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Cuvant inainte

De ce zaharide?

Pentru ca reprezinta cele mai abundente biomolecule de pe planetd. Toatda lumea stie ca
zaharul este alcatuit din doud unitati de monozaharide unite printr-o legatura glicozidica, se invata la
liceu. Si copiii stiu ca hartia este alcatuita din celuloza, care reprezintd o polizaharida naturalda
sintetizatd de plante. Pe ambalajul tuturor alimentelor se specificd continutul in glucide, deci toate
persoanele ce vor sa-si mentina silueta stiu ca acestea au o importantd mare in alimentatie.

Ceea ce stiu insd in plus cei implicati in sandtatea umana, este ca ele alcatuiesc de asemenea
un domeniu larg de studiu, mai ales datoritd interactiunilor dintre carbohidrati si proteine,
interactiuni de importanta majora in farmacologie si medicina. Implicarea acestor molecule in
fenomenele de recunoastere intercelulara, de fixare a bacteriilor, virusurilor si toxinelor pe suprafata
celulara a fost abia recent dezvaluita si inteleasa, iar cunoasterea detaliata a structurii, conformatiei
si proprietatilor moleculelor de carbohidrati ar oferi cheia spre elaborarea de noi vaccinuri si
medicamente. Importanta unor astfel de argumente ar trebui sa fie suficientd pentru a explica
intrebarea de mai Sus.

Prezenta tezd nu are pretentia de a fi o piatra de hotar in istoria sintezelor de carbohidrati,
avand un scop mai modest, anume acela de a Tmpartasi sinteza de noi compusi de natura glicozidica,
ce ar putea contribui la imbogatirea cunostintelor despre acest vast domeniu.
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ABREVIERI FOLOSITE

Ac = acetil

AcOH = acid acetic

AcOEt = acetat de etil

AgOTT = trifluorometansulfonat de argint

AIBN = azobis(isobutironitril)

AcC20 = anhidrida acetica

Bn = benzil

Bz = benzoil

DMAP = 4,4-DMAP = 4,4-N,N-dimetilaminopiridina

DMF = N,N-dimetilformamida

DMSO = dimetilsulfoxid

DCM = diclormetan

DMD = dimetildioxiran

DMEM = Dilbecco/Vogt mimimal essential medium, mediu de cultura celulara
DMF = N,N-dimetilformamida

DMTST = triflat de dimetil(metiltio)sulfoniu

ECACC = Colectia Europeana de Culturi Celulare

EtOH = alcool etilic

Et.O = eter etilic

EDTA = acid etilendiaminotetraacetic

IDCP = IDCCIO4 = perclorat de iodoniu dicolidina

INT = clorura de 2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-fenil tetrazoliu

HUVEC = human umbilical venous endothelial cells, celule endoteliale din vena ombilicala umana
LDA = diizopropilamida de litiu

LDH = lactat dehidrogenaza

MCF 7 = Michigan Center Foundation, linie celulara de cancer de sn, izolata in 1970
MeCOMe = acetona

MeOH = alcool metilic

MeOTTf = triflourometansulfonat de metil

mCPBA = acid metacloroperoxibenzoic

MMPA = acid monoperoxiftalic

MMPP = monoperoxiftalat de magneziu

MTS = 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxi-fenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolin
MTX = metotrexat, acid (2S)-2-[(4-{[(2,4-diamino-7,8-dihidropteridin-6-il)metil] (metil) amino}
fenil) formamido]pentanedioic

NADH = nicotinamida adenina dinucleotida

NADPH = nicotinamida adenina dinucleotida fosfat

NaOMe = metoxid de sodiu

NIS = N-iodsuccinimida

NBS = N-bromsuccinimida

NOBF, = tetrafluoroborat de nitrozil

PHA = fitohemaglutinina, lectina din fasole

POPOP = 5-fenil-2[4-(5-fenil-1,3-oxazol-2-il)fenil)]-1,3,0xazol

PPO = 2,5-difeniloxazol

Pyr = Py = piridina

Ph = fenil
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Pv = pivaloil

RPMI1640 = Roswell Park Memorial Institute, mediu de cultura pentru celule
Tol = toluen

THF = tetrahidrofuran

THTP = trifosfat de tiamina

TBAHS = TBASA = tetrabutilamoniuhidrogensulfat

TMSOTT = triflourometansulfonat de trimetilsilil

TBPA = Tris(4-bromophenyl)ammonium hexachloroantimonate
TBABr = bromura de tetrabutilamoniu

TBPBr = BusPBr = bromura de tetrabutilfosfoniu

TsCl = clorura de toluensulfonil

TfOH = acid trifluorometansulfonic

U 937 = linie celulara de limfom histiocitic
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ECHIPAMENTE SI MATERIALE

Spectrele de proton au fost inregistrate pe un aparat Varian Gemini 300MHz sau Bruker 400
MHz. Spectrele RMN au fost executate in cadrul Departamentului de spectroscopie al Centrului de
Chimie Organica C.D. Nenitescu Bucuresti, prin amabilitatea sefului departamentului, dr. Miron
Teodor Caproiu.

Spectrometria de masa s-a efectuat pe un aparat High Capacity lon Trap (HCIT) Ultra PTM
(Bruker Daltonik, Bremen, Germany). Spectrometrul de masa HCT este conectat printr-0 interfata la
un PC cu pachetul de programe integate Compass (ce ruleaza sub WindowsXP), incluzand modulele
EsquireControl and Hystar. Procesarea datelor achizitionate s-a realizat prin software-ul
DataAnalysis. In toate cazurile, daci nu s-a facut o mentiune speciala, probele au fost injectate in
spectrometru cu ajutorul unei microseringi, atasata unui push-seringe cu o viteza de 250 ul/h. S-a
utilizat azot ca gaz nebulizator, la un flux de 5 I/min si la 7 p.s.i precum si o temperatura de
desolvatare de 250 °C. Instrumetul a fost programat sa opereze in mod ion negativ sau ion pozitiv, la
un potential EST de 3.0 kV. Pentru analiza, proba a fost dizolvata in MeOH/H20 (1:1 v/v) pana la o
concentratie de 5-7 pmol/uL (solutie stoc) care s-a diluat dupa trebuinta. Spectrelele de masa au fost
executate la Institutul de Chimie Timisoara, in cadrul laboratorului de chimie organica, prin
amabilitatea CS I dr. Ilia Gheorghe.

Spectrele UV au fost inregistrate pe un spectrofotometru CECIL CE7200. Pentru analiza
probele au fost dizolvate in MeOH absolut, obtinandu-se solutii avand concentratia de 3-8x10* M.
Spectrele UV au fost executate in cadrul Institutului de Chimie Timisoara, Laboratorul de chimie
organica, prin amabilitatea doamnei CS I Fagadar-Cosma Eugenia.

Spectrele in infrarosu s-au inregistrat pe un aparat JASCO-FT/IR-4200 (single beam) in
pastile de KBr, in cadrul Institutului de Chimie Timisoara, prin amabilitatea CS I Savii Cecilia.

Punctele de topire s-au efectuat pe un aparat Boetius S30A/G (Nagema).

Reactivi si materiale

Bromura de benzil, acid camforsulfonic, hidrura de sodiu, benzaldehida dimetilacetal, DMF,
LiAlHa, eter de petrol, 4,4-DMAP, Py,RuCls,NalOs, Na;SOa, CaCly, P20Os, acidul 4-etoxibenzoic,
tiosemicarbazida, hidroxidul de sodiu, permanganatul de potasiu, sulfatul de cupru (1) pentahidrat,
glucoza, acidul 3-cloroperoxibenzoic (77%), anhidrida aceticd, acetatul de sodiu, AICIz si
acetonitrilul au fost achizitionate de la Aldrich.

Complexul de trifluorurd de bor eteratd s-a achizitionat de la Merck Suchardt OHG.
Amberlite IR-120 (16-45 mesh) provine de la Fluka Chemie GmbH.

Metanolul, toluenul, clorura de metilen, cloroformul provin de la Chimopar (Romania).

1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-D-glucopiranoza a fost sintetizata in laborator din glucoza si
anhidrida acetica conform retetei din literatura.

Cromatografia in strat subtire (CSS) s-a efectuat pe placute de alumind cu indicator de
fluorescenta Kieselgel (Merck, Darmstadt) Foss. Separarea compusilor si a intermediarilor s-a
efectuat prin cromatografie flash, folosind silicagel 230-400 mesh (Aldrich). Pentru monitorizarea
reactiilor cromatogramele se developeaza cu o solutie de H2SO4 20% in EtOH apoi se incélzesc la
120 °C timp de 1 min. Pentru separarea flash, placile de control au fost developate cu o solutie
preparata (2.1 g molibdat de amoniu, 0.1 g sulfat de ceriu(Il), 3.1 ml acid sulfuric conc., 47 ml apa),
apoi au fost incélzite 1 min. la 120 °C.

Clorura de metilen folosita in reactii a fost distilata peste P2Os in atmosfera de argon, iar
acidul Lewis (BFs.Et20) utilizat in reactiile de glicozilare a fost distilat proaspat inainte de folosire.
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Reteta prepararii 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-D-glucopiranozei (dupa M. L. Wolfrom, A.
Thompson: Methods in Carbohydrate Chemistry, Eds. R. L. Whistler, M. L. Wolfrom, Academic
Press, N.Y., London, 1963, vol. Il, pag. 212);

OAc

OH
0 (CH,CO),0 0
HO 32 AcO

OH CH;COONa OAc
reflux

Intr-un balon cu 2 gturi previzut cu agitator si refrigerent se dizolva sub agitare 5 g acetat de sodiu
anhidru in 70 ml anhidrida acetica. Se aduce masa la fierbere, si sub agitare se adauga in portiuni
mici 1 g B-D-glucoza. Masa de reactie fierbe datorita efectului exoterm. Se adauga in portiuni inca 9
g B-D-glucoza sub agitare continud. Dupa terminarea adaosului de glucoza, masa se lasa 5 minute la
reflux. Se efectueaza control CSS (CHCIl3:MeOH:H2O = 65:35:5) pentru a verifica consumarea
totald a glucozei de start, apoi se raceste masa de reactie si se toarna peste 200 g gheatd maruntita.
Dupa 3 ore materialul cristalin se filtreaza si se spald cu apa rece. Se recristalizeaza pentru purificare
din EtOH 95% fierbinte si se filtreaza la cald. Randament 83%. Daca se lasa filtratul etanolic la
rece, se obtine al doilea crop de cristale, de data aceasta de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a-D-
glucopiranoza.

P.t. (B) = 130 °C lit. = 132 °C, P.t. (o) = 124-128 °C.

'H-RMN(CDCls): 7.5-7.2 (m, 5H, SPh); 5.2 (dd, 1H, J32=J34=9Hz, Hs); 5.05 (dd, 1H, J15=J43=9Hz,
Ha); 4.94 (dd, 1H, J21=9.1Hz, H»); 4.7 (d, 1H, H1); 4.22 (dd, 1H, Jeaeb=12.1Hz, Jea5=4.8Hz, Hea);
4.16 (dd, 1H, Jen5=2.8Hz, Hev); 3.71 (ddd, 1H, J54=9Hz, J56,=2.8Hz, J56a=4.8Hz, Hs); 2.1-2.0 (4s,
12H, 4xCH3CO)
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INTRODUCERE

Pe langa rolul structural si ca sursa energetica, zaharidele sunt implicate intr-o mare varietate
de procese biologice, precum recunoasterea intercelulara, fertilizare, embriogeneza, dezvoltarea
neuronald, activitati hormonale, proliferarea celulara si organizarea lor in tesuturi specifice, infectii
bacteriene si virale, chiar si in metastazele tumorale. Acest fapt nu este surprinzator, deoarece ele
oferd un continut informational imens, datoritd nenumaratelor combinatii glicozidice posibile.

In acelasi timp, dezvoltarea rapida a tehnicilor de lucru si investigare structurald permit
sinteza unor oligozaharide tot mai complexe, ce rivalizeaza cu cele naturale. Astfel potentialul
extraordinar al structurilor glicozidice a fost pus in valoare prin elaborarea de tratamente si vaccinuri
sintetice profilactice (de exemplu Tmportiva Neisseria meningitides, S. Pneumoniae, Streptococcus
B, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus) pe baza de carbohidrati.

Carbohidratii importanti din punct de vedere biologic existd in naturd sub forma de
polizaharide sau de glicoconjugate complexe (glicolipide, glicopeptide, glicoproteine), in care
unitatile monozaharidice sunt legate prin legaturi glicozidice. Aceste legituri se realizeaza prin
reactii de glicozilare. Deoarece noua legaturd glicozidicd genereazd un nou centru de chiralitate,
trebuie acordati o atentie deosebitd stercoselectivitatii acestor reactii. in mediul natural, aceastd
specificitate si stereoselectivitate este asiguratd de enzime, dar sinteza chimica a acestui tip de
molecule reprezinta o provocare fata de sinteza altor biopolimeri naturali, precum proteinele si acizii
nucleici.

Cercetarea ce a stat la baza acestei lucrari s-a axat pe formarea de legaturi glicozidice
stereospecifice intre o glicozida si un mercaptotriazol, deoarece studiul literaturii a relevat
importanta biologica a mercaptotriazolilor, In principal ca agenti antifungici, dar si antivirali si
antitumorali. 3-Mercapto-1,2,4-triazolii substituiti in pozitia 5 cu componente aromatice prezinta
insd o hidrofobicitate pronuntatd, ce limiteaza accesul lor in organism. Legarea lor de o componenta
glicozidica hidrofila ar putea facilita interactiunea acestor molecule cu celulele vii. In baza acestui
rationament au fost fixate principalele obiective ale lucrarii de doctorat:

- Studiul sintezei de S-glucozide ale 3-mercapto-1,2,4-triazolilor-5-substituiti folosind o
metoda noud pentru aceasta serie si optimizarea acesteia.

- Avand in vedere numarul scazut al articolelor din literatura de specialitate cu privire la
activitatea biologica a glicozidelor mercapto-triazolilor-substituiti si a congenerilor (oxa- sau tia-),
ne-am propus obtinerea unor sulfone noi printr-o metoda clasica si optimizarea acesteia.

- Caracterizarea structurala a compusilor noi sintetizati prin metode spectrale moderne.

- Verificarea unor proprietati biologice prin determinari in vitro ale compusilor deprotejati
sintetizati
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PARTEA I: STADIUL ACTUAL AL CUNOSTINTELOR iN
DOMENIU

CAPITOLUL I
ASPECTE TEORETICE
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I.1. GLICOZIDE
1.1.1. Definitii

O glicozida se formeaza atunci cand atomul de carbon anomeric al unui zahar se leagd prin
intermediul unui heteroatom (cu exceptia C-glicozidelor) de un fragment alifatic sau aromatic
denumit aglicon. Se obtin astfel O-, N-, S- sau C-glicozide, care au formula generala de tipul
(schema 1):

Schema 1

Acesti compusi sunt diferiti ca structurd §i ca proprietati prin raport cu carbazaharurile,
iminozaharurile si tiozaharurile In care atomul de oxigen endociclic este nlocuit cu alt tip de atom:
carbon (carbazaharuri), azot (iminozaharuri), sulf (tiozaharuri) (schema 2):

OH

HO
HO

OH  oH ol 0
HO
oH OH o

HO 0
OH HO HO

OH
o)
o A
5a-carba-a—D-galactopiranoza acarboza Ho on O

H
HO, | OH HO

N S
HO HO

HO OH
HO OH OH

manonojirimicina 5-deoxi-5-tio-glucopiranoza
Schema 2

5a-carba-galactopiranoza a fost izolata din culturi fermentate de Streptomyces sp. MA-4145
la doar cativa ani dupa ce a fost sintetizata chimic. Este singurul carbazahar natural, iar activitatea sa
biologica este din pacate foarte scazuta [1].

Acarboza este o pseudotetrazaharida ce prezinta activitate biologica, printre primii inhibitori
de a-glucozidaze folositi in tratamentul diabetes mellitus independent de insulina la oameni [2].

Nojirimicina este un antibiotic ce apare in naturd, produs de tulpinile de Streptomyces, dar
este relativ instabila [3].

Se presupune ca 5-deoxi-5-tio-D-glucoza intervine in transportul celular al D-glucozei, in
spermatogeneza si ca este un agent anticancerigen eficient [4].

In chimia zaharurilor, glicozidele constituie un grup de substante de un interes aparte, nu
numai din cauza dificultatii cu care se sintetizeaza si caracterizeaza ci si datoritd importantei lor n
biochimie. De aici rezultd multiple aplicatii in discipline esentiale precum industria farmaceutica,
alimentara si 1n biotehnologie.
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Biomolecule importante precum ADN-ul, ARN-ul, cofactori vitali precum ATP-ul si NAD-
ul sunt alcatuite din structuri glicozidice. De asemenea, multe glicozide naturale si sintetice sunt
folosite ca antibiotice si ca agenti antivirali si antineoplazici. Un numar mare de glicozide cromofore
se folosesc 1n biologia moleculara ca substraturi pentru detectarea activitagii enzimatice.

1.1.2. Clasificarea glicozidelor:
A. O-glicozide

Daca o monozaharida sau un fragment de zahar de orice méarime condenseaza cu un alcool
aromatic sau cu unul alifatic, sau chiar cu o altd componentd de zahar, se formeaza o legatura

glicozidica prin intermediul unui atom de oxigen. Glicozidele astfel formate se numesc O-glicozide,
exemple generale fiind prezentate in schema 3:

Schema 3

Una din cele mai cunoscute O-glicozide prezente in natura este zaharoza (schema 4). Se
gaseste In aproape toate plantele, predominant in sfecld, in trestia de zahar si in boabele tinere de

porumb.
OH
(@]
HO OHo
HO
o) OH
OH
zaharoza
Schema 4

B. N-glicozide

N-glicozide se formeaza dacd un zahar este atasat de un aglicon prin intermediul unui atom
de azot, formandu-se o legatura C-N-C. Dintre N-glicozide, cele mai importante sunt nucleozidele,
deoarece reprezintd componente esentiale ale ADN-ului, ARN-ului si ale multor medicamente
antivirale si anti-neoplazice.

De obicei o nucleozida este formatd dintr-o baza purinica sau pirimidinica legatd de atomul
de carbon anomeric al unui ciclu furanozic. Bazele azotate ale nucleozidelor responsabile pentru
formarea materialului genetic ADN si ARN sunt adenina, guanina, citidina timina si uracilul, ale
caror structuri sunt redate in schema 5:
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NH, o) (0]

HO NT O HO N /L 0o HO N~ O
OH R OH R OH R
R =0H _ R=0H
R=H R=H
Nucleozidd ADN = 2’ deoxicitidina timidina uridina

Nucleozida ARN = citidina

(13 . (I
[ 7

HO NH,

OH R OH R
R=H
R =OH
Nucleozida ADN =2’ deoxiadenozina 2’ deoxiguanozina
Nucleozida ARN = adenozina guanozina
Schema 5

C. C-glicozide

O C-glicozida se formeazd cand atomul de carbon anomeric al unui zahar se leaga de
aglicon, creand o noua legatura C-C. Acest tip de glicozide s-au dovedit agenti terapeutici eficienti.
Diferentele conformationale fatd de O- sau N-glicozide sunt minime, dar C-glicozidele sunt
rezistente la hidroliza enzimaticd sau acida, deoarece centrul anomeric a fost modificat dintr-un
acetal intr-un eter [5]. Un exemplu de C-glicozida naturald extrasa din plante este prezentat in

schema 6:
M o o OH
(o]
o) OH

oH ©
C-glucozilxanton
Schema 6

D. S-glicozide sau tioglicozide

Inlocuirea atomului de oxigen anomeric al unei glicozide cu un atom de sulf duce la
obtinerea 1-tioglicozidei respective.

Glicozide complexe ale 1-tio-D-glucozei apar de obicei in glucozidele uleiului de mustar din
familia de plante Cruciferae, Capparidaceae si Resedaceae; primul exemplu a fost izolat in 1831 [6]
Glucozida sinigrin (schema 7) izolata din semintele de mustar negru [Brassica nigra (L.) Koch] si
din radacina de hrean este semnificativa pentru acest grup de substante; este sarea de potasiu a unui
acid (acid myronic) si este hidrolizata [7] sub actiunea unei enzime numita myrosinaza [8], o tio-D-
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glucozidaza prezenta in celule speciale ale semintei, pentru a se obtine D-glucoza, ionul bisulfat si
un izocianat (in acest caz, alil izotiocianat).

OH R

O, /L -
HO ¢ NOso;
HO

OH
R =alil
Sinigrin
Schema 7

Cel mai notabil exemplu de tioglicozida naturald este lincomicina (schema 8), cu efect
antibacterian. Se foloseste impotriva infectiilor cu bacterii gram-pozitive si cu organisme anaerobe.

HO

Lincomicina
Schema 8

E. Alte tipuri de glicozide: Seleno- si teluroglicoside [9]
Selenoglicozidele se prepara din carbohidrati modificati, anume un zahar protejat cu un

acetat anomeric este tratat cu un acid Lewis si cu un selenol, sau se trateaza o halogenura de glicozil
cu o seleniura de metal alcalin (schema 9):

OAc OAc OAc
o) PhSeH, BF;.Et,0 0 PhSeNa S
AcO — 3 AcO <_ACO
Amom CH,Cl, Am SPh <Fon A
OAc OAcC OA
Br
Schema 9

Teluroglicozidele se obtin in general prin tratarea unei halogenuri de glicozil cu o sare mixta
de telur si un metal alcalin (schema 10):

OBz OBz
(0] (o]
B20 PhTeNa B0 Teph
BzO EtOH BzO
OBz OBz
Br
Schema 10

Atat seleno- cat si teluroglicozidele sunt in general solide cristaline stabile, ce pot fi activate
in reactiile de glicozilare pe post de donori de glicozil cu promotori blanzi de tipul: AgOTf, K.COg;
NIS; IDCCIOq4; NIS, TfOH [9].
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Aceastd activare este chemoselectiva, teluroglicozidele fiind mai reactive fata de
selenoglicozide, iar acestea la randul lor sunt mai reactive decat tioglicozidele. Datorita acestor
proprietati se pot realiza strategii complexe de sinteza de oligozaharide (schema 11):

OAc

AcO \|
AcO

X
SEt
AcO AgOTf, K,CO
AcO 0 + BnO ¢ - 3 + AcO
BnO CH CI BnO ACO
AcO 272 BnO
OAc

" OcH,
" OcH, OAc

randament; ~ 82% 91%

(recuperabil)
Schema 11

X = SePh si SEt (1:1)

1.1.3. Aspecte importante privind formarea legaturii glicozidice

La formarea unei legaturi glicozidice, cea mai mare preocupare o constituie orientarea ei in
spatiu. Astfel noul compus poate avea o conformatie o Sau una f3, functie de mai multe criterii. Unul
din acestea este orientarea gruparii hidroxil din pozitia C2 a donorului de glicozil. Din punctul de
vedere al sintezei, scenariile posibile pentru ciclul piranozic sunt prezentate in schema 12:

HO-_ OH
‘ ! -0
OR

B-D-gluco, -galacto o-D-mano
Sinteza relativ simpla: legatura (1,2-trans)

HO HO- OH o
o -0
OH HO
OR OH

HO

a-D-gluco, -galacto B-D-mano a-L-fuco
Sinteza dificila: legatura (1,2-cis)
Schema 12

Pe langa dificultatea obtinerii unor astfel de compusi, trebuie {inut seama ca gruparea
hidroxil de la C2 trebuie sa fie protejata in timpul etapei propriu-zise de glicozilare, altfel aparand
posibilitatea unor reactii intra- §i intermoleculare nedorite. Natura grupei protectoare a acestei
functiuni hidroxil are un efect de maxima importantd asupra stereochimiei proaspat introdusului
aglicon de la C1.

A. Mecanismul reactiei de glicozilare
Majoritatea metodelor utilizate pentru formarea unei legaturi glicozidice au la bazd un donor

de glicozil ce poate forma un ion oxocarbeniu, sau cel putin o specie ce confine o sarcind pozitiva
semnificativa la atomul de carbon anomeric (schema 13):
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0] (0] O+ HOR o
N \_ >+‘_U vl SR
X" X
Schema 13

Ionii de oxocarbeniu intermediari sunt influentati de diversi factori ce stabilizeaza sau
destabilizeaza astfel de specii cu viatd scurtd si energie ridicatd si pot de asemenea afecta
nucleofilicitatea acceptorului de glicozil, deci implicit reactivitatea acestuia. In cele ce urmeaza se
vor prezenta unii dintre acesti factori.

B. Influenta solventului asupra perechii de ioni

lonizarea unui donor de glicozil la atomul de carbon anomeric genereaza o “sare” care,
functie de solvent, poate avea caracteristica unei perechi de ioni in strans contact sau a unei perechi
de ioni separate prin intermediul solventului. Anionul din cadrul ,,sédrii” poate ecrana o fata sau
cealalta a ionului oxocarbeniu in raport cu atacul acceptorului de glicozil (schema 14).

== =\ =
X X OR
HOR
- HX
(@]
N\ or
Schema 14

In acest caz, rolul solventului poate fi pasiv sau activ. Solventii cu constanti dielectrica mare
si solventii cu o pereche de electroni neparticipanta (eter etilic sau tetrahidrofuran) pot stabiliza o
sarcind pozitiva [10, 11]. Un alt solvent ce poseda caracteristici duale de polaritate i bazicitate
moderatd este acetonitrilul; multe din reactiile de glicozilare efectuate in acest solvent pot fi
explicate numai prin interventia solventului in mecanismul reactiei (schema 15):

0 O+ CHCN o 4+ HOR 0
= N = e e, 2 N
X ; HX OR
- X ;
X - CHZCN
Schema 15

C. Influenta substituentului din pozitia C2

Substituentul din pozitia C2 a donorului de glicozil este de obicei o grupare hidroxil
functionalizata (protejatd). Cel mai des folosite grupe protectoare formeaza fie un eter (benzilic, 4-
metoxibenzilic, sau sililic), fie un ester (acetic, benzoic sau pivalic(2,2-dimetilpropanoic)). Rolul
unei grupari protectoare eterice este unic: reprezintd o grupare inerta ce asigura un anumit nivel de
impiedicare stericd oricarui nucleofil ce atacad molecula (in acest caz acceptorul de glicozil). Pe de
altd parte, o grupare esterica poate asigura un anumit grad de impiedicare sterica (este cazul mai ales
pentru esterul acidului pivalic), dar poate de asemenea influenta puternic stereochimia formarii
glicozidei. De asemenea se poate forma si un ortoester (schema 16):
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o) O HOR (@] O
WX—;m\ — OR i/ sau m\
- HX

OAC o OAc Ie}
fo °
+ X
OR
Schema 16

D. Influenta tipului de grupare protectoare. Conceptul de ,activat / dezactivat” (armed /
disarmed)

Se stie ca bromura de tetra-O-acetil-a-D-glucopiranozil (A in schema 17) este un solid
incolor, cristalin, ce poate fi depozitat la rece intr-un mediu uscat si cateva luni. Pe de alta parte,
bromura de tetra-O-benzil-a-D-glucopiranozil (B in schema 16) este un compus instabil, ce nu poate
fi izolat sau purificat, ci se foloseste prin generarea sa in situ.

AcO BnO
(@)
AcO BnO R
AcO
OAc BnO OBn
Br Br
A B
Schema 17

Paulsen [12] a observat pentru prima data aceasta diferenta de stabilitate intre cei doi
compusi, dar abia dupa cativa ani Fraser-Reid a mentionat in studiul sau referitor la 4-pentenil-
glicozide [13] pentru prima datd conceptul de ,,activat/dezactivat”, ce se bazeaza pe aceasta diferenta
de stabilitate. Pe scurt, eterii benzilici sunt grupari pasive din punct de vedere electronic ce nu
impiedica formarea unei sarcini pozitive in interiorul ciclului piranozic, dar mai ales la C1. Pe de
alta parte, grupdrile acetat (mai ales daca sunt localizate la C2) reprezinta grupari atrdgatoare de
electroni, astfel defavorizand orice formare de sarcind pozitiva in cadrul ciclului (la C1). De aici
rezultd ca bromura benzilatad poate fi ,,activatd” iar contrapartida esterica este ,,dezactivatd” dupa
dorinta. Si alte grupari functionale pot fi manipulate in acelasi fel [14]. Conceptul de
»activat/dezactivat” poate fi aplicat si acceptorului de glicozil, dar intr-o masurd mai micd, prin
aceea ca grupari pasive din punct de vedere electronic (de exemplu eterii, C in schema 17) vor avea
un efect mai mic asupra nucleofilicitatii gruparii hidroxil in cauza, asa ca vor contribui la o
glicozilare mai rapida; iar in cazul esterilor (D in schema 18) se observa efectul invers.

BnO BzO
X\E ;o X\E ;o
HO SPh  HO SPh
BnO BzO
OBn OBz
C D, mai putin reactiv
Schema 18

Bols a introdus recent conceptual de donor de glicozil “super activate”(super armed) pentru
purtatorii unor grupari protectoare voluminoase, de tip silil [15, 16].
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E. Influenta prin ,,control torsional”

Tot Fraser-Reid a observat ca fuzionarea unui al doilea ciclu piranozic cu cel al donorului de
glicozil ar putea influenta activitatea ce se desfasoara la centrul anomeric al zaharului astfel
imobilizat; de exemplu prezenta unui ciclu benzilidenic pe un donor de altfel “activat” incetineste
procesul de glicozilare [17]. Explicatia sugerata la acel moment era ca un astfel de ciclu impiedica
procesul de aplatizare al ciclului piranozic al donorului de glicozil la momentul formarii ionului

oxocarbeniu (E, schema 19).

'/- conformatie tg

Ph/YO O + Ph/vo&
E \
X
E F
Schema 19

Aceasta teorie a fost confirmata apoi tot prin cercetarile Iui Bols, care a dovedit ca viteza de
reactie redusa se datoreaza si unui efect electronic prin aceea ca un ciclul 4,6-benzilidenic blocheaza
substituentii de pe atomii C5-C6 in conformatia tg mai putin favorabila (mai putin reactiva)(F
schema 18) [18, 19].

Pe acest concept s-a bazat Ley cand a incercat protejarea trans diolilor vicinali prin formarea
de diacetali. Astfel de diacetali imprima ciclului piranozic un anumit grad de rigiditate si deci

descurajeaza formarea ionilor oxocarbeniu (schema 20); pentru a descrie acest proces, Ley a
introdus termenul de ,,reglare a reactivitatii”(reactivity tuning) [20-22].

OBPS
BnO OBn OCH, OH
-0 -0
BnO o
BnO o
SEt OCH;,4 SEt

H, mai putin reactiv ca donor de glicozil

Schema 20

Aceleasi observatii sunt valabile si pentru donori si acceptori de glicozil ce contin grupe
protectoare 4,6-benzilidenice [23, 24].

F. Conceptul “latent/activ”

Donorii de glicozil ,,latenti” se caracterizeaza printr-o grupa protectoare la atomul de carbon
anomeric ce este stabila la majoritatea conditiilor in care are loc reactia de glicozilare in mod
obisnuit, dar care poate fi manipulata mai tarziu in secventa de sinteza cu reactivi specifici pentru a
obtine un donor ,,activ”’ [25]. De exemplu but-3-en-2-il-3,4,6-tri-O-benzil-b-D-glucozida (I, schema
20) poate avea doar rol de acceptor de glicozil, pe cand but-2-en-2-il-B-D-glucozida inrudita
(obtinuta din prima prin acetilare si izomerizare cu catalizatorul Wilkinson)(J, schema 21) este un
donor de glicozil activ datorita prezentei enol-eterului reactiv [26]:
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BnO

0o
BnO (@) BnO
Bnok/ N Bno/m \]/\

OH =

I, acceptor, donor latent J, donor de glicozil activ
Schema 21

G. Influenta activarii acceptorului de glicozil

Daca la o reactie de glicozilare este implicat un donor de glicozil bun si acceptorul trebuie sa
fie suficient de reactiv pentru ca reactia sa decurgd usor. Pentru a mari reactivitatea unora din
acceptorii uzuali si/sau pentru a mari chemoselectivitatea lor s-au efectuat diverse modificari la
grupele hidroxil ale acestor componente. De exemplu, eterii de tritil [27](K, schema 22), silil [28](L,
schema 22) sau stanil [29](M, schema 22) polarizeaza electronii legaturii spre atomul de oxigen,
primii datorita stabilizarii prin sarcina pozitiva ce apare pe atomul de carbon a tritilului, ceilalti prin
natura electropozitiva a metalului incorporat. Consecinta generala este crearea unui atom de oxigen
mai nucleofil in molecula acceptorului (ce depaseste ca influentd orice alt efect steric prezent in
moleculd)(schema 22):

Me,Sio OSnBu3
o
AcO BnO
AcO BnO
OBn 00
OCH, M
d— d— o5—
Ph,C Me,Si — " snsu,
o+ O+ 5+

Schema 22

H. Controlul prin conceptul de ortogonalitate

Conceptul de ortogonalitate se foloseste mai ales la grupele protectoare ale unei molecule de
zahar si reprezintd o problema internd a moleculei in cauza, deoarece se refera la doud sau mai multe
grupari hidroxil protejate Tn mod diferit. Daca ne referim la conceptul de ortogonalitate referitor la
donorii de glicozil, Ogawa a formulat teoria [30] ce apoi a fost primitd de toatd comunitatea
stiintificd. In esentd, ortogonlitatea donorilor de glicozil cere ca doi donori cu grupe protectoare
diferite la pozitia anomericd, prezenti in mediul de reactie, sa fie capabili sa fie activati in mod
diferit. Astfel se pot obtine diferite legaturi glicozidice (schema 23):

mo,h
RO X
o] BO: ivare "Y' activare "X"
Aco’u : o activare "Y + (o) o MY
X "R=H o R=AcAcO&nr w o
' R'=H
R'=Ac R'Om/\/Y

Schema 23
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I. Selectivitatea reciproca donor/acceptor

Acest concept a fost formulat de Fraser-Reid [31] dar isi are originile in observatiile facute
de Paulsen [32]. In esentd, donorul si acceptorul trebuie si fie o ,pereche ideald”: un donor ce
poseda o grupare 2-O-benzil (N, schema 24) va forma o legatura glicozidica 1-2 cu un acceptor
inozitol cu hidroxili liberi la C2 si C4, in vreme ce donorul ce poseda o grupare 2-O-benzoil (O,

schema 24) va forma exclusiv o legatura glicozidica 1-4 cu acelasi acceptor (schema 24):

BnO OBn

-0

BnO OBn BnO

o BnO OH BnO derent
- ivare 'X' reponderen
BnO + HO oBn  activare BnO O prep
BnO oBn ———>

n BnO OBn

N BnO

BnO OBz

* BnO o)

BnO
BnO

0 X

Schema 24

BnO OBz BnO OH BnO -0
- OBn 1 "N BnO H
Bno/g: 0 Ho/_ﬁ :S. 2L, activare 'X BnO&‘ o
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I.2. METODE DE OBTINERE A O-GLICOZIDELOR
1.2.1. Metode clasice:

A. Metoda Fischer-Helferich - Aceastd metoda consta dintr-o reactie de substitutie a hidroxilului
anomeric activat in mediu acid. Metoda are rezultate bune 1n sinteza de alchil glicozide simple

(schema 25).
OH OH o
OH o) MeOH, H* o<\i3>A OH OMe
OH OH —— OH OMe +
-H,0 OH

OH OH
OH OH

Schema 25

Gradul de complexitate al produsilor de reactie este mare deoarece mai multe grupari OH
sunt amplasate corespunzdtor pentru a participa la formarea semiacetalului si se formeaza
amestecuri de acetali (glicozide cu diferite marimi ale ciclului).

B. Metoda Koenigs-Knorr - Aceastda metoda porneste de la inlocuirea gruparii hidroxil anomerice
cu clor sau brom in etapa de activare. Se genereaza astfel un a-haloeter care in etapa de glicozilare
poate fi activat usor cu promotori halofili (saruri de metale grele) ducand la un transfer ireversibil de
glicozil spre acceptor. Necesitatea de a utiliza cantitati cel putin echimolare de sare de metal greu si
dificultatea de a scapa de reziduuri sunt factori ce limiteaza utilizarea metodei.

Primul caz de glicozilare cu halogenura de glicozil a fost comunicat in 1879 de catre Michael
care a pus sa reactioneze “acetoclorohidroza” cu “fenat de potasiu” (schema 26):

OAC OAc
o (e}
AcO AcO

Schema 26

1.2.2. Metode moderne de O-glicozilare

A. Metode derivate din metoda Koenigs-Knorr. Metoda cu fluoruri de glicozil - Introducerea
fluorului ca grupa partanta in pozitia anomericd conduce la intermediari donori de glicozil cu
legatura C-F 1n pozitie anomerica. Unul din avantajele notabile ale acestui tip de donor de glicozil
este stabilitatea sa termica si chimica mai mare fata de a altor halogenuri de glicozil. Proprietatile de
donor de glicozil ale acestor fluoruri sunt mai slabe decat ale celorlalte halogenuri, deci au nevoie de
activatori specifici (schema 27). Alti activatori utili sunt TMSOTT sau AgOTH.

OAc

O (@]
AcO E R-OH o AcO OR
AcO é AJ‘J »  AcO § AJ“

OAC AgCIO4/SnC|2 OAC

Schema 27

B. Metoda cu O-acil zaharuri - Gruparea acetat din pozitia anomerica a unui zahar peracetilat este
cea mai reactiva, deci poate genera un donor de glicozil cu activare corespunzatoare (schema 28). O
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serie de acizi Lewis (agenti electrofili) au fost folositi pentru generarea ionului de oxocarbeniu, dupa
cum urmeaza: SnCls, FeCls, BF3.Et20, TMSOTT si TrClOa.

0 /‘ S o

Schema 28

Avantajul metodei 1l constituie usurinta de preparare a donorului de glicozil (peracetilarea
zaharurilor este o operatie banald ce decurge la temperaturd obisnuitd in piridind cu anhidrida
acetica si in prezenta DMAP). Nu numai zaharuri peracetilate pot fi glicozilate pe aceasta cale, un
bun exemplu in acest sens fiind sinteza componentei dizaharidice a avermectinei, antibiotic,
antiparazitic (schema 29)[33].

OMe
Me o

OMe OMe
HO v
MeO e Me
OPV TMsOTf o o/ » o 0
+ > MeO MeO
OAc  CH.CI, Me o OPv Me o
Me o -780C AcO HO
AcO 2h MeO  Jp, MeO

Schema 29

C. Metoda cu ortoesteri - Metoda cu ortoester a fost utilizatd la construirea legaturilor 1,2-trans-
glicozidice. Ortoesterii functiunilor alcoolice de la C1 si C2 ale unui zahar in forma piranozica sau
furanozica se prepara usor din halogenuri de acilglicozil in conditii bazice. Ortoesterii pot fi activati
Cu acizi protici sau cu acizi Lewis prin acest procedeu obtinandu-se randamente bune de 1,2-trans-
glicozide. Kunz [34]. a raportat o noua metoda de glicozilare cu un nou donor, 1,2-O-[1-[[N-(1-
feniletiliden)amino]oxil]-2,2-dimetilpropiliden] glucopiranozida utilizand drept catalizator BFs.Et2O
in CH2Cl (schema 30).

ROH = colesterol

OPv OPv
(0]
. 0 BF,Et,0 - OR
PvO —— PvO

d & CH,Cl, PVO

Ph
X<
Bu o Me

Schema 30

D. Metoda cu tricloracetimidat — O-glicozil tricloracetimidatii pot actiona ca donori de glicozil
puternici in cataliza acida, in prezenta acceptorului formandu-se ireversibil glicozida (schema 31).

OBn OBn OBn OBn
(@] BF; Et,0 o
BnO NH + o : > O o
BnO BnO é_'n% CH,Cl, BBnn%
n
O)K BnO Bno 5O Bno

CC|3 OMe -40°C OMe
Schema 31
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E. Metoda cu n-pentenil glicozide - In prezenta unui electrofil, gruparea n-pentenil poate fi
activata chemiospecific furnizdnd un donor de glicozil. Electrofilii utilizati pentru activarea NPG
sunt N-bromo- si N-iodosuccinimidele (NBS, NIS). Doar cu acesti agenti de activare insa reactiile
sunt foarte lente (ore, zile). Adaugarea de acizi Lewis sau acizi protici precum acidul triflic (TfOH)
sau triflatul de trietilsilil (TESOTf) mareste mult viteza reactiei (schema 32). Fraser-Reid si
colab.[35] au introdus un concept nou si unic in reactia de glicozilare in 1988. In studiile lor asupra
reactiei de glicozilare a n-pentenil glicozidelor, au constatat cd donorul de glicozil ce poseda o
grupare aciloxi cu proprietati atragitoare de electroni la pozitia C-2 este mult mai putin reactiv decat
donorul ce are 0 grupare benzil in aceeasi pozitie (Schema 32). Astfel reactia de glicozilare poate
avea loc selectiv.

OBn
OBn OH o
Bnoﬁ + Acoﬁ Ibcp . o o
n
BnO OPent  AcO OPent “cp | BnO
BnO AcO 272 0
A ivat AcO OPent
Zanar actuval 7
zahar dezactivat AcO™ AcO
af=1:1

Schema 32

F. Metoda cu fosfiti de glicozil — aceastd metoda este utila la prepararea oligozaharidelor, dar
randamentele raportate sunt moderate [2]. Activarea fosfitilor de glicozil se poate realiza prin tratare
cu cantitati catalitice de triflat de trimetilsilil (TMSOTT). In prezenta unui acceptor de glicozil, se
obtin glicozide (schema 33).

OAcC
OAC AcO COOMe
AcQ, OP(OBn), HO AcOV’ o o
A (0]
AcO® 07/ cooMe + BnO TMSOTT — AchN OAT o
AcHN BnO BnO
OAc OBn BnO
OMe OBn
a:p=>51 OMe

Schema 33
G. Metoda de sinteza a glicozidelor prin intermediul glicalilor - Aceastd metoda exploateaza
olefina bogatd in electroni din enol eterul prezent intr-un glical, care prin tratare cu un reactiv

electrofil (E"= IDCP) conduce la formarea unei specii dionice de tip ,,oniu”. Aceasta functioneazi
ca donor in prezenta unui alcool (R OH) si se obtin 2-deoxipiranozide (schema 34):

OR OR OR o oR
O E* O R'OH
R A RO reducere RO
Rg@ - F?;il>> g Ré&‘—» RO
v’
OR’ OR’

Schema 34
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1.3. TIOGLICOZIDE

1.3.1. Metode de obtinere a tioglicozidelor
A. Reactia intre halogenuri de glicozil acilate si anionul tiolat— Reactia intre o halogenura de

glicozil acilatd si anionul tiolat produce o 1-tioglicozidd avand, In mod normal, o configuratie 3
(schema 35). Datorita conditiilor alcaline utilizate, este de obicei necesara reacetilarea produsului

de reactie [36].
OAc OAc
0 1. RS'K* o
AcO —— > AcO SR
AcO 2. Ac,O AcO
OA OAc
Br

Schema 35

Uneori halogenura de glicozil se genereaza in situ, in prezenta acceptorului (schema 36)[37]:

OAc OAcC
OAC —— 3 SPh
AcO PhSH, InCl, AcO
OAc OAcC
Schema 36

O altd metoda de sinteza a tioglicozidelor in care alcoolul tiobenzilic functioneaza ca acceptor si in
care acilhalogenura se genereaza in situ utilizeazd ca donor de halogenura tetraclorura de staniu

(schema 37)[38].

DCM, 30°C
c 0,
68% apf=1:1

Schema 37

OAc OAc
o BzISH, SnCl, 0
AcO 3 AcO
AcO AcO >y SBzI
OA ¢
‘on

B. Reactia aldozelor acilate cu tioli in prezenta unui acid Lewis. In prezenta unui acid Lewis
piranozidele complet acetilate reactioneazd cu tioli. Asistenta anchimericd a substituentului din
pozitia 2 a glicozidei face ca acetatii aflati in pozifie B sd reactioneze mai rapid decat cei aflati in
pozitie o (schema 38)

(0)

OAc Ac
o o
AcO AcO
AcO AcO OAc
OA OAc
o OAc B

Schema 38

iar la produsii de reactie predomina configuratia . In loc de tioli propriu-zisi se pot utiliza de
asemenea derivati de staniu sau trimetilsililati (schema 39)[39].
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Ac

RSH FeCI3
AcO AcO
AcO AcO

Schema 39

C. Reactia halogenurilor de glicozil acilate cu intermediari tiouree —tratarea unei halogenuri de
glicozil acilate cu tiouree produce o sare de pseudotiouroniu, care dupa hidroliza cu solutie apoasa

de carbonat de potasiu se transforma intr-0 1-tioglicopiranoza acilata cu configuratic B (schema 40)
[37, 40].

OAc
o
AcO ? AcO + K2CO3 Aco
AcO Am N 4”” Br —— X0 SH

acetona OAC

Schema 40

D. Reactia intre o 1-tioaldoza si o halogenuri de alchil - Reactia intre tetra-O-acetil-1-tiopiranoza
si 0 bromurd sau iodurd de alchil duce la formarea de alchil-1-tioglicozida, farda modificarea
configuratiei anomerice. Aceastd metoda de realizare a unei grupdri partante este utila in special
cand tiolul corespunzator este prea sensibil la conditiile de reactie din sintezele de oligozaharide

(schema 41) [41].
AcO 2C03 AcO

sau NaOH
Schema 41

E. Reactia tiocianatilor de glicozil cu reactivi Grignard —Reactia halogenurilor de
glucopiranozil acetilate cu tiocianat de potasiu duce la formarea 1-tiocianatilor corespunzatori [41].
Apoi acestia reactioneaza la —40 °C cu reactivi Grignard si se obtin 1-tioglicozide (schema 42) [42].

Aco/&/ soN — Aco/&/
AcO - MgXCN AcO

OAcC
sau OBz sau OBz

Schema 42
F. Reactia 1-tioaldozelor cu siruri de arildiazoniu —aril 1-tioglicozidele acilate pot fi obtinute,

de exemplu, din reactia intre 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-tio-D-glucopiranoza si o sare de arildiazoniu,
apoi compusul diazoniu intermediar se descompune prin tratament termic (schema 43)[41].
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ArN,*Cl-
AcO 2 AcO —
AcO ;&/S TNENTAr
Ac
.Nzl

OAc

(o]
AcO SAr
AcO

OAc
Schema 43

G. Aditia radicalica de 1-tioaldoze la alchene.—Reactia 1-tioaldozelor acetilate cu alchene in
prezentd de azobis(isobutironitril) (AIBN) produce 1-tioglicozide acilate (schema 44) [43].

AcO AIBN AcO

OAc
a sau B o sau B

Schema 44

Mecanismul general dupa care are loc procesul de aditie, cu obtinerea unor randamente
ridicate de tioglicozide (de la 50 la 93%) [44] se prezintd mai jos in schema 45.

OAc
&/ + n° > AcO § 25 + InH
OAc OAC
/&/ AR . ;
+ CH,=CHR > “%t0 S-CH,-CHR

OAc OAc

O
OAc OAc &/S‘CHZ'CHzR
OAc
§;§ S-CH CHR+ACOO§;§ +

OAc

0 o
A
AN

| OAc

Unde In= initiator, de exemplu azobis(izobutironitril) (AIBN)
Schema 45

H. Descompunerea xantatilor de glicozil.—Tratarea halogenurilor de glicopiranozil cu un
alchilxantat de potasiu [41,45] sau tratarea 2,3,4,6-tetra-O-benzilglicopiranozelor cu clorura de p-
toluensulfonil si cu alchilxantati de potasiu in conditii de transfer de faza [46] duce la obtinerea de
1-ditiocarbonati (xantati), care se descompun usor la 1-tioglicozide, prin tratament termic in topitura
(schema 46).
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AcO K SCOR AcO
0 a0 sCor
C Bu4NHSO Ac

Br Na,CO4H
OAc
%
AcO SR
AcO
OAc
Schema 46

Mecanismul reactiei de descompunere termica a xantatilor a fost elucidat in anul 1970 [45],
prin urmatoarele argumente (schema 47):

D

OAc

b ¢ d
et
| 1S ]
AcO N Lioicn == AcO ° ISI
=1-C-1-0O"1— -
AcO STETONTE AcO S +*C-0—CH; —>COS + *CH,
OAc i | 1
[ I ' OAc
1 1 1 1
OAc OAc
AcO © - -3  AcO S
AcO S 4+ *CH, 0 SMe

Schema 47

Disocierea metilxantatului de tetraacetilglucoza in pozitia (a) din schema 47 se exclude
deoarece s-a constatat ca configuratia anomerica nu se modifica in timpul reactiei. Disocierea in
pozitia (c) se exclude prin faptul cd se poate recristaliza metilxantatul de glicozil usor din alcool.
Disocierea in pozitia (d) se exclude pentru ca nu s-a observat rearanjarea Xxantatului de
tetraacetilglucoza in ditiocarbonat la dizolvarea intr-un solvent polar. Mecanismul propus este
urmatorul: xantatul de tetraacetilglucoza se descompune in pozitia (b) cu obtinerea anionului 1-tio-
D-tetraacetilglucoza si cationul metoxicarbonil, care se descomune ireversibil la sulfurd de carbon si
un cation metilic. Apoi anionul 1-tio-D-tetraacetilglucoza reactioneaza cu cationul metil, formandu-
se tioglucozida. Faptul ca metilxantatul de tetraacetilglucoza produce cu randamente ridicate
2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-S-acetil-1-tio-B-D-glucopiranoza la dizolvarea intr-un amestec de piridina si
anhidrida acetica sustine acest mecanism propus.

I. Hidroliza partiala a ditioacetalilor.—Desulfurarea partiald a ditioacetalilor cu saruri de
mercur(Il) este utila pentru obtinerea de 1-tioglicozide cu configuratie a, care nu se pot obtine prin
metodele mentionate anterior si, de asemenea se poate aplica pentru prepararea de tioglicozide

furanozice, caz in care are loc inchiderea ciclului furanozic ca etapd termodinamicd a reactiei
(schema 48) [40].

RS SR
HO
OH HgCl,, HgO HO (0]
HO —_— OH
OH H,0 SR
OH OH
OH
Schema 48
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J. O modificare a metodei Suzuki de obtinere a O-glicozidelor in care acceptorul este un tiol
alifatic (oricare cu exceptia metantiolului) si care foloseste ca promotor triflatul de zinc in conditiile
in care agentul de glicozilare este un amestec de anomeri (intotdeauna usor de obtinut) duce la
obtinerea de S-glicozide (ca amestec de anomeri) cu randamente modeste (schema 49)[47].

OBn OBn
0 Me,SiCl, Zn(OTf),, RSH o
BnBO o » BnO
n OH BnO SR
OBn MeCN, 40 °C OB
Schema 49

1.3.2. Utilizari ale tioglicozidelor
A. Tioglicozidele ca donori de glicozil

a. 1-Tioglicozidele sunt donori extrem de versatili in reactiile de glicozilare. Ele pot fi transformate
direct in O-glicozide prin tratare cu compusi hidroxilici in prezenta unui promotor tiofil. Mai mult,
ele se pot transforma rapid in alte tipuri de donori de glicozil, precum cloruri, bromuri, ioduri sau
ﬂuoruri de glicozil tricloroacetimida‘;i sau pentenil inCOZide Aceste caracteristici permit o

e vy

prezentate in schema 50.

CI,CCN
m oH T —> m/ <
baza CCl,
moa

catalizator
acid
SnCl,
Agclo4
(o]
= o
SR HO e W
activator m \A

tiof il

I S \W \

(e}
m %
Ag* sau Hg?* O™ NF

X =Cl Brsau | sau (alchil),N*Br-

Schema 50

32

BUPT



La activarea directd cu promotori tiofili, 1-tioglicozidele reactioneaza cu compusi hidroxilici
si se obtin glicozide. Dar sunt disponibile si alte variante. Astfel, 1-tioglicozidele pot fi transformate
in bromuri, cloruri sau temporar in ioduri de glicozil. Acestea la randul lor pot actiona ca donori de
glicozil daca sunt activate cu activatori specifici Ag®, Hg?*, sau bromuri de tetraalchilamoniu. 1-
Tioglicozidele pot de asemenca sa fie transformate in 4-pentenil-glicozide folosind aceiasi
promotori; la randul lor pentenil-glicozidele pot fi activate de catre ionul iodoniu si devin donori de
glicozil in reactii de glicozilare. Tioglicozidele pot fi transformate de asemenea in fluoruri de
glicozil, utilizate apoi la randul lor ca donori in alte reactii. De asemenea se pot deproteja partial
tioglicozidele, eliberand pozitia 1-OH. Acesti compusi pot fi transformati apoi in imidati sau
tricloroimida;i de asemenea buni donori de incoziI Toate aceste variante de prelucrare permit

eqe vy

b. Generarea de halogenuri de glicozil din 1-tioglicozide prin metode in situ—in prezenta unui
compus hidroxilic si cu promotor triflat de argint, reactia intre o tioglicozidd si (BusN)2CuBrs
produce o bromura de glicozil in situ, iar aceasta se transformd imediat intr-o glicozidd (schema
51)[48].

OAc

AcO 0 M SMe
e
AcO BnO OBn

NPhth

1. (BuyN),CuBr,
2. AgOTf
AcO w
AcO
NPhth OBn

84% 2%

Schema 51

In mod asemanitor, reactia dintre o tioglicozida si un compus hidroxilic in prezenta unui
exces de bromurd de tetraalchilamoniu si a wunui promotor tiofil de tip triflat de
dimetil(metiltio)sulfoniu (DMTST) decurge cu stereoselectivitate foarte buna (schema 52)[49].

OBn
BnO 0
BnO
OH OBn
BnO 0O o)
BnO OMe DMTST
BnO + BnO _ = 0]
OBn Bu,N*Br BnO OMe
CH,CI BnO
%12 OBn
t.c,

1.5 saptamani
83%

in absenta Bu,N*Br: tc., 2 zile, se obtine
50%dizaharida legata a si 30% dizaharida legata

Schema 52
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c. Utilizarea directid a 1-tioglicozidelor ca donori de glicozil folosind activatori tiofili—
Mecanismul general al unei reactii de glicozilare in care este implicata o 1-tioglicozida benzilata sau
acilata este prezentat in schema 53.

OBn

OBn
BnO O srl E* BnO ©
BnO —>  BnoO
OBn

OBn

OBnO OBnN -
B“BOO SRl E* BnO o 1o BnO
n 5 BnO 2 > Bno
o
) D

0=~ ]
R ] ~'
R20H ¥ R
OBn

(@)

BnO SR2
BnO
R =AcsauBz o)
r
R
Schema 53

Utilizarea directa a 1-tioglicozidelor ca donori in reactia de glicozilare a fost introdusa de
catre Ferrier si colaboratorii sai [50]. Ei au consemnat ca fenil 1-tio-D-glucopiranozidele pot fi
solvolizate in prezenta acetatului mercuric in metanol sau pot reactiona cu alti compusi hidroxilici si
se obtin glicozide cu randamente utile. Aceste observatii au declansat investigarea si descoperirea
unei multitudini de promotori. Dintre acestia mentionam Cu(OTf). [51], Hg(OBz)2 [52], Hg(NOs):
[53], Pd(CIOa4)2 [54], N-bromosuccinimida (NBS) [55], PhHgOTf [56], si HgCl. [57]. Totusi acesti
promotori nu au dus la obtinerea unor randamente ridicate, necesare in sinteza de oligozaharide.
Aceasta situatie a fost imbunatatita considerabil de catre Lonn, care a constat ca triflatul de metil
este cel mai util promotor direct in glicozildri ce folosesc 1-tioglicozide [58]. 1-Tioglicozidele ce
poseda un substituent participant la atomul O-2 produc glicozide cu configuratie 3, iar cele la care
substituentul de la atomul O-2 este neparticipant produc amestecuri anomerice. Aceste observatii au
dus la descoperirea ulterioara a mai multor promotori tiofili ce produc randamente ridicate, precum
cei prezentati in tabelul 1.

Tabelul 1. Activatori tiofili

Activator SR!? Bibliografie
MeOTf SMe, SEt, SPh 58
DMTST SMe, SEt, SPh 49
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NOBF4 SMe 59
MeSOTf, MeSBr SMe, SEt, SPh 60
TrClO4 (cat) SCN, (acceptor ROTY) 61
PhSeOTf SMe 62
Mel Spy 63
NIS-TfOH SMe, SEt, SPh 64
IDCP SEt 65
Ph_
N—
AgOTf s N 66
a S
TBPA SEt, SPh 67
DMTST sau AgOTf 3
sau SnCls sau FeCls S_C—N: > 68

B. 1-Tioglicozidele ca acceptori de glicozil in reactiile de glicozilare— dacd pentru a transforma
0 1-tioglicozida in donor de glicozil este necesara o activare cationica, ar fi de asteptat ca aceasta sa
poata actiona si ca acceptor de glicozil, in cazul in care contine o grupare hidroxil libera iar donorul
respectiv este activat pe alta cale. Astfel se poate realiza o glicozilare intre o 1-tioglicozida cu o
grupare hidroxil liberd si o bromurd sau o clorurda de glicozil pe post de donor, utilizand drept
promotor triflat de argint, clorura de staniu(ll), sau perclorat de argint (schema 54).

OAc
o
donor acceptor AcO
OAc
Schema 54

Drept donori 1n acest caz se pot utiliza si fenil 1-selenoglicozide, in acest caz activatori sunt
fie carbonatul de potasiu fie cel de argint (schema 55)[69].

OAc
o)
AcO (@]
OAc OH AcO o
(6] o BzO
AcO SePh NPhth SR
AcO BZCB> o SR AgOTf BzO
z —_—
NPhth  + OBz K,CO, 0Bz
acceptor
Schema 55

C. 1-Tioglicozidele in secventele de protejare-deprotejare a glicozidelor—Tot datoritd cerintei
ca activatorul pentru centrul anomeric al unei 1-tioglicozide sa fie cationic, se pot concepe mai
multe variante de manipulari de grupe protectoare la alte pozitii ale inelului piranozic sau furanozic.
Aceste manipulari includ esterificari, deesterificari, acetalizari, hidroliza de acetali (in conditii ce nu
afecteaza centrul anomeric), alchilari sau esterficari prin transfer de faza [70] sau deschiderea
ciclului acetalilor benzilidenici (schema 56) [71].
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BZO BzO

BzO &/ BH3NMe3/AICI3 Bzo/mm

CHZCI Et,0 (5:1)
Schema 56

Dupa astfel de operatiuni de protejare-deprotejare tioglicozidele pot fi activate chemoselectiv pentru
a deveni donori de glicozil.
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PARTEA A lI-A: CONTRIBUTII ORIGINALE

CAPITOLUL 11

OBTINEREA DE TIOGLICOZIDE ALE 3-MERCAPTO-1,2,4-TRIAZOLILOR-5-
SUBSTITUITI
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11.1. TIOGLICOZIDE ALE MERCAPTO-HETEROCICLURILOR CU AZOT

Deoarece literatura S-glicozidelor ce au ca si aglicon triazoli este extrem de saraca, scanarea
literaturii pe acest subiect s-a extins pe: mercaptopiroli, mercaptotiazoli, mercaptoimidazoli (si a
produsilor derivati cu benzenul), mercaptooxa- si —tiadiazoli si mercaptotriazoli (in toate cazurile s-
au luat in considerare si variantele substituite alchilice, alchil-arilice, arilice si heterociclice). Toti
compusii mercapto in care gruparea tiol este legata de un atom de carbon implicat intr-o dubla
legatura prezinta tautomerie tiol-tiona. (schema 1)

A—10

HS
Schema 1

Daca de exemplu Y = N, atunci in raport cu reactia de glicozilare compusii mercapto ai
pentaheterociclurilor pot functiona ca acceptori de glicozil atat prin atomul de sulf, cat si prin cel de
azot. Nu putine sunt indicatiile bibliografice privitoare la obtinerea amestecurilor de N- si S-
glicozide.

11.1.1. Tioglicozide ale mercapto-heterociclurilor cu azot in seria piranozica

Pornind de la observatia ca 1,3,4-oxadiazolii si 1,3,4-tiadiazolii poseda o serie de proprietati
fiziologice (fungicide, bactericide, antipiretice, analgezice, antituberculoase) 2-tioxo-1,3,4-
oxadiazolii si 2-tioxo-1,3,4-tiadiazolii substituiti in pozitia 5 cu nucleu aromatic au fost legati de un
rest de glucoza printr-o reactie de glicozilare Fischer [1]. Ca si donor de glicozil a fost utilizata
acetobromoglucoza iar ca acceptor tiolatul de potasiu, reactia decurgand la temperatura camerei,
intr-un amestec acetona:apa, cu obtinerea de amestecuri de N- si S-glicozide (schema 2).

N—N

o /4 >\
AcO S X Ar
AcO
OAc HN—N OAc
AO (0] \ NaOH
C +
AcO SJ\ )\Ar acetona/H,0 + s
OAc X OAc N )‘\
B
r AcO N X
AcO \ __
OAc N
Ar

Ar =Ph, p-Cl-CéHs; X =0, S
Schema 2

Din pacate compusii sintetizati in premiera absolutd au fost caracterizati doar prin
spectroscopie UV, punct de topire, spectroscopie IR si analiza elementara, lipsind cu desavarsire
informatii privind geometria centrului anomeric (la anul aparitiei articolului lipsind caracterizarea
prin *H-RMN sau $3C-RMN) sau a eventualului raport intre anomeri.

S-glicozida 2-mercaptotiazolinei a fost obtinutd printr-o reactie de glicozilare Fischer din
tiolatul corespunzator (generat prin reactia hidrurii de sodiu 60% si tiol) si a-brom-2,3,4,6-tetra-O-
acetil-glucopiranoza. Reactia a fost condusa in acetonitril la temperatura camerei, raportandu-se
randamente bune si foarte bune (schema 3)[2].
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OAc

OAc S
0 [\ /§< ;o
AcO L s N N Ao s j
AcO D \/ CH,CN AcO N

A
Br SH o
4 47 48

Schema 3

O serie de tioderivati ai acidului neuraminic (cu substituenti alil, para-tolil, p-metoxifenil, p-
nitrofenil o-tiopiridil si metil-imidazolil) au fost obtinuti printr-o reactie de glicozilare a clorurii
acide a esterului metilic peracetilat al acidului neuraminic, utilizand tiolatii corespunzatori generati
in situ (cu o solutie 1M de carbonat de sodiu). Lucrand la temperatura camerei si folosind
catalizatori de transfer interfazic (TBASH) s-au obtinut cu randamente foarte bune si excelente S-
glicozidele corespunzatoare atat in diclormetan cat si in acetat de etil. De remarcat ca autorii nu au
observat formarea nici a N-glicozidelor nici a N,S-diglicozidelor (schema 4) [3].

A

AcO co,Me
\\O AcO }\OAC 2 N
coMe —— > o s«</ l
AcHN TBAHS AcHN
cO N
iM NaZCO Me
46
Schema 4

Reactia 3-(2-hidroxifenil)-5-mercapto-4-fenil-1,2,4-triazolului cu clorurile acide (Br sau CI)
ale glucopiranozei, galactopiranozei si N-acetilglucozaminei peracetilate a fost condusa la
temperatura camerei, in acetond, (folosind carbonat de potasiu atat pentru generarea formelor tiolat
cat si pentru neutralizarea hidracizilor rezultati ca produsi secundari) obtinandu-se B-tioglicozidele
corespunzatoare [2] (schema 5). Reactiile au fost conduse in doua variante: prin metoda clasica cu
agitare si folosind tehnica ,.click chemistry” cu ajutorul microundelor. Cu aceastd ocazie s-a
constatat ca 1n cea de-a doua varianta randamentele sunt sensibil mai mari.

R2 OAC OAC
/4 K co ,SE
R1 HS
ACO + acetona AcO

R'=0Ac, Y=0,R*=H
X =BrsauCl

Y=0sau NH

R'=H,Y = 0,R’= OAc

R'= OAc,Y =NH, R = H
Schema 5

3-mercapto-4-metil-5-fenil-1,2,4-triazolul a fost cuplat cu bromo-aceto-halogenurile gluco-

si xilopiranozei in acetond, anionul tiolat fiind generat cu o solutie de hidroxid de sodiu 10%.
Reactia a decurs cu formarea doar a S-glicozidelor corespunzatoare, nefiind mentionata formarea N-
sau N,S-glicozidelor. Din pacate si in acest caz nu existd informatii certe (lipsa datelor RMN) cu
privire la geometria centrului anomeric (schema 6) [4].
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N—N
N_N _NeOH _ AcO /4 )\ Ph
AcO AcO
AcO HS acetona/Hzo

R= CHZOAc R =CH,0Ac
R=H R=H
Schema 6
Sarurile de potasiu (sau de sodiu) ale 2-mercapto-4-metil- sau 2-mercapto-4-fenil-5-tiono-

1,3,4-tiadiazolinei generate cu solutii de hidroxid de sodiu sau de potasiu reactioneazd cu
acetobrom-glucopiranoza dizolvata in acetona, la refluxul solventului, pentru a conduce la 4-metil-
sau 4-fenil-5-tiono-1,3,4-tiadiazolinil-2-(tetra-O-acetil-B-D-tioglucopiranozidele) corespunzatoare.
Nici de aceastd data literatura nu ofera informatii cu privire la geometria centrului anomeric (lipsa
datele RMN)(schema 7) [5].

N—N
Aco/m N—N NaOH sau KOH /Q /K
AcO J\ )\ acetona/HZO Acom
OAC N—N
N—N NaOH sau KOH /k )%
AC200 J\ )\ acetona/Hzo Acom

Schema 7

In conditii asemanitoare, analogul metilat al 2-mercapto-5-tiono-1,3,4-tia-diazolinei prin
reactie cu aceeasi acetobromohalogenura, conduce la un amestec de N- si S-glicozide [6](schema 8).

N—N

m AL e

OAc
o }\l—’{ NaOH sau KOH
AcO + —
AcO Mes/k )\SH acetona/H,0
OAc S OAc o
Br
AcO N—N
AcO
OACA )\
S SMe
S

Schema 8

in cazul compusilor ditiolici (ditione tautomerizabile), lucrandu-se in conditii asemanatoare,
se obtin atat ditioglicozide cat si N,S-diglicozide. Astfel, prin reactia 1,3,4-tiadiazolidin-2,5-ditionei
Cu acetobromoglucozd in acetona si cu generarea formelor tiolat folosind solutii de hidroxid de
sodiu sau de potasiu, se obtine un amestec de S,S-, S,N- si S-glicozide. In cazul in care reactia este
condusa cu aglicon 1n exces (2.1 moli aglicon / 1 mol bromohalogenura peracetilatd) se poate obtine
preponderent S-glicozida (schema 9). Sursa bibliografica nu ofera informatii cu privire la geometria
centrului anomeric [6].
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N—N

SACAY A m

OAc
o HN—NH  NaOH sau KOH
AcO + — +
AcO S S acetona/H,0
S
OAc
Br OAc
AcO —
OAC )\ OA
OAc

N—NH

N—NH NaOH sau KOH /Q /K
AcO AcO
AcO S aoetona/H ,0 AcO

Schema 9

Atunci cand glicozilarea 3-mercapto-1,2,4-triazolului a fost condusa in conditiile reactiei
Hillbert-Johnson-Bikofer, cu utilizarea triflatului de trimetilsilil ca promotor si a 2-acetamido-
1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-deoxi-a-D-glucopiranozei ca donor, s-a obtinut un amestec de N- si N,S-
glicozide. Reactia are loc in diclormetan la reflux cu formarea N-glicozidei ca produs majoritar.
Geometria centrului anomeric a fost complet caracterizata, att in cazul N- cat si in cazul N,S-
glicozidelor. Autorii nu au observat formarea S-glicozidei [7] (schema 10).

NZN\

N NH NH

OAc )§ /
OAc /f ;o s N NHA
ACO Ao ¢
AcO NHAc
S :; \0 o
RS NHAC

NHAc 2 OAC
HN—\\ TMSOTf AT Aco
LY >

H H,CI
SN CH,Cl, //—N\H
N—NH
+ NYN /
Ry 4 %s
BzO o OAc \ S N
N—N BzO o BzO o
7. L - .
N R, OBz OBz OBz OBz
3 4 5
BzO o
R]_:
OBz OBz
Schema 10

Glicozilarea 2-mercapto-4,5-difenilimidazolului si a  1-fenil-2-mercapto-4,5-difenil-
imidazolului cu bromurile de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-gluco- si a-D-galacto-piranozei sau cu
clorurd de 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-2-deoxi-o-D-glucopiranoza intr-un amestec de acetona-
DMF si in prezenta trietilaminei, la temperatura camerei, a condus la obtinerea B-tioglicozidelor
corespunzatoare cu randamente de 74-86% [2]. Lucrand in conditiile ,,click chemistry” (iradiere cu
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microunde) autorii raporteaza randamente excelente (88-94%) la timpi de reactie de ordinul

minutelor (schema 11).
N Ph
T
g Ph

R? R=H

R3 le)
R! R Ph /m / Ph
AcO {
% Eta AcO
X acetona/DMF

=OAc,R?=H,R® = CH,0Ac, X=Br = 0Ac, R?=H,y=0,R =HsauPh
R!=H,R2=0Ac,R3= CHOACX Br Rl=H,R2=0Ac, Y=0,R =HsauPh

R =OAc, R2=H, Y =NHAc, X =ClI R!=H,R?=0Ac, Y=NH, R =H sau Ph

Schema 11

Glicozilarea 5-ariliden-2-tiohidantoinei cu acetobromoglucoza nu conduce doar la S-
glicozida, reactia avand loc si la atomul de azot din pozitia 3 a ciclului hidantoinic, cu formare de
N,S-diglicozida. In prezenta unui exces de agent de glicozilare, diglicozida este singurul produs
observat. Reactia este condusa in solutie apoasa de hidroxid potasiu sau de carbonat de potasiu si
acetona [8]. Se presupune ca reactia are loc mai inai la atomul de sulf, apoi la atomul de azot, cand
acesta este disponibil, cu obtinerea derivatului diglicozilat. Acesta este singurul produs obtinut in
prezenta unui exces de agent de glicozilare. Geometria centrului anomeric este complet precizata si
sustinutd de date spectrale (schema 12) [8, 9].

AcO S / H
AcO
OAc .O
ACO 0 NaOH
AcO * N—= /
OAC HS-</ H  acetona/apa
Br NH o /&/ _</ H

AcO

OAc

Schema 12

Reactia de glicozilare poate avea loc 1n prezenta unui acid Lewis (BF3.Et20) si daca donorul
de glicozil este un zahar peracetilat. In cazul utilizarii 2-mercapto-benzooxazolului sau 2-
mercaptobenzotiazolului ca acceptori de glicozil si a B-D-glucozei, a 3-D-galactozei sau a a/B-D-
manozei peracetilate ca donori, s-a obtinut un amestec anomeric de S-glicozide, in care predomina
anomerul B, cu randamente bune (79%) [10, 11] (schema 13). Totusi autorii considera ca aceste
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conditii nu conduc la obtinerea unor rezultate satisfacatoare, deoarece este necesara utilizarea unui
mare exces de catalizator si de acceptor iar reactia necesitd timpi mai lungi pentru definitivare
comparativ cu metoda clasicd (acetohalogenurile glicozidelor ca donori de glicozil, in prezenta
K2COs 1n acetona anhidra).

OAc OAc X
BF,.Et,0 w‘f o
AcO OAc HS-<\ ]@ AcO 5/<\
AcO CH CI AcO N
OAc
X=0,S
Schema 13

S-glicozidele mercaptobenzoxazolului astfel sintetizate sunt de mare interes practic, ele
putand actiona ca donori excelenti de glicozil in sinteze de oligozaharide, gruparea partanta
(mercaprobenzoxazolil, denumita in literatura SBox) fiind activata selectiv cu triflat de argint sau cu
triflat de metil (schema 14). Reactiile decurg in diclormetan anhidru, proaspat distilat, sub atmosfera
de gaz inert, cu obtinerea in exclusivitate a 3-dizaharidelor, la temperatura camerei. In unele situatii,
cand geometria grupei protectoare participante de la C2 este axiald (cazul manozei), se obtin in
exclusivitate o-dizaharidele. Reactia este extrem de sensibila la prezenta urmelor de apd, de aceea in
toate cazurile se foloseste sita moleculari 3 A.

OBz

o]
BzO
o]
& /<X XOTf Bzm
BzO SN , Bno OBz
BzO N BnO CHZCIZ o
BnO
OBz BnO
OBn
OMe
X =Ag, Me
Schema 14

Un avantaj al utilizarii unor astfel de donori de glicozil activati selectiv il constituie
diversitatea de acceptori ce poate fi implicatd in procesul de glicozilare, unii dintre ei fiind
prezentati in schema 15.

o
082 oH OH 5 0BZ oH
f ; 0 0
o 820 SEt
o

OMe ! OBz

Schema 15

Datorita rezultatelor incurajatoare obtinute in reactii de obtinere a unei mari divesitati de
oligozaharide utilizand tioglicozide de mercaptobenzooxazoli sau de mercaptobenzotiazoli ca donori
de glicozil, s-a incercat diversificarea gamei de compusi ce pot avea acelasi potential, poate chiar
imbunatagit. Astfel s-a incercat substituirea ciclului aromatic al gruparii partante cu grupari
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atragatoare de electroni, care sd faciliteze activarea selectivd. Sinteza acestor compusi se efectueaza
prin metoda clasica a tratarii acetobromoglicozidei cu tiolul de interes, fie ca atare, fie sub forma de
sare de metal alcalin [12](schema 16). Nu in toate cazurile insa se obtine doar S-glicozida de interes,
putandu-se forma si N-glicozida ca produs secundar.

Pentru a se favoriza formarea S-glicozidei, marindu-se astfel eficienta reactiei de obtinere a
unui donor de glicozil ce va fi ulterior implicat in altd secventa de reactii, mercaptobenzooxazolii
sau mercaptobenzotiazolii substituifi au fost transformati mai intai in saruri de sodiu, prin tratare cu
hidrura de sodiu in acetonitril anhidru. Aceastda sare a fost apoi angajatd in reactia cu
acetobromoglicozida, obtindndu-se B-S-glicozida ca produs majoritar si [3-N-glicozida ca produs
secundar [13]. Acest tip de abordare s-a incercat pentru glicozilarea bromurii de glucozil si de
galactozil in prezenta a diferite variante de grupe protectoare (schema 16).

R2 _OAc S
A P
RZ OAC RO N R
R

o S OAc
R! + Nas-< —_— +
RO \ 2 OAcC
OAc N R o S
Br R=H R1 N/\S
R = OMe RO

R=R2=H,Rl= OAc OAc
R = OMe, R2= H, R1= OAc

R = Rl= H, R2= OAc

R =OMe, R = H, R2= OAc

Schema 16

Cea mai noud indicatie bibliograficdi cu privire la prepararea de glicozide ale
mercaptotriazolilor substituiti foloseste iradierea cu microunde a amestecului de reactie, fapt ce evita
utilizarea de cantitafi mari de solventi si mareste viteza reactiilor [14]. Reactiile asistate de
microunde constituie o tehnologie tot mai cautatd In chimia organicd, deoarece sintezele
experimentale si chiar cele industriale devin astfel mai eficiente si mai ecologice. S-au ales din
metodele clasice de sinteza doud variante in scopuri comparative: cuplarea 5-(3-clorobenzo[b]tien-
2-il)-4H-1,2,4-triazol-3-tiolului cu halogenuri de glicozil in prezenta de K2COz in DMF (schema 17)
si aceeasi cuplare in prezenta de trietilamina in acetona (schema 18).

R2

Cl Cl AcY OAc
N—N N=N Rl
Ny ) | Yt V- [aond 56,7
| SH s 6
S l}l)/ S N
H

OAc

1 K CO; H
+ —_— +
DMF 2
OACRZ cl Acy oAd
N—N ¢ 1
AcY R1 | \ 1\ o R
o )/s\ Z iii\
S N OAc
OAc 8,9, 10
x i 1
2Y=0,X=Br,R1=0Ac, R2=H o] YAc

- = 1 = 2=
3Y=0,X=Cl, Rt =0Ac, R?=H AcO
4Y =0, X=Br,R1=H, RZ= 0Ac

R2
cO
1

R
Schema 17
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In cazul reactiei catalizate de K2COj3 se constatd ci nu se obtin doar S-glicozidele dorite, ci si
S,N*-diglicozide. In procedeul clasic, timpul necesar completrii reactiei este de 2 zile, iar in cazul
iradierii cu microunde sunt necesare doar 5 minute.

In cazul cuplarii acetohalogenurilor de glicozil cu mercaptotriazoli substituiti in prezenta de
triectilamina se obtin selectiv S-B-glicozidele dorite (schema 18). Timpul necesar in procedeul clasic
este de 4 ore, iar in cazul iradierii cu microunde de 3-4 minute.

Cl

\ N—N
| Y sH R2
S N Cl Acy OAC
1 H Et;N N—N c R1
+ —_— | \ / »/S (¢]
R2 acetona S N OAC
OAC !
AcY R1 H
56,7
X OAc
2Y=0,X=Br,RI=0Ac,R2=H

3Y=0,X=Cl,Rl=0Ac R2=H
4Y =0, X=Br,Rl=H,R2=0Ac

Schema 18

Se constata ca sub influenta microundelor randamentul reactiilor de cuplare in ambele cazuri
creste si timpul necesar desavarsirii lor se scurteaza simtitor, fara insa a fi influentata in vreun fel
regioselectivitatea procesului.

11.1.2. Tioglicozide ale mercapto-heterociclurilor cu azot in seria furanozica

Metoda de obtinere de tioglicozide prin tratarea glicozidei complet acetilate cu tioli
heterociclici in prezenta unui acid Lewis (BF3.Et2O) s-a aplicat si ciclurilor furanozice ale
zaharurilor. In cazul penta-O-acetil-D-galactofuranozei, s-au obtinut selectiv p-tiofuranozide cu
randamente de peste 50% pentru 0 gama larga de tioli, precum 2-mercaptobenzimidazol, 2-
mercaptobenzotiazol,  2-mercaptotiazolinad,  2-mercaptopiridina sau  2-mercaptopirimidina
[15](schema 19). Prin analize atente *H-RMN autorii au putut stabili raportul molar optim tiol : acid
Lewis (1:3) ce trebuie addugat in reactie pentru deplasarea echilibrului tautomeric tiol — tiona al
acceptorilor de glicozil mentionati mai sus aflati in solutie spre forma tiol, prin complexare. Acidul
Lewis mai joaca un rol important si in activarea gruparii protectoare acetat din pozitia anomerica a
zaharului.

S-R
o} BF,Et,0 0
Ac OAc+ RSH —3—&= AC
CH,Cl,
OAc OAc OAc OAc
OAc OAc
49 50 51
H
OESORePGES
R= \ \ \ i] |
N ' N ' N ' N/ ' /I\N/
Schema 19
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Aceasta abordare s-a testat si pentru alte cicluri furanozice, in aceleasi conditii, obtinandu-se
randamente de peste 50% in cazul [-tio-glucofuranozei si de peste 70% 1in cazul o-tio-
manofuranozei.

Tioglicofuranozidele se pot obtine si prin alte metode decat cele mentionate mai sus, cu
randamente foarte bune. Interesul major 1n orice reactie de glicozilare este obtinerea selectiva a
compusului de interes. Cand cuplarea 5,6-dicloro-2-mercapto-benzimidazolului cu 1-acetil-2,3,5-tri-
O-benzil-B-ribofuranozida s-a efectuat in prezenta de TMSOTf in diclormetan la temperatura
camerei, randamentul in B-tioribofuranozida este foarte bun [16](schema 20).

cl
BzOq _o_ OAc N cl B207 _o S’Q]@[
TMSOTF N Cl
+ HS ch.a
OBz OBz N c OBz OBz
Schema 20

Mercaptobenzoxazolii si mercaptobenztiazolii au fost glicozilati intr-o abordare originald
[13]. Pentru favorizarea formarii exclusive a N-glicozidei, s-a incercat impiedicarea tautomerizarii
tion-tiolice prin inlaturarea hidrogenului si inlocuirea Iui cu gruparea trimetilsilil. Folosind ca
promotor triflatul de trimetilsilii (TMSOTf) mercaptobenzoxazolii si mercaptobenztiazolii
trimetilsililati au fost glicozilati cu pentaacetilribofuranoza, in acetonitril la 70 - 80 °C timp de o ora,
obtinandu-se in exclusivitate N-glicozide. Argumente spectrale (RMN, DFQ-COSY si NOESY) au
fost aduse pentru confirmarea legaturii C-N si a geometriei centrului anomeric (schema 21).

X
~ 1
N
AcO o) OAc X TMSOTE AcO o
+ TMSS—<\ —>MeCN
N

OAc  OAc 70-80°C OAc OAc
X=§,0

Schema 21

In mod cu totul neasteptat, atunci cand s-a folosit ca acceptor trimetilsilil derivatul
mercaptobenztiazolului substituit cu o grupare metoxi, in aceleasi conditii de glicozilare ca cele
mentionate mai sus, se obtine exclusiv S-glicozida [13](schema 22). Nu exista nici un fel de discutie
privind influenta gruparii metoxi asupra dirijjarii situsului de glicozilare, argumentele spectrale
invocate fiind suspecte.

MeCN
OAc OAc 70-80°C OAc  OAc

Schema 22

S OMe
AcO OAc S OMe S-<
0 TMsoTf A o \ :©/
+ TMSS<\ — N
N

Atunci cand s-a lucrat cu donori de glicozil precum bromura de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a.-
glucopiranoza respectiv bromura de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-galactopiranoza si folosind ca acceptori
forma tiolat a mercaptobenzoxazolilor i mercaptobenztiazolilor (generati prin reactia cu hidrura de
sodiu in situ), se obtin amestecuri de N- si S-glicozide (schema 23).
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X RS
R? OAcS=< :I::j/
R! ° N
R2 AcO
OACO X R3 MeCN OAc
Rl + Nas_<\ —_— +
AcO \ t.c. )
OAc R< _OAc s R3
Br 3 R s j©/
R3= OM
Rl= OAc, RZ=H € AcO \

Rl=H, R2= OAc OAc
Schema 23

Din acest studiu de literatura reiese ca se raporteaza putine metode pentru sinteza de S-
glicozide ale mercapto-heterociclurilor cu azot, preferandu-se glicozilarea donorului halogenat in
mediu bazic. In aceste conditii se obtin de obicei amestecuri de N- si S-glicozide, cu randamente in
general bune. In acest context, metoda de obtinere a S-glicozidelor 1,2,4-triazolilor-5-substituiti prin
glicozilarea glucozei peracetilate prin metoda Ferrier reprezinta o noutate.
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I1.2. PARTE EXPERIMENTALA

Una din problemele care apar in sinteza S-glicozidelor cu aglicon heterociclic ce permite
tautomerie tiol-tiona este aceea a compatibilizarii acceptorului (tiocompus) cu donorul de glicozil.
Daca se incearcad obtinerea tintitd a S-glicozidei, cea mai comoda cale este de a genera tiolatul (de
sodiu sau potasiu) mercaptoderivatului; in acest caz singura problema 0 constituie gasirea unui
solvent compatibil atat pentru donor (de regula o acetohalogenura) cat si pentru acceptor (tiolat de
sodiu sau de potasiu).

Atunci cand glicozilarea 3-mercapto-1,2,4-triazolului a fost condusa in conditiile reactiei
Hillbert-Johnson-Bikofer, cu utilizarea triflatului de trimetilsilil ca promotor, s-a obtinut un amestec
de N- si N,S-glicozide (capitolul II.1.1, schema 10). Reactia are loc in diclormetan la reflux cu
formarea N-glicozidei ca produs majoritar; autorii nu au observat formarea S-glicozidei [7], motiv
pentru care aceasta strategie nu ni s-a parut viabila pentru incercarea de obtinere de S-glicozide ale
unor compusi similari.

In urma studierii literaturii, s-a constatat ci au fost sintetizate S-glicozide pornind de la
zaharuri peracetilate cu 2-mercapto-benzooxazol sau 2-mercaptobenzotiazol, folosind drept
catalizator o solutie de trifluorurd de bor eteratd (schema 13)[10, 11]. In acest caz insd autorii
raportau randamente scazute, dar o selectivitate mare, S-glicozidele obtinute avand o configuratie 3
la centrul anomeric. Pornind de la aceastd premiza si luand in considerare cd pentaacetilglucoza se
obtine mai usor decét acetohalogenura glucozei, am incercat aplicarea acestui procedeu la obtinerea
de S-glicozide ale 3-mercapto-1,2,4-triazolilor-5-substituiti, materie prima obtinuta prin amabilitatea
catedrei de chimie organica a facultatii de inginerie chimica, in special a domnului sef de lucrari
dr.ing. Vasile Bercean. Aceasta metoda de obtinere a S-glicozidelor 3-mercapto-1,2,4-triazolilor-5-
substituiti nu a mai fost incercata de alte colective de cercetare.

Compusii utilizati drept agliconi in aceasta teza sunt prezentati in tabelul 1.

Tabelul 1. Agliconi incercati in reactiile de glicozilare

Aglicon Denumire Denumire utilizata
in continuarea tezei
N—N .
I\ 3-mercapto-5-fenil-
HS{N,}_@ 1,2,4-triazol Berl
N—N
I\ 3-m_ercapto-5_—para-
SN CH, tolil-1,2,4-triazol Ber2
N—N 3-mercapto-5-para-
HS-( ) OCH, metoxifenil-1,2,4- Ber3
NH triazol
N—N .
3-mercapto-5-metil-
HS%NH\ CH, 1,2,4-triazol Bera
N—N 3-mercapto-5-para-
ns—d_ 3—@-% aminofenil-1,2,4- Ber5
NH triazol
N—N
I\ 3-mercapto-1-2-4-
HS{M} triazol Ber6
A 3-mercapto-5—(para-
HS‘KNH&'CHZ_O‘@C' cloro-fenoximetil) - Ber7
1,2,4-triazol
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N—N

3-mercapto-5-undecil-
HS{ >_ iz 1,2,4-triazol Berd

3-mercapto-5-orto-

HS——( @ clorofenil-1,2,4-triazol Berd
3-mercapto-5-stiril-

—4 )—CH CH‘@ 1,2,4-triazol Berl0
3-mercapto-5-p-

HS{NH)_@‘ nitrofenil-1,2,4-triazol Berll
3-mercapto-5—(para-

HS‘AN,)_@’O_C“H&’ butoxifenil)-1,2,4- Ber12

triazol
7‘“{ 3-mercapto-5—(fenil-
HS—(NF}_@‘ O_CHZ‘@ para-metoxifenil)- Berl3
1,2 4-triazol

3-mercapto-5-(para-
HS{NH%@' 0—CH: | etoxifenil)-1,2,4-triazol Berl4
Hs_( \ 3-mercapto-5(meta- Berls
etoxifenil)-1,2,4-triazol

0—C,H;

In cazul compusilor Ber5, Ber6, Ber8, Ber10 si Berl1 reactia de glicozilare nu a reusit.

Tabelul 2. Reactivi si rapoarte molare in reactia generala de glicozilare

Reactanti| Mr | m(g) | V (ml) | Moli x10°3 Echiv.
Pag 390 0.50 1.2 1
Ber 1.92 1.5
5
BF3.Et;O | 141.93 | 0.852 | 0.754 6.4 (p =113 g/mL)
DCM 5

Protocol general de obtinere a tioglicozidelor 5-mercapto-1,2,4-triazolilor substituiti [17, 24-
30]:

Intr-un balon de 50 mL previzut cu agitator magnetic se dizolva 1.2 mmoli pentaacetilglucozi in 5
mL diclormetan. Se adauga apoi sub agitare 1.92 mmoli (1.5 echivalenti) 3-mercapto-1,2,4-triazol 5-
substituit™ (Ber in tabelul 2). Balonul este apoi inchis cu un septum previzut cu prizi la argon sau
azot si amestecul de reactie se raceste in baie de gheatd. Se adaugd in picaturi si sub agitare
puternica 6.4 mmoli (5 echivalenti) solutie de BF3.Et2O proaspat distilata. Dupa 3 ore amestecul de
reactie devine limpede si ajunge la temperatura camerei. Agitarea masei de reactie se continud pana
cand controlul CSS (Tol:AcOEt = 1:1) indica disparifia pentaacetilglucozei din masa de reactie. Din
nou se raceste amestecul la 0 °C si se stopeaza reactia prin adaugarea a 1 mL trietilamina sub agitare
intensd. Apoi masa de reactie se dilueaza cu 50 mL cloroform si faza organica se spald cu repetat cu
solutie 20% NaHCOs (in scopul indepartarii excesului de aglicon). Componenta organica separata se
spala cu apa, se separd din nou, se usuca peste sulfat de sodiu anhidru, se filtreaza si se concentreaza
la sec la presiune scazutd (rotavapor). Spuma astfel obginuta se supune purificarii prin cromatografie
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flash (Tol:AcOEt), iar produsul pur obtinut se recristalizeazd din metanol absolut, in scopul
investigarilor structurale.
* Inainte de introducerea pentaacetilglucozei si a 3-mercapto-1,2,4-triazolului 5-substituit in balonul
de reactie, acestia se usuca sub vid la temperatura de 50 °C timp de minimum 4 ore.

11.2.1. Caracteristici ale S-glicozidelor protejate sintetizate

BerlPag

OAc N—N
iy AN
AcO NH
OAc

Denumire: S-(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5 -fenil-1,2,4-triazol

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO.) Tol:AcOEt=1:1
Randament = 81% P.t. (°C) = 144-146;
Rf = 0.33 (Tol:AcOEt = 1:1) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]* = 508

U.Vv. 7\max = 2455 M, Emax = 17364

I.R.(cm™): 500's, 524 s,580s, 612's, 622 'S, 692 m, 720 s, 780 s, 920 m, 980 m, 1046 f.i., 1084 m,
1226 f.i., 1382 m, 1466 m, 1704 i, 1749 f.i., 2932 m, 3240 m, 3412 m.

'H-RMN (300 MHz, CDCls, 8(ppm), J(Hz)): 7.97 (d, 2H, J10,11=J1413=8.0, J10.12=J1412= 1.6, Huo,
H14); 7.52 (m, 3H, Hi1, H12, Hi13); 5.61 (d, 1H, J12=10.1, Ha1); 5.41 (dd, 1H, J32 = J34= 9.4 Hz); 5.06
(dd, 1H, J21=10.1, J23=9.4, H2); 4.97 (dd, 1H, J43=Ja5= 9.4, Ha); 4.14 (dd, 1H, Jeaer=11.2, Ja5=5.2,
Hes): 4.09 (m,1H, Hs): 3.99 (dd, 1H, Jebsa=11.2, Jeas =1.6, Hep); 1.99, 1.98, 1.94, 1.92 (4s,12H,
4xCH3CO).

13C-RMN (75 MHz, CDCls, (ppm)): 170.20; 169.77; 169.54; 169.37 (4C, 4xCHsCO) 132.89 (1C,
C9); 130.56 (1C, C12); 129.24 (2C, C11, C13); 126.19 (2C, C10, C14); 82.53 (1C, C1); 74.90 (1C,
C5); 73.09 (1C, C3); 70.08 (1C, C2): 68.02 (1C, C4): 61.87 (1C, C6); 20.55: 20.50; 20.42; 20.39
(4C, 4xCH3CO)

Ber2Pag
OAc }\l—|\<
ACO © CH
Zc(;&/s/(NH)_@i ?
OAc

Denumire: S-(2°,3°,4°,6°-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5-para-tolil-1,2,4-
triazol
Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SIiO2) Tol:AcOEt =2:1
Randament = 71%. P.t. (°C) = 140-142
Rr = 0.406 (Tol:AcOEt = 1:1) (-)ESI-HCIT-MS: m/z = 520.56 [M-H]’

U.V.(Amax(nm),emax, MeOH) = 257.5, 28920

I.R.( KBr, cm™): 604 s, 740 s, 826 m, 980 m, 1046 i, 1076 m,1084 m, 1226 f.i., 1250 f.i., 1380
m,1464 m, 1486 s, 1500 m, 1540 s, 1620 s,1704 i, 1750 f.i., 2928 m, 3232 m, 3408 m;

'H-RMN (300 MHz, CDCls): 7.90 (d, 2H, Ji0,11=J1413=8Hz, Hio, H14); 7.25 (d, 2H, J11,10= J1314
=8Hz, Hi1, Hi3); 5.29 (dd, 1H, J32=J34=9.2Hz, H3); 5.23-5.19 (bp, 2H, NH, Hi); 5.14 (dd, 1H,
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Ja5=10.1Hz, J13=9.2Hz, H4); 5.11 (dd, 1H, J2,1=J23=9.2Hz, H>); 4.25-4.11 (m, 2H, Hea, Heb); 3.81
(ddd, 1H, Js4=10.1Hz, Js62=2.7Hz, J56b=4.7Hz, Hs); 2.39 (s, 3H, CeH4CH3); 2.071-2.017 (4s, 12H,
4XCH3CO);

13C-RMN (75 MHz, CDCls): 171.04, 170.11, 169.61, 169.40 (4C, 4xCH3CO); 149.37 (1C, C7);
140.35 (1C, C8); 129.50 (2C, C10, C14); 126.31 (2C, C11, C13); 83.25 (1C, C1); 76.10 (1C, C5);
73.55 (1C, C3); 69.94 (1C, C2); 68.15 (1C, C6); 68.01 (1C, C4); 21.42 (1C, CeHsCHa); 21.38,
20.68, 20.59, 20.53 (4C, 4xCH3CO);

Ber3Pag

OAc N—N
AcO ° 5/4 @—O—CH3
AcO NH
OAc

Denumire: S-(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-g-D-glucopiranozil)-3- mercapto- 5 — (para metoxifenil)
-1,2,4-triazol

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SIO2) Tol:Ac OEt =1:1.5
Randament = 80% P.t. (°C) = 184-186;
Rf=0.46 (Tol:AcOEt =1:2) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]" =538

U.Vv. (kmax = 266.5 (nm), Emax— 27038

I.R.(cm™): 837 m, 1046 i, 1084 m, 1222 f.i., 1380 m, 1704 m, 1750 f.i., 3436 m.

'H-RMN (300MHz,dmso-d6,8(ppm),J(Hz)): 7.92 (d, 2H, J10,11=J14,13= 8.9, H1o, H14); 7.09 (d, 2H,
J11,1o:\]13,14: 8.9, Hiz, H13); 5.63 (d, 1H, J1,2 =10.2, Hl); 5.43 (dd, 1H, J3,2:J3,4:9.4, Hg); 5.06 (dd,
1H, J21=10.2, J2,3=9.4 H»), 4.97 (dd, 1H, J43=9.4, J45=9.7, Ha4); 4.17 (dd, 1H, Jea5=5.1, Jeaer=11.5,
Hea); 4.10 (m 1H, Hs); 3.98 (dd, 1H, Jeb5=1.8, Jeb,ea=11.5, Hen); 3.82 (s, 3H, OCH3); 2.00, 1.99, 1.95,
1.93 (4s, 12H, 4xCH3CO).

13C-RMN (75 MHz, DMSO-d®, 8(ppm)): 169.92, 169.49, 169.26, 169.09 (4C, 4 xCH3CO); 127.63
(2C, C10, C14); 114.40 (2C, C11, C13); 160.74 (1C, C12); 155.09 (1C, C8); 119.13 (1C, C9); 82.40
(1C, C1); 74.63 (1C, Cb); 72.89 (1C, C3); 69.96 (1C, C2); 67.86 (1C, C4); 61.71 (1C, C6); 55.31
(1C, OCHz3); 20.38, 20.34, 20.25, 20.19 (4C, 4x CH3CO)

Ber4Pag

OAcC N—N
AcO 0, /\
S CH,4
AcO NH
OAcC

Denumire: S-(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5-metil-1,2,4-triazol

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) Tol:AcOEt = 1:2.5
Randament = 75,40% P.t. (°C) =102-104;
Rf=0.25 (Tol:AcOEt = 1:2) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]"= 446

U.V.(;xmax = 234 M, E€max = 1870

I.R.(cm™): 326's, 600 m, 824 s, 916 m, 1042 f.i., 1228 f.i., 1372 i, 1430 m, 1552's, 1640 's, 1754 f.i.,
2932 m, 3412 m.

IH-RMN (300 MHz, DMSO-d®, 8(ppm), J(Hz)): 13.81 (bs, 1H, NH): 5.54 (d, 1H, J12=10.2, Hy):
5.39 (dd, 1H, J32=J34=9.4, H3); 5.00 (dd, 1H, J2,1=10.2, J23= 9.4, H>); 4.95 (dd, J43=9.4, J45=9.7,
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Ha): 4.15 (dd, 1H, Jeasb=12.2, Jea5=5.0, Hea); 4.07 (m, 1H, Hs): 3.95 (dd, 1H, Jeb6a=12.2, Je5=2.1,
Heb); 2.33 (s, 3H, CH3); 1.99, 1.98, 1.97, 1.94 (4s,12H, 4xCH3CO).

13C-RMN (75 MHz, DMSO-d¢, &(ppm)): 169.69, 169.20, 168.99, 168.80 (4C, 4x CHsCO); 82.16
(1C, C1); 74.25 (1C, C5); 72.62 (1C, C3); 69.78 (1C, C2); 67.55 (1C, C4); 61.40 (1C, C6); 20.19,
20.10, 20.06, 20.00 (4C, 4XCH3CO); 11.41 (CHs).

Ber7Pag

OAc N—N
o
AcO s &.CHZ_O cl
AcO NH
OAc

Denumire: S-(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5—(para-cloro-
fenoximetil)-1,2,4-triazol

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) Tol:AcOEt =1:1
Randament = 73% P.t. (°C) =116-118;
Rf=0.4 (Tol:AcOEt = 1:1) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]*=572.5

U.V. (Amax(nM), &max, MEOH) = 227.5, 18460
I.R.(cm™): 516's, 824 m, 1038 i, 1226 f.i., 1370 m, 1492 i, 1754 f.i.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-db, 8(ppm), J(Hz)): 7.36 (d, 2H, J13,14=J11,10=9, Hi1, Hi3); 7.08 (d,
2H, Ji1s=di01=9, HiaHio); 5.17 (bs, 2H, CH20); 5.57 (d, 1H, J1,=10.2, Hi); 5.41 (dd, 1H,
J32=J34= 9.4, Ha3); 5.02 (dd, 1H, J23=9.4, J21=10, 2H>); 4.96 (dd, 1H, Ja3= J45=9.4, H4); 4.14 (dd,
1H, Jeaeb=11.9, Jeas =5.1, Hea; 4.08 (M, Hs); 3.94 (dd, 1H, Jebea=11.9, Jeb5=1.8, Heb); 1.99, 1.98,
1.96, 1.95 (4s, 12H, 4xCH3CO).

13C-RMN (75 MHz, DMSO-d®, 8(ppm)): 170.47, 170.00, 169.78, 169.62 (4C, 4XCH3CO); 157.10
(1C, C9); 129.82 (2C, C11, C13); 125.57 (1C, C12); 117.13 (2C, C10, C14); 82.84 (1C, C1); 75.15
(1C, C5); 73.34 (1C, C3); 70.51 (1C, C2); 68.31 (1C, C4): 66.89 (OCH,); 62.17 (1C, C6); 20.95,
20.88, 20.83, 20.80 (4C, 4xCH3CO).
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Ber9Pag

Cl
OAc N—N
AcO ’&O: s\
AcO
OAc NH

Denumire: S-(2°,3’,4°,6’-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5-(orto-cloro-fenil)-
1,2,4-triazol

Aspect: (cristale albe, MeOH); P.t. (°C) = 118-120;
Randament = 73%; (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]" = 541, [M+Na]*
Rf= 0.42 (Tol:AcOEt =1:1) =564, [M+K]" =580

FC(SiO2) Tol:AcOEt =1.2:1

(AESI-QTOF MS (m/z) = 540.62 [M-H] -

u.v. (kmax(nm),Smax,MEOH): 225.40 (6600)

I.R.(KBr, cm™): 564, 604, 744, 770, 916, 982, 1048, 1226, 1368, 1396, 1452, 1530, 1608, 1752,
2924, 3012, 3432

IH-RMN (300 MHz, CDCls, 8(ppm), J(Hz)): 8.21 (m, 1H, Hu1): 7.51 (m, 1H, Hia); 7.42 (m, 2H,
Hi2, His); 537 (d, 1H, J1,=10.1, Hi); 5.33 (dd, 1H, Js2=J54=9.2, Hs); 5.21 (dd, 1H, J23=9.2,
121=10.1, Ha): 5.16 (dd, 1H, J43=9.2, J45=10.0, Ha); 4.26 (dd, 1H, Jeacs=12.4, Jsas=4.6, Hea); 4.19
(dd, 1H, Jeb,6a=12.4, J6a5=2.6, Heb); 3.86 (ddd, 1H, J56a=4.6, J56,=2.6, J54=10, Hs); 2.08, 2.06, 2.04,
2.03 (4s, 12H, 4xCOCHs):

13C-RMN (75 MHz, CDCls, 8(ppm)): 169.34, 169.42, 170.08, 170.73 (4C, 4xCH3CO); 155.41
(1C, C7 sau C8), 155.00 (1C, C8 sau C7); 131.50 (1C, C9); 131.46, 131.30, 130.60, 127.37, (4C,
C11, C12, C13, C14): 126.03 (1C, C10); 83.34 (1C, C1); 76.17 (1C, C5): 73.76 (1C, C3); 69.84
(1C, C2); 68.06 (1C, C4); 61.89 (1C, C6); 20.71, 20.65, 20.52, 20.50 (4C, 4xCH3CO)

Berl2Pag

OAc N—N
@)
AcO s (/ \ 0—C,H,q
AcO NH
OAc

Denumire: S-(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5—(para-butoxifenil)-
1,2,4-triazol

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO.) Tol:Ac OEt =2:1
Randament = 74% P.t. (°C) =92-94
Rf=0.53 (Tol:AcOEt=1:1) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]"=580

U.V.(Amax(NM),emax MeOH) = 270.5, 24888

I.R.(cm™):1042.34 m, 1227.47 i, 1252.53 i, 1373.07 m, 1615.09 s, 1747.19 i, 2875.34 s, 2957.3 s,
3162.69 s, 3409.53 s

IH-RMN (300 MHz, CDCls, 8(ppm), J(Hz)): 7.90 (d, 2H, J1011=J1413=8.9, Hio, H14); 7.07 (d, 2H,
J11,1o:\]13,14:8.9, Haa, H13); 5.63 (d, 1H, J1,2:10.2, Hl); 5.43 (dd, 1H, \]3,2:\]3,4:9.5, Hg); 5.05 (dd, 1H,
J21=10.2, J2,3=9.5, Hy); 4.97 (dd, 1H, J43=J45=9.5, H4); 4.16 (dd, 1H, Jea6p=11.9, Jea5=5.2, Hea); 4.11
(m, 1H, Hs); 4.03 (t, 2H, J=7.3 OCH2(CH,)2CHs); 3.98 (dd, 1H, Jsnea=11.9, Jens= 2.2, Hep); 2.00,
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1.99, 1.95, 1.93 (4s, 12H, 4XCHsCO): 1.72 (qv, 2H, J=7.3, OCH,CH2CHCHs): 1.44 (sx, 2H, J=7.3,
OCH2CH2CH:CHs); 0.94 (t, 3H, J=7.3, OCH2(CH2):CHs).

13C-RMN (75MHz, CDCls, d(ppm)): 169.91, 169.47, 169.25, 169.08 (4C, 4 x CHsCO); 160.11
(1C, C12); 155.71 (1C, C8); 127.61 (2C, C10, C14); 114.84 (2C, C11, C13); 119.08 (1C, C9); 82.38
(1C, C1); 74.62 (1C, C5); 72.89 (1C, C3); 69.95 (1C, C2); 67.86 (1C, C4); 61.70 (1C, C6); 67.33
(1C, OCH,CH,CH.CHs); 30.61 (1C, OCH,CH.CH,CHs); 20.45, 20.38, 20.33, 20.25 (4C,
4xCH3CO); 18.67 (1C, OCH2CH2CH2CH3); 13.65 (1C, OCH2CH2CH>CH3CHyg).

Berl3Pag

OAc N—N
(@)
ACO s\ O—CH,
AcO NH
OAc

Denumire: S-(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5—(para-benziloxi-
fenil)-1,2,4-triazol

Aspect; (cristale albe, MeOH); FC(SIiO2) Tol:AcOEt = 2:1
Randament = 42% P.t. (°C) = 68-70;
Rt = 0.48 (Tol:AcOEt=1:1) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]*= 614

U.V.(Amax(nM),emax, MeOH) = 266.5, 22564

I.R.(cm™): 838.88's,912.15 s, 1043.3 m, 1227.47 i, 1375 s, 1501.31 s, 1615.09 s, 1747.19 i, 3181 s,
3419.17 s, 3735.44 s

'H-RMN (300MHz, CDClsz, &(ppm), J(Hz), T=373°K): 14.32 (bs, 1H, NH); 7.92 (d, 2H,
J14,13=J1011=8.9, Hao, Hu4); 7.49-7.31 (m, 5H, OCH2C¢H5); 7.16 (d, 2H, J11,10=J13,14=8.3, H11, H13);
5.60 (d, 1H, J12,=10.1, Hi); 5.39 (dd, 1H, J32=J34=9.3, H3); 5.19 (s, 2H, OCH2Ph); 5.07 (dd, 1H,
J21=10.1, J2,3=9.3, H2); 4.98 (dd, J4,3=J45=9.4, H4); 4.15 (dd, 1H, Jeab=11.6, Jea5=4.9, Hea); 4.09 (M,
1H, Hs); 4.02 (dd, 1H, Jeb,6a=11.6, Jeb5=2.2, Hepn); 2.00, 1.99, 1.95, 1.93 (4s, 12H, 4xCH3CO)
13C-RMN (75MHz, CDCls, 8(ppm)): 69.91, 169.48, 169.25, 169.08 (4C, 4 xCH3CO); 160.43 (1C,
C12); 121.23 (1C, C9); 136.64 (1C, Cqg, CH2C¢Hs); 128.43 (2C, m, m’CH2C¢Hs); 127.92 (2C, C10,
C14); 127.77 (2C, 0, 0’°CH2CgHs); 127.64 (C-4); 115.27 (2C,C11, C13); 82.38 (1C, C1); 74.63 (1C,
C5); 72.89 (1C, C3); 69.94 (1C, C2); 67.86 (1C, C4); 61.70 (1C, C6); 69.34 (1C, OCHy>); 20.38,
20.33, 20.30, 20.25 (4C, 4xCH3CO);

Berl4Pag
OAc N—N
Acoﬁo: /\ CH.—
ool 3‘4,\“}_@'0 CH,—CH,
OAc
Denumire: S-(2°,3’,4°,6’-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5-(para-etoxifenil)-
1,2,4-triazol
Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) Tol:Ac OEt=1:1
Randament = 90% P.t. (°C) = 160-162;
Rf=0.36 :(Tol:AcOEt=1:1) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]* =552

U.V.(lmax(NM),£max MEOH): 261.0; 20300

56

BUPT



I.R.(cm™): 609.39 s, 834.06 5, 919.91 5, 1044.26 i, 1223.61 f.i., 1248.68 f.i. 1377.89 m, 1501.31 m,
1617.02 s, 1701.87 m, 1749.12 f.i., 2939.95 s, 2984.3 s, 3210.9 s, 3414.35 s,

3734.48 s

'H-RMN (300MHz, CDCls, 8(ppm), J(Hz)): 14.53 (bs, 1H, NH); 7.90 (d, 2H, J1011=J14,13=8.8,
Hio, Hi4); 7.06 (d, 2H, Ji1,10=J1314=8.8, H11, Hi3); 5.63 (d, 1H, J1,=10.2, Hi); 5.43 (dd, 1H,
J32=J34=9.5, H3); 5.05 (dd, 1H, J.,1=10.2, J3=9.5, H2); 4.97 (dd, 1H, J43=J45=9.6, H4); 4.10 (m, 1H,
Hs); 4.09 (q, 2H, J=7.0, OCH2CHg3); 4.16 (dd, 1H, Jsasb=11.3, Jea5=5.3, Hea) 3.98 (dd, 1H,
Job,6a=11,3, Jeb5=1.9, Heb); 2.00, 1.99, 1.95, 1.93 (4s, 12H, 4xCH3CO); 1.34 (t, 3H, J=7, OCH2CHs).
13C-RMN (75MHz, CDClIs, 8(ppm)): 169.89, 169.46, 169.23, 169.06 (4C, 4xCH3CO); 160.01(1C,
C12); 155.85 (1C, C7 sau C8); 155.68 (1C, C8 sau C7); 119.12 (1C, C9); 127.62 (2C, C10, C14);
114.80 (2C, C11, C13); 82.38 (1C, C1); 74.63 (1C, C5); 72.89 (1C, C3); 69.95 (1C, C2); 67.85 (1C,
C4); 61.71 (1C, C6); 63.29 (1C, OCH,CHz3 ); 20.39, 20.34, 20.26, 20.19 (4C, 4xCH3CO0);14.53
(1C, OCH2CHy3).

Berl5Pag
OAc N—N
AcO 0 /
LA HO)
C
O—CH,—CHj,

Denumire: S-(2°,3°,4°,6°-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5-(meta-etoxifenil)-
1,2,4-triazol

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) Tol:MeOH =9:1
Randament = 63% P.t. (°C) =140-142;
Rf= 0.19 (Tol:AcOEt = 1:1) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]*= 552

U.V.(Amax(nm),emax, MeOH): 261.0; 20300

I.R.(cm™): 603.61 s, 747.28 s, 1048.12 i, 1227.47 f.i., 1371.14 m, 1463.71 s, 1746.23 f.i. 2978.52 s,
3306.36 s, 3730.61 s

'H-RMN (300MHz, CDCls, 8(ppm), J(Hz)): 7.05 (dd, 1H, J12,11=8.2, J12,10=2.5, H12); 7.43 (dd, 1H,
J11,12=J11,10=8.2, H11); 7.55 (dd, 1H, J10,11=8.2, J10,12=2.5, H10); 7.53 (d, J14,10=2.5, H14); 5.64 (d, 1H,
J12=10.2, H1); 5.44 (dd, 1H, J34=Ja5= 9.4, H3); 5.07 (dd,1H, J2,1=10.2, J23=9.4, H); 4.98 (dd, 1H,
J43=J45=9.5, Ha); 4.15 (dd, 1H, Jea6p=11.6, Jea5=5.2, Hea); 4.09 (q, 2H, J=7.0, OCH2CHj3); 3.99 (dd,
1H, Jeb6a=11.6, Jen5=1.7, Hep); 4.11 (m, 1H, Hs); 2.01, 1.99, 1.95, 1.93 (4s, 12H, 4xCH3CO); 1.36 (t,
J=7.0 OCH2CH3).

13C-RMN (75 MHz, CDCls, 8(ppm)): 169.91, 169.48, 169.25, 169.09 (4C, 4xCHsCO); 158.83
(1C, C11); 137.23 (1C, C9); 130.28 (1C, C13); 118.13 (1C, C14); 111.66 (1C, C12); 116.62 (1C,
C10); 82.34 (1C,C1); 74.64 (1C, C5); 72.87 (1C, C3); 69.91 (1C, C2); 67.86 (1C, C4); 63.20 (1C,
OCH2CHg); 61.71 (1C, C6); 20.36, 20.33, 20.25, 20.19 (4C, 4xCH3CO); 14.56 (1C, OCH2CH3).
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11.2.2. Argumente privind structura compusilor sintetizati
A. Argumente chimice in favoarea formarii S-glicozidelor

Asa dupa cum s-a prezentat in capitolul II.1.1., mercaptotriazolii si/sau congenerii lor au fost
glicozilati utilizand acetohalogenuri de glicozil in mediu bazic (NaOH, K2COs etc.). De cele mai
multe ori se obtin amestecuri de S- si N-glicozide. Intr-un singur articol privind glicozilarea 2-
mercaptobenzooxazolului in prezenta pentaacetilglucozei se indica ca promotor al reactiei solutia
eteratd de trifluorura de bor (vezi cap. II.1.1)[11]. Metoda de glicozilare a mercaptotriazolilor
utilizdnd ca donor pentaacetilglucoza iar ca promotor trifluorura de bor este introdusa pentru prima
datd in literaturd de prezentul studiu. In conditiile de glicozilare prezentate in paragraful I1.2.1.
urmarirea reactiei prin CSS a indicat obtinerea unui singur pic la un Rf mai scazut decat al ambilor
participanti la reactie. Cum prezenta unui singur pic in amestecul de reactie in conditiile de eluare
alese nu constituie prin sine un argument al unicité‘;ii produsului de reac‘;ie si avand 1n vedere
cu un amestec de N- si S-glicozide (nerezolvate cromatograﬁc). Natura legaturii glicozidice (gluc1d-
aglicon) a fost mai Intdi determinatd chimic si apoi confirmatd prin spectroscopie. Legatura C-S
poate fi scindatd de catre agenti tiofili, dintre care cel mai accesibil este nitratul de argint [18, 19].
Principiul experimentului ce confirma natura legaturii C-S din glicozida este prezentat in schema 24:

OAc OAc

AgNO
Aco’ﬁoz s—pn _ s Aco’&o:
AcO AcO OH
Ae MeCOMe/ H,0 AL
A
AgNO OAc
AcO S& : /4 )_@ gNO3 AcO 0
AcO AcO OH
MeCOMe/ H,0O OAG
Schema 24

S-fenil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranoza (A in schema 24 si in figura 1) si apoi
Ber1Pag (B in schema 24 si in figura 1) au fost tratate cu nitrat de argint intr-un amestec acetona:apa
timp de 48 h. Controlul CSS a fost efectuat in sistemul Tol:AcOEt = 1:1 (figura 1). Amestecul de
anomeri ai 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glucopiranozei (C in figura 1) a fost izolat in ambele cazuri prin
flash cromatografie apoi uscat puternic, constatdndu-se in urma efectudrii spectrelelor IR (KBr) ca
ele sunt identice. Ulterioara analiza prin spectrometrie de masa efectuata in mod ion pozitiv a pus in
evidenta prezenta in ambele cazuri a picului pseudomolecular [M+H]*, m/z = 349. Deoarece aceasta
reactie este prezentatd de S-glicozide si nu e prezentatd de N-glicozide, s-a concluzionat ca 3-
mercapto-5-o0-fenil-1-2-4-triazolul din Ber1Pag este legat de componenta zaharica printr-o legatura
S-glicozidica.
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Figura 1. Controlul CSS al reactiilor tioglicozidelor cu nitrat de argint, efectuat in sistemul
Tol:AcOEt=1:1

B. Argumentarea structurii tioglicozidelor protejate prin spectroscopie IR

Analiza prin spectrometrie IR poate da un prim indiciu cu privire la formarea glicozidei
mercaptotriazolului. Din inspectarea spectrelor IR ale compusilor de start si ale produsilor de reactie
se poate observa ca in cazul compusilor protejati (BerPag) se regdsesc elemente comune atat cu
agliconul cat si cu pentaacetilglucoza, confirmandu-se astfel intr-o prima faza ca reactia de
glicozilare a avut loc. Astfel, Ber si BerPag prezinta benzi caracteristice ciclului triazolic la
intervalele precizate in literatura: 800-900 cm™; 1040-1055 cm™; 1220 — 1228 cm vizibile in toati
clasa de compusi (tabelul 3). In domeniul cuprins intre 1500 — 1530 cm™ [20, 21] se suprapun
benzile specifice pentru vibratia inelului aromatic vc=c si pentru ciclul triazolic si prin urmare in
aceasta regiune semnalul este mai intens si mai larg decat pentru fiecare ciclu spectrometrat separat.

Inelul aromatic se evidentiaza prin banda in domeniul — vibratii de valenta vc.n: 3000 —
3100 cm™ cu variatiuni datorate pozitiei si gradului de substitutie a ciclului aromatic, dar la
intensitati mai slabe decat e precizat in literatura [21].

Vibratiile legaturii C-S nu se pot discerne cu precizie in nici una din clasele de compusi,
fiind de intensitate foarte slaba.

Gruparile protectoare acetil se observa foarte bine in spectrele IR atat a Pag material de start,
cat si a fiecarui compus sintetizat protejat, printr-o banda foarte intensa in domeniul 1740 — 1754
cm corespunzitoare vibratiei legiturii C=0.

Tabelul 3. Caracteristici ale spectrelor IR pentru S-glicozidele protejate

Produs Vinel triazolic (cm'l) Vinel aromatic (cm'l) VC=0(acetil) (cm'l) VC-H aromatic (cm'l)
BerlPag 1226 1.1. 1512 m 1748 f.i 3008 m
Ber2Pag 1246 i 1502 m 1742 f.i 2924 s-m
Ber3Pag 1222 f.i 1503 m 1750 f.i 3080 s-m
Ber4Pag 1228 f.i - 1754 f.i -
Ber7Pag 1226 f.i 1492 i 1754 f.i 3080 s
Ber9Pag 1226 i 1530 m 1752 f.i 3012s
Berl2Pag 1252 f.i 1615s 1747 f.i 2957 s
Berl3Pag 1227 i 1501 s 1747 f.i 3081s
Berl4Pag 1223 i 1501 m 1749 f.i 2984 s
Ber15Pag 1227 f.i 1050 s 1746 f.i 2978 s
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C. Argumentarea structurii tioglicozidelor protejate prin spectroscopie UV

Toti compusii ce prezinta in molecula aglicon alcatuit dintr-un triazol substituit cu un inel
aromatic prezinta o alura a spectrului cu doua maxime de absorbtie unul nerelevant fiind in jur de
205 nm, pe cand spectrele compusilor al caror aglicon este alcatuit dintr-un ciclu triazolic substituit
doar cu o grupare metil (Ber4Pag) (tabelul 4) prezinta doar un maxim de absorbtie (anexele 32 si
33).

Valorile mari ale coeficientului molar de extrinctie (¢) de ordinul 10* arati ci absorbtiile
corespund unor tranzitii electronice permise. Benzile de absorbtie situate intre 250 — 260 nm sunt
caracteristice moleculelor cu duble legituri, tranzitiilor = — 7.

Tabelul 4. Date din spectrometria UV pentru S-glicozidele protejate sintetizate

Aglicon BerPag
(Ber) A (nm) €
1 2455 | 17364
2 257.5 | 28920
3 266.5 | 27038
4 234 1870
7 227.5 | 18460
9 225.4 | 12200
12 270.5 | 24888
13 266.5 | 22564
14 261.0 | 20300
15 261.0 | 20300

D. Argumentarea structurii tioglicozidelor protejate prin spectroscopie RMN

a. Configurayia centrului anomeric - Datorita asistentei anchimerice oferite de gruparea
protectoare acetat a hidroxilului de la C2 (vezi capitolul 1.1.3.C.), reactia decurge regioselectiv cu
formarea doar a anomerilor . Toate constantele de cuplaj 3Ji2 ale celor 10 compusi sintetizati se
plaseaza in intervalul 9.2 -10.2 Hz ceea ce indica o relatie Hiax-H2ax pentru toti compusii. Prin
urmare toate S-glicozidele sintetizate sub forma lor protejata sunt 3-S-glicozide.

b. Conformagia ciclului piranozic - Conformatia ciclului piranozic in toate glicozidele
sintetizate este “C; fapt atestat de constantele de cuplaj 3J intre Hp, Hs, Ha si Hs, care au toate valori
mai mari de 9 Hz (vezi descrierea completa a spectrelor RMN la fiecare compus, capitolul I1.2.1).

c. Natura legaturii glicozidice - Argumentele spectrale sunt furnizate de deplasarile chimice
din spectrul **C-RMN ale atomilor C7 din ciclul 3-mercapto-1,2,4-triazolic (figura 2):

OAc N—N 1 1R
6 /2 1\
AcO7, © }Q 598 9 12
5 S 4
AcO A NH
3 OAc 1 14 13

Figura 2. Numerotarea atomilor de carbon in interpretarea spectrelor RMN

Tinand cont de faptul ca 3-mercapto-1,2,4-triazolii-5-substituiti pot prezenta forme
tautomere, principial se poate forma o S-glicozida si doua N-glicozide substituite la N, respectiv
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2N. Spectrele *H-RMN nu oferi nici un indiciu, insd inspectarea spectrelor *C-RMN ofera detalii
pretioase cu privire la natura atomului de carbon C7 din ciclul triazolic (atunci cand acesta poate fi
pus in evidentd; atomii de carbon C7 si C8 sunt puternic dezecranati, fapt ce necesita folosirea de
cantitati mari de proba (50 mg) si timpi de achizitie mariti). Daca legarea restului glucozil s-ar face
prin intermediul “N ca in cazul mentionat in capitolul 1I.1, schema 10) atunci deplasirile atomilor
C7 (C3) au valori de 167.1 ppm respectiv 167.3 ppm [22] (apropiate atomilor de carbon din grupele
carbonilice apartinitoare functiunilor esterice cu care sunt protejati hidroxilii sintonului glucidic) si
forma predominanti sub care se prezinti legitura carbon—sulf este cea de dublid legituri. In
compusii 2, 3, 4 din schema 10 capitolul 2.1, valorile deplasarilor atomilor C7 din ciclul triazolic
sunt situate la 158.2 ppm, 159.9 ppm respectiv 153.1 ppm. Valoarea gasita pentru deplasarea
chimica a C7 in S-glicozidele nou sintetizate in schema 10 in care acest atom de carbon a putut fi
pus in evidentd in spectrul **C-RMN este de 149.3 ppm. Valorile deplasirilor chimice ale atomului
C7 (din nucleul triazolic) atunci cand au putu fi puse in evidentd in spectrul *C-RMN au fost de
155.41 ppm (Ber9Pag) respectiv 155.68 ppm (Berl4Pag). Aceste valori indica faptul ca C7 este
implicat intr-o legatura simpla C-S, ceea ce confirma faptul ca agliconul se cupleaza cu componenta
zaharidica prin intermediul atomului de sulf si nu prin cel de azot. Asadar compusii sintetizati sunt
S-glicozide.

d. Deplasari caracteristice in seria S- glicozidelor peracetilate — Hy din pozitia anomerica
este usor de atribuit deoarece in toate spectrele 'H-RMN ale seriei BerPag se prezinti sub formi de
dublet cu constantad de cuplaj mare, in intervalul 5.54 — 5.64 ppm. Deplasarile chimice ale protonilor
H> — Hs se plaseaza in intervalul 5 — 4.09 ppm, pentru intreaga seric BerPag, identitatea lor
stabilindu-se prin experimentul COSY. Protonii gruparii hidroximetil de la C6 sunt notati arbitrar Ha
si Hp, identitatea lor stabilindu-se prin experimentul COSY, fiecare dintre ei prezentand doua
constante de cuplaj. Deplasarea chimica a protonului Hen se afla cuprinsa in intervalul 3.94 — 4.02
ppm. Protonii corespunzatori nucleului aromatic din toate S-glicozidele analizate se plaseaza toti in
intervalul 7.07 — 7.92 ppm. Toti protonii gruparilor protectoare acetat se plaseaza intre 1.92 — 2.2
ppm. Atribuirea identititii atomilor de carbon in spectrul *C-RMN s-a stabilit in urma efectuirii
experimentelor HETCOR, HMQC, HMBC si APT. In cele mai multe cazuri detectarea atomilor C7
si C8 in spectrul 3C-RMN a esuat, fie din cauza cantititii prea mici de proba supusa analizei, fie din
cauza timpului insuficient de achizitie (analizd mai scumpa).

E. Argumentarea structurii tioglicozidelor protejate prin spectroscopie MS:
Pentru toti compusii protejati au fost efectuate spectre de masa, identitatea compusilor fiind
confirmatad atat in modul de operare ion pozitiv cat si in mod de operare ion negativ. In mod ion

pozitiv au fost puse in evidentd picurile pseudomoleculare: [M+H*]*, [M+Na*]*, [M+K*]*. In mod
ion negativ au fost puse in evidenta picurile pseudomoleculare [M-H]".
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11.2.3. S-glicozide deprotejate sintetizate

Gruparile protectoare acetil sunt extrem de des utilizate in sintezele din chimia zaharurilor,
fiind usor de introdus in molecula zaharului si la fel de usor de indepartat, chiar in maniera selectiva.
Aceste grupari sunt preferate in multe sinteze datorita stabilitatii lor crescute in multe conditii de
reactie. Literatura [23] abunda in metode de deprotejare, dintre care se pot aminti:

- deprotejarea cu hidrazind in mediu metanolic, metoda blanda ce oferd un randament excelent,
metoda ce poate fi aplicata si la deprotejarea selectiva a gruparilor acetat in prezenta altor grupari
protectoare, de tip benzoat,

- metoda cu sitd moleculard de 4A in mediu de metanol, ce oferd rezultate cantitative, pentru
deacetilare completa a zaharurilor peracetilate,

- deprotejarea cu NaOH 1in conditii de transfer de faza: TBAH, NaOH, THF sau DCM, in conditii
blande, cu randamente bune,

- deprotejare cu [t-Bu,SOH(CI)]2 in mediu metanolic,

- cu solutie amoniacala 50% in mediu metanolic.

Toate aceste metode au fost elaborate in scopul deprotejarii selective a gruparilor protectoare
acetat din anumite pozitii ale ciclului zaharic. Cea mai folositd metoda de deprotejare totalad este insa
cea elaboratd de Zemplen, cu metoxid de sodiu, generat in situ. Aceasta metoda simpla, eficienta,
economicoasa, rapida si cu randament cantitativ a fost folosita in deprotejarea tuturor tioglicozidelor
peracetilate.

Tabelul 5. Reactivi si rapoarte molare in reactia generala de deprotejare
Reactanti | Mr | m(g) | V (mL) | Moli x10- | Echiv.
BerPag - - - 1 1
Na 23 | 0.05 - 2.17 2.2
MeOH 32 |0.852 10 - -

Procedeu general de deacetilare (deprotejare):

Deprotejarea compusilor se face dupa metoda clasica Zemplen (tabelul 5): la o solutie rece
de compus acetilat (1 mmol) in MeOH anhidru (10 mL) se adauga sub agitare 50 mg sodiu metalic.
Amestecul de reactie se lasa sub agitare la temperatura camerei 1 ora apoi se verifica desavarsirea
reactiei prin CSS. Daca la inspectia CSS (Tol:AcEt = 1:1) se observa disparitia materialului de start,
se acidificd amestecul de reactie pana la pH ~ 6-7 prin adaugare de rasina schimbatoare de ioni
Amberlite H* IR 120. Dupa filtrarea raginii pe hartie de filtru, se indeparteaza metanolul prin
evaporare la presiune scazuta, iar brutul rezultat se purifica prin cromatografie flash (AcEt:MeOH =
4:1). Pentru analize RMN compusii deacetilati purificati se recristalizeaza din metanol absolut.

62

BUPT



BerlGlu

OH N—N
HO S ;:‘05 s @
HO on) NH

Denumire: S-(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5 -fenil-1,2,4-triazol

Aspect (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) AcOEt:MeOH = 85:15
Randament = 80.5% P.t. (°C) = 202-204;
Rf= 0.8 (AcOEt:MeOH=8:2) (-)ESI-HCIT-MS: [M-H] m/z = 338.0

(+)ESI-HCIT-MS: [M+H]" m/z = 340.0, [M+Na]" m/z = 362.0, [M+K]* m/z = 378.0
U.V.(Amax(nM),emax, MeOH) = 255.5, 17804

I.R.(cm™): 696 m, 732 m, 1042 m, 1078 m, 1088 m, 1446 m, 3416 i.

'H-RMN (300 MHz, CDCls, 8(ppm), J(Hz), 343°K): 7.62 (d, 2H, J10.11=J14,13=7.9, J10,12=J1412=1.9,
Hio,H14); 7.48 (m, 3H, H11, Hi2, H13); 5.07 (d, 1H, J12=9.8, H1); 3.14 (dd, 1H, J21= 9.8, J23= 8.7,
H>); 3.62 (dd, 1H, Jsab=11.8, Jea5=1.8, Hea); 3.43 (dd, 1H, Jeb,6a=11.8, Jea5 =5.4, Hep); 3.27-3.19 (m,
1H, Hs); 3.13 (m, 2H, Ha, Ha3)

13C-RMN (75 MHz, CDCls, 8(ppm)): 128.87 (2C, C10,C14); 125.84 (3C, C11, C12,C13); 85.68
(1C, C1); 81.18, 78.09, 72.83, 69.62 (4C, C2, C3, C4, C5); 60.76 (1C, C6)

Ber2Glu

OH N—N
o}
Hoﬁ \s [\ cH,
HO NH
OH

Denumire: S-(p-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5-para-tolil-1,2,4-triazol

Aspect (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) AcOEt:MeOH =85:15
Randament = 85% P.t. (°C) = 108-110;
Rf = 0.39 (AcOEt:MeOH = 8:2) (-)ESI-HCIT-MS: m/z = 352.0 [M-H];

(+)ESI-HCIT-MS: [M+H]" m/z = 354.0, [M+Na]* m/z = 376.0, [M+K]* m/z = 392.0
U.V.O\‘max(nm),gmax,MEOH): 2515, 19248

I.R.(cm™): 748's, 824 s,1040's, 1088 s, 1324 s, 1464 s, 1616 s, 2340's, 3384 s

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d®, 8(ppm), J(Hz)): 7.85 (d, 2H, J10.11=J1413=8Hz, H1o, H14); 7.31 (d,
2H, \]11,102\]13,14:8HZ, Hia, H13); 5.10 (d, 1H, 31,2:9.6HZ, H1); 3.63 (m, 1H, Jaa,5:1.8HZ,
Jeaeb=11.9Hz, Hea); 3.44 (m, 1H, Jen5=4.9Hz, Jebea=11.9Hz, Hep); 3.15 (dd,1H, J23=8.5Hz,
J21=9.6Hz, Hy,); 3.27-3.14 (m, 3H, Hs, Ha, Hs); 2.35 (s ,3H, CeHsCHy3).

13C-RMN (75 MHz, DMSO-d®): 157.98 (1C, C7 sau C8); 153.41 (1C, C8 sau C7); 139.34 (1C,
C9); 129.41 (2C, C11, C13); 129.41 (1C, C12); 125.80 (2C, C10, C14); 85.71 (1C, C1); 81.17,
78.08, 72.82, 69.62 (4C, C2, C3, C4, C5); 60.75 (1C, C6); 20.92 (1C, CeHsCHy).
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Ber3Glu

OH N—N
0
HO s\ 0—CH,
HO NH
OH

Denumire: S-(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5—(para-metoxifenil)-1,2,4-triazol

Aspect: (cristale albe MeOH); FC(SiO2) AcOEt:MeOH =85:15
Randament = 90% P.t. (°C) = 178-180;
Rf = 0.36 (ACOEt:MeOH = 85:15) (-)ESI-HCIT-MS: [M-H]" m/z = 368.0

(+)ESI-HCIT-MS: [M+H]" m/z = 370.0, [M+Na]* m/z = 392.0, [M+K]* m/z = 408.0

U.V.O\,max =263.5 (nm),SmaX =17586

I.R.(cm'l): 536 m, 836 m, 1042 m, 1078 m, 1088 , 1254 i, 1428 m, 1462 m, 1616 m, 2936 m, 3412
f.i.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d®, 8(ppm), J(Hz)): 7.89 (d, 2H, J1413=J1011=8.9, H14, H1o); 7.03 (d,
2H, J1314=J11,10=8.9, Hiz, Hu); 5.02 (d, 1H, J12=9.8, Hi); 3.79 (s, 3H, OCHgs); 3.61 (dd, 1H,
Jea,6b=11.9, Jea5=1.9, Hea); 3.43 (dd, 1H, Jebea=11.9, Jeb5=5.3, Hen); 3.24 (dd, 1H, J34=J32=8.5, H3
sau Ha); 3.25-3.17 (m, 1H, Hs); 3.11 (m, 2H, H-2 si Ha sau Hzs).

13C-RMN (75 MHz, DMSO-d®, 8(ppm)): 160.49 (1C, C12); 158.09 (1C, C7 sau C8); 154.23 (1C,
C8 sau C7); 127.61 (2C, C10, C14); 121.63 (1C, C12); 114.48 (2C, C11, C13); 85.98 (C-);
81.27(C); 77.99(C-); 72.92 (C-); 69.66 (C-); 60.85(C-); 55.46(1C, OCHya).

Ber4Glu

OH N—N
(@)
HO S -;: s—( &—CHs
HO NH
OH

Denumire: S-(p-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5-metil-1,2,4-triazol

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) AcOEt :MeOH =4:1
Randament = 73.79% P.t. (°C) = 118-120;
Rt = 0.25 (ACOEt:MeOH=4:1) (-)ESI-HCIT-MS: [M-H]" m/z = 276.0

(+)ESI-HCIT-MS: [M+H]* m/z = 278.0, [M+Na]* m/z = 300.0, [M+K]* m/z = 316.0
U.V.(Amax(NM), mex MEOH) = 234.5, 1728

I.R.(cmY): 1027.87 m, 1030.77 m, 1072.23 m, 1103.08 m, 1270.85 s, 1460.31 m, 2925.48 m,
3396.03 m.

IH-RMN (300 MHz, DMSO-d®, &(ppm), J(Hz)): 5.02 (d, 1H, J12=10.2, Hy); 3.57 (syst. AB, CHo-
6A);: 3.43(syst. AB, CH2-6B); 3.25:3.04(m, 4H, Hz, Hs, Ha, Hs), 2.31 (bs, 3H, CHs).

13C-RMN (75 MHz, DMSO-dS, &(ppm)): 157.10 (1C, C7); 153.85 (1C, C8); 86.07 (1C, C1): 81.16
(C-); 73.94 (C-); 72.74 (C-): 69.64 (C-): 60.87 (C-6); 11.69 (CHs).
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Ber7Glu

OH N—N
0
HO 4 &_CHZ_O al
HO NH
OH

Denumire: S-(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5—(para-cloro-fenoximetil)-1,2,4-triazol

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) AcOEt :MeOH =9:1
Randament = 87% P.t. (°C) = 108-110;
Rf=0.51 (AcOEt:MeOH = 8:2) (-)ESI-HCIT-MS: [M-H] m/z = 402.0

(+)ESI-HCIT-MS: [M+H]* m/z = 404.0, [M+Na]* m/z = 426.0, [M+K]* m/z = 442.0
U.V.(Amax(nM),emax MeOH) = 227.5, 14090

I.R.(cm™): 997 s, 1042 s, 1490 s, 3103 5, 3339 s, 3460 S

IH-RMN (300 MHz, DMSO-d®, 8(ppm), J(Hz)): 7.33 (d, 2H, J11,10=J1314=9.0, Hi1, Hi3); .05 (d,
2H, J1011=01413=9.0, Hio, Ha); 5.11 (bs, 2H, OCHy); 5.02 (d, 1H, J12=10.1, Hy); 3.59 (dd, 1H,
Jea,6b=11.5, Jea5=1.1, Hea); 3.42 (dd, 1H, Jeb,6a=11.5, Jeb5=5.4, Heb), 3.22 (dd, 1H, J43=J45=8.6, Ha
sau Hs), 3.20 (m, 1H, Hs); 3.16-3.07 (m, 2H, Ha si Hz sau H.)

13C-RMN (75 MHz, DMSO-d®, 8(ppm)): 129.47 (2C C11, C13); 116.77 (2C, C10, C14); 156.42
(1C, C9); 114.89 (1C, C12); 85.94 (1C, C1); 81.15 (C-); 77.91 (C-); 72.80 (C-); 69.49 (1C, OCHy>);
69.61 (C); 60.57 (1C, C6).

Ber9Glu

Cl
OH N—N
Hoﬁo: S / \
HO
oOH NH

Denumire: S -(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5(orto-cloro-fenil)-1,2,4-triazol

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) AcOEt:MeOH = 8.5:1.5;
Randament = 92%; P.t. (°C) = 118-120;
Rt = 010 (Tol:AcOEt = 1:1); 0.56 (-)ESI-HCIT-MS: [M-H]" m/z = 372.4

(AcOEt:MeOH = 4:1)

(+)ESI-HCIT-MS: [M+H]* m/z = 374.5, [M+Na]* m/z = 396.5, [M+K]* m/z = 412.5
U.V.(Amax(NM),emax MeOH: 220.5; 15700

I.R.(cm™): 747, 878, 983, 1057, 1278, 1323, 1383, 1461, 1537, 1669, 2853, 2923, 3460

1H-RMN (300 MHz, DMSO-d®, 8(ppm), J(Hz)): 7.81 (dd, 1H, J1112=6.3, J11,13=2.6; H11); 7.60 (dd,
1H, J1413=7.3, J1412=2.1; Hua); 7.48 (m, 2H, Hiz, H13); 5.11 (d, 1H, J12=9.5; Ha); 3.63 (dd, 1H,
Jea,6b=12.1, Jeas=1.0; Hea); 3.46 (dd, 1H, Jepea =12.1, Jeb,5=5.0; Heb); 3.28-3.16 (m, 3H, Hs, H4, Hs);
3.16 (dd, 1H, J21=9.5, J23=8.7; Ho).

1BC-.RMN (75 MHz, DMSO-d®, §(ppm), T = 363°K): 131.41, 130.40, 130.36, 127.0 (4C, C10-
C13); 91.23 (1C, C1); 81.77 (1C, C5); 77.53 (1C, C3); 69.51 (1C, C4); 69.13 (1C, C2); 61.51 (1C,
C6)
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Ber12Glu

OH N—N
0
HO s Y 0—C,H,q
HO NH
OH

Denumire: S-(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5 -(para-butoxifenil)-1,2,4-triazol

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) AcOEt: MeOH =92:8
Randament = 88% P.t. (°C) = 152-154;
Rr= 0.32 (AcOEt:MeOH = 8:2) (-)ESI-HCIT-MS: [M-H]" m/z = 410.0

(+)ESI-HCIT-MS: [M+H]" m/z = 412.0, [M+Na]* m/z = 434.0, [M+K]* m/z = 450.0
U.V.(Amax(nm),emax, MeOH) = 265.5, 31724

I.R.(cm™): 836.95 s, 1039.44 m, 1092.48 m, 1251.58 m, 1325.82 s, 1458.89 m, 1515.78 s, 1615.09
s,1749.12 s, 2897.52 m, 2952.48 m, 3226.36 m, 3504.55 s.

'H-RMN (300 MHz, CDCls, 8(ppm), J(Hz)): 7.87 (d, 2H, J1413=J1011=8.4, H14, H10); 7.03 (d, 2H,
J13,14=J11,10=8.4, Hiz, H11); 5.07 (bs, Hi), 4.01 (t, 2H, J=7.4, [J-CH2(Bu)); 3.62 (dd, 1H, Jsas = 1.9,
Jea,6b=11.6, Hea); 3.43 (dd, 1H, Jen5=5.2., Jen,ea=11.6, Hep); 3.24 (dd, 1H, J34=J32=8.6, H3 sau Ha);
3.20 (m, 1H, Hs); 3.14 (bt, 2H, Hz2 si Hs sau Hs); 1.70 (qv, 2H, J=7.4, [1-CH2 (Bu)); 1.42 (sx, 2H,
J=7.4, [1-CH; (Bu)); 0.92 (t, 3H, J=7.4, CH3 (Bu))

13C-RMN (75 MHz, CDCls, 8(ppm)): 157.0(1C, bs); 120.0(bs); 160.09 (1C,C12); 127.65 (2C,
C10, C14); 114.95 (2C, C11, C13); 85.81 (1C, C1); 81.17 (C-); 77.95(C-); 72.76(C-); 67.50(C-);
60.76(C-6); 69.57(1C,1 ] JCH2 (Bu)); 30.78(1C,-LICH; (Bu)); 18.84(11JCH; (Bu)), 13.82(1C,CH3
(Bu)).

Ber13Glu

OH N—N
o
HO s\ O—CH,
HO NH
OH

Denumire: S-(p-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5—(para-benziloxi-fenil)-1,2,4-triazol

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) AcOEt:MeOH =9:1
Randament = 90% P.t. (°C) =208-210;
Rf = 0.61 (ACOEt:MeOH =80:20) (-)ESI-HCIT-MS: [M-H]" m/z = 444.0

(+)ESI-HCIT-MS: [M+H]" m/z = 446.0, [M+Na]* m/z = 468.0, [M+K]" m/z = 484.0
U.V.(Amax(nm),emax, MeOH) = 262, 24938

I.R.(cm™): 526.47 s, 739.56 s, 834.06 s, 1040.41 m, 1099.26 m, 1255.43 m, 1323.99 s, 1453.1 s,
1615.09 s, 2894.63 s, 2936.09 5, 3276.33 m, 3559.95 m, 3735.44 s.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d®, 8(ppm), J(Hz)): 7.89 (d, 2H, J10.11=J14,13=8.9, H1o, H14), 7.13 (2H,
J11,10=J13,14=8.9, Hu1, H13); 7.46 (d, 2H, Jom=Jo m=7.7, Ho, Ho’ (OBn)); 7.40 (d, 2H, Jmo=Jm’,0’=7.7,
Hm, Hm’ (OBn)); 7.35 (t, 1H, J=7.7, Hp(OBn)); 5.16 (s, 2H, OCH2); 5.07 (d, 1H, J12= 9.6, Hy),
3.62 (dd, 1H, Jea6p=11.9, Jeas5=1.7, Hea); 3.43 (1H, Jebea=11.9, Jebs5=5., Hep), 3.24 (dd, 1H,
J34=J32=8.5, Hz sau Ha), 3.21 (m, 1H, Hs), 3.14 (m, 2H, H2 si Ha sau Ha).

13C-RMN (75 MHz, DMSO-d®, &(ppm)): 159.78 (1C,C12); 136.90 (1C, Cq (OBn)); 128.69 (2C,
Cm, Cm’(OBn); 128.18 (2C, Co, Co’(OBn)); 127.98 (1C, Cp(OBn)); 127.72 (2C, C10, C14);
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12154 (1C, C9); 115.41 (2C, C11, C13); 69.54 (OCH.); 85.88(C-1): 81.25(C-); 78.02(C-);
72.83(C); 69.63(C-); 60.82(C-6).

Ber14Glu

OH N—N
o)
HO s ) O—CH,—CHj
HO NH
OH

Denumire: S-(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5-(para-etoxifenil)-1,2,4-triazol

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) Ac OEt:MeOH = 85:15
Randament = 85% P.t. (°C) =148-150;
Rf= 0.33 (AcOEt:MeOH = 85:15) (-)ESI-HCIT-MS: [M-H]" m/z = 382.0

(+)ESI-HCIT-MS: [M+H]" m/z = 384.0, [M+Na]* m/z = 406.0, [M+K]" m/z = 422.0
U.V.(Amax(hm),emax, MeOH): 262.0; 15700

I.R.(cm™): 596.86 s, 648.92 s, 864.91 s, 1452.14 i, 1541.13 m, 1680.55 s, 2267.88 s, 2470.37 s,
3459.87 m, 3672.77 s

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d®, §(ppm), J(Hz)): 7.87 (d, 2H, J1011=J14.13=8.7, H1o, H14); 7.03 (d,
2H, J11,10=J13.14=8.7, Hu1, H13); 5.07(d, 1H, J12=9.6, H1); 4.07 (q, 2H, J=6.9 OCH2CH?3); 3.61 (dd,
1H, Jeaeb=11.9, Jsa5=1.8, Hea); 3.43 (dd, 1H, Jeb,sa=11.9, Jen5=5.1, Heb); 3.24 (dd, 1H, J34=J3.= 8.5,
Hz sau Ha); 3.20 (m, 1H, Hs); 3.13 (m, 2H, H2 si Ha sau Hs); 1.33 (t, 3H, J=6.9, OCH>CH3).
BBC-NMR(75 MHz, DMSO-d®, 8(ppm)): 160.45(1C, C12), 127.72(2C, C10,C14); 120.06(1C, C9);
114.97(2C, C13, C11); 85.90(1C, C); 81.25(C-); 78.03(C-); 72.82(C-); 69.63(C-); 63.48(1C,
OCH2CHpg); 60.81(1C, C6), 14.75(0OCH2CHy3).

Ber15Glu

OH N—N
HO/&O: S / \
HO
oH NH
O—CH,—CH,4

Denumire: S-(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5 (meta-etoxifenil)-1,2,4-triazol

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SIiO2) Tol:MeOH =9:1
Randament = 61% P.t. (°C) = 182-184;
Rt = 0.34 (AcOEt:MeOH =8.5:1.5) (-)ESI-HCIT-MS: [M-H]" m/z = 382.0

(+)ESI-HCIT-MS: [M+H]* m/z = 384.0, [M+Na]* m/z = 406.0, [M+K]* m/z = 422.0
UV()\.max(nm),Smax,MEOH) 2620, 15700

I.R.(cm™): 539 s, 619.03 s, 683.54 s, 750.17 s, 1043.3 m, 1085.73 m, 1231.33 s, 1323.89 m,
1463.71 s, 1610.27 s, 2779.89 s, 2884.63 s, 2975.62 s, 3243.68 m, 3589.84 s, 3730.62 s.

IH-RMN (300 MHz, CDCls, 8(ppm), J(Hz)): 7.53 (dd, 1H, J1011=8.2,J1012=2.3, H1o); 7.48 (t, 1H,
J14,12:2.3, H14); 7.39 (t, 1H, J:8.2,H11); 7.01 (dd, 1H, J12,11:8.2, J12,10:2.3, H12); 5.06 (d, 1H,
312=9.8, H1); 4.07 (g, 2H, =7.0, OCH2, CHs); 3.62 (dd, 1H, Jeasv=12.0, Jsa5=2.0, Hez); 3.43 (dd,
1H,360,6a=12.0, Jeb5=5.4, Hen); 3.24 (dd, 1H, J34=J32=8.6, H3 sau Hi); 3.22 (m, 1H, Hs); 3.14 (m,
2H, H2 si Ha sau Hz); 1.34(t,3H, J=7.0, OCH2CH5).
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13C-RMN (75 MHz, CDCls, &(ppm)): 159.01 (1C, C13); 130.43 (1C, C11); 118.31 (1C, C10);
116.31 (1C, C12); 111.64 (1C, C14); 85.84 (1C, C1); 81.26 (C-); 78.00 (C-); 72.86 (C-); 69.64 (C-);
60.83 (C-); 63.41 (1C, OCH,CHs); 14.80 (1C, OCH2CHs).

11.2.4. Argumente privind structura compusilor sintetizati
A. Argumentarea structurii tioglicozidelor deprotejate prin spectroscopie IR

Compararea spectrelor IR ale agliconului BerX, glucozei si tioglicozidelor deprotejate
(BerXGlu) sintetizate evidentiaza anumite trasaturi comune (tabelul 6). Astfel, Ber si BerXGlu
prezintd benzi caracteristice ciclului triazolic la intervalele precizate in literaturd: 800-900 cm™;
1040-1055 cm™; 1220 — 1228 cm™ vizibile in toatd clasa de compusi deprotejati. in domeniul
cuprins intre 1500 — 1530 cm™ [20, 21] se suprapun benzile specifice pentru vibratia inelului
aromatic vc=c si pentru ciclul triazolic, de aceea de obicei semnalul este mai intens si mai larg decat
pentru fiecare ciclu separat.

Inelul aromatic se evidentiaza prin banda in domeniul — vibratii de valentd vc-4: 3000 - 3100
cm cu variatiuni datorate pozitiei si gradului de substitutie a ciclului aromatic, dar la intensititi mai
slabe decat este precizat in literatura [21].

Vibratiile legaturii C-S nu se pot discerne cu precizie in nici una din clasele de compusi,
fiind de intensitate foarte slaba.

Banda foarte intensd in domeniul 1740 — 1754 cm™ corespunzitoare vibratiei legaturii C=0
nu este prezenta in spectrele compusilor deprotejati, in care apare o banda pronuntata, larga, in
domeniul 3400 -3500 cm™ ceea ce este in concordanti cu prezenta in moleculd a mai multor grupiri
OH libere, care lipseste in cazul spectrelor IR ale S-glicozidelor protejate, ceea ce confirma
deprotejarea totala a acestor compusi. Se mai poate observa ca toate benzile caracteristice sunt de
intensitati mult mai mici in cazul compusilor deprotejati comparativ cu cele ale agliconilor sau cu
ale compusilor protejati corespunzatori sintetizati.

Tabelul 6. Caracteristici ale spectrelor IR pentru S-glicozidele deprotejate sintetizate

Produs | vinel triazolic (CM™) | Vinel aromatic (CM™) | VO-H asociat (CM™)
banda larga
BerlGlu 1240 m 1464 m 3416 m
Ber2Glu 1246 s 1468 s 3384 s-m
Ber3Glu 1254 m 1503 m 3412 s-m
Ber4Glu 1270 s - 3460 m
Ber7Glu 1225 m 1490 m 3460 s
Ber9Glu 1278 s 1057 s 3012 s
Ber12Glu 1251 m 1515s 3504 s
Ber13Glu 1255 m 1453 s 3560 m
Ber14Glu - 1541 m 3459 m
Ber15Glu 1231s 1610 s 3589 s

B. Argumentarea structurii tioglicozidelor deprotejate prin spectroscopie UV

Toti compusii ce prezintd in moleculd aglicon alcatuit dintr-un triazol substituit cu un inel
aromatic prezinta o alura a spectrului cu doua maxime de absorbtie, pe cand spectrele compusului al
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carui aglicon este alcatuit dintr-un ciclu triazolic substituit doar cu o grupare metil (Ber4Glu)
prezintd doar un maxim de absorbtie.

Din analizarea spectrelor UV ale glicozidelor deprotejate prin raport cu cele protejate (tabelul 7),
nu se pot trage concluzii directionate care sa permitd apreciera utilitatiit metodei in identificarea
schimbarilor structurale produse.

Valorile mari ale coeficientului molar de extrinctie (¢) de ordinul 10* aratd ca absorbtiile
corespund unor tranzitii electronice permise. Benzile de absorbtie situate intre 250 — 260 nm sunt
caracteristice moleculelor cu duble legaturi, tranzitiilor m — "

Tabelul 7. Caracteristici calculate din spectrele UV ale compusilor sintetizati
Aglicon BerGlu BerPag
(Ber) | A (nm) € A (nm) €

1 255.5 | 20114 | 2455 | 17364
2 251.5 | 19248 | 257.5 | 28920
3 263.5 | 17586 | 266.5 | 27038
4 2345 | 1728 | 234 | 1870
7
9

227.5 | 14090 | 227.5 | 18460
220.5 | 15700 | 225.4 | 12200
12 265.5 | 31724 | 270.5 | 24888
13 262.2 | 24938 | 266.5 | 22564
14 262.0 | 15700 | 261.0 | 20300
15 262.0 | 15700 | 261.0 | 20300

C. Argumentarea structurii tioglicozidelor deprotejate prin spectroscopie RMN

a. Configuragia centrului anomeric — In urma reactiei de deprotejare nu s-a observat
schimbarea configuratiei centrului anomeric. Constantele de cuplaj 3Ji2 ale celor 10 compusi
sintetizati se plaseaza in intervalul 9.6 -10.2 ppm ceea ce indicd o relatie Hiax-H2ax péntru toti
compusii. Prin urmare toate S-glicozidele sintetizate sub forma lor deprotejata sunt -S-glicozide.

b. Conformayia ciclului piranozic - Conformatia ciclului piranozic in toate glicozidele
sintetizate este cel mai probabil *Ci. Certitudinea nu poate fi completi deoarece existi argumente
numerice experimentale clare doar pentru 3Ji2 3J23.

OH N—N 10 11 g
6 o ; /2 l\
HO4 3 5 8 9 12
5 S 4
HO NH
3 14 13

2
OH 1
Figura 3. Numerotarea atomilor pentru interpretarea spectrelor RMN

d. Deplasari caracteristice in seria S- glicozidelor deprotejate — Hy din pozitia anomerica
este usor de atribuit deoarece in toate spectrele tH-RMN ale seriei BerGlu se prezinti sub forma de
dublet cu constanta de cuplaj mare in intervalul 5.02 — 5.07 ppm, fiind primul semnal in zona
protonilor alifatici. Deplasarile chimice ale protonilor H2 — Hs se plaseaza intr-un interval ingust
3.04 — 3.25 ppm, pentru intreaga serie BerGlu, identitatea lor stabilindu-se prin experimentul COSY.
Totusi constantele de cuplaj sunt foarte dificil de determinat pentru acesti protoni. Protonii gruparii
hidroximetil de la C6 (figura 3) sunt notati arbitrar Ha si Hp, identitatea lor stabilindu-se prin
experimentul COSY, fiecare dintre ei prezentdnd doud constante de cuplaj. Deplasarea chimica a
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protonului Hea se plaseaza in intervalul 3.57 - 3.62 iar a protonului Hep la 3.43 ppm. Protonii
corespunzatori nucleului aromatic din toate S-glicozidele deprotejate se plaseaza in intervalul 7.03 —
7.90 ppm. Lipsa celor 4 singleti corespunzatori gruparilor metil din gruparea acetat din intervalul
1.92 — 2.2 ppm confirmad deprotejarea totalda a S-glicozidelor peracetilate. Atribuirea indentitatii
atomilor de carbon in spectrul *C-RMN s-a ficut in urma efectuirii experimentelor HETCOR,
HMQC, HMBC si APT si este certa doar pentru C1 si C6 din ciclul piranozic. Atribuirea identitatii
carbonilor C2-C5 a fost posibild doar pentru compusul Ber1Glu, aceeasi ordine de identitate fiind
extinsd la ceilal{i compusi. Punerea in evidentd a atomilor C7 si C8 din ciclul triazolic a fost cel
mult accidentald. Deoarece informatiile furnizate de experimentele de RMN in cazul produsilor
deprotejati nu au fost la fel ¢ complete ca cele pentru produsii peracetilati, s-a impus un studiu
suplimentar al structurii derivatilor deprotejati prin spectrometrie de masa.

D. Argumentarea structurii tioglicozidelor deprotejate prin MS

BER1GLU: S-(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5-fenil-1,2,4-triazol

A B
OH N—N
Eo -0
OH H
HO C

Schema 25

Structura compusului BER1GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum urmeaza:
1) in spectrul de masa MS* efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 340.0, m/z
= 362.0 si respectiv m/z = 378.0, ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]", [M+Na']* si
[M+K™T*, respectiv formei protonate, sodiate si potasiate a ionului molecular.
2) In spectrul de masd MS? efectuat in mod ion negativ este prezent ionul de la m/z = 338.0 ce
corespunde ionului pseudomolecular [M-H]".
3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 338.0 care a fost supus
fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (Anexa 1)
4) Analiza spectrului MS? conduce la urmitoarele atribuiri:
- ionul de la m/z = 175.9 corespunde fragmentului A (vezi schema 25)
- ionul de la m/z = 143.9 corespunde fragmentului B
- fonul de la m/z = 159.9 corespunde fragmentului C care pierde douda molecule de
apa [C-2H20] specific compusilor glucidici (schema 25)
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BER2GLU: S-(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5-para-tolil-1,2,4-triazol

A__B
OH E—N
ﬁ OH >_ —s— CHs
OH D N
HO c
Schema 26

Structura compusului BER2GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum urmeaza:

1) In spectrul de masa MS?! efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 354.0,
m/z = 376.0 si respectiv m/z = 392.0 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]*, [M+Na']*
si [M+K™]*, respectiv formelor protonate, sodiate si potasiate a ionului molecular.

2) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 352.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H]".

3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 352.0 care a fost
supus fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (Anexa 2).

4) Analiza spectrului MS? conduce la urmitoarele atribuiri (Schema 26):

- ionul de la m/z = 334.0 corespunde picului molecular ce pierde o molecula de apa,
[M-H20] specific compusilor glucidici

- ionul de la m/z = 307.9 corespunde ionului rezultat in urma pierderii gruparii metil
si a unei molecule de formaldehida [M-Me-CH2O], scindare caracteristica alcoolilor
primari

- ionul de la m/z = 284.0 corespunde ionului rezultat in urma pierderii gruparii metil
si a 3 molecule de apa [M-Me-3H20], specifica compusilor glucidici

- ionul de la m/z = 189.9 corespunde ionului de fragmentare A (vezi schema 26)

- ionul de la m/z = 161.8 corespunde ionului de fragmentare D (vezi schema 26)

- ionii de la m/z = 265 si m/z = 128 nu au fost atribuiti

BER3GLU: S-(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5 —(para-metoxifenil)-1,2,4-triazol

A B
OH N—/N
OH N
HO C
Schema 27

Structura compusului BER3GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum urmeaza:
1) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 370.0,
m/z = 392.0 si respectiv m/z = 408.0 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H], [M+Na] si
[M+K], respectiv formei protonate, sodiate si potasiate a ionului molecular.
2) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 368.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H].
3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 368.0 care a fost
supus fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (Anexa 3).
4) Analiza spectrului MS? conduce la urmitoarele atribuiri (schema 27):
-ionul de la m/z = 241.1 nu a fost atribuit
- ionul de la m/z = 206.0 corespunde fragmentului A
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- ionul de la m/z = 190.9 provine din fragmentul B prin pierderea gruparii metil [B-
CH3]

- ionul de la m/z = 150.1 este neatribuit

- ionul de la m/z = 118.0 rezultd ca urmare a scindarii dure a fragmentului A prin
pierderea succesiva de grupare metil si a fragmentului S-C(=N)NH, [A-(S-
C(=N)NH)-CHz3]

BER4GLU: S-(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5 -metil-1,2,4-triazol

A B
OH N—N
o
OH —S_‘( )CHg
OH N
HO C

Schema 28

Structura compusului BER4GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum urmeaza:
1) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 278.0,
m/z = 300.0 si respectiv m/z = 316.0 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]*, [M+Na*]" si
[M+K*T*, respectiv formei protonate, sodiate si potasiate a ionului molecular.
2) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 276.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H]".
3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 276.0 care a fost
supus fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (anexa 4).
4) Analiza spectrului MS? conduce la urmitoarele atribuiri:
- ionul de la m/z = 146.9 corespunde fragmentului [C-H.O-CH20O] care a pierdut o
molecula de apa (eliminare specificd compusilor glucidici) si a eliminat o molecula de
formaldehida (eliminare specifica alcoolilor primari)
- ionul de la m/z = 113.9 corespunde fragmentului A (vezi schema 28)
- ionul de la m/z = 82.0 corespunde fragmentului B

BER7GLU: S-(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5—(para-cloro-fenoximetil)-1,2,4-triazol

EM-00-

Schema 29

Structura compusului BER7GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum urmeaza:
1) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 404.0,
m/z = 426.0 si respectiv m/z = 442.0 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]", [M+Na*]* si
[M+K*T*, respectiv formei protonate, sodiate si potasiate a ionului molecular.
2) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion negativ este prezent ionul de la m/z = 402.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H]".
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3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 402.0 care a fost
supus fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (anexa 5).
4) Analiza spectrului MS? conduce la urmitoarele atribuiri (schema 29):
- ionul de la m/z = 281.9 poate proveni din pierderea succesiva a atomului de clor
(specifica derivatilor clorurati aromatici), a gruparii hidroximetil din restul glucozidic
(scindare in alfa a alcoolilor) si a 3 molecule de apa (specific compusilor glucidici) din
ionul molecular, [M-CI-(CH20H)-3xH.0]
- ionul de la m/z = 239.9 corespunde fragmentului A
- ionul de la m/z = 224.0 nu a fost atribuit
- ionul de la m/z = 205.0 corespunde pierderii unui atom de Cl din fragmentul A, [A-
Cl]
- ionul de la m/z = 126.9 corespunde ionului negativ de p-clorofenolat.

BERI9GLU: S -(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5(orto-cloro-fenil)-1,2,4-triazol

A__B
OH N—/N
ESTO
OH N
HO C cl

Schema 30

Structura compusului BER9GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum urmeaza:
1) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 374.5,
m/z = 396.5 si respectiv m/z = 412.5 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]", [M+Na*]* si
[M+K*T*, respectiv formei protonate, sodiate si potasiate a ionului molecular.
2) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 372.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H]-.
3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 372.0 care a fost
supus fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (anexa 6).
4) Analiza spectrului MS? conduce la urmitoarele atribuiri (schema 30):
- ionul de la m/z = 209.8 corespunde fragmentului A
- ionul de la m/z = 177.9 corespunde fragmentului B
- ionul de la m/z = 141.9 corespunde pierderii unui atom de clor [B-CI] din
fragmentul B

Inteng.
136.9

0.6

0.4 151.9
1779

0.2

210.0

60 ' 80 ' 100 ' 120 ' 140 ' 160 ' 180 ' 200 20 mz

Figura 4. Spectrul MS? al compusului Ber9Glu
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5) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 210.0 care a fost
supus fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (Figura 4). Analiza spectrului MS3
conduce la urmatoarele atribuiri:

- ionul de la m/z = 177.9 corespunde pierderii unui atom de S din fragmentul A, adica
fragmentului B (schema 30)

- ionul de la m/z = 151.9 corespunde fragmentului B ce pierde gruparea C=N, adica
[B-CN]

- fonul de la m/z = 136.9 poate proveni atat din fragmentul A (m/z = 210) prin
pierderea fragmentului S-C(=N)-NH cat si prin pierderea unei grupari NH din [B-
CN] (m/z = 151.9). Este dificil de estimat care dintre scindari este preponderenta, dar
insasi existenta celor doud variante justific intensitatea picului care in spectrul MS®
este pic de baza

BER12GLU: S-(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5 -(para-butoxifenil)-1,2,4-triazol

Schema 31

Structura compusului BER12GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum urmeaza:
1) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion pozitiv sunt prezenti ionii de la m/z = 412.0
m/z = 434.0 si respectiv m/z = 450.0, ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]*, [M+Na']" si
[M+K*T*, respectiv formei protonate, sodiate si potasiate a ionului molecular.
2) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 410.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H]".
3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 410.0 care a fost
supus fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (anexa 7).
4) Analiza spectrului MS? conduce la urmitoarele atribuiri:
- ionul de la m/z = 261.0 corespunde fragmentului H (schema 31)
- ionul de la m/z = 248.0 corespunde fragmentului A
- ionul de la m/z = 190.9 provine din fragmentul A care pierde radicalul butil [A-
CaHo]
- ionul de la m/z = 118.0 provine din fragmentul A care pierde succesiv gruparea butil
C4Hg, iar mai apoi elimind S-C(=N)-NH [A-C4Hg— (S-C(=N)-NH)]
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BER13GLU : S-(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5—(para-benziloxi-fenil)-1,2,4-triazol

ESTI OO

Schema 32

Structura compusului BER13GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum urmeaza:
1) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 446.0
m/z = 468.0 si respectiv m/z = 484.0 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]*, [M+Na*]" si
[M+K*T*, respectiv formei protonate, sodiate si potasiate a ionului molecular.
2) In spectrul de masa MS?! efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 444.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H]".
3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 444.0 care a fost
supus fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS?(anexa 8)
4) Analiza spectrului MS? conduce la urmitoarele atribuiri (schema 32):
- ionul de la m/z = 414.0 corespunde pierderii de catre ionul pseudomolecular a unei
molecule de formaldehida, fragmentare caracteristica alcoolilor primari [M-CH20]
- ionul de la m/z = 352.9 corespunde fragmentului H
- ionul de la m/z =316.9 corespunde pierderii a doud molecule de apa din fragmentul
H, [H-2x H20]
- ionul de la m/z = 282.0 corespunde fragmentului A
- ionul de la m/z = 190.9 corespunde fragmentului rezultat prin pierderea gruparii
benzilice din fragmentul A [A-CeHsCH2]
5) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 353.0 care a fost
supus fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS® (Figura 5).

Intengy, 1180
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Figura 5. Spectrul MS? al compusului Ber13Glu

6) Analiza spectrului MS® conduce la urmitoarele atribuiri:
- ionul de la m/z = 190.9 corespunde pierderii fragmentului glucozidic din ionul
precursor H, [H-CsH110s]
- ionul de lam/z =173.9.0 nu a fost atribuit
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- ionul de la m/z = 118.0 corespunde pierderii successive a fragmentului glucozidic si
mai apoi a fragmentului S-C(=N)-NH din ionul precursor H [H-(CeH1105)-(S-C(=N)-
NH)]

BER14GLU: S-(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5(para-etoxifenil)-1,2,4-triazol

A B
OH N—N
o
OH -S— 4 \ O—CHs
OH N
HO C

H
Schema 33

Structura compusului BER14GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum urmeaza:
1) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 384.0,
m/z = 406.0 si respectiv m/z = 422.0 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]", [M+Na*]* si
[M+K*]", respectiv formei protonate, sodiate si potasiate a ionului molecular.
2) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 382.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H]".
3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 382.0 care a fost
supus fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (anexa 9).
4) Analiza spectrului MS? conduce la urmitoarele atribuiri (schema 33):
- ionul de la m/z = 284.0 provine din fragmentul H prin pierderea a 3 molecule de
apa, [H-3x H20]
- ionul de la m/z = 220.0 corespunde fragmentului A
- ionul de la m/z = 195.0 corespunde fragmentului C

BER15GLU: S-(B-D-glucopiranozil)-3-mercapto-5-(meta-etoxifenil) 1,2,4-triazol

Schema 34

Structura compusului BER15GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum urmeaza:
1) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 384.0,
m/z = 406.0 si respectiv m/z = 422.0 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]", [M+Na*]* si
[M+K*T*, respectiv formei protonate, sodiate si potasiate a ionului molecular.
2) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion negativ este prezent ionul de la m/z = 382.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H].
3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 382.0 care a fost
supus fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (anexa 10).
4) Analiza spectrului MS? conduce la urmitoarele atribuiri (schema 34):
- ionul de la m/z = 364.1 corespunde pierderii unei molecule de apa din ionul
molecular [M-H.0] (specific compusilor glucidici)
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- ionul de la m/z = 346.1 corespunde pierderii a doua molecule de apa din ionul
pseudomolecular [M-2xH-0]

- ionul de la m/z = 337.9 corespunde fragmentului H

- ionul de la m/z = 219.9 corespunde fragmentului A

- ionul de la m/z = 190.9 corespunde pierderii gruparii etil din fragmentul A [A-C2Hs]
- ionul de la m/z = 162.9 corespunde fragmentului D

Intenfy,
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301
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220.0
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Figura 6. Spectrul MS? al compusului Ber15Glu

5) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 220.0 (fragmentul A)
care a fost supus fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (Figura 6). Analiza spectrului
MS? conduce la urmitoarele atribuiri:

- ionul de la m/z = 190.9 corespunde pierderii gruparii etil din fragmentul A [A-C2Hs]

11.2.5. CONCLUZII

Aplicarea pentru prima data a metodei Ferrier la reactia de glicozilare a 3-mercapto-1,2,4-
triazolilor 5-substituiti cu 1,2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucoza duce la obtinerea exclusiva a B-S-
glicozidelor. Urmarirea reactiei prin CSS a indicat obtinerea unui singur pic la un Rf mai scazut
decat al ambilor participanti la reactie. S-au stabilit conditiile optime ale desfasurarii reactiei, fiind
necesar un exces de 1.5 echivalenti molari de aglicon si 5 echivalenti molari de solutie de trifluorura
de bor eteratd. Aceasta solutie de catalizator trebuie sa fie proaspat distilatd, iar reactantii trebuie sa
fie anhidrificati in prealabil.

S-a incercat sintetizarea a 15 tioglicozide, cu 15 agliconi de tipul 3-mercapto-1,2,4-triazoli-
5-substituiti, conform tabelului 1, dar efectiv s-a reusit sinteza a zece tioglicozide protejate noi,
nementionate in literatura, cu zece 3-mercapto-2,3,4-triazoli-5-substituiti diferiti, din care apoi au
fost obtinute prin metoda de deprotejare descrisa de Zemplen cele zece tioglicozide deprotejate
corespunzatoare, de asemenea compusi noi, nementionati in literatura.

Structura acestora este confirmati prin analize spectrale de masa si RMN. In conditiile alese
nu se observi formarea !N-glicozidelor, *N-glicozidelor sau a *N,S-diglicozidelor, ca in cazul altor
metode mentionate in literaturd. Au fost stabilite de asemenea cele mai bune conditii pentru izolarea
si purificarea S-glicozidelor obtinute.

Din analiza spectrelor IR ale tioglicozidelor protejate si deprotejate se poate observa ca
acestea prezinta elemente comune cu cele ale agliconilor corespunzatori, argument ce confirma intr-

77

BUPT



o prima faza ca reactia de glicozilare a avut loc. De asemenea, toate S-glicozidele protejate prezinta
banda caracteristica vibratiei legaturii C=0, prezentd in grupele protectoare acetil ale componentei
glucidice a moleculelor, in vreme ce in spectrele IR ale compusilor deprotejati aceastd banda nu este
prezenta.

Configuratia centrului anomeric, conformatia ciclului piranozic si natura legaturii glicozidice
au fost confirmate prin spectrometria RMN de hidrogen si de carbon, precum si COSY, HETCOR,
HMQC, HMBC si APT. Astfel, constantele de cuplaj 3Ji2 pentru toate tioglicozidele sintetizate se
plaseaza la valori de peste 8 Hz, ceea ce indica o relatie Hiax-H2ax pentru toti compusii, deci centrul
anomeric este in configuratie 3 in toate cazurile. Conformatia ciclului piranozic in toate glicozidele
sintetizate este “C; fapt atestat de constantele de cuplaj 3J intre Hp, Hs, Ha si Hs, care au toate valori
mai mari de 9 Hz.

Natura legiturii glicozidice a fost argumentati pe baza spectrelor 3C-RMN ale S-
glicozidelor protejate, In care valorile deplasarilor chimice ale atomului C7 (din nucleul triazolic)
atunci cand au putut fi puse in evidentd au fost de 155.41 ppm (Ber9Pag) respectiv 155.68 ppm
(Berl4Pag). Aceste valori indica faptul ca C7 este implicat intr-o legatura simpla C-S, ceea ce
confirma faptul cd agliconul se cupleaza cu componenta zaharidica prin intermediul atomului de sulf
si nu prin cel de azot. Asadar compusii sintetizati sunt S-glicozide. In sprijinul acestei afirmatii s-a
facut si argumentarea chimica. In acest scop s-a incercat tratatrea uneia din S-glicozidele sintetizate
(Ber1Pag) cu solutie de nitrat de argint stiut fiind ca legatura C-S poate fi scindatd de catre agenti
tiofili, dintre care cel mai accesibil este nitratul de argint. Faptul ca in urma reactiei s-a obtinut
2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucoza confirma natura legaturii glicozidice.

Deoarece in cazul tioglicozidelor deprotejate nu s-au putut efectua atribuiri precise ale
tuturor atomilor de carbon, s-a efectuat analiza detaliata a spectrelor de masa ale tuturor celor 10
tioglicozide de mercaptotriazoli obtinute. S-a lucrat atat in mod ion pozitiv cand s-au putut pune in
evidentd ionii pseudomoleculari [M+H]", [M+Na]* si [M+K]" cat si in mod ion negativ, cind s-a
evidentiat ionul pseudomolecular [M-H]. Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea
ionului [M-H]" care a fost supus fragmentarii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? pentru toti
compusii (vezi anexele 1-10). In unele cazuri (Ber9Glu, Ber13Glu, Ber15Glu) s-a izbutit efectuarea
si a spectrului MS?® (figurile 4, 5 si 6), care a fost de asemenea interpretat.

Din analizarea spectrelor de masi MS? efectuate in mod ion negativ ale compusilor
deprotejati sintetizati, se observa ca:

- scindarea legaturii C-S din moleculd are loc in toate cazurile, fiind posibild identificarea
fragmentului de aglicon (fragmentul A din schemele explicite) rezultat.

- in patru cazuri s-a putut constata si scindarea atomului de sulf din aglicon, prin
identificarea fragmentului de triazol substituit fard atomul de sulf (fragmentul B)

- in cazul compusilor Ber7Glu si Ber9Glu s-a putut pune in evidenta pierderea atomului de
clor din componenta agliconica (A-Cl, respectiv B-Cl).

- n afara spectrelor compusilor Ber9Glu, Ber12Glu si Ber14Glu, in toate celelalte s-a putut
identifica pierderea de molecule de apa, scindare specificd glucidelor.

- in cazul compusilor ce poseda substituenti mai masivi in pozitia 5 a ciclului triazolic, s-a
putut identifica modelul de scindare avansati a acestora, prin intermediul spectrelor MS®,

In urma analizrii spectrelor MS® disponibile, s-a putut confirma atribuirea fragmentelor de
baza din scindarea moleculelor, observandu-se si o scindare mai avansata a agliconului mai
voluminos. Astfel s-a putut recunoaste pentru compusul Berl3Glu pierderea succesiva a
fragmentului glucozidic, apoi a fragmentului S-C(=N)-NH din ionul precursor H.
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CAPITOLUL I1l. OBTINEREA DE GLICOZILSULFONE ALE
MERCAPTOTRIAZOLILOR
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11.1. POSIBILITATI DE OBTINERE A SULFONELOR DIN TIOETERI PRIN OXIDARE
I111.1.1. Oxidare cu dioxirani

Dioxiranii sunt agenti de oxidare electrofili, convenabili si extrem de eficienti pentru
oxidarea selectivd a compusilor organici ce contin atomi de sulf. Cu acesti agenti se poate obtine
oxidarea selectivda a atomului de sulf chiar in prezenta altor grupari susceptibile la oxidare in
molecula ca de exemplu alcooli, duble legaturi[1]. Daca se trateaza sulfuri ale oxadiazolilor substituiti
(schema 1) cu dimetildioxiran (DMD)[2] se obtin sulfoxizii sau sulfonele corespunzitoare, cu
randamente excelente, functie de cantitatea de agent oxidant folositd [3]. Tratarea sulfurilor cu 2-4
echivalenti de DMD duce la obtinerea sulfoxizilor, iar utilizarea unui exces de 5-8 echivalenti de agent
de oxidare produce transformarea completa la sulfone (schema 1).

o

/B S—R?

2-4 echiv @O
/ R1

N-N

A= o

o o)

Rl \)<L )\ Sge

5-8 echiv. o)\/ Y
R1=C|,OME R1

R2=tBu, Bn, 2-piridil, 1,2 4-triazol-3-il
Schema 1

Variante alternative de oxidare cu apa oxigenatd in prezentd de acid acetic au esuat,
nedetecandu-se formarea sulfoxizilor sau a sulfonelor corespunzatoare (substratul reactiei nefiind
stabil in conditiile reactiei de oxidare alese) [3]. Folosirea DMD a constituit pentru acesti compusi o
varianta viabila, oxidarea decurgind in conditii blande, neutre, fard afectarea heterociclului.

Albert Lévai [1] a tratat pe larg prepararea si utilizarea dioxiranilor la oxidarea compusilor
organici ce contin atomi de sulf. Sulfurile simple tratate cu TFD (metil(trifluorometil)dioxiran) se
oxideazi pand la sulfone, fird a afecta alti sulfoxizi prezenti in moleculd. In cazul oxidarii
tiolesterilor, utilizarea de cantitati stoichiometrice de dioxiran conduce la formarea de a-oxosulfona
cu o conversie de 50%, fird a se detecta prezenta sulfoxizilor. In cazul compusilor ce contin atat
dubla legatura cat si functia tioeterica, oxidarea selectiva a acesteia din urma se poate realiza cu
DMD. Functie de cantitatea de agent oxidant utilizatd, se pot obtine sulfoxizi si/sau sulfone, fara a
epoxida dubla legdtura.

Usurinta cu care se oxideaza tioeterii cu dimetildioxiran permite determinarea continutului de
peroxid al unei solutii de dimetildioxiran la oxidarea tioanisolului la sulfoxidul corespunzator, acesta
putand fi dozat cromatografic [4] sau prin spectroscopie H-RMN [5].

I11.1.2. Oxidare cu apa oxigenata
Apa oxigenata reprezinta un agent de oxidare tentant, datoritd continutului ridicat de oxigen
activ, costurilor scazute, depozitarii usoare si sigurantei in manipulare [6]. Deoarece este un oxidant

lent, au fost investigate numeroase variante de oxidare cataliticd folosind compusi ai metalelor
tranzitionale drept catalizatori:

82

BUPT



A. Compusi ai molibdenului cu rol catalitic

a. Molibdat de amoniu - Oxidarea 1,3,4-oxadiazol- si a tiodiazolilor substituiti (compusi ce
prezintd activitate antifungicd) a fost realizatd folosind apa oxigenatd si molibdat de amoniu, in
lichide ionice ([bmim]PFe) oxidare care a decurs cu randamente foarte bune fara a afecta gruparile
nitro, halogen sau metoxi prezente in molecula [7]. Folosind apa oxigenata in exces si lucrand la
temperaturi ce nu depasesc 40 °C o serie de sulfone au fost preparate, izolate si caracterizate
conform schemei 2.

30%H,0,,

H4CO N—N (NH,)sM0,0,, (1 mol%),  HsCO NN o
/ \ lichid ionic, 40 °C, 2 h. /oo
H3CO S—R > H,;CO S—R
X X (5'
H,CO H,CO
X=§; =s:
R= HZC—E:gHZ OZNOCHZ MeOOCHZ |:4<;>—(:H2
Schema 2

O serie de tioeteri ai benzotiazolului au fost oxidati la sulfonele corespunzatoare in scopul
obtinerii de donori de alchil utilizati in olefinarea Julia a glicozillactonelor. Oxidarea s-a efectuat
regioselectiv, cu apa oxigenatd la temperaturd joasd si folosind cantitati catalitice de sare de
molibden, fara a afecta atomul de sulf endociclic [8](schema 3):

N H,0,, EtOH, 0 °C N ﬁ
CE Wsr 22 CE H-s—r
S (NH,)sM0;0,,.4H,0 S g
R = etil, izopropil, ciclopentil, heptil, (CH,),OTHP, but-3-enil
Schema 3

b. Heteropoliacizi ai molibdenului cu structuri de tip Keggin - Heteropolianionii cu formula
generalda [XxMmOy]— (M = W, Mo, Nb, V,...; X = Si, P, B, Co, Fe, Cu,...) ce prezinta structuri de
tip Keggin sunt studiati de peste un secol. Utilizarea lor in posturd de catalizatori ai reactiilor de
oxidare a tioeterilor este insd de datd recentd. O serie de catalizatori ce prezintd structuri de tip
Keggin au fost sintetizati in laborator [9], prin reactia intre polioxomolibdat H3PM012040 (PM12)
(figura 1) si diferite amine precum chinolina QuiH3PM012020 (PM12Qui) cinconidina
CidH3PM012040 (PM12Cid) si cinconina CinHzPMo012040 (PM12Cin).

i)

Figura 1. Diagrama Ortep a heteopolianionului de tip Keggin [HsPMo012040] *
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Marele avantaj al acestor catalizatori il constituie faptul ca, functie de raportul reactantilor si
de temperaturd, se pot obtine atat sulfoxizii cat si sulfonele cu randamente ridicate (schema 4).
Catalizatorul necoroziv poate fi recuperat si refolosit fara a-si pierde capacitatile catalitice. Pe de
alta parte, utilizarea de catalizatori insolubili in locul celor solubili contribuie la reducerea poluarii.

o
S 22, /lsl’\ 0 o\\s//o
PN
R R HPA R R Hpas00Cc R R
R =alchil, aril
Schema 4

In absenta catalizatorului, la temperatura camerei si folosind acetonitril ca solvent, reactia
are randamente foarte scazute (10%). Folosind unui exces de apa oxigenata si a compusului
PM12Cin drept catalizator se obtine dupa 3 ore o conversie de 99% in sulfona, lucrand la 50 °C.

c. Complecsi oxo-organometalici ai molibdenului - Complecsi oxo-organometalici ai
molibdenului [(n°-CsRs)Mo(CO)sCl] (R = H sau CH3) (compusii 1 si respectiv 2 in figura 2) si [(n®-
CsHs)MoO,Cl](compusul 3 in figura 2) s-au dovedit catalizatori eficienti [10] ai reactiei de oxidare
cu apa oxigenatd a sulfurilor la sulfonele corespunzatoare. O Intreagd gamd de alchil-aril, diaril si
dialchil sulfuri au fost oxidate in aceasta abordare (schema 5).

R R R R
TBHP
—_—
R R " chycl, R R
R R
ocww Mo, =%,
pi \ ey o=l gy

ocC co o

()R=H @)R=H

(2)R=CH,

Figura 2. Structura spatiald a complecsilor oxo-organometalici

Reactia de oxidare decurge in condifii moderate la temperatura camerei cu folosirea a 2
echivalenti apa oxigenata in MeCN. Acelasi catalizator s-a dovedit a fi eficient atunci cand s-a
folosit ca agent oxidant hidroperoxidul de tertbutil (TBHP), in acest caz forma catalitica a
complexului oxo-organometalic generindu-se in mediul de reactie (CH2Cl, — figura 2). In cazul
compusilor oxidati, metoda prezintd avantajul ca produsii de reactie precipita la sfarsitul procesului,
prelucrarea masei de reactie fiind astfel foarte simpla.

o

s Cp'Mo(CO),Cl, 1 eq. H,0, I o\\s//o
7N 0N, T
Ry Ry acetona-MeOH, tc. Ry R, Rl/ \R2
Cp'Mo(CO),Cl, 2 eq. H,0, T

MeCN, sau TBHP/CH,CI,, t.c.
Schema 5
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B. Saruri de mangan(ll)

Relativ recent a fost raportatd utilizarea ionului bicarbonat in posturd de activator si a
sarurilor de Mn?* drept catalizator. A fost subliniat rolul ionului de Mn?* in descompunerea
anionului peroxicarbonat (-HCOg4)[11, 12]. Deoarece apa oxigenata este un oxidant lent, o
permanentd preocupare a constituit-o gasirea de activatori sau de catalizatori care sa surmonteze
aceasta deficientd. O metoda de activare a apei oxigenate, descrisa de Drago si colab. [12] si studiata
in amanunt de Richardson et al. [11] utilizeaza ionul bicarbonat In postura de activator si cationul de
mangan in posturd de catalizator. In fapt, apa oxigenati transforma la pH > 8 (in solutie tampon)
ionul bicarbonat in ion peroxicarbonat (HCO4"), acesta fiind descompus la randul lui de Mn?*, Acest
artificiu s-a dovedit eficient atat la epoxidarea dublelor legaturi cat si in transformarea sulfurilor in
sulfoxizi si sulfone. [13]. In cazul particular al metilfenilsulfonei, reactia poate avea loc si in absenta
solventilor organici, cu conversie in sulfona de 100% si cu utilizarea a 5 echivalenti de agent oxidant
(schema 6).

Q o) 0
Se_ 30%H,0,NaHCO, g\ N \\5<
7 e 7
Ph Me MnSO ,.H,0 Ph Me Ph Me
solvent, t.c.
Schema 6

Aceasta metoda permite oxidarea chemoselectiva si rapida a tioeterilor atat la sulfoxid cat si
la sulfone in functie de conditiile alese, alte grupari functionale prezente in moleculd precum duble
legaturi, alcooli, eteri si esteri nefiind afectate in aceste conditii.

C. Complecsi ai wolframului

Utilizarea wolframatului de sodiu (Na2WOs) drept catalizator si a acidului fenilfosfonic
(CeHsPOsH2) ca promotor, permite instalarea unui ciclu catalitic interfazic in prezenta
hidrogensulfatului de metil trioctilamoniu [CHs(n-CgH17)sN]JHSO4 atunci cand apa oxigenata este
donorul de oxigen [14]. Rolul acidului fenilfosfonic a fost deslusit, el marind reactivitatea anionilor
peroxi, ligandati de anionul wolframat. Miscarea de naveta intre faza apoasa si cea organica este
asigurata de cationul de metiltrioctilamoniu, conform schemei 7

s ¢ O\\s/’o
R R RTR R” R
HO(Cq HS)P(O)O\ﬁ/O_I Q" Ho( HS)P(O)O O/o_| Q"

H,0O H,0,

-+
HO(CgHoP(O)O Q o_l N& HO(C, PO 0\_| Na

H,0 H,0,
Schema 7
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Functie de conditiile alese, reactia se poate opri la sulfoxid sau sulfona (schema 8).

(0]
S Na,WO, 30% H,0, Il H,0, o P
R/ \R > S —_ T \S/
b R R

a T RT R
R= NN ©
a) [CH3(n-CgH7)3N]HSO,, CsHsPOsH,

b) raport molar substrat:catalizator = 1:500
Schema 8

Avantajul clamat de autorii procedeului il constituie lipsa solventilor organici, reactia
functionand cu randamente excelente in cazul in care substratul este chiar mediul de reactie (sulfuri
lichide). Reactia functioneaza cu aceleasi bune randamente in cazul sulfurilor solide, in acest caz
adaosul de solvent (acetat de etil) fara a afecta randamentul. Oxidarea este selectiva pentru sulfuri si
sulfoxizi, lasand legaturile olefinice sau componentele alcoolice din molecula neafectate.

D. Catalizator pe baza de ion de tantal

Desi reactiile de oxidare cu apa oxigenata catalizate de metale tranzitionale produc compusii
oxidati cu randamente ridicate, mai apar unele probleme precum utilizarea de conditii acide sau
bazice (pentru ionii de mangan), timpi de reactie lungi (pentru ionii de fier si molibden), folosirea de
solventi si/sau reactivi periculosi (Mo, V, Cu, Mn), chemoselectivitate scazuta (Ti, Fe, V, W, Re)
sau necesarul de elemente rare (Re si Au). Spre deosebire de compusii vanadiului, compusii
tantalului sunt mult mai putin toxici, deci mai potriviti pentru noile tendinte ale ,,chimiei ecologice”.
Rolul catalitic il manifesta nu numai clorura de tantal ci si etoxidul sau oxidul de tantal(V). Alegerea
solventului si a temperaturii este determinanta in conducerea reactiei spre sulfoxid sau sulfona [15]
(schema 8). Oxidarea unei game largi de sulfuri, atat aromatice cat si alifatice, ciclice sau aciclice
decurge cu randamente foarte bune in solventi uzuali (CH3CN, EtOH, iPrOH) cu utilizarea a doar
0.02 echivalenti de catalizator.

o
TaClg, 30% H,0, 4
' o /S\
CH,CN sau iPrOH Ry R,
s tc.
R TR,
TaCl, sau Ta(OEt);, 30% H,0, O\ /°
’ /S\
CH4OH, 45 °C R{ R,

Schema 8

In cazuri cu totul particulare, oxidarea tioeterilor cu apa oxigenati poate decurge in mod
simplu, la temperatura camerei, folosind acidul acetic in calitate de cosolvent [16](schema 9):

cl cl cl o cl
: I
—
CH,COOH, H,0 d
cl Cl 98% Cl Cl
Schema 9
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111.1.3. Oxidari cu agenti de oxidare clasici
A. Oxidari cu KMnOu4/ acid acetic:

Permanganatul de potasiu in mediu de acid acetic s-a dovedit a fi un bun oxidant al atomului
de sulf din tioeteri ciclici (derivati ai cefalosporinelor). Reactia de oxidare decurge fara deschiderea
ciclului, cu formare de sulfone si folosind ca solvent acetona [17] (schema 10):

s
CH,OCOCH,CI
N “,

0 5
CO,CHPh,
benzhidril-2b-(cloroacetoxi)metil-

6,6-dihidropenicilinat KMnO,/AcOH/acetona

o

OCOCH,CI

y CHj4
o

CO,CHPh,

benzhidril-3-(cloroacetoxi) -3-metil-
6,6-dihidrocefalosporinat

Schema 10

B. Oxidare cu KMnO4/CuS0O4.5H20 in faza solida

ENPS

5
CH,OCOCH,Cl
N K

(o}

o]
N

CO,CHPh,

o}

OCOCH,CI
CH,

CO,CHPh,

Utilizarea reactiilor fara solvent sunt de interes general, datorita potentialului lor in chimia
combinatiilor complexe, insa in cazul oxidarilor literatura este mai degraba saraca [18]. Oxidarea
tioeterilor solizi sau lichizi are loc prin simpla amestecare a unor cantitati egale de permanganat de
potasiu si sulfat de cupru pentahidrat cu substratul. In unele cazuri este necesara incilzirea
amestecului pentru definitivarea reactiei. Pe aceastd cale s-au oxidat o serie intreaga de diaril,
dialchil si aril-achil eteri (schema 11). Nu se observa formarea de sulfoxizi in aceste conditii.
Sulfona rezultata se poate extrage usor din amestec prin spalare cu o cantitate minima de solvent
organic (clorurd de metilen, hexan sau eter), iar concentrarea extractului organic duce la obtinerea
unui produs relativ pur. Adaugarea de alumina la suportul solid al reactiei mareste doar viteza de

reactie, fara a influenta randamentul.

S KMnO,/Cus0,.5H,0
~°N >

R R’

R = benyil, R" = fenil

R = metoximetil, R* = fenil
R =R' = butil

R = R" = benzil

R =R' = octil

Schema 11

111.1.4. Oxidare cu oxone

5-12h,85-90% R

O\\S/
-

2
\R'

Oxona (denumirea comerciala a amestecului de 2KHSOs.KHSO4.K2SO4) este un oxidant
larg utilizat atat in reactiile de epoxidare a dublei legaturi cat si in reactiile de oxidare a tioeterilor.
Derivati 8-arilsulfanil adeninici in care gruparea amino din pozitia 6 a fost complet protejata au fost
oxidati cu succes la sulfonele corespunzatoare folosind ca oxidant oxona depusa pe oxid de aluminiu
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[19]. Formarea de sulfoxid sau de sulfond depinde de stoichiometria reactiei: utilizarea unui exces
de oxona favorizeaza formarea de sulfoni. In unele cazuri se obtine un amestec de sulfoxid-sulfona,
indiferent de cantitatea de oxona introdusa in reactie (schema 12). Astfel de cazuri au fost observate
cand continutul de apid din alumini nu a fost controlat atent. Inainte de reactic alumina se
conditioneaza (48 h/ 120 °C) apoi se umezeste; umezirea excesiva favorizeaza formarea de sulfoxid.
In cazul formarii de amestecuri, sulfoxidul si sulfona pot fi separate usor prin cromatografie pe
coloana de silicagel.

NPPh,
(IO (00, TG
7 ’T‘ I~y 2. 2 ACOH/EIOH k k
R
X =3-OMe Y = NPPh,
X =3,45-OMe, Y = NH,

Schema 12

Sinteza sulfonelor unor derivati ai mercaptobenzimidazolului (posibili inhibitori ai JNK
kinazelor), a utilizat cu succes oxona la temperatura camerei, fara a fi observatd formarea
sulfoxizilor [20], (schema 13).

NO,  sme NO,  so,me
\ Oxona, MeOH, H,0O \
B ———
N t.c.,, 30 h, 84% N
H H

Schema 13

in cazul in care se folosesc solventi organici clorurati, agentul oxidant este transformat in
oxona de tetrabutilamoniu [(n-C4Hg)sN]JHSOs [21]. Aceasta este un agent oxidant selectiv, sulfurile
oxidandu-se la sulfone in prezenta altor functiuni organice precum amine, cetone, esteri, carbamati,
olefine si hidroxili.

111.1.5. Oxidare cu NaBOs, NaCOs

Perboratul de sodiu (SPB) (corespunzand formulei empirice NaBO3.H20) si percarbonatul de
sodiu (SPC) (a carui formula empirica este 2Na,C03.3H202) sunt compusi peroxigenati solizi, cu
stabiltate exceptionala, ieftini si usor de procurat (in cantitati mari fac parte din componenta
detergentilor comerciali). Pentru a solubiliza acesti compusi in mediu organic, in scopul folosirii lor
ca agenti oxidanti, se adauga acid acetic la mediul de reactie, generandu-se astfel ionul percarboxilat
in situ. Aceasta abordare a fost utilizatd pe larg la oxidarea unor compusi precum tioli, selenoli,
sulfuri, selenuri, aniline, amine, oxime, hidrazone etc. [22] (schema 14).

H Me H Me
CK(NMEZ SBP/HOAC CK(NMEZ
[E— + _
SI t.c. SI,—O
R R
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Ar Ar
A Ar

N
\ \
SBP/HOAC
I \>-SCF2CF2H — ]E >‘502CFzCFzH
A~ NH
Ar = Ar' = 4-FCgH, ~ 75%
Ar = 3,4-CL,C¢Hy; Ar' = CgHs
SBP/HOAC
1 — | |
R s Npe 0°C RS R

OZ
Schema 14
111.1.6. Oxidare cu monoperoxiftalat de magneziu (MMPP):

In sinteza subunititii C1-Cs a discodermolidului, compus natural cu actiune antitumorala
[23], una din etapele de sinteza presupune oxidarea tioeterului intermediar la sulfona (schema 15).
Cel mai eficient agent de oxidare a fost gasit monoperoxiftalatul de magneziu (MMPP). Avantajele
utilizarii acestui agent constau in faptul ca prezinta siguranta mai mare in manipulare decat m-
CPBA, si nu necesita Incercari preliminare de stabilire a raportului stoichiometric optim de oxidare,
in plus lasa neafectata atat dubla legatura cat si ciclul tetrahidrofuranic din punte.

PhS PhO,S
MMPP, MeOH
—_—
., 0°C-tc,12h,86% .,
/Me /Me
Schema 15

I11.1.7. Oxidare cu acid periodic (Hs10Oe) si catalizator binuclear pe bazi de mangan

Acidul periodic este un agent oxidant bine cunoscut in chimia zaharurilor, oxidand diolii cu
ruperea legaturii C-C. Utilizarea lui in oxidarea sulfurilor la sulfoxizii si sulfonele corespunzatoare
este inediti [24]. In prezenta complecsilor binucleari de mangan de tipul: [Mn'"V-Mn"(u-
O)sL2](PFs), unde L = 1,4,7-trimetil-1,4,7-triaza-ciclo-nonan (figura 3) acidul periodic oxideaza
selectiv sulfura la sulfoxid, respectiv sulfona.

|
N

[MnV-MnV(1-0)sL,l(PFg), L = N( \N
~N_ N

Figura 3. Structura complecsilor binucleari de mangan de tipul: [Mn'V-Mn"V(u-0)sL2] (PFe)

O gama larga de sulfuri dialchil, diaril, alchil-aril, ciclice (impiedicate steric) au fost oxidate
selectiv si cu randamente foarte bune la sulfonele corespunzatoare in prezenta dublelor legaturi si a
gruparilor hidroxil neafectate (cu exceptia aminelor).

A. Oxidare cu NalOas la microunde, fara solventi
O serie de sulfuri simetrice si asimetrice (alchil, aril, achil-aril) au fost oxidate selectiv si
usor fie la sulfoxizi, fie la sulfone, functie de cantitatea de agent oxidant utilizatd, cu randamente

bune. Drept agent oxidant s-a folosit periodat de sodiu depus pe un suport umed de silice, reactia
efectuandu-se in conditiile “click chemistry” (microunde- 2450 MHz)[25] (schema 16). Autorii
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clameaza absenta solventilor din procedura propusa, insa este destul de neclar modul prin care
urmaresc reactia prin CSS. Separarea produsilor de reactie este simpla, produsul fiind recuperat prin
simpla suspendare a silicei in acetat de etil.

o 20 % NalO,- silice (3.0 eq) R—S—p: 20% NalO,-silice (1.7 eq) %
R—S—R’ R—S—R
i MW MW
Schema 16

111.1.8. Alti agenti de oxidare

in obtinerea sulfonelor prin oxidarea tioeterilor, literatura mai mentioneaza utilizarea
urmatorilor agenti oxidanti: NaClO [26]; tetroxid de osmiu (OsOs4) in prezenta 4-
metilmorfolinoxidului [27]; hipocloritul de calciu (Ca(ClO).) [28]; monopersulfatul de potasiu in
mediu metanolic (KHSOs) [29], insa datorita lipsei de acces la articolele primare, contributia reala la
metodica de preparare a sulfonelor nu a putut fi evaluata.
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111.2. POSIBILITATI DE OBTINERE A GLICOZILSULFONELOR PRIN
OXIDAREA TIOGLICOZIDELOR

Desi in literaturda se cunosc multe metode pentru oxidarea sulfurilor la sulfone, in cazul
prepararii glicozil sulfonelor, metodele mentionate sunt cu mult mai putine. Se indica: utilizarea
acidului  metacloroperoxibenzoic (m-CPBA), bis(monoperoxiftalat) de magneziu (MMPP),
dimetildioxiran (DMD), KMnOa4/acid acetic, si RuCls/NalOa.

In general, oxidarea tioglicozidelor la sulfone se realizeazi cu cele mai bune rezultate
folosind m-CPBA. Totusi aceasta metoda are multe inconveniente, dintre care solubilitatea scazuta a
acidului in diclormetan si dificultatea de a indeparta produsul secundar de reactie (acidul m-
clorobenzoic) din amestec.

Si alte metode de oxidare a tioglicozidelor la glicozil sulfone prezinta inconveniente precum
conditii de reactie puternic acide, sau necesitatea unor temperaturi ridicate. De multe ori aceste
conditii duc la indepartarea nedorita a grupelor protectoare ale zaharului.

I11.2. 1. Oxidare cu NalO4
Cea mai mentionata metoda de preparare a glicozilsulfonelor din tioglicozidele

corespunzatoare este oxidarea cu periodat de sodiu intr-un sistem bifazic (acetonitril/apa) in
prezenta unor cantitati catalitice de clorura de ruteniu (schema 17)[30].

Ph/v&/ NaIO4/ RuCl, T&/L
\

OBn
Schema 17

111.2.2. Oxidari cu KMnOg4
A. Oxidari cu permanganat de potasiu in mediu acid

Oxidarea S-glicozidelor 1,3,4-oxa- si respectiv 1,3,4-tiadiazolilor a fost raportata inca din
1977 [31]. O serie de S-glicozilsulfone ale 1,3,4-0xa- si respectiv 1,3,4-tiadiazolilor au fost obtinute

din S-glicozidele corespunzatoare peracetilate, folosind drept agent oxidant permanganatul de
potasiu in mediu de acid acetic (schema 18).

OAc NN OAC NN
o KMno, o -
ACO s >\ R > A V4 N
AcO X CH;COOH AcO 0
OAc X

Schema 18
B. Oxidari cu permanganat de potasiu in mediu neutru
O metoda convenabila de preparare a glicozilsulfonelor in conditii neutre foloseste amestecul

de KMnO4/CuSO4.5H20 [32]. Reactia de oxidare decurge cu randamente foarte bune si excelente in
amestecul CH3CN:H20 = 5:1 la temperatura camerei, folosindu-se 2 echivalenti de KMnOas / mol de
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tioglicozida (raportul molar KMnO4/CuSO4 = 2:1). Pe aceasta cale s-au oxidat urmatoarele S-
glicozide: S-fenil derivatii peracetilati sau perbenzoilati ai gluco-, galacto-, xilo-piranozidelor;
derivatii peracetilati ai S-etil gluco- si manopiranozidelor, precum si 4,6-benzilidenacetalii 2,3-
acetilati ai gluco- si galactopiranozidelor; un derivat perbenzoilat al S-etil-6-O-TBDPS-
galactopiranozei precum si derivati dizaharidici ai S-fenil-maltozei, respectiv lactozei peracetilate.
Oxidarea S-fenil-3’,4’-O-izopropiliden-lactozei peracetilate precum si a S-fenil-N-ftaloil-glucozei
peracetilate demonstreaza, alaturi de celelalte exemple, compatibilitatea conditiilor de oxidare cu
grupele protectoare de tip izopropiliden, benziliden, tetrbutildifenilsilil, ftaloil, precum cu gruparile
protectoare mai stabile de tip acil (acetil, benzoil) (schema 19).

OR! OR!
0 KMnO,/Cus0,,.5H,0 0
RO SR2 > RO SOZRZ
R!O CH,CN-H,0 (5:1) RO
OR! OR!

R'= Ac sau Bz, R? = Ph, Et

O oAc OAc O _oAc OAc
o)
&0: o ¢] oppy, KMNO,/CuSO, ¢] o o W
o AcO B o AcO S\\_ Ph
OAc OAc OAc

A OAc O
Schema 19

Se mentioneaza expres ca introducerea sarii de cupru trebuie facuta concomitent cu cea a
agentului de oxidare (permanganatul de potasiu), in caz contrar reactia de oxidare nu decurge pana
la formarea exclusiva a sulfonei.

111.2.3. Oxidarea cu acid metacloroperoxibenzoic (m-CPBA):

Acidul metacloroperoxibenzoic se poate utiliza cu succes la oxidarea tioglicozidelor la
sulfonele corespunzitoare, abundenta referintelor din literatura justificind denumirea metodei ca
fiind ,,clasica”.

Oxidarea unor S-glicozil derivati ai (1)-para-sulfonamido-fenil-1,2,3-triazolilor a fost
realizata cu succes folosind acidul metacloroperoxibenzoic comercial la temperaturi scazute, in
diclormetan [33]. Dirijarea reactiei in sensul formarii sulfoxizilor sau sulfonelor este reglata prin
cantitatea de agent oxidant folosita si prin temperatura (schema 20). Procedeul a fost aplicat atat S-
glicozidelor peracetilate ale glucozei cat si ale galactozei cu randamente bune si foarte bune.

SO,NH,

SO,NH
22 RZ _OAc

N
iv. m- 0] N
1 equiv.m-CPBA, CH,Cl, . o \ i
> ECO S N
0°C,0.5h, 70-73% OAC SO,NH,

OAc exces m-CPBA, CH,Cl, R? OACO o o NN
> R \\S// \ It
tc., 35h, 93-95% AcO N

OAc

Schema 20
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Utilizarea acidului metacloroperoxibenzoic in obtinerea tintita a sulfoxizilor si sulfonelor, cu
randamente excelente, a fost raportata si in cazul tiozaharurilor blocate conformational, precum
tiolevomanozanul si derivatii acestuia [34] (schema 21). Dirijarea sintezei in sensul obtinerii cu
preponderenta a sulfoxidului sau sulfonei este realizata prin cantitatea de oxidant folosita (pentru
sulfoxizi raportul molar substrat: agent oxidant = 2.5, iar pentru sulfone raport molar substrat: agent
oxidant = 6) si prin timpul de reactie.

mMCPBA,

CH,Cl,, t.c., oz sZo
2 h, 96% |
>
BzO o)
OBz S OBz
i‘/l ——  mCPBA, o
BzO o) CH,C,, t.c,, A
OBz 24'h, 94% @Bz S==0
—»
BzO o)
OBz
Schema 21

Oxidarea cu acid metacloroperoxibenzoic a fost aplicata cu succes si in cazul O-glicozidelor
ce contin 0 grupare tioeterica in aglicon [35]. De exemplu, la oxidarea 2-(S-benzil)etil-tetra-O-
acetil-B-D-glucopiranozei cu 3.5 echivalenti m-CPBA/ mol de substrat se obtine cu un randament
excelent si intr-un timp foarte scurt, la temperatura camerei sulfona corespunzatoare (schema 22).
Spre deosebire de alte oxidari, solventul utilizat este acetatul de etil, care in acest caz particular
compatibilizeaza atat agentul de oxidare cat si substratul.

RO E o /@ MCPBA, ACOEt, 30 min R o
RO 0 » RO o)
RO N2 ~98% RO NS

OR OR 0% o

Schema 22

Aplicarea cu succes a oxidarii tioglicozidelor cu acid metacloroperoxibenzoic a dat rezultate
si in cazul formelor furanozice. Astfel la oxidarea 9-heptadecil-2,3,5,6-tetra-O-acetil-1-tio-p-D-
galactofuranozei cu acid metacloroperoxibenzoic (3 echivalenti m-CPBA/ echivalent tioglicozida) in
diclormetan la refluxul solventului se obtin sulfonele corespunzatoare in 2 ore [36](schema 23) cu
randamente foarte bune.

RO (CH,);CH, RO 0\\ (CHZ);CHy
S S <
RO— OR RO— OR N
o (CHa),CHy - on R 5 O (CH,),CH,
CH,CI, >
OR reflux OR
aR=Bz aR=Bz
bR =Ac bR =Ac
Schema 23

in cazul in care se oxideaza N,N-dialchil (butil, hexil, octil) sulfenamidele 2,3,5,6-tetra-O-
acetil-1-tio-p-D-galactofuranozei cu acelasi oxidant si in aceleasi conditii, se obtin sulfonamidele
N,N-disubstituite corespunzatoare (schema 24) [37].
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' (@)
RO / RO \\ N
AN
RO— OR g R" mM-CPBA  RO— OR g 5
CH.CI,
OR reflux OR
R =Bz Ac

R’ = CH,(CH,),,CHj,, CH,Ph
n=2,4,68

Schema 24

111.2.4. Oxidare cu oxone

Oxidarile sulfurilor cu oxona in scopul obtinerii sulfoxizilor (sulfonelor) au fost tratate in
capitolul 1.4. O serie de benzil-S-glicozide perbenzilate ale manozei si galactozei, S-etilglicozida
ribozei perbenzilate precum si S-benzil-maltoza perbenzilata au fost oxidate cu oxond intr-un
amestec acetond:apa la refluxul solventului, obtinandu-se sulfonele corespunzatoare [38] (schema
25). Folosirea a 9 echivalenti oxona/echivalent tioglicozidd asigurd o transformare cantitativa a
compusilor de start. Autorii nu discutd folosirea intr-un atdt de mare exces a oxonei. Acesta se
justifica prin formarea in situ a dimetiloxiranului acetonei care este probabil si agentul efectiv de
oxidare. Aceasta supozitic este intaritd si de faptul cd nu se mentioneaza utilizarea vreunui
catalizator de transfer interfazic.

OBn OBn
OBn OBn

) 0]
SBn BnO SO,Bn
OBn OBn

BnO

Oxona -
acetona, H,0

OBn
BnO_o BnO_o
BnO BnO
BnO SBn BnO SOZBn

o o
BRO SEt Oxona BnO SO,Et
E——
acetona, apa
S P N “
BnO OBn BnO ©Bn
OBn OBn OBn OBn
o 0 @) (o)
BnO Oxona BnO
Bno/&o BnO BN —— BnO %Bno SO,8n
OBn OBn acetona, apa OBN oBn

Schema 25
111.2.5. Oxidare cu bis(monoperoxiftalat) de magneziu MMPP:

Oxidarea sulfurilor la sulfone prin utilizarea MMPP 1in cazul S-glicozidelor este ilustrata
doar de doud exemple n literatura. Preferinta aratatd pentru acest oxidant neuzual este justificatd de
stabilitatea mai mare a agentului oxidant precum si de normele de securitate. Intr-un prim exemplu,
oxidarea unei S-glicozide perbenzilate a glucopiranozei, are loc in prezenta grupei protectoare
tertbutilsilil, intr-un amestec de tetrahidrofuran : alcool etilic: apa la refluxul solventului, obtinandu-
se sulfona corespunzatoare cu un randament foarte bun [39] (schema 26)
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OBnN OBn
(@] _ _ OO0
BrO S MMPP, THF-EtOH I-EO BnO \\S//o
BnO = BnO
OBn 60°C, 2 h, 87% OBn
Schema 26

Un al doilea exemplu ilustreaza oxidarea amestecului de anomeri ai S-benzil-glicozidelor
glucozei, manozei, 2-deoxiglucozei, ramnozei, avand ca grupe protectoare benzil sau metil, la
sulfonele corespunzatoare, cu randamente variind intre 75 -95 %. Nu se face nici un fel de mentiune
asupra solventului, a raportului oxidant:substrat sau a timpilor de reactie [40] (schema 27)

OBn OBn

o MMPA o (\{
B0 s\ Bro S\/\R
OBn R OBn \O
Schema 27

111.2.6. Oxidare cu HOF.CH3CN

Un agent inedit de oxidare, comunicat recent, este HOF.CH3CN. Acest agent nu este
comercial §i se prepard proaspat prin barbotarea fluorului gazos (5% 1in azot) printr-o solutie
CH3CN: H20 = 10:1 la temperatura de -15 °C. Se foloseste pentru oxidare pe parcursul unei ore din
momentul prepararii. Cea mai rapida reactie de obtinere a sulfonelor decurge in 2 minute, dupa care
masa de reactie se prelucreaza uzual, iar sulfonele sunt izolate prin cromatografie flash [41] (schema
28).

Pe aceasta cale au fost oxidate o varietate foarte mare de tioglicozide precum:
ciclohexilmetil-, 3-hidroxipropil-, benzotiazolil-, fenil- si 1,2-epoxipropil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-
tio-p-D-glucopiranoze;  benzil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-tio-B-D-manopiranoze;  S-benzil-6-deoxi-
2,3,4-tri-O-acetil-o-L-ramnopiranoza; hexenil-, metil-, 3-cianopropil, 2-oxo-2-feniletil- si
pirimidinil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-tio-p-D-galactopiranoze la sulfonele corespunzitoare. Se observa
ca agentul de oxidare este compatibil cu o serie intreagd de grupari functionale care raméan
neafectate.

(0]

o0 N7
>/ srz _HOFCHLCN >/ \S<R2
RO \Ar‘ CHCl,, 25 min. R0
S N=
oone ST =40
N , N

Schema 28
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PARTE EXPERIMANTALA:
111.3. STUDIUL REACTIEI DE OXIDARE A TIOGLICOZIDELOR LA SULFONE PE
COMPUSI MODEL

111.3.1. Sinteza sintonilor S-glicozilati

In vederea gasirii conditiilor optime de oxidare a S-glicozidelor 3-mercapto-1,2,4-triazolilor
substituiti, o serie de S-fenil-tioglicozide au constituit compusi model in studiul reactiei de obtinere
a sulfonelor corespunzatoare. S-fenil-tioglicozidele pot fi oxidate, asa dupa cum s-a aratat in
capitolul 111.2, atat la sulfoxizi cat si la sulfone, cu randamente medii spre foarte bune, functie de
conditiile de reactie alese. Problemele care apar si care fac obiectul atat de multor variante de
oxidare sunt legate de integritatea grupelor protectoare, de definitivarea reactiei si de obtinerea unui
singur produs de oxidare. Tioglicozidele alese pentru a fi testate (vezi schema 29) nu sunt reactivi de
catalog, si prin urmare ele au fost sintetizate in mai multe etape, functie de destinatia finala a

utilizarii lor.
OBn OBn OH
(@] (@] (o]
BnO SPh HO SPh BnO SPh
BnO BnO BnO
OBn OBn OBn
2A 3A
Ph/vo
(0]
o SPh
BnO
OAc
4A

Schema 29

1A

111.3.2. Elemente de strategie a sintezei sintonilor 1A-3A:

Compusii 1A — 3A pot fi sintetizati pornind de la fenil-1-tio-B-D-glucopiranoza (7)(schema
30). Nici acest reactiv nu este disponibil comercial si se prepara pornind de la 1,2,3,4,6-penta-O-
acetil-B-D-glucopiranoza (5) printr-o secventa de 2 reactii (a si b in schema 30) cu randamente
foarte bune la orice scara de greutate, asa dupa cum este prezentat in schema 30 [42]:

OAc OAc OH
AcO OAc — 3 AcO SPh — HO SPh
AcO AcO HO
OAc OAC OH
5 6 7
Schema 30

Conditiile de reactie precum si caracterizarea compusilor (6) si (7) a fost descrisa in detaliu in
lucrarea publicata de doctorand [42].

Compusii 2A si 3A se obtin la randul lor din intermediarul comun fenil-2,3-di-O-benzil-4,6-
O-benziliden-1-tio-B-D-glucopiranoza (9) prin deschiderea regioselectiva a acetalului benzilidenic

(schema 31). Intermediarul benzilat (9) se obtine din benzilidenacetalul S-glicozidei (8) prin
benzilare totala (schema 31).
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Schema 31

A. Sinteza compusului (1A):

Compusul (1A) 2,3,4,6-tetra-O-benzil-S-fenil-glucoza se obtine prin benzilarea exhaustiva a
fenil-1-tio-B-D-glucopiranozei (schema 31).

0
AN
OBn
1A
Tabelul 1. Reactivi si rapoarte molare in reactia de benzilare a fenil-1-tio-f-D-glucopiranozei
Reactanti Mr | m(g) | V(ml) | Moli Echiv.
fenil-1-tio-B-D-glucopiranoza (7) | 200 | 2.5 0.0125 1
Bromura de benzil 1712565 | 17.81 | 0.15 e 1.4:'1-3?8 g/l
Hidrura de sodiu (60% 1in parafina) | 24 | 36 0.15 12
DMF 30

Protocol:

Intr-un balon de 50 ml previzut cu agitator magnetic, septum si balon cu Ar se adaugi compusul (7)
dizolvat in DMF si apoi se adauga bromura de benzil (tabelul 1). Amestecul de reactie se raceste la 0
°C apoi se adauga hidrura de sodiu in portiuni mici sub agitare timp de 15 minute. Controlul CSS al
reactiei se face cu sistemul (CeHs:ACOEt = 4:1). Cand controlul CSS indica disparitia materialului
de start (~12 ore, temperatura camerei) reactia este oprita prin adaugare de 3 ml MeOH sub agitare,
la rece. Solventii se indeparteaza la vid, cleiul rezultat se dilueazda cu DCM, iar stratul organic este
spalat repetat cu cantitati mici de apa in palnie de separare, se usuca pe CaCl; se filtreaza, iar solutia
organicd este concentratd la sec la presiune redusa (rotavapor). Se obtin 7.8 g de pulbere alba,
randamentul reactiei este de 98.8%.

'H-RMN (CDCls, 400 MHz): 7.7-6.9 (m, 25H, 4xCH,Ph, SPh); 4.92 (2d, 2H, Jgm = 11 Hz,
CH2Ph); 4.84 (2d, 2H, Jgem = 10.2 Hz, CH2Ph); 4.72 (d, 1H, J12 = 9.8 Hz, H1); 4.7 (2d, 2H, Jgem =
10.8 Hz, CH.Ph); 4.55 (2d, 2H, Jgem = 11.5 Hz, CH2Ph); 3.8 (dd, 1H, Jeasb = 11 Hz, Jeas = 2 Hz,
Hea); 3.78 (dd, 1H, Jeaeb = 11 Hz, Jebs = 4Hz, Heb); 3.75 (dd, 1H, J34 = J32 = 9 Hz, Hs); 3.68 (dd,
1H, Ja3 = Jas = 9 Hz, H4); 3.55 (dd, 1H, J2,1 = 9.8 Hz, J>3 = 9 Hz, H»); 3.53 (ddd, 1H, Js4 = 9Hz, Js6a
=2 Hz, Js60 = 4 Hz, Hs);

MS(CI); m/z = 650 (M+NH4)
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B. Sinteza compusilor 2A si 3A:

Asa dupd cum s-a prezentat in schema 31, compusii (2A) si (3A) se obtin dintr-un
intermediar comun (8). Acesta conduce dupa benzilare totala la intermediarul (9) care este supus
deschiderii regioselective a ciclului acetalic benzilidenic in doud conditii de lucru diferite, in
vederea eliberarii gruparii hidroxilice de la C4, respectiv C6.

- Sinteza compusului (8): fenil-4,6-O-benziliden-1-tio--D-glucopiranoza:

)
Ph/Y o
o SPh
oH
8

Tabelul 2. Reactia de protejare selectiva a fenil-1-tio--D-glucopiranozei (7)

Reactanti Mr m(g) V (ml) | Moli x10°3 Echiv.
fenil-1-tio-B-D-glucopiranoza (7) | 200 4.5 22.5 1
] ] . 15
Dimetilacetalul benzaldehidei 152 5.07 5 33.35 o =1.014 g/ml
Acid camforsulfonic 232 | Cateva cristale
DMF 40

Protocol:

Intr-un balon de 50 ml cu un git se incarcd compusul (7) dizolvat in DMF, apoi se adaugi
dimetilacetalul benzaldehidei si o cantitate catalitica de acid camforsulfonic (tabelul 2). Balonul se
atageaza prin intermediul dispozitivului Evans la rotavapor si la o temperatura a baii de 55 °C si se
lasa la agitat sub vid timp de 12 ore. Urmarirea reactiei se realizeaza prin CSS (benzen:AcOEt =
4:1). Cand picul corespunzator materiei prime (7) dispare, reactia se considera definitivata, iar masa
de reactic se lasa sd se raceascd la temperatura camerei. Mediul de reactie Se neutralizeaza prin
addugarea a 2 ml trietilamina. Dupa indepartarea solventului la rotavapor cu ajutorul toluenului,
cleiul rezultat se dilueazd cu DCM, se spald cu apa, se usucd pe CaCly, se concentreaza si apoi se
purifica prin cromatografie flash. Randamentul global este de 82%.

p.t. = 187-189 °C; lit. = 188-188.5°C

!H-RMN(CDCIs):7.65-7.25 (m, 10H, S-Ph, CHPh); 5.55 (s, 1H, CHCsHs); 4.60 (d, 1H, J1,=10Hz,
Hs1); 4.37 (ddd, 1H,J56a=J560=2.6Hz, J54=9.9Hz, Hs); 4.15-3.88 (m, 5H, H>, Hs, H4, Hea, Heb)

In vederea reactiei de oxidare a tioglicozidei la sulfona, gruparile hidroxil de la C2 si C3 sunt
protejate prin trecerea acestora in eteri benzilici.

- Sinteza compusului (9): fenil 2,3-di-O-benzil-4,6-O-benziliden-1-tio-B-D-glucopiranoza

WO g
o SPh
BnO
OBn
9
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Tabelul 3. Reactia de benzilare selectiva a fenil-4,6-O-benziliden-1-tio-B-D-glucopiranozei

Reactanti Mr |m(g)| V Moli Echiv.
(ml) | x10°3
fenil-4,6-O-benziliden-1-tio-p- | 360 | 2.5 6.94 1
D-glucopiranoza (8)
171 | 35 2.5 20.46 3
Bromura de benzil p=1.438
g/ml
Hidrura de sodiu (60% in 24 | 0.08 3.33 0.5
parafina)
DMF 30

Protocol:

Intr-un balon de 50 ml previzut cu agitator magnetic se adauga (8), bromura de benzil si DMF
(tabelul 3). Amestecul de reactie se raceste la 0 °C apoi se adauga hidrura de sodiu in portiuni mici
sub agitare timp de o ord. Amestecul de reactie se lasa la agitat la temperatura camerei pana cand
controlul CSS (CeHs:AcOEt = 4:1) indica disparitia materiei prime. Reactia este opritd prin
adaugare de 3 ml MeOH absolut sub agitare intensa si sub racire cu gheata. Lichidul organic se
indeparteaza la vid (pana la greutate constantd), cleiul rezulat este apoi diluat cu DCM, spalat repetat
in palnia de separare cu cantitati mici de apa. Dupa separarea fazei organice, aceasta se usuca pe
CaCl; (sicc.), se decanteaza si se concentreaza pana la obtinerea unui produs solid amorf. Produsul
cristalizeaza din amestec de eter de petrol: AcOEt = 1:1. Randamentul reactiei este de 95%.
P.t.=155-156 °C; lit.: 155-157°C

!H-RMN(CDCIs): 7.55-7.05 (m, 10H, SPh, CHPh); 5.63 (s, 1H, CHCsHs); 4.89 (2d, 2H, Jgem=11.1
Hz, CH.Ph); 4.85 (2d, 2H, Jgem=11.2Hz, CH>Ph); 4.75 (d, 1H, J12=9.8Hz, Hi); 4.40 (dd, 1H,
J6a,60=10.5Hz, Jea5=4.8Hz, Hea); 3.98-3.65 (M, 3H, Ha, H3, Heb); 3.60-3.40 (m, 2H, Hs, H>)

Deschiderea regioselectiva a benzilidenacetalilor (atat cu ciclu 1,3-dioxanic cat si cu ciclu
1,3-dioxolanic) a fost observata prima oara la tratarea acestora cu N-bromsuccinimida [43]. Functie
de natura ciclului si de pozitionarea acestuia, se ob{in bromoderivati benzoilati sau simpli benzoati.
Deschiderea regioselectivd a ciclului benzilidenic 1,3-dioxanic are loc in conditii reductive cu
formarea preferentiala fie a derivatului 6-O-benzilat (deschiderea reductiva dupa Garegg [44], sau in
varianta modificatd a lui Samuelsson [45]) fie a derivatului 4-O-benzilat (deschiderea reductiva
dupa Liptak [46]).

In primul caz, ca donor de ioni de hidrurd se utilizeazi cianoborohidrura de sodiu iar
compusul rezultat va prezenta o grupare hidroxilica libera la C4, iar in al doilea caz, ca donor de ioni
de hidrurd se utilizeaza hidrura de litiu si aluminiu, iar compusul rezultat va prezenta o grupare
hidroxilica liberd la C6.

Mecanismul reactiilor de deschidere reductiva a ciclurilor benzilidenice 1,3-dioxanice este
inca in dezbatere.

- Sinteza compusului (2A): fenil 2,3,6-tri-O-benzil-1-tio--D-glucopiranoza (in varianta Samuelsson

[45]):
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Tabelul 4. Deprotejarea selectiva a gruparii 4-OH fenil 2,3-di-O-benzil-4,6-O-benziliden-1-tio-p-D-
glucopiranozei

Reactanti Mr | m(g) (r\n/I) )I:gl-glé Echiv.
fenil 2,3-di-O-benzil-4,6-O-
benziliden-1-tio-p-D- 540 | 0.54 1 1
glucopiranoza (9)
NaCNBHj3 63 |0.378 6 6
MesSiCl 108.5 | 0.651 6 6
MeCN 41 26

Protocol:

Intr-un balon de 50 ml se adauga rapid (9), MeCN*, NaCNBH3** si sitd moleculard 4A*** balonul
fiind inchis cu un septum prevazut cu priza de argon. Se raceste amestecul de reactie la 0 °C si cu
ajutorul unei seringi se picura o solutie de Me3SiCl in MeCN (6 mL)(tabelul 4). Amestecul se agita
timp de 5 ore la temperatura camerei, iar dupd ce controlul CSS (Tol:AcOEt = 2.5:1) indica
disparitia lui (9), amestecul de reactie se dilueaza cu 25 ml acetonitril, se filtreaza rapid pe Celita, iar
filtratul se toarna sub agitare peste o solutie apoasa saturata de NaHCO3 la 0 °C. Faza organica se
separd in palnia de separare iar faza apoasa se extrage repetat cu DCM. Extractele organice reunite
se spald cu apa, se separd si se usucd peste Na,SOs anhidru. Dupa filtrare, faza organica se
concentreaza la rotavapor pana la greutate constantd obtinandu-se un clei galben-portocaliu.
Produsul brut este apoi supus separarii si purificarii prin cromatografie flash (Tol: AcOEt = 2:1). Se
obtine 0.41 g spuma alba care fara nici o incercare de cristalizare se angajeaza in etapa de acetilare.
Randamentul = 76%.

IH-RMN (300MHz, CDCls): 7.70-7.15 (m, 20H,); 4.95 si 4.78 (2d, 2H, Jeem=11.4, CH2Ph): 4.9 (d,
1H, J12=8.4, H1); 4.86 i 4.75 (2d, Jgem=11.2, CH2Ph): 4.60 (d, 2H, Jgem=12.2, CH2Ph); 3.80 (dd, 1H,
Js6a=4.4, Jeap=12, Hes): 3.71 (dd, 1H, J45=J43=9.2, Ha); 3.62-3.38 (M, 4H, Ha, Hs, Hs, Hep); 2.6 (bs,
1H, OH)

Comentarii:

* acetonitrilul (Aldrich) utilizat este anhidrificat prin distilare de pe hidrura de calciu sub atmosfera
de argon.

** reactia de deschidere regioselectiva a ciclului benzilidenic 1,3-dioxanic este foarte sensibila la
calitatea cianoborohidrurii utilizate. Folosirea acestui reactiv dintr-un lot vechi (chiar in conditiile
parafinarii borcanului si tinerii acestuia intr-un exicator peste P2Os) nu este recomandata
(randamentul scade dramatic).

*#* ge recomandi folosirea sitei moleculare 4 A sub formi de pulbere. Aceasta este activatd prin
incdlzire la 280 °C timp de 48 ore sub vid iar apoi se manipuleaza sub argon.

- Sinteza compusului (3A): fenil 2,3,4-tri-O-benzil-1-tio-B-D-glucopiranoza (in varianta Liptak [46])
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Tabelul 5. Deprotejarea selectiva a gruparii 6-OH fenil 2,3-di-O-benzil-4,6-O-benziliden-1-tio-B-D-
glucopiranozei

Reactanti Mr | m(g) (r\n/I) )I:gl-glé Echiv.
fenil 2,3-di-O-benzil-4,6-O-benziliden-
1-tio-B-D-glucopiranoza (9) 540 3 >3 .
LiAIH4 37 1 27.02 5
DCM 25
Et.O 25+50
AICl3 1325| 3 22.64 4

Protocol:

Intr-un balon de 250 ml previzut cu agitator magnetic se incarcd compusul (9), un amestec
1:1 de DCM*:Et,O** la temperatura camerei si se ataseaza un tricol prevazut pe o ramura cu un
refrigerent cu bule si inchis pe celelalte doud ramuri prin septumuri de cauciuc cu prizad de argon. Se
ridica temperatura amestecului la 40 °C (baie de glicerind) si se adauga in mici portiuni LiAlH4 sub
atmosfera de argon, astfel incat amestecul sa fiarba incet (tabelul 5). AlClz anhidra***, dizolvata in
50 ml Et2O anhidru, este adaugatd in picaturi imediat dupad terminarea adaugarii LiAlH4 prin
intermediul unei seringi. Se ridica temperatura la 45 °C si se refluxeaza amestecul timp de 3 ore.

Urmarirea reactiei are loc prin CSS (Tol:AcOEt = 5:1) iar in momentul constatarii disparitiei

lui (9) balonul continand amestecul de reactie este racit la 0 °C cu gheata. Excesul de hidrura este
distrus prin adaugarea a 15 ml AcOEt la 0 °C. Dupa circa 1 ora clorura de aluminiu este neutralizata
prin adaugarea sub agitare intensa a 15 ml apa si a unei solutii de 40% NaOH pana la dizolvarea
completa a precipitatului format (hidroxidul de aluminiu trece in hidroxoaluminat de sodiu solubil in
faza apoasd). Stratul organic se separa de faza apoasa in palnie de separare, apoi faza apoasa se
extrage in mod repetat cu DCM. Extractele organice reunite se usuca peste CaCly (sicc.) si se
concentreaza sub presiune redusa la rotavapor. Produsul obtinut sub forma de clei se separa si Se
purifica prin cromatografie flash (toluen:AcOEt = 5:1). Randament = 84%.

P.t. 120-121°C, lit.[49] =121.5-122°C

!H-RMN (CDCls): 7.48-7.15 (m, 20 H, SPh,3xCH2Ph); 4.81 (2d, 2H, Jgem=10.1Hz, CH2C¢Hs); 4.80
(2d, 2H, Jgem=10Hz, CH2C¢Hs); 4.69 (2d, 2H, Jgem =9.9Hz, CH2C¢Hs); 4.67 (d, 1H, J12=10Hz, Hy);
3.80 (dddd, 1H, Jeaen = 11.25H2z, Jea,0n=6.25H2z, Jea5=2.5Hz, Hea); 3.68 (t, 1H, J32=J34=8.75Hz, H3);
3.63 (dddd, 1H, Jeb5=2.5Hz, Jen,on=6.25Hz, Heb); 3.50 (t, 1H, J45=8.75Hz, Ha); 3.49 (t, 1H, H);
3.32-3.28 (m, 1H, Hs).

Comentarii:

* DCM este distilat sub argon peste P2Os si se manipuleaza sub argon cu seringa.

** Et20 obignuit (Chimopar) este pastrat 2 saptaméani peste KOH solid (pentru indepértarea
eventualelor urme de peroxizi) iar apoi spdlat in palnia de separare cu apa (pentru indepartarea
urmelor de alcool etilic). Faza organica se separa si se usuca pe NaxSOs anhidru. Acest eter
preliminar este apoi refluxat de pe benzofenona si sodiu pand cand culoarea albastru cerneala a
blazei indica absenta oricarei urme de apa. Se distild sub argon si se pastreaza in sticla inchisa la
culoare, parafinata.

*#* reactia de deschidere regioselectiva a ciclului benzilidenic 1,3-dioxanic este foarte sensibila la
calitatea clorurii de aluminiu utilizate. Clorura de aluminiu se pastreaza in exicator peste P20s in
borcan parafinat. Cantarirea si manipularea ei (vezi dizolvarea in Et2O anhidru) este obligatoriu a se
realiza sub pernd de argon (de preferinta intr-o zi cu soare si cu umiditate atmosferica mica).
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C. Sinteza sintonului (4A)

Compusul (4A) se obtine in doua etape, pornind de la 3-O-benzil-1-tio-B-D-glucopiranoza
(10), asa cum se prezinta in schema 32:

OH
o PKYTﬂ PKYTﬂ
HO sPh @ o} o b o Q
SPh
BnO - BnO SPh —— BnO
OH OH OAc
11 4A

10
Schema 32

Intermediarul (10) neaccesibil comercial, a fost sintetizat la randul sau printr-o secventa de 5 reactii,
pornind de la 1,2:5,6-di-izopropiliden-glucofuranoza (compus comercial). Conditiile de reactie,
randamentele si caracterizarea intermediarilor (care nu fac obiectul acestui capitol) sunt prezentate

in detaliu in [47].

- Sinteza compusului (11): fenil 3-O-benzil-4,6-benziliden-1-tio-B-D-glucopiranoza

%/Y\O
o
© SPh
BnO
OH
11

Tabelul 6. Protejare selectiva a 3-O-benzil-1-tio-B-D-glucopiranozei

Reactanti Mr m(g) (r:w/l) Moli x10° | Echiv.
3-O-benzil-1-tio-B-D- 362 18 4.97 1
glucopiranoza (10)
. 7
Dimetilacetalul _
ensaldehidel 152 5.07 5 3335 |p=1014
g/ml
Acid camforsulfonic 232 catalitic
DMF 40

Protocol:

Intr-un balon de 50 ml cu un git se incarca compusul (10) dizolvat in DMF, apoi se adaugi
dimetilacetalul benzaldehidei si o cantitate catalitica de acid camforsulfonic. Balonul se ataseaza
prin intermediul dispozitivului Evans la rotavapor si la o temperaturd a baii de 55 °C si se la sa la
agitat sub vid timp de 12 ore. Urmarirea reactiei se realizeaza prin CSS (Tol:AcOEt = 3:1). Cand
picul corespunzator materiei prime (10) dispare, reactia se considera incheiata, iar masa de reactie se
lasa sd se raceascd la temperatura camerei. Mediul de reactie se neutralizeaza prin addugarea a 2 ml
trietilamina. Dupa indepartarea solventului la rotavapor cu ajutorul toluenului, cleiul rezultat se
dilueaza cu 50 ml DCM, se spala cu apa, se usuca pe CaClz, se concentreaza si apoi se purifica prin
cromatografie flash (Tol:AcOEt = 3:1). Randamentul global e de 70%.

Caracteristici ale compuslui 11:

P.t. = 121-122.5 °C (MeOH): lit. [48] P.t. = 120.5-121.5 °C (Et,0/CsHe).
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IH-RMN (CDCls): 7.60-7.20 (m, 15H, CHPh, CH2Ph, SPh); 5.56 (s, 1H, CHPh); 4.88 (2d, 2H,
Jgem=11.51Hz, CH2Ph); 4.64 (d, 1H, J12=9.70Hz, Hi); 4.42 (dd, 1H, Jeaer=10.4Hz, Jsa5=4.90Hz,
Hea); 3.82 (t, 1H, J32=J34=10,02Hz, Hs); 3.70-3.40 (m, 4H, H>, Ha, Hs Hep)

- Sinteza compusului (4A): fenil 2-O-acetil-3-O-benzil-4,6-O-benziliden-1-tio-B-D-glucopiranoza

Ph/v o
o)
0 sPh
BnO
OAc
4A

Tabelul 7. Acilare selectiva a fenil 3-O-benzil-4,6-benziliden-1-tio-B-D-glucopiranozei

Reactanti MM | m(g) (r\n/l) )Iz/llglé Echiv.
fenil 3-O-benzil-4,6-benziliden-1-
tio-B-D-glucopiranoza (11) 450 16 3.5 L
4,4-DMAP Catalitic
30
Anhidrida acetica 102 10.8 10 105.88 | p=1.08
g/ml
Py 25

Protocol:

Intr-un balon de 50 ml se solubilizeazi (11) in piridina* si se adauga cantititi catalitice de 4,4-
DMAP. Balonul se inchide cu un septum cu priza de argon, se raceste la 0 °C si se picura cu ajutorul
unei seringi in timp de 5 min 10 ml anhidrida acetica proaspat distilatd. Dupa 4 ore controlul CSS
(Tol:AcOEt = 3:1) indica disparitia materialului de start. Excesul de anhidrida se neutralizeaza prin
adaugarea a 15 ml metanol. Faza lichida se indeparteaza la presiune scazuta si uleiul rezultat se
purifica prin cromatografie flash (CsHs:AcOEt = 3:1). Se obtin 1.69 g produs (4A). Randament =
96%.

P.t.= 164 °C (metanol)

!H-RMN (CDCls): 7.60-7.20 (m, 15H, CHPh, CH2Ph, SPh); 5.58 (s, 1H, CHPh); 5.42 (dd, 1H,
J21=9,8Hz, J23=9Hz, H»); 4.78 (2d, 2H, Jgem=12.01Hz, CH2Ph); 4.72 (d,1H, J1,=9,8Hz, H1); 4.39
(dd, 1H, Jeaep=10.40Hz, Jen5=4.92Hz, Hep); 3.80 (dd, 1H, J34=10,21Hz, H3); 3.75-3.40 (m, 3H, Ha,
Hs, Hea); 2.55 (s, 3H, CH3CO)

Comentarii:
* piridina este pastrata pe KOH si dupa separare in palnie de faza apoasa se distila de pe CaH> sub
argon. Se pastreazd in vas inchis la culoare, parafinat, aproximativ o luna de zile.

D. Sinteza derivatilor acetilati 2A”’ si 3A°

In vederea obtinerii sulfonelor S-fenilglicozidelor 1A — 4A, sintonii 2A si 3A sunt trecuti in
derivatii lor acetilati 2A” si 3A’ pentru a evita aparifia unor reactii secundare ce ar afecta functiile
hidroxilice de la C4, respectiv C6 (schema 33). Compusii 2A' si 3A" s-au obtinut prin reactia de
acetilare condusa in piridina in prezenta de 4,4-DMAP iar protocolul de reactie si prelucrare
ulterioara in vederea izolarii a fost comunicat anterior [47].
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Cum reactiile de protejare prin acetilare sunt bine stapanite in chimia hidratilor de carbon si
decurg exhaustiv, fara aparitia de produsi secundari, produsii acetilati obtinuti au fost caracterizati
doar prin MS iar puritatea lor dovedita prin analiza CSS, a permis angajarea lor in faza de oxidare
fara nici un fel de purificare ulterioara.

AO.PY RO ’0
BnO SPh — > "L o SPh
OBn
2A:R;=H,R,=Bn 2A":R;=Ac,R,=Bn
3A:R;=Bn,R,=H 3A"R;=Bn,R,=Ac

Schema 33
111.3.3. Oxidarea tioglicozidelor la sulfonele corespunzitoare

Tioglicozidele (1A), (2A”), (3A”) si (4A) (schema 34) au fost oxidate in varianta cu periodat
si utilizand drept catalizator RuCls,

OR OR

’0 0 Q
R,0 R,0 3
Bn(&/SPh Bn;&/ ik
OBn oBn O
IATR; =R, =Bn 1B: R, =R, =Bn

2A":R, = Ac,R, = Bn NalO,, RuCly 28" R, =Ac, R, =Bn

3A": Rl_ Bn, R2 Ac CHC|3 CH3CN HZO 2:1:1 3B'": Rl =Bn, RZ

p h/v p h/v
5 0
Ph
BnO S
OAc
4A

Schema 34

Protocol general de oxidare a tioglicozidelor 1A-4A la sulfone:

1 mmol compus se dizolva in 15 ml amestec CHCI3:CH3CN:H>O = 2:1:1. Se adauga 3.3 mmoli
periodat de sodiu si cantitati catalitice de clorurd de ruteniu(l1l) sub agitare la temperatura camerei.
Dupa aproximativ 1 ora, controlul CSS (Tol:AcOEt = 2.5:1) indica terminarea reactiei. Amestecul
se dilueazd cu 20 ml DCM si stratul organic se spala in mod repetat cu apa, apoi se usuca pe CaClz
si se concentreazd. Faza amorfa recristalizeaza din MeOH.

- caracteristici compus (1B): 2,3,4,6-tetra-O-benzil-p-D-glucopiranozil-fenil sulfona -

P.t. 135-136 °C

'H-RMN: 7.92-7.06 (m, 25H, Ha); 5.04 si 4.77 (2d, 2H, Jgem=11.1, OCH2Ph); 4.88 si 4.84 (2d, 2H,
Jgem=11.1 ,OCH2Ph) ; 4.72 si 4.50 (2d, 2H, Jgem=11.1, OCH2Ph) ; 4.35 (d, 1H, J12=8.2, H1) ; 4.32 si
4.26 (2d, 2H, Jgem=11.1, OCH2Ph) ; 4.03 (dd, 1H, J12=J23=8.2, H); 3.70 (dd, 1H, J34=J32=8.2, H2) ;
3.59-3.39 (m, 3H, Ha, Hea, Hep) ; 3.28 (M, 1H, Hs)

13C-RMN: 138.18, 138.04, 137.75, 137.57, 137.16 (5C,Cq); 133.91-127.59 (Ca/) ; 91.11 (1C, C1);
86.26, 79.66, 77.62, 76.95 (4C, C2, C3, C4, C5) ; 75.94, 75.47, 75.10, 73.46, 68.57 (5C, 4xCH2Ph,
C6)

MSCI m/z = 682 (M+18)

- caracteristici compus (2B”): 4-O-acetil-2,3,6-tri-O-benzil-B-D-glucopiranozil -fenil sulfona-
Spuma alba
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'H-RMN (300 MHz, CDCls): 7.8-7.2 (m, 25H, Har); 4.90 (2d, 2H, Jgem=11.2Hz, CH2Ph); 4.79 (2d,
2H, Jgem=10.2Hz, CH2Ph); 4.60 (2d, 2H, Jgem=12.0Hz, CH2Ph); 4.33 (d, 1H, J1,=8.7Hz, H1); 4.30
(2d, 2H, Jgem=12.2Hz, CH2Ph); 4.12 (dd, J32=8.7Hz, H>); 3.77 (dd, J34=8.7Hz, H3); 3.62-3.43 (m,
3H, Ha, Hea, Heb); 3.29 (m, 1H, Hs); 2.10 (s, 3H, CH3CO)

3C-RMN (75MHz, CDCl3):169.26 (1C, CHsCO); 138.18, 138.04, 137.16, 137.07 (5C, Cga);
133.92-127.58 (25C, CHar); 91.11 (1C, C1); 86.25, 79.66, 77.61, 76.35 (4C, C2, C3, C4, C5); 75.94,
75.47, 75.11, 73.45 (4C, OCH,Ph); 21.88 (1C, CH3CO).

MSCI(NH4"), m/z = 724(M+18)

- caracteristici compus (2B): 2,3,6-tri-O-benzil-B-D-glucopiranozil -fenil sulfona-

p.t. = 135-136 °C

'H-RMN (300 MHz, CDCls): 7.9-7.1 (m, 25H, Har); 4.92 (2d, 2H, Jgem=11.2Hz, CH2Ph); 4.86 (2d,
2H, Jgem=10.2Hz, CH2Ph); 4.61 (2d, 2H, Jgem=12.0Hz, CH2Ph); 4.34 (d, 1H, J1,=8.7Hz, H1); 4.29
(2d, 2H, Jgem=12.2Hz, CH2Ph); 4.02 (dd, J32=8.7Hz, H>); 3.70 (dd, J34=8.7Hz, Hz3); 3.60-3.40 (m,
3H, Ha, Hea, Heb); 3.27 (m, 1H, Hs);

13C-RMN (75MHz, CDCls): 138.18, 138.04, 137.16, 137.07 (5C, Cqar); 133.92-127.58 (25C, CHa);
91.11 (1C, C1); 86.25, 79.66, 77.61, 76.35 (4C, C2, C3, C4, Cb); 75.94, 75.47, 75.11, 73.45 (4C,
OCHPh)

MSCI(NH4"), m/z = 682(M+18).

- Caracteristici compus (3B’): 6-O-acetil-2,3,4-tri-O-benzil-B-D-glucopiranozil fenil sulfona -

p.t. =128-129 °C (C2Hs0OH)

'H-RMN(CDCls): 7.90-7.10 (m, 20H, 3xCH2Ph, SO,Ph); 4.91 (2d, 2H, Jgem=10Hz, CH2C¢Hs); 4.81
(2d, 2H, Jgem=11.20Hz, CH2CsHs); 4.63 (2d, 2H, Jgem=11.20Hz, CH2CgHs); 4.30 (d, 1H, J12=8.7Hz,
Hi); 4.12-4.02 (m, 2H, Hea, H2); 3.94 (dd, 1H, Jebsa=12Hz, Jeb,5=6.25Hz, Hen); 3.70 (t, 1H, J32=J34
=8.75Hz, H3); 3.40 (t, 1H, J45=J43=8.75Hz, H4); 3.30 (dddd, 1H, J54=8.75Hz, J56a=10Hz, Hs); 1.80
(s, 3H, COCHs)

13C-RMN (75 MHz, CDCls): 170.01 (1C, CHsCO); 137.80, 137.21, 137.06, 136.80 (4C, Cgqar);
133.70 — 127.40 (20C, 3xCH2Ph, SO2.Ph); 90.44 (1C, C1); 85.901, 77.30, 77.17, 76.53 (4C, C2, C3,
C4, C5); 75.74, 75.34, 74.91 (3C, 3xCHazPh); 62.14 (1C, C6); 20.45 (1C, CH3CO).

- Caracteristici compus (3B): 2,3,4-tri-O-benzil-B-D-glucopiranozil-fenil sulfona —

P.t. = 122-123.5 °C, (C2HsOH)- din lucrare

'H-RMN (CDCls): 7.90-7.15 (m, 20H, 3xCH2Ph, SO2Ph); 4.90 (2d, 2H, Jgem=10Hz, CH2C¢Hs);
4.85 (2d, 2H, Jgem=11.20Hz, CH2CeHs); 4.63 (2d, 2H, Jgem=11.20Hz, CH2CsHs); 4.35 (d, 1H,
J12=8.7Hz, H1); 4.05 (t, 1H, J23=8.75Hz, H>); 3.72 (t, 1H, J34=8.75Hz, Hs); 3.60-3.35 (m, 3H, Ha,
Hea, Heb); 3.20 (m, 1H, Hs); 1.60 (s, 1H, OH)

13C-RMN (75 MHz, CDCls): 138.18, 137.65, 137.57, 137.34 (5C, SO.Ph); 134.31-127.77 (10C,
CH2Ph); 90.85 (1C, C1); 86.16 (1C, C2); 80.19 (1C, C3); 77.67 (1C, C4); 76.86 (1C, C5); 76.05,
75.56, 75.24 (3C, 3xCH2Ph); 61.76 (1C, C6).

- Caracteristici compus: (4B): (2-O-acetil-3-O-benzil-4,6-O-benziliden-p-D-gluco-piranozil) -fenil
sulfona -

P.t. = 187 °C (MeOH)

IH-RMN (CDCls): 8.08-7.22 (m, 15H, CHPh, CH,Ph, SO2Ph); 5.52 (s, 1H, CHPh); 5.25 (dd, 1H,
J21=9.7Hz, J23=8.9Hz, H»); 4.73 (2d, 2H, Jgem=11.8Hz, CH.Ph); 4.50 (d, 1H, J1,=9.7Hz, H.1); 4.34
(dd, 1H, Jsasb=10Hz, Jsb5=5Hz, Heb); 3.77 (dd, 1H, J32=8.9Hz, J34=8.7Hz, H3); 3.7-3.4 (m, 3H, Ha,
Hs, Hea); 2.05 (s, 3H, CH3CO)
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111.4. INCERCARI PRELIMINARE DE OXIDARE PE S-GLICOZIDELE
MERCAPTOTRIAZOLILOR

111.4.1. Oxidare cu periodat de sodiu

In vederea obtinerii sulfonelor corespunzitoare S-glicozidelor peracetilate ale
mercaptotriazolilor, compusul Ber9Pag a fost oxidat in conditiile oxidarii S-fenilglicozidelor model
(vezi paragraful 111.3.3). Oxidarea cu NalOa in prezenta unei cantitati catalitice de RuCls si folosind
ca mediu de reactie CH3CN:CHCI3:H20 = 1:2:1 nu conduce nici la sulfoxizii diastereomeri, nici la
sulfona (schema 35).

OAc N-N \m o QNN =
0 —\  NaQUCEH.CN O N\ 4
Aco/ms—(/ \ \ N AcO S )

OAC ucClg OAc

Ber9Pag, R = 0-Cl Ber9Pag, R = 0-Cl

Ber2Pag, R = p-CH, Ber2Pag, R = p-CH,
Schema 35

a) Prima incercare de oxidare s-a realizat pe S-glicozida Ber9Pag (R = o-clor) fara a se
observa avansul reactiei. Deoarece influenta atomului de clor substituit in pozitia orto a inelului
aromatic nu a putut fi estimatd in ceea ce priveste receptivitatea substratului fatd de agentul de
oxidare, s-a incercat oxidarea compusului Ber2Pag (R = p-CHs). In ambele situatii nu s-a observat
formarea nici a sulfoxizilor nici a sulfonelor corespunzatoare (control CSS).

b) In prima instantd s-a variat cantitatea de agent oxidant (NalOy), fird insi a se observa
formarea vreunui produs de oxidare la controlul CSS (Tol:AcEt = 1:1)(chiar in conditiile in care s-a
lucrat cu 10 echivalenti de NalO4 la un echivalent de tioglicozida).

c) O alta ipoteza de lucru a fost aceea ca anionul periodat se afla in concentratie foarte mica
in faza organici si prezenta unui catalizator interfazic ar fi binevenita. In acest sens au fost incercati
urmatorii catalizatori de transfer interfazic: iodura de tetrabutilamoniu (BusNI), hidrogensulfat de
tetrabutilamoniu (TBASH). Indiferent de cantitatea de catalizator de transfer interfazic folosita, nu
S-a observat obtinerea vre-unui produs de oxidare (sulfoxid sau sulfond).

d) Deoarece catalizatorul clorura de ruteniu este foarte scump, s-a incercat utilizarea clorurii
ferice sau a clorurii de rodiu, fara nici un rezultat.

e) In final s-a incercat cresterea cantittii de catalizator. Intr-un experiment pilot s-a utilizat
receptura care a dat rezultate foarte bune in cazul tioglicozidelor model, variindu-se cantitatea de
catalizator prin addugarea de cantitati suplimentare in transe de 2 miligrame (tabelul 8). Paradoxal,
atunci cand cantitatea de catalizator exprimatd In moli a depdsit cantitatea de substrat (0.11 mmoli
cat. > 0.1 mmoli Ber2Pag), in conditiile in care cantitatea de oxidant (NalOs) a ramas constanta,
controlul CSS (Tol:AcOEt = 9:1) a indicat prezenta atdt a sulfoxizilor cat si a sulfonei
corespunzatoare tioglicozidei oxidate (R material de start =0.76, Rf sulfona =0.38, Rf sulfoxizi =
0.28, 0.26)( figura 4).
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AT 0 (]

1 = materia prima (A)
2 = reactia de oxidare (B) = sulfona de interes (C) = amestec de sulfoxizi
3 = material de start + reactie
Figura 4. Controlul CSS al reactiei de oxidare a compusului Ber2Pag cu periodat de sodiu
dupa adaugarea a unui mare exces de catalizator

Reactia de oxidare a avut loc pana la consumarea completa a materialului de start, dupa 48
ore, cu obtinerea preponderenta a sulfonei, dar cu urme de sulfoxizi neoxidati (Rt sulfoxizi = 0.28,
0.26). Orice incercare de definitivare a reactiei prin adaugare de agent oxidant suplimentar conjugata
cu adaosul suplimentar de solventi a esuat, probabil datoritd scaderii concentratiei reactantilor.
Pentru modul de lucru a se vedea protocolul de la paragraful 111.3.

Tabelul 8. Reactivi si cantitati la oxidarea Ber2Pag cu periodat de sodiu

Reactiv | MM | m(mg) | Moli x10° | Echiv. | Vol.(mL)
Ber2Pag | 521 52 0.1 1
NalO4 214 86 0.4 4
RuCl; | 207.5|2 —24|0.009 — 0.11
CH3CN 1—2
CHCI3 24
H.O 152

in urma acestui studiu s-a conturat ipoteza ci unul din atomii de azot ai ciclului 1,2,4-
triazolic coordineaza cationul de ruteniu impiedicand astfel activitatea sa catalitica (schema 36).

OAc N—N
AcO NH
OAC + R
RuCl,

Schema 36

A. Incerciri de acilare a nucleului triazolic din S-glicozide

Pentru a verifica ipoteza de lucru, ne-am propus sa acilam functiunea aminica din ciclul
1,2,4-triazolic. Reactia de acilare a aminelor primare si secundare decurge fard probleme folosind

anhidride sau cloruri acide [50]. In acest caz s-a folosit ca agent de acilare anhidrida acetica, iar ca
solvent piridina (schema 37).

107

BUPT



e A HD w2 xS A D)

N
- CH3COOH |
c=0
b,
Schema 37
Tabelul 9. Calculul cantitatilor de reactivi pentru acilare
Reactanti MM | m(g) | V (mL) | Moli x10°3 Echiv.
Ber 2Pag 521 |01 0.2 1
Py 79 |3.92 2+2 49 245 (0.98 g/mL)
Anhidrida acetica | 102 | 2.16 1+1 21 105 (1.08 g/mL)

Protocol:

Intr-un balon de 10 mL previzut cu agitator magnetic se dizolvd Ber2Pag in 2 mL piridina
proaspat distilata (de pe KOH), se Inchide vasul de reactie cu un septum si se adauga priza de argon.
Volumul de anhidrida acetica se adauga prin intermediul unei seringi in picaturi timp de o ora. Cand
controlul CSS (AcOEt:Tol = 1:1, Rf material de start = 0.40, Rf = 0.57) indica disparitia materiei
prime (reactia e cantitativa), balonul se cufunda in gheata si sub agitare puternica se injecteaza in
picaturi 3 mL MeOH absolut (in vederea distrugerii excesului de anhidridd). Faza organica se
indeparteaza prin evaporare la presiune scazutad (rotavapor) la o temperaturd a baii nu mai mare de
45 °C. Produsul amorf obtinut este purificat in continuare prin FC (Tol:AcOEt = 7:3, Rf = 0.48, Rf
material de start = 0.2)(figura 5 A).

In timpul controlului CSS al separarii produsului pe coloand s-a constatat ci alituri de
produs (Rf = 0.48) apare in mod inexplicabil si picul corespunzator materiei prime (Rf = 0.2)(figura
5 B). S-a estimat pentru inceput ca conditiile de separare au fost impropriu alese (raportul amestec
de separare:diametru coloand), s-a golit coloana, s-a reconcentrat amestecul de reactie si a fost
aleasda o coloana cu diametru mai mare. Rezultatele controlului CSS in timpul separarii indicd nu
numai faptul ca atat produsul de reactie cat si materia prima se elueaza impreunad, ba chiar mai mult,
inspectia in UV a plécilor de control indica o intensificare a picurilor corespunzatoare materiei
prime.

"X ---------------------- E _______________________________
[} [} * & @& 0 =
[ [ \ “ e e ® e
------ R Rt LR Fammepamacpomacpmnesfemanfmanafaann
1 2 3 5 f 9 i1 13 i

1 — materia prima

2 —amestecul de reactie

3 — sumad intre materie prima si reactie.

5,7,9,11, 13, 15 — fractiuni colectate de pe coloana de separare, controlate prin CSS

Figura 5. Aspectul placutelor CSS in cazul verificarii reactiei de acilare (A) si al verificarii separarii
pe coloana a produsului de reactie (B)

108

BUPT



Reactia de acilare a fost reluatd si urmaritd indeaporape nu numai in timpul desfasurarii
reactiei, ci s in fiecare etapa premergatoare separarii pe coloana. Si in al doilea experiment reactia a
decurs cantitativ (prin raportare la controlul CSS) dar surpriza a aparut dupd controlul distrugerii
excesului de anhidrida prin adaugare de metanol. S-a constatat ca dupa aceasta etapa controlul CSS
indicd deja prezenta in amestecul de reactie a materiei prime. S-a dedus de aici ca triazolul acilat
este un foarte bun agent de acilare cedand grupa acil metanolului in postura de acceptor (schema
38). Concluzia imediata a fost aceea ca faza de distrugere a excesului de anhidrida prin adaosul de
metanol trebuie evitata.

C
ﬂ\\n OAC
o N 0 NH
AcO —» AcO
MeOH -+ Aco&s( y—@cm Ac&sﬂ p—@cwmcoom
OAC  N—p OAC  N-N

Schema 38

Intr-un alt experiment de acilare, dupa controlul CSS care a indicat transformarea completi a
produsului de start (Ber2Pag), piridina si excesul de anhidrida aceticd din masa de reactie au fost
indepartate la presiune scazuta (rotavapor) si antrenate prin adaos de toluen (azeotrop ternar cu Py si
Ac20). Produsul solid obtinut a fost uscat sub vid timp de 48 ore 1nainte de a fi incarcat pe coloana
in vederea separarii compusului acetilat. Separarea a fost condusa 1n conditiile primului experiment
(Tol:AcOEt = 7:3) iar controlul CSS al separarii a indicat si de aceastd datd prezenta atat a
produsului acetilat cat si a materiei prime. S-a concluzionat ca pana si urmele de apa prezente in
silicagelul utilizat la separare (200-400 mesh) sunt suficiente pentru a descompune produsul acetilat.

In vederea obtinerii unei amide substituite mai stabile, Ber13Pag a fost supus procesului de
acilare cu clorura de benzoil (schema 39).

OAc /Z—lil OAc N—N
AcO 0 )—@O—CH + CgH,COCI — > Acoﬁoz / @O-CH
ACO&/S N 2T e AcO S/AN | 2

OAc H OAc |

Schema 39
Tabelul 10. Reactivi si cantitati necesare reactiei de benzoilare
Reactanti | MM | m(g) | V (mL) | Moli x10°3 Echiv.
Berl3Pag | 613 | 0.05 0.08 1
Py 79 2
CeHs-COCI | 140.5 | 0.017 | 0.014 0.12 1.5(1.21 g/ml)

Protocol:

Intr-un balon de 25 mL previzut cu agitator magnetic se dizolvd Ber13Pag in 2 mL Py proaspit
distilatd de pe KOH. Balonul se inchide cu un septum cu priza la gaz inert (azot sau argon), se
scufunda in gheata si sub agitare se picura cu seringa clorura de benzoil. Masa de reactie devine din
transparentd laptoasa. Control CSS: Tol:AcOEt = 1:1 (Rf material de start = 0.46, Rf produs = 0.71).
Se incearca si alte sisteme: Tol (Rf =0), Tol:AcOEt = 2:1 (Rf = 0.63), Tol:AcOEt = 3:1 (Rf = 0.54),
Tol:AcOEt = 4:1 (Rf = 0.46). Cand CSS indicd consumarea completd a materiei prime, solventul

109

BUPT



este Indepartat la presiune scazutd si amestecul de reactie este supus separdrii pe coloana
(Tol:AcOEt = 4:1).

Controlul separarii prin CSS indica si de aceastd datd ca produsul acilat se descompune in
timpul trecerii prin coloand, probabil datoritd urmelor de apa din silicagelul folosit ca faza
stationard. Am conclutionat cd si produsul benzoilat functioneaza ca bun agent de acilare pentru
nucleofili precum alcoolii sau apa.

Varianta de blocare a azotului ciclului triazolic prin acilare a fost astfel abandonata.

B. Incerciri de alchilare prin reactia de aminare reductivi a ciclului triazolic
Pornind de la indicatiile bibliografice [51], cu privire la posibilitatea alchilarii pirolilor si
pirazolilor prin reactia de aminare reductiva, ne-am propus sa studiem posibilitatea aplicarii acesteia

in cazul particular al 3-mercapto-1,2,4-triazolilor-5-substituiti (agliconii S-glicozidelor) ca un
preambul al reactiei de alchilare a glicozidelor propriu-zise (schema 40).

N—N \Xﬁ i N—N H ;x; g N—N
Na(CN OH 2 a
N 0 N H @K P
H,C_
CH
H,C

Schema 40

Tabelul 11. Reactivi si cantitati calculate pentru reactiile de alchilare

Reactanti MM | m(Q) Molix10- Echiv. | Vol.(mL)
Berl 177 | 0.088 | 0.5 (a) 0.25 (b) 1
(a) Aldehida propionica | 58 | 0.145 2.5 5 0.15
(b) ciclohexanona 98 | 0.02 0.2 4 0.05
(@) Na(CN)BHs 62.5 | 0.05 0.8 1.6
(b) Na(CN)BH3 62.5 | 0.047 0.75 3
(a, b) MeOH 3
(b) KOH 0.004 0.07

Protocol:

Intr-un balon de 25 mL se dizolva Berl (3-mercapto-5-fenil-1,2,4-triazol) in 3 mL metanol (tabelul
11). Sub agitare puternica se adaugd componenta carbonilica la temperatura camerei. Daca masa de
reactie nu este limpede, se adauga mici cantitati de KOH (cazul b, tabelul 11). Pe parcursul a 2 -3
ore se adauga cianoborohidrura in portii mici. Dacd in urma adaosului de agent reducator masa de
reactie devine prea vascoasd, se adauga suplimentar 1 — 5 mL de MeOH. Controlul reactiei a fost
incercat cu urmaitoarele sisteme de eluare: Tol:CHCIs = 1:1, Tol:CH2Cl, = 1:1, Tol:AcEt = 2:1,
Tol:acetona = 1:1, Tol:AcEt = 1:1.

Indiferent daca reactia a fost condusa la temperatura ambianta iar componenta aldehidica a
fost schimbata cu o componenta cetonicd, sau daca reactia a decurs la temperaturi de pana la 60 °C,
nici unul din picurile suplimentare aparute la controlul CSS (developare cu molibdat) nu sting
fluorescenta (placi de silicagel F2s4) de unde s-a concluzionat ca nu contin componenta triazolica.
Aceasta optiune a fost abandonata.
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111.4.2. Oxidare cu oxona

Pornind de la indicatiile din literatura privind utilizarea dioxiranilor generati in situ [52] din
oxond (2KHSO,.KHSO,.K2S0.) in obtinerea de sulfoxizi si sulfone, precum si de la modul de lucru

descris in detaliu de utilizare a aceluiasi reactiv in obtinerea epoxizilor [53], ne-am propus sa
studiem posibilitatea obtinerii sulfonelor tioglicozidelor cu aglicon de tip mercaptotriazolic.

in cazul utilizarii oxonei, se foloseste ca agent de oxidare intermediar tetrahidropiran-4-ona
(THTP). Aceasta se oxideaza pe seama anionului persulfat intr-o prima faza la 1,1-dioxo-
tetrahidropiran-4-ona, care este catalizatorul efectiv al reactiei de oxidare (schema 41).

O

HO._0-0-50; O
@ HO-0-504 fﬁ
—_— —_—
_—
NS
~o o)

o
o/’S\\o O//S //S\\O

Schema 41

Acesta se oxideaza pe seama ionului monopersulfat trecand in dioxiranul corespunzator
cetonei, care va fi agentul de oxidare efectiv; cedarea oxigenului reface cetona, care reia rolul de
“naveta” al oxigenului din anionul monopersulfat [54, 55] (schema 42).

Q oxona/NaHCO, '

@ CHLCN/H,0 fjj
—_—

S t.c., pH 7-7.5

Schema 42

Din pacate, modul de lucru descris in detaliu in referintele mentionate utilizeaza ca mediu de
reactie amestecul acetonitril/apa [56], care in cazul nostru particular nu poate fi utilizat datoritd
insolubilitatii substratului (S-tioglicozida mercaptotriazolului). Incercarile preliminare de utilizare a
amestecului acetonitril/apd in diverse proportii s-au soldat cu esec. Rezultate satisfacdtoare spre
bune au aparut in momentul in care s-a optat pentru sistemul dioxan/apa. Aceasta optiune impune
utilizarea unui catalizator de transfer interfazic [57]. Urmatorii catalizatori de transfer interfazic au
fost testati: (A) - BusNHSO4 hidrogensulfatul de tetrabutilamoniu (TBASH), (B) — BusNBr bromura
de tetrabutilamoniu (TBABT), (C) — BusPBr bromura de tetrabutilfosfoniu (TBPB) si (D) - crown
18. In primele trei cazuri, anionul monopersulfat este deplasat in faza organici de ionul de
tetrabutilamoniu. In cel din urma caz, anionul monopersulfat este transferat fazei organice in calitate
de contraion ce insoteste ionul complex K -crown 18.

Dupa incerari preliminare privind raportul intre faza apoasd §i cea organica, precum si
numarul de echivalenti de agent oxidant folositi, s-a cristalizat o schema de lucru ce a fost folosita in
toate cazurile (A) — (D). Ca substrat a reactiei de oxidare a fost folosit Ber2Pag (schema 43).

OAcC OAc O
N-N N-N
(0] oxona o \\
I\ i\
AcACgOS :; \ s—(N CHy— & AcAC%OS :; \ S\\—QN)—@CHa
EDTA, THTP,
OAc H dioxan OAc o H
Schema 43
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Tabelul 12. Calculul cantitatilor de reactivi pentru oxidarea cu oxona

Reactivi MM m(g) | Molix102 | Echiv. | Vol.(mL)
Ber2Pag 521 0.11 0.25 1
Oxona 614.78 0.5 1.8 8
NaHCO3 84 0.5 6 24
Dioxan 5
EDTA | Solutie 4x10* M 1
THTP catalitic 0.005 - - -
TBASH catalitic (A)
TBABr Catalitic (B)
TBPB Catalitic (©)
Crown 18 catalitic (D)

Protocol:

Intr-un balon de 25 mL previzut cu agitare magnetica se dizolva 0.25 mmoli S-tioglicozida in 5 mL
dioxan. Se adaugd o cantitate catalitica de THTP sub agitare, apoi se adauga 1 mL solutie EDTA si
o cantitate cataliticd de catalizator de transfer interfazic. Se mareste turatia agitatorului la maximum.
Oxona si carbonatul de potasiu se mojareaza fin si se adauga in portiuni la intervale de jumatate de
ora (un varf de spatuld). Avansarea reactiei se controleaza prin CSS (Tol:AcOEt = 1:1) (Rf material
de start = 0.46, Rf sulfona = 0.34, Rf sulfoxid = 0.15). Reactiile au fost urmarite pe parcursul a 48
ore, dupa care, nemaivariind intesitatea fluorescentei, au fost oprite. Controlul CSS 1in fiecare caz
este prezentat in figura 6.

® ® © ©)
° ¢ ° [ ] [ ] [ ] [ ] o [ ] ] [ ]
° 0 & & ° °
SR 6 &6 &6
------- T e I LE TRt S R L L L EEE LT T TE B SO CEEE Tt PR L EE FEEEEP T SR P e I TEEEECET EELEEEEr CEEEEEEE CEP R
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

1 — tioglicozida material de start
2 — reactia de oxidare
3 —suma intre materialul de start si reactia de oxidare

Figura 6. Controlul CSS al incercarilor de oxidare cu oxona si diferiti catalizatori de transfer
interfazic: (A) — TBASH, (B) - TBABTr, (C) — TBPBTr, (D) — crown 18

Se observd din figura 6 cd in cazul folosirii drept catalizator de transfer interfazic a
hidrogensulfatului de tetrabutilamoniu (A) apar in reactie spoturi corespunzatoare atat sulfoxizilor
cat si sulfonei de interes, dar si urme de material de start, ceea ce inseamna ca acest catalizator nu
permite desavarsirea reactiei de oxidare. In cazul (B), al bromurii de tetrabutilamoniu, formarea de
sulfoxizi si de sulfond are loc si mai anevoios, dupa perioada de urmarire de 48 de ore existand in
masa de reactie doar urme de sulfoxizi si de sulfond, in vreme ce picul corespunzator materialului de
start este inca puternic vizibil. Nici utilizarea bromurii de tetrabutilfosfoniu (C) nu aduce
imbunatatiri, de data aceasta in masa de reactie gasindu-se doar picuri corespunzatoare materialului
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de start si sulfoxizilor, deci oxidarea are loc si mai lent, neputand duce la formarea de sulfona. Cele
mai bune rezultate au fost obtinute cu crown 18 (D), caz in care din masa de reactie se constata
disparitia materialului de start, dar oxidarea nu este completd pand la sulfona doritd, in
cromatograma observandu-se si picurile corespunzatoare sulfoxizilor. Aceasta metoda nu s-a impus
deoarece orice incercare de a atinge transformarea cantitativa si implicit disparitia sulfoxizilor a dat
gres.

111.4.3. Oxidari cu api oxigenata
A. Apa oxigenata si heptamolibdat de amoniu

Utilizarea apei oxigenate ca agent de oxidare pentru sulfuri alifatice si aromatice, datorita
continutului ridicat in oxigen activ, este bine ilustrata in literaturd [6 -16]. Din pacate apa oxigenata
este un agent de oxidare lent, utilizarea unui catalizator pentru transferul atomului de oxigen este
esentiald pentru succesul reactiei. Recent rezultate notabile Tn oxidarea sulfurilor la sulfone au fost
obtinute prin folosirea apei oxigenate in prezenta molibdatului de amoniu (drept catalizator) si a
lichidelor ionice ca solventi [7]. Pornind de la receptura data de autorii mentionati, noi am adaptat-0
folosind ca solvent organic acetona si un catalizator de transfer interfazic (hidrogensulfatul de
tetrabutilamoniu).

Drept compus model s-a incercat oxidarea Ber2Pag, conform schemei 44.

NoN N-N
o H,0, 30% o \
TANUE (D@ S LG Sy S
OAG H acetona, (NH,)gMo,0,, OAc A H
TBASA ©
Schema 44

Demn de mentionat 1n acest caz este ca desfasurarea reactiei depinde Tn mod hotarator de
calitatea apei oxigenate folosite precum si de intensitatea agitarii masei de reactie. Astfel, in cazul
utilizarii unei ape oxigenate mai vechi, oxidarea are loc doar partial, la controlul CSS (Tol:AcOEt =
2:1) (Rf material de start = 0.86, Rf sulfond = 0.71, Rf sulfoxizi = 0.58, 0.49) (figura 7). Daca insa
se foloseste apa oxigenata proaspata, reactia de oxidare decurge pana la sulfond cu consumarea
integrala a materialului de start, dar este foarte lenta, fiind completa doar dupa 72 ore.

1 —material de start
2 —reactia dupa 72 ore
3 —reactia dupd 72 ore cu apd oxigenatd proaspata
4 — suma amestec de reactie+ material de start
Figura 7. Controlul CSS al reactiei de oxidare cu apa oxigenata si (NH4)sM07024

113

BUPT



Tabelul 13. Calculul reactantilor necesari oxidarii cu apa oxigenata si catalizator pe baza de

molibden
Reactivi MM | m(g) | Molix102 | Echiv. | Vol.(mL)
Ber2Pag 521 | 0.11 0.25 1
(NH4)sM07024 0.6
acetona 3
H,02 (30%) | 34 | 0.06 | 1.76 10 0.2
TBASH 0.002

Protocol:
Intr-un balon de 25 mL previzut cu agitare magneticd se dizolvd 0.25 mmoli S-tioglicozida in 3 mL
acetond. Se adaugd o cantitate cataliticd de sare de molibden sub agitare, apoi se adauga 0.1 mL
solutie H2O2 30% si o cantitate catalitica de catalizator de transfer interfazic TBASH. Se mareste
turatia agitatorului la maximum. Controlul CSS (Tol: AcOEt = 2:1) este prezentat in figura 7. Dupa
definitivarea reactiei (72 ore), amestecul se dilueaza cu cloroform, se spala repetat cu cantitati mici
de apa, apoi stratul organic este uscat pe NazSO4 anhidru si se concentreaza la sec la presiune
scazutd. Sulfona de interes se recristalizeaza din MeOH absolut.

Metoda este relativ simpla, prelucrarea masei de reactie este facila, puritatea produsului final
e bund, singurul inconvenient major fiind timpul lung necesar definitivarii reactiei de oxidare.
Aceasta metoda de oxidare nu a putut fi utilizatd in prepararea de mari cantitati de sulfona si prin
urmare nu este recomandabild la scara preparativa.

B. Oxidare cu apa oxigenata, activator si catalizator

Asa dupd cum s-a mentionat in paragraful 111.1.2, apa oxigenata este un oxidant lent, astfel
incat prezenta unui activator, mai ales in procesele de oxidare preparative, este obligatorie in
legatura cu transformarea sulfurilor in sulfone [13], [58]. Relativ recent utilizarea ionului bicarbonat
in posturd de activator si a sarurilor de Mn?* drept catalizator a fost raportati, relevand rolul ionului
de Mn?* in descompunerea anionului peroxicarbonat (-HCO4) [11].

Intr-o primi instantd am adaptat protocolul de lucru din literatura, utilizind ca solventi
DMF, acetonitril si cloroform, iar intr-o a doua etapa am utilizat solventi care fac ca prelucrarea
masei de reactie si izolarea sulfonei sa fie mult mai facila. Rezultate foarte bune au fost obtinute
atunci cand s-a utilizat acetatul de etil ca solvent, acesta implinind si dezideratul de a fi un produs
biodegradabil, raspunzand astfel exigentelor “Green Chemistry” [59] (tabelul 14). Drept compus
model s-a incercat oxidarea Ber2Pag, conform schemei 45 si tabelului 1:

O/—\CO N=N OAc O N=N
o \
AcA(%’OS%; \ SJ{N)_Q‘CHS 30%H,0, NaHCO; A?Aoco/ﬁz L4 CH,
OAC N MnSO, oa: % N
solvent, t.c.
Schema 45
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Tabelul 14. Calculul reactantilor pentru oxidarea cu apa oxigenata si catalizator pe baza de Mn

Reactiv MM | m(g) | Molix102 | Echiv. | Vol.(mL)
Ber2Pag 521 0.05 0.1 1
MnSO4xH.0 0.002
Solvent 2 3
H>0> (30%) 34 2
TBASH catalitic
Sol 0.2 M NaHCO3 2

& — datele experimentelor efectuate sunt prezentate in amanunt in tabelul 15

Protocol:

Intr-un balon de 25 mL prevazut cu un agitator magnetic se solubilizeazi 1 echivalent tioglicozida

Ber2Pag in 3 mL solvent (conform cu tabelulele 14 si 15). In acest amestec se introduce pulberea de
sare de mangan fin mojarata si o solutie alcatuita din apa oxigenatd 30% (in cantitatile specificate in

tabelul 15) si 2 mL de solutie apoasd 0.2 M de NaHCOs. Cand controlul CSS indica disparitia

materialului de start, reactia se stopeaza cu o solutie saturatd de NaCl (1 mL), apoi se extrage in mod
repetat cu acetat de etil. Extractele organice se reunesc si se usucd pe NaxSOs anhidru si se
concentreazi la presiune scizutd pana la sec. In cazurile in care reactia nu e completa, sulfoxizii si
sulfona se pot separa din “crud” prin cromatografie flash (Tol:AcOEt = 1:1) pentru determinarea

randamentului.

Tabelul 15. Date experimentale obtinute in incercérile de oxidare cu apa oxigenata si catalizator pe
baza de Mn, utilizand diversi solventi

No. | et | a0  soent | TP [ Zoiren
1. - 3 DMF | 24 52
2. - 3 CHsCN | 24 43
3. - 3 CHCl; | 24 37
e e -
i -
i e -
10.” 1 r'ng g AcOEt gg gé
1.7 1 r'ng ; AcOEt gj gg
2.7 1 r'ng g AcOEt gj gg

* controlul CSS indicd urme de material de start, sulfoxizi si sulfona

* controlul CSS indica disparitia materialului de start, dar inci sunt prezenti sulfoxizii
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“* controlul CSS arati consumarea integrald a materialului de start si existenta exclusivi a picului
corespunzator sulfonei de interes, iar randamentele au fost evaluate dupa cristalizarea produsului

Se constatad ca cele mai bune randamente si timpul cel mai scurt de reactie se obtin in cazul
utilizarii a 7 echivalenti de apa oxigenatd, solventul organic fiind acetatul de etil si ca adaosul de
catalizator de transfer interfazic nu are o influenfd prea mare asupra desfasurarii reactiei.
Suplimentarea agentului oxidant nu duce la mariri de randament, probabil si datoritd diludrii
amestecului de reactie.
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111.5. OXIDAREA TIOGLICOZIDELOR MERCAPTOTRIAZOLILOR

Toate incercarile preliminare de oxidare a tioglicozidelor mercaptotriazolilor mentionate
pana acum s-au desfasurat fie cu timpi de reactie foarte mari, fie cu randamente nesatisfacatoare, fie
cu randamente bune dar cu prelucriri ulterioare ale masei de reactie laborioase. In continuare se
prezinta metodele de oxidare care au putut fi folosite la scard preparativa si care au condus la
rezultate excelente.

111.5.1. Oxidare cu m-CPBA

Oxidarea tioglicozidelor cu acid meta-cloroperoxibenzoic este bine descrisa in literatura [33
-37, 60]. Oprirea reactiei de oxidare fie la stadiul de sulfoxid, fie la cel de sulfond depinde de
numarul de echivalenti de agent de oxidare folositi. In cazul tioglicozidelor mercaptotriazolilor 5-
substituiti, 8 echivalenti m-CPBA asigura transformarea completd in sulfona a materialului de start
[61, 62].

Schema reactiei si procedeul general de oxidare sunt prezentate in schema 46.

OAc OAc
N-N O N-N
@) m-CPBA O \
AN e A
OAc NH CHLCI, OAc \\O NH

Schema 46

Tabelul 16. Calculul necesarului de reactivi la oxidarea cu acid meta-cloroperoxibenzoic

Reactivi MM | m(g) | Moli | Echiv. | Vol.(mL)
BerPag 0.2 1
m-CPBA 70% | 172.5 8
CHCI3 15

Protocol:

intr-un balon de 25 mL prevazut cu agitator magnetic se dizolva 0.2 moli BerPag in 15 mL
cloroform, apoi sub agitare se adauga 8 echivalenti m-CPBA sub forma de pulbere (tabelul 16).
Dupa 3 ore controlul CSS (Tol:AcOEt = 1:1) indica prezenta in masa de reactie a sulfonei de interes,
fara insd a mai prezenta urme de material de start sau de sulfoxizi. Amestecul de reactie se dilueaza
cu cloroform si se spald cu o solutie concentratd de tiosulfit de sodiu in scopul consumarii excesului
de peracid. Dupa separare, stratul cloroformic se spala repetat cu solutie concentratd de carbonat
acid de sodiu, in scopul indepartarii acidului meta-clorobenzoic rezultat ca produs secundar. Apoi,
dupa separare, stratul cloroformic se spala cu apa, se separa, se usuca pe sulfat de sodiu anhidru si se
concentrazad la presiune scdzutd pana la sec. Precipitatul amorf obfinut este supus in continuare
purificarii prin recristalizare (uzual MeOH absolut).

Comentariu: aceasta metoda de oxidare are unele dezavantaje, cum sunt dificultatea
indepartarii produsului secundar de reactie din amestec si solubilitatea relativ scazuta (reactivul se
livreaza la o concentratie de 70%, restul fiind apa) a agentului de oxidare in cloroform. Ca
intermediari ai reactiei se formeaza sulfoxizii diastereoizomeri, dar reactia continud pana la sulfona
in conditiile alese. Coexistenta sulfoxizilor si sulfonei la inspectia CSS a amestecului de reactie dupa
consumarea intregii cantitai de material de start este un bun indicator al calitatii acidului m-CPBA
utilizat. Acest compus se descompune in timp, chiar dacd este pastrat la temperaturi scazute.
Rezultate bune se obtin dacd acidul disponibil comercial (10 echivalenti) se dizolva in 10-15 mL
cloroform, apoi se spala repetat cu o solutie de 10% carbonat acid de sodiu, pentru a indeparta acidul
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meta-clorobenzoic. Solutia cloroformica ce contine doar peroxidul se spald apoi cu apa, se separa si
se usuca pe sulfat de sodiu anhidru, apoi se concentreaza la jumatate din volumul initial. Aceasta
solutie se foloseste ca atare in reactia de oxidare cu rezultate excelente.

111.5.2. Oxidare cu KMnOs in acid acetic

Oxidarea S-glicozidelor 1,3,4-oxa si respectiv 1,3,4-tiadiazolilor a fost raportata inca din
1977 [31]. Referinte cu privire oxidarea S-glicozidelor 1,2,4-mercaptotriazolilor 5 substituiti nu sunt
prezente in literaturd, deoarece aceste glicozide au fost preparate incepand cu anul 2002 in cadrul
colectivului de carbohidrati din Institutului de Chimie Timisoara [63].

Adaptarea acestui procedeu la tioglicozide de mercaptotriazoli se prezinta in schema 47.

OAC N-N  — KMnO
@) 78\ 4 O \\
Ro s \ 3¢ CHLCOOH \\
OAC NH S 3 NH
R = H, CH, OCHy, 0-Cl, OCH,CgH5 R = H, CH, OCHy, 0-Cl, OCH,CgH5

Schema 47
Tabelul 17. Calculul reactivilor necesari oxidarii cu KMnQO4 1n mediu acid

Reactivi | MM | m(g) | Molix10- | Echiv. | Vol.(mL)
BerPag 0.2 1
KMnOs | 158 | 0.06 0.4 2
CH3COOH | 60 4
H>O 18 4

Protocol:
Intr-un balon de 50 mL previzut cu agitator magnetic se dizolva sub agitare si la incilzire (40 °C)
0.2 mmoli BerPag in acid acetic glacial (tabelul 17). 0.06 g KMnOs se dizolva in apa (4 mL) si
solutia de oxidant se adauga in portii de 0.25 mL pe parcursul a 2 ore. Controlul avansarii reactiei se
realizeaza prin CSS (Tol:AcEt = 1:1) iar dupa 3 ore reactia este gata. Apoi masa de reactie se toarna
intr-un cristalizor cu gheata sfaramata, amestecand intermitent. Sulfona se izoleaza ca precipitat prin
filtrare. Precipitatul este apoi suspendat in EtOH absolut si se mentine la agitare pana la dizolvarea
completa. Urmele de saruri sunt indepartate prin filtrare. Filtratul etanolic este concentrat la presiune
scazuta (rotavapor) pana la sec cand se obtine un precipitat alb. Pentru efectuarea de analize, o parte
din produs este supus purificarii prin cromatografie flash iar produsul obtinut este recristalizat din
MeOH absolut inainte de a fi inspectat prin *H-, *C-RMN.

Comentarii: desi se folosesc reactivi accesibili, conditii blande de reactie si timpul de reactie
este scurt, izolarea produsului din amestecul de reactie scade destul de serios randamentul in
substantd pura.

111.5.3. Oxidare cu KMnO4/CuSO4x5H20

Recent s-a raportat obtinerea de glicozilsulfone folosind un amestec oxidant KMnO4/CuSQO4
(in raport molar 1.5:1), in conditii ce nu afecteaza gruparile protectoare precum acetat, benzil sau
benziliden [32]. Modificarea acestei metode pentru S-glicozide de mercaptotriazoli a aratat ca,
folosind 3 echivalenti de agent oxidant in raport cu tioglicozida, reactia se definitiveaza in 24 ore
[64, 65].

Adaptarea acestui procedeu la tioglicozide de mercaptotriazoli se prezinta in schema 48.
Modul de lucru este calculat pentru cazul particular al Ber1Pag, dar au fost incercati si Ber7Pag si
Berl4Pag.
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OAc
N-N OAc o
o KMnO,/CuS0,5H,0 N-N
Ac&ms% D—r > A7 ON U Vg
OAC NH CH,CN-H,0 c ~ \\o NH
< A0 Ao
Cl
Schema 48

Tabelul 18. Calculul reactivilor necesari oxidarii cu KMnO4 in mediu neutru

Reactivi MM | m(g) | Molix102 | Echiv. | Vol.(mL)
BerlPag 507 | 0.05 0.1 1
KMnO4 158 | 0.474 0.3 3
CuSO4x5H.0 | 250 | 0.5 0.2 2
H20 18 1.6
CH3CN 41 8.4

Protocol:
Intr-un balon de 25 mL 0.1 mmoli BerlPag se dizolva in 10 mL CH3CN/H20 (6:1 v/v;) sub agitare
puternicd. Apoi se adauga aproximativ 1 g amestec de oxidare si se mentine sub agitare pana cand
controlul CSS indica disparitia tioglicozidei. Amestecul de reactie este concentrat la presiune
scazuta (rotavapor) iar pulberea obtinuta este repartizata intre apa si cloroform. Stratul cloroformic
separat este uscat pe sulfat de sodiu anhidru si apoi concentrat la presiune scazuta, obginandu-se un
compus aproape pur. Produsul este purificat suplimentar prin cromatografie flash si apoi, pentru
caracterizarile fizice, este recristalizat din MeOH absolut.

Comentariu: Incercarea schimbarii agentului de oxidare permanganat cu bicromat de potasiu
nu a dus la nici un rezultat. Pentru unele tioglicozide timpul de definitivare a reactiei poate fi de
pana la 72 ore.
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111.6. SULFONE PROTEJATE ALE S-GLICOZIDELOR 3-MERCAPTO-1,2,4-
TRIAZOLILOR SINTETIZATI

S Ber 1 Pag
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Denumire: 2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranozil -5-fenil-1,2,4-triazol sulfona
Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) Tol:AcOEt =1:1
Randament = 87 % P.t. (°C) = 192-194
Rf=0.14 (Tol:AcOEt =1:1) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]" m/z = 540.0

U.V.(Amax(nm),emax, MeOH) = 248.5, 20114

I.R.(cm™): 596.86 s, 700.034 s, 1041.37 m, 1107.9 m, 1221.68 f.i., 1250.61 i, 1373.07 m, 1428.03 s,
1552.42 f.s., 1750.08 f.i., 2109.74 f.s., 2965.02 s., 3279.36 s, 3482.91 f.s., 3823.59 f.s.

'H-RMN (400 MHz, CDCls, 8(ppm), J(Hz)): 8.32 (m, 2H, Hio, Hi4); 7.52 (m, 3H, H11, Hi2, Hi3);
5.75 (dd, 1H, J2.1=J23=9.6, H2); 5.35 (dd, 1H, J32=J34=9.6, H3); 5.06 (dd, 1H, J43=J45=9.6, Ha); 4.96
(d, 1H, J12=9.6, Hi1); 4.12 (dd, 1H, Jeaep=12.5, Jea5=5.1, Hea); 4.07 (dd, 1H, Jebea=12.5, Jen5=2.4,
Heb); 3.82 (ddd, J54=9.6, J56a=5.1, Js6b=2.4, Hs); 2.09, 2.02, 2.00, 1.80 (4s, 12H, 4xCH3CO)
13C-RMN (100 MHz, CDCIs, 8(ppm)): 170.94, 170.26, 169.55, 169.26 (4C, 4xCH3CO); 158.16
(1C, C8); 147.24 (1C, C9); 131.69 (1C, C12); 129.31 (2C, C10, C14); 126.97 (2C, C13, C14); 88.20
(1C, C1); 76.56 (1C, C5); 73.45 (1C, C3); 67.41 (1C, C4); 66.71 (1C, C2); 61.44 (1C, C6); 20.67,
20.57, 20.50, 20.39 (4C, 4xCH3CO).
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Denumire: S-(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranozil)-5-(p-tolil)-1,2,4-triazol sulfona

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) Tol:AcOEt =1:1
Randament = 85 % P.t. (°C) = 194-196
Rf = 0.27 (Tol:AcOEt =1:1) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]* m/z = 554.0

U.V. (Amax(NM), €mex MeOH) = 253.5, 19528
I.R.(cm™): 595.89 s; 687.49 s; 879.24 5; 1044.26 m; 1119.48 m; 1227.47 fi; 1252.54 fi; 1357.64 i;
1429.96 m; 1501.31 s; 1751.05 fi; 2113.6 fs; 2960.2 s; 3033.48 s; 3110.62 s; 3279.36 s; 3595.63 fs
'H-RMN (400 MHz, DMSO-d®, 8(ppm), J(Hz), 308 °K): 7.94 (d, 2H, J11,10= J1314=7.5, H11, H3);
7.29 (d, 2H, 310,11:J14,13:7.5, H10, H14); 571 (dd, 1H, \]2‘1:\]2,3:9.6, Hz); 5.32 (dd, 1H, J3,2:J3,4:9.6,
Hz); 5.04 (dd, 1H, J4,3=J45=9.6, Ha4); 4.93 (d, 1H, J12=9.6, H1); 4.24-4.14 (m, 2H, Hea, Heb); 3.79 (m,
1H, Hs); 2.40, 2.08, 2.01, 1.99 (4s, 12H, 4xCH3CO); 1.80 (1s, 3H, CsHsCHa)

BC-RMN (100 MHz, DMSO-d5, &(ppm), 308 °K): 170.86, 170.16, 169.45, 169.19 (4C,
4xCH3CO); 158.52 (1C, C7 sau C8); 142.10 (1C, C9 sau C12); 134.51 (1C, C12 sau C9); 129.96
(2C, C10, C14); 126.94 (2C, C11, C13); 88.22 (1C, C1); 76.65 (1C, C5); 73.54 (1C, C3); 67.52 (1C,
C4); 66.76 (1C, C2); 61.46 (1C, C6); 21.53 (1C, CsHsCHs); 20.64, 20.53, 20.40 (4C, 4xCH3CO)
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Denumire: 2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-g-D-glucopiranozil)-5-(para-metoxi-fenil)-1,2,4-triazol
sulfona
Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO.) Tol:AcOEt = 1:2
Randament = 80 % P.t. (°C) = 187-189
Rf=0.37 (Tol:AcOEt = 1:2) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]* m/z = 538.0

U.V.(Amax(nm),emax, MeOH) = 266.0, 37656

I.R.(cm™): 550.66 s, 653.75's, 841.77 s, 915.05s, 1047.37 m, 1221.68 i, 1253.35 m, 1374.03 s,
1501.31s, 1614.13 s, 1752.98 i, 2854.13 s, 2927.41 s, 3278.39 m, 3730.62 f.s.

'H-RMN (400 MHz, CDCls, 8(ppm), J(Hz), 308 K): 7.99 (d, 2H,J=8.8 Hi1, Hi3); 7.00 (d, 2H,
J=8.8, Hio, H14); 5.69 (dd, 1H, J21=J23=9.9, H>); 5.32 (bm, 1H, Hz); 5.05 (dd, 1H, J43=J45=9.9, Ha);
4.9 (d, 1H, J12=9.6, H1); 4.13 (bm, 2H, Hea, Heb); 3.87 (s, 3H, OCHBa); 3.78 (m, 1H, Hs); 2.09, 2.04,
2.01, 1.86 (4s, 12H, 4xCH3CO)

13C-RMN (100 MHz, CDClz, 8(ppm)): lipsi datorita cantititii prea mici de proba
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Denumire S-(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranozil)-5—(para-cloro-fenoxi-metil) -1,2,4-
triazol sulfona

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SIiO2) Tol:AcOEt = 1:2
Randament = 97 % P.t. (°C) = 152-154
= 0.4 (Tol:AcOEt =1:2) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]* m/z = 604.5

U.V.(hmax(NM), max MEOH) = 227, 15400

ILR.(cm): 510.08 s; 721.24 s; 827.31 s; 908.3 5; 1041.37 i; 1056.8 i; 1110.8 i; 1056.8 i; 1110.8 i:
1149.37 m; 1238.08 f.i.; 1355.71 i: 1436.71 m; 1492.83 m; 1752.98 f.i.; 2097.21 s; 2742.28 s;
2959.23 s; 3293.82 s; 3441.35 S

IH-RMN (400 MHz, CDCls, 8(ppm), J(Hz), 308 °K): 7.28 (bs, 2H, Hu1, His); 6.95 (bs, 2H, Hao,
Hua); 5.64 (dd, 1H, J21=J25=8.6, H2): 5.35 (bs, 3H, Hs, CH2OPhCI); 5.02 (dd, 1H, J43=J45=8.6, Ha);
4.86 (d, 1H, J1,=8.6, H1); 4.06 (M, 2H, Hea, Hev); 3.75 (M, 1H, Hs); 2.06, 2.01, 1.92 (3s, 12H,
4XCHsCO)

13C-RMN (100 MHz, CDCls, (ppm), 308 °K): 170.74, 170.15, 169.29, 169.18 (4C, 4xCHsCO);
155.97 (1C, C7 sau C8); 155.87 (1C, C8 sau C7); 129.84 (2C, C10, C14); 116.19 (2C, C11, C13):
84.41 (1C, C1); 76.61 (1C, C5); 73.40 (1C, C3); 67.44 (1C, C4); 66.67 (1C, C2); 62.51 (1C,
CH:0PhCI); 61.32 (1C, C6); 20.57, 20.52 (4C, 4xCHsCO)
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Denumire: (2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranozil)-5—(orto-cloro-fenil)-1,2,4-triazol
sulfona
Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) Tol:AcOEt=1:1
Randament = 95 % P.t. (°C) = 198-200
Rf=0.30 (Tol:AcOEt =1:1) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]* m/z = 574.50

U.V.(Amax(nm),emax, MeOH) = 268.5; 4300

I.R.(cm™): 655, 1042, 1154, 1223 f.i., 1253 i, 1334 ,1355, 1502, 1614, 1752 f.i.

'H-RMN (400 MHz, CDClIs, §(ppm), J(Hz)): 8.35 (bs, 1H, Hi3); 7.45-8.6 (3m, 3H, Hio, Hi11, H12);
5.78 (dd, 1H, J21=J23=9.0; H2); 5.38 (dd, 1H, J32=J34=9.0; H3); 5.05 (dd, 1H, Js3= Ja5 =9.0; Ha);
497 (d, 1H, J12=9.0; Hy); 4.12-4.04 (m, 2H, Hea, Heb); 3.82 (bs, 1H, Hs); 2.08, 2.02, 2.00, 1.85 (4s,
12H, 4xCH3CO)

13C-RMN (100 MHz, CDCIs, §(ppm)): 170.47; 170.30; 169.23; 169.19 (4C, 4xCH3CO); 158.90
(1C, C7 sau C8); 154.97 (1C, C8 sau C7); 132.64; 132.18; 131.51; 127.96 (4C, C13-C10); 88.35
(1C, C1); 76.57 (1C, C5); 73.51 (1C, C3); 67.44 (1C, C4); 66.71 (1C, C2); 61.51 (1C, C6); 20.62;
20.59; 20.51; 20.39 (4C,4xCH3CO)
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Denumire: S-(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-g-D-glucopiranozil)-5—(4-butoxi-fenil)-1,2,4-triazol
sulfona
Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SIiO2) Tol:AcOEt=1:1.5
Randament = 98 % P.t. (°C) = 180-182
Rf=0.44 (Tol:AcOEt =1:2) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]" m/z = 612.0

U.V.(Amax(nm),emax, MeOH) = 268, 27608

I.R.(cm™): 589.79 s; 689.17 s; 840.81 s; 1038.45 m; 1124.3 m; 1160.94 m; 1228.43 f.i; 1251.58 f.i;
1357.64 m; 1427.07 s; 1501.31 m; 1748.16 f.i.; 2875.34 s; 2960.2 s; 3045.05 5; 3193.54 5; 3476.06 S
'H-RMN (400 MHz, CDClz, 8(ppm), J(Hz),308 °K): 7.97 (d, 2H, J11,10= J1314=8.6, H11, H13); 6.99
(d, 2H, J10,11=J14,13=8.6, H1o, H14); 5.73 (dd, 1H, J21=J23=9.5, H>); 5.33 (dd, 1H, J32=J34=9.5, H3);
5.05 (dd, 1H, J43=J45=9.5, Ha4); 4.93 (d, 1H, J12=9.5, H1); 4.12 (dd, 1H, Jeaen=12.5, J6a5=5.0, Hea);
4.06 (dd, 1H, Jeb6a=12.5, Jen5=2.3, Heb); 4.02 (t, 2H, J=6.4, aCH> din OBn); 3.8 (ddd, 1H, J54=9.5,
Js56a=5.0, J560=2.3, Hs); 2.08, 2.01, 2.00, 1.82 (4s, 12H, 4xCHsCO); 1.79 (m, 2H, BCH> din OBn);
1.52 (dt, 2H, yCH2 din OBn); 0.99 (t, 3H, J=7.4, CHs din OBn);

13C-RMN (75 MHz, DMSO-d®, 8(ppm)): 178.86, 170.17, 169.46, 169.20 (4C, 4xCH3CO); 158.52
(1C, C7 sau C8); 129.97 (2C, C10, C11); 126.95 (2C, C11, C13); 88.22 (1C, C1); 76.66 (1C, C5);
73.54 (1C, C3); 67.55 (1C, OCH2CH,CH.CH3); 67.52 (1C, C4); 66.77 (1C, C2); 61.46 (1C, C6);
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43.90 (1C, OCH.CH,CH:CHs): 21.53, 20.64, 20.54, 20.47 (4C, 4xCHsCO); 20.40 (1C,
OCH2CH>CH2CHs); 17.86 (1C, OCH,CH2CH>CHs)
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Denumire: S-(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranozil)-5—(p-benziloxi- fenil) -1,2,4-triazol
sulfona

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) Tol:AcOEt=1:1.5
Randament = 75 % P.t. (°C) = 178-180
Rf=0.36 (Tol:AcOEt =1:1.5) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]" m/z = 646.0

U.V.(Amax(nm),emax, MeOH) = 267, 28888

I.R.(cm™): 572.07 s; 606.17 s; 746.31 s; 837.91 s; 1037.52 s; 1125.26 s; 1226.5 i; 1250.61 m;
1356.68 s; 1427.07 s; 1501.31 s; 1614.13 5; 1747.19 i; 2964.05 f.5; 3042.16 5; 3201.26 5; 3472.2 5
'H-RMN (400 MHz, CDCls é(ppm), J(Hz), 308 °K): 8.01 (d, 2H, J11,10=J1314=8.8, H11, H13); 7.37
(m, 5H, OCH2CeHs); 7.10 (d, 2H, J10,11=J14,13=8.8, H1o Hi4); 5.74 (dd, 1H, J21=J23=9.5, H); 5.33
(dd, 1H, J32=J34=9.5, H3); 5.12 (s, 2H, OCH2C¢Hs); 5.05 (dd, 1H, Ja3=J45=9.5, Ha); 4.93 (d, 1H,
J12=9.5, H1); 4.12 (dd, 1H, Jeaer=12.6, Jea5=5.0, Hea); 4.17 (dd, 1H, Heb,a=12.6, Hen5=2.3, Heb); 3.8
(ddd, 1H, J54=9.5, J562=5.0, J56b=2.3, Hs); 2.07, 2.00, 1.80 (3s, 12H, 4xCH3CO);

13C-RMN (100 MHz, CDCls, 8(ppm), 300 °K): 170.87, 170.21, 169.47, 169.21 (4C, 4xCHsCO);
161.44 (1C, C7 sau C8); 136.23, 128.99, 127.53, 126.25, 118.33, 115.59 (9C, C10, C11, C14, C13,
0, 0, m, m, p din CH2CeHs); 88.23 (1C, C1); 76.59 (1C, C5); 73.53 (1C, C3); 70.20 (1C,
OCH,CeHs); 67.47 (1C, C4); 66.78 (1C, C2); 61.45 (1C, C6); 20.66-20.49 (4C, 4xCH3CO)
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Denumire: 2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranozil)-5-(para-etoxifenil)-1,2,4-triazol
sulfona
Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SIiO2) Tol:AcOEt =1:1
Randament = 66 % P.t. (°C) = 192-194
Rr = 0.23 :(Tol:AcOEt =1:1) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]* m/z = 584.0

U.V.(Amax(nm),emax, MeOH) = 269.0; 16600

I.R.(cm™): 549.61 s, 571.1 s, 837.91 s, 916.02 s, 1043.3 m, 1122.37 m, 1221.68 f.i,. 1256.68 f.i,
1356.68 m, 1428.03 s, 1502.28 m, 1614.13 m, 1751.05 f.i, 2952.48 s, 2985.27 s, 3206.08 s, 3480.88
s, 3742.19 f.s

'H-RMN (400 MHz, CDCls, 8(ppm), J(Hz)): 7.98 (d, 2H,J=8.6 Hi1, Hi3); 6.98 (d, 2H, J=8.6, Hao,
His); 5.93 (dd, 1H, J2,1=J23=9.6, H); 5.33 (dd, 1H, J32=J34=9.6, Hs); 5.05 (dd, 1H, J43=J45=9.6,
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Ha); 4.96 (d, 1H, J12=9.6, H1); 4.14 - 4.03 (m, 4H, Hea, Heb, OCH2CH3); 3.82 (m, 1H, Hs); 2.07,
2.02,2.00, 1.80 (4s, 12H, 4xCHsCO): 1.44 (t, 3H, J=7.0, OCH,CHs)

13C-RMN (100 MHz, CDCls, 8(ppm)): 170.82, 170.24, 169.47, 169.29 (4C, 4xCH3CO); 161.67
(1C, C7): 157.96 (1C, C8); 128.69 (2C, C10, C14): 117.71(1C, C12); 115.11 (2C, C11, C13); 88.08
(1C, C1): 76.48 (1C, C5); 73.47 (1C, C3); 67.88 (1C, C4): 66.67 (1C, C2); 63.77 (1C, OCH,CHa):
61.41 (1C, C6): 20.65, 20.57, 20.51, 20.32 (4C, 4xCH3CO); 14.68 (1C, OCH.CHs)

S Berl5 Pag

OAc O

OAcC o N—N
AcO ﬁo: [/
AcO \ NH

O—C,H;g

Denumire: S-(2°,3°,4°,6’-tetra-O-acetil-p-D-glucopiranozil)-5 (meta-etoxifenil)-1,2,4-triazol
sulfona

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) Tol:AcOEt = 1:2
Randament = 60 % P.t. (°C) = 188-190
Rf = 0.47 (Tol:AcOEt =1:2) (+)ESI-HCIT-MS: [M+H]* m/z = 584.0

U.V.(Amax(nm),emax, MeOH) = 269.0; 16600

I.R.(cm™): 597.85 s; 1041.37 m; 1119.48 m; 1221.68 f.i.; 1246.75 f.i.; 1354.75 m; 1749.12 f.i.;
2942.84 s; 3418.21 s; 3569.59 s

'H-RMN (400 MHz, CeDe, 8(ppm), J(Hz), 308 °K): 7.60 (m, 2H, Hio, Hi2); 7.39 (t, 1H, J=8.0,
Hi1); 7.05 (d, 1H, Hu4); 5.73 (dd, 1H, J2,1=J23=9.6, H>); 5.33 (dd, 1H, J31=J34=9.6, H3); 5.06 (dd,
1H, J43=J45=9.6, Ha); 4.95 (d, 1H, J12=9.6, H1); 4.10 (m, 4H, Hea, Hen, OCH.CH3); 3.81 (ddd, 1H,
Hs6.=4.6, Hsep=2.7, J54=9.6, Hs); 2.08, 2.01, 2.00, 1.82 (4s, 12H, 4xCHsCO); 1.435 (t, 3H,
OCH,CHs)

13C-RMN (100MHz, CeDs, 8(ppm), 308 °K): 170.83, 170.20, 169.45, 169.22 (4C, 4xCHsCO);
159.66 (1C, C7 sau C8); 130.40 (1C, C10); 119.00 (1C, C11); 118.46 (1C, C12); 112.66 (1C, C14);
88.26 (1C, C1); 76.65 (1C, C5); 73.55 (1C, C3); 67.52 (1C, C4); 66.79 (1C, C2); 63.95 (1C,
OCH,CHj5); 61.46 (1C, C6); 20.63, 20.53, 20.47, 20.38 (4C, 4xCH3CO0); 14.73 (1C, OCH2CH3)
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111.6.1. Argumente privind structura compusilor sintetizati
A. Argumentarea structurii sulfonelor protejate prin spectroscopie IR

Din analiza spectrelor IR ale sulfonelor protejate sintetizate (tabelul 19) se poate concluziona
ca Intreaga serie prezintd anumite caracteristici comune, care scot in evidentd prezenta legaturilor
0=S=0, confirmand astfel succesul reactiei de oxidare completd a S-glicozidelor mercaptotriaolilor
substituiti. Astfel vibratia simetricd a acestor legituri este cuprinsi intre 1110 — 1222 cm™ iar cea
asimetrica se regaseste intre 1350 -1357 cm™ [66].

In fiecare caz se confirmi prezenta ciclului triazolic in moleculd, prin benzi cuprinse in
intervalele 1200 — 1253 cm™, 1490 - 1500 cm™ (unde banda corespunzitoare ciclului triazolic se
suprapune cu cea a ciclului aromatic, deci benzile sunt mai intense) [67]. In unele cazuri (SBer7Pag,
SBerl15Pag, SBer12Pag, SBerl3Pag ) se observi si banda de la 1037 — 1043 cm™ caracteristica
inelului triazolic [68]. Toate sulfonele protejate ce contin in moleculd un ciclu aromatic prezinta
benzi caracteristice acestuia in intervalele 1490 - 1552 cm™ (unde se suprapun cu cele datorate
ciclului triazolic) si cele cuprinse in intervalul 3000 -3100 cm™, cu variatiuni datorate pozitiei si
gradului de substitutie a ciclului aromatic. O altd caracteristicd generala a sulfonelor protejate este
banda de absorbtie bine conturatd, de intensitate mare, datorata vibratiei legaturii C=0 caracteristica
grupdrilor protectoare acetat, cuprinsi intre 1748 -1753 cm™ [66].

Vibratiile legaturii C-S nu se pot discerne cu precizie in nici una din clasele de compusi,
fiind de intensitate foarte slaba.

Tabelul 19. Caracteristici comune in spectrele IR ale sulfonelor protejate sintetizate

Produs Vtriazol (CM™) | Vinelaromatic | Vso2(s) (€M) | vsoz@) (cM™?) | ve=o(acetil)

(cm™) (cm™)
SBerlPag 1221 f.i 1552 s 1107 m 1350 m 1750 f.i
SBer2Pag 1253 i 1501 s 1222 i 1374 s 1752 f.i
SBer3Pag 1253 m 1501 m 1222 i 1374 m 1753 f.i
SBer7Pag 1238 f.i 1493 m p-ClI 1111 1356 i 1753 f.i
SBer9Pag 1222 f.i 1502 o-ClI 1154 m 1334-1354 1752 f.i

m
SBer12Pag 1228 i 1501 m 1124 - 1161 1357 m 1748 f.i
m

SBer13Pag 1226 i 1501 m 1125 s-m 1357 m 1747 f.i
SBerl4Pag 1221 f.i 1502 m 1122 m 1357 m 1751 f.i
SBer15Pag 1221 f.i 1489 s 1119 m 1355 m 1749 f.i

B. Argumentarea structurii sulfonelor protejate prin spectroscopie UV

Din analizarea spectrelor UV ale sulfonelor se constatd ca in cazul in care radicalul fenil al
agliconului are un substituent de tip alchil, o-alchil sau halogen, absorbtiile se deplaseaza spre
lungimi de undi mai mici (tabelul 20). Valorile mari, de ordinul 10* ale coeficientului de extinctie
aratd ca absorbtiile corespund unor tranzitii permise foarte probabile.

Benzile de absorbtie in UV fiind situate la 250 - 260 nm, sunt caracteristice moleculelor cu
duble legituri, tranzitiilor de tip m - 7, n - o sin - m, datorate prezentei ciclurilor heteroatomice cu
electroni neparticipanti.
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Tabelul 20. Caracteristici UV ale sulfonelor protejate sintetizate
Aglicon S-BerPag

A (nm) €
1 248.5 | 20114
2 253.5 | 19528
3 266.0 | 37656
7 227.0 | 15400
9 268.5 | 4300

12 268 | 27608
13 267 | 28888
14 269.0 | 16600
15 269.0 | 16600

C. Argumentarea stucturii sulfonelor obtinute prin spectroscopie RMN

a. Configurayia centrului anomeric — Reactia de oxidare completd a atomului de sulf din
pozitia anomerica a restului glucozidic peracetilat nu a influentat geometria centrului anomeric.
Aceasta afirmatie este confirmati prin valorile constantelor de cuplaj 3J12 ale celor 9 sulfone
sintetizate, care se plaseaza in intervalul 8.6 — 9.6 Hz. Aceste valori ridicate indica o relatie Hiax-
Hoax pentru toti compusii. Prin urmare toate sulfonele sintetizate sub forma lor protejatda sunt 3-S-
glicozide.

b. Conformaysia ciclului piranozic - Conformatia ciclului piranozic in toate sulfonele
protejate sintetizate este “Cy, fapt atestat de constantele de cuplaj ®J intre Hz, Hs, Ha si Hs, care au
toate valori cuprinse in intervalul 8.6 — 9.6 Hz (vezi descrierea completa a spectrelor RMN la fiecare
compus).

C. Deplasari caracteristice in seria sulfonelor peracetilate — Hi din pozitia anomerica este
usor de atribuit deoarece in toate spectrele *H-RMN ale seriei S-BerPag se prezinti sub forma de
dublet cu constanta de cuplaj mare in intervalul 4.86 — 4.96 ppm. Deplasarile chimice ale protonilor
H> — Hs se plaseaza in intervalul 5.02 — 5.93 ppm, pentru intreaga serie S-BerPag, identitatea lor
stabilindu-se prin experimentul COSY. Hs se prezinta sub forma de dublet de dublet de dubleti sau
de multiplet, avand deplasarea chimicd cuprinsa in domeniul 3.75 — 3.82 ppm. Protonii gruparii
hidroximetil de la C6 (figura 8) sunt notati arbitrar Ha si Hby, identitatea lor stabilindu-se prin
experimentul COSY, fiecare dintre ei prezentdnd doud constante de cuplaj.

OAc N—N 10 11pg
6 o 7 /2 1\
o
AcO7 5 \\S/Q4 538 9 12
AcO 2 N\ NH
o 14 13

3 OAc 1
Figura 8. Numerotarea atomilor de carbon in scopul interpretarii spectrelor RMN

Deplasarea chimica a protonului Hep se afla cuprinsa in intervalul 4.06 — 4.17 ppm. Protonii
corespunzatori nucleului aromatic din toate sulfonele analizate se plaseaza toti in intervalul 6.95 —
8.1 ppm. Toti protonii grupdrilor protectoare acetat se plaseaza intre 1.80 — 2.40 ppm. Atribuirea
identititii atomilor de carbon in spectrul *C-RMN s-a stabilit in urma efectuirii experimentelor
HETCOR, HMQC, HMBC si APT. In cele mai multe cazuri detectarea atomilor C7 si C8 in spectrul
13C-RMN a esuat, fie din cauza cantititii prea mici de proba supusi analizei, fie din cauza timpului
insuficient de achizitie (analizd mai scumpa).

126

BUPT



111.7. SULFONE DEPROTEJATE ALE GLICOZIDELOR S-MERCAPTO-1,2,4-
TRIAZOLILOR SINTETIZATI

Toate sulfonele obtinute din tioglicozidele mercaptotriazolilor au fost deprotejate dupa
aceeasi metoda descrisa in partea experimentald a capitolului II, paragraful 11.2.3. S-a ales acelasi
procedeu Zemplen, introducerea de sodiu metalic in solutia metanolica a compusului de interes,

datorita randamentului cantitativ obtinut si manipularii facile ulterioare a masei de reactie.

S Berl Glu

OH O N—N
AN 9()
HO \
OH O NH

Denumire: S-B-D-glucopiranozil-5-fenil-1,2,4-triazol sulfona

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) AcOEt: MeOH =8.5:1.5
Randament = 95% P.t. (°C) = 210-214
Rf = 0.35 (AcOEt:MeOH = 8:2) (-)ESI-HCT-MS: m/z = 370.0 [M-H]

(+)ESI-HCIT-MS: m/z = 372.0 [M+H]*, m/z = 394.0 [M+Na]*
U.V.(;xmax(nm),SmaxyMEOH) = 2470, 10514

I.R.(cm™): 590 f.s., 695 f.s., 825 s, 1051 s, 1142 s, 1318 s, 1555 s, 1568 s, 2873 5, 3591 m
IH-NMR (300 MHz, DMSO-dt, 5(ppm), J(Hz)):lipsi

13C-NMR(75 MHz, DMSO-db, §(ppm)): lipsd

S Ber2 Glu

OH o o N—N
e SO
OH O NH

Denumire: S-B-D-glucopiranozil-5-p-tolil-1,2,4-triazol sulfoni

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) AcOEt:MeOH =9:1
Randament = 98 % P.t. (°C) = 156-158
Rt = 0.45 :(ACOEt:MeOH = 8:2) (-)ESI-HCT-MS: m/z = 384.0 [M-H]

(+)ESI-HCIT-MS: m/z = 386.0 [M+H]*, m/z = 408.0 [M+Na]

U.V.(Amax(NM),emax, MeOH) = 253.5; 14544

I.R.(cm™): 548.64 m; 590.11 s; 659.57 m; 751.13 s; 828.27 s; 1099.23 m; 1144.55 m; 1313.29 m;
1431.89 m; 1563.02 m; 1719.23 s; 1918.9 f.s.; 2863.77 m; 2920.66 m; 3288.04 m

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d®, 8(ppm), J(Hz)): 7.92 (d, 2H, J11,10= J1314=8.11, H11, Hi3); 7.33 (d,
2H, J1011=J1413=8.11, Hio, Hi4); 4.63 (d, 1H, J12=9.1, Hjy); 3.87 (s, 1H, NH); 3.60 (dd, 1H,
J21=023=9.1, Ho); 3.54-3.59 (m, 1H, Hea); 3.39 (dd, 1H, Jebea=12.1, Jen5=5.2, Hen); 3.3 (dd, 1H,
J32=J34=9.1, H3); 3.23-3.29 (m, 1H, Hs); 3.10 (dd, J43=J45=9.1, Ha)

13C-RMN (75 MHz, DMSO-d®, 8(ppm)): 129.40 (2C, Ca1, Ci3); 126.02 (2C, C1o, C14); 91.41 (1C,
C1); 81.47 (1C, ?); 77.20 (1C, ?); 69.76 (1C, ?); 60.44 (1C, Cs); 20.87 (1C, CHy).
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S Ber3Glu

“-—4 )—@—o CH,

Denumire: S-(B-D-glucopiranozil)-5 —(p-metoxifenil)-1,2,4-triazol sulfona

Aspect: (spuma alba, MeOH); FC(SiO2) AcOEt:MeOH = 2:1
Randament = 96 % P.t. (°C) = 118-120
= 0.65 (ACOEt:MeOH =1:1) (-)ESI-HCT-MS: m/z = 400.0 [M-H]

(+)ESI-HCIT-MS: m/z = 402.0 [M+H]*, m/z = 424.0 [M+Na]

U.V.(Amax(nm),emax, MeOH) = 253.5, 14544

I.R.(cm™): 532.25 s; 656.64 s; 835.99 s; 1024.98 s; 1104.05 s; 1254.47 s; 1337.39 s; 1431.89 s;
1507.1s; 1615.09 s; 2855.1 s; 2924.52 m; 3287.07 s; 3728.69 fs

!H-RMN (400 MHz, DMSO-d®, 8(ppm), J(Hz), 308 °K): 7.97 (d, 2H, J11,10=J13.14=8.98, H11, H13);
7.12 (d, 2H, J1011=J14,13=8.98, H1o, H14); 4.68 (d, 1H, J1,,=9.57, H1); 3.84 (s, 3H, OCHy); 3.65 (dd,
1H, J»3=8.98, J12=9.57, Hz); 3.55 (dd, 1H, Jeaep=11.9, Jea5=1.9, Hea); 3.38 (dd, 1H, Jenea=12,
Job,5=5.6, Hep); 3.30 (dd, 1H, J32=J34=8.8, H3); 3.26 (ddd, 1H, J56.=1.9, J56vb=5.6, J54=9.3, Hs); 3.11
(dd, 1H, J45=8.98, J43=9.17, Ha);

13C-RMN (100 MHz, DMSO-d®, &(ppm), 308 °K): 161.26 (1C, Ci2); 158.36 (1C, C7 sau Cs);
128.15 (2C, Cy1, C13); 114.58 (2C, Cio, C14); 91.07 (1C, Cy); 81.64 (1C, Cs); 77.46 (1C, C3); 69.52
(1C, C2); 69.12 (1C, C4); 60.50 (1C, Cs); 55.37 (1C, OCHa)

S Ber7Glu

ﬁ 9 u >CH ~o{O)-a

Denumire: S-B-D-glucopiranozil5—(4-cloro-fenoximetil)-1,2,4-triazol sulfoni

Aspect: (cristale albe, MeOH); FC(SiO2) AcOEt:MeOH = 2:1
Randament = 97 % P.t. (°C) = 119-121
= 0.38 (ACOEt:MeOH =2:1) (-)ESI-HCT-MS: m/z = 434.4 [M-H]

(+)ESI-HCIT-MS: m/z = 436.5 [M+H]*, m/z = 458.5 [M+Na]

U.V.()\‘max(nm),gmax,MEOH) = 228, 10144

I.R.(cm™): 647 s, 827 s, 1054 s, 1102 s, 1243 s, 1319 s, 1491 s-m, 2937 s, 3400 m-i

'H-RMN (400 MHz, DMSO-d®, 8(ppm), J(Hz), 308 °K): 7.37 (d, 2H, J11,10=J1314=9.0, Hi1, Ha3);
7.09 (d, 2H, J10,11=J1413=9.0, H1o, H14); 5.31 (s, 2H, -CH20-); 4.65 (d, 1H, J42=9.2, H1); 3.62 (dd,
1H, J21=J23=9.2, H2); 3.48 (dd, 1H, Jeaer=11.96, Jea5=2.03, Hea); 3.37 (dd, 1H, Jenea=11.96,
Job5=5.24, Hep); 3.29 (dd, 1H, J32=J34=9.2, Hs); 3.21 (ddd, 1H, J56.:=2.03, J560=5.24, J54=9.2, Hs);
3.10 (dd, 1H, J43=J45=9.2, Ha);

13C-RMN (100MHz, DMSO-d®, 8(ppm), 308 °K): 171.83 (1C, Cy); 158.18 (1C, C7 sau Cg); 156.32
(1C, Cg sau Cy); 129.27 (2C, Cio, C14); 116.66 (2C, C11, C13); 91.10 (1C, Cy); 81.60 (1C, Cs); 77.43
(1C, C3); 69.41 (1C, Cy); 69.01 (1C, C4); 62.83 (1C, OCHy); 60.36 (1C, Ce).
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S Ber9Glu

= o)

Denumire: S-B-D-glucopiranozil-5-(orto-cloro-fenil)-1,2,4-triazol sulfona

Aspect: (cristale albe MeOH); FC(SiO2): ACOEt:MeOH =4:1;
Randament = 85%; P.t.(°C) = 118-120
Rr= 0.10 (Tol:AcOEt = 1:1); (-)ESI-HCIT-MS: m/z = 404.5 [M-H]

(+)ESI-HCIT-MS: m/z = 406.5 [M+H]*, m/z = 428.5 [M+Na]"

U.V.(Amax(Nm),emax, MeOH) = 221.0; 11400

I.R. (cm™): 7435, 1034 s, 11255, 1269 s, 1401 s, 1459 s, 1641 s, 2704 s, 2762 S, 2925 5, 3410 m
'H-RMN (300 MHz, DMSO-d®, §(ppm), J(Hz); T=363°K): 7.78 (d, 1H, Hi3); 7.66-7.43 (m, 3H,
Hio-H12); 4.68 (m, 3H, J12=9.3; Hi); 3.73(d, 1H, J21=J23= 9.3; H2); 3.58 (dd, 1H, Jeas=2.4;
Jea,6b=11.6; Hea); 3.42 (dd, 1H, Jen5=2.4; Jenea=11.6; Hep); 3.36 (dd, 1H, J34=J32=9.3; H3); 3.28
(dddd,1H,1H, Js6.=2.4, J56=5.5, J54=10.0; Hs); 3.16 (dd, 1H, J45=10.0 J43=9.3; Hs)

13C-RMN (75 MHz, DMSO-d® §(ppm), T=363°K): 131.41;130.40; 130.36; 127.0 (4C, C10-C13);
91.23 (1C, C1); 81.77 (1C, C5); 77.53 (1C, C3); 69.51 (1C, C4); 69.13 (1C, C2); 61.51 (1C, C6)

S Berl2 Glu
DS LT
OH O

Denumire: S-B-D-glucopiranozil-5—(4-butoxifenil)-1,2,4-triazol sulfoni

Aspect: (spuma alba, MeOH); FC(SiO2) AcOEt:MeOH =8.5:1.5
Randament = 90% P.t. (°C) = 140-142
Rf= 0.35 (ACOEt: MeOH= 4:1) (-)ESI-HCT-MS: m/z = 442.0 [M-H]

(+)ESI-HCIT-MS: m/z = 444.0 [M+H]*, m/z = 466.0 [M+Na]*
U.V.(Amax(nM), emax MeOH) = 262, 17614

I.R.(cm™): 541.89 s, 665.32 s, 835.99 s, 1061.62 s, 1106.94 m, 1251.58 m, 1317.14 s,
1434.78 m, 1614.13 s, 2871.49 s, 2933.2 s-m, 2957.3 5, 3392.17 m

IH-NMR (400 MHz, DMSO-dS, 3(ppm), J(Hz), 308 °K): lipsa.

13C-NMR(100 MHz, DMSO-db, 3(ppm), 308 °K): lipsi
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S Berl3 Glu

OH o N—N
«f ;O {
\
OH O NH

Denumire: S-(B-D-glucopiranozil)-5-(para-benziloxi-fenill)-1,2,4-triazol sulfona

Aspect: (spuma alba, MeOH); FC(SiO2) AcOEt:MeOH = 8.5:1.5
Randament = 98 % P.t. (°C) = 158-160
Rf=0.35 :(AcOEt: MeOH=4:1) (-)ESI-HCT-MS: m/z = 476.0 [M-H]

(+)ESI-HCIT-MS: m/z = 478.0 [M+H]*, m/z = 500.0 [M+Na]*

U.V.O\,max(nm),Smax,MEOH) =263, 25346

I.R.(cm™): 542.86 s; 647.96 s; 750.17 s; 834.06 s; 1020.16 s; 1105.98 s; 1246.75 s; 1434.78 s;
1616.13 s; 2871.49 s; 3420.14 s

IH-RMN (400 MHz, DMSO-d®, 8(ppm), J(Hz), 308 °K): 7.96 (d, 2H, J1011=J1413=9.0, H1o, Hu4);
7.50-7.31 (3m, 5H, CeHs); 7.20 (d, 2H, J11,10=J14,13=9.0, H11, H13); 5.20 (s, 2H, OCH2C¢Hs); 4.68 (d,
1H, J12=9.1, H1); 3.65 (dd, 1H, J21=J23=9.1, H2); 3.55 (dd, 1H, Jeaep=11.9, Jea5=1.9, Hea); 3.37 (dd,
1H, Jeb,ea=11.9, Jeb5=5.5, Heb); 3.30 (dd, 1H, J32=J34=9.1, Hz); 3.25 (ddd, 1H, Js56.=1.9, J56p=5.5,
J5,4:9.1, Hs); 3.11 (dd, 1H, .]4,5: .]4,3:9.1, H4);

13C-RMN (100 MHz, DMSO-d®, 3(ppm), 308 °K): 160.30 (1C, C2); 136.50 (1C, Cy); 126.14 (2C,
C10, C14); 132.58, 130.55, 128.73, 127.81, 127.35 (5C, CeHs); 114.98 (2C. C11, C13); 90.95 (1C,
C1); 81.63 (1C, C5); 77.40 (1C, C3); 69.47 (1C, C2); 69.36 (1C, OCH,CsHs); 69.04 (1C, C4); 60.42
(1C, C6).

S Ber 14 Glu

OH o O N—N
HO S/:' \ 4N 0-C,Hs
OH O

Denumire: S-B-D-glucopiranozil-5-(para-etoxifenil)-1,2,4-triazol sulfona

Aspect: (spuma alba, MeOH); FC(SiO2) AcOEt:MeOH =9.5:1
Randament = 89 % P.t. (°C) = 140-142
Rf = 0.45 :(AcOEt:MeOH = 8:2) (-)ESI-HCT-MS: m/z = 414.0 [M-H]

(+)ESI-HCIT-MS: m/z = 416.0 [M+H]*, m/z = 438.0 [M+Na]*, m/z = 454.0 [M+K]*
U.V.(Amax(hm),emax, MeOH) 260.5; 32800

I.R.(cm™): 542.86 s; 663.3 s; 1045.23 s; 1110.8 s; 1250.61 s; 1433.82 s; 2878.24 5; 2981.41 s ;
3397.96 s

'H-RMN (400 MHz, DMSO-d®, 8(ppm), J(Hz), 308 °K): 7.95 (d, 2H, J=8.8, Hi1, Hi3); 7.10 (d,
2H, J=8.8, Hio, His); 4.69 (d, 1H, J=9.0, H1); 4.11 (g, 2H, J=7.0, OCH.CHz3); 3.65 (dd, 1H,
J21=J23=9.0, Hy); 3.55 (dd, 1H, Jeaer=11.9, Jea5=2.0, Hea); 3.31 (dd, 1H, Jenea=11.9, Jeb,5=5.6, Heb);
3.28 (dd, 1H, J32=J34=9.0, H3); 3.25 (ddd, 1H, J56a=2.0, J560b=5.6, J54=9.0, Hs); 3.11 (dd, 1H, Jas=
J43=9.0, Ha);

13C-RMN (100 MHz, DMSO-d®, &(ppm), 308 °K): 160.54 (1C, C7 sau C8); 157.91 (1C, C8 sau
C7); 132.58 (2C, C11, C13); 130.55 (1C, Cy); 128.14 (2C, C10, C14); 114.98 (1C, C9), 91.06 (1C,
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C1); 81.63 (1C, C5); 77.46 (1C, C3); 69.52 (1C, C2); 69.13 (1C, C4): 63.36 (1C, OCH2CHs); 60.51
(1C, C6): 14.51 (1C, OCH,CHs)

Berl5 Glu
OH o O_<N_[\<
HO”& \ \_J
HO
0—C,Hs
Denumire: S-B-D-glucopiranozil-5-(meta-etoxifenil)-1,2,4-triazol sulfona
Aspect: (spuma alba, MeOH); FC(SiO2) AcOEt:MeOH =9.5:1
Randament = 98 % P.t. (°C) = 132-34
Rf = 0.40 (AcOEt:MeOH =8:2) (-)ESI-HCT-MS: m/z = 414.0 [M-H]

(+)ESI-HCIT-MS: m/z = 416.0 [M+H]*, m/z = 438.0 [M+Na]*, m/z = 454.0 [M+K]*
U.V.(Amax(nm),emax, MeOH) = 260.5; 32800

I.R.(cm™): 541.89 s; 647.0 s; 1046.19 s; 1107.9 s; 1236.15 s; 1331.61 s; 1462.74 s; 2926.45 s;
3393.14 m

'H-RMN (400 MHz, DMSO-d®, &(ppm), J(Hz), 308 °K): 7.58, 7.48, 7.1 (3m, 4H, Hio, Hi2, His,
Hi4); 4.71 (d, 1H, J12,=9.1, Hy); 4.11 (q, 2H, J=6.9, OCH.CHg); 3.66 (dd, 1H, J21=J23=9.1, H>); 3.56
(dd, 1H, Jeaep=11.9, Jea5=1.9, Hea); 3.38 (dd, 1H, Jebsa=11.9, Jeb5=5.5, Hen); 3.31 (dd, 1H,
J32=034=9.1, Hg); 3.27 (ddd, 1H, J54=9.1, J56=1.9, J56b=5.5, Hs); 3.11 (dd, 1H, J43=J45=9.1, Ha);
1.37 (t, 3H, J=6.9, OCH.CHb).

13C-RMN (100 MHz, DMSO-d®, 8(ppm), 308 °K): 158.91 (1C, C7 sau C8); 130.42 (1C, C10);
118.60, 117.34, 111.98 (3C, C12, C13, C14); 91.12 (1C, C1); 81.66 (1C, C5); 77.46 (1C, C3); 69.52
(1C, C2); 69.14 (1C, C4); 63.34 (1C, OCH2CHs3) 60.51 (1C, C6); 14.48 (1C; OCH2CHs3)

111.7.1. Argumente privind structura compusilor sintetizati
A. Argumentarea structurii sulfonelor deprotejate ale tioglicozidelor sintetizate prin
spectroscopie IR

In cazul sulfonelor deprotejate, intensitatea tuturor benzilor de absorbtie scade comparativ cu
analogii protejati, dar caracteristicile dominante se pot observa si in aceste cazuri (tabelul 21).
Astfel se pot distinge benzile caracteristice vibratiei legaturilor O=S=0, curpinse intre 1102 — 1142
cm? pentru vibratia simetricd si 1236 — 1337 cm™ pentru vibratia asimetrici. Se poate evidentia
prezenta in moleculi a ciclului triazolic, datoritd benzilor din intervalele: 1025 -1054 cm™, 1220 cm-
1 1500 cm? (unde se suprapun si absorbtiile caracteristice ciclului aromatic). Absorbtiile
caracteristice inelului aromatic din intervalul 2873 — 2981 cm™ sunt deplasate fati de cele
mentionate in literaturd (~ 3000 cm™). O altd caracteristicd a sulfonelor deprotejate este absenta
benzii din jurul valorii de 1740 cm™ datoratd prezentei grupelor protectoare acetat respectiv
gruparea C=0, si aparitia unei benzi largi, intense, in domeniul 3287 — 3420 cm™ datorati vibratiei
multiplelor legaturi OH din molecula [66].

Vibratiile legaturii C-S nu se pot discerne cu precizie in nici una din clasele de compusi,
fiind de intensitate foarte slaba.

Tabelul 21. Caracteristici comune in spectrele IR ale sulfonelor deprotejate sintetizate
‘ Produs ‘ Vtriazol (CM™1) ‘ Vinel aromatic (CM™) ‘ vsoz(s) (cm™) ‘ vso2() (cm?) ’ vo-H (cm™?) ’
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banda larga
SBerlGlu 1260 s 1555 s 1142 s 1318 s 3591
SBer2Glu 1254 m 1507 s 1104 s 1337 m 3288
SBer3Glu 1254 s-m 1507 s 1104 s 1337 s 3287
SBer7Glu 1243 s-m 1491 s p-Cl 1102 s 1319s 3400
SBer9Glu 1269 s 1488 s o-Cl 1125s 1461 s 3410
SBer12Glu 1251 m 1435 m 1107 s 1317 s 3392
SBer13Glu 1246 s 1507 s 1106 s 1247 s 3420
SBer14Glu 1250 s 1508 s 1110s 1250 s 3398
SBer15Glu 1236's 1482 s 1108 s 1236's 3393

B. Argumentarea structurii sulfonelor deprotejate ale tioglicozidelor sintetizate prin
spectroscopie UV

Din analizarea spectrelor UV ale sulfonelor deprotejate se constatd ca in cazul in care
radicalul fenil al agliconului are un substituent de tip alchil, o-alchil sau halogen (tabelul 22),
absorbtiile se deplaseaza spre lungimi de unda mai mici. Coeficientul de extinctie aferent sulfonelor
deprotejate este mult mai mic decat cel calculat pentru partenerii protejati. Valorile mari, de ordinul
10* ale coeficientului de extinctie arati ci absorbtiile corespund unor tranzitii permise foarte
probabile.

Benzile de absorbtie in UV fiind situate la 250 -260 nm, sunt caracteristice moleculelor cu
duble legituri, tranzitiilor de tip © - ©*, N - 6 sin - m , datorate prezentei ciclurilor heteroatomice cu
electroni neparticipanti.

Tabelul 22. Caracteristici ale spectrelor UV ale sulfonelor sintetizate
Aglicon S-BerGlu | S-BerPag
A (nm) € A (nm) €
247.0 | 10514 | 248.5 20114
253.5 | 14544 | 253.5 19528
262.5 | 16358 | 266.0 37656
228 | 10144 | 227.0 15400
9 221.0 | 11400 | 268.5 4300
12 262 | 17614 | 268 27608
13 263 | 25346 | 267 28888
14 260.5 | 32800 | 269.0 16600
15 260.5 | 32800 | 269.0 16600

N WIN (-

C. Argumentarea structurii sulfonelor deprotejate prin spectroscopie RMN

a. Configurasia centrului anomeric — In urma reactiei de deprotejare nu s-a observat
schimbarea configuratiei centrului anomeric. Constantele de cuplaj 3Ji2 ale celor 9 compusi
sintetizati se plaseaza in intervalul 9 - 9.57 Hz ceea ce indica o relatie Hiax-H2ax pentru toti compusii.
Prin urmare toate sulfonele deprotejate sintetizate sunt B-S-glicozide.

b. Conformagia ciclului piranozic - Conformatia ciclului piranozic in toate glicozidele
sintetizate este cel mai probabil “Ci. Certitudinea este completi deoarece existd argumente numerice
experimentale clare pentru 3Ji2, 3J23, 3J3.4, 3Ja5 toate avand valori peste 9Hz.
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Figura 9. Numerotarea atomilor de carbon in interpretarea spectrelor RMN

d. Deplasari caracteristice in seria sulfonelor deprotejate — Hi din pozitia anomerica este
usor de atribuit deoarece in toate spectrele 'H-RMN ale seriei S-BerGlu se prezinti sub formi de
dublet cu constanta de cuplaj mare in intervalul 4.63 — 4.69 ppm, fiind primul semnal in zona
protonilor alifatici. Deplasarile chimice ale protonilor H2 — Hs se plaseazd in intervalul 3.21 — 3.65
ppm, pentru intreaga serie BerGlu, identitatea lor stabilindu-se prin experimentul COSY. Protonii
gruparii hidroximetil de la C6 (figura 9) sunt notati arbitrar Ha si Hp, identitatea lor stabilindu-se
prin experimentul COSY, fiecare dintre ei prezentand doua constante de cuplaj. Deplasarea chimica
a protonului Hea se plaseaza in intervalul 3.38 - 3.59 iar a protonului Hep la 3.31 -3.39 ppm. Protonii
corespunzatori nucleului aromatic din toate S-glicozidele deprotejate se plaseaza in intervalul 7.12 —
7.97 ppm. Lipsa celor 4 singleti corespunzatori gruparilor metil din gruparea acetat din intervalul
1.92 — 2.2 ppm confirma deprotejarea totala a sulfonelor peracetilate. Atribuirea identitatii atomilor
de carbon in spectrul 3C-RMN s-a ficut in urma efectudrii experimentelor HETCOR, HMQC,
HMBC si APT si este certa doar pentru atomii de carbon C1 - C6 din ciclul piranozic. Punerea in
evidenta a atomilor C7 si C8 din ciclul triazolic a fost incertd. Deoarece informatiile furnizate de
experimentele de RMN 1n cazul produsilor deprotejati nu au fost la fel de complete ca cele pentru
produsii peracetilati, s-a impus un studiu suplimentar al structurii derivatilor deprotejati prin
spectrometrie de masa.

D. Argumentarea structurii sulfonelor deprotejate ale tioglicozidelor sintetizate prin
spectroscopie de masa

S-BER1GLU: S-B-D-glucopiranozil-5-fenil-1,2,4-triazol sulfona

A__ B
s
OH _Q—
EHNO)
OH o} H
HO C
Schema 49

Structura compusului S-BER1GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masia dupa cum
urmeaza:

1) In spectrul de masa MS! efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 372.0
si m/z = 394.0 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]" si [M+Na']*, respectiv formei
protonate si sodiate a ionului molecular.

2) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 370.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H]".

3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 370.0 care a fost
supus fragmentarii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (anexa 11).

4) Analiza spectrului MS? conduce la urmatoarele atribuiri:
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- ionul de la m/z = 352.0 corespunde pierderii unei molecule de apa, [M-H20]
specific compusilor glucidici
- ionul de la m/z = 292.9 corespunde fragmentului [M-CsHs] (schema 49)
- ionul de la m/z = 263.0 corespunde fragmentului [M-CgHs] care pierde o molecula
de formaldehida [M-CesHs-CH20], scindare specifica alcoolilor primari
- ionul de la m/z = 208.0 corespunde fragmentului A
-ionul de la m/z = 144.0 corespunde fragmentului B
lonii de la m/z = 308.0, 169.0 si 160.0 nu au fost atribuiti

S-BER2GLU: S-B-D-glucopiranozil)-5-p-tolil-1,2,4-triazol sulfona

A__ B
Ny
OH (o] H
HO C
Schema 50

Structura compusului S-BER2GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masia dupa cum
urmeaza:

1) In spectrul de masa MS* efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 386.0
si m/z = 408.0 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]" si [M+Na*]*, respectiv formei
protonate si sodiate a ionului molecular.

2) In spectrul de masa MS? efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 384.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H] .

3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 384.0 care a fost
supus fragmentarii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (Anexa 12).

4) Analiza spectrului MS? conduce la urmatoarele atribuiri:

- ionul de la m/z = 366.0 corespunde la pierderea unei molecule de apa din picul
molecular, [M-H20] specific compusilor glucidici

- ionul de la m/z = 222.0, corespunde fragmentului A (schema 50)

- ionul de la m/z = 173.0 corespunde fragmentului C care pierde 3 molecule de apa
(fragment care contine componenta glucidica) specific glucidelor

-ionul de la m/z = 158.0 corespunde fragmentului B

S-BER3GLU: S-(B-D-glucopiranozil)-5—(para-metoxifenil)-1,2,4-triazol sulfona

A__ B
iy
I
OH _ﬁ—<N)—®»0(:H3
OH 0 H
HO C
Schema 51

Structura compusului S-BER3GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum
urmeaza:

1) In spectrul de masa MS* efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenii ionii de la m/z = 402.0
si m/z = 424.0 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]" si [M+Na']*, respectiv formei
protonate si sodiate a ionului molecular.
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2) In spectrul de masa MS! efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 400.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H]".
3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 400.0 care a fost
supus fragmentarii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (anexa 13).
4) Analiza spectrului MS? conduce la urmatoarele atribuiri (schema 51):
- fragmentul de la m/z = 382.0 corespunde la pierderea unei molecule de apa, [M-
H-0] specific compusilor glucidici
- fragmentul de la m/z = 353.9 corespunde la pierderea a doua molecule de apa [M-
2H>0] specific compusilor glucidici
-fragmentul de la m/z = 238.0 corespunde fragmentului A
-fragmentul de la m/z = 190.0 corespunde fragmentului C care pierde doua molecule
de apa [C-2H0], ceea ce este firesc deoarece fragmentul C contine componenta
glucidica
- fragmentul de la m/z = 174.0 corespunde fragmentului B
- fragmentul de la m/z = 118.0 neatribuit

Intensis,
12 174.0

10

8

238.0
0 (]
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Figura 10. Spectrul MS? al compusului S-Ber3Glu

5) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 238 care a fost
supus fragmentarii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (figura 10).

6) Analiza spectrului MS? constata ca fragmentul A pierde o molecula de SOz conducand la
fragmentul B, [A-SO2]
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S-BER7GLU: S-(B-D-glucopiranozil)-5—(4-cloro-fenoximetil)-1,2,4-triazol sulfona

A__ B
OHO (ﬁ N—N H
EAHHOO-
OH D— O H
HO
C
Schema 52

Structura compusului S-BER7GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum
urmeaza:

1) In spectrul de masa MS! efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 436.5
si m/z = 458.5 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]" si [M+Na']*, respectiv formei
protonate si sodiate a ionului molecular.

2) In spectrul de masa MS* efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 434.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H]".

3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 434.0 care a fost
supus fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (anexa 14).

4) Analiza spectrului MS? conduce la urmatoarele atribuiri:

- ionul de la m/z = 415.9 corespunde pierderii unei molecule de apa, [M-H.Q]
specific compusilor glucidici

- ionul de la m/z = 398.0 corespunde pierderii unei noi molecule de apa, [M-2xH.Q]
specific compusilor glucidici

-ionul de la m/z = 271.8 corespunde fragmentului A (schema 52)

-ionul de la m/z = 223.9 corespunde pierderii unui atom de oxigen (pierdere
mentionata in literatura in cazul sulfonelor) si a 3 molecule de apa (deoarece contine
agliconul glucidic) din ionul de fragmentare C [C-[O]-3xH20]

-ionul de la m/z = 207.9 corespunde fragmentului B sau poate proveni din ionul de
fragmentare A care pierde o molecula de SO2 [A-SO2]

-ionul de la m/z = 127.0 corespunde fragmentului H

-ionul de la m/z = 165.8 nu a fost atribuit

S-BER9GLU: S-(B-D-glucopiranozil)-5-(orto-cloro-fenil)-1,2,4-triazole sulfona

A__B
NI
OH —-S—
T Ny
OH o) H
HO C M cl
Schema 53

Structura compusului S-BER9GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum
urmeaza:

1) In spectrul de masa MS* efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 406.5
si m/z = 428.5 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]" si [M+Na']", respectiv formei
protonate si sodiate a ionului molecular.

2) In spectrul de masa MS* efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 404.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H]".
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3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 404.0 care a fost
supus fragmentarii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (Anexa 15).

4) Analiza spectrului MS? conduce la urmatoarele atribuiri (schema 53):
- ionul de la m/z = 386.0 corespunde pierderii unei molecule de apa, [M-H.O]
specific compusilor glucidici
- ionul de la m/z = 367.9 corespunde pierderii a douda molecule de apa, [M-2xH.Q]
specific compusilor glucidici sau ionilor de fragmentare ce contin componenta
glucidica
-ionul de la m/z = 293.9 corespunde fragmentului M
- ionul de la m/z = 242.0 corespunde fragmentului A
- ionul de la m/z = 194.0 poate proveni din fragmentul M care pierde pe rand ciclul
triazolic, o molecula de apa si un atom de oxigen [M-Trz-O-H20]
- ionul de la m/z = 177.9 corespunde fragmentului B

fis.
1780

157
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\ 2420
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Figura 11. Spectrul MS? al compusului S-Ber9Glu

5) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 242.0 care a fost
supus fragmentarii prin CID, obtinandu-se spectrul MS® (Figura 11). Analiza spectrului MS® arati
ca fragmentarea ionului de la m/z = 242.0 conduce la fragmentul B prin pierderea unei molecule de
SO,, [A-SO2].

S-BER12GLU: S-(B-D-glucopiranozil)-5—(para-butoxifenil)-1,2,4-triazol sulfona

A__B
ol
OH —g— -
ﬁ kN)—@o C4Hg
OH o H
HO c
Schema 54

Structura compusului S-BER12GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum
urmeaza:

1) In spectrul de masa MS* efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 444.0
si m/z = 466.0 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]" si [M+Na']", respectiv formei
protonate si sodiate a ionului molecular.

2) In spectrul de masa MS* efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 442.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H]".
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3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 442.0 care a fost
supus fragmentarii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (anexa 12).
4) Analiza spectrului MS? conduce la urmatoarele atribuiri:
- ionul de la m/z = 424.0 corespunde pierderii unei molecule de apa din ionul
molecular, [M-H20] specific compusilor glucidici
- ionul de la m/z = 280.0 corespunde fragmentului A (schema 54)
-ionul de la m/z = 216.0 corespunde fragmentului B
lonii de la m/z = 364.0, 330.1 si respectiv 232.1 nu au putut fi izolati spre a fi fragmentati mai
departe si sunt neatribuiti.

S-BER13GLU: S-(B-D-glucopiranozil)-5—(para-benziloxi-fenil)-1,2,4-triazol sulfona

A__ B
s
EALI-O-p-O
OH (6] H
HO C H
Schema 55

Structura compusului S-BER13GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum
urmeaza:

1) In spectrul de masa MS* efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 478.0
si m/z = 500.0 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H] si [M+Na], respectiv formei protonate
si sodiate a ionului molecular.

2) In spectrul de masa MS* efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 476.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H].

3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 476.0 care a fost
supus fragmentarii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? (anexa 17).

4) Analiza spectrului MS? conduce la urmatoarele atribuiri:

- ionul de la m/z = 458.0 corespunde pierderii unei molecule de apa din ionul
molecular, [M-H20] specific compusilor glucidici
- ionul de la m/z = 384.9 corespunde fragmentului H
- ionul de la m/z = 366.9 corespunde pierderii unei molecule de apa din fragmentul H
[H-H20]
- ionul de lam/z = 346.0 nu a fost atribuit
- ionul de la m/z = 313.9 corespunde fragmentului A (schema 55)
- ionul de la m/z = 250.0 corepunde fragmentului B
- ionul de la m/z = 227.1 corespunde fragmentului C
- ionul de la m/z = 175.0 corespunde pierderii unui atom de oxigen (caracteristic
sulfonelor) si a doua molecule de apa (justificabila, deoarece fragmentul contine
partea glicozidica) din fragmentul C, [C-O-2xH20]
- ionul de la m/z = 159.0 corespunde pierderii de glicozil si dioxid de sulf din
fragmentul H, [H-C¢H1105-SO2]
5) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 385.0 (fragmentul M) care
a fost supus fragmentarii prin CID, obtinandu-se spectrul MS® (Figura 12). Analiza spectrului MS®
conduce la urmatoarele atribuiri:
-ionul de la m/z = 366.9 corespunde pierderii unei molecule de apa din fragmentul H,
[H-H20]
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-ionul de la m/z = 222.9 corespunde pierderii restului glucidic din fragmentul H, [H-
CeH110s]

-ionul de la m/z = 175.0 corespunde la o fragmentare drastica ce are ca si consecinta
pierderea inelului aromatic, a inelului heterociclic, a unui atom de oxigen si a doua
molecule de apa din ionul precursor H, [H-(CsH4O)-(C2N3H)-O-2xH20]

Intensjg,
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Figura 12. Spectrul MS?® al compusului S-Ber13Glu

S-BER14GLU: S-(B-D-glucopiranozil)-5-(para-etoxifenil)-1,2,4-triazol sulfona

A__ B
OH N—N
o) (0]
1}
OH —§—-JZ\ /&L—~<:::>>—o--cyg
OH o N
HO ¢ H

Schema 56

Structura compusului BER14GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum urmeaza:

1) In spectrul de masa MS! efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 416.0,

m/z = 438.0 si respectiv m/z = 454.0 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H*]*, [M+Na*]" si
[M+K*T*, respectiv formei protonate, sodiate si potasiate a ionului molecular.

2) In spectrul de masa MS* efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 414.0

ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H]".

3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 414.0 care a fost

supus fragmentarii prin CID, obtinandu-se spectrul MS2.(ANEXA 18)

4) Analiza spectrului MS? conduce la urmatoarele atribuiri:
- ionul de la m/z = 396.1 corespunde pierderii unei molecule de apa din ionul
molecular (pierdere caracteristica compusilor glucidici)
- ionul de la m/z = 386.1 corespunde fragmentului H (schema 56)
- ionul de la m/z = 251.9 corespunde fragmentului A
- ionul de la m/z = 203.9 este neatribuit
- ionul de la m/z = 187.9 corespunde fragmentului B
- ionul de la m/z = 174.9 corespunde pierderii unui atom de oxigen si a doua molecule
de apa din fragmentul C, [C-O-2xH20]
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-ionul de la m/z = 118.1 poate rezulta din fragmentul B prin piederea succesiva a
radicalului etil si a fragmentului C(=N)NH, [C-C2Hs-(C(=N)NH)]

Intensjg,

187.9

30

201

10

252.0

0 T T T T T T T T T t T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 400 miz

Figura 13. Spectrul MS?® al compusului S-Ber14Glu

5) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 396.0 care a fost
supus fragmentarii prin CID, obtinandu-se spectrul MS?® (Figura 12). Analiza spectrului MS®
conduce la urmatoarele atribuiri:

-ionul de la m/z = 251.9 corespunde fragmentului A
-ionul de la m/z = 187.9 corespunde fragmentului B

S-BER15GLU: S-(B-D-glucopiranozil)-5-(meta-etoxifenil)-1,2,4-triazol sulfona

Schema 57

Structura compusului BER15GLU a fost confirmata prin spectrometrie de masa dupa cum urmeaza:
1) In spectrul de masa MS! efectuat in mod ion pozitiv, sunt prezenti ionii de la m/z = 416.0,
m/z = 438.0 si respectiv m/z = 454.0 ce corespund ionilor pseudomoleculari [M+H], [M+Na] si
[M+K], respectiv formei protonate, sodiate si potasiate a ionului molecular.
2) In spectrul de masa MS* efectuat in mod ion negativ, este prezent ionul de la m/z = 414.0
ce corespunde ionului pseudomolecular [M-H].
3) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 414.0 care a fost
supus fragmentarii prin CID, obtinandu-se spectrul MS?(anexa 19).
4) Analiza spectrului MS? conduce la urmatoarele atribuiri:
-ionul de la m/z = 395.9 corespunde pierderii unei molecule de apa din ionul
pseudomolecular [M-H-H20]
- ionul de la m/z = 383.1 corespunde pierderii gruparii hidroximetil (scindare o a
alcoolilor) din ionul pseudomolecular [M-H-CH,OH]
-ionul de la m/z = 369.1 corespunde fragmentului H (schema 57)
- ionul de la m/z = 359.1 nu a fost atribuit
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- ionul de la m/z = 251.9 corespunde fragmentului A
- ionul de la m/z = 187.9 corespunde fragmentului B

Intendg,
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Figura 14. Spectrul MS? al compusului S-Ber15Glu

5) Operandu-se in mod ion negativ s-a izbutit izolarea ionului de la m/z = 396.0 care a fost
supus fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS® (Figura 13). Analiza spectrului MS3
conduce la urmatoarele atribuiri:

- ionul de la m/z = 251.9 corespunde fragmentului A
- ionul de la m/z = 187.9 corespunde fragmentului B
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111.8. CONCLUZII

S-fenil-tioglicozidele pot fi oxidate, asa dupa cum s-a aratat in capitolul I11.2, atat la
sulfoxizi cat si la sulfone, cu randamente medii spre foarte bune, functie de conditiile de reactie
alese. Problemele care apar si care fac obiectul atat de multor variante de oxidare sunt legate de
integritatea grupelor protectoare, de definitivarea reactiei si de obtinerea unui singur produs de
oxidare. Din acest motiv, s-a ales incercarea mai multor variante de oxidare pe compusi model, cu
structurda similara cu a celor de interes, pentru a stabili cele mai bune condifii si cele mai mari
randamente in reactia de oxidare. Acesti compusi model, S-fenil-tioglicozidele 1A, 2A, 3A si
respectiv 4A (paragraful II1.3) nu sunt reactivi de catalog; ei au fost sintetizati si caracterizati mai
intai, dupd cum se arata in paragrafele I11.3.1 si I11.3.2. Odata stabilite conditiile de oxidare pentru
acesti compusi model, s-a 1incercat aceeasi recepturd pentru oxidarea S-glicozidelor
mercaptotriazolilor. Aceasta nu a dus la rezultatele scontate, aparand diverse probleme datoritd
prezentei in moleculd a ciclului triazolic. In continuare se prezinti modalititile prin care s-au
explicat aceste nereusite. Metodele de oxidare care au dus la obtinerea sulfonelor dorite se rezuma
la:

- oxidarea cu oxona,

- oxidarea cu apa oxigenata in diverse variante

- oxidarea cu acid metacloroperoxibenzoic

- oxidarea cu permanganat de potasiu

Dintre toate variantele Incercate, cea mai des utilizata a fost in final oxidarea cu acid
metacloroperoxibenzoic, ce a dus la rezultatele cele mai bune din punct de vedere al randamentului
si al prelucrarii masei de reactie. Prin aceastd metoda s-au obfinut un numar de 9 sulfone ale S-
glucozidelor 3-mercapto-1,2,4-triazolilor-5-substituiti, iar apoi, in urma deprotejarii, un alt set de
noua compusi glucozilati, complet caracterizati fizico-chimic.

Oxidarea completa si structura compusilor investigati s-a confirmat printr-o multitudine de
metode spectrometrice. Astfel, din analiza spectrelor IR ale sulfonelor, atat in seria celor protejate
cat si 1n a celor deprotejate se observa benzile corespunzatoare vibratiei legaturii S=0, atat simetrica
(1170 — 1222 cm™ pentru seria S-BerPag si 1104 — 1142 cm™ pentru seria S-BerGlu) cat si
asimetrica (1334 — 1374 cm™* pentru seria S-BerPag si 1250 — 1317 cm™® pentru seria S-BerGlu). in
seria sulfonelor protejate se observa clar banda corespunzatoare vibratiei legaturii C=O din gruparile
protectoare acetil, in vreme ce in sulfonele deprotejate aceasta nu este prezentd, dar se observa
pregnant o bandi largd dupi domeniul 3400 cm™, in acord cu prezenta in moleculd a mai multor
grupari OH libere.

Analizarea spectrelor UV nu furnizeaza informatii utile cu privire la structura compusilor
obtinuti.

Confirmarea structurii sulfonelor sintetizate a fost efectuata prin spectroscopie RMN, atat de
hidrogen cat si de carbon, in plus efectuandu-se un set suplimetar de spectre COSY, HETCOR
HMQC, HMBC si APT. Se constata astfel ca in urma reactiei de oxidare nu se modificd configuratia
centrului anomeric, toate sulfonele obtinute avand configuratie anomericd . Aceasta afirmatie se
poate justifica prin constantele de cuplaj de peste 8 Hz intre H1 si H2 in fiecare caz investigat.

Conformatia ciclului piranozic in toate sulfonele sintetizate nu a avut de suferit In urma
reactiei de oxidare, fiind cel mai probabil “Ci. Certitudinea este completi deoarece existi argumente
numerice experimentale clare pentru 3J12, 3323, 3Js.4, 3J45. toate avand valori peste 9Hz.

Atribuirea identitatii atomilor de carbon in spectrul *C-RMN s-a ficut in urma efectuirii
experimentelor HETCOR, HMQC, HMBC si APT si este certa doar pentru atomii de carbon C1 -
C6 din ciclul piranozic.
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In cazul sulfonelor deprotejate nu s-au obtinut informatii suficiente din analiza spectrelor
RMN de carbon, de aceea s-a impus o analiza detaliata prin spectrometrie de masa. Astfel s-a izbutit
identificarea tuturor ionilor pseudomoleculari [M+H], [M+Na] si [M+K], in spectrul de masi MS?
efectuat in mod ion pozitiv, iar in spectrul de masa MS! efectuat in mod ion negativ, a fost
identificat de fiecare datd ionul pseudomolecular [M-H]. Acesta a fost izolat si apoi supus
fragmentarii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? pentru toatd seria de sulfone S-BerGlu. Din
analiza spectrelor MS? ale sulfonelor deprotejate se pot desprinde urmitoarele concluzii:

- in toate cazurile se observa fragmentarea tipica compusilor glicozidici, prin care ionul
pseudomolecular pierde una sau mai multe molecule de apa.

- in toate cazurile s-a putut observa scindarea legaturii C-S dintre componenta zaharica si
aglicon, prin punerea 1n evidentd a fragmentului agliconic (A)(vezi caracterizarea completa,
paragraful 111.7.1.D)

- in continuare, din fragmentul agliconic se observa scindarea unei molecule de SOq,
confirmandu-se astfel o datd in plus ca oxidarea atomului de sulf a fost completa.

- In urma fragmentarii se observa si alternativa de scindare a moleculei in care componenta
glucidica, de care este atasatd gruparea SO, pierde una sau mai multe molecule de apa, specific
compusilor glucidici

- pentru cazurile in care substituentii din pozitia 5 a inelului triazolic sunt mai voluminosi (S-
Ber7Glu, S-Ber9Glu, S-Ber13Glu, S-Ber14Glu, S-Berl15Glu), spectrele MS? dau indicatii si cu
privire la scindarea acestora in fragmente mai mici

In unele cazuri (S-Ber3Glu, S-Ber9Glu, S-Berl3Glu, S-Berl4Glu, S-Berl15Glu) si ionul
molecular din MS? a putut fi supus fragmentarii prin CID, obtinandu-se spectrul MS2. si in acest caz
au putut fi identificati ionii rezultati. Astfel se pot identifica cu precizie fragmentele moleculare A si
B, iar intr-un caz (S-Ber13Glu) s-a observat o fragmentare drastica ce are drept consecinta perderea
inelului aromatic, a inelului heterociclic, a unui atom de oxigen si a unei molecule de apa din ionul
precursor.

S-a realizat astfel sinteza si caracterizarea a 18 compusi noi, printr-o metoda de sinteza
optimizata, specifica acestui tip de glicozide.
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_CAPITOLUL IV
TESTAREA ACTIVITATII BIOLOGICE A GLICOZIDELOR S-
MERCAPTOTRIAZOLILOR SUBSTITUITI
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IV.1 TRIAZOLI SI CONGENERI CU ACTIVITATE BIOLOGICA

Incurajati de multitudinea de articole de specialitate ce prezinti activitatea biologicd a
triazolilor si a congenerilor lor, dintre care se prezind pe scurt in tabelul 1 doar o scurta trecere in
revista a articolelor disponibile pe site-ul pubmed, din ultimul an, am decis sd supunem testarii si
compusii BerGlu sintetizati in cadrul acestei teze, mai ales datorita faptului ca in acest caz triazolii
sunt legati de o componentd glucidicd, componentd care, 1n teorie, ar trebui sa faciliteze
compatibilitatea compusilor cu mediul fiziologic.

Tabelul 1. Scurta prezentare a diverselor activitati biologice ale triazolilor si congenerilor lor

Nr Compus Actiune Referinta
N-[3-mercapto-5-(2-thienyl)-1,2,4-triazol-4-yl]-

1 | N'-arylthiourea, 1
5 2-arylamino-5-(2-thienyl)-1,2,4-triazolo[3,4- .. . . 1
b][1.3,4]thiadiazole Activitate antibacteriand  pe
3-arylaminomethyl-5-(2-thienyl)-1,3,4- bacterii gram-pozitive si gram-

3 L 4 negative, 1
oxadiazoline-2-thione activitatea antifungica modesta
4 3-(N-substituted  anilinomethyl)-5-(2-thienyl)- & 1

1,3,4-oxadiazoline-2-thiones

5 3-(4-substituted-1-piperazinylmethyl)-5-(2- 1
thienyl)-1,3,4-oxadiazoline-2-thiones

R2
e "FN\>—SH
6 \/ L, Activitate antimicrobiana buna 2
g N R R'=ph, -CH,Ph, -CH,CH,OMe,
EF _ R” = Substituted Amines

7 ?Hise;gilasggf:tmed-l’z'4-t“a20|0-[3’4-b]1’3’4- Activitate antimicrobiand 3

8 3,5-disubstituted-1,2,4-triazolo-[3,4-b]-5,6- Zﬁglaéezmzntunﬂamatoare 3 3
dihydro-triazolothiadiazoles

9 1,3-bis-imino-[5-(substituted)phenylamino-1,3,4- | Activitate antibacteriana 4
thiadiazol-2-yl-]-5,5-dimethylcyclohexane impotriva bacteriilor gram-

10 1,3-bis-imino-[4-(substituted)phenyl-5-mercapto- | pozitive  (S. aureus, C. 4
1,2 4-triazol-3-yl-]-5,5-dimethylcyclohexane diphtheriae si S. cerevisiae)
(2R,3S)-2-(2,4-difluorophenyl)-3-(5-fluoro- ptflllzgtl fla_ combate(rjea

11 | pyrimidin-4-yl)-1-(1,2,4-triazol-1-yl)butan-2-ol — | IiccHitior Tungice severe, dar 5
(voriconazole) ulterlo.r s-a Qescop§rlt ca are

potential malign serios

12 | 1-[[(2R,3S)-3-(2-chlorophenyl)-2-(4-fluoro-
phenyl)oxiranyl]methyl]-1H-1,2,4-triazole— 6
(epoxiconazole) . - .

13 | 1-(2-(2',4'-Dichlorophenyl)-4-propyl-1,3- gz&quglcéomi%gsglehuntﬁarctﬁ
dioxolan-2-yl-methyl)-1H-1,2,4-triazole- altul 6
(Propiconazole)

14 | 1-(4-Chlorophenyl)-4,4-dimethyl-3-(1,2,4- 5
triazole-1-yl-methyl)pentane-3-ol (tebuconazole)

15 | octanedioic acid hydroxyamide[3-(1-phenyl-1H- | Suprima cresterea celulelor 7
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[1,2,3]triazol-4-yl)phenylJamide

canceroase ale pancreasului

16

9]
il N=N

Me0~ N _JuwanD)
F

@ = dansyl, lissamine, dabsy, etc.
k; = 10* to 10 M 'min"’

Inhiba acetilcolinesteraza

17

2-[4-(4-bromophenyl)-5-(2-furyl)-4H-1,2,4-
triazole-3-yl]Jmercaptomethyl-5-alkyl/arylamino-
1,3, 4-thiadiazoles

Activitate antifungica

18

3-(4-methyl-1,2,3-thiadiazolyl)-6-trichloromethyl
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadizole

Activitate antifungica

10

19

N—N

g a AL _ome
|SWag

|
N

0
25
aryloxyazetidines

Antagonisti de oxitocina

11

De asemenea s-a facut o trecere in revistd a literaturii cu privire la activitatea biologica a S-
glicozidelor mercaptotriazolilor si congenerilor lor, pentru a se confirma interesul cercetarii
mondiale in aceasta directie. Rezultatele sunt prezentate in paragraful urmator.
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IV.2. S-GLICOZIDE AVAND CA AGLICONI TRIAZOLI SUBSTITUITI SI CONGENERI|
LOR

1VV.2.1. Activitate inhibitoare a enzimelor

Glucozidazele sunt enzime ce scindeaza legaturile glicozidice din glicoconjugati, oligo- si
polizaharide, iar modularea actiunii lor poate avea aplicatii terapeutice sau biotehnologice
importante. S-glicozidele sunt candidatii ideali la functia de inhibitori ai acestor enzime, fiind
izostere cu O-glicozidele care sunt subtraturile naturale ale glicozidazelor. O serie de tiozaharuri, S-
glicozide, O,S-oligozaharide sau tioglicozide ce prezinta heterocicluri fie in calitate de agliconi, fie
in calitate de substituenti ai grupelor hidroxil din partea glucidica s-au dovedit inhibitori eficienti
[12].

A) S-glicozide avand ca aglicon tiadiazoli sau tiobenzoxazoli au fost sintetizati pornind de la
glucoza iar activitatea lor inhibitoare asupra enzimelor a fost testatd atat in vitro cat si in vivo. [13].
Compusii care au fost testati si a caror activitate inhibitoare a fost masurata prin raportare la cea a
Glibenclamidei (1-[4-(2-cloro-2-methoxibenzamido) etil benzenesulfonil]-3-ciclohexil ureea) sunt
prezentati in schema 1. in incercarile in vitro s-au izolat glucozidaze din ficatul de soarece, iar ca
substrat s-a utilizat p-nitrofenil-p-D-glucopiranoza, probabil datorita usurintei estimarii activitatii
enzimatice prin masurarea extinctiei p-nitrofenolului in mediu bazic folosind o metoda
spectrofotometrica usor accesibila.

OAc " } OAc OAC
AcO o) . NHBr Ao 0 . /N\NH AO 0 /N
ACO&/ ACO&/ _<,\L ACO 5_<
OAc NHZ OAc S S OAc (0]
A B C
Schema 1

S-a constatat ca la concentratii scazute compusii A si B (din schema 1) nu au un efect
semnificativ in vitro asupra activitatii a-glucozidazei (din ficatul de soarec). Atunci cand s-a testat
activitatea inhibitoare asupra p-glucozidazei, s-a constatat ca compusul A are activitate inhibitoare
mai pronuntata asupra B-glucozidazei decat asupra a-glucozidazei. La concentratii mici (5.3-10.4
uM) compusul A inhiba competitiv activitatea B-glucozidazei (85.6%), iar la concentratii mai
ridicate (15.6 — 20.8 uM) reprezentarile Lineweaver—Burk indica o inhibitie mixta a activitatii
enzimei. Actiunea inhibitoare exercitata in vivo de compusii A si B (Schema 1) asupra B-
glucozidazei a fost cuantificata la 70% respectiv 60%, iar in cazul compusului C s-a observat
paradoxal o slaba actiune activatoare a enzimei.

B) Este binecunoscut faptul ca aciditatea intracelulara a celulelor cancerose este sensibil mai
mare decat a celulelor normale. Aceasta crestere a aciditafii are drept consecintd cresterea activitagii
B-glucuronidazei, care in acest fel poate contribui la distrugererea sau inactivarea unor agenti
cancerigeni ce au ca tinta celulele canceroase. Pornind de la aceasta observatie s-a intuit posibilitatea
Inactivarii acestei enzime prin sinteza unor S-glicozide avand ca aglicon 6-mercapto purina, iar ca si
componentd glucidica acidul glucuronic si derivati ai acestora [14].Compusii care au fost sintetizati
sunt prezentati in schema 2.

150

BUPT



N
R / \\
08 N 1R=CO,NH,
N — 2 R = CONH,
OH
HN\/N

Schema 2

Activitatea compusilor tioglicopiranoziduronici 1 si 2 (Schema 2) a fost testata folosind f3-
glucuronidaza din ficat bovin. S-a constatat ca tioglicozida 1 (schema 2) este substrat pentru (-
glucuronidaza. Neasteptat este faptul ca si compusul 2 (schema 2) s-a constituit ca substrat pentru f3-
glucuronidaza. Deoarece compusii nu au prezentat actiune inhibitoare in raport cu enzima cercetata,
activitatea lor antiproliferativa a fost cercetata pe doua linii celulare: V79 (fibroblaste pulmonare de
hamster chinezesc) si L1210 (limfocite din soarece cu leucemie). Nici compusul 1 si nici compusul
2 nu au prezentat o activitate antiproliferativa semnificativa in raport cu celulele de control.

Pornind de la observatiile degajate din experimentele de inhibitie enzimaticd nereusite, se
sintetizeaza o noua linie de compusi (schema 3), de catre acelasi grup, in vederea testarii unei
presupuse actiuni antiproliferative, pornind de aceasta data de la observatia ca proiectatii inhibitori
sunt substrate ale enzimei iar activitatea acesteia de scindare a legaturii S-glicozidice poate fi
utilizata benefic in scopul eliberarii tintite a mercaptopurinei in celule patologice [15].

1 R=CO,NH, 2 R=CONH, 3 R=CH,OH

4 R=CH; 5 R=CO,Me
Schema 3

In raport cu substantele sintetizate, doud glicozidaze au fost supuse testarilor la pH=4.7 si la
diferite cantitati de enzima: B-glucuronidaza din ficatul bovin si B-D-glucozidaza din migdale.
Rezultatele obtinute nu au fost concludente, iar compusii sintetizati au fost studiati in raport cu
activitatea lor antiproliferativa pe linia celulara L1210 din soareci. Rezultatele prezentate de
Institutul National de Cancer Bethesda, MD (= Maryland) arata ca compusul 1 este inactiv dupa
criteriul NCI. Compusul 4 mai lipofil este activ fatd de L1210 conform criteriului NCI. Nu exista
informatii daca compusul 4 penetreaza celulele canceroase sau daca este hidrolizat in situ, fie
chimic, fie enzimatic.

C) In aria de preocupiri privind gisirea de noi medicamente de tratare a diabetului, a fost
sintetizatd o serie de N-glicozide ale o si B glucozei ce contin in partea de aglicon un triazol 4-
substituit, iar activitatea lor ca inhibitori ai glicogen fosforilazei b (din muschiul de iepure) a fost
testata (schema 4) [16].
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Schema 4

Compusii sintetizati, atat protejati cat si deprotejati, au fost testati ca inhibitori dovedindu-se ca
derivatii beta-D-glucopiranozidici au efect inhibitor mai puternic decat compusii alfa-
glucopiranozidici si amandoua seriile sunt mai active decat compusii preracetilati.

D) Doua izozime ale anhidrazei carbonice (izozimele IX si XII) sunt supraexprimate intr-un
spectru larg de tipuri tumorale celulare. Compusi aromatici sulfonamidici sunt inhibitori clasici ai
anhidrazei carbonice, si s-a dovedit ca acei compusi ce poseda acelasi motiv structural inverseaza
sau suprima efectele mediate de anhidrazele carbonice asociate cu cancerul, cresterea celulelor
canceroase si invazia tumorala. Izozimele IX si XII prezinta o localizare spatiala ce le deosebeste de
izozimele I si II, fiind proteine transmembranare ce orienteazd domeniul catalitic In spatiul
extracelular, in vreme ce izozimele I si II sunt proteine solubile, localizate in citosol. Elaborarea de
inhibitori CA ce nu pot difuza prin membrana lipidica ar fi o modalitate de a tinti selectiv doar
izozimele CA asociate cu celulele canceroase [17]. O serie de S-glicozide ale glucozei si galactozei
avand 1n aglicon 1,2,3 triazoli substituiti cu grupari sulfonamidice, precum si sulfoxizii si sulfonele
corespunzitoare au fost sintetizate si activitatea lor inhibitoare in raport cu izoenzimele anhidrazei
carbonice mentionate au fost studiate (schema 5).

SO,NH, @
Q OH
OH \ HO o $ N
HO Jﬁol /B HO S N
HO S . N N
OH N

OH
HOJ§§;QC%£
HO B

OH

Schema 5

S-Glicozidele deprotejate s-au dovedit inhibitori buni pentru izoenzimele anhidrazei
carbonice Il (Kis 5.6-6.2 nM), IX (Kis 257-6.1 nM) si XII (Kis 9.5-10.3nM), valorile Kis fiind
distribuite intr-un domeniu ingust de valori, din care doar tioglucozida sulfonamidica deprotejata se
evidentiaza cu Kis 257 nM. Valorile Kis pentru sulfoxizi si sulfone prezinta o distributie surprinzator
mai mica, deoarece oxidarea atomului de sulf al glicozidelor ar trebui sid ofere o oportunitate
crescuta a acestor molecule mici de a interactiona prin legaturi de hidrogen cu aminoacizii prezenti
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pe situsul activ al anhidrazei carbonice, iar activitatea inhibitoare sa fie favorizati. In realitate,
gradul de oxidare a atomului de sulf din molecula tioglicozidei nu are nici o influenta asupra
constantelor de inhibitie masurate. Nici inhibitia enzimei izoenzimei I nu a fost afectatd de gradul de
oxidare a atomului de sulf din tioglicozida, pentru nici una din glicozidele testate (glucoza si
galactozd). Se observa insd ca efectul inhibitor al derivatilor galacozidici deprotejati este usor mai
mare fata de partenerii glucozidici.

IV.2.2. Modularea activitatii lectinelor

in regnul animal lectinele au o multime de functii biologice, pornind de la reglarea adeziunii
celulare pana la controlul sintezei glicoproteinelor si al turn-over-ului proteinelor sanguine
circulante. Galectina-3 exercita functii extracelulare, datorita capacitatii sale de a recunoaste glicanii
din matricea extracelulara, a glicanilor din glicoconjugate exprimati la suprafata altor celule, precum
si a glicanilor exprimati pe suprafata celulelor circulante. Recent a fost demonstrata prezenta si
activitatea galectinelor (in particular a galectinei-3) in mediul citosolic [18] unde participa la
inhibarea apoptozei, promovarea cresterii celulare si reglarea traducerii semnalului receptorilor de
pe celulele T (TCR). O serie de S-galactozide substituite cu triazoli, la C-3 au fost testate in vederea
cuantificarii activitatilor inhibitoare asupra galectinei-3 (schema 6) [19].

OH o

N=N\ o
R&/N SMe
OH

R = CO,Me, (CH,),CH3, Ph
Schema 6

Acest tip de compusi in care ciclul triazolic este amplasat in altd regiune a ciclului zaharic
reprezinta inhibitori puternici ai galectinei-3 datoritd interactiunilor puternice ale lectinei cu
substituentii R locati la C4 pe ciclul triazolic. Desi autorii articolului nu fac nici o precizare asupra
provenientei galectinei luate in studiu, aduc argumente incontestabile ale activitatii modulatoare a S-
galactozidelor triazolice prin izolare, cristalizare si inspectie prin spectroscopie cu raze X a
complexului galectina-compus.

1VV.2.3. Activitate antivirala

Mimetici ai nucleozidelor prezintd activitate antivirald semnificativa, precum cei proiectati
impotriva virusului herpes simplex (HSV), unul din compusii cei mai activi fiind aciclovirul: 9-[(2-
hidroxietoxi)metil]guanina. In scopul investigirii activitatii antivirale a hidantoinelor, dirijate
impotriva HSV-1 si HSV-2, s-au sintetizat S-glucozidele lor corespunzatoare, structura acestora
fiind prezentata in schema 7 [20]:
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R1

A
c —/"R3
o O A« ° \s(
Ao OAc
Compus | R? R? R3
A H Ph H
B H | 2-tienil H
C Me Me H
D H | 2-tienil 4-Cl
E H | 2-tienil | 4-OMe
F H | 3-indolil H
G H | 2-tienil | 4-COOEt
H H | 2-tienil 3-Me
Schema 7

Testele s-au efectuat pe celule Vero si activitatea a fost comparatda cu a compusului
disponibil comercial, aciclovir. Doar compusul A nu prezintd nici un fel de activitate Impotriva
HSV-1, la concentratia de 100 uM, toti ceilalti fiind activi. Compusii B si D au activitate antivirala
comparativa cu a aciclovirului, insa indexul selectivitatii (SI) cuprins in domeniul 33-60 este mai
mic decat al aciclovirului. Compusii 3-aril-2-glucopiranozil-2-tiohidantoina A - H au fost testati si
ca inhibitori ai virusului HIV in celule MT-4, insa nu s-au inregistrat rezultate incurajatoare.

1VV.2.4. Activitate antibacteriana

in organismele mamiferelor exista o tioglicozidaza capabili si descompuni anumite
tioglicozide ale 6-mercaptopurinei [21]. Datorita similitudinii geometriei spatiale intre 6-amino-8-
(B-D-ribofuranozil)tiopurina (1) si adenozina (2) ca si intre 6-(B-D-ribofuranozil)tiouracil (3) si
uridina (4), s-a investigat activitatea lor biologica comparativ cu a 8-mercaptopurinelor sau 6-
mercaptopirimidinelor corespunzatoare (Schema 8).

Hore HOHCCEOHOHCJ\ HOM,C Hij

Schema 8

Activitatea biologica a fost masurata prin inhibarea cresterii celulare pe Escherichia coli.
Derivatul uridinic nu are nici un efect asupra acestor celule. In sisteme tumorale, adenin S-riboza
(A-S-R) are 0 activitate moderata in vreme ce uracil S- ribozida are efect inhibitor doar la

.....

A-S-R si pentru a afla daCa activitatea acestui compus se exercita dupa descompunerea sa in baza
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analoga, s-au testat activitatile biologice a doi compusi inruditi, 8-tioadenina (A-SH) si 8-
tioadenozina (AR-SH). Ambii compusi inhiba cu 50% cresterea celulara la E. coli la concentratii de
2 x 10°M, fiind inactive fati de celulele tumorale. Aceasti diferenti de activitate biologica este o
indicatie ca in celula legatura S-glicozidica ramane intacta. Aceasta afirmatie este confirmata si de
observatia ca utilizarea de combinatii de A-S-R fie cu A-SH fie cu AR-SH produc aceeasi inhibigie
sinergistica, in vreme ce efectul A-SH combinat cu AR-SH este aditiv. De aici se concluzioneaza ca
adenin-S-ribozidele afecteaza cel putin un situs metabolic diferit fata de cele asupra carora
actioneaza analogii S-mercapto.

1VV.2.5. Activitate antiinflamatoare

Deoarece derivatii chinazolinici posedd o gama largd de activitati biologice, intre care se
mentioneaza expres cele antitumorale, sedative, analgezice, antidiabetice si antiinflamatorii [22], o
serie de derivati glicozilati ai chinazolinei au fost testati din punct de vedere al activitatii lor
antiinflamatoare (schema 9)[22]. Astfel S-glicozidele (gluco, galacto si ribo) ale 4-(4-clorofenil)-7-
dimetil-chinazolin-5-ona-2-tionei au fost testate pe soareci cu edem indus la membre. Efectele
compusilor testati (70 mg /kg corp) administrate oral au fost comparate cu efectul medicamentului
standard ibuprofen. S-a dovedit ca derivatii S-nucleozidici ai formelor piranozice ale zaharurilor au
efecte antiinflamatorii reduse (sub 80% din activitatea ibuprofenului).

Ar. H O
Rl OAc HN
0 |
’ .
A;as AN
OAc

Rl=H, R2= OAc
Rl=0OAc, R2=H
Schema 9

IV.2.6. Activitate antimicrobiana

In componenta peretilor celulari ai micobacteriilor intrd douid polizaharide specifice,
lipoarabinomananul (LAM) si arabinogalactanul (AG). Inhibarea biosintezei uneia dintre aceste
polizaharide ar oferi o oportunitate de terapie foarte selectiva. In acest scop au fost vizate in special
glicoziltansferazele. Decaprenol fosfoarabinoza este un donor de glicozil esential utilizat de
glicoziltransferaze in sinteza polizaharidelor, deci obtinerea unor compusi stabili metabolic ce se

aseamana structural cu aceasta ar putea duce la descoperirea de noi agenti antituberculosi (schema
10) [23]:

Schema 10
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N-glicozil triazolii reprezintda o variantd atractiva pentru inlocuirea glicozil fosfatului cu un
izoster mai stabil metabolic, mai ales cd s-a dovedit ca prezintd activitati biologice interesante
(schema 11)[24]. Lantul poliprenil al decaprenolului a fost inlocuit cu lanturi hidrofobe cu lungimi
diferite, ca substituenti in pozitia 4 a 1,2,3 triazolului: R = -(CH2)sCHs, -(CH2)7CHs, -(CH2)9CHBg, -
(CH20(CH>)13CHs, Ph. Acesti compusi au fost apoi testati ca inhibitori ai cresterii celulare pe celule
de Escherichia coli si de Mycobacterium bovis BCG. In urma testelor s-a concluzionat ca fenil-
triazol glucozida nu prezinta nici un fel de activitate inhibitoare asupra nici unei linii celulare testate,
iar octil-triazol-glucozida are o activitate mai pronuntata ca a decil-triazol-glucozidei asupra M.

bovis BCG.
R

[\

N N

Ho/\c?/ N
S

HO OH
Schema 11

IV.3. JUSTIFICAREA TESTARILOR BIOLOGICE EFECTUATE PE S-GLUCOZIDELE 3-
MERCAPTO-1,2,4-TRIAZOLILOR-5-SUBSTITUITI SINTETIZATE

Deoarece 1n elaborarea de noi medicamente trebuie sa se tind secama de anumite criterii, care
sa scurteze drumul de la actiunea dorita la aplicarea terapeutica [25] s-au conceput pe computer
medicament in situsul activ al acestora. S-a convenit ca metodele de analizd computationala a
proprietatilor moleculelor de medicamente, a caracterului structural al acestora, sa respecte anumite
reguli preferentiale, pentru dirijarea sintezei chimice:

- masa moleculara sub 350,

- LogP sub 3.5,

- caracter polar.

in plus, compozitia chimicd a medicamentelor este relativ limitati. Atomii fiecarei molecule
de medicament au fost grupati dupa 4 elemente topologice: atomi care fac parte dintr-un ciclu,
distantor, schelet si catend laterald. Astfel s-a realizat o baza de date cu toate medicamentele
cunoscute si s-a constatat ca pentru jumatate dintre ele se intalnesc frecvent 32 de tipologii, ceea ce
sugereaza ca diversitatea formelor medicamentelor cunoscute este destul de redusa. Totusi, aceste
medicamente se leaga de clase diferite de receptori si au utilizari farmacologice diferite, datorita
proprietatilor diferite ale moleculelor, precum polaritatea, conformatia, energia legéturilor de
hidrogen. Cel mai des intalnit motiv in aceste molecule este ciclul de 6 atomi, in special nucleul
benzenic, cu caracter hidrofob. Aceasta caracteristicai a medicamentelor este importantd deoarece
interactiunea ligand-receptor este de naturd hidrofoba.

Avand 1n vedere aceste limitari impuse de fiziologie, pentru a se putea testa si alte tipuri de
structuri ca potentiale medicamente, s-a impus crearea unui nou concept care sd permitd
diversificarea bazei de date a medicamentelor. Acest concept este cel de bioizosterism.

Bioizosterii sunt in principal compusi care au forma si volum aproximativ egale, distributie
electronica similard, proprietafi fizico-chimice asemanatoare si, mai ales, proprietati biologice
inrudite (de exemplu actionand la acelasi receptor farmacologic). Aceasta definitie este una larga,
dar perfect aplicabila pentru limitarea numadarului de structuri moleculare ce trebuie prelucrate
computational. Pe aceasta baza, o structurd ghid cu o activitate farmacologica benefica ce manifesta
efecte secundare nedorite, proprietafi care limiteazad biodisponibilitatea ei sau care influentfeaza
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negativ metabolismul si excretia din organism, poate fi modificatd in mod rational pentru a se
elimina caracteristicile indezirabile si a se eficientiza efectele clinice.

Aspectele care subliniaza importanta bioizosterilor sunt:

- Fizico-farmacologic — alterarea selectivitatii, eficacitatii si afinitatii fata de receptori, fapt
ce permite investigarea de noi subtipuri de receptori;

- Farmacocinetic — cresterea fractiunii din doza de medicament absorbitd pe cale orala, a
timpului de injumatatire, scaderea timpului de excretie, alterarea cailor metabolice;

- Clinic — modificarea efectelor clinice si secundare; bioizosterii au adesea efecte similare in
vitro dar semnificativ diferite in clinica;

- Economic — bioizosterii sunt de obicei structuri noi, pe baza céarora se acorda brevete de
inventie; se mai ia in considerare si fezabilitatea economicd a procesului tehnologic de sinteza
industriala a medicamentului.

Un exemplu de bioizosteri clasici este inlocuirea unei grupdri hidroxil din molecula unui
medicament cu o grupare tiol, operatiune ce 1isi are utilitatea in proiectareca de noi agenti
antiinflamatorii. Folosirea medicamentelor antiinflamatoare nesteroidice pentru tratamentul artritei
reumatice a fost asociatd cu efecte secundare nedorite. Ca agenti potential antiinflamatori au fost
studiati tiazolii (schema 12), inhibitori pentru ciclooxigenaza (CO) si 5-lipoxigenaza (5-LO).

Schema 12

Efectele acestor agenti antiinflamatori se atribuie inhibitiei enzimei ciclooxigenaza (CO),
prevenind astfel producerea prostaglanginelor pro-inflamatorii. Leucotrienele produse de 5-
lipoxigenaza (5-LO) pot de asemenea si contribuie la inflamatie si la efectele secundare. Inlocuirea
grupei hidroxil cu o grupare tiolicd potenteaza inhibitia ambelor enzime. Marimea substituentului
poate avea importanta in cazul inhibitiei CO. Comparand valorile electronegativitatilor pentru O, N
si S, se observa ca acesta poate fi un factor important pentru inhibitia 5-LO (tabelul 2). (RMc in
tabelul 2 reprezinta refractia molara calculata, proportionald cu volumul substituentului).

Tabelul 2. Caracteristici moleculare ale unor tiazoli antiinflamatori si izosterismul tiol - hidroxil,

amino
Z | Electronegativitate | RMc | 1Cso (uM)
5-LO | CO
OH 351 028 | 14 | 035
NH: 2.61 054 | 0.77 | 0.39
SH 2.32 0.92 | 0.38 | 0.012

ICso - reprezinta jumatate din concentratia maxima inhibitoare in substanta activa - half maximal
inhibitory concentration

Alt exemplu de bioizosteri clasici sunt benzenul, tiofenul si piridina, care sunt izosteri
ciclici. Tabelul 3 indica cativa parameri caracteristici, de hidrofobicitate (logP), steric (RMc
proportional cu volumul) si punctul de fierbere.

Tabelul 3. Parametri caracteristici ai unor cicluri aromatice izostere
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Parametru | Benzen | Tiofen | Piridina
logP 2.13 1.81 0.65
RMc 2.70 2.50 2.48

p.f. (°C) 80 84 115

Conceptul echivalentilor ciclici a fost generalizat la orice sistem heterociclic posibil si

bioizosterilor din sistemele heterociclice este selectia candidatului activ dintr-un numar foarte mare
de analogi ciclici posibili. Criteriul de selectie este cel mai adesea practic: se analizeaza bioizosterii
cel mai usor de sintetizat. Reactivitatea chimica este un criteriu de selectie, precum si posibilitatea
de a testa bioizosteri cu proprietati electronice diferite (atragator sau respingator de electroni, polar

sau hidrofob, mic sau mare).

In metodele de proiectare experimentald, se poate porni de la compararea punctelor de
fierbere ale heterociclurilor de baza. Astfel, pentru inlocuirea piridazinei A (schema 14) (p.f. = 208
°C) din compusul biologic activ din schema 13, se prezintd ca cei mai apropiati candidati 1,3,4-

tiadiazolul C (p.f. = 204-205 °C) si 1,2,4-triazina B (p.f = 200 °C)(schema 14).

_ o
OAORF

S-a dovedit ca activitatile biologice au fost in concordantd partiala cu selectia pe baza
punctelor de fierbere. Astfel, pentru testele de potentarea serotoninei (5-HT)-neurotransmitator, cele

Schema 13

Schema 14

mai apropiate activitdti la inlocuirea inelului piridazinic dau ciclurile B si C (schema 14)(tabelul 3).

Tabelul 3. Bioizosteri ciclici selectati pe baza punctelor de fierbere

Heterociclu central | Potentare 5-HT

Doza minima efectiva

(FDso)
A 3.7 0.5
B 6 2
C 6 0.1
D > 50 2
E 30 0.1
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Aceste observatii se pot explica prin faptul ca in seriile heterociclice punctul de fierbere este

corelat cu dipol momentul moleculei, iar pentru doi compusi heterociclici avand aceeasi geometrie,
asemanarea intre momentele dipol poate reprezenta caracteristica dominanta.
Luand in consideratie bioizosteria potentiala intre inelul piridazinic si 1,3,4-tiadiazolul

prezentate in schema 14, s-a conturat ideea existentei unei posibile bioizosterii si intre 1,3,4-
tiadiazol si 1,2,4-triazol. Din acest motiv, au fost efectuate calcule QSAR pentru tioglucozidele 3-

mercapto-1,2,4-triazolilor sintetizati in tematica tezei, pentru a se constata daca proprietatile lor se

incadreaza intre limitele impuse de modelarea computationala a medicamentelor (masa moleculara

sub 350, LogP sub 3.5, caracter polar)[25].

Tabelul 4. Parametrii QSAR calculati pentru S-glucozidele sintetizate

nr | Compus | logP | Volum (A%) | Polarizabilitate (A%) | Masa (Da)
1 | BerlGlu | 1.82 874.15 39.27 339.37
2 | Ber2Glu | 2.29 91341 34.81 353.39
3 | Ber3Glu | 1.57 953.95 35.44 369.39
4 | Ber4Glu | -0.09 728.95 25.15 277.50
5 | Ber7Glu | 1.93 1035.03 37.37 403.84
6 | Ber9Glu | 2.34 891.00 34.90 373.81
7 | Berl2Glu | 2.77 1119.41 40.95 411.47
8 | Berl3Glu | 3.34 1179.00 45.10 445.49
9 | Berl4Glu| 1.91 1003.72 37.28 383.42
10 | Berl5Glu | 1.91 1004.48 37.28 383.42
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IV.4. PARTE EXPERIMENTALA

Scopul testelor biologice efectuate a fost stabilirea in vitro a profilului toxicologic al
compusilor tioglucozidici noi sintetizati in cadrul temei acestei teze, utilizand diverse linii celulare
umane, pentru o potentiald aplicabilitate farmaceutica.

Testele biologice au fost executate la Institutul National de Patologie ,,Victor Babes” din
Bucuresti, prin amabilitatea doamnei sef de laborator doctor Gina Manda.

Au fost investigati urmatorii parametri celulari:
- viabilitatea/multiplicarea celulara (testul excluziei albastrului de tripan, testul reducerii sarurilor de
tetrazoliu - MTS)
- integritatea membranara (testul eliberarii lactat dehidrogenazei)

Rezultatele testelor releva daca in domeniul de concentratie 0 - 100 uM compusii analizati
manifesta citotoxicitate sau nu, functie de tipul celular investigat.

Compusi testati: BerlGlu, Ber3Glu, Ber4Glu, Ber7Glu, Ber12Glu, Ber13Glu, Ber14Glu, Ber15Glu
1V.4.1. Metodologie

Medii de cultura §i adaosuri utilizate in experimente:

- RPMI-1640 este un mediu de cultura pentru celule, elaborat in anul 1966 la Roswell Park
Memorial Institute (de unde si prescurtarea) de catre Moore si colaboratorii sai. A fost creat pentru a
sustine viabilitatea celulelor din limfoblastom in cultura. Acest mediu hraneste diverse linii celulare
si in absenta serului fiziologic. Este utilizat de asemenea pentru cresterea celulelor hibride.

RPMI 1640 (R6767) utilizat in experimente contine (conform indicatiei producatorului) un
amestec format din:

- saruri anorganice [Ca(NO3)2.4H.O = 0.1 g/L, MgSO4 = 0.04884 g/L, KCI = 0.4 g/L,
NaHCO3 = 2.0 g/L, NaCl = 6.0 g/L, Na2HPO4 = 0.8 g/L],

- aminoacizi [L-arginina = 0.2 g/L, L-asparagina = 0.05 g/L, aspartic = 0.02 g/L, L-
cisteina.2HCI = 0.0652 g/L, acid L-glutamic = 0.02 g/L, glicina = 0.01 g/L, L-histidina = 0.015 g¢/L,
hidroxi-L-prolina = 0.02g/L, L-izoleucina = 0.05 g/L, L-leucina = 0.05 g/L, L-lisina.HCI = 0.04 g/L,
L-metionina = 0.015 g/L, L-fenilalanina = 0.015 g/L, L-prolina = 0.02 g/L, L-serina = 0.03 g/L, L-
treonina = 0.02 g/L, L-triptofan =0.005 g/L, L-tirozina.2Na.2H.O = 0.02883 g/L, L-valina = 0.02
g/L],

- vitamine [D-biotina = 0.0002 g/L, clorura de colina = 0.003 g/L, mio-inozitol = 0.035 g/L,
niacinamida = 0.001 g/L, acid p-aminobenzoic = 0.001 g/L, acid D-pantoteic.1/2Ca = 0.00025 g/L,
piridoxina.HCI = 0.001 g/L, riboflavina = 0.0002 g/L, tiamina.HCI = 0.001 g/L, vitamina B12 =
0.000005 g/L],

- D-glucoza = 2.0 g/L,

- glutation (redus) = 0.001 g/L, si

- rosu fenol.Na = 0.0053 g/L.

- DMEM este un mediu de cultura elaborat de Dulbecco/Vogt (Dulbecco/Vogt modified
Eagle's minimal essential medium), si reprezinta un mediu minim necesar pentru a mentine celule
viabile in culturi de tesut. DMEM contine fatd de mediul minim necesar initial o cantitate de 4 ori
mai mare de vitamine §i aminoacizi $i de 2 - 4 ori mai multd glucoza. Este un mediu de cultura
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portivit pentru majoritatea tipurilor de celule, umane, de maimuta, de hamster, de soarece, sobolan,
pui si peste.
DMEM 8062 utilizat in experimente contine (conform indicatiei producatorului):

- saruri anorganice [CaCl..2HO = 0.1166 g¢/L, CuSO45H.O = 0.0000013 g/L,
Fe(NO3)3.9H20 = 0.00005 g/L, FeSO4.7H20 = 0.000417 g/L, MgCl2.6H.0 = 0.0612 g/L, MgSO4 =
0.04884 g/L, KCI = 0.3118 g/L, NaHCOs = 1.2 g¢/L, NaCl = 6.996 g/L, Na2HPO4 = 0.07102 g/L,
NaH2PO, = 0.0543 g/L, ZnS04.7H.0 =0.000432 g/L],

- aminoacizi [L-alanina = 0.00445 g/L, L-arginina.HCI = 0.1475 g/L, L-asparagina.H.O =
0.0075 g/L, acid L-aspartic = 0.00665 g/L, L-cisteina.2HCI = 0.01756 g/L, L-cisteina.HCl.H20 =
0.03129 ¢g/L, acid L-glutamic = 0.00735 g/L, L-glutamina = 0.365 g/L, glicina = 0.01875 g/L, L-
histidina.HCI.H,O = 0.03148 g/L, L-izoleucina = 0.05447 g/L, L-leucina = 0.05905 g/L, L-
lisina.HCI = 0.09125 g/L, L-metionina = 0.01724 g/L, L-fenilalanina = 0.03548 g/L, L-prolina =
0.01725 g/L, L-serina — 0.02625 g/L, L-treonina = 0.05345 g/L, L-triptofan = 0.00902 g/L, L-
tirozina.2Na.2H>0 = 0.05579 g/L, L-valina = 0.05285 g/L]

- vitamine [D-biotina = 0.0000035 g/L, clorura de colina = 0.00898 g/L, acid folic = 0.00266
g/L, mio-inozitol = 0.0126 g¢/L, niacinamida = 0.00202 g/L, acid D-pantoteic.1/2Ca = 0.00224 g¢/L,
piridoxal.HCI = 0.002 g/L, piridoxina.HCI = 0.002031 g/L, riboflavina = 0.000219 g/L, tiamina.HCI
=0.00217 g/L, vitamina B1> = 0.00068 g/L]

- D-glucoza=3.15 g/L,

- hipoxantina = 0.0021 g/L,

- acid linoleic = 0.000042 g/L,

- rosu fenol.Na = 0.00863 g/L,

- putresceina.HCI = 0.000081 g/L,

- acid piruvic.Na = 0.055 g/L,

- acid DL-tioctic = 0.000105 g/L,

- timidina = 0.000365 g/L.

- PHA-M reprezinta o lectinda din Phaseolus vulgaris, denumitd fitohemaglutinina.
Lectinele sunt proteine sau glicoproteine de origine non-imuna capabile sd aglutineze celule si/sau
sa precipite carbohidrati complecsi. Ele s-au dovedit utile in multe aplicatii in vitro, dintre care cele
mai utilizate sunt: studii asupra grupelor sanguine si de poliaglutinare a eritrocitelor, stimularea
mitogenica a limfocitelor, studii de subpopulatii limfocitare, fractionare celulara si a altor particule,
studii histochimice pe cazuri normale si patologice.

- Lichidul de scintilatie este alcatuit din 4 g PPO, 50 mg POPOP dizolvate in 1 L amestec de
60% toluen 40% etanol v/v.

Fitohemaglutinina M (PHA-M L 2646), mediul de crestere RPMI 1640(R6767), mediul de
crestere DMEM (8062) solutia antibacteriana- antimicotica au fost achizifionate de la firma Sigma
Chemical CO, St. Louis MO, USA.

Uridina marcati cu tritiu [°H-Urd] a fost obtinutid de la Institutul de fizicd si inginerie
atomicd “Horia Hulubei” Magurele, Romania. Filtrele Skatron au fost achizitionate de la Skatron
Instruments, Sterling, USA

Citirile pentru determinarea viabilitatii celulare in culturi se efectueaza pe camera Biirker-
Tiirk SV210 Counting chamber, achizitionata de la firma ProSciTech.
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Citirile testelor de culoare s-au efectuat pe un cititor ELISA BioRad PR3100, ce citeste 96
godeuri de probe.

Citirile de radioactivitate, exprimate in pulsuri pe minut (ppm) s-au efectuat pe un B-counter
Canberra-Packard Beta Counter (PerkinElmer Life and Analytical Science, Downers Grove, IL,
USA)

Liniile celulare pe care s-au efectuat studiile:

Studiile in vitro au fost realizate pe celule transformate neoplazic (linii celulare
standardizate) si celule normale (celule mononucleare umane izolate din sange periferic si celule
endoteliale din linia HUVEC constitutiv proliferative).

Liniile celulare standardizate au fost achizitionate de la Colectia Europeana de Culturi
Celulare (ECACC, UK). Au fost luate in studiu linii celulare neaderente si aderente.

Dintre liniile celulare canceroase standardizate s-au ales:
- celule canceroase cu caracteristici imune, care se multiplica in suspensie: limfoblasti T din
linia celulara Jurkat si
- celule cu proprietati de monocit din linia celulara U937.
- celule standardizate provenind din tumori solide - linia celulara de carcinom de san MCF-7
Dintre celule normale s-au ales:
- celule mononucleare izolate din sange periferic de la un subiect clinic sanatos
- celule endoteliale umane din cordon ombilical din linia HUVEC

.....

de 14 ani bolnav de leucemie cu celule T. Acum se pot achizitiona derivati ai acestei linii celulare
din banci de culturi de celule. Celulele Jurkat sunt utile in studierea leucemiei acute cu celule T, in
semnalizarea celulelor T si in expresia diferitilor receptori susceptibili la virusuri, in special HIV.
medicamente si la iradiere.

Linia U937 reprezinta o linie celulard model, prelevata dintr-un limfom histiocitic al unui
pacient de 37 de ani. Este utilizatd pentru studiul comportamentului si diferentierii monocitelor.
Celulele U937 se maturizeaza si se diferentiaza ca raspuns la stimuli solubili, adoptand morfologia
si caracteristicile unor macrofage mature.

Linia celulard de carcinom de san MCF-7 este o linie celulara de cancer de san de la o
pacienta de 69 de ani, prelevata in 1970 la Michigan Cancer Foundation, unde a si fost cultivata in
1973 de catre Herbert Soule. Pe aceste celule prelevate de la aceasta pacienta s-a investigat multi ani
la rAnd cancerul de san.

Linia celulara HUVEC reprezintd o culturd de celule endoteliale sandtoase din vena
ombilicald umana (prelevate din cordonul ombilical al nou-nascutilor) (oferita de catre Dr. Radu
Albulescu de la ICCF Bucuresti).

Mentinerea liniilor celulare in cultura:

Liniile celulare au fost mentinute in cultura prin pasare, conform indicatiilor depozitorului
Colectia Europeana de Culturi Celulare (ECACC):

Celulele nu se utilizeaza in experimente decat la minim 3 pasaje dupa dezghetarea celulelor.
La fiecare 48 h celulele se numara, se evalueaza viabilitatea (cu albastru de tripan) si morfologia lor
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(la microscopul optic). Densitatea celulara se reajusteaza la valoarea mentionata in text prin
adaugarea de mediu complet. Celulele pasate de mai mult de 25 ori nu se mai utilizeaza in
experimente, fiind posibile modificari de genotip si fenotip.

- Liniile celulare Jurkat si U937 se cultiva in mediu RPMI 1640 suplimentat cu ser fetal bovin,
glutamina si antibiotic-antimicotic, la o concentratie celulara initiala de 2-3 x 10° celule / mL.
Pasajul se realizeazi la 48 h, astfel incat concentratia de celule si nu depaseasca 10 x 10° / mL.

- Linia celulard tumorald, aderenta, MCF-7 se cultiva in mediu DMEM suplimentat cu ser fetal
bovin, glutamina si antibiotic-antimicotic, la o concentratie celulara initiala de 2 x 10* celule / cm?.
Pasajul se realizeaza la 48 h prin tripsinizarea celulelor aderente, astfel incat monostratul celular sa
nu depaseasca 90 % confluenta.

- Celule_mononucleare izolate din sange periferic de la un subiect clinic sanatos prin metoda
centrifugarii in gradient de densitate (Sepcel, d=1.077)[26]. Sepcel este un mediu de separare a
limfocitelor umane. Suspensia de celule mononucleare obtinuta se spala de doua ori prin
centrifugare (10 min, 400 g, t = 18° — 25 °C), dupa care celulele se resuspenda in mediu de cultura
RPMI 1640 suplimentat cu ser fetal bovin si antibiotic-antimicotic.

- Celule endoteliale umane din cordon ombilical din linia HUVEC (oferita de catre Dr. Radu
Albulescu de la ICCF Bucuresti) se cultiva in mediu DMEM suplimentat cu ser fetal bovin,
glutamina si antibiotic-antimicotic, la o concentratie celulari initiala de 2 x 10* celule / cm?. Pasajul
se realizeaza la 48 h prin tripsinizarea celulelor aderente, astfel incat monostratul celular sa nu
depaseasca 90% confluenta.

Parametrii celulari investigati si metodele de lucru:

A. Numarul celulelor in suspensie - se determina prin numarare in camera Burker-Turk, la
microscopul optic.

Camera Burker-Turk este o variantd mai modernd de hemocitometru, un echipament elaborat
initial pentru numararea hematiilor din sange. A fost inventat de Louis-Charles Malassez si consta
dintr-o lamela microscopica groasa de sticla cu o indentatie rectangulard ce creaza unul sau mai
multe compartimente. Aceste compartimente sunt hasurate cu ajutorul unui laser astfel incat hasurile
sa delimiteze arii cunoscute. Cum se cunoaste de asemenea adancimea compartimentului, specificata
de producator pentru fiecare tip de aparat in parte, se pot numara la microscopul optic celulele sau
particulele cuprinse intr-un anumit volum de fluid, apoi se poate calcula concentratia de celule in tot

fluidul.

B. Viabilitatea celulara - se stabileste prin testul excluziei albastrului de tripan. Principiul
tehnicii se bazeaza pe faptul cd membrana celulara a celulelor viabile este impermeabila pentru
anumiti coloranti, intre care §i albastrul de tripan (AT). Celulele viabile rdman prin urmare
necolorate, in timp ce membranele plasmatice lezate ale celulelor moarte permit patrunderea
colorantului in interiorul celulelor. Albastrul de tripan este un colorant diazoic, derivat din toluidina.

Protocol general de determinare a viabilitatii celulare:

20 pana la 200 pL de suspensie celulard se amesteca cu un volum egal de albastru de tripan de
concentratie 0.4% si se agita usor la temperatura camerei. Dupa 5 minute se preleveaza 10 uL din
suspensie intr-0 camerd Burker-Turk si se numara celulele vii (necolorate) fatd de celulele moarte
(colorate). Apoi se calculeaza numarul mediu de celule necolorate din fiecare cvadrant si astfel se
poate afla numarul de celule viabile / mL.
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C. Integritatea membranara — a fost evaluata prin eliberarea de lactat dehidrogenaza
(eliberarea LDH), masurata cu kitul Cytotox96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay [27]. Acest Kit
masoara cantitatea de lactat dehidrogenaza (LDH), o enzima stabila, citosolica, ce este eliberata in
timpul lizei celulare. LDH eliberat in supernatantul celular este masurat intr-o proba enzimatica in
care are loc transformarea unei sari de tetrazoliniu INT = (clorura de 2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-
fenil tetrazoliu) (INT) intr-un produs formazanic colorat in rosu. Cantitatea de culoare formata este
proportionald cu numarul de celule lizate. Reactiile chimice generale ce au loc in timpul testului
Cytotox96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay se prezinta in schema 15:

LDH .
NAD" + lactat —> piruvat + NADH

diaforaza
NADH + sare de tetrazoliniu —— > NAD" + formazan (rosu)

Schema 15

Protocol general:

Celulele se cultiva prin metodele standardizate pentru fiecare tip de celula.

1. dupa incheierea cultivarii, in cazul celulelor care se cultiva in suspensie, placile de
cultura se centrifugheaza 5 min la 250 g; in cazul celulelor aderente,

2. serecolteaza supernatantii de la suprafata culturii centrifugate

cultura se centrifugheaza din nou 5 min la 250 g pentru depunerea celulelor moarte,
care sunt neaderente.

se recolteaza 50 pL din supernatantii depletati de orice fel de celula,

se adauga 50 uL din amestecul de reactie al probei si

se lasa la incubat, la intuneric, la 25 °C, timp de 30 min.

reactia se stopeaza cu reactivul special al kitului.

la un cititor ELISA se citeste absorbanta la 492 nm. Probele se realizeaza in simplicat si

din densitatea optica (DO) a probei se substrage DO medie a fondului (mediu de cultura

cultivat fara celule in aceleasi conditii cu probele experimentale).

w

N ok

Compozitia solutiilor tampon si a solutiilor continute in cadrul kitului:

PBS + 1% BSA: 0.2g/L KCI, 8.0g/L NaCl, 0.2g/L KH2PQOg4, 1.15g/L Na;HPO4, 1% (w/v) albumina
din ser bovin (BSA)

Se solubilizeaza in apa deionizata si se filtreaza prin filtru steril inainte de utilizare.

Solutia pentru liza celulara : 9% (v/v) Triton® X-100

Solutia pentru stopare: 1M acid acetic.

Triton X-100 (C14H220(C2H40)n) reprezinta denumirea comerciald a unui surfactant neionic, ce
contine o grupare hidrofild alcatuitd din polietilen-oxid (in medie contine 9.5 unitati de oxid de
etilend) si o grupare lipofild sau hidrofoba hidrocarbonata. Gruparea hidrocarbonata este gruparea 4-
(1,1,3,3,-tetrametilbutil)-fenil. Se utilizeazd in mod curent ca ingredient al spermicidelor, ca
detergent in laboratoarele de biochimie, pentru permeabilizarea membranelor celulelor eucariote, si
la extractia de ADN ca parte componenta a solutiei tampon pentru liza celulara.

Titrarea standardului de LDH al kitului:
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Intr-o prima etapa s-a realizat curba de titrare a controlului pozitiv de LDH al kitului
CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay kit — Promega Corporation. Controlul a fost
preparat conform indicatiilor kitului, dupa care s-au realizat dilutii binare In tamponul indicat in
procedura.

S-au realizat 4 de astfel de experimente, pentru care s-a calculat valoarea medie a probei (cu
fond substras) (prezentate in anexele 34, 35) pe baza careia se traseaza curba de etalonare.

Tabelul 6: Date experimentale pentru elaborarea curbei standardului de LDH al kitului,
prelucrate statistic

Dilutie standard LDH  1/8 1/4 1/2 1/1
0,163 0,321 0,596 1,091

g 0,175 0,344 0,646 1,306

Q 0,186 0,344 0,642 1,156

0,201 0,357 0,686 1,324

medie 0,181 0,342 0,643 1,219

SD 0,016 0,015 0,037 0,114

cVv 9 4 6 9

Cu aceste valori s-a trasat curba standardului LDH, prezentata in figura 1.

4 ' )
curba standardului LDH
1,400
1,200 A
5 y = 0,0124x
69 11000 N R2 - 0,9958
0 0,800 -
©
5 0,600 A
8 0,400
0,200 -
0,000 . . . . .
0 20 40 60 80 100 120
dilutia (%)
\ J

Figura 1: Curba standardului LDH determinata experimental

D. Viabilitatea / multiplicarea celulara — a fost evaluata prin testul reducerii compusului de
tetrazoliu MTS (reducerea MTS). Testul reducerii MTS a fost realizat cu kitul CellTiter 96% AQueous
One Solution Cell Proliferation Assay (Promega Corporation). Aceasta este 0 metoda colorimetrica
de determinare a numarului de celule viabile in probe de proliferare sau de citotoxicitate. Reactivul
acestui kit, CellTiter 96 AQueus One Solution Reagent, contine un compus de tetrazoliu nou, [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazoliu; MTS] si un reactiv
acceptor de electroni (fenazin etosulfat; PES). PES are o stabilitate chimica ridicata, ceea ce ii
permite sd se combine cu MTS cu formarea unei solutii stabile.
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Compusul de tetrazoliu MTS (reactivul Owen) este bioredus 1n celulele viabile la un produs
colorat, formazan, care este solubil in mediul de cultura [28]. Conversia este probabil realizata de
NADPH sau NADH, produse de dehidrogenaze in celulele metabolic active (schema 16) [28].

dehidrogenaza

)

NAD NADH
HOOCH,CO HOOCH,CO
SO;” PES-redus PES SOy
/N\NO v = /N\NO
/ \
N=NG S __cH N=N_H S _cH
3 - 3
T 10y
CHg CH,
MTS formazan
Schema 16

Testele se efectueaza prin addugarea de cantitati mici de reactiv CellTiter 96 AQueus One
Solution Reagent direct pe placile de cultura, apoi incubarea timp de 1-4 ore si apoi inregistrarea
absorbantei la lungimea de unda de 490 nm cu un cititor specific (ELISA).

Cantitatea de produs formazan (colorat rosu) masurata prin absorbanta (densitatea optica
DO) la 490 nm este direct proportionala cu numarul de celule vii din cultura. Dependenta liniara a
fost demonstrata prin diverse teste [34].

Reactivul se pastreaza congelat la — 20 °C.

Literatura de specialitate demonstreaza ca reactivii de tetrazoliu pot substitui cu buna
aproximatie incorporarea timidinei tritiate [29, 33, 34].

Protocolul general de lucru:

1. se dezgheata CellTiter 96 AQueus One Solution Reagent timp de aproximativ 90 minute la
temperatura camerei sau 10 minute in baie de apa, la 37 °C, pentru o proba de 20 mL.

2. se pipeteaza cate 20 uL de reactiv pe fiecare placa de cultura ce contine mostrele in 100 pL
de mediu de culturd (se recomanda utilizarea de pipete digitale pentru asigurarea distribuirii
unui volum constant de reactiv pe toate placile).

3. se incuba placile timp de 3 ore la 37 °C intr-un mediu umed si atmosfera de 5% CO>

4. se inregistreaza absorbanta la lungimea de unda 492 nm la un cititor ELISA, fata de
lungimea de unda de referinta de 620 nm.

Probele se realizeaza in simplicat iar din DO masurata pentru proba se substrage DO medie a

fondului (mediu de cultura cultivat fara celule, in aceleasi conditii cu probele experimentale).

E. Incorporarea uridinei — a fost evaluata utilizand forma tritiatd a nucleozidului, cu
concentratia radioactiva de 0,64 mCi/mL (furnizate de IFIN “Horia Hulubei”, Turnu-Magurele) [30,
31].

Protocol general de lucru:
Celulele se cultiva prin metodele standardizate pentru fiecare tip de celula.
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1. Cu 6 — 18 ore inainte de incheierea timpului de cultivare (dependent de tipul celular
investigat, proliferativ sau neproliferativ), celulele se marcheaza cu 1uCi nucleozid tritiat /
proba.

2. In faza urmatoare suspensia celulara se filtreaza (filtre SKatron),

3. Radioactivitatea depusa pe filtru se masoara in lichid de scintilatie la un p-counter. Citirile
de radioactivitate se exprima in pulsuri/minut (ppm).

Exprimarea rezultatelor experimentale

Rezultatele experimentale se exprima ca efect exercitat de compusul investigat (intensitatea
raspunsului celular in prezenta de compus divizata la intensitatea raspunsului celular in absenta
compusului (doar diluent)). Valorile mai mari ca 1 arata stimulare, iar cele mai mici ca 1 arata
inhibitie.

Statistica

Comparatia efectului exercitat de compus fatad de efectul unitar s-a realizat utilizand testul
Student pentru probe pereche (utilitar EXCEL, functia TTEST).

Efectul unitar reprezinta intensitatea raspunsului celular in prezenta de compus divizata la
intensitatea raspunsului celular in absenta compusului (doar diluent) = 1. Aceasta semnifica faptul
ca prezenta compusului in mediul de cultura celulara nu are nici un efect.

IV.4.2. Rezultate experimentale

Compusul BerlGlu a fost initial dizolvat in apa prin fierbere. Datorita solubilitatii scazute,
compusii au fost dizolvati ulterior in dimetilsulfoxid (DMSO) la concentratia de 100 mM. S-au
realizat apoi dilutii succesive decimale in mediu de cultura RPMI 1640 (R6767) sau DMEM
(D8062) astfel incat cea mai mica dilutie a DMSO in sistemele experimentale celulare sa nu
depaseasca 1/1000.

A fost initiat un studiu preliminar in vitro pentru decelarea potentialelor efecte citotoxice ale
compusilor BerGlu. In acest scop am luat in studiu urmatoarele tipuri de celule:
e celule proliferative normale (celule endoteliale din linia HUVEC, limfocite T periferic
activate experimental cu PHA) sau canceroase de natura leucemica (limfoblasti Jurkat si
U937) sau provenind din tumori solide (celule de carcinom de san din linia MCF-7)
e celule normale neproliferative — celule mononucleare umane periferice.

Acest model experimental ia in consideratie potentialele diferente de reactivitate la compus a
celulelor proliferative fata de cele neproliferative, a celulelor canceroase fata de cele normale.

Citotoxicitatea compusilor a fost investigata ca efect asupra urmatorilor parametri celulari:

e viabilitate / multiplicare celulara (testul reducerii MTS)[32]

e integritate membranara (testul eliberarii LDH)

e sinteza ARN (testul radioizotopic de incorporare a uridinei tritiate).
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A. Efectul exercitat de compusii BerGlu asupra celulelor de natura leucemica

intr-un prim studiu a fost investigat comparativ efectul exercitat in vitro de compusul
BerlGlu asupra viabilitatii/multiplicarii celulelor de natura leucemica din liniile Jurkat si U937.
Datele experimentale descrise in figura 2 arata ca BerlGlu are tendinta de a sustine multiplicarea
celulelor leucemice la concentratii joase (0,1uM). Este posibil ca la doze mari (>100uM) compusul
sa devina citotoxic.

Se remarca de asemenea faptul ca Ber1Glu exercita efecte similare asupra celulelor Jurkat si
U937, desi aceste celule limfoblastice au natura diferita, celulele Jurkat fiind limfoblasti T, iar
celulele U937 fiind celule histiocitare.

Probele s-au efectuat in simplicat. Nu se justificd consumul de reactivi pentru triplicat,
deoarece rezultatele sunt clare, iar metoda este supusa la erori relativ mici.

4 )\
reducerea MTS

—@— celule Jurkat
—B— celule U937

@

efect
-

0 T T T

0,1 1 10 100
\_ concentratie (microM) y

Figura 2. Efectul exercitat in vitro de compusul Ber1Glu asupra viabilitatii/multiplicarii celulelor de
natura leucemica din liniile celulare Jurkat si U937. Viabilitatea/multiplicarea celulara s-a evaluat
prin testul reducerii MTS.

Studiul a fost continuat prin investigarea comparativa a efectelor mai multor compusi din
seria BerGlu asupra viabilitatii/multiplicarii celulelor canceroase din linia U937. Datele descrise in
figura 3 arata ca seria BerGlu luata in studiu are tendinta de stimulare a multiplicarii celulare in zona
de concentratii 0,1 - 1 uM, efectul tinzand sa devina citotoxic la concentratii mari (>100 uM).

Interpretarea statistica a rezultatelor (figura 4) arata acelasi tip de efect exercitat de compusii
BerGlu luati in studiu, asupra celulelor canceroase din linia U937, respectiv stimulare moderata a
proliferarii celulare in zona de concentratii 0,1 - 1 puM si tendinta de restrictionare a
viabilitatii/multiplicarii celulare la 100 uM.
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Figura 3. Efectul exercitat in vitro de compusi din seria BerGlu asupra viabilitatii/multiplicarii
blastilor U937. Viabilitatea/multiplicarea celulara s-a evaluat prin testul reducerii MTS.
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Figura 4. Efectul statistic exercitat in vitro de compusi din seria BerGlu asupra
viabilitatii/multiplicarii blastilor U937. Viabilitatea/multiplicarea celulara s-a evaluat prin testul
reducerii MTS.

B. Efectul exercitat de compusii BerGlu asupra celulelor mononucleare umane normale

S-a investigat efectul exercitat in vitro de compusul Ber14Glu asupra viabilitatii/proliferarii
celulelor mononucleare umane normale periferice. Conform datelor prezentate in figurile 3 si 4,
Berl4Glu sustine la concentratia de 1 uM proliferarea celulelor canceroase U937 care prezinta
caracteristici de monocit si de aceea s-a investigat aceasta concentratie a compusului in studiul
efectului sau asupra celulelor mononucleare.

A fost investigat efectul Ber14Glu asupra celulelor mononucleare in diverse modele experimentale:
e celule mononucleare ,,resting”
e celule mononucleare activate experimental cu mitogenul lectinic PHA care induce
proliferarea limfocitelor T si activarea monocitelor.
In plus, s-a studiat daca efectul exercitat de Berl4Glu se modifici atunci cand celulele
mononucleare sunt inhibate experimental prin tratare cu 1 uM metotrexat (MTX).
Datele experimentale descrise in figura 5 arata ca, indiferent de starea de activare sau de
supresie functionala a celulelor mononucleare, Berl4Glu are tendinta de a activa metabolismul
celular sau de a induce proliferarea moderata a limfocitelor.
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Figura 5. Efectul exercitat in vitro de compusul Berl4Glu (1 uM) asupra viabilitatii/multiplicarii
celulelor mononucleare umane normale. Celulele au fost activate ex vivo cu PHA
(fitohemaglutinina)(5 uM), in prezenta sau in absenta de MTX (1 uM). Viabilitatea/multiplicarea
celulara s-a evaluat prin testul reducerii MTS.

C. Efectul exercitat de compusii BerGlu asupra celulelor aderente proliferative tumorale si
normale

A fost investigat efectul exercitat in vitro de compusul BerlGlu asupra
viabilitatii/multiplicarii celulelor aderente proliferative de natura tumorala sau normale, din liniile
MCEF-7 (carcinom de san) si respectiv HUVEC (celule endoteliale din cordon ombilical)(figura 6, a
sib).

4 ™)
reducerea MTS
L %
—5— MCF-7
°©
()
@
—a— HUVEC
O T T T T
0,01 0,1 1 10 100
\_ concentratie (microM) y

Figura 6 a. Efectul exercitat in vitro de compusul Ber1Glu asupra viabilitatii/multiplicarii celulelor
aderente proliferative tumorale (MCF-7) sau normale (HUVEC). Viabilitatea/multiplicarea celulara
s-a evaluat prin testul reducerii MTS
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Figura 6b. Efectul exercitat in vitro de compusul Ber1Glu asupra viabilitatii/multiplicarii celulelor
aderente proliferative tumorale (MCF-7) sau normale (HUVEC). Integritatea membranara s-a
evaluat prin testul de eliberare de LDH.

Datele experimentale descrise in figura 6 arata ca BerlGlu are tendinta de a sustine
multiplicarea celulelor aderente proliferative la doze joase 0,01 - 0,1 puM. In acelasi timp, la doze
mai mari la care BerlGlu nu afecteaza esential multiplicarea celulara, compusul tinde sa perturbe
moderat integritatea membranara in cazul celulelor endoteliale din linia HUVEC. In cazul celulelor
MCEF-7 se constata ca Ber1Glu pare sa protejeze membrana celulara in conditiile in care are efect de
limitare a eliberarii LDH de catre aceste celule (figura 6 b).

De asemenea se constatata ca BerlGlu stimuleaza semnificativ, in maniera bifazica,
incorporarea de uridina de catre celulele aderente proliferative tumorale (MCF-7)(figura 7a) sau
normale (HUVEC) (figura 7b) Acest efect nu este direct corelat cu viabilitatea/multiplicarea
celulara. Stimularea incorporarii de uridina reflecta posibil intensificarea sintezei ARN, fara a
exclude insa posibilitatea unui alt tip de perturbare a metabolismului nucleozidului.
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Figura 7. Efectul exercitat in vitro de compusul BerlGlu asupra metabolismului uridinei in cazul
celulelor aderente proliferative tumorale (MCF-7)(a) sau normale (HUVEC)(b). Metabolismul
uridinei a fost evaluat ca incorporare de uridina tritiata.

IV.5. CONCLUZII

A fost realizat un studiu preliminar in vitro privind potentialele efecte citotoxice ale
compusilor din seria BerGlu. In acest scop s-a studiat actiunea compusilor asupra unui panel de
celule canceroase (leucemice si tumorale) si normale (celule endoteliale, celule mononucleare) de
origine umana pentru a avea potentiala relevanta terapeutica. Au fost utilizat modele experimentale
prin care sa se poata decela daca compusii BerGlu actioneaza diferentiat in functie de starea de
activare celulara.

Datele experimentale obtinute releva faptul ca seria BerGlu poate exercita efecte citotoxice
la concentratii mari (>100 uM) neadecvate din punct de vedere terapeutic.

La concentratii mici in domeniul 0,1 - 1 uM, compusii BerGlu tind sa stimuleze
metabolismul celular care duce la intensificarea moderata a reducerii MTS. Acest efect se exercita
indiferent de statusul celulelor, canceroase sau normale, proliferative sau ,resting”, activate sau
supresate functional.

in plus, se constata ci BerGlu stimuleaza la concentratii mici incorporarea de uridina de
catre celulele tumorale MCF-7 sau de catre celulele endoteliale normale proliferative HUVEC.
Efecte similare se inregistreaza la concentratii mari (100 uM), la care compusii hu mai activeaza
metabolismul celular.

Aceste rezultate arata ca BerGlu pare sa stimuleze sinteza de ARN fie datorita intensificarii
metabolismului celular la doze mici de compusi, fie ca mecanism de adaptare a celulelor la stressul
exercitat de dozele mari de BerGlu. In acest context, putem afirma ci BerGlu nu este adecvat ca
agent anti-tumoral, dar ar putea reprezenta un grup de compusi capabili de a induce regenerare
celulara.
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CONCLUZII GENERALE:

Obiectivele tezei de doctorat le-au constituit:

Studiul reactiei de glicozilare a mercaptotriazolilor substituiti,
Obtinerea de derivati ai S-glicozidelor sintetizate si
Testarea activitatii citotoxice a compusilor sintetizati.

Toate obiectivele au fost realizate.

Partea experimentala a tezei de doctorat debuteaza cu studiul reactiei de glicozilare a 15
compusi, 3-mercapto-1,2,4-triazolilor 5-substituiti cu 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-D-glucoza.
Principalele contributii proprii, respectiv concluzii sunt urmatoarele:

1. Aplicarea pentru prima datd a conditiilor reactiei Ferrier la obtinerea de S-glicozide ale
mercapto-heterociclurilor cu azot duce la obtinerea exclusiva a B-S-glicozidelor. In conditiile alese
nu se observa formarea N-glicozidelor, *N-glicozidelor sau a *N,S-diglicozidelor, ca in cazul altor
metode mentionate in literatura.

2. Folosind ca donor de glicozil un zahar peracetilat s-a reusit sinteza a zece peracetil-
tioglicozide ale 3-mercapto-2,3,4-triazolilor-5-substituiti. De mentionat ca literatura de specialitate
pana la ora elabordrii tezei incd indica drept metoda sigurd de glicozilare a acestui tip ce compusi
acetohalogenurile zaharurilor (cu pletora de inconvenente aferente: amestec de S- si N-glicozide,
randamente mici). Toti compusii Sunt noi, nementionati in literatura.

3. Cele zece tioglicozide corespunzatoare derivatilor sintetizati mai sus au fost obtinute prin
metoda Zemplen, constatandu-se faptul ca in aceste conditii inelul triazolic ramane neafectat. Toti
compusii sunt de asemenea noi.

4. Au fost stabilite de asemenea: conditiile optime de sinteza (mediu, raport donor/ acceptor/
promotor), conditiile de urmarire a reactiei (CSS/ eluent/ developant/ vizualizare) precum si
conditiile de purificare avansatd prin cromatografie rapida pe coloand (faza stationara/ eluent) atat
pentru S-glicozidele peracetilate cat si pentru cele deprotejate.

5. Structura compusilor noi sintetizati este confirmata prin analize spectrale UV, IR, RMN si
de masa.

Analiza spectrelor IR ale tioglicozidelor protejate si deprotejate releva ca acestea prezinta
elemente comune cu cele ale agliconilor corespunzatori, argument ce confirma intr-o prima faza ca
reactia de glicozilare a avut loc. De asemenea, toate S-glicozidele protejate prezinta banda
caracteristica vibratiei legaturii C=0, prezenta in grupele protectoare acetil ale componentei
glucidice a moleculelor, in vreme ce in spectrele IR ale compusilor deprotejati aceastd bandd nu este
prezenta.

Natura legaturii glicozidice a fost argumentata pe cale chimica si pe cale spectrala.

Configuratia centrului anomeric, conformatia ciclului piranozic si natura legaturii glicozidice
au fost confirmate prin spectrometria RMN de hidrogen si de carbon, precum si COSY, HETCOR,
HMQC, HMBC si APT. Astfel, constantele de cuplaj 3Ji2 pentru toate tioglicozidele sintetizate se
plaseaza la valori de peste 8 Hz, ceea ce indica o relatie Hiax-H2ax pentru toti compusii, deci centrul
anomeric este in configuratie 3 1n toate cazurile. Conformatia ciclului piranozic in toate glicozidele
sintetizate este Cy, fapt atestat de constantele de cuplaj °J intre Hz, Ha, Ha si Hs, care au toate valori
mai mari de 9 Hz.

in cazul tioglicozidelor deprotejate nu s-au putut efectua atribuiri precise ale tuturor atomilor
de carbon, datorita plasarii atomilor de hidrogen alifatici din ciclul piranozic intr-o plaja ingusta de
valori ale deplasarilor chimice (fapt caracteristic tuturor glicozidelor deprotejate), ceea ce face
dificila interpetarea spectrelor HETCOR. Din acest motiv s-a efectuat analiza detaliata a spectrelor
de masa ale tuturor celor 10 tioglicozide de mercaptotriazoli obtinute. S-a lucrat atat n mod ion
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pozitiv cand s-au putut pune in evidentd ionii pseudomoleculari [M+H]*, [M+Na]* si [M+K]" cét si
in mod ion negativ, cand s-a evidentiat ionul pseudomolecular [M-H]". Operandu-se in mod ion
negativ s-a izbutit izolarea ionului [M-H] care a fost supus fragmentarii prin CID, obtinandu-se
spectrul MS? pentru toti compusii. In unele cazuri s-a izbutit efectuarea si a spectrului MS?® (figurile
4,5 si 6 capitolul 11.2.4.D), care a fost de asemenea interpretat.

Din analizarea spectrelor de masi MS? efectuate in mod ion negativ ale compusilor
deprotejati sintetizati, se observa ca:

- scindarea legaturii C-S din moleculd are loc in toate cazurile, fiind posibild identificarea
fragmentului de aglicon (fragmentul A din schemele explicite) rezultat.

- in toate cazurile s-au putut identifica fragmente ce duc la confirmarea structurii fiecarui
compus analizat in parte

In urma analizarii spectrelor MS® disponibile, s-a putut confirma atribuirea fragmentelor de
bazd din scindarea moleculelor, observandu-se si o scindare mai avansatd a agliconului mai
voluminos.

6. S-a efectuat un studiu al reactiei de oxidare a tioglicozidelor la sulfone pe compusi model.
Acesta a relevat ca aplicarea metodei clasice de oxidare cu periodat de sodiu si catalizator pe baza
de ruteniu pe sintonii alesi duce la obtinerea cantitativa a sulfonelor dorite.

In continuare s-a incercat aplicarea aceleiasi recepturi si pentru cazul S-glicozidelor
peracetilate ale mercaptotriazolilor, fird nici un rezultat satisfacator. in urma elaboririi mai multor
stategii de abordare, s-a putut concluziona ca in aceasta instanta unul din atomii de azot ai ciclului
1,2,4-triazolic coordineaza cationul de ruteniu, impiedicand activitatea sa catalitica.

Utilizarea altor agenti de oxidare mentionati in literaturd, precum oxona si apa oxigenata in
diverse conditii catalitice si de transfer de faza au dus la rezultate medii, desfasurandu-se fie cu
timpi de reactie foarte mari, fie cu randamente nesatisfacatoare.

7. Prin oxidarea cu acid metacloroperoxibenzoic s-au obtinut un numar de 9 sulfone ale 3-
mercapto-1,2,4-triazolilor-5-substituiti, complet caracterizate fizico-chimic.

Si aplicarea altor metode de oxidare duce la rezultate excelente:

- In cazul oxidarii cu permanganat de potasiu in mediu acid timpul de reactie este scurt,
conditiile sunt blande, randamentul la controlul reactiei este cantitativ, insd izolarea produsului din
mediul de reactie scade serios randamentul in substantd pura.

- oxidarea cu KMnO4/CuSO4x5H20 este mentionata recent in literatura (2006), de aceea am
incercat aplicarea si optimizarea acestui procedeu si in cazul tioglicozidelor 3-mercapto-1,2,4-
triazolilor 5-subsituiti sintetizati. Deoarece utilizarea recepturii generale pentru S-glicozide din
literatura nu conduce la obtinerea exclusiva a sulfonelor in cazul compusilor ce fac subiectul acestei
teze, metoda a fost optimizatd, obtinandu-se sulfone ce se izoleaza cu un efort minim in stare
aproape pura.

8. Aplicand metoda de deprotejare Zemplen si pentru sulfonele sintetizate, au fost obginuti
alti 9 compusi glucozilati noi, de asemenea complet caracterizati

9. Oxidarea completd si structura compusilor sintetizati s-a confirmat prin metode
spectrometrice.

Astfel, din analiza spectrelor IR ale sulfonelor, atat in seria celor protejate cat si in a celor
deprotejate se observd benzile corespunzdtoare vibratiei legdturii S=O, atat simetricd cat si
asimetrica. In seria sulfonelor protejate se observa clar banda corespunzitoare vibratiei legaturii
C=0 din gruparile protectoare acetil, in vreme ce in sulfonele deprotejate aceasta nu este prezenta,
dar se observi pregnant o banda largd dupa domeniul 3400 cm™, in acord cu prezenta in moleculi a
mai multor grupari OH libere.

Confirmarea structurii sulfonelor sintetizate a fost efectuata prin spectroscopie RMN, atat de
hidrogen cat si de carbon, in plus efectudndu-se un set suplimetar de spectre COSY, HETCOR
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HMQC, HMBC si APT. Se constata astfel ca in urma reactiei de oxidare nu se modifica configuratia
centrului anomeric, toate sulfonele obtinute avand configuratie anomerica 3. Aceasta afirmatie se
poate justifica prin constantele de cuplaj de peste 8 Hz intre Hi si Ho in fiecare caz investigat.

Conformatia ciclului piranozic in toate sulfonele sintetizate nu a avut de suferit in urma
reactiei de oxidare, fiind “Ci. In sprijinul acestei concluzii existd argumente numerice experimentale
clare pentru 3312, 3323, 3J3.4, 2Jas, toate avand valori peste 9Hz.

In cazul sulfonelor deprotejate, plasarea tuturor atomilor de hidrogen din ciclul piranozic
intr-un interval ingust al deplasarilor chimice face ca interpretarea spectrelor HETCOR de atribuire
a atomilor de carbon sa fie dificila. De aceea s-a impus o analizd detaliatd prin spectrometrie de
masa. Astfel s-a izbutit identificarea tuturor ionilor pseudomoleculari [M+H*]*, [M+Na']" si
[M+K*]*, in spectrul de masa MS? efectuat in mod ion pozitiv, iar in spectrul de masa MS* efectuat
in mod ion negativ, a fost identificat de fiecare data ionul pseudomolecular [M-H]". Acesta a fost
izolat si apoi supus fragmentirii prin CID, obtinandu-se spectrul MS? pentru toati seria de sulfone
S-BerGlu. Din analiza spectrelor MS? ale sulfonelor deprotejate se pot desprinde urmitoarele
concluzii:

- in toate cazurile se observa fragmentarea tipica compusilor glicozidici, prin care ionul
pseudomolecular pierde una sau mai multe molecule de apa.

- in toate cazurile s-a putut observa scindarea legaturii C-S dintre componenta zaharica si
aglicon, prin punerea 1n evidentd a fragmentului agliconic (A)(vezi caracterizarea completa,
paragraful 111.7.1.D)

- in unele cazuri si ionul molecular din MS? a putut fi supus fragmentarii prin CID,
obtinandu-se spectrul MS2. Si in acest caz au putut fi identificati ionii rezultati.

S-a realizat astfel sinteza si caracterizarea a 38 compusi noi, prin metode de sinteza
optimizate, specifice acestui tip de glicozide.

10. A fost realizat un studiu preliminar preclinic in vitro privind potentialele efecte citotoxice
ale compusilor din seria BerGlu. Concluziile acestui studiu se prezinta astfel:

- La concentratii mici in domeniul 0,1 - 1 puM, compusii BerGlu tind sa stimuleze
metabolismul celular care duce la intensificarea moderata a reducerii MTS. Acest efect se exercita
indiferent de statusul celulelor, canceroase sau normale, proliferative sau ,,resting”, activate sau
supresate functional.

- La concentratii mari (>100 uM) au fost inregistrate efecte citotoxice

- La concentratii mici compusii BerGlu stimuleaza incorporarea de uridina de catre celulele
tumorale MCF-7 sau de catre celulele endoteliale normale proliferative HUVEC. Efecte similare se
inregistreaza la concentratii mari (100 uM), la care compusii nu mai activeaza metabolismul celular.

Aceste rezultate arata ca BerGlu pare sa stimuleze sinteza de ARN fie datorita intensificarii
metabolismului celular la doze mici de compusi, fie ca mecanism de adaptare a celulelor la stressul
exercitat de dozele mari de BerGlu. in acest context, putem afirma ca seria de compusi BerGlu nu
este adecvata ca agent antitumoral, dar ar putea reprezenta un grup de compusi capabili de a induce
regenerare celulara.
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ANEXA 1

BER1GLU Spectrul MS? (m/z = 338)
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ANEXA 2

BER2GLU Spectrul MS? (m/z = 352)
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ANEXA 3

BER3GLU Spectrul MS? (m/z = 368)
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ANEXA 4

BER4GLU Spectrul MS? (m/z = 276)
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ANEXA 5

BER7GLU Spectrul MS? (m/z = 402.5)

Intens‘: 239.9

500-
400;
300;
200;

100{ 126.9

205.0 224.0 2819

402.0

O | i
T T T T T T T T T T T T T T

(-)ESI-IT-MS

T T T ° — 71 T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350

—
400

—
450

m/z

186

BUPT



ANEXA 6

BERI9GLU Spectrul MS? (m/z = 372)

Intenfg5_ 209.8
80+
607
40+
20+
141.9 1779 372.0
N s []
100 150 200 250 300 350 400n/z
(-)ESI-IT-MS

187

BUPT



ANEXA 7

BER12GLU Spectrul MS? (m/z = 410)
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ANEXA 8

BER13GLU Spectrul MS2 (m/z = 444)
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ANEXA 9
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ANEXA 10

BER15GLU Spectrul MS? (m/z = 382)
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ANEXA 11
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ANEXA 12

(-)S-BER2GLU Spectrul MS? (m/z = 384)
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ANEXA 13

S-BER3GLU Spectrul MS? (m/z = 400)
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ANEXA 14

S-BER7GLU Spectrul MS? (m/z = 434)
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ANEXA 15
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S-BER9GLU Spectrul MS? (m/z = 404)
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ANEXA 16

S-BER12GLU Spectrul MS? (m/z = 442)
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424.0
30+
280.0

201

364.0
10+ 330.1

232.1
442.0

T T 7 T 7 T 7 7 T T T T T 7 T T 7 7 7 T T T T 7 T 7 7 7 T T T 7 7 7 T
100 150 200 250 300 350 400 45@n/z

(-)ESI-IT-MS

197

BUPT



ANEXA 17

S-BER13GLU Spectrul MS? (m/z = 476)

Inters,
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ANEXA 18

S-BER14GLU Spectrul MS? (m/z = 414)

Intens{y,

201

15+

10+

251.9
187.9 396.1
203.9
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414.0
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ANEXA 19

S-BER15GLU Spectrul MS? (m/z = 414)

Intens.

251.9
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359.1369.1

383.1 414.0
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DETALIU SPECTRUL 'H-RMN AL COMPUSULUI S-BER1PAG

2008

43 sec

s2pul
399.9486688 MHz

"inovad00"

cdc13
Ambient temperature
vnmri

delay 1.000 sec
H1,

Proton
time 2.049 sec

Width 6399.0 Hz
32 repetitions

Sisu proba 2 11 nov.
OBSERVE

Ber1PAG-suifona
Solvent

Relax.

Pulse 45.0 degrees
Acqg.

File:
Total time 1 min,

E.

Pulse Sequence
Qoerator
INOVA-400

DATA PROCESSING
FT size 65536

ANEXA 20
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ANEXA 21
DETALIU SPECTRUL '"H-RMN AL COMPUSULUI S-BERIPAG

E. Sisu proba 2 11 nov. 2008
Ber1PAG-sulfona

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3
Ambient temperature
Operator: vnmril
INOVA-400 "inovadq00"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.048 sec »/
Width 6399.0 Hz
32 repetitions
OBSERVE H1, 399.9486688 MHz
DATA PROCESSING &
Resol. enhancement 1.6 Hz
Gauss apodization 0.615 sec
FT size 65536
Total time 1 min, 43 sec
= ) - o
’ & o rae » )
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o~ ® e - © o e
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ANEXA 22

BER2PAG

-RMN AL COMPUSULUI S-

H

DETALIU SPECTRUL

LLTTEST
pE TYPIT

€2°€181

1972251

ET°9LPT

98°19ST

£6° 29T
61°62LT
£9° 8961
65°826T
be 86T
AN} 2£°9002
82° 9102
0 /g, 59°5202
AN
\ 2170212
£6°6212
: T€°6£T2
@ 9,722
£1° 2822
. 02°9622
£

203

BUPT



ANEXA 23

Eugen Sisu S-Ber-2-PAg
21 mai 2009 Temp = 35 C

File: Ghmgc

Pulse Seqguence: gHMQC

Solvent: cdcl3
Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operator: vnmril
INOVA-400 "localhost.localdomain"

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.128 sec

Width 3711.1 Hz

2D Width 17097.7 Hz

8 repetitions

2 x 128 increments
OBSERVE H1, 399.9486787 MHz
DECOUPLE C13, 100.5746338 MHz
Power 31 dB

on during acquisition

off during delay

WAa0_ASW_SW modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.059 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.007 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 40 min, 58 sec

SPECTRUL HMQC AL COMPUSULUI S-BER2PAG

i

el

ppm

& £~ £~ B w
(=] = ~nN =] -]

wilole b bt ol

=Y
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3] 3]
~nN =]
Lol

n
S
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90

T T T —T —T T T T —T

80 75 70
F1 (ppm)

65

204

BUPT



ANEXA 24

SPECTRUL COSY AL COMPUSULUI S-BER9PAG

Std proton

File: gcosy

Pulse Sequence: gcosy

Solvent: cdc13
Ambient temperature
Operator: vomrl
INOVA-400 "inovaa400"

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.160 sec

widih  6399.0 Hz M
2D Width 6389.0 Hz \ . 'Y’
4 repetitions \ \ . )

512 increments \ y |

OBSERVE H1, 399.9486678 MHZz N

DATA PROCESSING .

Sine bell 0.080 sec J‘

F1 DATA PROCESSING

ine be = sec V Q ‘ i
ﬁ/ﬂL_JJ;J/ f__» j‘ JHL JUL_JJK 1l

—

F2 ]
(gpml
B P = s3
4.0”- S5 e
4.5
e
5.0 F e o 8
] == &= =3
5.5
] st <3 1=
6.0—
6.5
7.0
-
ot 7.5 e £
S 8.0- 2
‘;;‘) ] L=} o
1 8.5-
YIr =8 Tl % & F .5 LU FRE e T | I AGEELEN Eb L B 2 S D ENE L S U SR S
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
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ANEXA 25

Std proton

SPECTRUL HSQC AL COMPUSULUI S-BER9PAG

File: Ghsqc

Pulse Sequence: gHSQC

Solvent: cdcl13 A
Ambient temperature

Operator: vnmrl

INOVA-400 "inovad00"

Relax. delay 1.301 sec

Acq. time 0.188 sec

Width 3860.3 Hz -
20 Width 17097.7 Hz \
8 repetitions N

2 x 128 increments \{ | I '
OBSERVE H1, 399.9486787 MHz I
DECOUPLE C13, 100.5746938 MHz | I
Power 31 dB | I 1

on during acquisition

off during delay

wa0_ASW_SW modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.092 sec | \ l | |

F1 DATA PROCESSING PR (VTN . A " oot . e o

Gauss apodization 0.007 sec il 2 - =

i < i .
gt;\z:i;gsgsxm%gfan sec F2 f |
(ppm) .
—_—_— 2 =
o
3._
] ™
-j::} 4 =
:j% ] = =
J g
1 T — T T T e e r S IS o o e S e e e U (LA A B SR T
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

F1 (ppm)
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ANEXA 26
DETALIU SPECTRUL 'H-RMN AL COMPUSULUI S-BER12PAG

Eugen Sisu S-Ber-12-PAg
21 mai 2009
Temp = 35 C

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3

Temp. 35.0 C / 308.1 K

Operator: vnmril

INOVA-400 "localhost.localdomain"

Relax. delay 2.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 2.049 sec

Width 6399.0 Hz

256 repetitions

OBSERVE H1, 399.9486717 MHz
DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 17 min, 26 sec

©
] °3
- S~ o ©
a2 S 2 w33
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ANEXA 27

DETALIU SPECTRUL 'H-RMN AL COMPUSULUI S-BER12PAG

Scse vive U el Cic-rHy
21 mai 2009
Temp = 35 C
expl Proton
SAMPLE SPECIAL
date May 21 2009 temp .0
solvent cdcl13 gain 28
file exp spin not used
ACQUISITION hst 0.008
w 6339.0 pw3o0 14.000
at 2.049 ailfa .600
np 26218 FLAGS
fb 4000 n
bs 4 in n
sS 2 dp y
dl 2.000 hs nn
nt 256 PROCESSING
ct 256 1 =1.55
TRANSMITTER gf 0.615
tn H1 gfs not used
sfrq 399.951 fn 5536
tof 399.6 DISPLAY
tpwr 55 sp 5$91.7
7.000 wp 730.9
DECOUPLER rfi 792.8
n C13 rfp 0
dof 0 rp 42.9
dm nnn  1p -1.9
dmm c PLOT
dpwr 31 wc 250
dmf 29412 sc 0
vs 13450
th 1
ai ph
T ©
o W
A1) » < 2
omn N .
- = 0 o
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ANEXA 28

Eugen Sisu S-Ber-12-PAg

21 mai 2009
Temp = 35 C

File: Ghmgc

Pulse Sequence: gHMQC
Solvent: cdci3

Temp. 35.0 C , 308.1 K
Operator: vnmrl
INOVA-400 "localhost.localdomain"
Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.128 sec
width 3546.1 Hz

2D Width 17097.7 Hz

8 repetitions

2 x 128 increments
OBSERVE H1, 399.9486787 MHz
DECOUPLE C13, 100.5746938 MHz
Power 31 dB

on during acquisition

off during delay

WA0_ASW_SW modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.059 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.007 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 40 min, 58 sec

DETALIU SPECTRUL HMQC AL COMPUSULUI S-BER12PAG

i
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ANEXA 29

E. Sisu proba 1 12 nov. 2008 F
Ber14PAG-sulfona " / )
Ac4-G1-802-Trz1-Ar-0Et-4 ~ . \ 1 \.
[ = Ay - T-E i AN ‘ N -
Lo -
| 0

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul

Solvert: cdcl13
Ambient temperature
Operatcr: vnmri
INOVA-400 "inovad400"

Relax. delay 1.000 sec N
Pulse 45.0 degrees i
Acq. time 2.049 sec
Width 6399.0 Hz

32 repetitions

OBSERVE H1, 399.9486649 MHz © @
DATA PROCESSING { i -]
FT size 65536 iN \O 3 <2 S
Total time 1 min, 43 sec - NS - A TR ™ sS0 S
= 2 . s R W ean o -
:] > oo ~ N o ~
g s S
o - e ~ S
= o ©
® : = 2 L © S i
o 1=
Qw3 Se o o~ v o © i ”
w3 x ge3g 83 g e - § g
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P s
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TP | S g
s 8 :
iss
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——T T RV
0.000
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— e et
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ANEXA 30
DETALIU SPECTRUL 'H-RMN AL COMPUSULUI S-BER14PAG

E. Sisu proba 1 12 nov. 2008
Ber14PAG-sulfona
Ac4-G1-S02-Trzl1-Ar-0Et-4

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3
Ambient temperature
Operator: vnmril
INOVA-400 “inova400"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.049 sec
wWidth 6399.0 Hz

32 repetitions
OBSERVE H1, 399.9486649 MHz
DATA PROCESSING

Resol. enhancement 1.6 Hz
Gauss apodization 0.615 sec
FT size 65536
Total time 1 min, 43 sec
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ANEXA 31

E. Sisu proba 1 12 nov. 2008
Ber 14FAG-sulfona
Ac4-G1-S02-Trzl1-Ar-0Et-4

SPECTRUL COSY AL COMPUSULUI S-BER14PAG

File: Gcosy

Pulse Sequence: gCOSY

Solvent: cdcl13
Ambient temperature
Operator: vnmrl
INOVA-400 "inovad400"

Relax. delay 1.301 sec
Acq. time 0.160 sec
width 6399.0 Hz
2D Width 6399.0 Hz
8 repetitions
128 increments
OBSERVE H1, 399.9486787 MHz
DATA PROCESSING
Sine bell 0.080 sec
F1 DATA PROCESSING
Sine bell 0.040 sec
FT size 2048 x 2048 _}h )h M
Total time 25 min, 42 sec -
Fz2 7 &
(ppm)
s _
] L &
20 -~
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ANEXA 32

DataStream - dilutie 1:2

Abscorbance [A]

Spectrul UV al compusului BerlPag

2.0
2055 § 1.66
1.5
1.0
246.0 f 0.65
0.5
‘354.51 0.00
0.0 T T T T ]
190 232 274 316 358

‘Wavelength [nm]
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ANEXA 33

Spectrul UV al compusului Ber4Pag

DataSiream
0.42 o
206.5 § 0.384
029
X
-
o
& o016
£
[
-
2
003
395.0 f 0.00(
-0.10 T T ] \ |
190 232 274 316 358 400
Wavelength [nm]
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ANEXA 34

Experiment 1

Experiment 2

Experimente efectuate in scopul trasarii curbei standardului LDH

Dilutii : CV | control poziti
L DH DO medie | SD % Dgrlrfgcgf”:
1/8 0.200 | 0.194 [ 0.194 | 0.198 | 0.197 0.003 | 2 0.163
1/4 0.364 | 0.342 | 0.351 | 0.361 | 0.355 0.010 | 3 0.321
1/2 0.665 | 0.657 | 0.588 | 0.605 | 0.629 0.038 6 0.596
1/1 1.1621.135/1.088|1.113|1.128 0.037 3 1.095
fond

(PBS+1% | 0.037 | 0.033 | 0.031| 0.032 | 0.033

BSA)

Dilutii : CV | control poziti
| DH DO medie | SD |, D(())r:)rz;-gt())zflor:c\i/
1/8 0.209 | 0.204 | 0.209 | 0.211 | 0.208 0.003 1 0.175
1/4 0.380 | 0.370 | 0.372 | 0.386 | 0.377 0.007 2 0.344
1/2 0.670 | 0.687 | 0.686 | 0.672 | 0.679 0.009 1 0.646
1/1 1.150 (1.777 | 1.201 | 1.228 | 1.339 0.294 | 22 1.306
fond

(PBBSS/:;% 0.037 | 0.033 | 0.031| 0.032 | 0.033
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ANEXA 34

Experiment 3

Experiment 4

Experimente efectuate in scopul trasarii curbei standardului LDH

Dilutii . CV | control poziti
LDH DO medie | SD | o/" | 5OpenDOwm
1/8 0.226 | 0.232 1 0.225 ] 0.220 | 0.226 0.005 2 0.186
1/4 0.374 1 0.368 | 0.409 | 0.381 | 0.383 0.018 5 0.344
1/2 0.680 | 0.688 | 0.692 | 0.664 | 0.681 0012 | 2 0.642
1/1 1.147 | 1.246 | 1.123 | 1.266 | 1.196 0.071 6 1.156
fond

(PBS+1% | 0.040 | 0.075|0.024 | 0.019 | 0.040

BSA)

Dilutii i CV | control poziti
LDH DO med e SD % D%Zrzti-gtg:o::
1/8 0.276 | 0.267 | 0.269 | 0.272 | 0.271 0.004 1 0.201
1/4 0.438 | 0.432 | 0.433 | 0.406 | 0.427 0.014 3 0.357
1/2 0.734|0.770 | 0.773 | 0.748 | 0.756 0.019 3 0.686
1/1 1.330(1.416|1.388 | 1.443 | 1.394 0.048 4 1.324
fond

(PBBSS;;% 0.071|0.071 | 0.073 | 0.065 | 0.070
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