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POVZETEK

Monoamin oksidaze (MAO) so encimi, ki se nahajajo na zunanji membrani mitohondrijev
in katalizirajo oksidativno deaminacijo monoaminov. Poznani sta dve izoformi, MAO-A in
MAO-B, ki se razlikujeta po obliki in velikosti aktivnega mesta ter posledi¢no po
substratih, ki sta jih sposobni metabolizirati. Encima imata pomembno vlogo pri razli¢nih
nevrodegenerativnih stanjih (kot sta na primer Alzheimerjeva bolezen in Parkinsonova
bolezen), zato je bilo razvitih ze ve¢ reverzibilnih in ireverzibilnih zaviralcev ene ali obeh

izoform MAO.

V sklopu magistrske naloge smo nacrtovali in sintetizirali 1-(prop-2-in-il)piperidinske
analoge na osnovi ze znanega zaviralca MAO-B 4-(4-fluorostiril)-1-propargilpiperidina.
Uporabili smo vecstopenjsko sintezno pot, ki je obsegala terc-butil karbamatno (Boc)
zasCito piperidin-4-karboksilne Kisline, redukcijo le-te do aldehida preko Weinrebovega
amida, Wittigovo reakcijo, odstranitev Boc zascite, alkilacijo piperidinskega duSika in po
potrebi tudi redukcijo dvojne vezi. Sintetizirali smo cis, trans in reducirane analoge
4-(4-fluorostiril)-1-propargilpiperidina, pri cemer smo 4-fluorofenilni fragment zamenjali z

razli¢no substituiranimi fenilnimi in heteroaromatskimi fragmenti.

Sintetiziranim kon¢nim spojinam smo z biokemijskim testiranjem na izoliranih
rekombinantnih humanih MAO-A in MAO-B dolocili zaviralno aktivnost. Najmoc¢nejsa
zaviralca na MAO-B sta bila (E)-1-(prop-2-in-1-il)-4-(4-(trifluorometil)stiril)piperidin (31)
in 1-(prop-2-in-1-il)-4-(4-trifluorometil)fenetil)piperidin (32) z ICso vrednostima 18,6 nM
in 10,9 nM. Ugotovili smo, da imajo trans in reducirani derivati na MAO-B primerljivo
zaviralno aktivnost, ki je za 1-2 velikostna razreda vecja od aktivnosti cis derivatov. Za
najugodnejSo se je izkazala para substitucija na benzenu s halogenom, na podlagi ¢esar

lahko sklepamo, da tvori pomembne interakcije v aktivnem mestu encima.

Zaklju¢imo lahko, da spojini 31 in 32 predstavljata pomembno izhodis¢e za nadaljnje
raziskovanje novih mo¢nih zaviralcev MAO-B kot potencialnih zdravilnih uc¢inkovin za

terapijo nevrodegenerativnih bolezni.

Kljuéne besede: MAO, ireverzibilni inhibitorji, nevrodegenerativne bolezni, Wittigova

reakcija
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ABSTRACT

Monoamine oxidases (MAO) are enzymes, which can be found on the outer mitochondrial
membrane and catalyse oxidative deamination of monoamines. Two isoforms are known,
MAO-A and MAO-B. They differ in size and shape of the active site, which introduces the
difference in the specifity for the substrates they metabolise. Enzymes play an important
role in different neurodegenerative disorders (e.g. Alzheimer’s disease, Parkinson’s
disease), therefore, many reversible and irreversible inhibitors of one or both isoforms have

already been developed.

As a part of this master’s thesis we designed and synthesized 1-(prop-2-yn-1-yl)piperidine
analogues on the basis of a known MAO-B inhibitor
4-(4-fluorostyryl)-1-propargylpiperidine. We used multi-step synthetic route, which
included tert-butyl carbamate (Boc) protection of piperidine-4-carboxylic acid, its
reduction to aldehyde via Weinreb amide, Wittig reaction, Boc removal, N-alkylation of
piperidine and, if necessary, a reduction of double bond. We synthesized diverse set of cis,
trans and reduced analogues of 4-(4-fluorostyryl)-1-propargylpiperidine, where
4-fluorophenyl fragment was replaced by differently substituted phenyl and heteroaromatic

rings.

We evaluated synthesized final compounds biochemically on isolated recombinant human
MAO-A and MAO-B and determined inhibitory activity. The most potent inhibitors were
(E)-1-(prop-2-in-1-yl)-4-(4-(trifluoromethyl)styryl)piperidine (31) and
1-(prop-2-in-1-yl)-4-(4-trifluoromethyl)phenetyl)piperidine (32) with ICso values of 18,6
nM and 10,9 nM, respectively. We found out that trans and reduced derivates have similar
inhibitory activity on MAO-B, which is 1-2 fold higher than cis derivates activity.
According to our assays para substitution with halogen on a benzene ring is preffered,

probably due to important interactions with the enzyme’s active site.

To conclude, compounds 31 and 32 represent important starting point for further research
of novel potent MAO-B inhibitors as potential drugs for the therapy of neurodegenerative

diseases.

Keywords: MAO, irreversible inhibitors, neurodegenerative disorders, Wittig reaction
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SEZNAM OKRAJSAV

5-HT Serotonin

A Adrenalin

AD Alzheimerjeva bolezen

AK Aminokislina

ATR Tehnika oslabljene popolne odbojnosti
Boc Terc-butil karbamat

CZS Centralni Ziveni sistem

d Kemijski premik

DA Dopamin

DMAP 4-dimetilaminopiridin

DMSO Dimetilsulfoksid

ekv. Mnozinski ekvivalent

EDC 3-(((etilimino)metilen)amino)-N,N-dimetilpropan-1-amin
FAD Flavin adenin dinukleotid

HOBt Hidroksibenzotriazol

Hz Hertz

ICs0 Srednja inhibitorja koncentracija

IR Infrardeca spektroskopija

J Sklopitvena konstanta

KHMDS kalijev bis(trimetilsilil)amid

MAO Monoamin oksidaza

MAO-A Monoamin oksidaza tipa A

MAO-B Monoamin oksidaza tipa B

MNT Monoaminski Zivéni prenaSalec

MS Masna spektrometrija

NA Noradrenalin

NaHMDS Natrijev bis(trimetilsilil)amid

NMR Jedrska magnetnoresonanc¢na spektroskopija
OPA Oksafosfetan

PD Parkinsonova bolezen

PE Beta-fenetilamin
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1. UVOD

1.1. MONOAMIN OKSIDAZA

Monoamin oksidaze (MAO) so encimi, ki Kkatalizirajo oksidativno deaminacijo
monoaminov, pri ¢emer kot kofaktor sodeluje kovalentno vezan flavin adenin dinukleotid
(FAD) v obliki 8a-S-cisteinil FAD. Metabolizirajo primarne, sekundarne in terciarne
amine, do diaminov pa imajo bistveno manj$o afiniteto. Odkriti sta bili dve izoformi
encima, MAO-A in MAO-B, ki ju kodirata razli¢na gena na X kromosomu. Kljub temu je
njuno aminokislinsko zaporedje v priblizno 70 % enako (1, 2). Med razvojem zarodka se
MAO-A razvije pred MAO-B, ekspresija slednjega pa se v mozganih moc¢no zveca po
rojstvu in se povecuje vse do smrti. Encima, ki se nahajata na zunanji membrani
mitohondrijev, sta sicer prisotna v vedini tkiv v telesu, variira pa njuno razmerje v
posameznih tkivih. Imunohistoloske Studije so pokazale, da se v kateholaminergi¢nih
nevronih nahaja pretezno izoforma MAO-A, v serotoninergi¢nih nevronih in astrocitih pa

MAO-B (3, 4).

Oba encima sta sestavljena iz treh domen. Ena od njih je namenjena vezavi prosteti¢ne
skupine FAD, druga vezavi substrata, preko tretje domene pa je encim vezan na membrano

mitohondrija (5).

Bistvena razlika med izoformama je njuna razli¢na selektivnost do substratov. Oba encima
ob prisotnosti FAD kot akceptorja protonov vrSita pretvorbo aminov do ustreznih
aldehidov, pri ¢emer se porabljata Oz in H20, nastaneta pa H202 in NH3z pri deaminaciji
primarnih aminov oziroma nov amin pri deaminaciji sekundarnih ali terciarnih aminov.
Reakcija oksidacije potece preko imina po eni od dveh glavnih reakcijskih poti. Ve¢inoma
se deprotoniran amin substrata veze v aktivno mesto encima, kjer potece oksidacija amina
do imina ob hkratni redukciji FAD do hidrokinonske oblike. Reducirani kofaktor se nato
oksidira ob prisotnosti Oz, pri ¢emer nastane H>O». Sprostitvi protoniranega imina z
encima sledi nekataliti¢na hidroliza do NH4" oziroma ustreznega protoniranega amina in
ustreznega aldehida (2, 6). Glavni reakcijski poti sta shematsko prikazani na sliki 1. Ceprav
ima H202 lahko pomembno vlogo pri metabolizmu in signalizaciji v mozganih, dobljeni

aldehidi pa so udelezeni pri regulaciji spanja, so ti produkti v poviSanih koncentracijah



toksi¢ni. Do organizmu neskodljivih produktov jih zato takoj metabolizirajo drugi encimi

(1,3).

Imin —> Aldehid + NH,"
E-FAD 4

HzOz k6’ [O ' k4v
ks'[Imin]
Kk, k;

E-FAD, +S E-FAD, --S ——> E-FAD,4 -- Imin

ky
K k¢[Imin] k4[O,]
E-FAD ,, -- Imin

Imin H,0,
lhidroliza

Aldehid + NH,*

Slika 1: Shematski prikaz glavnih reakcijskih poti MAO katalize (prirejeno po (6)).

S krepkim tiskom je oznacena prevladujoca reakcijska pot.

V Crevesju, jetrih, pljucih in drugih perifernih tkivih MAO S§¢iti organizem pred
Skodljivimi uéinki eksogenih aminov preko preprecitve vstopa le-tem v sistemski krvni
obtok ali z njihovo razgradnjo v krvi. V centralnemu Zivénemu sistemu (CZS) in
perifernemu Zivénemu sistemu pa poleg zascCite pred eksogenimi amini MAO skrbi Se za
razgradnjo monoaminskih Zivénih prenasalcev (MNT) in s tem za prenehanje njihovega

ucinka ter za regulacijo zaloge intracelularnih aminov (3).
1.2. PRIMERJAVA MED MAO-A IN MAO-B

Encima se na zunanji membrani mitohondrijev nahajata v obliki dimerov (7). Vsaka od
monomernih enot je z a-vijacnico iz 27 aminokislinskih (AK) ostankov na C-terminalnem
delu encima zasidrana v membrano, tako da preostanek encima gleda bodisi v citoplazmo
(MAO-A), bodisi v medmembranski prostor (MAO-B). Dodatno stabilizacijo tvorijo

hidrofobne stranske verige aminokislin (AK), ki so usmerjene proti membrani (8, 9).



Klju¢na razlika med izoformama je v velikosti in obliki aktivnega mesta. Za obe izoformi
velja, da se substrati v aktivnem mestu vezejo preko mesta N-5 na re-stran flavina, ki
omejuje eno od strani votline z aktivnim mestom. Le-to se nahaja v topilu nedostopnem

okolju.

Izoforma MAO-B ima domeno, namenjeno vezavi substrata, sestavljeno iz dveh med seboj
povezanih votlin, vhodne votline z velikostjo ~ 290 A® in notranje votline z aktivnim
mestom z velikostjo ~ 400 A3, Slednjo votlino zamejujejo aromatski in alifatski AK
ostanki, ki ustvarjajo moc¢no hidrofobno okolje. Tudi vhodna votlina je obdana z AK
ostanki, ki ustvarjajo hidrofobno okolje, poleg tega pa jo na zunanji strani prekriva zanka
iz 14 AK, ki onemogoca vstop topila v votlino. Votlini sta v konformaciji encima brez
vezanega substrata loCeni s stranskimi verigami 4 AK, med katerimi najpomembnejSo
vlogo igra 11e199. Predlagani mehanizem vezave substrata zajema premik zanke, s katerim
je omogocen vstop substrata v vhodno votlino. Ta vstop sprozi spremembo konformacije
encima, zaradi Cesar se razmaknejo AK ostanki, ki sestavljajo votlini. Pride do spojitve
obeh votlin in substrat lahko dostopa do aktivnega mesta. Zanka, ki prekriva vhodno
votlino, je torej stikalo, ki omogoca substratu dostop do aktivnega mesta, in se nahaja
proksimalno na domeno, preko katere se substrat veze na membrano. Substrat tako do
aktivnega mesta dostopa preko povrsine proteina, obrnjene proti membrani mitohondrija (8,

11).

Domena, namenjena vezavi substrata, je pri izoformi MAO-A sestavljena zgolj iz ene
votline velikosti ~ 550 A3 (10, 11). Zamejena je z aromatskimi in alifatskimi AK ostanki,
ki ustvarjajo hidrofobno okolje. Samo aktivno mesto je pri MAO-A vecje in bolj okroglo
kot pri MAO-B, kjer je podolgovato, zato imajo pri prvem substrati ve¢jo moznost rotacije
znotraj aktivnega mesta (11, 12). Strukturi izoform MAO-A in MAO-B sta predstavljeni na
sliki 2.
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Slika 2: Strukturi monomernih enot izoform MAO-A in MAO-B.

Z zeleno barvo je oznaCena domena, namenjena vezavi encima na membrano.
Domena, namenjena vezavi substrata, je oznacena z rdeco. Modro obarvani del

predstavlja domeno, namenjeno vezavi prosteti¢ne skupine (prirejeno po (1)).

1.2.1. VRSTE SUBSTRATOV

Zaradi razlik v aktivnih mestih posamezne izoforme se v encima ne vezejo vsi substrati z
enako afiniteto. V vecje aktivno mesto izoforme MAO-A se z vecjo afiniteto Vezejo bolj
»voluminozni« substrati. Primeri le-teh so serotonin (5-HT), noradrenalin (NA) in
adrenalin (A). Medtem sta preferen¢na substrata MAO-B manjSa in manj razvejana
benzilamin in B-fenetilamin (PE). Substrati, kot so dopamin (DA), tiramin in triptamin, se s

precej podobno Km vezejo na obe izoformi (13).
1.3. VRSTE ZAVIRALCEV

Ena od glavnih zahtev zaviralcev dolocenega encima je obicajno ta, da so selektivni. S
selektivnimi zaviralci MAO sicer doseZzemo zaviranje le-tega tipa encimov, vendar to v
primeru MAO obic¢ajno ni dovolj. Ugotovljeno je bilo namre¢, da izoformi sodelujeta v
razlicnih patoloskih procesih in imata razlicne neZelene ucinke, zato je pri novejSih

zaviralcih zaZelena celo izoformna selektivnost.

Poznamo reverzibilne in ireverzibilne zaviralce MAO, oboji se uporabljajo v terapiji

razli¢nih nevroloskih stanj. Ve€inoma gre za dolgotrajne ali kroni¢ne bolezni, zato je dolg



ucinek delovanja prednost ireverzibilnih zaviralcev, katerih aplikacija je tako zgolj enkrat
dnevna. Prav tako pa je dolg lahko cas trajanja nezelenih ucinkov. Med problemati¢ne
nezelene ucinke spadata serotoninski sindrom in hipertenzivna kriza, angleSko imenovana
“cheese effect” (1). Serotoninski sindrom je potencialno Zzivljenje ogrozujoce stanje,
katerega znacilni simptomi so tremor, diareja, v hujSih primerih pa tudi delirij,
nevromuskularna rigidnost in hipertermija. Sindrom je posledica mocno povecanih
koncentracij 5-HT oziroma povecanega ucinka 5-HT, do katerih pride pri soc¢asni uporabi
zaviralcev MAO in zaviralcev ponovnega privzema 5-HT (sem sodijo selektivni zaviralci
ponovnega privzema serotonina, zaviralci ponovnega privzema serotonina in noradrenalina
ter tricikli¢ni antidepresivi) (14). Do hipertenzivne krize lahko pride pri uporabi izoformno
neselektivnih zaviralcev  MAO ali selektivnih zaviralcev MAO-A. Tiramin in ostali
simpatikomimeti¢ni amini, ki se nahajajo v Stevilnih vrstah hrane (tudi v siru), so sicer
primerni substrati za obe izoformi, vendar bodo njihove plazemske koncentracije znacilno
poviSane prav zaradi zaviranja MAO-A. Le-ta izoforma je namre¢ prevladujota v
gastrointestinalnem traktu in jetrih, preko katerih se absorbirajo in metabolizirajo eksogene
spojine. PoviSane plazemske koncentracije tiramina ali drugih, njemu podobnih aminov, ki
imajo pozitivno inotropno delovanje, bodo tako povecale sistoli¢ni krvni tlak, kar v

nekaterih primerih lahko privede do Zivljenje ogrozujoc¢e hipertenzivne krize (1, 15).
1.3.1. REVERZIBILNI ZAVIRALCI

Reverzibilni zaviralci imajo naceloma boljsi varnostni profil. V sklopu reverzibilnih
zaviralcev MAO-B je bila razvita ucinkovina safinamid, ki je hkrati tudi zaviralec
ponovnega privzema DA, blokira napetostno odvisne natrijeve kanalCke, modulira
kalcijeve kanalCke in zavira spros¢anje glutamata. Vsi ti mehanizmi delovanja privedejo do

povecanja koncentracij DA, izboljSane kognicije in nevroprotektivnega delovanja (16).

Glavni namen razvoja reverzibilnih zaviralcev MAO-A (RIMA) je bilo ucinkovito
zaviranje te izoforme, ki pa ne bi povzroCilo z zaviranjem MAO-A povzrocene
hipertenzivne krize. Tiramin in njemu podobni amini iz hrane lahko v visokih
koncentracijah kompetitivno izrinejo RIMA iz aktivnega mesta encima, se tako normalno
metabolizirajo in ne povzro€ijo hipertenzivne krive. Za zagotovitev terapevtske
ucinkovitosti morajo imeti RIMA dovolj visoko afiniteto do MAO-A, da jih endogeni

substrati minimalno kompetitivno izrinejo. DA je primeren substrat za obe izoformi, zato



RIMA ne povecajo njegovih plazemskih koncentracij v stacionarnem stanju, saj se
presezek lahko metabolizira z MAO-B. Uporabnost RIMA je predvsem pri patoloskih
stanjih, ki so posledica primanjkljaja 5-HT in NA, selektivnih substratov za MAO-A.
Zaviranje MAO-A in nezmoznost metabolizma z MAO-B vodi v povefanje plazemskih
koncentracij 5-HT in NA. Primeri RIMA so moklobemid, toloksaton, brofaromin in
befloksaton (17). Na sliki 3 sta predstavljena predstavnika reverzibilnih zaviralcev na
MAO-B in MAO-A.
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Slika 3: Safinamid, kot primer reverzibilnega zaviralca MAO-B, in moklobemid, kot
primer RIMA.

1.3.2. IREVERZIBILNI ZAVIRALCI

Struktura ireverzibilni zaviralcev mora posedovati nekaj klju¢nih lastnosti. Del molekule,
ki je odgovoren za afiniteto do encima, mora z njim tvoriti podobne interakcije kot
substrati. Za ireverzibilno zaviranje pa je izjemno pomemben tisti del molekule, ki vstopa
v kovalentne interakcije z encimom, v naSem primeru s kofaktorjem FAD. Po vezavi
ireverzibilnih zaviralcev je za ponovno delovanje encima potrebna sinteza novih molekul
le-tega. MAO aktivnost v nevronih je izredno visoka in ugotovljeno je bilo, da je za
ustrezne farmakoloSke ucinke potrebno vsaj 80 % zaviranje MAO. Z vsakodnevno
aplikacijo ireverzibilnih zaviralceve MAO po dolo¢enem casu dosezemo plato —
maksimalno moZno zaviranje, ki ga z relativno nizkimi dnevnimi odmerki lahko

vzdrzujemo skozi daljSe obdobje (1).

Razvitih je bilo Ze veliko vrst ireverzibilnih zaviralcev MAO z najrazli¢nejSimi osnovnimi
skeleti, vendar so le redki od njih registrirani kot u¢inkovine. Zgodovinsko gledano so prvo
skupino ireverzibilnih zaviralcev MAO sestavljali hidrazini. Med njimi je omembe vredna
ucinkovina fenelzin, predstavljen na sliki 4, ki se Ze ve¢ kot 50 let uporablja za zdravljenje

depresije, panicnih motenj in socialne anksioznosti. Fenelzin je izoformno neselektivni



ireverzibilni zaviralec MAO, prav tako je substrat za MAO, ki ga le-ta metabolizira do
B-feniletilidenhidrazina, SibkejSega zaviralca MAO. Uporaba fenelzina je danes omejena

zaradi hipertenzivnih kriz, ki jih povzroca (18).

N
Slika 4: Fenelzin, kot predstavnik prve skupine ireverzibilnih zaviralcev MAO.

Edini danes Se uporabljan zaviralec MAO iz skupine ciklopropilaminov je tranilcipromin.
Vsebuje 2 stereogena centra, za ireverzibilno zaviranje MAO je odgovoren (+)-enantiomer,
medtem ko (—)-enantiomer zavira ponovni prevzem MNT in stimulira njihovo spro$c¢anje.
Preko teh mehanizmov in povecanja ekspresije razlicnih podenot receptorjev
y-aminomaslene kisline tipa B ucinkovito deluje kot antidepresiv. Zaradi hudih neZelenih
ucinkov, ki jih tranilcipromin povzroca, je njegova uporaba danes omejena na paciente z
rezistentnimi oblikami depresij, ki to zdravilo dobro prenaSajo. Struktura molekule je

predstavljena na sliki 5 (19).
o

Slika 5: Tranilcipromin, kot glavni predstavnik skupine ciklopropilaminov.

Ireverzibilni zaviralct MAO, ki se danes najve¢ uporabljajo, sodijo v skupino
propargilaminov. Prva u¢inkovina tega tipa je bila pargilin, ki izkazuje majhno selektivnost
MAO-B nad MAO-A. V naslednjih letih je bilo razvitih Se ve¢ ucinkovin, danes sta
pomembni predvsem dve, selegilin in razagilin, selektivna inhibitorja MAO-B. Obe
ucinkovini sta u¢inkovita antiparkinsonika, ki se lahko uporabljata v monoterapiji ali v
kombinaciji z L-DOPA (20). Med nezelenimi ucinki ni hipertenzivne krize, pri selegilinu
se zaradi metabolizma do amfetamina in metamfetamina lahko pojavijo evforija in motnje
spanja. Obe spojini sta kiralni. Selegilin izkazuje majhno stopnjo stereoselektivnosti, vecjo
jakost ima S(-)-enantiomer. Nasprotno je razagilin mocno stereoselektiven, jakost
R(+)-enantiomera je za 3 velikostne razrede ve¢ja od S-enantiomera. Obe ucinkovini sta

predstavljeni na sliki 6 (21).
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Slika 6: Predstavnika danes najbolj uporabljane propargilaminske skupine ireverzibilnih

zaviralcev MAO.

1.4. TERAPEVTSKA UPORABA

Zaviralci MAO so uporabni pri patoloskih stanjih, povezanih s spremenjeno ucinkovitostjo
MNT, predvsem 5-HT, NA in DA. Najpogostejsa nevroloSka stanja, povezana S
primanjkljajem teh Zivénih prenasalcev so depresija, Parkinsonova bolezen in

Alzheimerjeva bolezen.
1.4.1. PARKINSONOVA BOLEZEN

Parkinsonova bolezen (PD) je progresivna nevrodegenerativna motnja, do katere pride
zaradi propadanja dopaminergi¢nih nevronov v pars compacta, delu substance nigre.
Prizadene vec kot 0,1 % populacije, starejSe od 40 let. Med tipicne znake spadajo tremor v
mirovanju, bradikinezija ali celo akinezija, motnje ravnoteZja, pacienti pa pogosto obcutijo
tudi simptome anksioznosti, depresije in demence (22). Prav tako je za PD znalilna
zmanjSana ekspresija encima aldehid dehidrogenaze v substanci nigri. To privede do
kopicenja citotoksi¢nih aldehidov, ki dodatno lahko z amini tvorijo toksi¢ne adukte,
povezane s PD (3, 23). Uporabnost zaviralcev MAO je torej dvojna. Z zaviranjem MAO
povecujejo sinapti¢ne koncentracije DA, hkrati pa imajo tudi nevroprotektivne lastnosti. Z

zaviranjem metabolizma MNT zmanjSujejo nastanek H20: in citotoksi¢nih aldehidov (24).

V terapiji PD se uporabljajo predvsem selektivni zaviralci MAO-B. Ne povzrocajo
hipertenzivne krize, poleg tega je pri bolnikih s PD v bazalnih ganglijih ekspresija
izoforme MAO-B bistveno vecja od MAO-A. Selektivno zaviranje MAO-B tudi povzroci
povecanje sinapticnih koncentracij PE, ki spodbuja dodatno spros¢anje DA. Paciente se v
zgodnjih stopnjah lahko zdravi zgolj z zaviralci MAO-B, kasneje se uporablja tudi
kombinacija z L-DOPA in zaviralci katehol-O-metiltransferaze (3).



1.4.2. ALZHEIMERJEVA BOLEZEN

Alzheimerjeva bolezen (AD) je progresivna nevrodegenerativna bolezen, za katero je
znacilna izguba spomina. Njena prevalenca se s staranjem prebivalstva povecuje. Za AD je
znaCilna okrnjenost ve¢ MNT sistemov, najbolj holinergicnega. V mozganih bolnikov z
AD je tudi povecana aktivnost izoforme MAO-B, kar privede do povecanih koncentracij
toksi¢nih produktov, ki pripomorejo k nevrotoksi¢nosti. V terapiji so torej uporabni

zaviralci acetilholin esteraze in selektivni zaviralci MAO-B (3, 25).
1.4.3. DEPRESIJA

Depresija je pogosta duSevna motnja, ki vsaj enkrat prizadane enega od petih
posameznikov tekom njegovega zivljenja. Zanjo so odgovorni 5-HT, DA in NA. V 60-ih
letih prej$njega stoletja so razvili monoaminsko teorijo, po kateri je zmanjSana aktivnost
MNT v dolo¢enih predelih CZS odgovorna za nastanek depresije. Kritiki teorije so navajali,
da se povecanje aktivnosti MNT ne odraza nujno v antidepresivhem ucinku, prav tako
odziv pacientov na posamezen antidepresiv ni enak, u¢inek antidepresivov pa se pokaze
Sele po nekaj tednih, Ceprav se povecanje sinapti¢nih koncentracij MNT zgodi Ze v nekaj
urah. Pomanjkljivosti stare teorije je odpravila modificirana monoaminska teorija, ki pravi,
da je akutno povecanje koncentracij MNT zgolj zacetek, ki privede do desenzitizacije
inhibitornih auto- in heteroreceptorjev. Sele to pa privede do povecanja aktivnosti MNT,

kar pa ¢asovno sovpada z zapoznelim terapevtskim odgovorom (26, 27).

Terapevtsko uporabni so predvsem zaviralci izoforme MAO-A, Ki je edina, ki metabolizira
5-HT in NA. Ireverzibilni zaviralci MAO-A in neselektivni zaviralci MAO povzrocijo
hipertenzivno krizo, zato se danes kot antidepresivi uporabljajo predvsem reverzibilni
zaviralci MAO-A (28).



2. NAMEN DELA

Cilj naSega dela je nacrtovanje in sinteza novih zaviralceve MAO kot potencialnih
zdravilnih uc€inkovin. Na osnovi ze znanega, objavljenega zaviralca MAO-B
4-(4-fluorostiril)-1-propargilpiperidina  bomo sintetizirali 1-(prop-2-in-1-il)piperidinske
analoge. Modifikacije bomo izvajali na mestu 4 piperidinskega skeleta. Zadali smo si
naslednje cilje:
e sinteza analogov z daljSo ali krajso fenilalkenilno verigo, pripeto na piperidinski
skelet (slika 7),
e sinteza spojin z razlicnimi substituenti, vezanimi na meta ali para mesto na
benzenskem obrocu 1-(prop-2-in-1-il)-4-stirilpiperidina (slika 7). Z redukcijo bomo

pri nekaterih spojinah pripravili tudi nasicene derivate.

F
Slika 7: Nacrtovane spremembe na 1-(prop-2-in-1-il)piperidinskem skeletu

(z rde€o so oznaceni variabilni deli molekule).

Ker je bilo ugotovljeno, da lahko s cis/trans izomerijo doseZzemo selektivnost na izoformah

MAO (34), bo na$ namen sintetizirati in izolirati opticno ¢im bolj ¢iste koncne spojine.

Vsem kon¢nim spojinam bomo v biokemijskem testu ovrednotili zaviralno delovanje na
MAO-A in MAO-B. Dolocili jim bomo rezidualno aktivnost, aktivnim spojinam pa tudi
ICso vrednost. Na podlagi dobljenih rezultatov bomo poskuSali ovrednotiti vpliv

posameznih modifikacij na zaviralno aktivnost spojin na obeh izoformah MAO.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI

Pri delu smo uporabili topila in reagente razli¢nih proizvajalcev (Acros Organics,
Sigma-Aldrich, TCI Europe, Merck, Carlo Erba, Apollo Scientific, Alfa Aesar, Maybridge)
brez posebne predpriprave. Brezvodni THF smo pripravili z destilacijo ob prisotnosti

natrija in benzofenona v argonovi atmosferi.

3.2. METODE

3.2.1. KROMATOGRAFSKE METODE

Tankoplastna kromatografija (TLC): TLC smo uporabili za spremljanje poteka reakcij ter

preverjanje Cistosti vmesnih in kon¢nih spojin. Pri tem smo uporabili ploS¢e TLC Silica gel
60 Fos4 proizvajalca Merck, ki imajo na aluminijastem nosilcu velikosti 20 x 20 cm
nanesen silikagel s fluorescentnim indikatorjem debeline 0,20 mm. Uporabljene mobilne
faze so bile razli¢ne in so navedene pri posamezni spojini. Prisotnost spojin smo detektirali
z UV svetlobo pri valovnih dolzinah A = 254 nm in A = 366 nm ter orositvenim reagentom

ninhidrinom.

Kolonska “flash” kromatografija: Za loCitev vmesnih spojin, ki so izkazovale cis/trans

izomerijo, in ¢iS€enje koncnih spojin smo uporabili kolonsko “flash” kromatografijo.
Stacionarno fazo je predstavljal silikagel 60 proizvajalca Merck z velikostjo delcev

0,04-0,063 mm. Mobilne faze so bile razli¢ne in so navede pri sintezah posameznih spojin.

Tekocinska kromatografija visoke zmogljivosti z reverzno fazo (HPLC): Konéne spojine

smo analitsko ovrednotili s HPLC po eni od dveh metod, kot je navedeno pri posamezni
spojini. Pri metodi A smo HPLC izvedli na modularnem sistemu Agilent 1100 LC z
G1365B UV detektorjem (220 nm). Uporabili smo Agilent Eclipse Plus C18 kolono (15
um, 4,6 x 150 mm), termostatirano na 25 °C. Volumen injiciranja vzorca je znasal 15 pL,
njegova koncentracija v acetonitrilu pa 0,2 mg/mL. Hitrost pretoka mobilne faze je bila 1,0
mL/min. Mobilna faza je bila mesanica 0,1 % raztopine trifluorocetne kisline v vodi in
acetonitrila. Gradient acetonitrila je znaSal: 0—12 min, 10-90 %; 12—14 min, 90 %; 14-15

min, 90-10 %. Pri metodi B smo HPLC izvedli na sistemu Thermo Scientific Dionex
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UltiMate 3000 z G1365B UV detektorjem (220 nm). Uporabili smo Thermo Scientific
Accucore C18 kolono (2,6 um, 4,6 x 100 mm), termostatirano na 25 °C. Volumen
injiciranja vzorca je znaSal 15 pL, njegova koncentracija v acetonitrilu pa 0,2 mg/mL.
Hitrost pretoka mobilne faze je bila 1,0 mL/min. Mobilna faza je bila meSanica 0,1 %
trifluorocetne kisline v vodi in acetonitrila. Gradient acetonitrila je znasal: 0-5 min, 5 %);
5-15 min, 5-90 %; 15-18 min, 90 %; 18-20 min, 90-5 %.

3.2.2. SPEKTROSKOPSKE METODE

Jedrska _magnetnoresonanéna__spektroskopija (NMR): NMR smo uporabili za

identifikacijo in preverjanje &istosti nasih spojin. Vmesnim spojinam smo posneli *H NMR
spekter, kon¢nim spojinam pa H NMR in ¥C NMR spekter. Uporabili smo Bruker
AVANCE 11l 400 MHz spektrometer, ki se nahaja na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.
Vzorce smo predhodno raztopili v 600 puL enega od devteriranih topil CDCl3 ali DMSO-ds,
ki jim je kot interni standard dodan TMS. Kemijske premike (8) smo podali v “parts per
million” na podlagi internega standarda (TMS & 0,00 ppm). Sklopitvene konstante (J) smo
podali v hertzih (Hz), vrhove pa glede na obliko oznacili s standardnimi oznakami za
singlet (s), razsirjen singlet (rs), dublet (d), dublet dubleta (dd), dublet dubleta dubleta
(ddd), dublet tripleta dubleta (dtd), razsirjen dublet (rd), triplet (t), triplet dubleta (td),
triplet dubleta dubleta (tdd), triplet tripleta (tt) in multiplet (m). Za obdelavo spektrov smo
uporabili racunalniski program MestRe-C 4.5.6.0 proizvajalca Mestrelab Research S.L.

Infrardeca_spektroskopija (IR): Koncnim spojinam smo s tehniko oslabljene popolne

odbojnosti (ATR) posneli IR spekter. Predpriprava vzorca ni bila potrebna. Meritve smo
izvedli na spektrofotometru FT-IR Thermo Nicolet, model Nexus, s programsko opremo
Omnic E.S.P. 5.2, v srednjem IR-obmocju. Meritve so potekale na Fakulteti za farmacijo v

Ljubljani.

Masna spektrometrija (MS): Konénim spojinam so bili posneti masni spektri v

ESI-HRMS tehniki v Centru za masno spektrometrijo na Institutu »Jozef Stefan« v
Ljubljani. Pri tem je bil uporabljen Q-TOF Premier visoko lo¢ljivi tandemski masni
spektrometer z analizatorjem na Cas preleta ionov-TOF z elektrosprej ionizacijo (ESI) in

LC-MS sklopitvijo proizvajalca Micromass Waters.
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Vmesnim spojinam smo masne spektre posneli v ESI tehniki na masnem spektrometru

ADVION expression CMSL na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.
3.2.3. DOLOCANJE TEMPERATURE TALISCA

Kon¢nim spojinam smo doloc€ili nekorigirano temperaturo talisca s pomocjo Kofflerjevega

mikroskopa z ogrevalno mizico Leica na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.
3.2.4. POIMENOVANJE IN RISANJE SPOJIN

Za risanje in poimenovanje struktur spojin ter za risanje reakcijskin shem smo uporabili
racunalniSki program ChemDraw Professional 15.1.0.144 proizvajalca PerkinElmer

Informatics, Inc.
3.2.5. BIOKEMIJSKO TESTIRANJE

Sintetiziranim kon¢nim spojinam smo biokemijsko dolocili zaviralno aktivnost na obeh
izoformah MAO. Aktivnost encima smo dolocili posredno, spros¢eni H2O; in dodana
peroksidaza sta pretvorila Amplex Red reagent do resorufina (slika 8), katerega

koncentracijo smo dolo¢ili fluorimetri¢no (30).

HO O OH )
\E:[ D/ Hrenova peroksidaza HO (0] (@)
: ey

Oél‘\ H,0, 0,

Slika 8: Prikaz s hrenovo peroksidazo katalizirane pretvorbe Amplex Red reagenta do

resorufina.

Za izvedbo testa smo uporabili izolirana rekombinantna humana mikrosomalna encima
MAO-A in MAO-B. Encima sta bila pripravljena iz insektnih celic, okuzenih z
rekombinantnim bakulovirusom, ki je vseboval ¢cDNA vkljucke humane MAO-A ali
MAO-B. Uporabili smo tudi hrenovo peroksidazo in p-tiramin, ki je bil substrat za MAO.
Amplex Red reagent (10-acetil-3,7-dihidroksifenoksazin) smo sintetizirali, kot je zapisano
v literaturi (31).
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V 100 pL 50 mM fosfatnega pufra (pH = 7,4, dodan 0,05 % V/V Triton X-114) s kon¢no
sintetizirano spojino ali referenénim zaviralcem smo resuspendirali taksno koli¢ino
MAO-A ali MAO-B, ki pretvori priblizno 15 pmol p-tiramina/min (0,3 pg MAO-A ali 1,4
ug MAO-B). Tako pripravljene suspenzije encima s spojinami v mikrotitrskih plos¢i¢ah
smo inkubirali 15 min na 37 °C. Po predinkubaciji smo z dodatkom 250 uM Amplex Red
reagenta, 2 E/mL hrenove peroksidaze in 1 mM p-tiramina do skupnega volumna 200 pL
sprozili reakcijo. Preko naslednjih 15 min smo pri 37 °C kvantitativno dolocali koli¢ino
nastalega resorufina s pomocjo fluorescence (Aexscitacua = 530 nm, Aemisua = 590 nm). V
kontrolnem poskusu smo namesto spojin, raztopljenih v DMSO, uporabili ¢isti DMSO. Iz
dobljenih meritev smo spojinam dolo¢ili rezidualne aktivnosti (RA). Spojinam z RA
manj$o od 50 % smo v nadaljevanju doloCili RA pri sedmih razli¢nih koncentracijah.
Eksperimentalno dolo¢enim RA pri doloceni koncentraciji v odvisnosti od koncentracije
zaviralca smo med rac¢unalnis$ko obdelavo prilegali Hillovo enacbo, na podlagi ¢esar smo

izraCunali ICsg vrednosti (32).
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4. EKSPERIMENTALNO DELO IN REZULTATI ANALIZ

4.1. SINTEZA 1-(TERC-BUTOKSIKARBONIL)PIPERIDIN-4-
KARBOKSILNE KISLINE (1)

0]
O
OH

Boc,0, IM NaOH 0
> Boc—N/\:>—<
1,4-dioksan OH
0 °C, sT, preko noci 1

Slika 9: Reakcijska shema sinteze spojine 1.

Piperidin-4-karboksilno kislino (7,75 g, 60,00 mmol, 1,0 ekv.) smo raztopili v zmesi 1 M
NaOH (40 mL), 1,4-dioksana (40 mL) in vode (40 mL). Zmes smo ohladili na 0 °C in med
mesanjem dodali Boc20 (17,02 g, 78,00 mmol, 1,3 ekv.), ki smo ga predhodno raztopili v

1,4-dioksanu (40 mL). Reakcijsko zmes smo preko no¢i mesali pri sobni temperaturi.

Organski del zmesi topil smo odstranili z rotavapiranjem, vodni preostanek reakcijske

zmesi pa prenesli v lij lo¢nik in ekstrahirali z Et2O (2 x 80 mL). Vodno fazo smo z 1 M

HCI nakisali do pH 2-3 in ekstrahirali z EtOAc (2 x 100 mL). Zdruzene organske faze smo

susili z NazSOs, susilno sredstvo smo odfiltrirali, topilo pa odstranili z rotavapiranjem.

IUPAC ime 1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-karboksilne kislina (1)

Izgled Beli kristali

Talisce TraL = 158-160 °C

Izkoristek 70,3 %

TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1, V/IV) = 0,19

1H NMR d (ppm) = 1,46 (s, 9H), 1,62-1,69 (m, 2H), 1,88-1,94 (m, 2H), 2,48
(tt, J1 = 10,9 Hz, J> = 3,9 Hz, 1H), 2,82-2,89 (m, 2H), 4,03 (td, J1

(400 MHz, CDCls) | =13.6 Hz, J2 = 3,7 Hz, 2H), 9,13 (rs, 1H).
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4.2. SINTEZA TERC-BUTIL 4-(METOKSI(METIL)KARBAMOIL)-
PIPERIDIN-1-KARBOKSILATA (2)

0 _ TBTU, EDC, HOBt, DMAP, Et;N 0
HN Boc—-N
Boc—N + i HC1
/O N_O

0 °C, sT, preko noci 2

Slika 10: Reakcijska shema sinteze spojine 2.

V bucki smo natehtano spojino 1 (9,63 g, 42,00 mmol, 1,0 ekv.) raztopili v CH2Cl, (120
mL) in zmes ohladili na 0 °C. Dodali smo sklopitvene reagente TBTU (6,74 g, 21,00 mmol,
0,5 ekv.), EDC (7,30 g, 47,00 mmol, 1,1 ekv.), HOBt (2,84 g, 21,00 mmol, 0,5 ekv.) in
pomozni nukleofil DMAP (0,51 g, 4,20 mmol, 0,1 ekv.) ter reakcijsko zmes mesali 20 min
na ledeni kopeli. V ohlajeno reakcijsko zmes smo dodali EtsN (17,56 mL, 126,00 mmol,
3,0 ekv.) in N,O-dimetilhidroksilaminijev klorid (4,92 g, 50,40 mmol, 1,2 ekv.) ter jo na
ledeni kopeli mesali Se 30 min. Pri sobni temperaturi smo reakcijsko zmes mesali preko
noci. Z rotavapiranjem smo odstranili CH2Cl, preostanku v bucki pa dodali EtOAc (140
mL) in H2O (70 mL). Reakcijsko zmes smo prenesli v 1ij lo¢nik in izvedli ekstrakcijo z
10 % citronsko kislino (2 x 70 mL), H20 (70 mL), NaHCOs (2 x 70 mL), H2O (70 mL) in
nasi¢eno raztopino NaCl (70 mL). Organsko fazo smo susili z Na2SOa in z rotavapiranjem

odstranili organsko topilo do oljnega preostanka.

IUPAC ime terc-butil 4-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-1-karboksilat (2)

Izgled Bela amorfna snov

Talisce T1aL = 68-72 °C

Izkoristek 73,6 %

TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V) = 0,65

'HNMR o (ppm) = 1,45 (s, 9H), 1,61-1,74 (m, 4H), 2,72-2,83 (m, 3H), 3,17
(s, 3H), 3,70 (s, 3H), 4,17 (td, J1 = 13,4 Hz, J> = 2,9 Hz, 2H)

(400 MHz, CDCls)
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4.3. SINTEZA TERC-BUTIL 4-FORMILPIPERIDIN-1-
KARBOKSILATA (3)

O : 0
Boc—NC>—< niATH, Boc—NC>—<
N-O

N-O brezvodni THF, Ar (g) H
2 0°C,2h 3

Slika 11: Reakcijska shema sinteze spojine 3.

V bucko smo natehtali spojino 2 (8,42 g, 30,90 mmol, 1,0 ekv.), dodali predhodno
pripravljen brezvodni THF (80 mL) in reakcijsko zmes ob meSanju ohladili na ledeni
kopeli. Pod argonovo atmosfero smo postopoma dodajali LiAIH4 (1,76 g, 46,40 mmol, 1,5
ekv.). Reakcijsko zmes smo pustili meSati 2 uri. Reakcijo smo ustavili z dodatkom
NaHCOs (40 mL). Reakcijsko zmes smo ekstrahirali z EtOAc (3 x 100 mL) in nasi¢eno
raztopino NaCl (70 mL). Zdruzene organske faze smo susili z Na>SQOj4 in z rotavapiranjem

odstranili topilo. Dobljeni produkt smo takoj uporabili v naslednji stopnji.

IUPAC ime terc-butil 4-formilpiperidin-1-karboksilat (3)
Izgled Bledo rumena oljnata snov

Izkoristek 100,0 %

TLC Rt (EtOAc/n-heksan = 3/1, V/V) = 0,62

4.4. SPLOSNI POSTOPEK SINTEZE WITTIGOVEGA REAGENTA

ph@Fh o

X PPh, P X Y
| - PN \X3QR1
R, Z MeCN, 90 °C, preko noci —

R
R, 4-9 2

Slika 12: Reakcijska shema sinteze spojin 4 — 9 (substituenti X1, X2, X3, R1, R2, Y S0
predstavljeni v preglednici I).
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Ustrezni benzil ali fenetil ali piridin halid (1,0 ekv.) smo v bucki raztopili v MeCN in
dodali trifenilfosfin (1,0 ekv.). Reakcijsko zmes smo pri temperaturi refluksa (Trer = 90 °C)
mesali preko noci. Nato smo reakcijski zmesi dodali enake volumne CH:Cl. in Et20,

oborjeni produkt pa odnucali in posusili z vakuumsko ¢rpalko.

Preglednica I: Substituenti v produktih pri sintezi Wittigovega reagenta.

Spojina | X1 X2 X3 R1 R2 Y
4 -CH -CH2Br -CH.CH: | -F -H Br
5 -CH -Cl -CHs -F -H Cl
6 -N -Br -CH2 -H -H Br
4 -CH -Br -CH; -CHs -H Br
8 -CH -Br -CH> -H -CF3 Br
9 -CH -Br -CH; -Br -H Br

4.4.1. SINTEZA (4-fluorofenetil)trifenilfosfonijevega bromida (4)

Sintezo spojine 4 smo izvedli iz 4-fluorofenetil bromida (1,40 mL, 10,00 mmol, 1,0 ekv.),
MeCN (10 mL) in trifenilfosfina (2,62 g, 10,00 mmol, 1,0 ekv.) po sploSnem postopku

sinteze Wittigovega reagenta.

Izkoristek 91,6 %

4.4.2. SINTEZA (4-fluorobenzil)trifenilfosfonijevega klorida (5)

Sintezo spojine 5 smo izvedli iz 4-fluorobenzil klorida (4,79 mL, 40,00 mmol, 1,0 ekv.),
MeCN (40 mL) in trifenilfosfina (10,82 g, 40,00 mmol, 1,0 ekv.) po sploSnem postopku

sinteze Wittigovega reagenta.

Izkoristek 975 %
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4.4.3. SINTEZA (piridin-2-ilmetil)trifenilfosfonijevega bromida (6)

Sintezo spojine 6 smo izvedli iz 2-(bromometil)piridinijevega hidrobromida (1,44 g, 5,70
mmol, 1,0 ekv.), MeCN (7 mL) in trifenilfosfina (1,50 g, 5,70 mmol, 1,0 ekv.) po

splosnem postopku sinteze Wittigovega reagenta.

Izkoristek 37,8 %

4.4.4. SINTEZA (4-metilbenzil)trifenilfosfonijevega bromida (7)

Sintezo spojine 7 smo izvedli iz 4-metilbenzil bromida (2,81 g, 15,20 mmol, 1,0 ekv.),
MeCN (15 mL) in trifenilfosfina (3,99 g, 15,20 mmol, 1,0 ekv.) po splosnem postopku
sinteze Wittigovega reagenta.

Izkoristek 96,7 %

4.4.5. SINTEZA (3-(trifluorometil)benzil)trifenilfosfonijevega bromida (8)

Sintezo spojine 8 smo izvedli iz 3-trifluorometilbenzil bromida (3,59 g, 15,00 mmol, 1,0
ekv.), MeCN (15 mL) in trifenilfosfina (3,93 g, 15,00 mmol, 1,0 ekv.) po splo$nem

postopku sinteze Wittigovega reagenta.

Izkoristek 82,0 %

4.4.6. SINTEZA (4-bromobenzil)trifenilfosfonijevega bromida (9)

Sintezo spojine 9 smo izvedli iz 4-bromobenzil bromida (2,50 g, 10,00 mmol, 1,0 ekv.),
MeCN (10 mL) in trifenilfosfina (2,62 g, 10,00 mmol, 1,0 ekv.) po splosnem postopku

sinteze Wittigovega reagenta.

Izkoristek 88,0 %
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4.5. SPLOSNI POSTOPEK SINTEZE Z WITTIGOVO REAKCIJO

O
Y = R
0 X X R NaHMDS 2
N T A WA . ol g,
H PH \Ph R, brezvodni THF, Ar (2) Bo C_NC>_// X2
sT, preko noci

4-9 10-18

Slika 13: Reakcijska shema sinteze spojin 10 — 18 (substituenti X1, X3, X4, R1, R2, Y v

reagentih in produktih so predstavljeni v preglednici I1).

Ustrezen Wittigov reagent (1,2 ekv.) smo raztopili v brezvodnem THF. Celotno sintezo
smo izvajali pod argonovo atmosfero. V raztopino smo po kapljicah dodajali NaHMDS
(2 M raztopina v THF, 1,2 ekv.) in reakcijsko zmes pri sobni temperaturi mesali 1 uro. V
reakcijsko zmes smo nato dodali spojino 3 (1,0 ekv.), predhodno raztopljeno v THF, in
mesali preko no¢i. Reakcijo smo ustavili z dodatkom H20 (50 mL) ter ekstrahirali z EtOAc
(2 x 100 mL) in nasi¢eno raztopino NaCl (70 mL). Zdruzene organske faze smo susili z
Na2SOj in jim z rotavapiranjem odstranili topilo. Produkt smo o€istili in lo¢ili cis in trans

izomera s kolonsko kromatografijo.

Preglednica I1: Substituenti v reagentih in produktih Wittigove reakcije.

Spojina | X1 X3 Xa R1 R Y
4
10 -CH -CH:CHz | -CHCH: -F -H Br
6
R -N -CH> -CH -H -H Br
11
l

_ -CH -CH> -CH -CH3 -H Br
12in13

_ -CH -CH: -CH -Ck3 -H Cl
14in 15
8

_ -CH -CH> -CH -H -CFs3 Br
16inl7
9
18 -CH -CH> -CH Br -H Br
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4.5.1. SINTEZA terc-butil (E)-4-(3-(4-fluorofenil)prop-1-en-1-il)piperidin-1-
karboksilata (10)

Sintezo spojine 10 smo izvedli iz spojine 4 (1,31 g, 2,81 mmol, 1,2 ekv.), THF (20 mL),
NaHMDS (2 M raztopina v THF, 1,40 mL, 2,80 mmol, 1,2 ekv.) in spojine 3 (0,50 g, 2,34
mmol, 1,0 ekv.) po sploSnem postopku sinteze z Wittigovo reakcijo. Za izvedbo kolonske

kromatografije smo uporabili mobilno fazo petroleter/Et.O = 10/1, V/V.

IUPAC ime terc-butil
(E)-4-(3-(4-fluorofenil)prop-1-en-1-il)piperidin-1-karboksilat (10)
Izgled Brezbarvna oljnata snov
Izkoristek 46,6 % BOC\WF
%
TLC Rt (petroleter/Et,O = 10/1, V/IV) =
0,18
'HNMR o (ppm) = 1,29 (dt, J1= 12,3, J> = 4,1 Hz, 1H), 1,32 (dt, J1 = 12,3,

J2 = 4,2 Hz, 1H), 1,44 (s, 9H), 1,55-1,62 (m, 2H), 2,44-2,54 (m,
(400 MHz, CDCls) | 11y, 2,73 (t, J = 11,7 Hz, 2H), 3,35 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 4,07 (rs,
2H), 5,31 (tdd, J; = 10,8, J» = 9,3, Js = 1,5 Hz, 1H), 5,45 (dtd, J; =
10,8, Jo = 7,4, Js = 0,9 Hz, 1H), 6,89-6,95 (m, 2H), 7,06-7,11 (m,
2H)

4.5.2. SINTEZA terc-butil (E)-4-(2-(piridin-2-il)vinil)piperidin-1-karboksilata (11)

Sintezo spojine 11 smo izvedli iz spojine 6 (0,94 g, 2,16 mmol, 1,0 ekv.), THF ( 20 mL),
KHMDS (0,5 M raztopina v toluenu; 4,76 mL, 2,38 mmol, 1,1 ekv.) in spojine 3 (0,46 g,
2,16 mmol, 1,0 ekv.) po sploSnem postopku sinteze z Wittigovo reakcijo. Za izvedbo

kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V.

21



IUPAC ime terc-butil (E)-4-(2-(piridin-2-il)vinil)piperidin-1-karboksilat (11)
Izgled Rjava oljnata snov
Izkoristek 24,9 % y I\\I_/
Boc—N
TLC Rt (EtOAc/n-heksan) = 1/2, VIV)
=0,19
'H NMR o (ppm) = 1,36 (dt, J1 = 12,3, J> = 4,1 Hz, 1H), 1,40-1,44 (m, 1H),

(400 MHz, CDCl3)

1,44 (s, 9H), 1,73-1,80 (m, 2H), 2,27-2,36 (m, 1H), 2,76 (t, J =
11,5 Hz, 2H), 4,10 (rs, 2H), 6,45 (dd, J; = 15,8, J» = 1,2 Hz, 1H),
6,66 (dd, J; = 15,8, J» = 6,8 Hz, 1H), 7,08 (ddd, J; = 7,5, J2 = 4.8,
J3=1,1Hz, 1H), 7,21 (td, J: = 7,9, J» = 0,9 Hz, 1H), 7,58 (dt, J; =
7.7,J2=1,8 Hz, 1H), 8,50 (ddd, J1 = 4,8, J, = 1,7, Js = 0,8 Hz, 1H)

MS (ESI+)

m/z izral. za C17H24N202Na [M+Na]* 311,17; najden 311,55

4.5.3. SINTEZA terc-butil (E/Z)-4-(4-metilstiril)piperidin-1-karboksilata (12 in 13)

Sintezo spojin 12 in 13 smo izvedli iz spojine 7 (3,13 g, 7,00 mmol, 1,0 ekv.), THF (40
mL), KHMDS (0,5 M v toluenu, 15,40 mL, 7,70 mmol, 1,1 ekv.) in spojine 3 (1,49 g, 7,00

mmol, 1,0 ekv.) po sploSnem postopku sinteze z Wittigovo reakcijo. Za izvedbo kolonske

kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/5, V/V. Celokupni

izkoristek reakcije (cis in trans izomer) je znasal 44,5 %.

(400 MHz, CDCla)

IUPAC ime terc-butil (2)-4-(4-metilstiril)piperidin-1-karboksilat (12)
Izgled Brezbarvna oljnata snov
I]{310(:
Delez 16,9 %
TLC Rt (EtOAc/n-heksan) = 1/5, V/V) “
=0,75
'HNMR o (ppm) =1,29-1,41 (m, 2H), 1,46 (s, 9H), 1,64-1,70 (m, 2H), 2,35

(s, 3H), 2,66-2,77 (m, 3H), 4,08 (rs, 2H), 5,41 (dd, J; = 11,6, J; =
10,0 Hz, 1H), 6,36 (d, J = 11,5 Hz, 1H), 7,12-7,17 (m, 4H)

MS (ESI+)

m/z izra¢. za C19H27NO2Na [M+Na]* 324,19; najden 324,63
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(400 MHz, CDCl3)

IUPAC ime terc-butil (E)-4-(4-metilstiril)piperidin-1-karboksilat (13)
Izgled Brezbarvna oljnata snov
Delez 83,1 % /
Boc-N
TLC Rt (EtOAc/n-heksan) = 1/5, V/V)
=0,72
'H NMR o (ppm) = 1,36 (dt, J1 = 12,2, J> = 4,2 Hz, 1H), 1,39 (dt, J1 = 12,4,

J> = 4,3 Hz, 1H), 1,47 (s, 9H), 1,71-1,78 (m, 2H), 2,22-2,31 (m,
1H), 2,32 (s, 3H), 2,77 (t, J = 12,6 Hz, 2H), 4,12 (rs, 2H), 6,09 (dd,
Ji1 = 16,0, J2 = 6,9 Hz, 1H), 6,35 (d, J = 15,8 Hz, 1H), 7,09-7,12
(m, 2H), 7,22-7,25 (m, 2H)

MS (ESI+)

m/z izral. za C19H2sNO2 [M+H]" 302,21; najden 302,60

4.5.4. SINTEZA terc-butil (E/Z)-4-(4-(trifluorometil)stiril)piperidin-1-karboksilata

(14 in 15)

Sintezo spojin 14 in 15 smo izvedli iz (4-(trifluorometil)benzil)trifenilfosfonijevega klorida
(1,28 g, 2,81 mmol, 1,2 ekv.), THF (20 mL), NaHMDS (2 M raztopina v THF, 1,40 mL,
2,80 mmol, 1,2 ekv.) in spojine 3 (0,50 g, 2,34 mmol, 1,0 ekv.) po splosnem postopku

sinteze z Wittigovo reakcijo. Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno

fazo petroleter/Et,O = 10/1, V/V. Celokupni izkoristek reakcije (cis in trans izomer) znasa

47,4 %.
IUPAC ime terc-butil (2)-4-(4-(trifluorometil)stiril)piperidin-1-karboksilat (14)
Izgled Brezbarvna oljnata snov Boc
N
7 0,

Delez 275 % CF,
TLC R (EtOAc/n-heksan) = 1/2, V/V) = 0,62 X

'HNMR o (ppm) = 1,32-1,42 (m, 2H), 1,45 (s, 9H), 1,62-1,67 (m, 2H),

(400 MHz, CDCla)

2,59-2,68 (M, 1H), 2,71 (t, J = 12,8 Hz, 2H), 4,09 (rs, 2H), 5,56
(dd, J; = 11,7, Jo = 10,2 Hz, 1H), 6,36 (d, J = 11,7 Hz, 1H), 7,32 (d,
J=85Hz, 2H), 7,58 (d, J = 8,1 Hz, 2H)
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(400 MHz, CDCla)

IUPAC ime terc-butil (E)-4-(4-(trifluorometil)stiril)piperidin-1-karboksilat (15)
Izgled Beli kristali
Talisce TraL=46-48 °C
/ CF,

Izkoristek 725 % Boc—N
TLC Rt (EtOAc/n-heksan) = 1/2, VIV)

=0,55

o (ppm) = 1,35 (dd, J1 = 12,2, J>» = 4,1 Hz, 1H), 1,39 (dd, J1 = 12,5,
'HNMR

Jo = 4,1 Hz, 1H), 1,46 (s, 9H), 1,71-1,77 (m, 2H), 2,24-2,33 (m,
1H), 2,76 (t, J = 11,4 Hz, 2H), 4,14 (rs, 2H), 6,22 (dd, J. = 16,0, J2
= 6,8 Hz, 1H), 6,38 (d, J = 16,1 Hz, 1H), 7,40 (d, J = 8,4 Hz, 2H),
7,51 (d, J = 8,2 Hz, 2H)

4.5.5. SINTEZA terc-butil (E/Z)-4-(3-(trifluorometil)stiril)piperidin-1-karboksilata

(16 in 17)

Sintezo spojin 16 in 17 smo izvedli iz spojine 8 (3,51 g, 7,00 mmol, 1,0 ekv.), THF (40
mL), KHMDS (0,5 M v toluenu, 15,40 mL, 7,70 mmol, 1,0 ekv.) in spojine 3 (1,49 g, 7,00

mmol, 1,0 ekv.) po sploSnem postopku sinteze z Wittigovo reakcijo. Za izvedbo kolonske

kromatografije, s katero smo ocistili in delno locili izomera, smo uporabili mobilno fazo

petroleter/Et,O = 8/1, V/V. Celokupni izkoristek reakcije (cis in trans izomer) znaSa

61,6 %.
IUPAC ime terc-butil (2)-4-(3-(trifluorometil)stiril)piperidin-1-karboksilat (16)
Izgled Brezbarvna oljnata snov Boc
N
Delez 27,2%
TLC Ry (petroleter/Et,O) = 8/1, V/V) = 0,20 N CF,
o (ppm) = 1,35 (dt, J1 = 12,6, J2 = 4,0 Hz, 1H), 1,36-1,43 (m, 1H),
'HNMR

(400 MHz, CDCla)

1,45 (s, 9H), 1,61-1,68 (m, 2H), 2,56-2,66 (m, 1H), 2,71 (t, J =
11,2 Hz, 2H), 4,08 (rs, 2H), 5,55 (dd, J; = 11,6, J2 = 10,2 Hz, 1H),
6,40 (d, J = 11,6 Hz, 1H), 7,38-7,50 (m, 4H)

MS (ESI+)

m/z izra¢. za C19H24F3NO2Na* [M+Na]* 378,17; najden 378,76
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(400 MHz, CDCl3)

IUPAC ime terc-butil (E)-4-(3-(trifluorometil)stiril)piperidin-1-karboksilat (17)
Izgled Brezbarvna oljnata snov
CF,
Delez 72,8 %
Boc—-N /
TLC Rt (petroleter/Et,0) = 8/1, VIV) =
0,15
'H NMR o (ppm) = 1,37 (dt, J1 = 12,4, J> = 4,3 Hz, 1H), 1,40 (dt, J; =12,2, J>

= 4,1 Hz, 1H), 1,47 (s, 9H), 1,73-1,80 (m, 2H), 2,26-2,36 (m, 1H),
2,78 (t, J = 12,0 Hz, 2H), 4,14 (rs, 2H), 6,22 (dd, J, = 16,0, J, = 6,9
Hz, 1H), 6,41 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 7,38-7,46 (m, 2H), 7,48-7,51
(m, 1H), 7,57-7,59 (m, 1H)

MS (ESI+)

m/z izral. za C19H24F3NO2Na [M+Na]* 378,17; najden 378,69

4.5.6. SINTEZA terc-butil (E)-4-(4-bromostiril)piperidin-1-karboksilata (18)

Sintezo spojine 18 smo izvedli iz spojine 9 (5,28 g, 10,31 mmol, 1,1. ekv.), THF (50 mL),
NaHMDS (2 M raztopina v THF, 5,63 mL, 11,26 mmol, 1,2 ekv.) in spojine 3 (2,00 g,

9,38 mmol, 1,0 ekv.) po splosSnem postopku sinteze z Wittigovo reakcijo. Za izvedbo

kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/2, VI/V.

Celokupni izkoristek reakcije (cis in trans izomer) je znasal 48,2 %. Izolirali smo samo

trans izomer.

(400 MHz, CDCla)

IUPAC ime terc-butil (E)-4-(4-bromostiril)piperidin-1-karboksilat (18)
Izgled Bela amorfna snov
Talisce TraL = 65-67 °C
/ Br
Delez 80,4 % Boc-N
TLC Rf (EtOAc/n-heksan) = 1/2, V/IV)
=0,40
'HNMR 6 (ppm) = 1,36 (dt, J1 = 12,4, J> = 4,2 Hz, 1H), 1,39 (dt, J1 = 12,4,

Jo = 4,5 Hz, 1H), 1,47 (s, 9H), 1,71-1,78 (m, 2H), 2,22-2,32 (m,
1H), 2,74-2,81 (m, 2H), 4,12 (rs, 2H), 6,13 (dd, J: = 16,0, J> = 6,8
Hz, 1H), 6,32 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 7,19-7,22 (m, 2H), 7,39-7,43
(m, 2H)
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4.5.7. SINTEZA terc-butil 4-(4-fluorobenziliden)piperidin-1-karboksilata (19)

©
qO Cl < > F K* "OrBu O/\@\
+ ©)
N Ph-P, ] N
Boc” brezvodni THF, Ar (g) Boc F

0°C,4h 19

Slika 14: Reakcijska shema sinteze spojine 19.

Sintezo spojine 19 smo izvedli iz spojine 5 (2,04 g, 5,02 mmol, 1,0 ekv.), THF (40 mL),
KOtBu (0,62 g, 5,52 mmol, 1,1 ekv.) in terc-butil 4-oksopiperidin-1-karboksilata (1,00 g,
5,02 mmol, 1,0 ekv.) po splosnem postopku sinteze z Wittigovo reakcijo. Za izvedbo
kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo petroleter/Et.O = 10/1, V/V.

IUPAC ime terc-butil 4-(4-fluorobenziliden)piperidin-1-karboksilat (19)
Izgled Bela amorfna snov
oW W o F
Talisce 50-52 °C
Izkoristek 39,0 %
Boc—-N —
TLC Rt (petroleter/Et,0) = 10/1, VIV) =
0,12
'H NMR o (ppm) = 1,47 (s, 9H), 2,32 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 2,41 (t, J = 5,6 Hz,
2H), 3,40 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,50 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 6,31 (s, 1H),
(400 MHz, CDCls) | 6 97-7,03 (m, 2H), 7,12-7,17 (m, 2H)
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4.6. SPLOSNI POSTOPEK REDUKCIJE DVOJNE VEZI S
KATALITSKIM HIDROGENIRANJEM

R R
2 H2, Pd/C 2

R, . - R,
BOC_N/\:>_//MN©7 MeOH ali EtOH Boc—N

sT, preko noci
12-1 0-22

Slika 15: Reakcijska shema sinteze spojin 20 — 22 (substituenti Ry in Rz so predstavljeni v

preglednici I11).

Preglednica I11: Substituenti v izhodnih in kon¢nih spojinah reakcije, udelezenih v

redukciji dvojne vezi s katalitskim hidrogeniranjem.

Spojina R1 R
12-13

-CHs -H
20
14-15

-CF3 -H
21
16-17

-H -CF3
22

V bucko smo zatehtali ustrezen produkt Wittigove reakcije (zmes Cis in trans izomera, 1,0
ekv.) in ga raztopili v MeOH ali EtOH. Raztopino v bucki smo prepihali z argonom.
Dodali smo kataliti¢no koli¢ino Pd/C (priblizno 10 % m/m glede na izhodno spojino),
vsebino bucke pa ponovno prepihali z argonom. Argonovo atmosfero smo previdno
zamenjali z vodikovo, v Kateri je reakcija potekala preko noci. Po koncéani reakciji smo
bucko ponovno prepihali z argonom. Katalizator smo odstranili s filtracijo z odsesavanjem.

Preostanek topila v bucki smo odstranili z rotavapiranjem.
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4.6.1. SINTEZA terc-butil 4-(4-metilfenetil)piperidin-1-karboksilata (20)

Sintezo spojine 20 smo izvedli iz zmesi spojin 12 in 13 (0,28 g, 0,93 mmol, 1,0 ekv.) in

EtOH (10 mL) po splosnem postopku redukcije dvojne vezi s katalitskim hidrogeniranjem.

Dobljeni produkt smo uporabili v naslednji stopnji brez predhodnega ¢iScenja.

(400 MHz, CDCla)

IUPAC ime terc-butil 4-(4-metilfenetil)piperidin-1-karboksilat (20)
Izgled Rumena oljnata snov
Izkoristek kvantitativen
Boc—-N
TLC Rt (EtOAc/n-heksan) = 1/2, VIV)
=0,63
'HNMR o (ppm) = 1,11 (dt, J1 = 12,3, J> = 4,1 Hz, 1H), 1,14 (dt, J1 = 12,4,

Jo = 4,1 Hz, 1H), 1,36-1,44 (m, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,51-1,57 (m,
2H), 1,65-1,73 (m, 2H), 2,32 (s, 3H), 2,56-2,61 (m, 2H), 2,63-2,70
(m, 2H), 4,07 (rs, 2H), 7,04-7,10 (m, 4H)

MS (ESI+)

m/z izral. za C19H20NO2Na [M+Na]* 326,21; najden 326,73

4.6.2. SINTEZA terc-butil 4-(4-(trifluorometil)fenetil)piperidin-1-karboksilata (21)

Sintezo spojine 21 smo izvedli iz zmesi spojin 14 in 15 (0,24 g, 0,68 mmol, 1,0 ekv.) in

MeOH (10 mL) po splosnem postopku redukcije dvojne vezi s katalitskim hidrogeniranjem.

Dobljeni produkt smo uporabili v naslednji stopnji brez predhodnega ¢is¢enja.

IUPAC ime terc-butil 4-(4-(trifluorometil)fenetil)piperidin-1-karboksilat (21)

Izgled Rumena oljnata snov

Izkoristek Kvantitativen CF,

Boc—-N

TLC Rt (EtOAc/n-heksan) = 1/2, VIV)
=0,56

'HNMR o (ppm) = 1,12 (dt, J» = 12,4, J2 = 4,2 Hz, 1H), 1,15 (dt, J1 = 12,3,
Jo = 4,3 Hz, 1H), 1,36-1,44 (m, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,53-1,61 (m,

(400 MHz, CDCls) | oH), 1,65-1,73 (m, 2H), 2,60-2,70 (m, 4H), 4,08 (rs, 2H),
7,25-7,28 (m, 2H), 7,50-7,53 (m, 2H)
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4.6.3. SINTEZA terc-butil 4-(3-(trifluorometil)fenetil)piperidin-1-karboksilata (22)

Sintezo spojine 22 smo izvedli iz zmesi spojin 16 in 17 (0,27 g, 0,76 mmol, 1,0 ekv.) in
EtOH (10 mL) po splosnem postopku redukcije dvojne vezi s katalitskim hidrogeniranjem.

Dobljeni produkt smo uporabili v naslednji stopnji brez predhodnega ¢is¢enja.

IUPAC ime terc-butil 4-(3-(trifluorometil)fenetil)piperidin-1-karboksilat (22)
Izgled Brezbarvna oljnata snov
CF,
Izkoristek Kvantitativen
TLC Rr (EtOAc/n-heksan) = 1/2, V/v) | Boc™N
=0,58
'HNMR o (ppm) = 1,13 (dt, J1 = 12,2, J» = 4,2 Hz, 1H), 1,16 (dt, J1 = 12,4,
Jo = 4,2 Hz, 1H), 1,37-1,45 (m, 1H), 1,46 (s, 9H), 1,55-1,61 (m,
(400 MHz, CDCl3) | o1y, 1,67-1,74 (m, 2H), 2,63-2,72 (m, 4H), 4,09 (rs, 2H),
7,34-7,45 (m, 4H)
MS (ESI+) m/z izral. za C19H26F3NO2Na [M+Na]* 380,18; najden 380,77

4.7. SPLOSNI POSTOPEK ODSTRANITVE BOC ZASCITE

S
HCI v 1,4-dioksanu ali EtOH Cl
Boc—ND-R > HZN@‘R
Ar(g),sT, 1 h

10 - 22

Slika 16: Reakcijska shema odstranitve Boc za$¢ite (substituenti R v izhodnih spojinah

10 — 22 so predstavljeni v preglednici 1V).

V bucki smo ustrezni z Boc zas€iteni izhodni spojini (1,0 ekv.) dodali koncentrirano HCI v
1,4-dioksanu ali EtOH. Reakcijsko zmes smo v argonovi atmosferi mesali 1 uro pri sobni
temperaturi. Nato smo dodali 40 uL koncentrirane HCI in reakcijsko zmes mesali Se
nadaljnjih 10 min. Nastalemu produktu smo z rotavapiranjem do suhega odstranili topila in

ga takoj uporabili v naslednji stopnji. Predpostavili smo 100 % izkoristek.
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4.8. SPLOSNI POSTOPEK ALKILACIJE PIPERIDINSKEGA

DUSIKA
- Br/\
Cl K,CO; ali Cs,CO, NC}R
H2N@R /
MeCN, Ar (g) Vi
0 °C, sT, preko noci
zasciteno pred svetlobo 23 - 36

Slika 17: Reakcijska shema sinteze kon¢nih spojin 23 — 36 (substituenti R so predstavljeni
v preglednici IV).

V bucki smo ustreznemu odS¢itenemu intermediatu (1,0 ekv.) v argonovi atmosferi dodali
MeCN in K>COs (3,0 ekv.) ali Cs,COs3 (3,0 ekv.) ter reakcijsko zmes mesali na ledeni
kopeli. Po dodatku propargil bromida (80 % raztopina v toluenu, 1,3 ekv.) smo bucko
odstavili z ledene kopeli in jo zascitili pred svetlobo. Reakcijsko zmes smo v argonovi
atmosferi mesali preko noci. Reakcijski zmesi smo dodali EtOAc (80 mL) in produkt
ekstrahirali s precis¢eno vodo (2 x 40 mL) in nasi¢eno raztopino NaCl (40 mL). Organsko
fazo smo susili z Na2SOs, susilno sredstvo smo odfiltrirali in z rotavapiranjem odstranili

topilo. Produkt smo ocistili s kolonsko kromatografijo.
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Preglednica 1V: Substituenti v izhodnih in kon¢nih spojinah reakcij odstranitve Boc

zaScite in alkilacije piperidinskega dusika.

Spojina R Spojina R
10 F |19 F
(T T
23 24
ISetEn §
XN
25 26
12 13
R/Q\ A
27 28
- \A/@ N o
NG
29 30
15 CF; |21 CF;
- o | AL
x x
F CF
33 CFs 34 3
“ D i
35 CF; 36 A/Q/
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4.8.1. SINTEZA (E)-4-(3-(4-fluorofenil)prop-1-en-1-il)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina

(23)

Sintezo spojine 23 smo izvedli iz spojine 10 (0,22 g, 0,69 mmol, 1,0 ekv.), HCI (4 M v
1,4-dioksanu, 4 mL), MeCN (10 mL), K>.COs (0,29 g, 2,07 mmol, 3,0 ekv.) in propargil
bromida (80 % raztopina v toluenu, 0,10 mL, 0,90 mmol, 1,3 ekv.) po splosnih postopkih

odstranitve Boc zascite in sledeCe alkilacije piperidinskega dusSika. Za izvedbo kolonske

kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V.

(400 MHz, CDCls)

IUPAC ime (E)-4-(3-(4-fluorofenil)prop-1-en-1-il)-1-(prop-2-in-1-il)piperidin
(23)
Izgled Rumena oljnata snov | |
Izkoristek 38,0 % L
N F
TLC Rf (EtOAc/n-heksan) = 1/2, V/IV) O\/\/@
=0,21
'HNMR o (ppm) = 1,45-1,55 (m, 2H), 1,61-1,70 (m, 2H), 2,22-2,30 (m,

3H), 2,32-2,42 (m, 1H), 2,86-2,91 (m, 2H), 3,31 (d, J = 2,4 Hz,
2H), 3,38 (rd, J = 7,3 Hz, 2H), 5,34-5,40 (m, 1H), 5,44-5,51 (m,
1H), 6,94-7,00 (m, 2H), 7,09-7,15 (m, 2H)

1B3C NMR

(100 MHz, CDCla)

d (ppm) = 32,28; 32,80; 33,82; 47,28; 52,09; 72,97; 79,02; 115,11
(d, Jeg = 21,1 Hz); 127,05; 129,54 (d, Jcr= 7,3 Hz); 135,54; 136,47
(d, Jer= 2,9 Hz); 161,27 (d, Jcr = 243,6 Hz)

HRMS (ESI+) m/z izrag¢. za C17H21FN [M+H]* 258,1658; najden 258,1652

IR (ATR) 3303, 3005, 2931, 2803, 2755, 1601, 1508, 1444, 1427, 1335,
1311, 1220, 1157, 1136, 1108, 997, 962, 849, 820, 784, 715, 675,
627,504 cm™?

HPLC tr = 9,62 min, 95,2 % cistost pri 220 nm (metoda A)
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4.8.2. SINTEZA 4-(4-fluorobenziliden)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (24)

Sintezo spojine 24 smo izvedli iz spojine 19 (0,38 g, 1,30 mmol, 1,0 ekv.), HCI (4 M v
1,4-dioksanu, 10 mL), MeCN (15 mL), K>COs (0,54 g, 3,90 mmol, 3,0 ekv.) in propargil
bromida (80 % raztopina v toluenu, 0,19 mL, 1,69 mmol, 1,3 ekv.) po splosnih postopkih

odstranitve Boc zascite in sledece alkilacije piperidinskega duSika. Za izvedbo kolonske

kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V.

IUPAC ime 4-(4-fluorobenziliden)-1-(prop-2-in-1-il)piperidin (24)
Izgled Rumeno-oranzna oljnata snov P
Izkoristek 27,2 %
N
TLC Rf (EtOAc/n-heksan) = 1/2, VIV) N —
=0,21
'H NMR o (ppm) = 2,23 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 2,40-2,43 (m, 2H), 2,49-2,56

(400 MHz, CDCls)

(m, 4H), 2,63-2,66 (m, 2H), 3,33 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 6,25 (s, 1H),
6,96-7,02 (M, 2H), 7,13-7,16 (M, 2H)

1BC NMR

(100 MHz, CDCl3)

o (ppm) = 28,83; 36,17; 46,93; 53,07; 53,80; 73,05; 78,86; 114,91
(d, Jor = 21,2 Hz); 122,51; 130,37 (d, Jor = 7,4 Hz), 133,56;
138,62; 161,23 (d, Jor = 245,2 Hz)

HRMS (ESI+) M/z izraé. za CisH17FN [M+H]* 230,1345; najden 230,1343

IR (ATR) 3301, 2938, 2902, 2806, 1601, 1506, 1466, 1426, 1333, 1220,
1157, 1123, 992, 867, 830, 801, 770, 637, 558, 521 cm™

HPLC tr = 8,53 min, 99,4 % Cistost pri 220 nm (metoda A)
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4.8.3. SINTEZA 4-(4-fluorobenzil)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (25)

Sintezo spojine 25 smo izvedli iz 4-(4-fluorobenzil)piperidinijevega klorida (0,23 g, 1,00
mmol, 1,0 ekv.), MeCN (15 mL), K>COs (0,41 g, 2,97 mmol, 3,0 ekv.) in propargil

bromida (80 % raztopina v toluenu, 0,14 mL, 1,26 mmol, 1,3 ekv.) po splosnem postopku

alkilacije piperidinskega duSika. Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili

mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/1, V/V.

IUPAC ime 4-(4-fluorobenzil)-1-(prop-2-in-1-il)piperidin (25)
Izgled Rjava oljnata snov | |
Izkoristek 4,3 % L F
N
TLC Rf (EtOAc/n-heksan) = 1/1, V/IV)
=0,10
'H NMR o (ppm) = 1,28 (dt, J; = 11,8, J> = 3,8 Hz, 1H), 1,31 (dt, J; = 12,3,

(400 MHz, CDCls)

J2 = 3,8 Hz, 1H), 1,41-1,52 (m, 1H), 1,61-1,65 (m, 2H), 2,13 (dt,
J1 =116, J2= 2,6 Hz, 2H), 2,20 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 2,49 (d, J = 7,1
Hz, 2H), 2,82-2,87 (m, 2H), 3,26 (d, J = 2,5 Hz, 2H), 6,91-6,96
(m, 2H), 7,04-7,09 (m, 2H)

13C NMR

(100 MHz, CDCla)

o (ppm) = 31,90; 37,36; 42,14; 47,07; 52,37; 72,82; 79,04; 114,80
(d, Jcr= 21,2 20,5 Hz); 130,27 (d, Jcr= 8,1 Hz); 136,05 (d, Jcr=
3,6 Hz); 161,18 (d, Jcr= 243,6 Hz)

HRMS (ESI+) m/z izra¢. za CisH1oNF [M+H]* 232,.1502; najden 232,1506

IR (ATR) 3303, 2917, 2848, 2801, 2754, 1600, 1509, 1448, 1312, 1219,
1157, 1123, 1105, 1067, 1016, 975, 938, 808, 761, 677, 628, 565
cmt

HPLC tr = 8,55 min, 97,5 % cistost pri 220 nm (metoda A)
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4.8.4. SINTEZA (E)-2-(2-(1-(prop-2-in-il)piperidin-4-il)vinil)piridina (26)

Sintezo spojine 26 smo izvedli iz spojine 11 (0,030 g, 0,10 mmol, 1,0 ekv.), HCI (5 mL),
MeCN (5 mL), K2COs (0,041 g, 0,30 mmol, 3,0 ekv.), Cs2COs3 (0,065 g, 0,20 mmol, 2,0
ekv.) in propargil bromida (80 % raztopina v toluenu, 0,014 mL, 0,13 mmol, 1,3 ekv.) po

splosnih postopkih odstranitve Boc zascite in sledece alkilacije piperidinskega dusika. Za

izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan ) = 10/1,

VIV.
IUPAC ime (E)-2-(2-(1-(prop-2-in-il)piperidin-4-il)vinil)piridin (26)
Izgled Rjava oljnata snov
Izkoristek 48,6 % \ N=
NaVaw.
TLC Rf (EtOAc/n-heksan) = 10/1, V/IV)
=0,06
'HNMR o (ppm) = 1,56-1,66 (m, 2H), 1,80-1,88 (m, 2H), 2,15-2,24 (m,

(400 MHz, CDCl3)

1H), 2,25 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 2,29 (dt, J; = 11,8, J> = 2,6 Hz, 2H),
2,92-2,96 (m, 2H), 3,33 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 6,48 (dd, J; = 15,8, J>
= 1,2 Hz, 1H), 6,70 (dd, J;= 15,8, J, = 7,0 Hz, 1H), 7,10 (ddd, J; =
75,J2=48,J3=1,1Hz, 1H), 7,25 (td, J1 = 7,9, J> = 1,0 Hz, 1H),
7,60 (dt, J1 = 7,7, J> = 1,8 Hz, 1H), 8,53 (ddd, J1 =4,8,J>.=1,8, J3
=0,9 Hz, 1H)

13C NMR

(100 MHz, CDCl3)

o (ppm) = 31,69; 38,69; 47,24; 52,22; 73,02; 79,01; 121,27; 121,72;
128,33; 136,45; 139,45; 149,42; 155,90

HRMS (ESI+) m/z izral. za C1sH19N2 [M+H]* 227,1548; najden 227,1543

IR (ATR) 3294, 2926, 2814, 1652, 1613, 1588, 1564, 1470, 1432, 1336,
1311, 1110, 974, 764, 624, 517 cm™*

HPLC tr = 2,37 min, 95,4 % cistost pri 220 nm (metoda B)
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4.8.5. SINTEZA (2)-4-(-metilstiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (27)

Sintezo spojine 27 smo izvedli iz spojine 12 (0,067 g, 0,23 mmol, 1,0 ekv.), HCI (4 M v
1,4-dioksanu, 4 mL), MeCN (10 mL), K2COs (0,10 g, 0,72 mmol, 3,1 ekv.) in propargil

bromida (80 % raztopina v toluenu, 0,033 mL, 0,30 mmol, 1,3 ekv.) po splo$nih postopkih

odstranitve Boc zascite in sledece alkilacije piperidinskega dusika. Za izvedbo kolonske

kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V.

(400 MHz, CDCls)

IUPAC ime (2)-4-(-metilstiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidin (27)
Izgled Rumena amorfna snov
=Z
Talisce TraL = 85-86 °C
N

Izkoristek 49,0 %
TLC Rf (EtOAc/n-heksan) = 1/2, VIV) X

=0,21
'HNMR o (ppm) = 1,49-1,57 (m, 2H), 1,72-1,76 (m, 2H), 2,20-2,26 (m,

3H), 2,35 (s, 3H), 2,52-2,62 (m, 1H), 2,86-2,91 (m, 2H), 3,30 (d, J
= 2,4 Hz, 2H), 5,45 (dd, J; = 11,6, J> = 10,0 Hz, 1H), 6,35 (d, J =
11,6 Hz, 1H), 7,15 (s, 4H)

1B3C NMR

(100 MHz, CDCl3)

J (ppm) = 21,16; 32,36; 34,45; 47,29; 51,96; 53,42; 72,94: 127,94;
128,43; 128,94; 134,74; 136,33; 136,62

HRMS (ESI+) m/z izra¢. za C17H22N [M+H]*" 240,1752; najden 240,1756

IR (ATR) 3210, 2934, 2858, 2798, 2756, 1466, 1450, 1632, 1335, 1272,
1143, 1109, 1067, 972, 946, 836, 824, 810, 785, 738, 687, 560 cm™*

HPLC tr = 9,62 min, 100 % ¢istost pri 220 nm (metoda A)
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4.8.6. SINTEZA (E)-4-(-metilstiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (28)

Sintezo spojine 28 smo izvedli iz spojine 13 (0,42 g, 1,39 mmol, 1,0 ekv.), HCI (4 M v
1,4-dioksanu, 5 mL), MeCN (10 mL), K-COs (0,58 g, 4,20 mmol, 3,0 ekv.) in propargil
bromida (80 % raztopina v toluenu, 0,20 mL, 1,80 mmol, 1,3 ekv.) po splosnih postopkih

odstranitve Boc zascite in sledece alkilacije piperidinskega duSika. Za izvedbo kolonske

kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/3, V/V.

IUPAC ime (E)-4-(-metilstiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidin (28)
Izgled Oranzna amorfna snov
Talisce TraL = 65-67 °C
\ y

Izkoristek 36,4 % N
TLC Rf (EtOAc/n-heksan) = 1/3, V/IV)

=0,25
'HNMR o (ppm) = 1,65 (dt, J1 = 12,0, J> = 3,9 Hz, 1H), 1,68 (dt, J1 = 12,0,

(400 MHz, CDCls)

J2 = 3,9 Hz, 1H), 1,88-1,95 (m, 2H), 2,18-2,28 (m, 1H), 2,35-2,41
(m, 3H), 2,43 (s, 3H), 3,02-3,07 (m, 2H), 3,43 (d, J = 2,5 Hz, 2H),
6,22 (dd, J; = 16,0, J» = 7,0 Hz, 1H), 6,46 (d, J = 15,9 Hz, 1H),
7.21(d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,36 (d, J = 8,3 Hz, 2H)

13C NMR

(100 MHz, CDCl3)

o (ppm) = 21,09; 32,01; 38,77; 47,21, 52,25; 72,92; 79,07; 125,83,;
127,93; 129,13; 133,84; 134,78; 136,62

HRMS (ESI+) m/z izral. za C17H22N [M+H]" 240,1752; najden 240,1756

IR (ATR) 3209, 2933, 2858, 2800, 2756, 1513, 1450, 1427, 1335, 1311,
1271, 1134, 1109, 1067, 1019, 972, 910, 824, 795, 785, 739, 685,
642,561, 518 cm*

HPLC tr = 9,65 min, 97,7 % cistost pri 220 nm (metoda A)

37




4.8.7. SINTEZA 4-(4-metilfenetil)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (29)

Sintezo spojine 29 smo izvedli iz spojine 20 (0,28 g, 0,92 mmol, 1,0 ekv.), HCI (4 M v
1,4-dioksanu, 5 mL), MeCN (10 mL), K.COz (0,38 g, 2,75 mmol, 3,0 ekv.), Cs2COs (0,60
g, 1,84 mmol, 2,0 ekv.) in propargil bromida (80 % v toluenu, 0,13 mL, 1,17 mmol, 1,3

ekv.) po splosSnih postopkih odstranitve Boc zas¢ite in sledece alkilacije piperidinskega

dusika. Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan

=1/3, VIV.
IUPAC ime 4-(4-metilfenetil)-1-(prop-2-in-1-il)piperidin (29)
Izgled Rumena amorfna snov
Izkoristek 35,6 % \ C>_/_©7
TLC Rf (EtOAc/n-heksan) = 1/3, V/IV) :
=0,26
IH NMR § (ppm) = 1,21-1,36 (m, 3H), 1,52-1,57 (m, 2H), 1,74-1,79 (m,

(400 MHz, CDCl3)

2H), 2,13-2,20 (m, 2H), 2,23 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 2,31 (s, 3H),
2,56-2,60 (M, 2H), 2,86-2,90 (m, 2H), 3,29 (d, J = 2,4 Hz, 2H),
7,05-7,10 (m, 4H)

1B3C NMR

(100 MHz, CDCla)

o (ppm) = 20,97; 32,21; 32,57; 34,68; 38,43; 47,21; 52,55; 72,83;
79,06; 128,17; 128,97; 135,05; 139,58

HRMS (ESI+) m/z izral. za C17H24N [M+H]" 242,1909; najden 242,1904

IR (ATR) 3183, 2932, 2917, 2847, 2798, 2752, 1515, 1451, 1333, 1293,
1270, 1144, 1103, 1080, 974, 850, 800, 784, 739, 559, 506 cm*

HPLC tr = 9,75 min, 97,4 % Cistost pri 220 nm (metoda A)
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4.8.8. SINTEZA (2)-1-(prop-2-in-1-il)-4-(4-(trifluorometil)stiril)piperidina (30)

Sintezo spojine 30 smo izvedli iz spojine 14 (0,075 g, 0,21 mmol, 1,0 ekv.), HCI (4 M v
1,4-dioksanu, 4 mL), MeCN (10 mL), K2COs (0,087 g, 0,63 mmol, 3,0 ekv.) in propargil

bromida (80 % raztopina v toluenu, 0,030 mL, 0,27 mmol, 1,3 ekv.) po splo$nih postopkih

odstranitve Boc zascite in sledece alkilacije piperidinskega duSika. Za izvedbo kolonske

kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V.

(400 MHz, CDCls)

IUPAC ime (2)-1-(prop-2-in-1-il)-4-(4-(trifluorometil)stiril)piperidin (30)
Izgled Rumena oljnata snov /
Izkoristek 81,0 % N
CF,
TLC Rf (EtOAc/n-heksan) = 2/1, VIV)
=0,28 N
'H NMR o (ppm) = 1,51-1,61 (m, 2H), 1,70-1,74 (m, 2H), 2,19-2,25 (m,

2H), 2,24 (t, J = 2,5 Hz, 1H), 2,45-2,55 (m, 1H), 2,87-2,91 (m,
2H), 3,30 (d, J = 2,5 Hz, 2H), 5,60 (dd, J; = 11,7, J = 10,2 Hz,
1H), 6,39 (d, J = 11,7 Hz, 1H), 7,33 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,59 (d, J
= 8,2 Hz, 2H)

13C NMR

(100 MHz, CDCla)

o (ppm) = 32,21; 34,59; 47,28; 51,82; 73,09; 78,97; 124,24 (d, JcF
= 272,1 Hz); 125,22 (dd, Jcr = 7,9; 3,8 Hz); 126,97; 128,46 (t, JcF
= 32,3 Hz); 128,72; 139,27; 141,23 (q, Jcr = 1,3 Hz)

HRMS (ESI+) m/z izral. za C17H19FsN [M+H]* 294,1470; najden 294,1469

IR (ATR) 3305, 2933, 2805, 1615, 1331, 1167, 1129, 1068, 1017, 973, 851,
634, 603 cm!

HPLC tr = 10,21 min, 100 % cistost pri 220 nm (metoda A)

39




4.8.9. SINTEZA (E)-1-(prop-2-in-1-il)-4-(4-(trifluorometil)stiril)piperidina (31)

Sintezo spojine 31 smo izvedli iz spojine 15 (0,58 g, 1,63 mmol, 1,0 ekv.), HCI (4 M v
1,4-dioksanu, 10 mL), MeCN (15 mL), K>COs (0,68 g, 4,92 mmol, 3,0 ekv.) in propargil

bromida (80 % raztopina v toluenu, 0,23 mL, 2,1 mmol, 1,3 ekv.) po sploSnih postopkih

odstranitve Boc zascite in sledece alkilacije piperidinskega duSika. Za izvedbo kolonske

kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V.

(400 MHz, CDCls)

IUPAC ime (E)-1-(prop-2-in-1-il)-4-(4-(trifluorometil)stiril)piperidin (31)
Izgled Beli kristali
Talisce TraL =72-74 °C
AN

/ CF;
Izkoristek 85,0 % N
TLC Rf (EtOAc/n-heksan) = 2/1, VIV)

=0,50

'HNMR o (ppm) = 1,52-1,62 (m, 2H), 1,80-1,84 (m, 2H), 2,12-2,19 (m,

1H), 2,26 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 2,25-2,32 (m, 2H), 2,92-2,96 (m,
2H), 3,33 (d, J = 2,5 Hz, 2H), 6,27 (dd, J: = 16,0, J> = 6,9 Hz, 1H),
6,41 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 7,43 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,54 (d, J = 8,2
Hz, 2H)

13C NMR

(100 MHz, CDCl3)

o (ppm) = 31,78; 38,84; 47,17; 52,10; 72,97; 78,95; 121,50 (d, JcF
= 271,6 Hz); 125,35 (q, JcF = 3,7 Hz); 126,07; 127,03; 128,69 (q,
JcF = 32,4 Hz); 137,62; 140,07 (9, JcF = 1,3 Hz)

HRMS (ESI+) m/z izral. za C17H19FsN [M+H]* 294,1470; najden 294,1464

IR (ATR) 3157, 2933, 2917, 2806, 1613, 1312, 1160, 1109, 1066, 1055, 972,
866, 831, 736, 600, 579, 517 cm™

HPLC tr = 10,19 min, 99,9 % Cistost pri 220 nm (metoda A)
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4.8.10. SINTEZA 1-(prop-2-in-1-il)-4-(4-(trifluorometil)fenetil)piperidina (32)

Sintezo spojine 32 smo izvedli iz spojine 21 (0,23 g, 0,64 mmol, 1,0 ekv.), HCI (4M v
1,4-dioksanu, 4 mL), MeCN (10 mL), K2COs (0,27 g, 1,95 mmol, 3,0 ekv.) in propargil

bromida (80 % raztopina v toluenu, 0,92 mL, 0,83 mmol, 1,3 ekv.) po splosnih postopkih

odstranitve Boc zascite in sledece alkilacije piperidinskega duSika. Za izvedbo kolonske

kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V.

(400 MHz, CDCls)

IUPAC ime 1-(prop-2-in-1-il)-4-(4-(trifluorometil)fenetil)piperidin (32)
Izgled Rjava amorfna snov
Talisée TtaL=31-33 °C
\
Izkoristek 7,3% N
TLC Rf (EtOAc/n-heksan) = 1/2, VIV)
=0,12
'HNMR o (ppm) = 1,23-1,37 (m, 3H), 1,54-1,60 (m, 2H), 1,74-1,78 (m,

2H), 2,14-2,20 (m, 2H), 2,23 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 2,65-2,70 (m,
2H), 2,86-2,90 (m, 2H), 3,29 (d, J = 2,4 Hz, 2H) , 7,26-7,29 (m,
2H), 7,50-7,53 (m, 2H)

1B3C NMR

(100 MHz, CDCl3)

o (ppm) = 2,14; 32,91; 34,71; 37,97; 47,17; 52,45; 72,89; 79,11;
124,35 (q, Jcr= 271,9 Hz); 125,20 (q, Jcr= 7,9 Hz); 128,02 (q,
Jcr=32,3 Hz) 128,56; 146,76

HRMS (ESI+) m/z izra¢. za C17H21FsN [M+H]* 296,1626; najden 296,1625

IR (ATR) 3153, 2932, 2852, 2798, 1615, 1429, 1318, 1157, 1116, 1093,
1065, 1017, 978, 910, 854, 831, 735, 682, 637, 598, 552, 511 cm™*

HPLC tr = 10,29 min, 100 % cistost pri 220 nm (metoda A)
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4.8.11. SINTEZA (2)-1-(prop-2-in-1-il)-4-(3-(trifluorometil)stiril)piperidina (33)

Sintezo spojine 33 smo izvedli iz spojine 16 (0,050 g, 0,14 mmol, 1,0 ekv.), HCI (4 M v
1,4-dioksanu, 4 mL), MeCN (5 mL), K2COz (0,058 g, 0,42 mmol, 3,0 ekv.), Cs.CO3 (0,091
g, 0,28 mmol, 2,0 ekv.) in propargil bromida (80 % raztopina v toluenu, 0,020 mL, 0,18

mmol, 1,3 ekv.) po splosnih postopkih odstranitve Boc zaSCite in sledeCe alkilacije

piperidinskega dusika. Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo

EtOAc/n-heksan = 1/3, V/V.

(400 MHz, CDCla)

IUPAC ime (2)-1-(prop-2-in-1-il)-4-(3-(trifluorometil)stiril)piperidin (33)
Izgled Rumena oljnata snov /
Izkoristek 26,8 % N
TLC Rf (EtOAc/n-heksan) = 1/3, V/IV)
=0,18 X CF,
IH NMR d (ppm) = 1,63 (dt, J1 = 12,7, Jo = 2,6 Hz, 1H), 1,66 (dt, J; = 11,6,

J2 = 3,5 Hz, 1H), 1,75 (dd, J1 = 12,8, J2 = 2,2 Hz, 2H), 2,26-2,32
(m, 3H), 2,44-2,55 (m, 1H), 2,93-2,98 (m, 2H), 3,35 (d, J = 2,4
Hz, 2H), 5,60 (dd, J1 = 11,6, J2 = 10,2 Hz, 1H), 5,41 (d, J = 11,7
Hz, 1H), 7,39-7,51 (m, 4H)

13C NMR

(100 MHz, CDCl3)

J (ppm) = 31,83; 34,35; 47,10; 51,69; 73,79; 78,08; 123,37 (q, Jor
= 3,8 Hz); 124,09 (q, Jor = 272,6 Hz); 125,21 (q, Jor = 3,8 H2);
127,08; 128,72; 130,63 (q, Jcr = 32,2 Hz); 131,60; 138,20; 138,45

HRMS (ESI+) m/z izra¢. za C17H19NF3s [M+H]* 294,1470; najden 294,1466

IR (ATR) 3306, 2933, 2850, 2804, 2757, 1688, 1444, 1327, 1162, 1122,
1092, 1072, 972, 905, 807, 703, 696, 656, 628 cm™*

HPLC tr = 10,13 min, 95,9 % cistost pri 220 nm (metoda A)
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4.8.12. SINTEZA (E)-1-(prop-2-in-1-il)-4-(3-(trifluorometil)stiril)piperidina (34)

Sintezo spojine 34 smo izvedli iz spojine 17 (0,19 g, 0,53 mmol, 1,0 ekv.), HCI (4 M v
1,4-dioksanu, 10 mL), MeCN (10 mL), K>CO3 (0,22 g, 1,59 mmol, 3,0 ekv.), Cs2CO3 (0,35
g, 1,07 mmol, 2,0 ekv.) in propargil bromida (80 % raztopina v toluenu, 0,077 mL, 0,69

mmol, 1,3 ekv.) po splosnih postopkih odstranitve Boc zaSCite in sledeCe alkilacije

piperidinskega dusika. Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo
EtOAc/n-heksan = 1/3, V/V.

(400 MHz, CDCl3)

IUPAC ime (E)-1-(prop-2-in-1-il)-4-(3-(trifluorometil)stiril)piperidin (34)
Izgled Zelena oljnata snov

CF,
Izkoristek 70,1 % \

/
TLC Rr (EtOAc/n-heksan) = 1/3, VIV) N
=0,18

'HNMR o (ppm) = 1,56 (dt, J» = 12,1, J> = 3,7 Hz, 1H), 1,59 (dt, J. = 12,1,

J2 = 3,7 Hz, 1H), 1,79-1,85 (m, 2H), 2,11-2,20 (m, 1H), 2,26 (t, J
= 2,4 Hz, 1H), 2,29 (dt, J; = 11,8, J» = 2,3 Hz, 2H), 2,92-2,97 (m,
2H), 3,33 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 6,24 (dd, J1 = 16,0, J2 = 6,9 Hz, 1H),
6,41 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 7,38-7,45 (m, 2H), 7,51 (d, J = 7,5 Hz,
1H), 7,58 (s, 1H)

1B3C NMR

(100 MHz, CDCls)

§ (ppm) = 31,87; 38,86; 47,24; 52,19; 73,01; 79,02; 122,64 (0, Jcr
= 3,9 Hz): 123,49 (q, Jor = 3,9 Ha); 124,16 (q, Jor = 272,3 H2):
127,03; 128,88; 129,18;, 130,85 (q, Jc.r = 32,1 Hz); 136,90; 138,38

HRMS (ESI+) m/z izral. za C17H1sNF3 [M+H]* 294,1470; najden 294,1465

IR (ATR) 3306, 2934, 2849, 2804, 2755, 1444, 1329, 1201, 1162, 1120,
1094, 1071, 965, 900, 792, 696, 662, 628 cm™

HPLC tr = 10,16 min, 99,8 % Cistost pri 220 nm (metoda A)
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4.8.13. SINTEZA 1-(prop-2-in-1-il)-4-(3-(trifluorometil)fenetil)piperidina (35)

Sintezo spojine 35 smo izvedli iz spojine 22 (0,27 g, 0,76 mmol, 1,0 ekv.), HCI (4 M v
1,4-dioksanu, 5 mL), MeCN (10 mL), K>CO3 (0,32 g, 2,32 mmol, 3,1 ekv.), Cs,COs (0,50
g, 1,53 mmol, 2,0 mmol) in propargil bromida (80 % raztopina v toluenu, 0,11 mL, 0,99

mmol, 1,3 ekv.) po splosnih postopkih odstranitve Boc za$¢itve in sledece alkilacije

piperidinskega duSika. Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo

EtOAc/n-heksan = 1/3, V/V.

(400 MHz, CDCl3)

IUPAC ime 1-(prop-2-in-1-il)-4-(3-(trifluorometil) fenetil)piperidin (35)

Izgled Rumeno-oranzna oljnata snov

Izkoristek 29,0 % \\'ND—/_Q

TLC Re (EtOAc/n-heksan) = 1/3, VIV) CF;
=0,20

IH NMR d (ppm) = 1,21-1,26 (m, 2H), 1,34 (dt, J1 = 11,1, J» = 3,7 Hz, 1H),

1,54-1,60 (m, 2H), 1,73-1,80 (m, 2H), 2,14-2,21 (m, 2H), 2,22 (t,
J =24 Hz, 1H), 2,66-2,70 (m, 2H), 2,86-2,91 (m, 2H), 3,28 (d, J =
2,46 Hz, 2H), 7,33-7,44 (m, 4H)

1B3C NMR

(100 MHz, CDCla)

o (ppm) = 32,10; 32,89; 34,82; 38,03; 47,13; 52,43; 72,86; 79,07;
122,51 (q, Jor = 3,8 Hz): 124,21 (q, Jor = 272,2 Hz): 124,88 (q,
Jog= 3,7 Hz); 128,63; 130,51 (q, Jor = 31,8 Hz); 131,64; 143,48

HRMS (ESI+) m/z izra¢. za C17H21NF3 [M+H]* 296,1626; najden 296,1629

IR (ATR) 3308, 2923, 2849, 2804, 2757, 1449, 1329, 1199, 1161, 1121,
1072, 976, 900, 879, 800, 735, 735, 702, 660, 631 cm™*

HPLC tr = 10,25 min, 98,7 % Cistost pri 220 nm (metoda A)
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4.8.14. SINTEZA (E)-4-(4-bromostiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (36)

Sintezo spojine 36 smo izvedli iz spojine 18 (0,36 g, 0,98 mmol, 1,0 ekv.), HCI (10 mL),
MeCN (15 mL), K>CO3 (0,41 g, 2,97 mmol, 3,0 ekv.), Cs2CO3 (0,64 g, 1,96 mmol, 2,0
ekv.) in propargil bromida (80 % raztopina v toluenu, 0,14 mL, 1,26 mmol, 1,3 ekv.) po

splosnih postopkih odstranitve Boc zasScite in sledeCe alkilacije piperidinskega dusika. Za

izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/2, V/V.

(400 MHz, CDCls)

IUPAC ime (E)-4-(4-bromostiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidin (36)
Izgled Beli kristali
Talisce TraL=103-106 °C
\ / Br
Izkoristek 34,2 % N
TLC Rf (EtOAc/n-heksan) = 1/2, VIV)
=0,16
'HNMR o (ppm) = 1,54 (dt, J1 = 12,2, J» = 3,4 Hz, 1H), 1,57 (dt, J1 = 12,3,

J2 = 3,6 Hz, 1H), 1,77-1,83 (m, 2H), 2,08-2,17 (m, 1H), 2,19-2,30
(m, 3H), 2,91-2,96 (m, 2H), 3,32 (d, J = 2,2 Hz, 2H), 6,15 (dd, J; =
16,0, J2 = 6,9 Hz, 1H), 6,31 (d, J = 16,2 Hz, 1H), 7,21 (d, J = 8,4
Hz, 2H), 7,41 (d, J = 8,4 Hz, 2H)

13C NMR

(100 MHz, CDCl3)

o (ppm) = 31,92; 38,85; 47,24, 52,21, 72,98; 79,04; 127,13; 127,56;
130,12; 131,53; 135,77; 136,57

HRMS (ESI+) m/z izra¢. za C1sH1oNBr [M+H]" 304,0701; najden 304,0706

IR (ATR) 3150, 2929, 2850, 2798, 2745, 1485, 1466, 1423, 1328, 1310,
1135, 1117, 1098, 1069, 1007, 970, 906, 848, 822, 798, 754, 715,
579,516 cm*

HPLC tr = 10,00 min, 100 % Cistost pri 220 nm (metoda A)
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1. KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV

Pripravili smo opti¢no ¢iste cis ali trans analoge 1-(prop-2-in-1-il)piperidina in tudi
njihove reducirane derivate. Sinteza spojin je bila sestavljena iz Sestih kljucnih korakov, ki

smo jim v primeru reduciranih derivatov dodali Se enega.

Izhajali smo iz komercialno dostopne piperidin-4-karboksilne kisline, ki v svoji strukturi
vsebuje elektrofilni in nukleofilni center. V prvi stopnji sinteze smo na aminsko skupino
uvedli Boc zasc¢itno skupino po splosnem postopku uvedbe Boc zasCite. S tem smo
bistveno zmanjsali reaktivnost nukleofilnega amina in preprecili nastanek potencialnih
stranskih produktov v naslednjih reakcijskih stopnjah. Kot topilo smo uporabili zmes vode,
v kateri je dobro topna sol piperidin-4-karboksilne kisline, in 1,4-dioksana, primernej$ega
topila za di-terc-butil dikarbonat (33).

5.1.1. SINTEZA WEINREBOVEGA AMIDA IN REDUKCIJA DO ALDEHIDA

Redukcija karboksilne kisline do aldehida je lahko tezavna, saj je reakcijo tezko ustaviti na
stopnji aldehida. Ta se namre¢ pogosto reducira naprej do alkohola. V drugi in tretji
reakcijski stopnji smo zato karboksilno kislino reducirali do aldehida preko Weinrebovega
amida, ki smo ga pripravili iz N,O-dimetilhidroksilaminijevega klorida s postopkom tvorbe
amidne vezi. Slabse reaktivno karboksilno kislino smo aktivirali z dodatkom kombinacije
sklopitvenih reagentov TBTU, EDC in HOBt. Z dodatkom pomoznega nukleofila DMAP
smo skrajSali dolg reakcijski ¢as in omejili tvorbo stranskih produktov, povezanih z

uporabo sklopitvenih reagentov.

Ena klju¢nih prednosti Weinrebovega amida je poleg enostavne priprave ta, da omogoca
selektivno redukcijo karboksilne kisline do ketona ali aldehida, kar sta leta 1981 ugotovila
Nahm in Weinreb. N-metoksi-N-metilamide sta ob prisotnosti Grignardovega reagenta ali
organolitijevih spojin v THF reducirala do ketonov. Ob uporabi prebitnega LiAIH4 pa sta
N-metoksi-N-metilamide reducirala predvsem do aldehidov, koli¢ina nastalih primarnih
alkoholov je bila zanemarljiva. Mehanisti¢no gledano metoksi skupina Weinrebovega
amida preko induktivnega efekta olajsa nukleofilni napad na karbonilni ogljik. Pri tem

nastane s kovinskimi ioni keliran intermediat, ki je stabilen pri nizkih temperaturah. Do
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razpada tega intermediata pride Sele ob dodatku vodne faze, s katero hkrati povzro¢imo
nastanek ketona oziroma aldehida in ustavimo redukcijo, ki ne more ve¢ poteci do alkohola.

Mehanizem reakcije je ponazorjen na sliki 18 (34, 35, 36).

0 R,-M oM H,0 OH 0
2 0O— 2
Rl)LN O~ R—7~N RI/}\N’O\ R )J\R
| R, \ Ry b
Weinrebov amid Stabilno pri Nestabilno - Aldehid
nizki temperaturi spontani razpad ali keton

Slika 18: Mehanizem redukcije Weinrebovega amida do aldehida ali ketona (prirejeno po
(29,30)).

5.1.2. WITTIGOVA REAKCIJA

Cetrta reakcijska stopnja je klju¢na stopnja celotne sinteze nasih spojin. Iz aldehida in
razli¢nih fosfonijevih ilidov smo sintetizirali alkene, pri ¢emer smo se posluzili Wittigove
reakcije. Leta 1954 jo je odkril Georg Wittig in zanjo leta 1979 prejel tudi Nobelovo
nagrado. Wittigova reakcija je pogosto uporabljana reakcija, saj je regiospecifi¢na, poteka
pod milimi reakcijskimi pogoji, izhodni materiali za pripravo fosfonijevih ilidov pa so

lahko dostopni.

Kljuc¢ni reagent za izvedbo Wittigove reakcije so fosfonijevi ilidi, katerih splo$na shema je
predstavljena na sliki 19. Vez P-C je mo¢no polarizirana, s prebitkom elektronske gostote
na ogljiku. V naslednjih reakcijskih shemah je zaradi svoje narave in laZje osmislitve
reakcij ilidna P-C vez predstavljena z dvojno vezjo. Ilidi so, glede na substituent R, vezan
na a-ogljik, razli¢no reaktivni. Ce je R alkilna skupina, so nestabilizirani in precej reaktivni,
hitro se hidrolizirajo na zraku. llidi, substituirani z arilom ali alkenilom, so
semistabilizirani in manj podvrZeni hidrolizi. Tisti ilidi, ki pa so derivati trifenilfosfina (X,
Xz, Xz so fenili) in hkrati substituirani z elektron privla¢no skupino, so stabilizirani in
hidrolizi ne podlezejo. Od reaktivnosti posameznega ilida je mocno odvisna
regiospecificnost same reakcije. Uporaba nestabiliziranih ilidov vodi preteZzno do
(2)-izomerov produkta, uporaba stabiliziranih ilidov do (E)-izomerov, s semistabiliziranimi

ilidi, ki smo jih pri nasem delu uporabili mi, pa vecje regiospecifi¢nosti ne dosezemo (37).
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Slika 19: Splosna struktura ilidov.

Predlaganih je bilo ve¢ razlicnih mehanizmov poteka reakcije, pomembnejSa pa sta
predvsem dva. Prvi mehanizem poteka Wittigove reakcije preko betaina, predstavljenega
na sliki 20, je predlagal sam Wittig s sodelavci. Obsega nukleofilno adicijo ilida na
karbonil, pri ¢emer nastane intermediat betain. Le-ta se ciklizira do oksafosfetana (OPA),
ki razpade do alkena in fosfin oksida. Raziskovalci so ta mehanizem kasneje zavrnili, saj

spektroskopsko nekompleksiran betain v reakcijski zmesi nikoli ni bil detektiran.

o
o O X)s. @ R,

_ 0 - . . = S
X R\—R1 Rz)J\DH e (X)3/Pj)\R2 rﬁl—Lﬂf} /_f + (X)3/P\O

u R 1 Rl RZ . l
Betain OPA

Slika 20: Predlagani mehanizem poteka Wittigove reakcije preko betaina.

Danes veljaven mehanizem, predstavljen na sliki 21, sta predlagala Vedejs in Snoble in
obsega direktno ireverzibilno [2+2] cikloadicijo ilida in aldehida do OPA. Ta nato podleze
ireverzibilni in stereospecificni razklenitvi obroca, tako da nastaneta alken in fosfin oksid.
Stereokemija produkta alkena je dolofena Ze v prehodnem stanju prvega koraka -
cikloadicije. Pri reakciji med aldehidom in nestabiliziranim alkilidentrifenilfosforanom se
karbonilna C=0 vez in ilidna P—C vez pribliZata pod relativno velikim kotom, kar povzroci
precej hitro tvorbo vezi in rehibridizacijo atomov, ki tvorijo OPA obro¢. Na P vezani
substituenti medtem ostanejo v tetraedri¢ni obliki, zato je energetsko ugodnejse prehodno
stanje cis-OPA, ki potem razpade do Z-alkena. Pri reakciji med aldehidom in stabiliziranim
ilidom pa sta tvorba vezi in rehibridizacija pocasnejsi, geometrija substituentov okoli P pa
je podobna trigonalno bipiramidalni. Energetsko ugodnejSe prehodno stanje je zato

trans-OPA, ki razpade do E-alkena (37, 38).

48



(X)3_K
O\_/ \_Rl X)s. Ry R
P R
N @ e
R, 1

Slika 21: Danes veljaven mehanizem Wittigove reakcije preko direktne ireverzibilne [2+2]
cikloadicije ilida in aldehida do OPA.

Pri izvedbi reakcij smo uporabili semi-stabilizirane ilide. Le-te smo sintetizirali iz
trifenilfosfina in ustreznega benzil halida, potekla je nukleofilna substitucija tipa Sn2.
Wittigovo reakcijo smo izvajali v brezvodnem THF, s ¢emer smo zmanjsali moznosti
hidrolize ilidov. Dodani NaHMDS je moc¢na baza, s katero smo odcepili proton na
reaktivnem ogljiku v ilidu. Z uporabo semi-stabiliziranih ilidov v veini primerov
pri¢akovano nismo dosegli veéje regiospecifi¢nosti, Ceprav je koli¢ina trans-izomerov
prevladovala nad cis-izomeri. Zgolj trans-izomer smo dobili pri sintezi spojin 10 in 11 iz
spojin 4 in 6. Pri sintezi spojine 18 iz spojine 9 smo z NMR detektirali prisotnost obeh
izomerov, vendar cis-izomera nismo mogli izolirati. Prevladovanje trans-izomerov nad cis
lahko razlozimo s tem, da je substituent, vezan na aldehidu, velik piperidinski obro¢, ki se

s substituentom, vezanim na ilid, steri¢no najmanj ovira pri trans-izomerih.
5.1.3. REDUKCIJA DVOJNE VEZI

Del produktov Wittigove reakcije smo reducirali s pomoc¢jo katalitskega hidrogeniranja.
Ceprav je nasiena vez termodinamsko stabilnej$a od nenasi¢ene, adicija vodika ne potece
samodejno. Potreben je dodatek katalizatorja, mi smo uporabili paladij na ogljiku. Vodik
se adsorbira na povrsSino nosilca s katalizatorjem, pri ¢emer disociira, prav tako se na
povrsino adsorbira alken. Pride do adicije enega in nato Se drugega vodika na molekulo
alkena. Ker je ta adsorbiran na nosilec s katalizatorjem, do adicije vodika lahko pride samo
iz ene smeri — Sin-adicija. Mehanizem reakcije se imenuje Horiuti-Polanyijev mehanizem
(39).
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5.1.4. ODSTRANITEV BOC ZASCITE IN ALKILACIJA

Boc zascitno skupino smo odstranili z acidolizo ter nastali produkt takoj alkilirali s
propargil bromidom, ki je elektrofilno alkilirajoce sredstvo. Hkrati je tudi lakrimator, zato
smo reakcijo izvajali v inertni atmosferi. Z dodatkom baz K>COs in Cs;COz smo
nevtralizirali sprosceno kislino. Ker je reakcija obcutljiva na svetlobo, smo bucko ovili v

aluminijasto folijo (40).
5.2. REZULTATI IN KOMENTAR BIOKEMIJSKEGA TESTIRANJA

Kon¢nim spojinam smo biokemijsko ovrednotili zaviralno aktivnost na encimih MAO-A in
MAO-B. Rezultati, ki se nahajajo v preglednici V, so podani kot rezidualna aktivnost (RA)
pri 100 uM zaviralca. RA je definirana kot razmerje med aktivnostjo encima v prisotnosti
zaviralca in aktivnostjo encima brez zaviralca ter je podana v odstotkih. Zaviralcem z RA
manjSo od 50 % smo izracunali 1Cso na podlagi dolocitve RA pri sedmih razli¢nih
koncentracijah zaviralca. ICso predstavlja koncentracijo spojine, ki je potrebna za 50 %

zaviranje encima in vitro.

Preglednica V: Rezultati biokemijskega vrednotenja kon¢nih sintetiziranih spojin.

hMAO-A hMAO-B
Oznaka
. Struktura RA [%] pri 100 uM | RA [%] pri 100 uM
spojine ) )
ali ICso ali ICso

23 wF 62 % 24,6 uyM
=

F
24 \ 161 uM 48,8 uM
\@p

:
25 ,\O\/@/F 77 % 60 %
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\ N=
26 \ND_//—@ 81 % 0,730 uM
'u
27 N 62 % 19,2 uM
=
\
28 \ND s~ |s1% 0,147 uM
\
29 \ND A~ |esw 0,159 uM
| | CF;
30 L 80 % 1,51 pM
N
=
\
31 \ND /ﬁ( }CFa 65 % 18,6 nM
\
32 \ND 0 | 62 % 10,9 nM
|\|\ CF;
33 N 0,858 uM 9,35 uM
=
CF,
34 \ 65 % 0,550 uM
=25 \N / 0 H
CF,
35 N\ 72 % 0,502 uM
22 \NDJO 0 s
\
36 \ND s~ | sa% 21,2nM
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Ugotovili smo, da nase spojine bistveno moc¢neje zavirajo izoformo MAO-B kot MAO-A.
Izmed 14 spojin smo kar 13 spojinam lahko izracunali ICso na MAO-B, medtem ko sta
samo 2 spojini dovolj zavirali MAO-A, da smo jima izrac¢unali 1Cso. PO svoji jakosti
zaviranja na MAO-B v nanomolarnem obmocju izstopajo predvsem 3 spojine, najmo¢ne;jsi
zaviralec 32z ICso = 10,9 nM, 31 7 ICs0 = 18,6 nM in 36 z ICs0 = 21,2 nM.

Izoformo MAO-B moc¢neje zavirajo trans izomeri produktov, kar velja za vse cis/trans
pare spojin. Trans izomeri so za 1-2 velikostna razreda mocnejsi zaviralci. Spojina 33 je
edina spojina, ki izkazuje cis/trans izomerijo in smo ji hkrati izracunali vrednosti ICso na
obeh izoformah. Ugotovili smo, da je njena jakost zaviranja MAO-A za en velikostni
razred vecja kot na MAO-B.

S sintezo reduciranih derivatov smo zeleli preveriti vpliv nasienosti vezi na jakost
inhibicije encimov. Ugotovili smo, da imajo prav vse reducirane spojine (pari spojin 28 in

29, 34 in 35, 31 in 32) primerljivo jakost delovanja kot njihovi trans analogi.

Preverili smo tudi vpliv posameznih substituentov na aktivnost spojin. Ugotovili smo, da
daljSanje ali krajSanje verige negativno vpliva na zaviralno aktivnost na MAO-B, saj so
imele spojine 23 z 1Cso = 24,6 uM, 24 z ICsp = 48,8 uM in 25 z RA = 60 % dale¢ najnizjo
jakost. Mocnejsi zaviralci so bile spojine, ki so bile na benzenovem obrocu substituirane na
para mestu, kar je najbolje razvidno iz parov spojin z enakim trifluorometilnim
substituentom na para in meta mestu (30, 31 in 33, 34). Izmed spojin, substituiranih na
para mestu so spojine s halogenom ucinkovitejSe od tistih brez substituentov. Metilna
skupina (27, 28, 29) in trifluorometilna skupina (30, 31, 32) sta si po velikosti precej
podobni, se pa mo¢no razlikujeta po elektronegativnosti. Glede na to, da ima skupina
spojin s trifluorometilnim substituentom v povprecju za en velikostni razred vecjo jakost
od skupine spojin z metilnim substituentom, lahko sklepamo, da halogeni v aktivhem

mestu encimov tvorijo dodatne interakcije.
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6. SKLEP

V prvem delu magistrske naloge smo naértovali in uspeS$no sintetizirali 14
1-(prop-2-in-1-il)piperidinskih analogov, ki izkazujejo zaviralno delovanje na MAO. V
nadaljevanju smo spojine biolosko ovrednotili na izoliranih hMAO-A in hMAO-B ter na

podlagi rezultatov sklepali 0 odnosu med strukturo in delovanjem nasih spojin.

V veclstopenjski sintezi smo poskusSali sintetizirati Cis, trans in reducirane derivate z
razli¢nimi substituenti na benzenovem obrocu ter podaljSano ali skrajsano verigo. Klju¢na
stopnja sinteze je bila Wittigova reakcija, s katero smo s pomocjo semi-stabiliziranih ilidov
sintetizirali alkene. Med reakcijo je obi¢ajno nastalo 3—4-krat ve¢ trans izomera, kar je
verjetno posledica steri¢nega oviranja precej voluminoznih substituentov na vsaki strani

dvojne vezi.

Med bioloskim vrednotenjem spojin smo le-tem dolocili RA, najmo¢nej$im med njimi SMo
izraCunali tudi ICsp vrednost. Ugotovili smo, da so spojine v sploSnem mocnejsi zaviralci
MAO-B kot MAO-A. Nadalje so MAO-B bistveno bolje zavirali trans derivati, kar
sovpada z literaturnimi podatki o podolgovati obliki aktivnega mesta tega encima.
Ugotovili smo tudi, da je aktivnost reduciranih derivatov primerljiva njihovim trans
analogom. Z daljSanjem ali krajSanjem verige se je jakost zaviranja MAO zmanjsala.
Mocnejsi zaviralci so bile spojine s para substitucijo na benzenu, katerih substituent je
vseboval vsaj en halogen. Kot najbolj obetavne spojine so se izkazale spojina 32 z ICsp =
10,9 nM, 31 7 IC50 = 18,6 nM in 36 z IC50 = 21,2 NM.

Zaklju¢imo lahko, da spojini (E)-1-(prop-2-in-1-il)-4-(4-(trifluorometil)stiril)piperidin (31)
in 1-(prop-2-in-1-il)-4-(4-trifluorometil)fenetil)piperidin  (32) predstavljata pomembno
izhodis¢e za nadaljnje raziskovanje novih nanomolarnih zaviralcevn MAO-B kot

potencialnih zdravilnih ué¢inkovin za terapijo nevrodegenerativnih bolezni.
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