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Thomas Alva Edison je v dva tiso¢ poskusih poskusil narediti Zarnico. Novinar ga je

vpraSal, ali se zaradi tega pocuti neuspesnega. Edison mu je odgovoril:

» | didn't fail. | found 2,000 ways how not to make a light bulb; I only need to find one way

to make it work.«

Thomas Alva Edison (1847- 1931)
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l. POVZETEK

Adhezijski protein FimH, ki se nahaja na vrhu fimbrije 1 uropatogene Escherichia coli
(E.coli) (UPEC), za svojo pritrditev na povrsSino gostiteljske celice prepozna a-D-
manozo, ki sestavlja glikoprotein uroplakin la. Slednji je gradnik uroepitelija v
periuretralnem delu spodnjih se¢il - mehurja. Adhezini na povrsSini fimbrij kot
virulentni dejavniki omogocajo bakterijam pritrditev na gostiteljske celice in s tem

zacetek kolonizacije in rasti, ki vodi v okuzbo.

Na osnovi znane tridimenzionalne strukture adhezina FimH soze nacrtovali,
sintetizirali in ovrednotilii Stevilne a-D-manokonjugate kot glikomimetike, ki bi
preprecili adhezijo E. coli na gostiteljske celice. Ti zaviralci so strukturno predvsem N-
in O-glikozidi, ki so bolj dovzetni za encimsko razgradnjo in hidrolizo. Cilj te
magistrske naloge je bila sinteza C-glikozidov, ki bi bili bolj odporni proti metaboli¢ni

razgradnji, bolj stabilni in bi posledi¢no lahko imeli ve¢jo bioloSko uporabnost.

V okviru magistrske naloge smo sintetizirali pet novih a-D-manokonjugatov s C-
glikozidno vezjo kot potencialnih antagonistov lektinskega adhezina FimH. Pri tem
smo izhajali iz spojin, predhodno sintetiziranih na Katedri za farmacevtsko kemijo.
Sinteza konc¢nih spojin je potekala v Sestih stopnjah iz D-manoze kot zacetnega
sinteznega gradnika. S postopki klasi¢ne organske sinteze in sinteze z mikrovalovi smo
dobili konéne C-glikozide, ki so sestavljeni iz glikonskega dela (a-D-manoze), ki v
vezavnem mestu tvori Stevilne vodikove vezi, in aglikonskega dela, ki je sestavljen iz
B-amino alkohola pripetega na derivate anilina, ki so pomembni za tvorbo =n-m
interakcij v t.i. tirozinskih vratih FimH, s ¢imer ojacajo vezavo spojine v vezavno
mesto. Biokemijsko vrednotenje kon¢nih spojin Se poteka, zato rezultati niso vkljuceni

v magistrsko nalogo.

Kljucéne besede: adhezijski protein, antiadhezivna terapija, a-D-manozidi, Escherichia
coli, FimH, lektini, sinteza z mikrovalovi.



Il. ABSTRACT

Adhesion protein FimH, which is located on the top of fimbriae 1 of uropathogenic
Escherichia coli (UPEC), binds a-D-mannose on the glycoprotein uroplakin la, which
leads to its adhesion to the host cell surface of the bladder. Uroplakin la is a constituent of
the urothelium, which is located in periuretral area in the lower urinary tract, specifically
bladder. Adhesins as virulence factors, which are located on the surface of the fimbriae, are
necessary for bacterial attachment to host cells, and thus, the beginning of the colonization

and subsequent development of infection.

Based on the known three-dimensional crystal structure of the adhesin FimH, numerous a-
D-mannosides have been synthesized and evaluated as FimH antagonists with a goal to
prevent the adhesion of E. coli to host cells. These inhibitors are mostly N- and O-
glycosides that are more prone to enzymatic degradation or hydrolysis. The aim of this
master’s thesis was to synthesize C-mannosides which are more resistant to metabolic

degradation, more stable and bioavailable than their O-glycosidic analogues.

In the context of the master's thesis, we synthesized five new a-D-mannosides with C-
glycosidic bond as potential antagonists of lectin FimH. Compounds previously
synthesized at the Department of Pharmaceutical Chemistry were taken as starting points
for further optimisation. Synthesis of the final compounds was conducted in six steps,
starting from D-mannose as the initial building block. The procedures of classical organic
synthesis and microwave-assisted synthesis were used to synthesize the final C-glycosides,
which are composed of glycone (a-D-mannose), which forms several hydrogen bonds in
the binding site, and the aglycone part, which consists of the -amino alcohol substituted
with aniline derivatives. The latter are important for formation of n-n stacking interactions
in the so-called "tyrosine gate”, which results in an increase in binding affinity.
Biochemical evaluation of the final compounds is still ongoing, so the results are not

included in the master's thesis.

Keywords: cell adhesion proteins, antiadhesive therapy, C-a-D-mannosides, Escherichia

coli, FimH, lectins, microwave-assisted organic synthesis.
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1. UVOD

1.1 Uroinfekcije

Infekcije urinarnega trakta (IUT) opredelimo, ko v vzorcu urina odraslih oseb,
pridobljenega s kateterizacijo, najdemo > 5x10* CFU/mL. Najbolj ogroZene so Zenske, saj
jih IUT zaradi razlik v anatomiji in zgradbi urogenitalnega trakta (UT) prizadanejo v
znatno ve¢ji meri kot moske, saj je secnica pri Zenskah priblizno trikrat kraj$a (4-5 cm) kot
pri moskih (16-20 cm). Ker je Escherichia coli (E. coli) normalno prisotna v ¢revesju, ji je
zaradi anatomske blizine prebavnega in urogenitalnega trakta olajSan vdor v urogenitalni
sistem. Pri otrocih diagnosticiramo 1UT, ko v urinu najdemo 10* CFU/mL pri vzorcih
pridobljenih s Kkateterizacijo in 10> CFU/mL pri vzorcih pridobljenih z odvzemom
neposredno iz mehurja. Za razliko od odraslih oseb so pri otrocih IUT pogosto posledica
anatomskih napak ali Se ne dovolj razvitega imunskega sistema. (1)

Mehanizmi, ki v telesu vzdrZujejo normalno sterilnost urinarnega trakta, so kislost
urina in prost pretok, normalni mehanizem praznjenja mehurja, urejeni in fizioloSko
normalni uretrovezikalni in uretralni sfinktri ter imunoloSke bariere in sluznica. Porusenje
kateregakoli od teh mehanizmov lahko povzroci uroinfekcijo. Ko potrdimo diagnozo IUT,
je zdravljenje usmerjeno v zdravljenje akutne infekcije, preprecitev urosepse in ohranjanje

funkcije ledvi¢nega parenhima. (2)

Povzrocditelji vnetij secil so predvsem gramnegativni bacili, v manjsi meri tudi
grampozitivni koki iz rodov Staphylococcus in Enterococcus. Pri mikrobioloski preiskavi
vzorca urina s sumom na IUT pogosto izolirajo tudi bakterije iz rodov Proteus, Klebsiella
in Enterobacter. Med njimi je kot najpogostejSi provrocitelj IUT E. coli, ki se nahaja v

debelem Crevesju in je provzrocitelj vsaj 80% cistitisov. (3)

Ko se patogeni mikroorganizmi pritrdijo na sluznico urinarnega trakta ter izzovejo
imunski odziv, se na povrsini v UT tvori biofilm. Slednji lahko predstavlja resne zaplete,
kadar se pojavi na katetrih in implantatih, kar v veliki meri provzroc¢i neustrezno praznjenje
mehurja, s c¢imer se porusi integriteta sistema. Biofilm je po definiciji skupina
mikroorganizmov, ki so medsebojno ali na substrat ireverzibilno pritrjeni, vkljuceni pa so v
zunajceliéni polimerni matriks, ki so ga zgradili sami. Gre za obrambni mehanizem

mikroorganizmov, ki omogoca izogibanje imunskemu odzivu gostitelja, odpornost proti
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protibakterijskim u¢inkovinam, dolgotrajne okuzbe in s tem tudi tezave z odpravljanjem

patoloskih procesov (3, 4).

1.1.1 Pregled zdravljenja uroinfekcij skozi zgodovino

Skozi evolucijo so tipiéne simptome uroinfekcij zdravili z rastlinskimi pripravki, ki so
se izkazali kot zelo ucinkoviti. Danes za zdravljenje uroinfekcij poleg pripravkov
rastlinskega izvora uporabljamo razlicne antibiotike in kemoterapevtike, ki delujejo
baktericidno in/ali bakteriostati¢no. Slednja pristopa vodita k razvoju vse vec¢je odpornosti
sevov E. coli, ki zahtevajo potrebo po razvoju novih protibakterijskih ué¢inkovin. To je
posebej pomembno pri bolnikih, ki zaradi ponavljajocih se infekcij razvijejo kroni¢no IUT.
Zato je pomembno iskati tudi dodatne alternativne pristope zdravljenja okuzb, kot je anti-
adhezijska terapija. Pri tem pristopu prepreCujemo pritrjevanje mikroorganizmov na
gostiteljske celice, s ¢imer hkrati prepre¢imo invazijo in aktivacijo virulence ter posledi¢no

razvoj okuzbe. (5, 6)

Simptomi uroinfekcije so pogosto zanemarjeni in se posledi¢no ne zdravijo, s ¢asom
izginejo, ali pa se veliko obolelih poda v samozdravljenje. S tak$nim na¢inom se v veliki
meri samo blazijo simptomi preko obilne hidracije in pitja zdravilnih ¢ajev, ki vsebujejo
npr. flavonoida arbutin in metil arbutin, prisotna v vednozelenem gorniku (Uvae ursi, L.),
proantocianidine v brusnici (Vaccinium macrocarpon, L. ) ter diuretiéne komponente
(flavonoidi iz zlate rozge Solidago virgaurea, L.). Potrebno je poudariti, da moramo pri
samozdravljenju zagotoviti alkalen pH urina, ki ga dosezemo z uravnotezeno prehrano,
makrobiotiki ter izogibanjem uzivanja hrane bogate z vitaminom C, rde¢ega mesa, pitja
kave itd. To je pomembno, saj samo v alkalnem urinu pride do cepitve O-glikozidne vezi
na arbutinu in s tem do nastanka hidroksikinona in fenola, ki imata antioksidativne in

antisepticne lastnosti ter preprecujeta pritrditev bakterij na stene mehurja (7, 8).

Pri zdravljenju infekcij urinarnega trakta se uporabljajo antiobiotiki in kemoterapevtiki,
kot so nitrofurantoin, cefalosporini (druge in tretje generacije), amoksicilin v kombinaciji s
klavulansko kislino, trimetoprim samostojno ali v kombinaciji s sulfametoksazolom. Pri
taksni terapiji je potrebna dodatna pozornost zdravnika in pacienta na pravilno jemanje
protibakterijskih uéinkovin zvecer, zadrzevanje urina vsaj 8 ur, da zdravilo lokalno deluje
dovolj casa in s tem zniza CFU na takSen nivo, da ni vec prisotnih patogenih

mikroorganizmov. Protimikrobna terapija pri IUT se pogosto za¢ne tudi, ko Se niso znani
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povrocitelj in njegova obcutljivost in rezistenca proti antibiotikom, kar lahko predstavlja
problem. Nepravilna raba protibakterijskih ucinkovin, kot so neredno jemanje,
neupoStevanje navodil in pred¢asna prekinitev jemanja zdravila pa vodi tudi do ponovnega
pojava IUT, relapsa in reinfekcije in s tem tudi do pojava vecjega Stevila rezistentnih sevov
E. coli (9, 10, 11).

Danes poleg omenjene antiadhezivne terapije preucujejo tudi strategije, ki bi preprecile
tvorbo biofilma ali unicile bakterije v obstojeCem biofilmu, ki ga tvori uropatogena E. coli
(UPEC). Med drugim so raziskovali tudi u¢inke alicina iz eteri¢nega olja Cesna na sevih
UPEC CFTO073 in J96, ki je v subinhibitornih koncentracijah zmanj3al tvorbo in porusil
zgradbo biofilma (Slika 1) (12).

Slika 1. Prikaz zgradbe biofilma seva UPEC CF3057 brez ali v prisotnosti alicina s
pomocjo vrsticnega elektronskega mikroskopa (SEM). A) Kontrola; brez alicina. B)
prisotnost 12 pg/mL, C) 25 pg/mL; D) 50 pug/mL alicina. Prirejeno po (12).
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1.2  Esherichia coli

Bakterijo E. coli je odkril in prvi preu¢eval Nemec Theodor Escherich v 18.
stoletju. Ima pomembno vlogo v mikrobiologiji, molekularni biologiji in sodobni
biotehnologiji ter bioinZenirstvu, Kkjer se uporablja za proizvodnjo velikih koli¢in
rekombinantih proteinov ali DNA. Ena izmed prvih aplikacij rekombinantne DNA
tehnologije je bila ravno genetska manipulacija E. coli za proizvodnjo inzulina. Lo¢imo
med sevi E. coli v ¢revesju (InPEC - intestinal pathogenic E. coli) in sevi izven Crevesja
(EXPEC - extra-intestinal pathogenic E. coli). Slednji zaradi anatomskih ali funkcijskih
nepravilnosti ter velikega inokuluma v potrebusnici lahko povzroc¢ajo Stevilne zunajceli¢ne
okuzbe. EXPEC lahko kolonizira v urinarnem traktu in osrednjem Zivcevju ter s prehodom

v kri provzroc¢i bakteriemijo (13).

E. coli je gramnegativni bacil, ki je naravno prisoten v fizioloski flori ¢revesja
¢loveka, saj v prebavnem traktu sodeluje pri proizvodnji vitamina K in presnovi hrane.
Kljub taksni simbiozi in komenzalizmu doloceni zunaj¢revesni sevi EXPEC povzrocajo
infekcije urinarnega trakta, ki so najbolj pogoste oportunisti¢ne okuzbe. ExPEC imajo
daljSi genom v primerjavi z INPEC, kar jim omogoc¢a zunajérevesno prezivetje. Njihova
virulenca omogoca kolonizacijo uroepitelija in povzrocitev vnetja, S tem pa tudi aktivacijo

genov, ki so odgovorni za izrazanje dejavnikov virulence (14, 15).

E. coli v svojem genomu vsebuje zapise za razlicne viruletne dejavnike, kot so
adhezini, toksini, kapsula, fimbrije, sistem za privzem ionov, sistem za izmik imunskemu
odzivu gostitelja, ki jih imenujemo tudi faktorji prezivetja. E. coli postane uropatogena, ce
navedeni virulentni dejavniki delujejo sinergisticno in s tem provzroéijo vnetje v
urinarnem traktu (16, 17, 18, 19).

Bakterije E. coli lahko razvrstimo v filogenetske skupine A, B1, B2 in D, med
katerimi izkazujejo urovirulenco sevi skupine B2. Za to skupino so znacilni adhezini,
oziroma fimbrije P, S, in Dr, ki bakteriji omogocajo adhezijo na uroepitelij, po kolonizaciji
pa tudi izlo¢anje toksinov (a-hemolizin, CNF-1 (citotoksi¢ni nekrotizirajoci faktor tipa 1),
aerobaktin), ki spodbudijo vnetni odziv. Za regulacijo ekspresije genov in s tem sintezo
virulentih dejavnikov mora UPEC Ziveti v za to primernem okolju, za samo prezZivetje pa
mora imeti dovolj hranil in Zeleza. Da bi se genski zapisi prevajali v informacijo za sintezo

vnetnih dejavnikov, je pomembna regulacija ekspresije genov (20, 21).
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1.2.1 Kolonizacija E. coli v urinarnem traktu

Z razliénimi raziskavami so razvili model, ki lahko pojasni mehanizem nastanka
IUT. Uropatogeni sevi E. coli, ki se nahajajo v crevesju, zaradi velikega inokuluma
preidejo v urinarni trakt in povzrocajo periuretralno kontaminacijo mehurja. V celicah
uroepitelija in znotraj lumna mehurja tvorijo znotrajcelicne skupnosti bakterij, ki so v
stanju mirovanja. Ko postanejo pogoji v mehurju, kot so npr. pH, temperatura, vsebnost
hranil in zeleza, optimalni za razvoj bakterij, se za¢nejo formirati fimbrije tipa 1, ki So

izjemnega pomena v zacetni fazi okuzbe. (22, 23)

Bakterije E. coli nato zapustijo notranjost gostiteljskih celic in pri¢nejo invazijo na
uroepitelij. Da pride do okuzbe, se bakterije E. coli s pomocjo adhezijskih proteinov
pritrdijo na gostiteljske celice, znotraj katerih se nato namnozijo. Okuzene epitelijske
celice gostitelja, ki so sedaj zrele celice, se z normalnim tokom urina Ius¢ijo in se tako
izlo¢ajo iz telesa. S tem pride do izmenjave, pri kateri se zrele »stare celice« luscijo, na
povrsje pa pridejo nezrele celice, ki Se niso razvile mehanizma za obrambo proti okuzbam
(Slika 2). V teh celicah se invazivni sevi UPEC nastanijo v podro¢jih zapletenega omrezja
mikorofilamentov in biofilma, kjer so manj dovzetni za razmnoZevanje in delovanje
protibakterijskih ucinkovin. Iz tega razloga se IUT ponavljajo in bakterije postanejo

rezistentnee proti protibakterijskim uc¢inkovinam (22, 23, 24).
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Slika 2. Kolonizacija bakterij E. coli v periuretralnem podrocju spodnjih secil. Akutni
cistitis - Znotrajcelicne skupnosti bakterij E. coli so v stanju mirovanja, ko Se nimajo
razvitih fimbrij 1. Ko se v mehurju spremenijo pogoji (pH, temperatura, vsebnost hranil),
se bakterije E. coli zacnejo razmnozZevati. Ko bakterije E. coli zapustijo okuzene celice,
zacnejo invazijo in adhezijo na uroplakin, hkrati pa pride do [uscenja povrsinskih celic.
Kronicni cistitis - nenehna kolonizacija in invazija bakterij E. coli provzroca relaps in
ponavljajoce se IUT. Prirejeno po (2).

IUT se razvijajo najprej v spodnjih secilih, ko ima UPEC razvite fimbrije tipa 1, potem pa
se Sirijo postopoma do zgornjih secil do ledvic, kjer imajo izraZzene fimbrije tipa P. Ko
bakterije kolonizirajo ledvi¢ni epitelij, ga poSkodujejo s hemolizinom, kar vodi do vdora v

krvni sistem in lahko celo do migracije v osrednje ziv¢eje in razvoja meningitisa (24).
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1.3 Sluznica urinarnega trakta, lektini in adhezija

Sluznica notranje stene mehurja je zgrajena iz uroepitelija, ki ga sestavljajo uroplakin 1,
Il in Ill. Uroplakina la in Ib spadata v druzino proteinov, ki so sestavljeni iz 4
transmembranskih domen. Gre za post-translacijsko modificirana proteina, ki sta razli¢no
glikozilirana. Tako je ¢loveski uroplakin Ia glikoziliran z a-D-manozo, uroplakin Ib pa je

glikoziliran s kompleksnimi glikani. (25, 26).

1.3.1 Lektini

Lektini so proteini neimunskega izvora, ki imajo sposobnost prepoznavanja specifi¢nih
monosaharidov v glikoproteinih, na katere se reverzibilno veZejo z visoko afiniteto.
Monosaharid, npr. D-manoza, se lahko nahaja na koncu verige kot nereducirajoci sladkor,
lahko pa je tudi lokaliziran znotraj oligosaharidne verige, ki je vezana na protein. V svoji
strukturi imajo lektini posebna vezavna mesta, ki se imenujejo domene za prepoznavo
ogljikovih hidratov (angl. carbohydrate recognition domain, CRD) in so specificne za
doloc¢ene ogljikove hidrate. Razlikujejo se od glikoproteinov, ker imajo ti v svoji strukturi
sladkor, lektini pa so proteini, ki vezejo sladkorje. Najdemo jih v bakterijah, glivah in
rastlinah. Pri bakterijah omogocajo adhezijo na gostiteljske celice in tkiva. Pogosto se
nahajajo na organelih, ki jih imenujemo fimbrije ali pili. Adhezine izraZajo tako patogene
kot saprofitske bakterije. Pri patogenih bakterijah imajo adhezini pomembno viogo v
patogenezi in vnetnih procesih, pri saprofitskih bakterijah pa imajo funkcije pritrjevanja na
podlago (26, 27, 28).

1.3.2 Adhezin - lektinski FimH receptor

Za E. coli je znano, da lahko vsebuje 200-500 fimbrij, ob¢utljivih za manozo, ki so
zgrajene iz razlicnih domen, ki jih sestavljajo proteini. Fimbrije so paliCaste strukture,
Siroke 7 nm in dolge 1-3 um, ki jih najdemo na povrsini bakterijske celice in so znacilne za
vse koliformne bakterije. Vecji del fimbrije predstavlja protein FimA, na vrhu fimbrije pa
je podenota FimH, ki ima vlogo lektinskega receptorja. FimF in FimG povezujeta FimH s
preostankom fimbrije. Prav zaradi svojega poloZaja in vloge je FimH najbolj raziskovana
domena, saj je odgovoren za adhezijo na celice gostitelja, s ¢imer predstavlja idealno tarco
za odkrivanje antiadhezivnih glikomimetikov. Znana sta dva adhezina, ki se nahajata na

dveh tipih fimbrij UPEC in se izraZzata odvisno od okolja in zgradbe epitelija. Adhezin
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FimH se nahaja na fimbrijah tipa 1 (v spodnjih secilih), drugi pa se nahaja na fimbrijah P
(po kolonizaciji UPEC v zgornja secila - ledvica) (26, 27).

Adhezin FimH na fimbrijah 1 se specifi¢no veze na uroplakin la (transmembranski
protein, ki je glikoziliran z oa-D-manozo na Asnl69), CD11/CD18 (integrina, ki sta
odgovorna za adhezijo levkocitov), CD44 (celi¢ni glikoprotein, ki je kljucen za
medsebojne interakcije celic ter adhezijo in migracijo slednjih) in CD48 (antigen, ki se
nahaja na mastocitih v urinarnem traktu in se razlikuje od ¢revesnega in dihalnega epitelija,
ki je v veliki meri zgrajen iz sluzi). V UT najdemo tudi manoziliran glikoprotein Tamm-
Horsfall, na katerega se preko fimbrij tipa 1 veze E. coli in tako zavira vezavo adhezinov
E. coli na epitelijske celice mehurja. Za ta protein, ki je imunomodulin, je znano, da

inhibira proliferacijo, saj ima imunosupresivno aktivnost. (28, 29)

S pomocjo rentgenske Kristalografije so dolo¢ili tridimenzionalno strukturo FimH,
Ki je sestavljen iz 279 AK in se deli na dve domeni in sicer: pilusno domeno (FimHyp) in
lektinsko domeno (FimHL). N-kon¢na lektinska domena, ki je specifi¢na za vezavo a-D-
manoze na povrsini uroplakina la, se nahaja pri samem vrhu FimH in je zgrajena iz 156
AK ostankov. C-kon¢na pilusna domena, s katero se adhezin veze na povrsino, pa je
zgrajena iz 123 AK ostankov (Slika 3). Masa celotnega proteina FimH znaSa priblizno 29
kDa (30, 31).



Suzana Kranjcec Sinteza C- manozidov kot potencialnih antagonistov lektinskega receptorja FimH

FimH

zunajceliéni prostor

@ FimD

Povezavna
domena

Slika 3. a) Kristalna struktura FimD-FimC-FimF-FimG-FimH. Proteinske podenote so
prikazane v obliki vijacnic in beta sodckov. FimD, oznacen z modro barvo, je povezan z N-
koncno domeno preko povezovalne domene obarvane vijolicno. FimC je obarvan rumeno
in je preko C-koncne domene 1 (CTD1) povezan s FimD. FimG, ki je obarvan oranzno,
povezuje FimD s pilusno domeno FimH, ki je obarvana zeleno. b) Kristalna struktura
kompleksa FimC-FimA, ki je povezan s pilusnimi podenotami fimbrije. FimG, obarvan
oranzno, povezuje FimHp s FimD. Prirejeno po (30).

Pomembno vlogo za vezavo na CRD lektina FimH imajo OH skupine a-D-manoze,
Ki vse razen reducirajoCega anomernega kisika na mestu 1 tvorijo Stevilne vodikove vezi in
hidrofobne interakcije z aminokislinskimi ostanki Phel, Asn46, Asp47, Asp54, GInl133,
Asnl135, Asp140 in Ph142 (Slika 4) (28).

Slika 4. Aminokislinski ostanki so prikazani v obliki palicic, vodikove vezi pa kot
prekinjene crte. Prirejeno po (28).
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Za vezavo inhibitorja v vezavno mesto na CRD je pomembno, da je aglikonski
distanénik zgrajen iz aromatskih obrocev, ki so klju¢nega pomena za izboljSanje afinitete
vezave. Tirozinska ostanka na CRD lektina FimH,Tyr48 in Tyr137, s stranskima verigama
oblikujeta strukturo, ki jo imenujemo »tirozinska vratax, ki s tvorbo n-m interakcij z
aromatskimi ligandi aglikonskega distan¢nika manokonjugatov povecajo afiniteto vezave
ligandov (Slika 5) (29, 30, 31).
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Slika 5. Kristalna struktura adhezina FimH_. Lektinsko domeno FimH razdelimo na
polarni zep, v katerega se veze a-D-manoza z H-vezmi (rdece obarvano). V tirozinskih
vratih (modro) interagirajo aromatski ligandi s Tyr48 in Tyrl37 preko n-m interakcij,
tvorijo pa se tudi van der Waalsove in hidrofobne interakcije. Prirejeno po (30).

1.4 lzziv farmacije - rezistenca bakterij na protibakterijske u¢inkovine

Odkritju in hitremu razvoju protibakterijskih u¢inkovin v 70. letih prejSnjega stoletja je
posledi¢no sledil tudi hiter razvoj bakterijske rezistence, ki predstavlja resno groznjo s

pojavom multirezistentnih sevov.
Glavni vzroki odpornosti bakterij so razli¢ni:

e pretirana in nepotrebna uporaba protibakterijskih u¢inkovin

e prekinitev zdravljenja preden je predvidena terapija kon¢ana

e velika poraba protibakterijskih ucinkovin v prehrambni industriji, v Ccistilnih
sredstvih

10
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¢ velika poraba protibakterijskih u¢inkovin v veterini

e uporaba protibakterijskih u¢inkovin v ¢isc¢enju odpadnih voda in neposredni vnos
protibakterijskih u¢inkovin v ¢loveski organizem preko hranil in vode iz okolja
(32).

Uporaba protibakterijskih u¢inkovin ima pogosto tudi svoje neZelene ucinke, kot so
diareja, zaprtje, glavoboli in vaginalne mikoze. Statistika kaze, da je v ZDA 19% pacientov
potrebovalo nujno medicinsko pomo¢ zaradi nezelenih ucinkov protibakterijskih
ucinkovin, od ¢esa so bile v najvecji meri (80%) prisotne alergijske reakcije. V Crevesju
imamo okoli 2-2,5 kg koristnih bakterij, ki se lahko deloma unicijo pri zdravljenju s
protibakterijskimi u¢inkovinami in s tem odprejo pot razmnoZevanju patogenih bakterij ter
pojavu prebavnih motenj, diareje, glavobolov in hujsanja. Prav tako se pri Zenskah poveca
razmozevanje glivic, predvsem Candide albicans, ki inaktivirajo limfocite T pri imunskem
odzivu. Pri baktericidnem ucinku protibakterijskih ucinkovin bakterije izlo¢ajo Stevilne
eksotoksine in endotoksine, ki lahko izzovejo alergijske reakcije in lahko poSkodujejo
tkivo. Pri nekaterih protibakterijskih uc¢inkovinah pa je mozna tvorba kompleksov s kationi
in je tudi zaradi tega njihova uporaba lahko omejena. Zaradi Stevilnih slabosti
protibakterijskih ucinkovin se pojavlja potreba po iskanju ucinkovite antiadhezivne

terapije, ki bi pomagala pri preprec¢evanju in zdravljenju okuzb UT (33).

1.5 Antiadhezivna terapija

Kolonizacija bakterij in posledi¢no razvoj okuzbe z bakterijami prebavnega trakta,
dihal in ustne votline poteka preko adhezije bakterij na tkivo gostitelja, kar jim omogoca
daljSe zadrZevanje v organizmu in izogibanje faktorjem imunskega sistema,
bakterioliticnim encimom in protibakterijskim u¢inkovinam. Taks$ne bakterije so v vecji
meri sposobne sintetizirati hranila, kar jim izbolj$a in poveca sposobnost prezivetja in

okuzbe gostitelja.

Glede na to, da je adhezija bakterij na gostiteljske celice pogoj za razvoj okuzbe, bi
lahko bilo potencialno zaviranje tega procesa u¢inkovit in uspeSen nacin v preprecevanju
okuzb (Slika 6). Na povrsini celic gostitelja se nahajajo ogljikohidratni epitopi, ki jih virusi
in bakterije prepoznajo in izkori$§¢ajo za kolonizacijo in razvoj infekcije. Derivati
ogljikovih hidratov kot antiadhezivi bi lahko bili alternativa klasi¢nemu zdravljenju z

antibiotiki in kemoterapevtiki, ki delujejo bakteriostaticno ali baktericidno. TakSne spojine

11
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bi imele Stevilne prednosti, pojav rezistence bakterij bi bil manjsi, mutacije adhezinov pri
patogenih pa bi neposredno povzrocile manjSo sposobnost patogena za adhezijo in invazijo
gostitelja. Bistveno je, da antiadhezivi niso baktericidni in je zaradi tega manjSa verjetnost
nastanka rezistentnih sevov patogenih mikroorganizmov za razliko od baktericidnih spojin,

kot so nekateri antibiotiki.
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Slika 6. Princip antiadhezivne terapije - preprecevanje pritrjevanja E. coli na uroepitelij
gostitelja z zdravljenjem uroinfekcij z manozidi. Prirejeno po (49).

Vendar se antiadhezivna terapija srecuje s Stevilnimi izzivi. Veliko patogenov ima
gene, ki kodirajo razli¢ne tipe adhezinov, mozno pa je tudi, da geni za adhezine mutirajo in
se zaradi tega patogenu zmanjSa verjetnost, da se veze na glikoprotein gostitelja.
Dosedanje Studije so pokazale, da se a-D-manopiranoza in metil-a-D-manopiranozid
veZeta na CRD/FimHL (K¢=2,3 pM) in povzrocata inhibicijo aglutinacije kvasovk,
povzro¢ene z E. coli (1C5=56 nM). Sintetizirani in in vivo okarakterizirani so bili tudi
derivati n-heptil-a-D-manopiranozida (ICs0=65 nM), bifenilni a-D-manopiranozidi
(I1C50=6,7-17 nM), indolin-a-D-manopiranozidi (ICs0=20 nM) in drugi. Vrednosti ICso za
FimH so dolocali z metodo kompetitivne vezave liganda v vezavno mesto lektinske

domene FimH (34).
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1.6  Potencialni antagonisti lektinskega receptorja FimH

Do sedaj so bili sintetizirani in bioloSko vrednoteni Stevilni C-, N- in O- manozidi
kot potencialni antagonisti FimH. Vecina med njimi je O-glikozidov, saj so sintezno
najlazje dostopni, ker je stereoselektivna tvorba O-glikozidne vezi v a-konfiguraciji dobro
opisana metoda, ki poteka z dobrim izkoristkom. Nasprotno je znanih C-glikozidov (Slika
7) in N-glikozidov malo, ¢eprav verjetno nudijo vecjo stabilnost, vendar so sintezne

moznosti omejene. (31, 34, 35, 36).

Slika 7. Serija C-manozidov z etilnim in propilnim distancnikom, Ki so jih pripravili Ruyck
in sodelavci. Prirejeno po (34).

Mydock-McGrane je s sodelavci objavil Studijo, v kateri so nacrtovali, sintetizirali
in ovrednotili N-, S- in C-manozide kot potencialne antagoniste FimH_. Sinteza slednjih je
temeljlila na novi, stereoselektivni sintezni poti z namenom tvorbe biarilnih C-manozidnih
antagonistov FimHy, s katero so Zeleli sintetizirati predvsem spojine s hidroksilno skupino
v R konfiguraciji na distan¢niku, Ki povezuje glikon in aglikon, saj so R-hidroksi analogi
izkazali bistveno mo¢nejse aktivnosti kot S-hidroksi izomeri. N- in S-manozidi so pokazali
SibkejSe aktivnosti (4 uM) kot obstojec¢i O-manozidi, medtem ko so C-manozidi v in vivo
Studijah na misih zaradi stabilnosti C-glikozidne vezi v prebavnem sistemu pokazali
bistveno boljse farmakokineti¢ne lastnosti od analognih O-manozidov. Zakljucili so, da je
vezava C-manozidov v FimHL stereospecificno pogojena, saj je R-hidroksi izomer pokazal
60-kratno povecanje afinitete do vezavnega mesta v primerjavi s S-izomerom (Slika 8).
Ker so paralelno sintetizirali tudi manozide z metilaminskim in triazolskim distan¢nikom,
so ugotovili, da le-ti ne tvorijo ugodnih interakcij z vezavnim mestom FimH, saj so imeli

Sibko antagonisti¢no aktivnost. (37).
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Slika 8. C-manozidi, ki so jih sintetizirali Mydock-McGrane s sodelavci. R-hidroksi izomer
je pokazal 60-krat vecjo ucinkovitost v razgradnji biofilma kot S-hidroksi izomer. Prirejeno
po (37).

Za nacrtovanje antagonistov FIimH je potrebno poznavanje tridimenzinalne strukture
lektinske domene receptorja FimH, ki specifi¢no veze a-D-manopiranozide, Ki so sestavni
del kompleksnih naravno prisotnih N-glikanov na povrsini proteinov. Hidrofobni aglikon
mora biti povezan z D-manozo v a-anomerni konfiguraciji, kar predstavlja enega od
sinteznih izzivov pri pripravi antagonistov. Studije so pokazale, da se f-D-manokonjugati

zaradi steri¢nih ovir ne morejo vezati v vezavno mesto lektina FimH (35, 38, 39).
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2. NAMEN DELA

Cilj eksperimentalnega dela magistrske naloge bo nacrtovanje in sinteza novih
potencialnih antagonistov FimH s C-glikozidno vezjo, ki bodo vsebovali a-D-manozo in
hidrofobni aglikon, ki je sestavljen iz distan¢nika in aromatskega obroca (Slika 9). S
pomocjo uvedbe aromatskega obroc¢a derovatov anilina bomo poskuSali s tvorbo n-n
interakcij s Tyrd8 in Tyrl37 v tirozinskih vratih FimH izboljSati afiniteto spojin do lektina
in s tem posledi¢no prepreciti adhezijo UPEC na uroepitelij (Slika 9). Pripravili bomo C-
glikozidne analoge obstojecih spojin, s ¢imer zelimo izboljsati hidrolitsko stabilnost
obstojecih O-glikozidov. Testirali bomo tudi antagonisticno aktivnost konc¢nih
sintetiziranih spojin na rekombinantnem FimH in rezultate uporabili v naslednjem ciklu

nacrtovanja in sinteze.

FimG
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Slika 9. Princip antiadhezivnega delovanja z nacrtovanimi antagonisti FimH. Uroplakin la
je glikoprotein, ki je manoziliran z a-D-manozo (obarvana vijolicno rdece). Na konicah
fimbrij 1 se nahaja adhezin FimH, ki s svojo lektinsko domeno FimHL specificno prepozna
manozo na uroplakinu la. Po vezavi a-D-manoze v vezavno mesto FimH pride do
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pritrjevanja E. coli na povrsino uroepitelija. Potencialni antagonisti FimH tekmujejo z
manozo na uroplakinu la za vezavna mesta na FImHL in tako preprecijo pritrjevanje E.
coli na stene mehurja.

Nacrtovane spojine bomo sintetizirali, tako kot je prikazano v Shemi 1. Zaceli bomo
s Fisherjevo glikozilacijo, s katero bomo uvedli metilno skupino na anomerno OH skupino.
Ker je manoza polifunkcionalna spojina, bomo vse OH skupine, razen anomerne, zascitili
bodisi v obliki benzilnega etra bodisi v obliki acetata. Sledila bo stereoselektivha C-
glikozilacija ob prisotnosti Lewisove kisline in nato oksidacija alkena do epoksida s
Prilezhaevo reakcijo. Dobljeni epoksid bomo potem odpirali z razlicnimi nukleofili,

predvsem z anilini. Na koncu bo sledila $e odstranitev za$¢itnih skupin (40).

Shema 1. Reagenti in pogoji. a) metanol, Amberlite 120 IR, 75 °C, 12 h; b) (i) N,O-
bistrifluoroacetamid, acetonitril, 80 °C, 2,5 h; (i) aliltrimetilsilan, trimetilsilil
trifluorometansulfonat, sobna T, 24 h; c) piridin, acetanhidrid, sobna T, 24 h; d) m-
kloroperoksibenzojska kislina, diklorometan, 40 °C, 3 h; e) anilin, propan-2-ol, 80 °C, 24 h;
ali (MW) dioksan, anilin, kalcijev triflat, 120 °C, 15 bar, 30 W, 3 h; f) propan-2-ol, p-
metoksianilin, 80 °C, 24 h; ali (MW) dioksan, p-metoksianilin, kalcijev triflat, 120 °C, 15
bar, 30 W, 3 h; ali (MW) dioksan, metil 4-aminobenzoat, kalcijev triflat, 6 h, 120 °C, 15
bar, 30 W; h) brezvodni metanol, natrijev metoksid, sobna T, ¢ez noc¢; i) (i) N,N-
dimetilformamid, natrijev hidrid, benzilbromid, 0 °C, 2,5 h; (ii) sobna T, ¢ez no¢; j) (i)
acetonitril, aliltrimetilsilan, trimetilsilil trifluorometansulfonat; (ii) sobna T, 24 h; k) Ha,
Pd/C, ocetna kislina, etanol, sobna T, ¢ez noc.
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3. MATERIALI IN METODE

Laboratorijska oprema:

Laboratorij na Katedri za farmacevtsko kemijo je bil opremljen z naslednjo laboratorijsko

opremo, ki smo jo uporabljali pri eksperimentalnem delu:

e magnetno mesalo IKA® RCT basic IKAMAG Magnetic stirrer

e tehtnica METTLER®TOLEDO PB403-S/FACT Precision Balance, Sartorius Max
620 g

e UV svetilka CAMAG UV-cabinet II (A=254 nm/366 nm)

e rotavapor BUCHI ®type R-200

e Ultrazvocna kadicka

e hibridna vakuumska ¢rpalka TRIVAC D88

e mikrovalovni reaktor CEM Discover S System, (CEM Corporation, USA).

Reagenti in topila:

Pri eksperimentalnem delu smo uporabili reagente in topila proizvajalcev Apollo
Scientific, Acros Organics, TCI, Fluka, Panreac, Sigma Aldrich in Merck. Brezvodna
topila so bila pripravljena tik pred uporabo v skladu z literaturnimi postopki. Argon in

vodik smo uporabljali iz jeklenk, ki jih polni Messer.
Kromatografske metode:

1. Tankoplastna kromatografija:

To metodo smo uporabljali za spremljanje poteka reakcij in pri kolonski kromatografiji za
dolo¢anje primerne mobilne faze ter za spremljanje ¢istote zbranih frakcij. Kot stacionarno
fazo smo uporabljali plos¢e Merck Silica Gel 60 Fass z 0,20 mm debelim nanosom
silikagela na aluminijastem nosilcu z dodatkom fluorescencnega oznacevalca, uporabljene
mobilne faze so navedene v posameznih sinteznih postopkih. Za detekcijo spojin na
kromatografskih plos¢icah smo uporabljali UV lucko valovne dolzine 254 nm in

orositvena reagenta fosfomolibdensko kislino ter bromkrezolno zeleno.
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2. Kolonska kromatografija:

Surove produkte smo Cistili s »flash« kolonsko kromatografijo, t.j. kolonska
kromatografija, pri kateri pospesimo pretok mobilne faze z zra¢nim nadtlakom. Uporabljali
smo steklene kolone razli¢nih velikosti v odvisnosti od koli¢ine zmesi za lo¢evanje in kot
stacionarno fazo silikagel Merck Silica Gel 60 z velikostjo delcev 0,040 — 0,063 mm.
Mobilne faze so navedene v posameznih sinteznih postopkih.

Raztopine kot mobilne faze (MF) uporabljene za TPK in kolonsko kromatografijo so

navedene v Preglednici 1.

Preglednica 1. Mobilne faze uporabljene za tankoplastno in kolonsko kromatografijo

mobilna faza topilo 1 topilo 2 topilo 1: topilo2
A EtOAC heksan 11
B EtOAC heksan 1:2
C EtOAC heksan 1:4
D EtOAC heksan 2:1
E EtOAC metanol 4:1
F EtOAC metanol 15:1

Orositveni reagenti: fosfomolibdat in ninhidrin
Spektroskopske metode:

1. Jedrska magnetna resonanca (NMR):

'H-NMR spektre sintetiziranin spojin smo posneli na Bruker Avance Il 400 MHz
spektrometru na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Vzorce smo raztopili v
devteriranih topilih CDClz, DMSO-ds ali CD3OD. Kot interni standard smo uporabljali
tetrametilsilan (TMS). Spektre smo obdelali s programom MestRe-C 4.7.0 razvijalca
Masterlab Research S. L.

2. Masna spektrometrija (MS):

Masni spektri so bili posneti na masnem spektrometru VG-Analytical AutoSpec Q s

tehniko ESI v Centru za masno spektrometrijo na Institutu Jozef Stefan v Ljubljani.
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3. Infrardeca spektrometrija (IR):

Spektre IR smo posneli na spektrometru Nicolet Nexus 470 FT-IR na Fakulteti za

farmacijo Univerze v Ljubljani.
RacunalniSka programska oprema:

Strukture spojin in reakcijske sheme smo narisali v programu ChemBioDraw Ultra 12,
Cambridge Soft. Znanstvene ¢lanke smo iskali s pomo¢jo podatkovnih baz SciFinder in
PubMed.

Mikrovalovni reaktor

Reakcije z mikrovalovi smo izvajali v mikrovalovnem reaktorju proizvajalca CEM
Discover S System, (CEM Corporation, USA). Temperaturni razpon (50-300 °C); mo¢ 0-

300 W pri 2,45 MHz; opremljen z magnetnim meSalom.
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4. EKSPERIMENTALNO DELO

4.1  Sinteza metil-a-D-manopiranozida

REAKCIJA:

POSTOPEK:

V bucko, prepihano z argonom, smo natehtali 10,055 g (0,558 mol) a-D-(+)-manoze in jo
raztopili v 200 mL brezvodnega metanola. Med meSanjem na magnetnem meSalu smo
reakcijski zmesi dodali 10 g kislega ionskega izmenjevalca Amberlite IR 120, pri ¢emer je
nastala suspenzija rahlo oranzne barve. Amberlite IR 120 smo pred dodatkom v reakcijsko
zmes sprali z metanolom. Reakcijo smo pustili potekati ¢ez no¢ pod refluksom pri 75 °C v
argonovi atmosferi. Potek reakcije smo preverjali s TPK kromatogramom (MF:
CH3CN/MeOH:H20=10:1:1). Po 12 urah meSanja na oljni kopeli smo reakcijsko zmes
ohladili, smolo odfiltrirali s presesavanjem in 8e dodatno spirali z MeOH (3 x 10 mL).
Filtratu smo uparili topilo pod znizanim tlakom in ga dodatno susili ¢ez no¢ v susilniku pri
60 °C. Dobili smo 10,880 g spojine 1, ki smo jo brez dodatnega ¢is€enja uporabili v
naslednji stopnji.

PRODUKT:

Elementna sestava: C7H140¢ Rt 0,6 (EA/HEX=1/2)
Izgled: beli do svetlorumeni prah OR: fosfomolibdat
Izkoristek: 99% Mr: 194,182 g/mol
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MERITVE:

IH-NMR 6 3,22-3,27 (m, 4H, H-manoza, CHs), 3,38-3,48 (m, 4H, 4 x H
(400 MHz, DMSO-ds) | -manoza), 3,59 (ddd, 1H, J1=4,6 Hz, J,=3,4 Hz, J;=1,7 Hz, H-
manoza), 3,66 (ddd, 1H, J:=11,6 Hz, J>=6,0 Hz, J3=2,1 Hz, H-
manoza), 4,47 (t, 1H, J=6,0 Hz, H-manoza), 4,49 (d, 1H, J=1,6
Hz, H-manoza), 4,57 (d, 1H, J=6,0 Hz, H-manoza), 4,72 (dd,
2H, J1=4,9 Hz, J>=2,5 Hz, H-manoza) ppm

3.2 Sinteza metil-2,3,4,6-(tetra-O-benzil)-a-D-manopiranozida

REAKCIJA:

POSTOPEK:

V 500 mL dvogrlo bucko, prepihano z argonom, smo natehtali 8,442 g (0,044 mol) spojine
1 in jo raztopili v priblizno 150 mL brezvodnega N,N-dimetilformamida, ki smo ga
predhodno pripravili s suSenjem nad molekularnimi siti. MeSali smo na magnetnem
mesalu, dokler se spojina 1 ni popolnoma raztopila, in potem pocasi po delih dodajali na
konici plasticne spatule 10,8 g (0,27 mol) 60% suspenzije natrijevega hidrida v
mineralnem olju. Zmes se je penila in segrela, zato smo reakcijo izvajali s hlajenjem na
vodni kopeli. Po dodanem natrijevem hidridu smo reakcijsko zmes mesali pri sobni
temperaturi priblizno 2,5 ure. S kapalnikom smo dodali 25 mL (0,21 mol) benzil bromida
in pustili reagirati ¢ez no¢ pri sobni temperaturi na vodni kopeli. Potek reakcije smo
spremljali s TPK (MF: EA/HEX=1/2). Reakcijski zmesi smo nato dodali 100 mL dietiletra
in zmes prenesli v 500 mL lij lo¢nik. Dodali smo 200 mL precisc¢ene vode, locili fazi in
potem vodno fazo ekstrahirali Se z 2x100 mL dietiletra. Zdruzene organske faze smo
prenesli v 500 mL lij lo¢nik in sprali z 3x100 mL nasi¢ene raztopine NaHCO3 in 3x100

mL nasi¢ene raztopine NaCl. Organsko fazo smo suSili nad NaxSOs, filtrirali in topilo
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uparili pod znizanim tlakom. Tako smo dobili 25,473 g surovega produkta sivo bele barve,
ki smo ga cistili s kolonsko kromatografijo (MF: EA/HEX=1/2). Dobili smo 16,693 g

spojine 2. Sintezo smo nadaljevali z tvorbo alila in sintezo spojine 3.

PRODUKT:

Elementna sestava: CzsH330s Rs: 0,45 (EA/HEX=1/2)

Izgled: svetlorumeno olje OR: fosfomolibdat

Izkoristek: 66,1% Mr: 554,68

MERITVE:

IH-NMR & 3,36 (s, 3H, CHs), 3,75-3,85 (m, 4H, 4 x H-manoza), 3,92
(400 MHz, CDCl») (dd, 1H, J1=3,2 Hz, J,=9,1 Hz, H-manoza), 4,02 (t, 1H, J=9,3

Hz, H-manoza), 4,55 (d, 1H, J=10,6 Hz, H-manoza), 4,57 (d,
1H, J=12,2 Hz, CHH-O-Ar), 4,65 (s, 2H, Ar-O-CHy), 4,71 (d,
1H, J=12,3 Hz, Ar-O-CH-H), 4,78 (dd, 3H, J1=2,1 Hz, J,=16,5
Hz, Ar-O-CH2, Ar-O-CH-H), 4,93 (d, 1H, J=10,9 Hz, Ar-O-
CH-H), 7,19-7,20 (m, 2H, 2 x Ar-H), 7,26-7,41 (m, 18H, 18 x
Ar-H) ppm

3.3 Sinteza 3-(tetra-O-benzil-a-D-manopiranozil)propena

REAKCIJA:

POSTOPEK:

V bucko, ki smo jo prepihali z argonom, smo natehtali 8,798 g (1,586 mmol) spojine 2 ter
jo raztopili v 100 mL brezvodnega acetonitrila. Sistem smo zaprli septumom in z brizgo
dodali 14,4 mL (17,625 g, 0,079 mol) TMSOTT. Po pribliZzno pol ure meSanja smo dodali

Se 5 mL (3,625 g, 0,032 mol) aliltrimetilsilana in pustili meSati ¢ez no¢ pri sobni
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temperaturi. Potek reakcije smo spremljali s TPK (MF: EA/HEX=1/2). V reakcijsko zmes
smo nato dodali 20 mL nasi¢ene raztopine NaHCOz in acetonitril uparili pod znizanim
tlakom. Zaostalo vodno fazo smo ekstrahirali z 3 x 20 mL diklorometana. Organsko fazo
smo suSili nad NaxSOQg, filtrirali in uparili do suhega. Tako smo dobili 27,343 g surovega
produkta, ki smo ga Cistili s kolonsko kromatografijo (MF: EA/HEX=1/2), s katero smo

pridobili 4,22 g spojine 3, ki smo jo uporabili za sintezo tvorbe epoksida.

Elementna sestava: C37H400s Rs: 0,58 (EA/HEX=1/2)

Izgled: svetlorumeno olje OR: fosfomolibdat

Izkoristek: 49% Mr: 564,72

MERITVE:

'H-NMR 5 2,29-2,45 (m, 2H, CHy), 3,66 (dd, 1H, J1=3,2 Hz, J>=4,8 Hz,
(400 MHz, CDCl3) H-manoza), 3,74 (dd, 1H, J1=3,6 Hz, J,=10,3 Hz, H-manoza),

3,78-3,92 (m, 4H, H-manoza), 4,08 (ddd, 1H, Ji=4,8 Hz,
J»=6,2 Hz, J3=7,6 Hz, H-manoza), 4,53-4,66 (m, 7H, 3 X Ar-O-
CH2, Ar-O-CHH), 4,74 (d, 1H, J=11,4 Hz, Ar-O-CHH), 5,02-
5,05 (m, 1H, -CH-CHH), 5,06-5,10 (m, 1H, -CH-CHH), 5,74-
5,85 (m, 1H, -CH-CHy), 7,22-7,26 (m, 2H, 2 x Ar-H), 7,30-
7,45 (m, 18H, 18 x Ar-H) ppm

3.4 Sinteza Sinteza 1',2'-epoksi-3'-(tetra-O-benzil-a-D-manopiranozil)propana

REAKCIJA:

POSTOPEK:

Bucko smo prepihali z argonom, vanjo natehtali 4,22 g spojine 3 (7,47 mmol) in jo
raztopili v 40 mL CH2Cl>. Dodali smo 2,00 g (8,97 mmol) 77% disperzije mCPBA in

segrevali pod refluksom priblizno 2 uri. Potek reakcije smo preverjali s TPK (MF:
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EA/HEX=1/2). Po priblizno 2,5 ure segrevanja smo dodali Se 1,70 g (7,76 mmol)
disperzije mCPBA in segrevali Se dodatno uro. Izolacijo smo izvajali tako, da smo najprej
organsko fazo sprali z 2 x 40 mL 1 M NaOH in nato z 2 x 40 mL nasiéene raztopine NaCl.
Organsko fazo smo susili nad Na>SOs, filtrirali in topilo uparili pod znizanim tlakom, surov
produkt (4,9 g) pa distili s kolonsko kromatografijo (MF: EA/HEX= 1/4). Dobili smo

3,293 g Ciste spojine 4.
PRODUKT:
Elementna sestava: C37H400s Rf: 0,25 (EA/HEX=1/2)
Izgled: svetlorumeno olje OR: bromkrezolno zeleno
Izkoristek: 76% Mr: 580, 71 g/mol
'H-NMR 0 1,67-2,07 (m, 2H, CHy), 2,51 (ddd, 1H, J1=2,8 Hz, J,=5,1 Hz,

(400 MHz, CDCls) | J2=7,8 Hz, H-epoksid), 2,71-2,81 (m, 1H, H-epoksid), 3,01-3,11
(m, 1H, H-epoksid), 3,64-4,01 (m, 6H, 6 x H-manoza), 4,11-4,31
(m, 1H, H-manoza), 4,54-4,72 (m, 8H, 4 x Ar-O-CHy), 7,21-7,45
(m, 20H, 20 x Ar-H) ppm

HR-MS (ESI") Izra¢unan 581,2878; izmerjen 581,2910

3.5.1 Poskus sinteze 2-hidroksi-3-(tetra-O-benzil-a-D-manopiranozil)propoksi-1-naftola

PREDVIDENA REAKCIA:
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REAKCIJA:

POSTOPEK:

Raztopina 1:

Najprej smo pripravili natrijev etilat. V suho bucko, prepihano z argonom, smo natehtali 64
mg (2,79 mmol) natrija, ga raztopili v 5 mL brezvodnega etanola in pustili meSati pri sobni
T, dokler ni reagiral ves natrij. VV dobljeni raztopini natrijevega etilata smo suspendirali
403,2 mg (2,79 mmol) 1-naftola in meSali priblizno 15 minut. Raztopina se je obarvala

rahlo zeleno.

Raztopina 2:

V bucko, prepihano z argonom, smo natehtali 1,083 g (1,87 mmol) spojine 4 in jo raztopili

v 2 mL brezvodnega etanola.

Raztopini 1 in 2 smo nato zdruzili ter pustili mesati pod refluksom ¢ez noc. Potek reakcije
smo spremljali s TPK (MF: EA/HEX=1/2). Zmesi smo nato uparili topilo, preostanek pa
raztopili v 40 mL etilacetata. Organsko fazo smo spirali z 2 x 40 mL 10% citronske kisline
in 2 x 40 mL nasi¢ene raztopine NaHCOz. Organsko fazo smo suSili nad NaxSOs, filtrirali

in topilo uparili pod znizanim tlakom. Po ¢is¢enju 1,316 g surovega produkta s kolonsko
kromatografijo (MF: EA/HEX=1/4) smo dobili 104 mg spojine 5.

PRODUKT:

Elementna sestava: CzgHas07 Rt 0,36 (EA/HEX=1/2)
Izgled: belo sivi kristali OR: fosfomolibdat
Izkoristek: 19% Mr: 626,78 g/mol
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MERITVE:

'H-NMR 6 1,07-1,10 (t, 3H, J = 7,0 Hz, -CH3), 1,32-1,88 (m, 2H), 3,24-
(400 MHz, DMSO-ds) | 3,45 (m, 4H), 3,58-3,85 (m, 7H), 4,13-4,23 (m, 1H), 4,45-4,72
(m, 9H), 7,21-7,37 (m, 20H, 20 x Ar-H) ppm

MS (ESI* Na) IzraCunan 649, 42 izmerjen 649,41

3.5.2  Sinteza 2-hidroksi-3-a-D-manopiranozilpropana
REAKCIJA:

POSTOPEK:

Spojino 5 (1,50 g, 2,35 mmol) smo raztopili v 5 mL brezvodnega MeOH. V raztopino smo
dodali 3 kapljice ocetne kisline in bucko prepihali z argonom. Potem smo dodali 10% Pd/C
(16 mg). Po dodatku katalizatorja smo reakcijsko zmes 30 minut prepihavali z vodikom,
nato pa smo na bucko namestili balon z vodikom in mesali ¢ez no¢ pri sobni temperaturi.
Potek reakcije smo spremljali s TPK. Odfiltrirali smo katalizator skozi Celite 545 in topilo
uparili pod znizanim tlakom. NMR in MS spektra surovega produkta sta pokazala, da
izolirana spojina ni nas Zeljen produkt, ampak se je pri katalitskem hidrogenranju odprl

obro¢ epoksida, pri ¢emer smo dobili 523 mg spojine 6.
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PRODUKT:

Elementna sestava: C11H2207 Rs: 0 (EA/HEX=1/2)
Izgled: rumeno olje OR: fosfomolibdat
Izkoristek: 73% Mr: 222,11 g/mol
MERITVE:

IH-NMR § 1,22 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 1,35-1,51 (m, 1H), 1,59 (ddd, J; =
(400 MHz, MeOD) 14,2 Hz, J> =6,1 Hz, J3 = 4,9 Hz, 1H), 1,82-2,05 (m, 3H), 3,30-
4,24 (m, 12H), 7,29-7,09 (m, 1H) ppm

MS (ESI* Na) IzraCunan 245,11 ; izmerjen 245,12.

3.6 Sinteza 3-a-D-manopiranozilpropena

REAKCIJA:

\J

POSTOPEK:

Dvogrlo bu¢ko smo opremili s septumom in povratnim hladilnikom s klorkalcijevo cevko,
prepihali z argonom, vanjo natehtali 10,88 g (0,0608 mol) spojine 1 in jo suspendirali v 40
mL brezvodnega acetonitrila, ki smo ga predhodno pripravili s suSenjem nad
molekularnimi siti. Suspenziji smo skozi stransko grlo z brizgo dodali 11,072 mL (0,0456
mol) BSTFA in segrevali pri 80 °C na oljni kopeli priblizno 2,5 ur. Dvogrlo bu¢ko smo
odstranili z oljne kopeli in jo postavili na ledeno kopel ter jo postopoma ohladili. Pri 0 °C
smo skozi septum z brizgo dodali 55 mL (0,304 mol) TMSOTTf in zatem Se 48,31 mL
(0,304 mol) aliltrimetilsilana. Spojina 1 se je po dodatku reagentov takoj raztopila, pri
Cemer je nastala rumena raztopina. Reakcijo smo pustili meSati ¢ez no¢ pri sobni
temperaturi, sistem pa smo zaprli z septumom. Potek reakcije smo preverjali s TPK (MF:

EA/MeOH=4/1). Po priblizno 12 urah meSanja smo reakcijo ustavili in nadaljevali z
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izolacijo. Reakcijsko zmes smo na ledeni kopeli naalkalili do pH 7 s trdnim NaOH. Vodno
in organsko fazo smo uparili pri znizanem tlaku, pri ¢emer smo dobili rahlo rumen surov
produkt, ki smo ga C¢istili s kolonsko kromatografijo (MF. EA/MeOH=15/1 in
EA/MeOH=8/1). Po ¢is¢enju smo dobili 5,313 g belega prahu spojine 7.

PRODUKT:

Elementna sestava: CoH1605 Rf: 0,30 (EA/MeOH=4/1)

Izgled: bela trdna snov OR: fosfomolibdat

Izkoristek: 46% Mr: 204,22 g/mol

MERITVE:

IH-NMR § 2,32-2,42 (m, 1H), 2,46-2,66 (m, 1H), 3,44-3,52 (m, 1H), 3,54-

(400 MHz, MeOD) 3,88 (M, 1H), 3,93 (ddd, J; = 8,9 Hz, J> = 6,6 Hz, Js = 2,5 Hz,
1H), 5,09 (m, 1H), 5,15 (m, 1H), 5,88 (m, 1H) ppm

3.7 Sinteza 3-(tetra-O-acetil-a-D-manopiranozil)propena

REAKCIJA:

POSTOPEK:

V bucko smo natehtali 5,313 g (0,0342 mol) spojine 7 in jo raztopili v 200 mL
brezvodnega piridina, ki smo ga predhodno pripravili s suSenjem nad molekularnimi siti.
Reakcijsko zmes smo med meSanjem na ledeni kopeli ohladili na 0 °C in s kapalnikom
previdno po kapljicah dodali 13,3 mL (0,14 mol) acetanhidrida. Po priblizno pol ure smo
po kapljicah dodali Se dodatnih 3,5 mL (0,036 mol) acetanhidrida. Kapalnik smo odstranili
in reakcijo pustili potekati ¢ez no¢ pri sobni temperaturi v argonovi atmosferi. Potek

reakcije smo preverjali s TPK (MF: EA/HEX=1/1). V reakcijsko zmes smo najprej dodali
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100 mL EA in vse skupaj prenesli v 500 mL lij lo¢nik. Organsko fazo smo spirali s 3 x 100
mL nasicene raztopine NaHCOgz, nato s 3 x 100 mL 1 M HCI. Organsko fazo smo susili
nad Na>SOg, filtrirali in topilo uparili pod znizanim tlakom. Tako smo dobili 2,28 g spojine

8, svetlorumenega olja, ki smo ga uporabili za nadaljnjo oksidacijo alila in tvorbo

epoksida.

PRODUKT:

Elementna sestava: C17H2409 Rt 0,28 (EA/HEX=1/1)

Izgled: svetlorumeno olje OR: fosfomolibdat

Izkoristek: 28% Mr: 372,37 g/mol

MERITVE:

'H-NMR 62,01 (s, 3H), 2,06 (s, 3H), 2,12 (s, 3H), 2,18 (s, 3H), 3,99 (ddd,

(400 MHz, CDCly) J1 =94 Hz, J» = 5,4 Hz, J3 =2,4 Hz, 1H), 4,10-4,18 (m, 2H),
431 (dd, 1H, J; = 12,2 Hz, J, = 5,4 Hz,), 4,74 (d, J = 1,8 Hz,
1H), 5,22-5,37 (m, 1H) ppm

HR-MS (ESI*) Izra¢unan 373,1498; izmerjen 373,1499.

3.8 Sinteza 1',2'-epoksi-3'-(tetra-O-acetil-a-D-manopiranozil)propana

REAKCIJA:

POSTOPEK:

V bucko, ki smo jo prepihali z argonom, smo natehtali 2,28 g (6,127 mmol) spojine 8, jo
raztopili v 15 mL diklorometana in refluktirali priblizno pol ure, dokler se oljasta spojina 8
ni popolnoma raztopila. Bu¢ko smo opremili s povratnim hladilnikom in klorkalcijevo
cevko. V raztopino smo dodali 2,74 g (12,2 mmol) 77% disperzije mCPBA in refluktirali.
Potek oksidacije smo spremljali s TPK (MF: EA/HEX=1/1) in po priblizno 2,5 urah smo
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dodali Se 0,526 g (3,05 mmol) mCPBA. Po priblizno 3 urah segrevanja smo ustavili
reakcijo. Reakcijsko zmes smo ohladili do sobne temperature in uparili topilo pri znizanem
tlaku. Dobili smo 2,58 g surovega produkta, ki smo ga ¢istili s kolonsko kromatografijo
(MF: EA/HEX=1/1). Dobili smo 1,60 g spojine 9.

PRODUKT:

Elementna sestava: C17H24010 Rs: 0,28 (EA/HEX=1/1

Izgled: svetlorumeno olje OR: bromkrezol zeleno

Izkoristek: 67 % Mr: 388,37 g/mol

MERITVE:

'H-NMR 6 1,68 (ddd, J1 = 14,7 Hz, J> = 7,1 Hz, J3 =4,2 Hz, 1H), 1,96 (m,

(400 MHz, CDCly) 1H), 2,06-2,16 (m, 12H), 2,56-2,60 (m, 1H), 2,79-2,87 (m, 1H),
3,04-3,11 (m, 1H), 3,94-4,03 (m, 1H), 4,12-4,27 (m, 2H), 4,41-
4,49 (m, 1H), 5,14-5,29 (m, 3H) ppm.

HR-MS (ESI") Izracunan 389,1443; izmerjen 389,1448.

3.9 Sinteza 1-(tetra-O-acetil-a-D-manopiranozil)-3-(fenilamino)propan-2-ola

REAKCIJA:

METODA A: klasi¢na sinteza

V bucko smo natehtali 110 mg (2,83 mmol) spojine 9 in jo raztopili v 3 mL izopropanola.
Potem smo dodali Se 0,039 mL (0,34 mmol) anilina, reakcijsko zmes prepihali argonom in
jo opremili s povratnim hladilinikom in klorkalcijevo cevko ter refluktirali ¢ez no¢. Potek

reakcije smo spremljali s TPK (MF: EA/HEX=2/1). Nato smo uparili izopropanol in surov
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produkt cistili s kolonsko kromatografijo (MF: EA/HEX=1/2). Dobili smo 123 mg spojine
10.

PRODUKT:

Elementna sestava C23H31NO1o Rs: 0,35 (EA/HEX=2/1)
Izgled: svetlorumeno olje OR: fosfomolibdat
Izkoristek: 90% Mr: 481,49 g/mol

METODA B: postopek z mikrovalovi

V mikrovalovni reaktor smo natehtali 117 mg (0,301 mmol) spojine 9 in jo raztopili v 2
mL dioksana. Z avtomatsko pipeto smo dodali 0,04 mL anilina (4,9 mmol) in na konici
spatule katalizator kalcijev triflat. Reakcijsko zmes smo meSali in segrevali v
mikrovalovnem reaktorju 2 uri pri temperaturi 120 °C, tlaku 15 bar in moc¢i 300 W. Potek
reakcije smo spremljali s TPK (MF: EA/HEX=1/1). Dioksan smo uparili pod znizanim
tlakom, surov produkt pa smo Ccistili s kolonsko kromatografijo (MF: EA/HEX=1/2, nato
EA). Dobili smo 117 mg ciste spojine 10.

Izkoristek: 80,6%

MERITVE:

IH-NMR § 1,71-1,85 (m, 2H), 2,05-2,13 (m, 12 H), 3,11-3,21 (m, 1H),
(400 MHz, CDClz3) 3,28-3,33 (m, 1H), 3,95-4,01 (m, 1H), 4,04-4,12 (m, 1H),
4,26-4,33 (m, 1H), 4,44 (dd, J1 = 12,0 Hz, J> = 8,1 Hz, 0,5H),
4,75 (dd, J1 = 12,7 Hz, J2 = 8,6 Hz, 0,5H), 5,06-5,16 (m, 2H),
5,25-5,31 (m, 1H), 6,81-6,90 (m, 3H, Ar-H), 7,22-7,27 (m,
2H, Ar-H) ppm.
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3.10 Sinteza 1-(tetra-O-acetil-a-D-manopiranozil)-3-((4-metoksifenil)amino)propan-2-ola

REAKCIJA:

METODA A - klasi¢na sinteza

V bucko smo natehtali 100 mg (0,257 mmol) spojine 6 in jo raztopili v 3 mL izopropanola.
Potem smo dodali Se 38 mg 4-metoksianilina (0,309 mmol), reakcijsko zmes prepihali
argonom in jo opremili s povratnim hladilinikom in klorkalcijevo cevko ter refluktirali ¢ez
no¢. Nato smo uparili izopropanol in surov produkt ¢istili s kolonsko kromatografijo (MF:
EA/HEX=1/2). Dobili smo 64 mg spojine 11.

PRODUKT:

Elementna sestava: C24H33NO11 Rs: 0,45 (EA/HEX=1/2).
Izgled: olje jantarne barve OR: fosfomolibdat
Izkoristek: 37,6% Mr: 511,52 g/mol
METODA B:

V mikrovalovni reaktor smo natehtali 100 mg (0,257 mmol) spojine 9 in jo raztopili v 2
mL dioksana. Potem smo dodali 38 mg 4-metoksianilina (0,309 mmol) in na konici spatule
katalizator kalcijev triflat. Reakcijsko zmes smo mesSali in segrevali v mikrovalovnem
reaktorju 2 uri pri temperaturi 120 °C, tlaku 15 bar in moc¢i 300 W. Potek reakcije smo
spremljali s TPK (MF: EA/HEX=1/1). Dioksan smo uparili pod znizanim tlakom, surov
produkt pa smo cistili s kolonsko kromatografijo (MF: EA/HEX=1/2, nato EA). Dobili

smo 53 mg ¢iste spojine 11.

Izkoristek: 48,8%

MERITVE:
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IH-NMR 5 1,74-1,84 (m, 2H), 2,06-2,13 (m, 12 H), 3,08-3,18 (m, 1H),
(400 MHz, CH30D) | 3,25-3,30 (m, 1H), 3,79 (s, 3H, OCHs3), 3,95-4,02 (m, 1H),
4,06-4,17 (m, 1H), 4,25-4,33 (m, 1H), 4,44 (dd, J; = 12,0 Hz,
J2=8,0 Hz, 0,5H), 4,75 (dd, J1 = 11,9 Hz, J, = 7,4 Hz, 0,5H),
5,06-5,16 (m, 2H), 5,25-5,31 (m, 1H), 6,83-6,94 (m, 4H, Ar-
H) ppm.

HR-MS (ESIY) Izraunan 512,2122; izmerjen 512,2132.

3.11 Sinteza metil 4-((3-(tetra-O-acetil-a-D-manopiranozil)-2-
hidroksipropil)amino)benzoata

REAKCIJA:

METODA B:

V mikrovalovni reaktor smo natehtali 200 mg (0,515 mmol) spojine 9 in jo raztopili v 2
mL dioksana. Potem smo dodali 93,4 mg metil 4-aminobenzoata (0,618 mmol) in na konici
spatule katalizator kalcijev triflat. Reakcijsko zmes smo meSali in segrevali v
mikrovalovnem reaktorju 2 uri pri temperaturi 120 °C, tlaku 15 bar in moc¢i 300 W. Potek
reakcije smo spremljali s TPK (MF: EA/HEX=1/1). Dioksan smo uparili pod zniZzanim
tlakom, surov produkt pa smo Ccistili s kolonsko kromatografijo (MF: EA/HEX=1/2, nato
EA). Dobili smo 84 mg ciste spojine 12.

PRODUKT
Elementna sestava: CosH33sNO12 Rs: 0,16 (EA/HEX=1/1)
Izgled: rumeno olje OR: fosfomolibdat
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Izkoristek: 29,3% Mr: 539,53 g/mol

MERITVE:

'H-NMR 6 1,75-1,78 (m, 2H), 2,05-2,15 (m, 12 H), 3,10-3,22 (m, 1H),
(400 MHz, CDCls) 3,29-3,34 (m, 1H), 3,87 (s, 3H, COOCHz3), 3,92 (dd, 1H, J; =

12,2 Hz, J; = 2,7 Hz), 3,98-4,02 (m, 1H), 4,09-4,16 (m, 1H),
4,26-4,35 (m, 1H), 4,50 (dd, J. = 12,3 Hz, J> = 8,9 Hz, 0,5H),
4,91 (dd, J. = 12,2 Hz, J> = 8,6 Hz, 0,5H), 5,03 (dd, J1 = 6,1
Hz, J> = 4,4 Hz, 0,6H), 5,10-5,15 (m, 1H), 5,19-5,29 (m, 1H),
5,32 (dd, J1 = 6,1 Hz, J» = 3,2 Hz, 0,5H), 6,60-6,62 (m, 2H, Ar-
H), 7,88-7,90 (m, 2H, Ar-H) ppm

HR-MS (ESI%) Izradunan 540,2084 ; izmerjen 540,2135.

3.12 Sinteza 1-(a-D-manopiranozil)-3-(fenilamino)propan-2-ola
REAKCIA:

POSTOPEK:

Spojino 10 (260 mg, 0,498 mol) smo raztopili v 3 mL brezvodnega MeOH, dodali
kataliti¢no koli¢ino NaOMe (2 kapljici) in meSali pri sobni temperaturi ¢ez no¢. Dobili

smo 30 mg konéne spojine 13.

PRODUKT:

Elementna sestava: CisH2sNO7 Rt 0,0 (EA/HEX=1/2)
Izgled: rumeni prah OR: fosfomolibdat
Izkoristek: 39,5% Mr: 313,35 g/ mol
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MERITVE:

TH-NMR 5 1,48-1,55 (m, 0,5H), 1,79-1,85 (m, 0,5H), 1,96-2,12 (m, 1H),
(400 MHz, MeOD) 3,08-3,26 (m, 2H), 3,42-3,89 (m, 7H), 3,97-4,03 (M, 1H), 4,12-
4,19 (m, 1H), 6,61-6,70 (m, 3H, Ar-H), 7,09-7,14 (m, 2H, Ar-H)
ppm

HR-MS (ESI") Izracunan 313,1443 ; izmerjen 312,1447.

3.13 Sinteza 1-(a-D-manopiranozil)-3-(4-metoksifenilamino)propan-2-ola

REAKCIJA:

POSTOPEK:

Spojino 11 (117 mg, 0, 228 mol) smo raztopili v 3 mL brezvodnega MeOH, dodali
kataliti¢no koli¢ino NaOMe (2 kapljici) in meSali pri sobni temperaturi ¢ez no¢. Dobili

smo 12 mg kon¢ne spojine 14.

PRODUKT:

Elementna sestava: C17H2sNO7 Rt 0,0 (EA/HEX=1/2)

Izgled: beli kristali OR: fosfomolibdat

Izkoristek: 35,4% Mr: 343,37 g/mol

MERITVE:

IH-NMR § 1,47-1,54 (m, 0,5H), 1,77-1,85 (m, 0,5H), 1,94-2,11 (m, 1H),
(400 MHz, MeOD) 3,01-3,24 (m, 2H), 3,41-3,59 (m, 1H), 3,58-3,83 (m, 8H), 3,94-
TKS 40 4,01 (m, 1H), 4,12-4,19 (m, 1H), 6,67-6,70 (m, 2H, Ar-H),
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6,76-6,78 (m, 2H, Ar-H) ppm

HR-MS (ESI") Izraunan 342,1556; izmerjen 342,1553.

3.14 Sinteza metil 4-((3-(a-D-manopiranozil)-2-hidroksipropil)amino)benzoata

REAKCIJA:

POSTOPEK:

Spojino 12 (84 mg, 0,155 mol ) smo raztopili v 3 mL brezvodnega MeOH, dodali
kataliti¢no koli¢ino NaOMe (2 kapljici) in meSali pri sobni temperaturi ¢ez noc¢. Dobili

smo 17 mg kon¢ne spojine 13.

PRODUKT:

Elementna sestava: C2sH2sNOsg Rt 0,0 (EA/HEX=1/2)

Izgled: belo rumeni prah OR: fosfomolibdat

Izkoristek: 45% Mr: 371,38 g/mol

MERITVE:

IH-NMR § 1,47-1,56 (m, 0,5H), 1,77-1,83 (m, 0,5H), 1,98-2,10 (m, 1H),

(400 MHz, MeOD) 3,17-3,29 (m, 2H), 3,42-3,82 (m, 8H), 3,83 (s, 3H, COOCHpy),

TKS 42 3,97-4,03 (m, 1H), 4,14-4,18 (m, 1H), 6,65-6,68 (m, 3H, Ar-
H), 7,77-7,79 (m, 2H, Ar-H) ppm

HRMS (ESI") Izradunan 370,1494 ; izmerjen 370,1502.
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3.15 Sinteza 1-etoksi-3-(a-D-manopiranozil)propan-2-ola

REAKCIJA:

POSTOPEK.

V bucko, prepihano z argonom, smo natehtali spojino 5 (104 mg, 0,166 mmol) in jo
raztopili v 5 mL brezvodnega EtOH ter dodali 2 kapljici ocetne kisline. Bucko z raztopino
smo prepihali z argonom in ji dodali 10% Pd/C (16 mg). Po dodatku katalizatorja smo
reakcijsko zmes 30 minut prepihavali z vodikom, nato pa smo na bucko namestili balon z
vodikom in mesali ¢ez no¢ pri sobni temperaturi. Potek reakcije smo spremljali s TPK. Po
koncani reakciji smo odfiltrirali katalizator skozi Celite 545 in uparili topilo. Dobili smo 14

mg spojine 16.

PRODUKT:

Elementna sestava: C11H2207 Rt 0,0 (EA/HEX=1/2)

Izgled: beli kristali OR: fosfomolibdat

Izkoristek: 35,4% Mr: 266,28 g/mol

MERITVE:

'H-NMR 6 1,20-1,23 (m, 3H), 1,43-1,50 (m, 0,5H), 1,76-2,03 (m, 1,5H)
(400 MHz, MeOD) 3,42-3,79 (m, 10H), 3,90-3,95 (m, 1H), 4,07-4,18 (m, 1H) ppm
HR-MS (ESI") Izra¢unan 265,28 ; izmerjen 265,10.
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA

Prvotni sintezni nacrt je vkljuceval benzilno zas¢ito OH skupin na D-manozi, vendar je
zadnja stopnja odstranitve zaSCitne skupine s katalitskim hidrogeniranjem potekla z zelo
nizkim izkoristkom ali pa sploh ni potekla tudi po zelo dolgem reakcijskem casu (26 dni).
Poskus odpiranja tetrabenziliranega epoksida z 1-naftolom v vecih poskusih ni bil uspesen,
vendar smo pri tej stopnji ugotovili, da s katalitskim hidrogeniranjem pride do odpiranja
epoksida. To smo ugotovili tako, da smo posneli NMR in masni spekter izoliranemu
produktu, spojini 6, ki smo ji dodatno odstranili zas¢itno skupino s katalitskim

hidrogeniranjem in tako uspes$no izolirali prvo kon¢no spojino 16.

Da bi se izognili problemom odstranitve benzilnih zasCitnih skupin, smo uvedli
acetilno za$¢ito OH skupin na D-manozi, ki jo lahko odstranimo s katalitino koli¢ino
natrijevega metilata (Zemplénova reakcija). Alternativna pot je bila bolj uspesna, saj smo
uspeli deacetilirati spojine 10, 11 in 12 in tako dobili kon¢ne spojine 13, 14 in 15.

5.1  Fischerjeva glikozilacija

Fischerjeva glikozilacija ali O-glikozilacija je reakcija, ki jo je odkril in raziskal
nemski kemik Emil Herman Fischer v obdobju 1893-1895. Gre za reakcijo med aldozo ali
ketozo v alkoholu ob prisotnosti kislega katalizatorja. VV nasem primeru je bila a-D-manoza
(aldoza) raztopljena v brezvodnem MeOH (alkohol) s kislim katalizatorjem Amberlite IR
120 (moéni kationski izmenjevalec). Zaradi samega mehanizma reakcije, ki vodi v
nastanek a-anomera, smo Amberlite IR 120 dodali v prebitku in segrevali 24 ur. V H
NMR spektru, posnetem v DMSO-ds, je razvidno, da je za kemijski premik za anomerni
H-atom pri 8 = 6 ppm, izracunana sklopitvena konstanta dubleta J = 1,6 Hz, kar ustreza a-

anomeru. V literaturi je navedeno, da za a-anomer velja razpon vrednosti J = 1-2 Hz,
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Shema 2. Mehanizem Fischerjeve glikozilacije. Prirejeno po 40.

5.2  Sinteza C-glikozidne vezi

Reakcija tvorbe C-glikozidne vezi (spojini 3 in 7) je potekla po Husomi-Sakurai
mehanizmu. Pomembno je, da zagotovimo ustrezne pogoje reakcije med glikozilnim
donorjem (sladkorni sinton) in glikozilnim akceptorjem (alkilna veriga) z aktivacijo
anomernega C-atoma s pomocjo Lewisove kisline — trimetilsilil trifluorometansulfonata
(TMSOTT). V okviru nasSega eksperimentalnega dela smo preizkusili metodo tvorbe C-
glikozidne vezi na nezasciteni in zaS¢iteni a-metoksi-D-manozi. V prvem primeru smo s
pomocjo N,O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) izvedli in situ sililno zas¢ito

OH skupin, ki ji je sledila tvorba C-C glikozidne vezi preko aktivacije anomernega C-
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atoma in nukleofilnega napada aliltrimetil silana na aktiviran anomerni C-atom (Shema 3)
(41).

Shema 3. Mehanizem tvorbe C-glikozidne vezi. Zacetni uvedbi sililne zascite OH skupin a-
metoksi-D-manozida 1 sledi aktivacija anomernega C-atoma z Lewisovo kislino (TMSOTT)
in uvedba alilne skupine z alitrimetilsilanom.

Izkoristki pri obeh sinetznih postopkih so bili podobni, pri nezas¢iteni metil a-D-

manozi 46%, pri tetrabenzilirani metil a-D-manozi pa 49%.

5.2.1 Sinteza spojine 7

Po modifikaciji prvotnega sintezega nacrta smo se odlo¢ili, da bomo uvedbo alilne
skupine izvedli tudi na nezas¢iteni metil a-D-manozi. Bennek in Gray sta ugotovila, da
lahko neza$¢iteni metil glikozidi v reakciji z aliltrimetilsilanom dajejo C-glikozide. Kot
reagent za in situ sililno zas¢ito OH skupin sta uporabila N,O-bis (trimetilsilil)-
trifluoroacetamid (BSTFA). Reakcijo ustavimo z dodatkom vode, pri ¢emer pride do
hidrolize sililnih zas¢itnih skupin (Shema 4) (41, 42).

Shema 4. Mehanizem in situ zasc¢ite OH skupin metil-a-D-manozida.
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V naSem primeru je Lewisova kislina, ki aktivira anomerni C-atom, mocan nukleofil

TMSOTT z dobro izstopajoco sililno skupino, Ki reagira z elektrofili (Shemab5).

Shema 5. Mehanizem aktivacije anomernega C-atoma s TMSOTT kot katalizatorjem.

Nukleofilnemu napadu (TMSOTf) na terminalni C-atom aliltrimetilsilana sledi
tvorba kationskega intermediata ter izstopa dobro izstopajoc¢e sililne skupine in nastanka
dvojne vezi (Shema 6). Sladkorni acetali reagirajo stereoselektivno v prid nastanka a-
anomerov zaradi aksialnega napada na anomerni C-atom. Ker pri tvorbi C-glikozidne vezi
nastane mocna trifluorometansulfonska Kislina, ki zniZza pH raztopine tudi do 1, moramo
pri izolaciji reakcijsko zmes naalkaliti z moc¢no bazo. Zato smo reakcijo tvorbe C-
glikozidne vezi izvajali na nezas¢iteni D-manozi, saj bi v alkalnih pogojih prislo do
hidrolize acetatne za$Citne skupine. Ker je reakcijska zmes mocno kisla, smo pred izolacijo
raztopino v prvem poskusu naalkalili z 2 M NaOH. Ker smo morali dodati veliki volumen
2 M NaOH, smo imeli tezavo z uparevanjem topila. Zato smo v naslednjem poskusu v
terilnici razdrobili granule NaOH in trdnega previdno dodajali v reakcijsko zmes. Ko pH ni
bil ve¢ kisel, smo uparili vodni in organski fazi, surov produkt pa distili s kolonsko

kromatografijo.
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Shema 6. Nukleofilni napad aliltrimetilsilana na aktiviran C-atom manozida in sinteza C-
glikozidne vezi.

Reagente smo morali dodajati pocasi z brizgo skozi septum, v manjsih volumnih in
intervalih, ker je reakcija moc¢no eksotermna. Opazili smo tudi intenzivno penjenje

raztopine in nastajanje mehurckov, zato smo sistem opremili z dodatnim praznim balonom.

Pomembno je, da pri reakciji zagotovimo brezvodne pogoje, saj je reagent
TMSOTf obcutljiv na vlago in v stiku z vlago iz zraka in z vodo burno reagira.
Aliltrimetilsilan drazi sluznico in zato je klju¢no previdno rokovanje z reagenti v tej stopnji
sinteze. Z dodatkom ledeno mrzle vode na koncu reakcije zagotovimo nukleofilni napad
vode na sililno za$¢itene OH skupine in s tem odstranitev zas¢itne skupine in nastanek

spojine 7 (Shema 7).

Shema 7. Hidroliza zascitene manoze z dodatkom ledeno mrzle vode.

Sama reakcija uvedbe alilne skupine je hkrati tudi sinteza C-glikozida, ki poteka med
glikozilnim donorjem (nezasciten metoksi-D-manozid) in glikozilnim akceptorjem
(aliltrimetilsilan). Analogno hemiacetalom so anomerni sililno zas¢iteni glikozidni etri zelo
dobri glikozilni donorji. TMSOTT je v vlogi Lewisove kisline milejsi reagent od ostalih
reagentov, kot so BFs:xEt,O, PhoSnS, PhoSnS + LiClOg4, ki se prav tako uporabljajo kot
aktivatorji anomernega C-atoma (41, 42, 43).
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5.2.2 Sinteza spojine 3

Podobno kot pri prejdnji stopnji smo tvorili C-glikozidno vez, vendar nekoliko drugace.
Reakcijo smo izvajali v acetonitrilu z dodatkom TMSOTT (kot Lewisova kislina, aktivator
anomernega C-atoma) in aliltrimetilsilana po Husomi-Sakurai mehanizmu (Shema 8). Ker
je bila metil a-D-manoza kot glikozilni donor tetrabenzilirana, gre za drugacen mehanizem
reakcije kot zgoraj. Po koncani reakciji je bila reakcijska zmes Kisla zaradi nastanaka
trifluorometansulfonske Kisline, ki smo se je znebili s spiranjem z nasi¢eno raztopino
NaHCOg pri ekstrakciji. Zaradi lipofilnosti se je spojina 3 porazdelila v CH2Cl» in ima visji

Rrod bolj polarne spojine 2.

Shema 8. Mehanizem nastanka C-glikozidne vezi s TMSOTf kot katalizatorjem in
aliltrimetilsilanom kot elektron akceptorskim donorjem na tetrabenzilirani manozi.

5.3  Zascita OH skupin
5.3.1 Acetilna zas¢ita OH skupin

Shema 9. Mehanizem tetraacetiliranja manoze z acetanhidridom v piridinu.

Izbrana acetilna zascita se je izkazala boljSa kot benzilna, saj je bila enostavna za uvedbo
in odstranitev. Acetiliranje je mozno izvajati s pomocjo joda, ki je v vlogi Lewisove
kisline. Prednosti takSnega acetiliranja so lahko dostopen in poceni reagent (jod), za
reakcijo ni potrebno dodati topila, saj se sladkor in jod raztopita v acetanhidridu, Cas

reakcije je kratek (1-60 minut) in je odvisen tudi od koli¢ine joda in sladkorja. Mehanizem

44



Suzana Kranjcec Sinteza C- manozidov kot potencialnih antagonistov lektinskega receptorja FimH

te reakcije temelji na polarizaciji acetanhidrida, ki postane bolj elektrofilen in dostopen za
nukleofilni napad OH skupin sladkorja. Izvajali smo acetiliranje v piridinu, ki se obnaSa
kot topilo in katalizator, tvori pa in situ z acetanhidridom N-acetilpiridinijev kation
(kvarterna amonijeva sol), ki kot moc¢an elektrofil acetilira OH skupine sladkorja. Dodatno
lahko acetiliranje v piridinu pospeSimo z dodatkom 4-dimetilaminopiridina (DMAP) v
reakcijsko zmes. Pri izolaciji se moramo znebiti piridina, saj bi motil naslednjo stopnjo
sinteze. Reakcijsko zmes smo zato po koncani reakciji prenesli v lij lo¢nik, dodali EA in
spirali z nasi¢eno raztopino NaHCO3, da se znebimo ocetne kisline, ki nastane pri reakciji
in hidrolizi acetanhidrida. Organsko fazo smo nato spirali Se z 1 M HCI, da bi se znebili
piridina. Ker smo z 1 M HCI spirali veckrat, smo v vodno fazo izgubili del spojine 3.
Posledica tega je bil nizek 28% izkoristek. Izkoristek bi verjetno lahko izboljsali, ¢e bi pred
ekstrakcijo uparili piridin in nato spirali organsko fazo z manjSimi volumni vodnih raztopin
(42, 43).

5.3.2 Benzilna zas¢ita OH skupin

Pri uvedbi benzilne zas¢ite Smo se odlocili za strategijo Williamsonove sinteze etrov. Gre
za reakcijo, ki temelji na Sn2 mehanizmu, za uvedbo benzilnega etra pa smo uporabljali
mocno bazo natrijev hidrid, benzilbromid in polarno aproti¢no topilo DMF. Natrijev hidrid
je mocna baza, ki odcepi proton na OH skupinah manoze, ker pa je obcutljiv na vlago in v
stiku z vodo reagira burno, smo reakcijo izvajali v brezvodnih pogojih. Reakcija je bila
burna, reakcijska zmes se je mocno penila, izhajalo je veliko vodika, zato smo sistem
dodatno opremili s praznim balonom. Sledil je postopek dodajanja benzilbromida s

kapalnikom, in ker je reakcija eksotermna, smo jo izvajali na ledeni kopeli (44).
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5.4  Oksidacija alila in tvorba epoksida

Shema 10. Oksidacija alilne skupine do epoksida v acetonitrilu.

Pri reakciji pride do oksidacije alkena z meta-kloroperoksibenzojsko kislino
(mCPBA), ki je mocan oksidant, je stabilna in zelo dobro topna v vecini organskih topil.
Uporabljali smo 77% oljno disperzijo, v kateri je mCPBA stabilizirana z vodo in
klorobenzojsko kislino, saj je ¢ista mCPBA vnetljiva, obcutljiva na trenje in udarce ter nad
85% v disperziji eksplozivna. Reakcija epoksidacije ali Prilezhaeva reakcija poteka po
mehanizmu imenovanem »butterfly mechanism«, pri katerem ima mCPBA vlogo
elektrofila, alken pa nukleofila. Sam mehanizem je rezultat idealne pozicije O-O sigma
orbital za napad C-C = elektronov. Pri izolaciji smo uporabili 1 M NaOH, s katero smo
spirali organsko fazo, da smo se znebili 3-klorobenzojske kisline, ki nastane kot stranski
produkt pri reakciji (44, 45, 46).

5.5  Odpiranje epoksidnega obroca z nukleofili - sinteza spojin 10, 11 in 12

Aminolizo epoksidnih obro¢ev z amini smo izvajali z dodatkom kalcijevega triflata
kot katalizatorja pri klasi¢ni sintezi (reakcija A) ali sintezi z mikrovalovi (reakcija B).
Reakcija je omejena za aniline, ki imajo elektronakceptorske substituente in steri¢no
ovirane aniline. Metodo aminolize epoksidnega obroca s kalcijevim triflatom so kot
ucinkovito regio- in stereoselektivno sintezo P-amino alkoholov odkrili Cepanec in
sodelavci leta 2003 (47, 48, 49).

Zaradi nizkih izkoristkov reakcij in dolgega reakcijskega Casa s klasi¢nim
segrevanjem, smo se odlocili za sintezo s pomo¢jo mikrovalov (angl. microwawe-assisted
synthesis). Organska sinteza z mikrovalovi temelji na segrevanju oz. prenosu toplotne
energije s fotokemic¢no ultrazvo¢no tehniko pri visokem tlaku s ciljem dosezka kemijskih

procesov in reakcij. Gre za mikrovalovno ali dielektriéno segrevanje, ki temelji na
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magnetni energiji, ki se po absorpciji skozi snov pretvori v toploto. V elektromagnetnem
spektru je podro¢je mikrovalovnega valovanja med infrarde¢im in mikrovalovnim (0,3-300
MHZz). Leta 1986 je Gedye s sodelavci objavil prvi ¢lanek o uporabi mikrovalov za
pospeSevanje Stirih tipov reakcij. Danes se mikrovalovno ali dielektriéno segrevanje
uporablja kot alternativa klasicnemu segrevanju. Zaradi mikrovalovnega valovanja ni
potrebno meSanje reakcijske zmesi, zato je ta metoda uporabna tudi za reakcije brez topil
in sintezo na trdnih nosilcih. Energetski potencial, ki ga imajo mikrovalovi, je omejen in
zaradi tega ne provzroCijo spremembe v zgradbi, ampak vplivajo samo na temperaturo
sistema (50) .

Pomembno je, kako topilo absorbira mikrovalovno energijo, zato temperatura
vrelis¢a ni kljunega pomena, ker se vsa topila segrejejo do T vrelis¢a v nekaj sekundah.
Topilo in reaktanti absorbirajo mikrovalovno valovanje, stene reaktorja pa so transparentne
in ne pride do pregretja. Pri konvencionalnem segrevanju s kondukcijo pa pride do prenosa
toplote s telesa na telo preko njihovega neposrednega stika, kar je bolj pocasen in
energetsko manj ué¢inkovit proces (Slika 10 ) (50, 51). Ce povzamemo, prednosti sinteze z

mikrovalovi (MW) pred klasi¢no sintezo so:

e skrajSanje reakcijskega Casa;
e niZji delez nedistoc;

e moznost izvajanja reakcij, ki ne potekajo s klasi¢no sintezo.

= <+ ‘ L] » Reakeijska zmes
(absorbira MW zracenje)
» l. .
il
v
’ Lokalizirano pregretje

ICL—;—'LSIF_\__O SEGREVANIJE Z
SEGREVANIJE MIKROVALOVI

Slika 10. Primerjava med klasicnim segrevanjem in segrevanjem z mikrovalovi. Prirejeno

po 50.
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REAKCIJA A - klasi¢na sinteza

Gre za aminolizo epoksidnega obroca, Ki je katalizirana s kalcijevim triflatom pri
segrevanju ob refluksu. V reakcijsko zmes dodamo kataliti¢no koli¢ino kalcijevega triflata,
ki je milejSi katalizator od drugih katalizatorjev (Al(OTf)s, Sc(OTf)s, Er(OTf)3), ki so bili
uporabljeni v razli¢nih sintezah z nukleofilnim odpiranjem epoksidnega obroca. lzkoristek
nase sinteze je bil zelo visok (90%). Izkoristek klasi¢ne sinteze je bil 90%. Pri sintezi
spojine 11 nismo dodali katalizatorja in je izkoristek reakcije znaSal le 38%, kar je bistveno

niZje od izkoristka predhodne sinteze spojine 10.
REAKCIJA B - sinteza z mikrovalovi

Nukleofilno odpiranje epoksidnega obro¢a z amini, katalizirano s kalcijevim
triflatom, pri metodi z mikrovalovi je potekalo v 1,4-dioksanu. Po 40 minutah segrevanja v
mikrovalovnem reaktorju in ¢iS¢enju s kolonsko kromatografijo smo dobili 117 mg spojine
10 z izkoristkom 81%. Sintezo spojine 11, odpiranje epoksidnega obroca z 4-
metoksianilinom, smo izvedli v mikrovalovnem reaktorju ob prisotnosti kalcijevega
triflata. Tokrat smo reakcijo pustili mesati dlje, tj. 2 uri in 15 minut. Izkoristek je bil le
nekoliko visji kot pri klasicnem postopku in je po kolonski kromatografiji znaSal 49%.
Izkoristek sinteze spojine 12 je znaSal le 29%, kar najverjetneje lahko pripisemo

elektronskim vplivom COOMe skupine.

Kot je razvidno iz Preglednice 2, je v naSem primeru ¢as reakcije bistveno skrajsan,
iz 24 ur na 3 ure. Pri sintezi spojine 10 je s klasi¢no sintezo po 24 urah izkoristek znaSal
90%, pri sintezi z mikrovalovi pa je po 40 minutah izkoristek znaSal prav tako visokih
81%. Pri sintezi spojine 11 je s klasi¢no sintezo po 24 urah izkoristek znasal 38%, pri
sintezi z mikrovalovi pa je po 3 urah izkoristek znaSal 49%, pri ¢emer je pomembno

poudariti, da je izkoristek reakcije odvisen tudi od tega, kako dobro smo izvedli kolono.

Preglednica 2. Primerjava izkoristkov reakcij (n) spojin 10, 11 in 12 s klasic¢no sintezo in

sintezo z mikrovalovi.
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SSRGS

Klasi¢na sinteza -
metoda A (n)
Reakcijski ¢as
Sinteza z MW-
metoda B (n)
Reakcijski ¢as

90 % 38% /

24 h 24 h /

81 % 49% 29%
40 min 3x45 min 3x45 min

5.6  Odpiranje epoksidnega obroca s Kkatalitskim hidrogeniranjem in v prisotnosti

natrijevega etoksida - sinteza spojin 6 in 15

\]

Shema 11. Odpiranje epoksidnega obroca s katalitskim hidrogeniranjem.

Ta reakcija ni bila del sinteznega nacrta, vendar je pri poskusu odstranitve benzilnih

zaSCitnih skupin na spojini 4 s Katalitskim hidrogeniranjem poleg tega poteklo tudi

odpiranje epoksidnega obroca, pri ¢emer smo izolirali spojino 15. Pri tem je kot nukleofil

deloval H".

ST
)

)

Shema 12. Mehanizem odpiranja epoksidnega obroca po bazicno Kataliziranem

mehanizmu
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Kot nezeleni stranski produkt smo uspeli izolirati tudi spojino 15. Reakcija je bila
izvedena po postopku za odpiranje epoksida z 1-naftolom ob dodatku natrijevega etilata
kot baze. Glede na NMR spekter izoliranega produkta smo ugotovili, da je nastala spojina
15 in ne Zelena spojina. Natrijev etilat je kot nukleofil napadel reaktivno elektrofilno mesto

na epoksidnem obrocu, pri ¢emer je prislo do odpiranja obroca.

5.7 Odstranitev benzilnih in acetilnih zas¢itnih skupin
5.7.1 Zemplénova reakcija - sinteza spojin 13, 14 in 15

Zadnja stopnja sinteznega nacrta ni predstavljala tezav in se je pokazala kot
uspesna. Reakcija poteka preko nukleofilnega napada metoksidnega aniona na karbonilni
C-atom, pri ¢emer pride do preestrenja in nastanka metilacetata.Tako smo pripravili

kon¢ne spojine 13, 14, 15.

- -

Shema 13. Mehanizem Zemplénove reakcije.

5.7.2 Katalitsko hidrogeniranje- sinteza spojine 16

Pri katalitskem hidrogeniranju spojine 5 smo uspeSno odstranili vse benzilne
skupine na manozi, kar je bilo razvidno iz kromatograma - kon¢na spojina 16 je ostala na
startni liniji, ker je zaradi OH skupin zelo polarna in v MF ne potuje. Menimo, da je razlog
dokaj slabemu izkoristku postopek izolacije, pri katerem je mozno, da se nasa spojina
ujame v Celite 545.
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SKLEP

Na osnovi literature, znane Kkristalne strukture vezavnega mesta lektinskega
receptorja FimH in do sedaj sintetiziranih N- in O-manozidov kot glikokonjugatov smo
nacrtovali in sintetizirali pet novih glikokonjugatov iz a-D-manoze in lipofilnega aglikona
povezanih s C-glikozidno vezjo kot potencialnih antagonistov FimH. Spojine 6, 13, 14, 15,
16 so strukturno podobne spojinam, za katere je Ze znano, da so antagonisti FimH. Prvotni
sintezni nacrt smo morali nekoliko modificirati in optimizirati, saj smo z vecjim Stevilom

poskusov prisli do poti, po kateri smo lahko sintetiziriali konéne spojine.

Prvotni sintezni nacrt je bil sestavljen iz Sestih sinteznih stopenj in je vkljuceval
benzilno zas¢ito hidroksilnih skupin na D-manozi. Zacetna benzilna zasc¢ita hidroksilnih
skupin na D-manozi se v zadnji stopnji ni izkazala kot optimalna, ker je odstranitev
zaSCitne skupine s katalitskim hidrogeniranjem pri dveh nadrtovanih spojinah v zadnji
stopnji potekla le deloma. Zato smo spremenili strategijo zascite hidroksilnih skupin in
uvedli acetilno zascito. Kot je razvidno iz reakcijskih shem, smo spojine 10, 11 in 12 pri
reakciji po Zemplénu uspedno deacetilirali in tako sintetizirali kon¢ne spojine 13, 14, 15.

Nizki izkoristki reakcij posameznih stopenj, predvsem zaradi tezavnega ¢iS€enja spojin, SO

privedli do zelo majhnih koli¢in kon¢nih spojin.

Pri eksperimentalnem delu smo tako razvili novo sintezno pot do konénih spojin, ki
bodo v prihodnosti ovrednotene v biokemijskih testih, s katerimi bomo preverili potencial
spojin kot antagonistov lektina FimH. Glede na to, da so spojine strukturno C-glikozidi, bi
lahko primerjali tudi njihovo hidrolitsko stabilnost v primerjavi z obstojec¢imi O-glikozidi.
Konc¢ne spojine so diastereomeri, zato bi bilo smiselno razviti metodo za resolucijo
enantiomerov in preveriti, kateri od enantiomerov ima boljSo aktivnost. Dobljeni rezultati
bodo pomembno vplivali na nadaljnje naértovanje tako sinteze novih spojin kot tudi

nadaljnje optimizacije strukture za izboljSanje antagonisti¢nega delovanja spojin.
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