 3.7 Hz, H-7a), 4.72 (dd, 1 H, J7a7 = 12.6, Js7» = 2.4 Hz, H-7b), 4.87
(dd, 1 H, Js6 = 9.6, Jas = 2.6 Hz, H-5), 5.42 (ddd, 1 H, Js6 = 9.6, Je7a = 3.7, Jeb = 2.4 Hz, H-6),
5.62 (dd, 1 H, Js4 = 6.1, J45 = 2.6 Hz, H-4), 6.31 (d, 1 H, J23 = 9.7 Hz, H-2), 7.14 (dd, 1 H, Jo3 =
9.7, J34 = 6.1 Hz, H-3), 7.41-8.00 (m, 5 H, PhC=0).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 20.54 i 20.71 (2 x CH3C=0), 60.53 (C-4), 61.31 (C-7), 67.78 (C-
6), 75.34 (C-5), 125.39 (C-2), 128.37, 128.65, 129.87 and 133.92 (PhC=0), 140.02 (C-3), 161.24
(C-1), 165.33 (PhC=0), 169.11 i 170.39 (2 x CHsC=0).

HRMS: Izracunato za C1sH2007K: 401.0633. Nadeno: 401.0634 (M*+K).

4.44 4,6-Di-O-benzil-7-O-benzoil-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-en-1,5-
lakton (47)

A) Rastvoru jedinjenja 28 (0.1 g, 0.22 mmol) i Bz20 (0.127 g, 0.56 mmol) u anh. CH2Cl, (10 mL)
se uz mesanje na sobnoj temperaturi sukcesivno dodaju dve porcije FeClz (0.012 g, 0.07 mmol) sa
medusobnim razmakom od 1 h. Nakon 4 h od pocetka reakcije, reakcioni rastvor se izlije u 2%
NaHCO3 (75 mL) i ekstrahuje sa CHCI3z (3x30 mL). Organske faze se spoje, suse i upare do suva, a
dobijeni ostatak se precisti fle§ hromatografijom (3:2 Et2O/PE) pri ¢emu se dobija Cisti proizvod 47

(0.047 g, 46%) u vidu bele mase.

B) Rastvoru jedinjenja 28 (0.05 g, 0.11 mmol) i Bz20 (0.152 g, 0.67 mmol) i u anh. Et2O (12 mL)
koji se mesa na sobnoj temperaturi, se dodaju dve porcije FeClz (0.01 g, 0.06 mmol) sa

medusobnim razmakom od 0.5 h. Nakon 24 h od pocetka reakcije, dodaju se dve nove porcije FeCls
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(0.01 g, 0.06 mmol) sa medusobnim razmakom od 0.5 h i mesanje nastavi dodatnih 23 h. Reakcioni
rastvor se izlije u 2% NaHCO3 (150 mL) i ekstrahuje sa Et2O (3%x30 mL). Organske faze se spoje,
suse i upare do suva, a dobijeni ostatak se precisti fle§ hromatografijom (3:2 Et2O/PE) pri ¢emu se
dobija ¢isti proizvod 47 (0.051 g, 99%) u vidu bele mase. Rekristalizacijom iz CH2Clz/n-heksan
dobijaju se bele kratke iglice tt 125 °C, [a]o = — 174 (CHCl;, ¢ 0.25); Rf = 0.45 (7:3 Et2O/PE).

IR (film): vmax 3031 (C—H, aromat), 1722 (C=0, lakton), 1601 (C—C, aromat), 1175 (OC=0, estar)
1059 i 1028 (=C-O-C, aromaticni etar).

IH NMR Spektar (CDCls): 4.28, (dd, 1 H, J34=5.7 Hz, J45=2.6 Hz, H-4), 4.34, (ddd, 1 H, J6.7.=3.4
Hz, Jo.1v=2.4 Hz, J56=9.6 Hz, H-6), 4.49-4.60, (M, 4 H, H-5, H-7a, CH2Ph), 4.62, (d, 1 H, Jgen=11.5
Hz, CH2Ph), 4.91, (d, 1 H, Jgem=10.8 Hz, CH2Ph), 5.13, (dd, 1 H, Js7b=2.4 Hz, J7a7=12.4 Hz, H-
7b), 6.23, (d, 1 H, J25=9.8 Hz, H-2), 6.99, (dd, 1 H, J23=9.8 Hz, J34=5.7 Hz, H-3), 7.24-8.20, (m,
15 H, Ar-H).

13C NMR Spektar (CDCls): 61.48 (C-7), 65.20 (C-4), 71.41 i 72.44 (2 CH2Ph na C-4 i C-6), 74.30
(C-6), 77.93 (C-5), 124.47 (C-2), 127.75, 127.93, 127.96, 128.18, 128.42, 128.47, 128.59, 129.70,
130.05, 133.06, 137.49, 137.54 (Ar-C), 142.98 (C-3), 162.28 (C-1), 166.25 (C=0 iz Bz).

HRMS: Izradunato za C2sH2606K: 497.1361. Nadeno: 497.1358 (M*+K).

4.45 6,7-Di-O-Acetil-6-0-2,3-dideoksi-D-arabino-hept-2-en-1,5-lakton (48)

Rastvoru jedinjenja 45 (0.085 g, 0.24 mmol) u anh. CHxCIl> (9 mL) se uz meSanje na sobnoj
temperaturi sukcesivno dodaju dve porcije FeCls (0.062 g, 0.38 mmol) sa medusobnim razmakom
od 1.5 h. Nakon 3 h od pocetka reakcije, reakcioni rastvor se upari do suva, a dobijeni ostatak
rastvori u anh. CH3CN (10 mL) i upari sa silikagelom. Ostatak se dva puta precisti fle§
hromatografijom (3:47 Me,CO/Et;0) pri ¢emu se dobija Cisti proizvod 48 (0.057 g, 90%) u vidu
bezbojne staklaste mase, [a]o = — 56 (CHCl3, ¢ 0.25); Rf = 0.36 (3:47 Me2CO/Et;0).

IR (film): vmax 3020 (C—H, aromat), 1740 (C=0, lakton), 1631 (C—C, aromat) i 1158 (OC=0, estar).

IH NMR Spektar (CDCls): 2.08 i 2.12, (2x s, 2x3 H, 2 Ac), 3.23, (br s, 1 H, OH), 4.20, (dd, 1 H,
Ja5=2.4 Hz, J34=6.1 Hz, H-4), 4.30, (dd, 1 H, J77=12.6 Hz , J67:=4.8 Hz, H-7a), 4.50, (dd, 1 H,
J45=2.4 Hz, Js5=8.7 Hz, H-5), 4.71, (dd, 1 H, J776=12.6 Hz , Js7b=2.4 Hz, H-7h), 5.40, (ddd, 1 H,
Jo=2.3 Hz, Js7a=4.8 Hz, Jse= 8.7 Hz, H-6), 6.15, (d, 1 H, J25=9.7 Hz, H-2), 7.04, (dd, 1 H,
J323=9.7 Hz, J34=6.1 Hz, H-3).

82



Farkas Sandor Doktorska disertacija

13C NMR Spektar (CDCls): 20.77 i 20.91, (2Me iz 2 Ac) ,59.22, (C-4), 62.00, (C-7), 68.87, (C-6),
77.42, (C-5), 123.13, (C-2), 143.70, (C-3), 162.39, (C-1), 170.75 i 170.88, (20COCHs.)

HRMS: Izra¢unato za C11H1407K: 297.0371. Nadeno: 297.0368 (M*+K).

4.46 4,6,7-Tri-O-benzil-6-0-2,3-dideoksi-D-likso-hept-2-en-1,5-lakton (49)

A) Kristalno jedinjenje 27 (0.27 g, 0.57 mmol) se rastvori u smesi ag. 98% CH3CN (5 mL) uz
mesanje na sobnoj temperaturi i sukcesivno se dodaju anh. EtsN (0.24 mL, 1.7 mmol) i LiBr (0.492
g, 5.67 mmol). Nakon 7 h, reakcioni rastvor se upari do suva i ekstrahuje sa EtOAc (3%x20 mL) iz
H>O (80 mL). Organske faze se spoje, suse 1 upare do suva, a dobijeni ostatak se susi u visokom
vakuumu 12 h. Ostatak se uz meSanje na sobnoj temperaturi rastvori u anh EtOAc (25 mL) i
sukcesivno se dodaju PhsP (0.327 g, 1.25 mmol) i tokom 3 min 40% DEAD (0.44 mL, 1.13 mmol).
Nakon 3 h dodatnog mesanja, dodaju se nove porcije PhaP (0.109 g, 0.42 mmol) i 40% DEAD (0.15
mL, 0.39 mmol) i reakcija nastavi preko noc¢i. Reakcioni rastvor se upari do suva, a dobijeni ostatak
rastvori u minimalnoj koli¢ini CH2Cl> i dva puta precisti na koloni fle§ silikagela, prvo sa (1:1

PE/Et20) i potom sa (99:1 CH2Cl> /Me2CO) pri ¢emu se dobija Cisti proizvod 49 (0.101 g, 40%).

B) Rastvoru kristalnog jedinjenja 28 (0.20 g, 0.45 mmol) i LiBr (0.391 g, 4.5 mmol) u ag. 98%
CH3CN (5 mL) koji se meSa na sobnoj temperaturi, se doda anh. EtsN (0.19 mL, 1.35 mmol).
Nakon 24 doda se cc AcOH (2 mL) i meSanje nastavi tokom 3 min. Reakcioni rastvor se izlije u
H>0 (80 mL) i ekstrahuje sa EtOAc (3%x20 mL), organske faze se spoje, suse i upare do suva, a
dobijeni ostatak se suSi u visokom vakuumu 4 h. Ostatak se uz meSanje na sobnoj temperaturi
rastvori u anh EtOAc (25 mL) i sukcesivno se dodaju PhsP (0.295 g, 1.12 mmol) i tokom 3 min
40% DEAD (0.47 mL, 1.08 mmol). Nakon 20 h reakcioni rastvor se upari do suva, a dobijeni
ostatak rastvori u minimalnoj koli¢ini CH2Cl> i dva puta precisti na koloni fle$ silikagela, prvo sa
(1:1 PE/Et20) i potom sa (99:1 CH2Cl./Me>CO) pri cemu se dobija Cisti proizvod 49 (0.125 g, 62%)
u vidu staklaste mase, [a]o = — 86.4 (CHClIs, ¢ 0.5); R = 0.33 (1:1 Et,O/PE).

IR (film): vmax 3020 (C—H, aromat), 1731 (C=0), 1497 (C-C, aromat), 1216 (OC=0, estar), 1101 i
1027 (=C—O-C, aromati¢ni etar).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 3.84 (dd, 1 H, J6.7a = 6.4, J7a.75 = 9.8 Hz, H-7a), 3.88 (dd, 1 H, J6.75 =
5.8, J7a7b = 9.8 Hz, H-7b), 4.01 (td, 1 H, Js7a = 6.2, Js1 = 6.0, Js6 = 1.9 Hz, H-6), 4.34-4.84 (m, 8
H, 3 x CH2zPh, H-4 i H-5), 5.99 (dd, 1 H, Jos = 10.0, J24 = 1.8 Hz, H-2), 6.85 (dd, 1 H, Jo5 = 10.0,
J34=2.2 Hz, H-3), 7.25-7.43 (m, 15 H, 3 x Ph).

83



Farkas Sandor Doktorska disertacija

13C NMR (100 MHz, CDCls): 5 68.80 (C-4), 69.03 (C-7), 71.56, 72.64 i 73.49 (CH,Ph), 74.68 (C-
6), 80.08 (C-5), 120.24 (C-2), 127.63, 127.68, 127.78, 127.87, 127.94, 128.13, 128.35, 128.51,
136.91, 137.78, 137.94 (3 x Ph), 146.07 (C-3), 162.43 (C-1).

HRMS: Izracunato za CogH2sOsNa: 467.1834. Nadeno: 467.1827 (M*+Na).

4.47 (-)-5-epi-Kleistenolid (50)

Rastvoru jedinjenja 49 (0.1 g, 0.22 mmol), Bz,O (0.124 g, 0.55 mmol) i BzOH (0.134 g, 1.1 mmol)
u anh. CHxCl> (15 mL) se uz meSanje na sobnoj temperaturi doda FeCls (0.007 g, 0.04 mmol).
Nakon 2 h se sukcesivno dodaju FeClsz (0.004 g, 0.02 mmol), AcBr (0.16 mL, 2.2 mmol) i reakcija
nastavi dodatnih 20 h. Reakcioni rastvor se razblazi sa CH2Cl2 (10 mL), izlije u 10% NaHCO3 (60
mL) i ekstrahuje sa CH2Cl, (3%x15 mL). Organske faze se spoje, isperu sa 10% NaCl (30 mL), suse i
upari do suva, a dobijeni ostatak se precisti fle§ hromatografijom (1:2 PE/Et20) pri ¢emu se dobija
Cisti proizvod 50 (0.061 g, 76%) u vidu ¢vrste bele mase koja rekristalizacijom iz CH2Cl2/n-heksan
daje smesu kristala u obliku belih ljuspica i kratkih iglica koje se na 140 — 143 °C transformisu u

bezbojnu staklastu masu izgleda mozaika od veoma krathih iglica sa oStrom tt 152 °C, [a]o = — 30

(CHCls, ¢ 0.5); Rr=0.33 (2:1 Et,O/PE).

IR (KBr): vmax 1747 1 1717 (2xC=0), 1602 (C-C, aromat), 1177 (OC=0, estar).

IR (film): vmax 1744 (C=0), 1604 (C-C, aromat), 1176 (OC=0, estar).

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 8 2.10 i 2.13 (2 x s, 3 H svaki, 2 x CH3C=0), 4.56 (dd, 1 H, Js7a =
7.3, J7a7v=11.7 Hz, H-7a), 4.61 (dd, 1 H, Js .70 = 5.3, J7a70 = 11.7 Hz, H-7b), 4.74 (dd, 1 H, J56 = 2.2,
Jas = 8.5 Hz, H-5), 5.50 (ddd, 1 H, Jsp = 2.2, Js;7b = 5.3, Js,7a=7.3 Hz, H-6), 5.57 (ddd, 1 H, J24 =

1.9, J34 = 2.6, Ja5 = 8.5 Hz, H-4), 6.10 (dd, 1 H, J2.4 = 1.9, J23 = 10.0 Hz, H-2), 6.77 (dd, 1 H, J23 =
10.0, J3.4 = 2.7 Hz, H-3), 7.40-8.05 (m, 5 H, Ph).

13C NMR (100 MHz, CDCl3): & 20.60 (2 x CHsC=0), 62.40 (C-7), 63.20 (C-4), 67.80 (C-6), 77.80
(C-5), 121.82 (C-2), 128.45, 129.31, 129.91, 133.25 (Ph), 144.09 (C-3), 160.89 (C-1), 165.83
(PhC=0), 169.64 i 169.91 (2 x CHsC=0).

Elementarna mikroanaliza: Izracunato za C1gH180s: C, 59.67; H, 5.01. Nadeno: C, 59.49; H, 4.89.

LRMS (ESI+): m/z 363 (M+H).
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5 ZAKLJUCAK

U ovom radu je ostvarena nova, viSefazna sinteza prirodnog laktona (—)-kleistenolida (1) i njegovih

odgovarajuc¢ih C-4, C-5 i C-6 analoga na slede¢i nacin:

1.

Kao pogodno polazno jedinjenje upotrebljena je ekonomi¢na i komercijalno pristupac¢na
1,2:5,6-di-O-izopropiliden-a-D-glukofuranoza (2) koja je prvo tretirana sa BnBr i NaH (0
°C, 0.5 h—rt, 2 h) u anh. DMF-u, pri ¢emu je dobijeno benzilovano jedinjenje 3 (97%).

Hidroliticko (aq 60% AcOH, rt) uklanjanje terminalne izopropilidenske grupe iz jedinjenja 3
je dalo intermedijerni diol 4 koji se koristio za narednu fazu u sirovom stanju. Naredne dve
sintetiCke faze su uradene primenom “one-pot” postupka. Naime, sirovo jedinjenje 4 je
rastvoreno u anh. DCM-u i sukcesivno tretirano sa BzCl i AcCl u prisustvu DMAP-a kao
baze na sobnoj temperaturi, pri ¢emu je dobijen odgovarajuci estar 6 u prinosu od 83%

racunato na polazno jedinjenje 3.

Sledece tri sinteticke faze su uradene bez izolovanja intermedijera. Procedura je zapocela
hidrolitickim uklanjanjem izopropilidenske zastitne grupe dejstvom 90% aq TFA u DCM-u
(0.5 h—rt 2.5 h) pri ¢emu se dobija intermedijerni laktol 7. Sirovo jedinjenje 7 je potom
tretirano HslOs U ag 50% EtOAc (0.5 h—rt 3.5 h) $to vodi nastajanju intermedijernog
aldehida 7b koji pri Z-selektivnoj Wittig-ovoj reakciji sa PhsP=CH>CO.Me (MCMP) u anh.
MeOH na sobnoj temperaturi daje Z-olefin 8 u prinosu od 52% racunato na polazni estar 6.

Acikli¢ni olefin 8, dejstvom kataliti¢kih koli¢ina p-TSAXH>O u anh. DCM-u na sobnoj
temperaturi tokom 48 h, daje ocekivani 6-¢lani lakton 9 (90%) sa odgovaraju¢om 5,6-

dihidro-piran-2-onskom strukturom.

Zavrsne sinteticke faze koje podrazumevaju transformaciju benzilnog intermedijera 9 u (—)-
kleistenolid (1) i alkoholni 10 koji ¢e takode posluziti za dobijanje C-4 analoga. Lakton 9 je
tretiran sa TiCls u anh. DCM-u (rt, 24 h) pri cemu je uklonjena 4-O-benziletarska zastita i
dobijen odgovarajuc¢i sekundarni alkohol 10 (77%). Zavrsna sintetiCka faza je uradena
esterifikacijom jedinjenja 10 sa Ac20, u prisustvu kataliticke koli¢ine p-TSAXH20, na
sobnoj temperaturi u toku 4 h pri ¢emu je dobijen prirodni proizvod (—)-kleistenolid 1 (95%)

i u konacnom prinosu od 17.4% iz devet sinteti¢kih faza.

Potom je upotrebljena ,,0ne pot“ metoda za deprotekciju i1 sukcesivno acetilovanje

intermedijera 9 ¢ime je dobijeno finalno jedinjenje 1 u visokom prinosu bez kori¢enja
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jedinjenja 10 kao intermedijera. Naime, benzilni intermedijer 9 je direktno preveden u (-)-
kleistenolid (1) primenom Lewis-ovih kiselina (FeClz ili Zn(OTf)2) i AcBr na sobnoj
temperaturi u visokim prinosima 81% i 94%. Jedinjenje 1 je prethodno pomenutom
modifikacijom dobijeno u osam sinteti¢kih faza u kona¢nom prinosu od 31% 1 35% Cime je
dupliran konaéni prinos jedinjenja 1 u odnosu na prethodno publikovan rad* (17.4% iz

devet sintetickih faza).

Nakon totalne sinteze (—)-kleistenolida 1, sintetizovali smo grupu analoga sa odabranim

farmakoforama u polozaju C-4 kori$¢enjem dva jedinjenja (9 i 10). Naime, benzilni analog 9 se

moze direktno prevesti u odgovaraju¢e C-4 analoge 1 reakcijom sa odabranim acilhalogenidima u

prisustvu Lewis-ovih Kiselina kao katalizatora, dok se alkoholno jedinjenje 10 moze direktno

esterifikovati ili eterifikovati primenom odabranih hemijskih metoda.

1.

Prve dve reakcije na polaznom jedinjenju 9 sa 2,4,6-trihlorobenzoil hloridom i 3-O-
metoksibenzoil hloridom u anh. DCM-u (FeClg, rt, 24 h) su dale o¢ekivane C-4 analoge 11
(44%) 1 12 (79%). Medutim, reakcija sa p-toluensulfonil hloridom je protekla neoc¢ekivano
pri ¢emu je doslo do debenzilovanja i spontane C-6—C-4 acil migracije acetilne grupe uz

nastajanje C-6 monola 13 (49%).

Nova grupa cinamatnih C-4 analoga je dobijena Steglich-ovom*’ esterifikacijom u anh.
DCM-u (DCC, DMAP, rt, 4h) preko intermedijernog alkohola 10 sa cimetnom kiselinom
(14, 82%) i njenim derivatima 4-fluorocimetnom kiselinom (15, 74%), 4-metoksicimetnom
kiselinom (16, 87%), 4-nitrocimetnom kiselinom (17, 62%) i 3,4-di-metoksicimetnom
kiselinom (18, 75%).

Esterifikacije sa sulfonil hloridima (MsCl i TsCl) su izvedene u anh. DCM-u (DMAP, rt, 1h)

dajuci u visokim prinosima odgovarajuce estre 19 (87%) i 20 (81%).

Grupa sililovanih C-4 analoga je dobijena sa odgovaraju¢im reagensima (TBSOTf i
TBDPSCI) preko intermedijernog alkohola 10 uz koriS¢enje piridina za TBSOTT i
koris¢enjem efikasnije metode* sililovanja za TBDPSCI sa N-metilimidazolom i jodom kao
katalizatorom. Pri ovim reakcionim uslovima, dobijeni su zeljeni sililni C-4 analozi u

visokim prinosima 21 (87%) i 22 (63%).

Na kraju planova vezanih za sintezu C-4 analoga, sintetisani su jos i difenilsiréetni i hloridni
analog jedinjenja 1. Analog 23 je dobijen u visokom prinosu 91% primenom ve¢ pomenute
Steglich-ove esterifikacije, za razliku od odgovarajuceg halogenida 24 koji je dobijen u

skromnom prinosu od 25% primenom Appel-ove®® reakcije.
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Za sintezu kljucnog intermedijera 29 koji je trebao biti dobijen u ve¢im koli¢inama za sintezu C-6
analoga (-)-kleistenolida (1), modifikovana je ranije publikovana sinteza®® iz 1,2:5,6-di-O-
izopropiliden-o-D-glukofuranoze (2) u smislu masivnog koris¢enja metoda spojenih sinteti¢kih faza

1,,0ne pot“ procedura na slede¢i nacCin:

1. Hemijske transformacije jedinjenja 2 u kljucni intermedijer 29 su zapocele spojenim
sintetickim fazama u kojima je prvo hidroliticki uklonjena terminalna izopropilidenska
zastita sa aq 60% AcOH, a intermedijerno nastali triol 2a je potom totalno benzilovan
dejstvom NaH i BnBr u anh. DMF-u, pri ¢emu je dobijen intermedijerni tri-benzil derivat
25. U uslovima kisele hidrolize sa 50 % aq TFA u DCM, jedinjenje 25 je prevedeno u laktol
26 koji je bez precis¢avanja koris¢en u narednoj reakciji. Wittig-ova reakcija je uradena
,one pot“ u aps. MeOH, pri ¢emu je laktol 26 prvo oksidovan perjodnom oksidacijom
(NalO4) u intermedijerni aldehid 26a koji je potom podvrgnut reakciji sa PhsP=CHCO;Me
uz dobijanje acikli¢nog Z-olefina 27 u visokom prinosu od 75%. Ciklizacijom olefina 27 sa
p-TsOH u DCM-u, dobijen je lakton 28 (96%). Tretmanom laktona 28 sa FeCls i cc AcOH u
DCM-u, dobijen je ciljani sekundarni monol 29 (63%).

Primenom Steglich-ove esterifikacije, sintetisana je prva grupa dibenzilovanih C-6 analoga od

odabranih karboksilnih kiselina u visokim prinosima.

2. Steglich-ovom esterifikacijom u anh. DCM-u (DCC, DMAP, rt, 24h) preko intermedijernog
alkohola 29 dobijeni su proizvodi: sa benzoevom kiselinom (30, 77%), sa cimetnom
kiselinom (31, 81%), sa 4-fluorocimetnom kiselinom (32, 88%), 4-metoksicimetnom
kiselinom (33, 81%) i sa 4-nitrocimetnom kiselinom (34, 80%).

Strukture sintetisanih analoga 30 — 34 poseduju dve benzilne grupe od kojih je na C-7 primarna
benzil grupa i moZe se selektivno transformisati u acetilnu primenom odgovaraju¢e metode®’ sa
Ac20. Primenom ,,one pot“ procedure zamene Bn — Ac, sa FeCls kao katalizatorom i anh. EtO
kao rastvaratem na sobnoj temperaturi pri razli¢itim reakcionim vremenima, dolazi do selektivne
reakcije primarne benzilne grupe na C-7 uz dobijanje odgovaraju¢ih 7-O-acetilovanih analoga u

visokim prinosima.

3. Prethodno opisanom metodom su dobijena sledeca jedinjenja: 35 (24 h, 97%), 36 (48 h,
96%), 37 (30 h, 95%), 38 (48 h, 79%) i 39 (30 h, 83%).

Istrazivanjem prethodno diskutovane reakcije, doslo se do saznanja da se selektivna zamena Bn —
Ac, ipak moze uraditi u DCM-u na sobnoj temperaturi, ali uz kori$¢enje slabije Lewis-ove kiseline

Zn(OTT)2 sto je iskoristeno u simultanoj sintezi finalnih 4,7-di-O-acetil C-6 supstituisanih analoga.
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Naime, nakon §to su nakon koriS¢enja Zn(OTf), intermedijerno dobijena jedinjenja 35 — 39,
uradena je potom reakcija doacetilovanja ranije opisanom metodom (FeCls, Ac20) u anh. EtO pri

¢emu je dobijena nova grupa jedinjenja 40 — 44.

4. Dobijena jedinjenja su kvantifikovana u slede¢im finalnim prinosima: 40 (53%), 41 (65%),

42 (63%), 43 (28%) i 44 (55%).

Naredni korak je bila sinteza grupe 4,6-di-O-benzilovanih 47 i 6,7-di-O-acetilovanih analoga 45, 47

i 48 prirodnoga proizvoda 1.

5. Dibenzilni monol 29 je reakcijom sa (FeCls, Ac20, rt, 5 h) u anh. Et.O preveden u 6,7-di-O-
acetil mono benzilni analog 45 (87%). U prethodno pomenutoj reakciji su tri sinteticka
koraka (debenzilovanje-acetilovanje na C-7 i acetilovanje slobodne alkoholne grupe sa C-6)
uradena kao ,,one pot“ procedura. Naredna reakcija kojom je intermedijerno jedinjenje 45
prevedeno u benzoilovani 46 (88%) uz korisé¢enje BzoO (DCM, FeCls, rt, 24 h) nije do

ovoga rada nije bila literaturno poznata.

6. Reakcije sa anhidridima (Bz20 i Ac20) i FeCls kao katalizatorom su zavrSene sintezom jo$
dva nova bioizosterna analoga 47 i 48 iz polaznog tribenzilnog analoga 29. Koliki je znacaj
upotrebljenog rastvaraca za ovakav tip hemijskih reakcija, najbolje se vidi u procedurama
dobijanja 4,6-di-O-benzilovanog 47 ¢iji prinos je viSe nego dupliran koris¢enjem Et.O
(99%) umesto DCM (46%) kao rastvaraca. Na kraju je sintetisan monol 48 (81%), koji moze
da posluzi kao polazno jedinjenje za dalja istrazivanja bioloske aktivnosti grupe 6,7-di-O-

acetilovanih analoga.

Za sintezu poslednjeg ciljnog molekula ove doktorske disertacije 5-epi-(—)-kleistenolida (50)
iskoristena su dva intermedijerna jedinjenja 27 i 28 iz ranije pomenute sinteze 4,7-di-O-acetil C-6
supstituisanih analoga. Sinteza zapocinje ciklizacijom cis-olefina 27 (cat. TSOH, rt, DCM) pri ¢emu
se dobija tribenzilni lakton 28 (96%) koji pri baznim hidrolitickim uslovima sa (EtsN, LiBr, aqg.
CH3CN), daje intermedijernu kiselinu 28a, koja nije izolovana, i dalje je tretirana u uslovima
Mitsunnobu-ove reakcije sa (PhsP, DEAD, rt, anh. EtOACc) pri ¢emu je dobijeno jedinjenje 49 u
prinosu od 62%. Jedinjenje 49 poseduje potrebnu 5R konfiguraciju na C-5 je potom tretirano ,,0ne
pot* procedurom u DCM-u na sobnoj temperaturi, prvo sa smesom Bz>O/BzOH u prisustvu FeClz
kao katalizatorom i uz naknadno dodavanje AcBr. Pri prethodno navedenim reakcionim uslovima,
dobijeno je finalno jedinjenje 50 u prinosu od 76%. Ciljni 5-epi-(—)-kleistenolid (50) je sintetizovan

kroz osam sinteti¢kih faza sa finalnim prinosom od 34%, $to je docnije i publikovano®3.
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Nakon sinteze, ispitan je uticaj novosintetizovanih C-4, C-5 i C-6 analoga na proliferaciju jedanaest
malignih i jedne normalne ¢elijske linije. Vecina novosintetizovanih analoga pokazuje visoku ili
umerenu aktivnost prema ispitivanim ¢elijskim linijama uporeduju¢i sa komercijalno dostupnim
citostatikom DOX. Na osnovu dobijenih rezultata, dolazi se do zaklju¢ka da su prema K562
¢elijskoj liniji novi analozi bili najaktivniji, sa 1Cso vrednostima u intervalu od 0.10-11.00 uM.
Aktivnost jedinjenja 38, 29, 50 i 31 je bila najizrazenija prema K562 celijskoj liniji (ICso vrednosti
od 0.10 uM, 0.11 uM, 0.21 uM i 0.22 uM), gde su pomenuti derivati kleistenolida ispoljili jacu
antiproliferativnu aktivnost u odnosu na DOX (ICsp = 0.25 puM). Prema celijskoj liniji HL 60,
najaktivnije jedinjenje je bilo 31 (ICsp = 0.51 uM) koje je ispoljilo jacu aktivnost od DOX (ICso =
0.92 uM). Jedinjenja 33 i 43 su pokazala visoku aktivnost prema Jurkat Celijskoj liniji sa ICso
vrednostima od 0.09 uM i 1.89 uM. Sa aktivnostima od 0.38 uM, 0.94 uM, 1,05 uM i 2.47 uM
jedinjenja 33, 36, 49 i 50 su pokazala bolju aktivnost od DOX (2.98 uM), a prema malignoj
¢elijskoj liniji RAJI. Prema celijskoj liniji PC3 skoro sva sintetisana jedinjenja su imala bolju
aktivnost od DOX, a jedinjenje 31 (1.21 uM) je pokazalo 70 puta bolju aktivnost od DOX (84.23
uM). Prema HT-29 generalno smo dobili umerene rezultate, a najaktivnija su bila jedinjenja 36
(6.88 uM) i 39 (13.17 uM). Prema celijskoj liniji MCF-7, jedinjenja 44, 36 i 30 su pokazala visoku
aktivnost sa ICso vrednostima od 0.35 uM, 0.70 uM i 1.23 uM. Sa ICso vrednostima od 2.08 uM,
421 uM i 4.29 uM jedinjenja 44, 30 i 14 su pokazala dobru aktivost prema MDA-MB 231.
Generalno je dobijena visoku aktivnost novosintetozovanih jedinjenja prema celijskoj liniji HeLa.
Najbolji rezultat smo imali za jedinjenje 32 (0.04 uM) koje je bolje od DOX (0.07 uM), a potom
slede 33 i 43 sa ICsp vrednostima od, 1.93 uM i 2.11 uM. Nasa jedinjenja su pokazala umerenu ili
slabu aktivnost prema malignoj ¢elijskoj liniji Hs 294T. Za ¢elijsku linijju A549 dobili smo jaku do
umerenu aktivnost kod skoro svih novosintetizovanih jedinjenja, a ¢ak 11 jedinjenja je bilo aktivnije
od DOX (4.91 uM). Najbolju aktivnost ima jedinjenje 44 (0.11 uM) koja je 45 puta bolja od DOX,
a slede ga 31 i 42 sa ICso vrednostima 1.19 uM i 1.39 uM. Samo nekoliko novosintetizovanih

analoga pokazalo je minimalnu aktivnost prema normalnim MRC-5 ¢elijama.

Pored antiproliferativne aktivnost ispitana je i antimikrobna aktivnost odabranih novosintetizovanih
analoga (—)-kleistenolida (1). Antimikrobnu aktivnost ispitivana koris¢enjem standardnog testa
difuzije diska protiv panela mikroorganizama: Gram pozitivne bakterije S. aureus NCTC 6571 i L.
monocytogenes NCTC 11994, Gram negativne bakterije - P. aeruginosa ATCC 10332 i K.
pneumonie ATCC BAA 2146, i gljivica C. albicans ATCC 10231. Jedinjenja 40 i 46 su ispoljila

specifi¢nost protiv gram pozitivne bakterije S. aureus, sa blagom aktivno$c¢u na rast.
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6 SUMMARY

In this work, a new, multiphase synthesis of the natural lactone (—)-cleistenolide (1) and its

corresponding C-4, C-5 and C-6 analogues was achieved as follows:

1.

Economical and commercially available 1,2:5,6-di-O-isopropylidene-a-D-glucofuranose (2)
was used as a suitable starting compound, which was first treated with BnBr and NaH (0 °C,
0.5 h—rt, 2 h) in anh. DMF to give benzylated compound 3 (97%).

Hydrolytic (ag 60% AcOH, rt) removal of the terminal isopropylidene group from
compound 3 gives the intermediate diol 4 which is used for the next step in crude state. The
next two synthetic phases were performed using the ,,one pot“ procedure. Namely, crude 4
was dissolved in anh. DCM and successively treated with BzCl and AcCl in the presence of
DMAP as a base at room temperature, whereby the corresponding ester 6 was obtained in a
yield of 83% based on starting compound 3.

The next three synthetic steps were performed without isolating the intermediates. The
procedure begins with the hydrolytic removal of the isopropylidene protecting group by the
action of 90% aq TFA in DCM (0.5 h—rt 2.5 h) to give the intermediate lactol 7. The crude
compound 7 was then treated with Hs10s¢ in aq 50% EtOAc (0.5 h—rt 3.5 h) which leads to
the formation of the intermediate aldehyde 7b, which during the Z-selective Wittig reaction
with PhsP=CH>CO.Me (MCMP) in anh. MeOH at room temperature gives the Z-olefin 8 in
a yield of 52% based on the starting ester 6.

Acyclic olefin 8, by the effect of catalytic amounts of p-TSAxH20 in anh. DCM at room
temperature for 48 h, gives the expected 6-membered lactone 9 (90%) with the
corresponding 5,6-dihydro-pyran-2-one structure.

The final synthetic stages involve the transformation of the benzylic intermediate 9 into (—)-
cleistenolide (1) and the alcoholic compound 10, which will also serve to obtain the C-4
analogue, which were performed as follows. Lactone 9, was treated with TiCls in anh. DCM
(rt, 24 h) whereby the 4-O-benzylether protection was removed to give the corresponding
secondary alcohol 10 (77%). The final synthetic step was carried out by esterification of
compound 10 with Ac20, in the presence of a catalytic amount of p-TSAxH20, at room
temperature for 4 h, giving the natural product (—)-cleistenolide 1 (95%) and a final yield of
17.4% from nine synthetic phases.

The ,,one pot“ method was then used for deprotection and successive acetylation of

intermediate 9, which obtained the final compound 1 in high yield without using compound
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10 as an intermediate. Namely, benzylic intermediate 9 was directly converted into (—)-
cleistenolide (1) using Lewis acids (FeClz or Zn(OTf)2) and AcBr at room temperature in
high yields of 81% and 94%, respectively. The natural product 1 was obtained in eight
synthetic phases with the aforementioned modification and a final yield of 31% and 35%,
which doubled the final yield of 1 compared to the previously published work*® (17.4%
from nine synthetic phases).

After the total synthesis of (—)-cleistenolide 1, it was synthesized as a group of analogues with

selected pharmacophores at the C-4 position using compounds 9 and 10. Namely, the benzyl

analogue 9 can be directly converted into the corresponding C-4 analogues 1 by reaction with

selected acyl halides in the presence of Lewis acids as a catalyst, while the alcoholic compound

10 can be directly esterified or etherified using selected chemical methods.

1.

The first two reactions from starting compound 9 with 2,4,6-trichlorobenzoyl chloride and
3-O-methoxybenzoyl chloride in anh. DCM (FeCls, rt, 24 h) gave the expected C-4
analogues 11 and 12 (44% and 79%, respectively). However, the reaction with p-
toluenesulfonyl chloride proceeded unexpectedly, resulting in debenzylation and
spontaneous C-6—C-4 acyl migration of the acetyl group with the formation of C-6 monol
13 (49%).

A new group of cinnamate C-4 analogues was obtained by Steglich*’ esterification in anh.
DCM (DCC, DMAP, rt, 4h) to intermediate alcohol 10 with cinnamic acid (14, 82%) and its
derivatives 4-fluorocinnamic acid (15, 74%), 4-methoxycinnamic acid (16, 87%), 4-
nitrocinnamic acid (17, 62%) and 3,4-di-methoxycinnamic acid (18, 75%).

Esterifications with sulfonyl chlorides (MsCI and TsCI) were carried out in anh. to DCM
(DMAP, rt, 1h) giving the corresponding esters 19 (87%) and 20 (81%) in high yields.

A group of silylated C-4 analogues was obtained with appropriate reagents (TBSOTf and
TBDPSCI) on the intermediate alcohol 10 using pyridine for TBSOTf and using a more
efficient silylation method*® for TBDPSCI with N-methyl imidazole and iodine as a catalyst.
Under these reaction conditions, the desired silyl C-4 analogues 21 and 22 are obtained in
high yields (87% and 63%, respectively).

. At the end of plans related to the synthesis of C-4 analogues, it was synthesized as another

diphenyl acetic and chloride analogue of natural compound 1. Analogue 23 was obtained in
a high yield of 91% using the already mentioned Steglich esterification, in contrast to the
corresponding halide 24 which was obtained in a modest 25% vyield using the Appel®

reaction.
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For the synthesis of the key intermediate 29, which was needed to obtain in larger quantities to
obtain the C-6 analogue of (—)-cleistenolide 1, it was modified our previously published synthesis®®
from 1,2:5,6-di-O-lIsopropylidene-a-D-glucofuranoses (2) in the sense of massive use of methods of
combined synthetic phases and ,,one pot“ procedures as follows:

1. Chemical transformations of compound 2 into the key intermediate 29 began with combined
synthetic phases in which the terminal isopropylidene protection is first hydrolytically
removed with ag 60% AcOH, and the intermediate triol 2a was then totally benzylated by
the action of NaH and BnBr in anh. DMF, giving intermediate tri-benzyl 25. Under acid
hydrolysis conditions with 50% aq TFA in DCM, 25 was converted to lactol 26 which was
used without purification in the next reaction. Wittig's reaction is done ,,one pot*“ in abs.
MeOH, whereby lactol 26 was first oxidized by periodic oxidation (NalO4) to intermediate
aldehyde 26a which then reacts with PhsP=CHCO2Me to obtain acyclic Z-olefin 27 in a
high yield of 75%. Cyclization of olefin 27 with p-TsOH in DCM afforded the
corresponding lactone 28 (96%). Treatment of 28 with FeCls and cc AcOH in DCM
afforded the target secondary monol 29 (63%).

Using Steglich's esterification, the first group of dibenzylated C-6 analogs from selected carboxylic
acids was synthesized in high yields.

2. Steglich's esterification in anh DCM (DCC, DMAP, rt, 24h) via the intermediate alcohol 29
gave the following products: with benzoic acid (30, 77%), with cinnamic acid (31, 81%),
with 4-fluorocinnamic acid (32, 88%), 4-methoxycinnamic acid (33, 81%) and with 4-
nitrocinnamic acid (34, 80%).

The structures of the synthesized analogues 30 — 34 have two benzyl groups, of which the primary
one is at C-7 and can be selectively transformed into acetyl by applying the appropriate literature
method®! with Ac20. By applying the ,,one pot* replacement procedure Bn — Ac, with FeCls as a
catalyst and anh. with Et,O as a solvent at room temperature at different reaction times, there is a
selective reaction of the primary benzyl group at C-7 with obtaining the corresponding 7-O-
acetylated analogues in high yields.

3. The following compounds were obtained by the previously described method: 35 (24 h,
97%), 36 (48 h, 96%), 37 (30 h, 95%), 38 (48 h, 79%) and 39 (30 h, 83%).

By researching the previously discussed reaction, it was found out that the selective replacement Bn
— Ac can still be done in DCM at room temperature, but with the use of a weaker Lewis acid
Zn(OTf)2, which we used in the simultaneous synthesis of the final 4,7-di-O-acetyl C-6 substituted

analogues. Namely, after using Zn(OTf)2 as an intermediate, compounds 35 — 39 were obtained,
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then the doacetylation reaction was performed using the previously described method (FeCls, Ac20)
in anh. Et2O, whereby a new group of compounds 40 — 44 were obtained.

4. The obtained compounds were quantified in the following final yields: 40 (53%), 41 (65%),
42 (63%), 43 (28%) and 44 (55%).

The next step was the synthesis of a group of 4,6-di-O-benzylated 47 and 6,7-di-O-acetylated
analogues 45, 47 and 48 of natural product 1.

5. Dibenzyl monol 29 was reacted with (FeClsz, Acz0, rt, 5 h) in anh. Et.O converted to 6,7-di-
O-acetyl mono benzyl analogue 45 (87%). In the aforementioned reaction, three synthetic
steps (debenzylation-acetylation at C-7 and acetylation of the free alcohol group at C-6)
were performed as a ,,one pot* procedure. The subsequent reaction by which intermediate 45
was converted to benzoylated 46 (88%) using Bz.O (DCM, FeClg, rt, 24 h) was not known
in the literature until this work.

6. Reactions with anhydrides (Bz2O and Ac20) and FeCls as a catalyst were completed with
the synthesis of two new bioisosteric analogues 47 and 48 from the starting tribenzyl
analogue 29. The importance of the used solvent for this type of chemical reaction can best
be seen in the procedures for obtaining 4,6-di-O-benzylated 47 whose yield was more than
doubled using Et.O (99%) instead of DCM (46%) as solvent. Finally, monol 48 (81%) was
synthesized, which can serve as a starting compound for further research into the biological
activity of the group of 6,7-di-O-acetylated analogues.

For the synthesis of the last target molecule of this doctoral dissertation, 5-epi-(—)-kleistenolide
(50), two intermediate compounds 27 and 28 from the previously mentioned synthesis of 4,7-di-O-
acetyl C-6 substituted analogs were used. The synthesis begins with the cyclization of cis-olefin 27
(cat. TsOH, rt, DCM), whereby tribenzyl lactone 28 (96%) is obtained, which under basic
hydrolytic conditions with (EtsN, LiBr, ag. CHsCN) gives intermediate acid 28a, which is not
isolated, it was further treated under Mitsunobu reaction conditions with (PhsP, DEAD, rt, anh.
EtOAC) to give compound 49 in 62% yield. Compound 49 possessing the required 5R configuration
at C-5 was then treated by a one-pot procedure in DCM at room temperature, first with a mixture of
Bz>0O/BzOH in the presence of FeCls as catalyst and with subsequent addition of AcBr. Under the
aforementioned reaction conditions, the final compound 50 was obtained in a yield of 76%. The
target 5-epi-(—)-cleistenolide (50) was synthesized through eight synthetic steps with a final yield of
34%, which was later published.>®

After synthesis, the influence of newly synthesized C-4, C-5 and C-6 analogues on the proliferation

of eleven malignant and one normal cell line was investigated. Most of the newly synthesized
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analogs show high or moderate activity against the tested cell lines compared to the commercially
available cytostatic DOX. Based on the obtained results, it is concluded that the new analogues
were the most active against the K562 cell line, with 1Cso values in the range of 0.10-11.00 puM.
The activity of compounds 38, 29, 50 and 31 was most pronounced against the K562 cell line (ICso
values of 0.10 uM, 0.11 pM, 0.21 pM and 0.22 uM), where the mentioned cleistenolide derivatives
exhibited stronger antiproliferative activity compared to DOX (ICso = 0.25 uM). According to the
HL 60 cell line, the most active compound was 31 (ICsp = 0.51 uM), which exhibited stronger
activity than DOX (ICso = 0.92 uM). Compounds 33 and 43 showed high activity against the Jurkat
cell line with 1Cso values of 0.09 uM and 1.89 uM. With activities of 0.38 uM, 0.94 uM, 1.05 uM
and 2.47 uM compounds 33, 36, 49 and 50 showed better activity than DOX (2.98 uM) and against
the malignant cell line RAJI. According to the PC3 cell line, almost all synthesized compounds had
better activity than DOX, and compound 31 (1.21 uM) showed 70 times better activity than DOX
(84.23 uM). According to HT-29, we generally obtained moderate results, and the most active
compounds were 36 (6.88 uM) and 39 (13.17 uM). Against the MCF-7 cell line, compounds 44, 36
and 30 showed high activity with 1Cso values of 0.35 uM, 0.70 uM and 1.23 uM. With ICso values
of 2.08 uM, 4.21 uM and 4.29 uM compounds 44, 30 and 14 showed good activity against MDA-
MB 231. In general, we obtained high activity of our newly synthesized compounds against HelLa
cell line. We had the best result for compound 32 (0.04 uM) which is better than DOX (0.07 uM),
followed by 33 and 43 with ICsp values of 1.93 uM and 2.11 pM. Our compounds showed moderate
to weak activity against the malignant cell line Hs 294T. For the A549 cell line, we obtained strong
to moderate activity with almost all newly synthesized compounds, and even 11 compounds were
more active than DOX (4.91 uM). The best activity is the compound 44 (0.11 uM), which is 45
times better than DOX, followed by 31 and 42 with ICsp values of 1.19 uM and 1.39 uM. Only a
few newly synthesized analogs showed minimal activity against normal MRC-5 cells.

In addition to the antiproliferative activity, the antimicrobial activity of selected newly synthesized
analogues of (—)-cleistenolide (1) was tested. Antimicrobial activity was tested using a standard disc
diffusion test against a panel of microorganisms: Gram-positive bacteria S. aureus NCTC 6571 and
L. monocytogenes NCTC 11994, Gram-negative bacteria - P. aeruginosa ATCC 10332 and K.
pneumoniae ATCC BAA 2146, and the fungus C. albicans ATCC 10231. Compounds 40 and 46
exhibited specificity against the gram-positive bacterium S. aureus, with slight growth activity.
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TBAF
TBAI
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'H i 3C NMR Spektri jedinjenja 3 (CDCls)
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'H i 3C NMR Spektri jedinjenja 4 (CDCls)
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'H i 3C NMR Spektri jedinjenja 5 (CDCls)
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'H i 3C NMR Spektri jedinjenja 6 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 7 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 8 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 9 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 10 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 11 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 12 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 13 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 14 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 15 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 16 (CDCls)

SFGB4, 20.09.19.CDC13 Bz0 O
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 17 (CDCls)

SFGB3, 20.09.19.CDC13 Bz0 O
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 18 (CDCls)

SFGB15,CDC13,PRECISCENO,1.04.,21.
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 19 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 20 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 21 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 22 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 23 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 24 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 25 (CDCls)

GBK10, STR13, COCL3, MP

- -
&S BnO P g
x — 0 ~
a :a:’ 10 j%
BnO ) ><
\ BnO ©
25
|
? e
[ [ | || { |
/i / U A
/| I |
| | | LN ]
[ { v 1 \‘I, “ I I\
PSS - RSN U N L
| \ ‘ \\ ‘
\,\// || ‘||l‘l ‘{\ ll
2 E 5 ol s %
| fo elnd lom o o nF-
N B IREN N IEEEY :
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
PPM
GBSTR13, GBK10. COCL 3, MP
TV Pule O o e ] ra) i
LI 1% T D @ = i
x b e i e e | o
i ERERSRAN D 8
NN
[
[
|
|
I J .
—-——-—'\—————-—--——TT--——J 'h-————T-— e e e e e e
— ————————————— ————————y —
180 160 140 120 100 80 60 40 20

124



Farkas Sandor Doktorska disertacija

'H i 3C NMR Spektri jedinjenja 26 (CDCls)

GBSTR15, GBK12, COCL3
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 27 (CDCls)

GBK14W,CDCL3, 2.04.15.NOVO
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'H i 3C NMR Spektri jedinjenja 28 (CDCls)

GBK15, PTSAXH20, GBSTR24, CDCL3
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 29 (CDCls)

GBK15D,CDCL3,7.11.16.
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 30 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 31 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 32 (CDCls)

GBK15DF,CDC13,20.11.16. E
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 33 (CDCls)

H;CO
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 34 (CDCls)

GBK15D1, CDCL3.15.11.16. O,N
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 35 (CDCls)
(@]
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 36 (CDCls)

GBK15DCK,23.10.18, CDC13
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 37 (CDCls)

GBK15DF11,CDC13,19.11.18,
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 38 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 39 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 40 (CDCls)

GBP3, 28.9.20.CDC13
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 41 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 42 (CDCls)

GBK15DF1,CDC13,28.1.19. R
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 43 (CDCls)

GBK15DMEK, CDC13, 22.10.11. HCO
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 44 (CDCls)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 45 (CDCls)

GBP4A, 8.12.20.CDC13
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 46 (CDCls)

GBP5,CDC13 ,21.12.20.
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 47 (CDCls)
GBP7,CDC13 ,22.1.21. (@)
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 48 (CDCls)

GBP6&,dva puta precisceno,%.02.21.
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 49 (CDCls)

GBK15L, CDCL3.10.3.17.
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'H i BC NMR Spektri jedinjenja 50 (CDCls)
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[Litan TperMana nojaraka

Ha3uB npojexkta/mcrpaxnBama

CuHre3a 1 OGMOJIONIKA aKTUBHOCT (—)-KJIEHCTEHOJIN/IA U HbeTOBUX aHAJIora

Ha3uB HHCTUTYHHje/MHCTUTYIHja Y OKBHPY KOjHX ce CIIPOBOIM MCTPA:KMBaIbe

[Tpupoano — marematnuku Gaxynrer, YHuBep3uter y Hosom Cany

Ha3zuB nporpama y OKBHpY KOT C€ pealin3yje UCTPaKHBAHE

JlokTOpcke akageMcKu cryanje, cMep bruoxemuja

1. Onuc mogaraka

1.1 Bpcra cTyauje

Yrkpamko onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu npukyn/eajy
ExcnepumeHnTanna cryauja

1.2 Bpcre mogaTaka
a) KBAHTUTATUBHH
0) KBaJTUTAaTUBHU

1.3. Haunn npukynspama mojaaraxka

a) aHKeTe, YIIUTHUITU, TECTOBU

0) KIMHUYKE TIPOLIEHEe, MEIUIIMHCKH 3aIMCH, €JIEKTPOHCKH 3/IPaBCTBEHU 3aTUCH

B) TCHOTUITIOBH: HABECTH BPCTY

F) AAMUHUCTPATUBHU IMOAAIIN: HABCCTU BPCTY

1) y30pLid TKUBA: HABECTU BPCTY

1)) canmim, poTorpaduje: HaBeCTH BPCTY

€) TeKCT, HAaBECTH BPCTY

’K) Marta, HaBeCTH BPCTY

3) OCTalo: OMUCaTH : OPraHcKa CHHTe3a, HCNUTHBame OHOJIONIKE AKTHBHOCTH
HOBOCHHTETH30BAHHUX AHAJIOTAa: AaHTUNPOIU(EePATHBHA AKTUBHOCT HA MajiurHe henujcke
JUHHje ¥ AaHTHMHKPOOHA AKTHBHOCT HAa rpaM mo3uTHBHe Oaktepmje - Staphylococcus
aureus (NCTC 6571) u Listeria monocytogenes (NCTC 11994), rpam HeraTuBHe
oaxrepuje - Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10332) u Klebsiella pneumonie (ATCC
BAA 2146), n rsbuBuny Candida albicans (ATCC 10231).

1.3 ®opmar nmonaTaka, ynmoTpedspeHe cKalle, KOJHYMHA Mo1aTaKa

1.3.1 Ynorpebsperu cohpTBep U hopMaT AaTOTEKE:
a) Excel ¢aja, naroreka

b) SPSS ¢ajn, gatorexa

c) PDF ¢aja, naroreka

d) Tekct ¢ajia, 1aToreka

e) JPG ¢aja, naroreka

f) Ocrano, natoreka .cdxml ChemDraw ¢ajioBu

1.3.2. bpoj 3anuca (ko KBAHTUTATUBHUX MMOJaTaKa)
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a) Opoj Bapujabiu BeJMKH OP0oj Bapujad/u

0) Opoj Mepema (McUTaHUKa, TPOIIEHA, CHUMAKa U CII.) ce Pa3JIMKOBA0 KO Pa3Iu4uTHX
napamerapa u 6mo je y Behem 0pojy nonaBsama. bpoj mepema je onucan y [ucepranuju
3a

CBaKHU mapamerap.

1.3.3. IToHOoBJbEHA MEpEHA

a) 1a

0) He

YKOJHKO je 0AroBOp Aa, OATOBOPUTH Ha clieicha muTama:

a) BPEMCHCKHU pa3Mak M3MeJIjy TOHOBJLEHUX Mepa je

0) Bapujaldlie Koje ce BHIIE ITyTa Mepe OJHOCE ce Ha

B) HOBE Bep3Huje (ajioBa Koju caipike TIOHOBJHEHA MEPEHa Cy MMEHOBAaHE Kao
Hanowmene:

Ha nu popmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0yeopouny 6aauoHocm nooamara?
a) /a
0) He
Axko je 002060p He, 0bpazioxcumu

2. [Ipuxynbame nMogaTaka

2.1 Metozonoruja 3a NpuKyIJbame/TeHeprucame 1noiaTaKa

2.1.1. Y okBHpY KOT UCTPAXXKUBAYKOT HAIPTA Cy MOJallH NPUKYIIJbEHU?

a) eKCIIEpUMEHT, HaBeCTH TUI: HanpT u3TpakuBama je 1a Ha ocHOBH Beh mo3HaTor
MPUPOIHOT MTPOU3BO/IA HAMIPABI]JICH j€ CHHTETCKH YT 3a J0OWjalk caMOT PUPOTHOT
IIPOM3BO/IA M BheroBUX aHayiora. Koja je ciennia \HXOBUX OHMOJIOMIKOT HCITUTHBAbA.
0) KOpenaluoHO UCTPAKUBAE, HABECTH THII

1) aHaJIM3a TEKCTa, HABECTH THUII

J1) OCTaj0, HABECTH IITa

2.1.2 Hagecmu 8pcme MepHUX uHCmMpymenama uiu Cmanoapoe nooamaxa cneyupuuHux 3a
o0peleny HayuHy OUCYUnIuHy (ako nocmaoje).

2.2 KBanuTeT nojaTaka v CTaHIapau

2.2.1. Tperman HegocTajyhux mojgaraka

a) Jla 1 maTtpuma canpxu Hepoctajyhe mogatke? [la He

AKO je 0JIrOBOp J1a, OATOBOPUTH Ha cieneha nurama:

a) Komuku je 6poj HenocTajyhux momaraka?
0) Jla mu ce KOPUCHUKY MaTpHIle Mpenopyyyje 3amena Heaocrajyhux nmogaraka? /la He
B) AKO je 0aroBOp /1a, HABECTH CYT€CTH]j€ 3a TPETMaH 3aMEeHE HeloCTajyhux mojaraka

2.2.2. Ha xoju HauuH je KOHTPOJIUCAH KBAJIUTET noaaraka? OnucaTtu
KonTtposa no0uMjeHnx mnogaraka je H3BpHIEHA JIOTHYKH, MeTOAOM aHAaIW3e caap:kaja ©
NMOHABJ/bAabEM eKCIIePHMEHTATHHX Pe3yJITaTa

2.2.3. Ha xoju HauuH je W3BpIICHA KOHTPOJIA YHOCA MMOJjaTaKka y MaTpHILy?
KoHTpoJia je u3BpliieHa NPOBEPOM CBAKOI NMOjeJUHAYHOT MOJATKA HAKOH YHOCA Y MAaTPUILY Kao U
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ynopehemeMm nogaraka ca JIMTepaTYpHUM MOJAMUMA U3 NPEIXOAHUX HCTPAKNBAKHA.

3. Tperman nogataka u npareha nokymenranuja

3.1. TperMaH u uyBame 1ojlaTaka

3.1.1. Ilooayu he b6umu Oenonosanu y Pemo3uTOpPUjymMy NOKTOPCKUX IHcepTalMja Ha
Yuusep3urtery y Hosom Cany.

3.1.2. URL aopeca: https//cris.uns.ac.rs/searchDissertation.sf

3.1.3. DOI

3.1.4. J]la au he nooayu bumu y omeopenom npucmyny?

a) Jla

0) Ha, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o

8) He

AKo je 002060p He, Hagecmu paszioe

3.1.5. Ilooayu nehe bumu oenonosanu y penosumopujym, anu he oumu yyeanu.

Oobpasznoocerve

3.2 MeTanogany U JOKyYMEHTaIMja I101aTaKa

3.2.1. Koju cranmapy 3a metanoaarke he outu npumemnen? OMucHu

3.2.1. HaBecTu MeTanoiaTke Ha OCHOBY KOJUX CY TOJAIU ICTIOHOBAHU y PEMO3UTOPH]YM.
Ha3zus dajna: Qucepranmja —Farkas Sdndor, Yausepsuter y Hosom Capy, IIpupoaxo-
MaTeMaTU4YKH (l)aKy.]'ITeT

Ako je nompebno, nasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe no0amaxa, aHaIumuyKe
u npoyeodypaite uHgopmayuje, UxXo80 Kooupare, demasbHe onuce 8apujadbiau, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u cTaHfap/au 3a 4yBambe ojgaTaka

3.3.1. Jlo xor nepuoxa he mogamu OutH yyBaHu y penodutopujymy? TpajHo

3.3.2. Jla mu he momanm Outu nenonoBanu moj mudpom? la He

3.3.3. Jla 11 he mmudpa Outu goctynHa onpeheHom kpyry ucrpaxkunaua? Jla He

3.3.4. [la nu ce moaanu MOpajy YKJIOHUTH U3 OTBOPEHOT MPUCTYIA MOCE U3BECHOT BpeMeHa?
Jla He

O0pa3noxuTu

4. be30eHOCT MOJAaTaKa U 3aALUTHTA MOBEeP/bUBUX HHPOPMALHja

OBaj onesbak MOPA 6uTH monymeH ako Ballld MOJAld YKJbY4Y]y JIMYHE MOAATKE KOjH ce
OJIHOCE Ha yYECHHUKE y UCTpaKMBamwYy. 3a Apyra UCTpakuBama Tpeda Takohe pa3sMOTpuTH
3alITUTY U CUTYPHOCT 110/1aTaKa.

4.1 ®opmasiHu CTaHIAPAM 3a CUTYPHOCT WH(OpMaInja/moaaTaka

HcTpakuBaun KOju CIpOBO/I€ UCIIMTHBAA € JbyJUMa MOpPajy Aa ce NMPHUIPKaBajy 3aKoHa O
3allITUTH MOJaTaKa O JUYHOCTU
(https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) u oarosapajyher
WHCTUTYLMOHAHOT KOJEKCa O aKaJeMCKOM UHTEIPUTETY.

4.1.2. la nu je ucTpakuBame 0100peHo o1 cTpane etuuke komucuje? [la He

Axo je ogroBop Jla, HaBecTH aTyM M Ha3WB €TUYKE KOMHCH]j€ KOja je 0100puiia HCTPAKHBAHE
4.1.2. Jla mu nmoany ykJbyuyjy JIMUHE MOJaTKe yuecHHKa y uctpaxusamy? Jla He

AKO je 0aroBOp /1a, HABEIUTE HAa KOJU HAYMH CTE OCUTYPAJIH TTOBEPJHUBOCT M CUTYPHOCT
uH(OpMallrja Be3aHUX 3a UCITUTaHUKE:
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a) [Tomany HUCY Y OTBOPEHOM IIPUCTYITY
0) [Tonanu cy aHOHUMU3HUPAHU
1) OcraJio, HaBECTH 1ITa

5. JocTynHoCcT mogaraka

5.1. Ilooayu he bumu

a) jagno docmynnu

6) docmynnu camo yCKom Kpy2y ucmpaxcusaua y oopeleHoj Hayunoj ooracmu
y) 3ameopeHu

Axo ¢y nooayu 00Cmyntu camo YCKOM Kpy2y UCIMPAXICUsayd, Hagecmu noo Kojum yciosuma
Mo2y 0a ux Kopucme:

Axko cy nooayu 0ocmyntu camo yCKOM Kpy2y UCMPAaxcuéaid, Hagecmu Ha KOju HaA4uH Mo2y
npUCMYNUMuU N00AYUMA.

5.4. Hasecmu nuyenyy noo xojom he npuxynmenu nooayu Oumu apxusupanii.

AYTOpPCTBO — HEKOMepIUjaIHO — 0e3 mpepaje

6. Yiiore u 0Ar0BOPHOCT

6.1. Hagecmu ume u npezume u mejl aopecy 81dacHuxa (aymopa) nooamaxa

Farkas Sandor, farkas.sandor1203@gmail.com

6.2. Hasecmu ume u npezume u mejn aopecy ocobe Koja oopacasa mampuyy ¢ nooayumda
Farkas Sandor, farkas.sandor1203@gmail.com

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn adpecy ocobe koja omozyhyje npucmyn nodayuma
Opy2UM UCmpaxcuea uma

Farkas Sandor, farkas.sandor1203@gmail.com




