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SAZETAK RADA

L-askorbinska kiselina i njezini derivati

Cilj ovog rada bila je regioselektivna sinteza 1,4-disupstituiranih-1,2,3-triazolnih
derivata L-askorbinske kiseline (6—17) kao potencijalnih antitumorskih spojeva. U tu svrhu
sintetizirani su derivati L-askorbinske kiseline 1, 2, 3 1 4 koji su klju¢ni za sintezu azida L-
askorbinske kiseline S. 1,2,3-triazolni derivati L-askorbinske kiseline pripravljeni su
reakcijom 1,3-dipolarne cikoladicije s Cu(I) kao katalizatorom. S ciljem dobivanja veceg
sveukupnog iskoriStenja ciljanih produkata, koriStena su dva sintetska puta. Prvi put
predstavljao je tandemsku reakciju prevodenja tosiliranog derivata L-askorbinske 4 u azid i
'klik' kemiju azida 4 u 1,4-disupstituirane-1,2,3-triazolne derivate L-askorbinske kiseline
(6—17), dok se drugim putem provodila sinteza i izolacija svih navedenih spojeva. Strukture

svih sintetiziranih spojeva potvrdene su "H- i "?C-NMR spektroskopijom.

Kljuéne rijeci: 'klik' kemija, L-askorbinska kiselina, 1,2,3-triazoli, 1,3-dipolarna cikloadicija.



SUMMARY

L-ascorbic acid and its derivatives

The aim of this work was the synthesis of 1,4-disubstituted 1,2,3-triazole derivatives
of L-ascorbic acid (6—17) with potential antiproliferative activity using regioselective
approach. For this purpose, L-ascorbic acid derivatives 1, 2, 3 and 4 required for the synthesis
of L-ascorbic acid azide § were prepared by 1,3-dipolar cycloaddition reaction with Cu(I) as a
catalyst. In order to obtain better overall yield of target compounds, two synthetic pathways
were used. First pathway represented tandem reaction of tosylated L-ascorbic acid derivative
4 to azide derivative S and click chemistry of azide to 1,4-disubstituted 1,2,3-triazole
derivatives of L-ascorbic acid (6—17), while other synthetic pathway involved synthesis and
isolation of each above-mentioned product. The structures of all compounds have been

confirmed by 'H- and ?C-NMR spectroscopy.

Keywords: 'click' chemistry, L-ascorbic acid, 1,2,3-triazoles, 1,3-dipolar cycloaddition.
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1. UVOD



1. Uvod

Cilj medicinske kemije je otkrivanje 1 razvoj novih agenasa za lijeenje bolesti. Kako
bi se pronasli bioloski aktivni spojevi, potrebno je ujediniti sposobnost i trud ljudi iz raznih
podrucja znanstvenih i druStvenih disciplina. Procesi razvoja lijeka i faze klinickih ispitivanja
su dugi i odvijaju se u nekoliko koraka. U laboratorijima Sirom svijeta svakodnevno se radi na
otkrivanju spojeva koji mogu postati korisni lijekovi. U nekim slu€ajevima lijek se trazi
ciljano, dok se novi lijekovi kandidati mogu otkriti 1 slu¢ajno. Nakon identifikacije molekule
kandidata utvrduje se u kojem obliku najbolje djeluje (otopina, tableta, kapsula itd.) i njezin
nacin primjene kao buducega lijeka (na usta, u venu, preko koze itd.). Molekulu kandidata
potrebno je ispitati laboratorijski pomocu razli¢itih kemijskih 1 biokemijskih proba, kultura
stanica 1 Zivotinjskih modela. Faza neklinickog ispitivanja moZe trajati i do nekoliko godina.
Samo jedna od 10 000 molekula ispitivanih u neklini¢kim uvjetima dospije u fazu klinickog

ispitivanja. Ukupni klinicki razvoj lijeka moze trajati preko deset godina.

U suvremenom svijetu virusna i tumorska oboljenja su sve ceS¢a, te predstavljaju
veliki izazov za medicinu.! Prema UNAIDS-ovom izvjestaju o pandemiji AIDS-a za 2005.
godinu, u svijetu Zivi viSe od 45 milijuna ljudi zaraZzenih HIV-om. Brzina kojom se virus
umnoZava i velika sposobnost mutacije glavni su razlozi $to svjetska epidemija ne jenjava.
Danas veliki problem predstavlja i karcinom za kojeg je karakteristican nekontrolirani rast
stanica 1 metastaze. Da bi lijeCenje bilo Sto uspjeSnije potrebno je rano otkrice tumorskih

stanica.
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2. Opéi dio

2.1. 'Klik' kemija

Proces dobivanja novih lijekova izuzetno je kompleksan, spor i skup te ukljucuje
povezivanje raznih podrucja znanstvenih i drustvenih disciplina. 'Klik' kemija je noviji pristup
sintezi lijekova. PocCetkom 21. stoljeca (2001. godine) americki znanstvenik K. Barry
Sharpless 'klik' kemiju definira kao skupinu reakcija koje su Siroko primjenjive, visokog
iskoriStenja, stereospecificne (ne moraju nuzno biti i enantioselektivne), fizioloSki stabilne,
termodinamicki povoljne te stvaraju malu koli¢inu nusprodukata. Reakcijski uvjeti su
jednostavni i zahtijevaju lako dostupne polazne tvari i reagense, provodenje u otapalima koja
nisu zagadivaci (npr. voda) te proces nije osjetljiv na vodu i kisik. Izolacija i prociS¢avanje
dobivenih produkata je takoder jednostavna i moguce je koristiti nekromatografske metode

(npr. kristalizacija, destilacija) &ime se izbjegava koriStenje Stetnih otapala.”

Dio reakcija koje zadovoljavaju navedene uvjete su: cikoladicije nezasi¢enih spojeva
(posebice 1,3-dipolarna cikoadicija), Diels-Alderove reakcije, nukleofilne supstitucije (npr.
reakcije epoksida), adicije na C-C viSestruke veze (epoksidacija, dehidroksilacija, Michaelova

adicija).

molekula te tako nalazi primjenu u razli¢itim disciplinama ukljuuju¢i podrucje
nanomaterijala, biologije, istraZivanje lijekova, medicinske kemije 1 radiokemije. Nadalje,
djelotvorna je sintetska metoda u pripravi mnogih novih spojeva s bioloSkim djelovanjem.
Polazne tvari (alkini i azidi) su komercijalno dostupni. Reakcije su ekoloski prihvatljive te su

sinonim za ,,zelenu kemiju®.

2.1.1. 'KIlik' kemija u vodi

Zanimljivo je da 'klik' reakcije puno bolje uspijevaju u vodi nego u organskim otapalima, $to

je rezultat sljedec¢ih ¢imbenika:

1) Neovisno o tome jesu li reaktanti kao i produkti topljivi ili netopljivi u vodenom mediju,
prilikom provodenja klik reakcije u vodi pri viSim temperaturama nastaje jedan produkt.

Organske molekule imaju vecu konstantu brzine reakcije u vodenim medijima nego u



2)

3)

4)

5)
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organskim otalpallimal.3 Takoder, organske molekule imaju vecu slobodnu energiju ako se
slabije solvatiziraju u vodi.* Ta veéa reaktivnost kompenzira niske koncentracije
reaktanata.

U nukleofilnim reakcijama adicije epoksida’ i azirdina, elektrofili preferiraju otapala koja
pogoduju nastajanju vodikovih veza. Iz tog razloga voda je i u ovom slucaju najbolja.
Kod 'klik' reakcija olefina i acetilena vaZzna su dva koraka: oksidacija pomocu
elektrofilnog reagensa i reakcije cikloadicije. Ta dva procesa su uskladena ili ukljucuju
polarizaciju nukleofila/elektrofila. Upotreba vode je pozeljna jer omogucuje bolje
razlikovanje reaktivnosti kompeticijskih "tvrdih" (nepolarnih) i "mekih" (polarnih) vrsta.’
Reakcije ¢e biti povoljnije $to je koncentracija otopljenih tvari niza. Reakcija otopljene
tvari koncentracije 0,1M bit ¢e puno brza od reakcije otopljene tvari koncentracije S5M.

Poznat primjer takve reakcije je Schotten—Baumannova reakcija za sintezu amida (shema

D).

NaOH

O
H20 R3
)J\ ' N “NeOH Ry T/
R

Shema 1. Prikaz Schotten-Baumannove reakcije.

Voda je vrlo dobar medij za hladenje, a s druge strane ima pogodnu temperaturu vrenja te
visoki toplinski kapacitet. Obje se pogodnosti koriste prilikom provedbe reakcija, jeftina
je te nema negativan utjecaj na okoliS. Ukoliko se 'klik' reakcije odvijaju u vodi,
hidroksidne O-H i amidne N-H skupine ne¢e ometati tijek sinteze, stoga je ovaj nacin

sinteze vrlo pogodan jer se izbjegava stavljanje i uklanjanje zastitnih skupina.

2.1.2. Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija terminalnih alkina i azida

Reakciju 1,3-dipolarne cikloadicije izmedu terminalnih alkina i azida bez katalizatora

prvi je izveo njemacki kemicar R. Huisgen 1963. godine.” Medutim, reakcija nije bila od

velikog interesa sve dok nije otkriveno da se reakcija moZe provesti u blagim uvjetima

koriste¢i Cu(l) kao katalizator. Kod nekatalizirane Huisgenove reakcije kao produkt nastaje
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smjesa 1,4 i 1,5- regioizomera triazolnog prstena pribliznog omjera 1:1% (shema 2). Reakcija
je vrlo spora i zahtjeva visoku temperaturu ili tlak. Reakcija je takoder vrlo egzotermna, a
niska reakcijska iskoriStenja rezultat su velike energije aktivacije €ak i pri poviSenoj

temperaturi.9

N N
A R\N/ \N R\N/ \N
R—N, + =——=—r, > f s f /
R, R

Shema 2. Opceniti primjer Huisgenove 1,3-dipolarne cikloadicije; kao produkt nastaje smjesa

1,41 1,5- regioizomera.

Danski kemic¢ar Meldali 1 ve¢ ranije spomenuti americki znanstvenik Sharpless istodobno su

otkrili da se upotrebom Cu(I) kao katalizatora izolira samo 1,4- regioizomer.lo (shema 3).

N

R X

N N

Cu(l)
R_NS + p— R1 >
H,0 —

Shema 3. Prikaz CuAAC reakcije.

Ucinkovitost CuAAC (1,3-dipolarna cikloadicija terminalnih alkina i azida s Cu(I) kao
katalizatorom) reakcije na sobnoj temperaturi je velika. Reakcija se moZe provesti
koriStenjem komercijalnih izvora Cu(I), kao $to je bakrov bromid ili bakrov jodid. Takoder,
moze se koristiti i izvor Cu(Il) (najesce bakrov sulfat) koji se in situ prevodi u Cu(I) pomocu
redukcijskog sredstva kao Sto je natrijev askorbat ili Cu zZica. CuAAC reakcija moZe se
provesti u razli¢itim otapalima kao §to je voda, etanol, fert-butil alkohol i sli¢no.'' PoZeljno je
izbjegavati acetonitril kao otapalo zbog snaznog djelovanja nitrila prema Cu(I). Otopljenost
polaznih reagensa ne utjeCe na uspjesnost reakcije.

Ostale prednosti CuAAC reakcije ukljuCuju njenu djelotvornost u fizioloskim
uvjetima, kemijska selektivnost koja omogucuje oznacavanje funkcionalnih biomolekula kao

Sto su peptidi, proteini, nukleinske kiseline, polisaharidi i sli¢no.'? S obzirom da bakar kao
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. v s « - v v 1 . . .. .
katalizator moZe imat $tetne udinke povezane s toksi¢no§éu'”, u znanstvenoj zajednici veliki

interes su izazvale alternative za koristenje drugih metala kao katalizatora u 'klik' reakciji."*

2.1.3. Mehanizam CuAAC reakcije

CuAAC reakcija odvija se brze od 10’ do 108 puta u usporedbi s nekataliziranom 1,3-
dipolarnom cikloadicijom. MozZe se provesti pri Sirokom rasponu temperatura i pH vrijednosti
te pri raznim otapalima. Cisti produkti mogu se izolirati filtracijom ili ekstrakcijom bez
kromatografije ili rekristalizacije.”” Kao $to je poznato, djelovanje katalizatora zasniva se na
¢injenici da oni smanjuju energiju aktivacije reaktanata, ¢ime povecavaju brzinu reakcije, pri
¢emu ne utjeCu na termodinamicku ravnoteZu reakcije. U ovom slu€aju kao katalizator se
koristi bakrov ion oksidacijskog stanja Cu(I) koji snizava energiju aktivacije za priblizno 11

116

kcal/mol.”” Prema slici 1 prvi stupanj katalizirane reakcije je stvaranje z-kompleksa izmedu

Cu(l) i 7 elektrona trostruke veze kod alkina'’

Cu,L,

R—""-—H] B
FB—]—I

[L,Cul, L.Cu, _% Rz)
H* u
L,i(:uz-%kz)2

LCu

. 5
RN ‘N°’ L _
=4
an-llz R“
RI-N
6 f ’
R, -N. B . = 3 .
N N 2 2
— R 4-'{.‘& @N"-:—""'..—'-"N th
LCuy R |« | N 1{ :L e H
N../ .Cu 17 ’
I N RE AT
R| \/,Cll
R? 8 9 L

Slika 1. Mehanizam CuAAC reakcije.
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Nastajanje bakrova kompleksa dovodi do sniZzavanja pK, vodikovog atoma alkina do

9,8 jedinica, §to omoguéuje deprotonaciju u vodenim otapalima bez dodatka baze.'®

Drugi ion Cu(I) sluzi kao poveznica izmedu alkina i azida te tako omogucava

nukleofilni napad ugljikovog atoma alkina C(4) na duSikov atom azida N(3).

Istrazivanja pokazuju da je kinetika reakcije drugog reda prema koncentraciji Cu(l) i
koncentraciji alkina. Povecanjem koncentracije Cu(I) reakcija je izmedu prvoga i drugoga

kinetickog reda."

2.2.1,2,3 — triazoli

Triazoli su peteroClani heterociklicki aromatski prsteni molekulske formule C,H3Ns.
Poznata su dva izomerna oblika triazola: 1,2,3-triazol (1) i 1,2,4-triazol (2), koji se razlikuju u

rasporedu dusikovih atoma unutar prstena (slika 2).%

' '
5 5 N
\, \
4| N//N ’\E/NQ
3 4 3

Slika 2. 1,2,3 triazol i 1,2,4 triazol.

Na slici 3 prikazani su tautomerni oblici u kojima se mijenja polozaj vodika na duSikovim

atomima.

N /N
S D
H N

Slika 3. Strukture 1H-1,2,3-triazola i 2H-1,2,3-triazol.
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Struktura triazola je iznenadujuce stabilna s obzirom na druge organske spojeve s tri
susjedna dusikova atoma. Prsten je stabilan na sobnoj temperaturi, dok pri pirolizi na 500 °C
dolazi do gubitka dusSika i nastaje azirdin. Iako se u prirodi ne pojavljuju, sintetske molekule
koje sadrze 1,2,3-triazolni prsten imaju veliku biolosku aktivnost. Triazolni prsten nalazimo u

strukturama koje posjeduju antitumorska, antivirusna i antimikrobna djelovanj a.!

Derivate triazola nalazimo u raznim farmaceuticima kao $to su: antibiotici, inhibitori
HIV proteaze, antituberkulotici i antitumorski lijekovi.”* Koriste se kao lijekovi protiv
gljivica, fungicidi u poljoprivredi, inhibitori su za mnoge metale i legure te u industriji sluze

kao boje i bjelila za vlakna.”

1,2,3-triazoli mogu se sintetizirati na razne nacine. Jedan od njih je pomocu 1,3-

dipolarne cikloadicije uz prisutnost katalizatora bakra ili rutenija.**

2.2.1. Bioloska aktivnost triazola

U posljednjih nekoliko godina 1,2,3-triazoli privukli su veliku pozornost zbog izraZene
bioloske aktivnosti prema raznim virusima i malignim stanicama mikroorganizama. 1,2,3-
triazoli imaju znacajno biolosko djelovanje jer djeluju kao rigidne poveznice kojima imitiraju

atome i elektronska svojstva peptidne veze te su otporni na hidroliti¢ku ralzgraldnju.25

Razvijeni su brojni nukleozidni analozi koji u svojoj strukturi sadrze 1,2,3-triazol koji
su se pokazali kao snazni antivirusni i anititumorski kemoterapeutici. UspjeSno su razvijeni
brojni nukleozidni analozi za lijjeCenje humanog virusa imunodeficijencije (HIV), virusa
hepatitisa B (HBV), virusa hepatitisa C (HCV), herpes simpleks virusa (HSV),
citomegalovirusa (CHV) i varicella zoster virusa (VZV). Uvodenje triazolnog prstena u
nukleozidne derivate postalo je Cesto u praksi dizajniranja lijekova zbog poboljSanja bioloske
aktivnosti u antitumorske ili antivirusne svrhe. Ribavirin (slika 4) je prvi triazolni nukleozid
sa snaznim antivirusnim djelovanjem26 protiv virusa hepatitisa C te se danas koristi diljem
svijeta.”” Razvoj ribavirina i azidotimidina (zidovudin, AZT) (slika 4) dali su poticaj za

sintezu i ispitivanje bioloskog djelovanja brojnih  1,2,3-triazolnih nukleozida.?®
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Slika 4. Strukture antivirusnih lijekova ribavirina i zidovudina (AZT).

Neki od potencijalnih lijekova koji su bazirani na 1,2,3-traizolnom prstenu su:
karboksiamidotriazol (CAI), tert-butildimetilsililspiroaminooksatioldioksid (TSAQO), J-
laktamski antibiotik tazobaktam, cefalosporin cefatrizin.”’ Mnogi su 1,2,3-triazolni derivati na

trziStu ili u zadnjim fazama klinickih ispitivanja (slika 5).

Karboksiamidotriazol (CAI) posjeduje antitumorsko djelovanje te sprjeCava rast
tumora kao Sto su rak prostate i dojke. B-laktamski antibiotik tazobaktam je inhibitor
bakterijskog enzima betalaktamaze te cefalosporin cafatrizin koji pokazuje izvrsnu aktivnost
protiv gram-pozitivnih bakterija, a inhibira bakterije Escherichia coli, Salmonella,

Proteusmirabilis.
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Slika 5. Potencijalni lijekovi bazirani na 1,2,3-triazolnom prstenu.
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2. Op¢i dio

2.3. L-askorbinska kiselina

L-askorbinska kiselina (AscH,, vitamin C) je oksolakton sa Sest ugljikovih atoma pa je
po strukturi jako sli€na glukozi (slika 6). Jedan je od najispitivanijih 1 najviSe opisanih
vitamina 1 prvi sintetski dobiveni vitamin. Sudjeluje kao reducens u brojnim bioloSkim
procesima. To je bijeli kristalni prah, bez mirisa, kiselog okusa i osjetljiv na svjetlost. Lako se
otapa u vodi i u alkoholu te je prakticki netopljiv u kloroformu i eteru. Najjaci je antioksidans
medu vitaminima topljivim u vodi. Izuzetno je nestabilna i lako gubi svojstva skladiStenjem i
prokuhavanjem. PodloZna je oksidaciji, posebno na zraku i pod utjecajem alkalija, Zeljeza i

bakra.

I

-ll\\\“o

HO

HO OH

Slika 6. Struktura L-askorbinske kseline.

Svojim dehidro-oblikom (slika 7) sudjeluje u oksidacijsko-redukcijskim procesima i u
stanicnom disanju. Sudjeluje u prevodenju folne kiseline u folinsku kiselinu i u metabolizmu
lijekova u mikrosomima i hidroksilacijidopamina u norepinefrin. L-askorbinska kiselina
djeluje 1 na neke peptidne hormone (oksitocin, antidiuretski hormon, kolecistokinin), poti¢uc¢i
aktivnost enzima odgovornih za njihovo djelovanje. Nadalje, L-askorbinska kiselina sudjeluje
u redukciji trovalentnog oksidacijskog stanja (Fe**) u dvovalentno oksidacijsko stanje (Fe®*),
u redukciji bakra, u sintezi adrenokortikosteroida, te u sintezi medustanicne tvari u kostima,

zubima te kapilarnom endotelu.

11
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HO,

HO

O O

Slika 7. Struktura dehidroaskorbinske kiseline (DHA).

2.3.1. Bioloska aktivnost L-askorbinske Kiseline

L-askorbinska kiselina ukljucena je u vise od 300 bioloskih procesa u organizmu medu

kojima se mogu izdvojiti:

>

Biosinteza kolagena - L-askorbinska kiselina potrebna je in vivo (u Zivom organizmu)
kao kofaktor za najmanje osam enzima. Najpoznatiji su prolinhidroksilaza i
lizinhidroksilaza koji sudjeluju u biosintezi kolagena. Oba enzima na svojim aktivnim
mjestima sadrze Zeljezo. Kolagen sintetiziran u odsutnosti L-askorbinske kiseline
nedovoljno je hidroksiliran, pa vlakna nisu Cvrsta, Sto uzrokuje krhkost krvnih Zila.
Kolagen je inace temeljni protein vezivnog tkiva, nuzan za izgradnju i zastitu krvnih
zila, za kosti, zglobove i miSice.

Hormonski sustav - L-askorbinska kiselina sudjeluje u sintezi hormona nadbubrezne
Zlijezde. Potrebna je za sintezu enzima dopamin-B-hidroksilaze koja sadrzi bakar 1
pretvara dopamin u noradrenalin.

Krvozilni sustav - L-askorbinska kiselina vazna je u stvaranju kolesterola u jetri i
njegovoj pretvorbi u Zucne kiseline. Poti¢e normalnu razinu kolesterola i LDL
kolesterola u krvi. UtjeCe 1 na normalnu cirkulaciju, Sto je vazno za rad srca. Odrzava
normalan krvni tlak.

Ziv&ani sustav - L-askorbinska kiselina sudjeluje u pretvorbi aminokiseline triptofana
u serotonin, prijenosnik zZiv€anih podrazaja s brojnim funkcijama u Ziv€éanom sustavu.

Slobodni radikali reagiraju s bioloSkim molekulama u organizmu (proteinima,
nukleinskim kiselinama, stani¢nim lipidima) te mogu izazvati oSteCenja bioloSkog

sustava povezana s mnogim teSkim oboljenjima (neurodegenerativna oboljenja, pojava

12



2. Opéi dio

raka...). L-askorbinska kiselina djeluje in vitro kao antioksidans na nekoliko nacina:
uklanja radikale stvorene od nekih lijekova; §titi plu¢a od oSte¢enja, posebno od jakih
zagadivaca iz zraka, tako Sto reducira peroksidaciju masti iz dima cigarete; uklanja
peroksi, sulfenil, urat, nitroksid i druge radikale. Ono S$to je klju¢no za mnoge
antioksidacijske ucinke L-askorbinske kiseline u reakciji s reaktivnim radikalima je
davanje jednog elektrona od njegove molekule, Sto dovodi do nastajanja askorbil

radikala koji predstavlja prili¢no neaktivan oblik.

Neki radovi ukazuju na znacajno djelovanje askorbinske kiseline protiv prehlade, dok
drugi radovi to osporavaju.”” Djelovanje vitamina C povezuje se s njegovim antihistaminskim
djelovanjem te se koncentracija histamina u krvi zamorca i Covjeka eksponencijalno se

povecava kada koncentracija askorbinske kiseline u plazmi padne ispod 1 mg%.31

Askorbinska kiselina ima pozitivan ucinak na duljinu Zivota bolesnika oboljelih od raka.
Utjece na smanjenje koli¢ine endoplazmatskog retikuluma u stanicama sarkoma.’* Nadalje,
ukoliko se kombinira kemoterapija neuroblastoma i zlocudnog melanoma in vitro tumorske

. Lo . .33
stanice se vracaju u normalne stanice.

Derivati L-askorbinske kiseline, poput 6-brom-, 6-amino- 1 N, N-dimetil-6-amino-6-deoksi-
L-askorbinske kiseline inhibiraju rast stanica zlo¢udnih tumora kod ¢ovjeka: vrata maternice

(HeLa), grkljana (Hep 2) i guSterace (MiaPaCa 2).3 4

Mnogi pirimidinski derivati L-askorbinske kiseline pokazali su znacajno antiproliferativno

djelovanje na tumorske stanice porijeklom iz ¢ovjeka (slika 8).

Neki purinski derivati L-askorbinske kiseline pokazuju izrazZeno antitumorsko djelovanje
na stanice misje leukemije (L1210/0), karcinoma dojke misa (FM3A) i zloCudno preobrazene

T-limfocite (Molt4/C8 i CEM/0).**
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( ICsg )
L1210, Molt4/C8, CEM, HelLa,
O MiaPaCa-2, SW 620. MCF-7. H-460
R, R, = octyl; R, = Bn 2-12 uM
HN R, = ethynyl- ( p-pentyl-Ph) ; 3-10 uM
)\ l R2 o
o N R,=ethynyl ( p-butyl-Ph) ; 4-17 uM
R, =Bn
o) o R, = propynyl; R, = Bn 0,2-0,78 uM
— R, =furyl; R, = Bn 1,6-7,0 uM
- R4 =vinyl; R, =Bn 3,8-22,0 uM
R¢= ethynyl; R, = Bn 2,9-8,7 uM
R0 OR; R, =isopentyl; R, = Bn 2-8,3 uM
R, = ethynyl-Ph, R, = H 1-8,2 uM
{ ICs, l
L1210, Molt4/C8, CEM, Hela,
o] MiaPaCa-2, SW 620, MCF-7, H-460
o R = butyl 4,5-20 uM
— 0 R = p-Br-Ph
BnO OBn

Slika 8. C-5 supstituirani arilni, alkenilni, alkinilnipirimidinski i furo[2,3-d]pirimidinski

derivati 4°,5’-didehidro-L-askorbinske kiseline s citotoksi¢nim djelovanjem.
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3. Eksprimentalni dio

3.1. Opcée napomene

Sva koriStena otapala suSena su i proc¢iS¢avana prema preporuc¢enom postupku susenja
agensima i/ili destiliranjem preko molekulskih sita veli¢ine 3A. Tijek reakcije pracen je
tankoslojnom kromatografijom (TLC), koja je provodena na plocama 60F-254 presvucenim
slojem silikagela Merck u odgovaraju¢em sustavu otapala. Za detekciju izoliranih

komponenata koriStena je UV-svjetlost valne duljine 254 nm.

Kromatografija na koloni provedena je na silikagelu (Fluka, 0,063-0,2mm), staklene
kolone su punjene pod utjecajem gravitacije, a kao eluens je koriStena odgovaraju¢a smjesa

CH,Cl1,/CH;0H.

Spektri 'Hi*C NMR snimljeni su na spektrometru Bruker 300 i 600 MHz. Svi uzorci su
otopljeni u DMSO-d; i mjereni pri 298 K. Kemijski pomaci (8) u '"H i >C NMR spektrima
izraZeni su u ppm u odnosu prema signalu DMSO na §2.50 ppm za 'H i 639.50 ppm za "*C.
Pojedine rezonancije su pridruZzene na temelju kemijskih pomaka, intenziteta signala,

multipliciteta signala 1 H-H konstante sprege.
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3. Eksprimentalni dio

3.2. Pregled sintetiziranih spojeva

7[_0 HO .
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BnO OBn
HO
1 OH 3
HO HO
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3. Eksprimentalni dio

3.3. Postupci za pripravu spojeva od 1-18

5,6-0,0-izopropiliden-L-askorbinskakiselina (1)35

L-askorbinska kiselina otopi se (156 g; 0,89 mol) u acetonu (186 ml) i otopini se lagano
dokapa acetil klorid (14 ml). Reakcijska smjesa se mijeSa 4h na sobnoj temperaturi, a nakon
toga se ostavi u hladnjaku 24 h na 0 °C. Tijek reakcije provjerava se tankoslojnom
kromatografijom (diklormetan : metanol = 10 : 1). Nastali bijeli kristali se odfiltriraju i pritom

nekoliko puta isperu hladnim acetonom.Dobiven je spoj 1 (162,7 g; 85 %).

2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (3)*

2,3-0,0-dibenzil-5,6-0, O-izopropiliden-L-askorbinskakiselina (13,5 g; 0,06 mol) otopi se u
MeOH (137 ml) doda se 50 % octena kiselina (200 ml, 100 ml octene kiseline i 100 ml vode).
Reakcijska smjesa ostavi se uz mijeSanje preko no¢i na temperaturi 70-80 °C. Otapalo se
upari pod snizenim tlakom, a ostatak nakon uparavanja ekstrahira (etil-acetat : vodena otopina
NaCl; vodena otopina NayCOs;). Etil-acetat se upari, a ostatak procisti kolonskom

kromatografijom (diklormetan : metanol = 40 :1). Dobiven je uljasti spoj 3 (8,6 g; 70,6 %).

6-0-tosil-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska Kiselina (4)37

Spoj 2 (2,7 g; 7,6 mmol) otopi se u suhom diklormetanu (22 ml) i suhom piridinu (7 ml) te se
reakcijska smjesa mijeSa na 0 °C u atmosferi argona. Otopini se kroz 2 h dokapa otopina p-
toluensulfonil-klorida (1,6 g; 8,4 mmol) u diklormetanu (15 ml). Reakcijska smjesa se mijeSa
preko no¢i na sobnoj temperaturi. Otapalo se upari pod sniZenim tlakom (kouparavanje s
toluenom). Ostatak nakon uparavanja se ekstrahira (diklormetan : voda i zasi¢ena otopina
NaHCO3). Organski sloj se susi iznad MgSO4. MgSOy se odfiltrira, a filtrat upari 1 procisti
kolonskom kromatografijomna silikagelu (diklormetan : metanol = 200 :1).Spoj 4 izoliran je

kao bijeli prah (2,7 g; 65,9 %).
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3. Eksprimentalni dio

C-6-azido-2,3-0,0-dibenzil-L-skorbinska Kkiselina (5)

Spoj 3 (400 mg; 0,78 mmol) otopi se u DMF-u (20 ml). Otopini se dokapa NaN3 (254,4 mg;
3,91 mmol) otopljen u vodi (2 ml). Reakcijska smjesa mijesa se preko noci na 80 °C. Otapalo
se upari, a ostatak nakon uparavanja se ekstrahira (etil-acetat: voda). Organski sloj se susi
iznad MgSO,4. MgSOy se odfiltrira, a filtrat upari pod sniZenim tlakom i procisti kolonskom

kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 200 :1). Dobiven je spoj S kao ulje

(196 mg; 65,6 %).

'H NMR (600 MHz, DMSO) & 7,50 — 7,26 (m, 10H, OCH,Ph ), 5,71 (d, J = 6,6 Hz, 1H, H-4),
5,24 (dd, J = 29,7, 11,7 Hz, 2H, OCH,Ph), 4,98 (q, J = 11,2 Hz, 2H, OCH,Ph), 4,87 (d, J =
1,7 Hz, 1H, OH), 3,97 — 3,79 (m, 1H, H-5), 3,39 (ddd, J = 12,6; 10,4; 6,3 Hz, 2H, H-6).

PC NMR (151 MHz, DMSO) § 169,00 (C-1), 157,37 (C-3), 136,15 (Ph-q), 135,63 (Ph-q),
128,65 (Ph), 128,44 (Ph), 128,44 (Ph), 128,39 (Ph), 128,35 (Ph), 127,73 (Ph), 120,92 (C-2),
75,73 (C-4), 73,61 (OCH,Ph), 72,75 (OCH,Ph), 67,66 (C-5), 52,72 (C-6).

6-(4-tolil-1,2,3-triazol-1-il)-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska Kiselina (6)

Metoda A: Spoj 4 (75 mg; 0,20 mmol) otopi se u DMF-u (1 ml). Nakon toga se u reakcijsku
smjesu doda tert-butanol (1,5 ml) i voda (1,5 ml). Otopini se doda 1-etinil-4-metilbenzen (1,2
eq; 0,03 ml), potom Cu Zica (0,4 eq; 10,2 mg; 0,16 mmol) i 1 M otopina CuSO4 x SH,0
(0,3eq; 0,06 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i zagrijava u mikrovalnom reaktoru 1 h na 80
°C (300 W). Nakon zavrSetka reakcije otapalo se upari pod sniZenim tlakom, a ostatak nakon
uparavanja se procisti kolonskom kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 200

:1).Izoliran je bijeli praskasti spoj 6 (49,2 mg; 49,8%).

Metoda B: Spoj 3 (300 mg; 0,59 mmol) otopi se u DMF-u (7 ml). Otopini se dokapaNaN3
(95,4 mg; 1,47 mmol)otopljen uvodi (4,5 ml) . U reakcijskusmjesu se doda 1-etinil-4-
metilbenzen (1,2 eq; 0,1 ml), potom Cu Zica (0,4 eq; 30,5 mg) i 1 M otopina CuSO4 x SH,0O
(0,3 eq; 0,18 ml). Reakcijska smjesa se mijeSa i zagrijava u mikrovalnom reaktoru 1 h na 80
°C (300 W). Otapalo se upari pod sniZenim tlakom, a produkt se procisti kolonskom
kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 200 :1). Dobiven je bijeli praSkasti

spoj 6 (87,9 mg; 30,1 %).
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'H NMR (300 MHz, DMSO) 8 8,52 (s, 1H, H-7), 7,72 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Ph-2', 6'), 7,43-7,21
(m, 12H, OCH,Ph, Ph-3', 5", 5,73 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 5,23 (dd, J = 24,3; 11,6 Hz, 2H,
OCH,Ph), 5,04-4,95 (m, 3H, OCH,Ph, OH), 4,69 (dd, J = 13,7; 3,6 Hz, 1H, H-6), 4,43 (dd, J
=13,7;9,5 Hz, 1H, H-6), 4,28 — 4,17 (m, 1H, H-5), 2,33 (s, 3H, CHz).

6-[4-(4-pentilfenil)-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-0, 0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (7)

Spoj 4 (75 mg; 0,20 mmol) otopi se u DMF-u (1 ml). Nakon toga se u reakcijsku smjesu doda
tert-butanol (1,5 ml) i voda (1,5 ml). Otopini se doda 1-etinil-4-pentilbenzen (1,2 eq; 0,05
ml), potom Cu Zica (0,4 eq; 10,2 mg; 0,16 mmol) i 1 M otopina CuSO4 x SH,0 (0,3eq; 0,04
ml). Reakcijska smjesa se mijeSa na sobnoj temperaturi preko no¢i. Nakon zavrSetka reakcije
otapalo se upari pod snizenim tlakom. Produkt se izolira kolonskom kromatografijom na
silikagelu (diklormetan : metanol = 200 :1). Izoliran je bijeli praSkasti spoj 7 (63,9 mg;
58,7%).

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,53 (s, 1H, H-7), 7,74 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Ph-2'6"), 7,51 —
7,11 (m, 12H, OCH,Ph, Ph-3'5"), 5,75 (d, J = 6,8 Hz, 1H, H-4), 5,22 (dd, J = 24,1; 11,6 Hz,
2H, OCH,Ph), 5,04-4,95 (m, 2H, OCH,Ph, OH), 4,70 (dd, J = 13,7; 3,6 Hz, 1H, H-6), 4,43
(dd, J =13,7; 9,5 Hz, 1H, H-6)z, 4,27 — 4,17 (m, 1H, H-5), 2,67 — 2,52 (m, 2H, H-1"), 1,59 (k,
J=1,5Hz, 2H, H-2"), 1,35 - 1,15 (m, 4H, H-3', H-4"), 0,86 (t, J = 6,8 Hz, 3H, CH3").

PC NMR (151 MHz, DMSO) & 168,94 (C-1), 157,14 (C-3), 146,14 (C-8), 141,96 (Ph-q),
136,09 (Ph-q), 135,54 (Ph-q), 128,69 (Ph), 128,63 (Ph), 128,41 (Ph), 128,39 (Ph), 128,37
(Ph), 128,31 (Ph), 128,23 (Ph-q), 127,73 (Ph), 125,04 (Ph), 121,99 (C-7), 121,01 (C-2), 75,54
(C-4), 73,61 (OCH,Ph), 72,78 (OCH,Ph), 67,25 (C-5), 52,39 (C-6), 34,77 (C-1"), 30,78 (C-3"),
30,40 (C-2"), 21,84 (C-4"), 13,81 (CH3).

6-[4-(4-bromfenil)-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-0, 0-dibenzil-L-askorbinska Kiselina (8)

Metoda A: Spoj 4 (300 mg; 0,79 mmol) otopi se u DMF-u (3 ml). Nakon toga se u
reakcijsku smjesu doda tert-butanol (3 ml) i voda (3 ml). Otopini se doda 1-brom-4-
etinilbenzen (1,2 eq; 178,0 mg; 0,98 mmol), potom Cu Zica (0,4 eq; 40,9 mg; 0,64 mmol) i 1
M otopina CuSO4 x SH,O (0,3eq; 0,24 ml). Reakcijska smjesa se mijeSa i zagrijava u

mikrovalnom reaktoru 1 h na 80 °C (300 W). Nakon zavrSetka reakcije otapalo se upari pod
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sniZzenim tlakom. Produkt se izolira kolonskom kromatografijom na silikagelu (diklormetan :

metanol = 200 :1). Izoliran je spoj 8 kao bijeli prah (296,1 mg; 66,9%).

Metoda B: Spoj 3 (350 mg; 0,69 mmol) otopi se u DMF-u (8 ml). Otopini se dokapa NaNs
(111,6 mg; 1,72 mmol) otopljen uvodi (3,5 ml) . U reakcijsku smjesu se doda 1-etinil-4-
metilbenzen (1,2 eq; 0,1 ml), potom Cu Zica (0,4 eq; 30,5 mg) i 1 M otopina CuSO4 x SH,0O
(0,3 eq; 0,18 ml). Reakcijska smjesa se mijeSa i zagrijava u mikrovalnom reaktoru 1 h na 80
°C (300 W). Otapalo se upari pod sniZzenim tlakom, a produkt se procisti kolonskom
kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 200 :1). Izoliran je spoj 8 kao bijeli

prah (53 mg; 13,7 %).

'H NMR (600 MHz, DMSO) 8 8,65 (s, 1H, H-7), 7,80 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Ph-2',6"), 7,65 (d, J
= 8,5 Hz, 2H, Ph-3'5"), 7,46 — 7,26 (m, 10H, OCH,Ph), 5,75 (d, J = 6,8 Hz, 1H, H-4), 5,22
(dd, J =45,3; 11,6 Hz, 2H, OCH,Ph), 5,03 (d, J = 1.1 Hz, 1H, OH), 4,99 (q, J = 11,2 Hz, 2H,
OCH,Ph), 4,71 (dd, J = 13,8; 3,6 Hz, 1H, H-6), 4,44 (dd, J = 13,8; 9,6 Hz, 1H, H-6), 4,25 —
4,19 (m, 1H, H-5).

6-[4-(4-trimetilsililfenil)-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska Kiselina (9)

Spoj 4 (205 mg; 0,54 mmol) otopi se u DMF-u (4 ml). Nakon toga se u reakcijsku smjesu
doda tert-butanol (3 ml) i voda (3 ml). Otopini se doda etiniltrimetilsilan (1,2 eq; 0,5ml),
potom Cu Zica (0,4 eq; 28,4 mg; 0,45 mmol) i 1 M otopina CuSO4 x 5H,0 (0,3eq; 0,2 ml).
Reakcijska smjesa se mijeSa i zagrijava u mikrovalnom reaktoru 1 h na 80 °C (300 W). Nakon
zavrSetka reakcije otapalo se upari pod sniZenim tlakom. Produkt se izolira kolonskom
kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 200 :1). Izoliran je spoj 9 kao bijeli

prah (109,8 mg; 42,6%).

'H NMR (600 MHz, CD;CN) & 8,14 (s, 1H, H-7), 7,53 — 7,22 (m, 10H, CH,Ph), 5,65 (d, J =
7,0 Hz, 1H, H-4), 522 (dd, J = 49,3; 11,6 Hz, 2H, OCH,Ph), 5,07 — 4,89 (m, 3H, OCH,Ph,
OH), 4,66 (dd, J = 13,7; 3,6 Hz, 1H, H-6), 4.41 (dd, J = 13,8; 9.6 Hz, 1H, H-6), 4,20-4,13 (m,
1H, H-5), 0,25 (s, 9H, (CH3)3Si).
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6-(4-ciklopropil-1,2,3-triazol-1-il)-2,3-0, 0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (10)

Metoda A: Spoj 4 (212,3 mg; 0,56 mmol) otopi se u DMF-u (3 ml). Nakon toga se u
reakcijsku smjesu doda tert-butanol (3 ml) i voda (3 ml). Otopini se doda etinilciklopropan
(1,2 eq; 0,06 ml), potom Cu Zica (0,4 eq; 29,0 mg; 0,46 mmol) i 1 M otopina CuSO4 x SH,O
(0,3eq; 0,17 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i zagrijava u mikrovalnom reaktoru 1 h na 80
°C (300 W). Nakon zavrSetka reakcije otapalo se upari pod sniZenim tlakom. Produkt se
izolira kolonskom kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 200 :1). Izoliran je

spoj 10 kao bijeli prah (137,5 mg; 54,9 %).

Metoda B: Spoj 3 (300 mg; 0,59 mmol) otopi se u DMF-u (7 ml). U vodi (3 ml) se otopi
NaNj3 (95,7 mg; 1,47 mmol) te se lagano dokapava u reakcijsku smjesu. U smjesu se doda
etinilciklopropan (1,2 eq; 0,06 ml), potom Cu Zica (0,4 eq; 30,6 mg) i 1 M otopina CuSOy4 x
5H,0 (0,3 eq; 0,18 ml). Reakcijska smjesa se mijeSa i zagrijava u mikrovalnom reaktoru 1 h
na 80 °C (300 W). Nakon zavrSetka reakcije otapalo se upari pod sniZenim tlakom. Produkt se
izolira kolonskom kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 200 :1). Izoliran je

spoj 10 kao bijeli prah (28 mg; 10,6 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 7,83 (s, 1H, H-7), 7,49 — 7,25 (m, 10H, OCH,Ph), 5,64 (d, J =
6,5 Hz, 1H, H-4), 5,21 (q, J = 11,6 Hz, 2H, OCH,Ph), 5,02-4,96 (m, 2H, OCH,Ph), 4,93 (d, J
= 1,3 Hz, 1H, OH), 4,56 (dd, J = 13,7; 3,8 Hz, 1H, H-6), 4,31 (dd, J = 13,7; 9,3 Hz, 1H, H-6),
4,19 — 4,03 (m, 1Hf, H-5), 1,97-1,88 (m, 1H, H-1"), 0,94 — 0,74 (m, 2H, H'), 0,76 — 0,49 (m,
2H, H').

6-[4-(2-hidroksietil)-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-0, O-dibenzil-L-askorbinska Kkiselina (11)

Spoj 4 (222 mg; 0,58 mmol) otopi se u DMF-u (3 ml). Nakon toga se u reakcijsku smjesu
doda tert-butanol (3 ml) i voda (3 ml). Otopini se doda but-3-in-1-ol (1,2 eq; 0,06 ml), potom
Cu Zica (0,4 eq; 30,3 mg; 0,48 mmol) 1 1 M otopina CuSO4 x SH,O (0,3eq; 0,17 ml).
Reakcijska smjesa se mijeSa i zagrijava u mikrovalnom reaktoru 1 h na 80 °C (300 W). Nakon
zavrsetka reakcije otapalo se upari pod sniZenim tlakom. Produkt se izolira kolonskom
kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 200 :1).1zoliran je spoj 11 kao bijeli

prah (88,2 mg; 33,7 %).
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'H NMR (300 MHz, DMSO) § 7,87 (s, 1H, H-7), 7,56 — 7,19 (m, 10H, OCH,Ph), 5,64 (d, J =
6,9 Hz, 1H, H-4), 5,22 (dd, J = 23,3, 11,7 Hz, 2H, OCH,Ph), 5,04-4,96 (m, 2H, OCH,Ph),
4,93 (d, J = 1.3 Hz, 1H, OH), 4,63 (t, J = 5.3 Hz, 1H, OH), 4,61-4,55 (m, 1H, H-6), 4,35 (dd,
J =13,7; 9,3 Hz, 1H, H-6), 4,19 — 4,08 (m, 1H, H-5), 3,62 (dd, J = 12,3; 6,9 Hz, 2H, H-2'),
2,76 (t, J =17,0 Hz, 2H, H-1").

3C NMR (151 MHz, DMSO) & 169,01 (C-1), 157,22 (C-3), 144,00 (C-8), 136,10 (Ph-q),
135,56 (Ph-q), 128,67 (Ph), 128,45 (Ph), 128,42 (Ph), 128,36 (Ph), 127,77 (Ph), 123,42 (C-7),
120,96 (C-2), 75,57 (C-4), 73,64 (OCH,Ph), 72,78 (OCH,Ph), 67,36 (C-5), 60,35 (C-2'),
52,06 (C-6), 29,11 (C-1".

6-[4-(3-klorpropil)-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska Kkiselina (12)

Spoj 4 (258,5 mg; 0,68 mmol) otopi se u DMF-u 4 ml). Nakon toga se u reakcijsku smjesu
doda tert-butanol (3 ml) i voda (3 ml). Otopini se doda 5-klorpentin (1,2 eq; 0,12 ml), potom
Cu 7Zica (0,4 eq; 35,3 mg; 0,55 mmol) 1 1 M otopina CuSO4 x SH,O (0,3eq; 0,20 ml).
Reakcijska smjesa se mijeSa i zagrijava u mikrovalnom reaktoru 1 h na 80 °C (300 W). Nakon
zavrsetka reakcije otapalo se upari pod sniZenim tlakom. Produkt se izolira kolonskom
kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 200 :1). Izoliran je spoj 12 kao bijeli

prah (232,2 mg; 70,8 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 7,91 (s, 1H, H-7), 7,53 — 6,95 (m, 10H, OCH,Ph), 5,65 (d, J =
6,9 Hz, 1H, H-4), 5,22 (q, J = 11,7 Hz, 2H, OCH,Ph), 4,98 (d, J = 1,9 Hz, 2H, OCH,Ph), 4,94
(d, J=1,3 Hz, 1H, OH), 4,60 (dd, J = 13,7; 3,8 Hz, 1H, H-6), 4,35 (dd, J = 13,7; 9,3 Hz, 1H,
H-6), 4,22 — 4,02 (m, 1H, H-5), 3,68 (t, J = 6,5 Hz, 1H, H-3"), 2,75 (t, / = 7,4 Hz, 2H, H-1"),
2,12-1,92 (m, 2H, H-2").

C NMR (151 MHz, DMSO) & 169,28 (C-1), 157,48 (C-3), 145,42 (C-8), 136,23 (Ph-q),
135,69 (Ph-q), 128,90 (Ph), 128,67 (Ph), 128,64 (Ph), 128,60 (Ph), 128,12 (Ph), 127,98 (Ph),
123,39 (C-7), 121,06 (C-2), 75,75 (C-4), 73,84 (OCH,Ph), 72,97 (OCH,Ph), 67,46 (C-5),
52,33 (C-6), 44,85 (C-3"), 31,88 (C-1"), 22,37 (C-2").
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6-[4-tert-butil-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina (13)

Spoj 4 (279 mg; 0,73 mmol) otopi se u DMF-u (4 ml). Nakon toga se u reakcijsku smjesu
doda tert-butanol (3 ml) i voda (3 ml). Otopini se doda 3,3-dimetilbutin (1,2 eq; 0,14 ml),
potom Cu zica (0,4 eq; 38,0 mg; 0,60 mmol) i 1 M otopina CuSO4 x SH,O (0,3eq; 0,22 ml).
Reakcijska smjesa se mijeSa i zagrijava u mikrovalnom reaktoru 1 h na 80 °C (300 W). Nakon
zavrSetka reakcije otapalo se upari pod sniZenim tlakom. Produkt se izolira kolonskom
kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 200 :1). Izoliran je bijeli praskasti

spoj 13 (242,8 mg; 55,6 %).

'H NMR (600 MHz, DMSO) & 7,85 (s, 1H, H-7), 7,44 — 7,28 (m, 10H, OCH,Ph), 5,64 (d, J =
6,9 Hz, 1H, H-4), 5,23 (dd, J = 48,9; 11,6 Hz, 2H, OCH,Ph), 4,98 (q, J = 11,2 Hz, 2H,
OCH,Ph), 4,94 (d, J = 1,3 Hz, 1H, OH), 4,58 (dd, J = 13,8; 3,7 Hz, 1H, H-6), 4,33 (dd, J =
13,8; 9,4 Hz, 1H, H-6), 4,19 — 4,14 (m, 1H, H-5), 1,27 (s, 9H, 3 x CH3).

6-[4-butil-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska Kkiselina (14)

Spoj 4 (208 mg; 0,54 mmol) otopi se u DMF-u (4 ml). Nakon toga se u reakcijsku smjesu
doda fert-butanol (3 ml) i voda (3 ml). Otopini se doda heksin (1,2 eq; 0,15 ml), potom Cu
zica (0,4 eq; 28,4 mg; 0,45 mmol) i 1 M otopina CuSO4 x SH,0 (0,3eq; 0,16 ml). Reakcijska
smjesa se mijeSa i zagrijava u mikrovalnom reaktoru 1 h na 80 °C (300 W). Nakon zavrSetka
reakcije otapalo se upari pod sniZenim tlakom. Produkt se izolira kolonskom kromatografijom
na silikagelu (diklormetan : metanol = 200 :1).Izoliran je spoj 14 kao bijeli prah (70 mg; 28
%).

'H NMR (600 MHz, DMSO) & 7,84 (s, 1H, H-7), 7,50 — 7,23 (m, 10H, OCH,Ph), 5,63 (d, J =
7,0 Hz, 1H, H-4), 5,22 (dd, J = 42,8, 11,6 Hz, 2H, OCH,Ph), 4,98 (q, J = 11,2 Hz, 1H,
OCH,Ph), 4,92 (d, J = 1,2 Hz, 1H, OH), 4,58 (dd, J = 13,8; 3,9 Hz, 1H, H-6), 4,34 (dd, J =
13,8; 9,3 Hz, 1H, H-6), 4,17 — 4,12 (m, 1H, H-5), 2,60 (t, J/ = 7,5 Hz, 2H, H-1"), 1,68 — 1,50
(m, 2H, H-2"), 1,37-1,28 (m, 2H, H-3"), 0,89 (t, / = 7,4 Hz, 3H, CHj).
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6-[4-decil-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska Kkiselina (15)

Spoj 4 (210 mg; 0,55 mmol) otopi se u DMF-u (4 ml). Nakon toga se u reakcijsku smjesu
doda tert-butanol (3 ml) i voda (3 ml). Otopini se doda dodecin (1,2 eq; 0,18 ml), potom Cu
zica (0,4 eq; 29,1 mg; 0,46 mmol) i 1 M otopina CuSO4 x 5H,0 (0,3eq; 0,20 ml). Reakcijska
smjesa se mijeSa i zagrijava u mikrovalnom reaktoru 1 h na 80 °C (300 W). Nakon zavrSetka
reakcije otapalo se upari pod sniZenim tlakom. Produkt se izolira kolonskom kromatografijom
na silikagelu (diklormetan : metanol = 200 :1). Izoliran je bijeli praskasti spoj 15 (167 mg;
55,3%).

'H NMR (600 MHz, DMSO) & 7,84 (s, 1H, H-7), 7,43-7,29 (m, 10H, OCH,Ph), 5,62 (d, J =
7,0 Hz, 1H, H-4), 5,22 (dd, J = 42,3; 11,7 Hz, 2H, OCH,Ph), 4,98 (q, J = 11,2 Hz, 2H,
OCH,Ph), 491 (d, J = 1,2 Hz, 1H, OH), 4,58 (dd, J = 13,8; 3,9 Hz, 1H, H-6), 4,34 (dd, J =
13,8; 9,3 Hz, 1H, H-6), 4,18 — 4,07 (m, 1H, H-5), 2,59 (t, J = 7,6 Hz, 2H, H-1"), 1,68 — 1,49
(m, 2H, H-2"), 1,34 — 1,22 (m, 14H, CH,' x 7), 0,85 (t, / = 7,0 Hz, 3H, CH3).

C NMR (151 MHz, DMSO) § 169,02 (C-1), 157,23 (C-3), 146,56 (C-8), 136,12 (Ph-q),
135,58 (Ph-q), 128,69 (Ph), 128,47 (Ph), 128,44 (Ph), 128,38 (Ph), 127,78 (Ph), 122,82 (C-7),
120,98 (C-2), 75,58 (C-4), 73,66 (OCH,Ph), 72,79 (OCH,Ph), 67,37 (C-5), 52,06 (C-6), 31,25
(C-1"), 28,96 (CH,"), 28,95 (CH,"), 28,93 (CH,", 28,76 (CH,", 28,66 (CH,", 28,58 (CH,),
24,96 (CH,"), 22,06 (CH,'), 13,92 (CHz).

6-[4-(3,5-ditrifluormetilfenil)-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinska kiselina
(16)

Spoj 3 (300 mg; 0,59 mmol) otopi se u DMF-u (7 ml). U vodi (3 ml) se otopi NaN3 (95,7 mg;
1,47 mmol) te se lagano dokapava u reakcijsku smjesu. U smjesu se doda 1-etinil-3,5-
bis(trifluormetil)benzene (1,2 eq; 0,13 ml), potom Cu zica (0,4 eq; 30,6 mg) i 1 M otopina
CuSOy4 x 5H,0 (0,3 eq; 0,18 ml). Reakcijska smjesa se mijeSa i zagrijava u mikrovalnom
reaktoru 1 h na 80 °C (300 W). Nakon zavrSetka reakcije otapalo se upari pod sniZzenim
tlakom. Produkt se izolira kolonskom kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol =

200 :1). Izoliran je bijeli praskasti spoj 16 (123,5 mg; 33,9 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 9,02 (s, 1H, Ph-4'), 8,52 (s, 2H, Ph-2', Ph-6"), 8,07 (s, 1H, H-
7), 7,45-7,30 (m, 10H, OCH,Ph), 5,81 (d, J = 6.6 Hz, 1H, H-4), 5,22 (dd, J = 25,4; 11,6 Hz,
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2H, OCH,Ph), 5,05 (bs, 1H, OH ), 5,04 — 4,92 (m, 2H, OCH,Ph ), 4,77 (dd, J = 13,8; 3,5 Hz,
1H, H-6), 4,47 (dd, J = 13,7; 9,5 Hz, 1H, H-6), 4,28 — 4,13 (m, 1H, H-5).

PC NMR (75 MHz, DMSO) & 168,98 (C-1), 157,16 (C-3), 143,49 (C-8), 136,10 (Ph-q),
135,55 (Ph-q), 133,40 (Ph-1'), 131,72 (Ph), 131,28; 130,84 (Ph-3',5', J’= 33 Hz), 128,71 (Ph),
128,47 (Ph), 128.44 (Ph), 128,39 (Ph), 127,82 (Ph), 125,30 (Ph-4"), 125,05; 121,43 (CF3, J' =
272 Hz), 124,50 (C-7), 120,97 (C-2), 75,49 (C-4), 73,66 (OCH,Ph), 72,85 (OCH,Ph), 67,17
(C-5), 52,74 (C-6).

6-[4-(3,5-difluorfenil)-1,2,3-triazol-1-il]-2,3-0, O-dibenzil-L-askorbinska Kkiselina (17)

Spoj 3 (300 mg; 0,59 mmol) otopi se u DMF-u (7 ml). U vodi (3 ml) se otopi NaN3 (95,7 mg;
1,47 mmol) te se lagano dokapava u reakcijsku smjesu. U smjesu se doda 1-etinil-3,5-
difluorbenzen (1,2 eq; 0,09 ml), potom Cu Zica (0,4 eq; 30,6 mg) i 1 M otopina CuSOy4 x
5H,0 (0,3 eq; 0,18 ml). Reakcijska smjesa se mijesa i zagrijava u mikrovalnom reaktoru 1 h
na 80 °C (300 W). Nakon zavrSetka reakcije otapalo se upari pod sniZenim tlakom. Produkt se
izolira kolonskom kromatografijom na silikagelu (diklormetan : metanol = 200 :1). Izoliran je

spoj 17 kao bijeli prah. (35,8 mg; 11,7 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8,75 (s, 1H, H-7), 7,65 — 7,49 (m, 2H, Ph-2', Ph-6"), 7,47 —
7,28 (m, 10H, OCH,Ph), 7,21 (tt, J = 9,3; 2,3 Hz, 1H, Ph-4'), 5,79 (d, J = 6.7 Hz, 1H, H-4),
5,22 (dd, J = 25,2; 11,6 Hz, 2H, OCH,Ph), 5,05 (d, J = 1,1 Hz, 1H, OH), 5,04 — 4,93 (m, 2H,
OCH-Ph), 4,74 (dd, J = 13,7; 3,4 Hz, 1H, H-6), 4,44 (dd, J = 13,8; 9,6 Hz, 1H, H-6), 4,27 —
4,01 (m, 1H, H-5).

C NMR (151 MHz, DMSO) & 169,64 (C-1), 164,14; 164,05; 162,51; 162,42 (dd, 'Jcr = 245
Hz; *Jeg= 13,4 Hz), 157,77 (C-3), 144,62 (C-8), 136,36 (Ph-q), 135,84 (Ph-q), 134,49 (t, °J
cr= 10.7 Hz, Ph-1"), 129,17 (Ph), 128,95 (Ph), 128,92 (Ph), 128,21 (Ph), 124,21 (C-7), 121,26
(C-2), 108,45 (d, *Jcp = 26.7 Hz, Ph-2.6' ), 103,50 (t, *Jcr = 25,9 Hz, Ph-4"), 75,98 (C-4),
74,12 (OCH,Ph), 73,27 (OCH,Ph), 67,55 (C-5), 53,06 (C-6).
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6-(4-tolil-1,2,3-triazol-1-il)-2,3-0,0-dihidroksi-L-askorbinska Kkiselina (18)

Otopini suhog spoja 6 (156,6 mg; 0,32 mmol) u suhomdiklormetanu (20 ml) u atmosferi
argona lagano se dokapa boron-triklorid (BCls, 1,9 ml) pri temperaturi -65 °C. Reakcijska
smjesa se mijeSa 3 h na temperaturi -65 °C, a preko noéi se ostavi u zamrzivacu. Sutradan se
upari otapalo pod sniZenim tlakom. Produkt se izolira kolonskom kromatografijom na

silikagelu (diklormetan : metanol = 200 :1). Dobiven je spoj 18 kao bijeli prah (65 mg; 65 %).
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4.1. Sinteze spojeva

Cilj ovog zavrS$nog rada bila je sinteza potencijalno bioloski aktivnih C-6 supstituiranih 1,2,3-
triazolnih derivata L-askorbinske kiseline Huisgenovom 1,3-dipolarnom cikloadicijom (sheme
4 1 5). Kako bi se pripravio C-6 azidni derivat L-askorbinske kiseline § pristupilo se sintezi

razliCito zasSti¢enih derivata L-askorbinske kiseline 1-4 (shema 4).

HO
HO 0o Q o Q o
o} o
_ AcCl / aceton © BnCl o
HO OH

1 2

HO OH BnO OBn
octena
HO kiselina
HO 0o
BnO OBn
Metoda 1 \ 3 Metoda 2
TsCl l HBr/octena
HO HO
O
TsO 0o Br 0
BnO OBn BnO OBn
6-0O-brom-2,3-0, O-dibenzil-
4 L-askorbinska kiselina
NaNs/DMF \ NaN3/DMF
HO HO
Ns 0o Ng O __o
BnO OBn BnO OBn
5 5

Shema 4. Sinteza C-6 azidnog derivata L-askorbinske kiseline 5.

U prvom stupnju hidroksilne skupine L-askorbinske kiseline na polozajima C-5 1 C-6
zaStiene su izopropilidenskom zaStitom. Spoj 1 je sintetiziran reakcijom acetil-klorida 1 L-
askorbinske kiseline u acetonu u iskoristenju od 85 %. Hidroksilne skupine na polozajima C-2
i C-3 laktonskog prstena zasti¢ene su benzilnim skupinama reakcijom spoja 1 s benzil-
kloridom 1 kalijevim karbonatom u DMF-u pri ¢emu je izoliran spoj 2. Izopropilidenska
zaStita uklonjena je reakcijom spoja 2 1 octene kiseline u metanolu. Spoj 4 sintetiziran je

reakcijom spoja 3 s p-toluensulfonil-kloridom u piridinu u iskoriStenju od 65,9 %. U
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konacnici provedena je reakcija spoja 4 i natrijevog azida pri ¢emu je tosilatna skupina

zamijenjena azidnom skupinom i izoliran je spoj S u iskoriStenju od 65,6 %.

Kao Sto je prikazano na shemi 4, moguca su dva sintetska puta za dobivanje spoja 5.
Prema metodi 1, za dobivanje C-6 azidnog derivata L-askorbinske kiseline, koristi se C-6
tosilni derivat 4. Reakcijom spoja 4 s natrijevim azidom u DMF-u, izoliran je spoj 5. Prema
metodi 2, za dobivanje spoja S koristi se bromirani derivat L-askorbinske kiseline reakcijom
spoja 3 i bromovodi¢ne kiseline u octenoj kiselini. Azidni derivat L-askorbinske kiseline,
izoliran je reakcijom 6-O-brom-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinske kiseline i natrijevog azida. S
obzirom da je metoda 1 dala bolje iskoriStenje od metode 2, u ovom radu spojevi su

pripravljeni isklju¢ivo metodom 1.

Nadalje, ciljani 1,2,3-triazolni derivati L-askorbinske kiseline 6—17 s razli¢itim
supstituentina na polozaju C-4 triazola (fenilni, fert-butilni, alkilni, ciklopropilni,
trimetilsililni) sintetizirani su reakcijom 1,3-dipolarne cikloadicije (shema 5). Regioselektivna

sinteza je provedena uz Cu(I) kao katalizator.
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HO
TsO ° O N "] o NQllu HO
alN3z p— R
o N3 o ——R \ N 0. o
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Ntrlxl HO
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F
CF.
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Shema 5. Sinteza 1, 4-supstituiranih-1,2,3-triazolnih derivata L-askorbinske kiseline.
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Na shemi 5 prikazana su dva moguca sintetska puta za dobivanje 1,4-supstituiranih-1,2,3-
triazolnih derivata L-askorbinske kiseline. Kod metode A sintetski koraci odvijaju se
postepeno, do Zeljenih 1,2,3-triazolnih derivata L-askorbinske kiseline (6—17) dolazi se
reakcijom 6-O-tosil-2,3-0,0-dibenzil-L-askorbinske kiseline (4) s natrijevim azidom.
Nadalje, 1,3-dipolarnom cikloadicijom odgovarajucih terminalnih alkina i dobivenog azidnog
derivata L-askorbinske kiseline (5) sintetizirani su 1,4-supstituirani-1,2,3-triazolni derivati L-
askorbinske kiseline uz korisStenje katalizatora Cu(0) 1 IM CuSO,. Metoda B temelji se na
tandemskoj sintezi uz tosilni derivat L-askorbinske kiseline 4 kao pocetni spoj pri ¢emu se
azidni derivat 5§ ne izolira iz reakcijske smjese. Obje metode sinteze su se odvijale
koristenjem mikrovalova pri temperaturi od 80 °C i 300 W. Spojevi pripravljeni metodom A
izolirani su u vefem iskoriStenju od spojeva pripravljenih metodom B. Metodom A

sintetizirani su spojevi 6—17, dok su metodom B sintetizirani spojevi 6, 8 1 10.

Derivati L-askorbinske kiseline s tosilnim supstituentom (6), p-bromfenilnim
supstituentom (8) i ciklopropilnim supstituentom (10) u poloZaju C-4 triazola izolirani su
metodom A u iskoriStenjima 49,8 %; 66,9 %, 1 54,9 %, dok su metodom B izolirani u

iskoriStenjima: 30,1 %; 13,7 %. 1 10,6 %.

4.2. Analiza spektara "H-NMR

U '"H-NMR spektru spoja 6 s tosilnim supstituentom na polozaju C-4 triazola (slika 9)

signal H-7' u aromatskom podrucju spektara (~8 ppm) potvrduje prisustvo triazolnog prstena.
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Slika 9. Spektar'H-NMR spoja 6.

Prisutni su i signali koji odgovaraju fenilnom supstituentu(~7,7 ppm). Takoder se prepoznaju

signali koji odgovaraju protonima laktonskog prstena L-askorbinske kiseline (H-4', H-5' 1 H-

6'). Prepoznaju se 1 metilenski protoni benzilne zastite (~4 ppm) kao 1 fenilni protoni benzilne

skupine (~7,4 ppm). U 'H-NMR spektru spoja 18 (slika 10) signal H-7' u aromatskom

podrucju spektara (~8 ppm) takoder potvrduje prisustvo triazolnog prstena.
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Slika 10. SpektarlH—NMR spoja 18.

Prisutni su signali koji odgovaraju fenilnom supstituentu (~7,6 ppm i ~7,2 ppm). Nadalje,
prepoznaju se signali koji odgovaraju protonima laktonskog prstena L-askorbinske kiseline
(H-4', H-5"1 H-6"). U ovom spektru prisutni su signali hidroksilnih skupina (~11,0 ppm, ~8,0

ppm, ~5,5 ppm). Nisu prisutni signali koji odgovaraju benzilnoj skupini.
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5. Zakljuéci

Pripravljeni su derivati L-askorbinske kiseline 1, 2, 3 i 4 kao prekursori za sintezu
azida L-askorbinske kiseline 5 koji se je koristio u 'klik' reakcijama priprave 1,4-
disupstituirani-1,2,3-triazolnih derivata L-askorbinske kiseline (6—17).
Regioselektivhom 1,3-dipolarnom cikoloadicijom potom su uspjesno sintetizirani 1,4-
supstituirani-1,2,3-triazolni  derivati L-askorbinske kiseline (6—17) s fenilnim,
ciklopropilnim, alkilnim, trimetilsililnim supstituentima u polozaju C-4 triazolnog
prstena.

Postepeni sintetski put u dobivanju 1,2,3-triazolnih derivata L-askorbinske kiseline
pokazao se uspjesnijim od tandemske reakcije.

Strukture svih sintetiziranih spojeva potvrdene su 'H- i >*C-NMR spektroskopijom.
Antiproliferativna ispitivanja novopripravljenih spojeva na zlo¢udne tumorske stanice

porijeklom iz ¢ovjeka su u tijeku.
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7. Zivotopis

Zovem se Ines Cazin, rodena sam u Ogulinu 4. rujna 1992. godine. Osnovnu Skolu zavrsila
sam u Ogulinu gdje sam paralelno pohadala i osnovnu glazbenu $kolu, a potom sam upisala
Opcu gimnaziju u Ogulinu. Maturirala sam 2011. godine te iste godine upisala Fakultet
kemijskog inZenjerstva i tehnologije, smjer Primijenjena kemija. Za vrijeme fakultetskog
obrazovanja odradila sam stru¢nu praksu na Institutu Ruder Boskovi¢, u Laboratoriju za
kemiju ugljikohidrata, peptida i glikopeptida. Od veljace 2014. godine pocela sam volontirati
na znanstvenom projektu prof. dr. sc. Silvane Rai¢-Mali¢ vezanim uz sintezu potencijalno

bioloski aktivnih nukleozidnih mimetika.

Popis priopcenja:
o L Cazin, I. Kovaci¢, A. Mesci¢, V. Stepani¢, S. Rai¢-Mail¢, 1,2,3-triazole appended L-
ascorbic acid with antioxidant properties // 24.Hrvatski skup kemicara i kemijskih

inZenjera, Zagreb, 21.-24.4.2015. (poster)
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