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POVZETEK

Ubikvitin proteasomski sistem (UPS) je glavni sistem za razgradnjo proteinov v
evkariontskih celicah. Preko sistema UPS se uravnavajo Stevilni kljuéni celi¢ni procesi.
Standardna oblika proteasoma je 26S proteasom, kjer poteka razgradnja z ubikvitinom
oznacenih proteinov. Poleg te obstaja Se ve¢ drugih oblik proteasomov: 20S proteasom,
timoproteasom, spermatoproteasom in imunoproteasom. Imunoproteasom se navadno izraza
v celicah imunskega sistema. Ker njegov nastanek inducirajo vnetni citokini, se ob vnetju
izraza tudi v drugih celicah. Povezali so ga z nastankom vnetnih, avtoimunskih in
nevrodegenerativnih bolezni. Zaviralci proteasoma se Ze uporabljajo v terapiji malignih
bolezni. V ta namen so registrirani trije zaviralci: bortezomib, karfilzomib in iksazomib. Vsi
trije so neselektivni in povzroc¢ajo Stevilne nezelene ucinke, zato gre razvoj v smeri iskanja
selektivnih zaviralcev, predvsem na B5i-podenoto imunoproteasoma, ki ima Kimotripsinu

podobno delovanje. Ta naj bi imela glavno vlogo v razvoju bolezni.

Namen magistrske naloge je bila sinteza dipeptidnih zaviralcev z 1,2,4-oksatiazol-2-onsko
»bojno glavo« (warhead). Zeleli smo sintetizirati nekovalentne in kovalentne zaviralce, ki bi
se selektivno vezali v kimotripsinu podobno podenoto imunoproteasoma. Prileganje
nacrtovanih spojin v aktivno mesto smo preverili z molekulskim sidranjem. Oksatiazoloni
so selektivni zaviralci B5i-podenote imunoproteasoma. Gre za mocne elektrofile, ki se
kovalentno vezZejo s katalitiénim treoninom v aktivnem mestu. Zaradi interakcije tako s
hidroksilno kot aminsko skupino in konformacijskih sprememb v aktivhem mestu so
selektivni na kimotripsinu podobno podenoto. Za zacetno aminokislino sintetiziranih
dipeptidov smo izbrali eno izmed §tirth aminokislin: Phe in Trp, ki imata veliki aromatski
stranski skupini, ter Leu in Ile z manjSima alifatskima stranskima verigama. Nanje smo
vezali benziloksikarbonilno skupino z uporabo benzil kloroformata. Karbamatna skupina
nam je sluzila za zaS¢ito aminske skupine. V naslednjem koraku smo nanje z uporabo
sklopitvenega reagenta vezali aminokislinske amide. Izbrali smo po eno izmed treh
aminokislin z razli€no velikimi stranskimi skupinami, ki so imele karboksilno skupino
spremenjeno v amid. Kon¢ni amid smo z uporabo reagenta klorokarbonilsulfenil klorida

ciklizirali do 1,3,4-oksatiazol-2-ona.

Brez vecjih tezav smo sintetizirali 12 dipeptidov, ki smo jih nacrtovali kot nekovalentne
zaviralce. V naslednji stopnji smo jih zeleli ciklizirali, vendar nam v uporabljenih razmerah

ciklizacija ni uspela. Kovalentnih zaviralcev tako nismo uspeli sintetizirati. Sintetizirane




spojine smo tudi biokemijsko ovrednotili. Encimu smo dolo¢ili rezidualno aktivnost, ki je
bila v primeru nasih spojin 100-odstotna. Nobena izmed sintetiziranih spojin ni zavrla B5i-

podenote.

Klju¢ne besede: imunoproteasom, ubikvitin proteasom sistem, f5i-podenota, dipeptidni

zaviralci, 1,3,4-oksatiazol-2-on

ABSTRACT

Ubiquitin proteasome system (UPS) is the main system for degradation of proteins in
eukaryotic cells. Several key cellular processes are managed through the UPS system. The
standard form of the proteasome is 26S proteasome, where degradation with ubiquitin-
labelled proteins takes place. In addition to this, there are many other forms of proteasomes,
such as 20S proteasome, thymoproteasome, spermatoproteasome and immunoproteasome.
Immunoproteasome is usually expressed in cells of the immune system. Because its
formation is induced by inflammatory cytokines, it also occurs during inflammation in other
cells. It was linked to the formation of inflammatory, autoimmune and neurodegenerative
diseases. Proteasome inhibitors are being used in the treatment of malignancies already.
There are three registered proteasome inhibitors: bortezomib, carfilzomib and ixazomib. All
three are non-selective and because of this, they cause many side effects. Therefore,
development is oriented in the direction of finding inhibitors selective for the B5i-subunit of
immunoproteasome. A chymotrypsin-like subunit plays a significant role in the development

of the disease.

The main goal of the work for the master's thesis was the synthesis of dipeptide inhibitors
with a 1,2,4-oxathiazol-2-one warhead. We wanted to synthesize non-covalent and covalent
inhibitors that would selectively bind to a chymotrypsin-like subunit of
immunoproteasomes. We checked binding of the designed compounds using molecular
docking. Oxathiazolones have been shown to be selective inhibitors of the 51 subunit of
immunoproteasome. Oxathiazolones are strong electrophiles which covalently bind to
catalytic threonine in the active site. Due to their interaction with the hydroxyl and amine
group and further conformational changes in the active site, they are selective for the
chymotrypsin-like subunit. We started our synthesis with four L-amino acids to which we
bound benzyloxy carbonyl group using benzyl chloroformate. Two of the selected amino

acids have large aromatic side groups (Phe, Trp) and other two have smaller aliphatic side

Vi




chains (Leu, lle). The carbamate group served for protection of the amine group. We selected
three different amino acids that had a carboxylic group modified into the primary amide. On
protected amino acids we introduced one of this three amino acid amides using a coupling
reagent. The terminal amide was used for cyclization to 1,3,4-oxathiazol-2-one using a

chlorocarbonylsulfenyl chloride as reagent.

Without difficulties we synthesized twelve dipeptides, planned as non-covalent inhibitors.
In the next stage we wanted to prepare cyclic derivatives, but failed. Under the used
conditions cyclization failed. We failed in synthesizing of covalent inhibitors. Synthesized

compounds were also biochemically evaluated, but proved inactive.

Key words: immunoproteasome, ubiquitin proteasome system, B5i subunit, dipeptide

inhibitors, 1,3,4-oxathiazol-2-one
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1. UVOD

Proteini dajejo strukturo celicam in organizmu, omogocajo gibanje, celicno delitev,
encimske reakcije in medceli¢no signaliziranje. V celicah nastajajo tudi nepravilno zviti in
poskodovani proteini, ki motijo njihovo normalno delovanje. Proteini so podvrzeni nenchni
razgradnji in resintezi. Gre za dinamiéen proces, ki je natan¢no reguliran. Evkariontske
celice imajo dva sistema razgradnje proteinov. Nekateri proteini se razgrajujejo preko
lizosomov. To so z membrano obdani mesicki, Ki vsebujejo razlicne kisle proteaze —
katepsine in hidrolaze. Z lizosomi se razgrajujejo endocitirani, fagocitirani in pinocitirani
proteini. Druga pot razgradnje je natancneje regulirana. To je razgradnja proteinov s

proteasomom, ki ve¢inoma poteka preko vezave molekul ubikvitina (1, 2, 3).
1.1. Sistem ubikvitin-proteasom

Razgradnja citoplazemskih, jedrnih in membranskih proteinov vecinoma poteka preko
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ubikvitiniral. Razli¢ne proteine prepoznajo razli¢ne E3 ligaze in se nanje vezejo, s ¢imer je
zagotovljena specificnost UPS sistema. V tem je tudi razlog za razlino obcutljivost
proteinov na razgradnjo z UPS. Molekula Ub se kovalentno pripne na substrat s tvorbo
amidne vezi med C-terminalnim glicinskim ostankom Ub in stransko NH2 skupino lizina na
substratu (4). Proces se veckrat ponovi, pri ¢emer pride do tvorbe poliubikvitinske verige.
Ubikvitinizacija je reverzibilen proces in lahko poteka v obratni smeri z deubikvitinirajo¢imi
encimi. Oznacen protein je prepoznan z 19S regulatornim delom 26S proteasoma, pri cemer
pride do vstopa proteina v 20S jedro in njegove razgradnje.

Proteasom se izraza v jedru in citoplazmi celic. Pravilna funkcija UPS je nujna za celi¢no
rast, saj regulira mitozo preko razgradnje ciklinov, od ciklinov odvisnih kinaz in od ciklinov
odvisnih zaviralcev kinaz. Prav tako je vpleten v razgradnjo transkripcijskih faktorjev,

regulatornih proteinov in angiogenezo (3, 5, 6, 7).
1.2. 20S proteasom

Proteoliti¢ni del ubikvitinskega sistema je 26S proteasom (konstitutivni proteasom). Gre za
multikataliti¢ni, od ATP odvisni in okoli 2,5 MDa velik protein sod¢kaste oblike. Sestavljen
je iz dveh podenot, 20S jedra in 19S regulatornega dela. Pokrov proteasoma predstavljata
dve 19S enoti, vsaka na svojem delu sodcka. To je regulatorni del, ki skrbi za specifi¢nost
substratov. Gre za multifunkcijski kompleks, ki regulira delovanje proteasoma preko
identifikacije substrata, vezave, deubikvitinizacije, odvitja proteinov in s premestitvijo
proteinov v jedrni del proteasoma. Vsebuje mesto za vezavo ubikvitiniziranih proteinov,
encim, ki depolimerizira ubikvitinsko verigo, in Sest ATPaz, ki razvijejo substrat in ga
prenesejo v jedrni del (1,5). 20S jedro predstavlja jedrni del. Velik je 720 kDa in sestavljen
iz 28 razli¢nih podenot. Ima dva zunanja a-obroca, ki ju sestavlja po sedem a-podenot, in
dva notranja B-obroca, ki ju prav tako sestavlja po sedem B-podenot. Zunanja o-obroca
tvorita odprtino, skozi katero vstopi substrat. Delujeta kot vrata in z dinamiko odpiranja
dolocata hitrost ter dolzino peptidnih produktov, ki nastanejo z razgradnjo. Notranja [3-
obroca vsebujeta po tri kataliticna mesta, ki razgrajujejo proteine. Dve B1-podenoti imata
kaspazi podobno proteoliti¢no aktivnost in cepita vezi za kislimi ostanki, 2 imata tripsinu
podobno proteoliti¢no aktivnost in cepita za bazi¢nimi ostanki in B5 kimotripsinu podobno
proteoliti¢no aktivnost in cepita vez za hidrofobnimi ostanki. Razlike v afiniteti do razlicnih
substratov, ki jih cepijo B-podenote, so posledica razlik v vezavnih Zepih aktivnega mesta in

ne samega Kkataliticnega mehanizma, saj v vseh poteka hidroliza na N-terminalnem




nukleofilnem treoninu (Thr). Proteasom spada med endoproteaze. Nukleofilni Thr napade
karbonilni C-atom v peptidni vezi, pri ¢emer se tvori intermediat acil-encim. Po adiciji
molekule vode le-ta razpade in sprostijo se Thr ter peptida z novim C- in N-koncem (8).

Proteine cepi v majhne, 3-20 aminokislinskih ostankov velike peptide (1, 9, 10).

konstitutivni mesani tip imuno- timoproteasom spermatoproteasom
proteasom proteasoma proteasom
Regulatorni del b 0 @ ‘
19S PA28ap PA28y PA200

Slika 2: Razlicne vrste proteasomov (povzeto po 23)

Pri vretencarjih najdemo tri glavne razrede proteasomov: timoproteasom, ki se izraza v
epitelijskih celicah skorje timusa, imunoproteasom, ki se normalno izraza v monocitih in
limfocitih, in konstitutivni proteasom, ki se izraza v vecini ostalega tkiva (8). Med
spermatogenezo nastaja spermatoproteasom, kjer pride do vgradnje drugac¢ne a-podenote;
4as (11). Poleg teh se v tkivih nahaja tudi mesan tip protesoma, kjer pride le do vgradnje
B5i-podenote (LMP7), Bl in B2 pa ostaneta konstitutivni. LMP7 je edina inducibilna
podenota, ki se lahko neodvisno od ostalih dveh vgradi v preproteasom ter le-ta nato tudi
dozori (4, 12).

Poleg konstitutivnega proteasoma (26S) ostaja proteasom (CP) tudi v prosti obliki 20S. Kot
tak nima pripetega regulatornega dela in razgrajuje proteine, poSkodovane med oksidativnim
stresom. Oksidacija povzro¢i konformacijske spremembe v proteinih, pri ¢emer pride do
izpostavitve hidrofobnih ostankov. Zaradi tega se lahko oksidirani proteini neposredno
vezejo na o-obro¢ CP in ga odprejo ter vstopijo v kataliticno jedro. Polovica vseh

proteasomov v organizmu naj bi obstajala v prosti 20S obliki (2).

Poleg 19S regulatornega dela obstajata Se dva regulatorja PA200 in 11S/PA28. Prvi je
prisoten le v jedru celic in verjetno sodeluje pri popravljanju DNA. Drugi obstaja v dveh
oblikah glede na to, ali je prisoten v jedru ali citoplazmi. Njegova sinteza je spodbujena z
IFN-y (2).




1.3. Imunoproteasom
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Slika 3: Shematski prikaz konstitutivnega proteasoma in imunoproteasoma (povzeto po 3)

Imunoproteasom je pomemben proteoliti¢ni protein, ki skrbi za homeostazo in imunost
organizma. Izhaja iz konstitutivnega proteasoma in se ve¢inoma izraza v imunskih celicah.
V teh igra pomembno vlogo, saj razgrajuje znotrajceli¢ne proteine, kot so proteini virusnega
izvora. Pri vnetju, npr. pri infekcijah ali avtoimunskih boleznih, je izrazanje
imunoproteasoma spodbujeno z IFN-y in TNF-a. S tem se pet podenot proteasoma zamenja
z ucinkovitej$imi, v beta obroc¢u B1, B2, BS zamenjajo Bli, B2i, B5i in 19S regulatorni
kompleks zamenja 11S regulatorni kompleks, sestavljen iz proteasomskega aktivatorja o in
PA28pB. Spremeni in izboljsa se mu proteoliticna aktivnost, saj poleg ubikvitiniziranih
proteinov razgrajuje tudi druge, npr. virusne proteine, oksidirane proteine (9).

Navadno do izrazanja imunoproteasoma pride v celicah organov imunskega sistema. Izraza
se v limfocitih, monocitih, vranici, prizeljcu in dendriticnih celicah ter antigen
predstavitvenih celicah ostalih organov, kot so pljuca, ledvica, jetra, debelo in tanko ¢érevo
Zaradi stimulusa specifi¢nih faktorjev, kot sta TNF-a in IFN-y, in nespecifi¢nih dejavnikov,
kot so staranje in okoljski stresni dejavniki, lahko do izrazanja pride tudi v ostalih tkivih in
celicah (5). Pogosto je povecano izrazanje imunoproteasoma pri vnetnih boleznih in raku
(13).

1.3.1. Vloga imunoproteasoma pri boleznih

Izrazanje imunoproteasoma (iCP) in vnetnih citokinov je povecano pri Alzheimerjevi
bolezni, Huntingtonovi bolezni, degeneraciji rumene pege, revmatoidnem artritisu, miozitisu
inkluzijskih telesc, miofibrilarnih miopatijah, amiotrofi¢ni lateralni sklerozi in Crohnovi
bolezni. Prav tako so koncentracije iCP podenot povecane pri malignih boleznih, kot so

diseminirani plazmacitom, primarni fibrosarkom pri mackah, rak pljuc, debelega crevesa in




prostate (8). Povecano izrazanje naj ne bi bilo le posledica ve¢jih koncentracij citokinov,
ampak ima iCP vlogo tudi v razvoju in napredovanju bolezni. Imunoproteasom med vnetnim
odzivom pomembno vpliva na razgradnjo poSkodovanih proteinov, ki nastanejo zaradi

oksidativnega stresa ali s citokini spodbujene sinteze (13).
1.3.1.1. Vloga imunoproteasoma pri infekcijah

Ob okuzbah z virusi, bakterijami ali glivami pride do s citokini (IFN-afy, TNF-a )
spodbujenega izrazanja imunoproteasoma. Do zamenjave konstitutivnega proteasoma pride
v jetrnih celicah in ostalih organih, razen v mozganih. Fizioloska vloga imunoproteasoma je
predstavitev antigenskih peptidov na MHC razred 1 proteinih, ki jih nato prepoznajo
receptorji citotoksi¢nih T limfocitov. Pri stimulaciji s citokini pride do povecanega izrazanja
MHCI1 proteinov na povrSini celic. B5i-podenota cepi peptidno vez za AK z velikimi
alifatskimi in aromatskimi stranskimi verigami in taki substrati so najprimernejsi za vezavo
razgradijo aminopeptidaze v citoplazmi. PrenaSalec TAP nato prenese peptide v
endoplazemski retikulum (ER), kjer jih aminopeptidaze lahko dodatno skrajsajo. V ER se s
pomocjo vezave Saperonov Kkalretikulina in kalneksina sestavi kompleks MHC1/b2m.
Preneseni peptidi se nato veZzejo na MHC1/b2m kompleks, ki se sprosti iz Saperona
kalretikulina, ki je v lumnu ER in transmembranskega Saperona kalneksina, ter izstopi iz ER.
Nato skozi Golgijev aparat in celicno membrano pride na povrsino celice. Pomanjkanje
imunoproteasoma v misjih modelih je vodilo do manjSe aktivacije CD8 T celic pri okuzbah
z virusi hepatitisa B in gripe. Zaradi drugac¢nih preferenc v cepljenju vezi med konstitutivnim
in imunoproteasomom prvi ni vedno sposoben pripraviti epitopa, ki ga imunski sistem

prepozna (M1 peptid virusa gripe in reverzna transkriptaza pri virusu HIV) (9, 12, 14).
1.3.1.2. Vnetne in avtoimunske bolezni

Vnetni citokini igrajo pomembno vlogo pri nastanku imunoproteasoma. Povecano izrazanje
iCP je znacilno za ulcerozni kolitis, Crohnovo bolezen, vnetno ¢revesno bolezen in hepatitis.
Pri teh boleznih je v tkivu povecano izrazanje Bli- in f2i-podenot. Na transgenih misih so
ugotovili, da se Bli-podenota pogosteje izraza v vnetem tkivu pri z DSS povzrocenem
kolitisu, in da misi, ki ne morejo sintetizirati f1i-podenote, te bolezni sploh ne razvijejo. Z
zaviranjem imunoproteasoma je prislo do zmanjSanja vnetja in manj$ih okvar sluznice
debelega ¢revesa (13). Pri revmatoidnem artritisu so z zaviralci B5i zmanjSali Stevilo

avtoimunskih protiteles, nastajanje IFN-y in IL-2 v T celicah in preprecili diferenciacijo Thl




celic. V klini¢nih $tudijah so pri lupusu z zaviralci CP zmanjsali nastajanje IFN-o in
avtoimunskih protiteles v reaktivnih plazmatkah. S tem so ustavili napredovanje bolezni.
Imunoproteasom je vpleten tudi v patogenezo pri humoralni zavrnitveni reakciji, kjer pride
do povecanega izrazanja B2i. Pri multipli sklerozi so z zaviralci upocasnili napredovanje
bolezni (15).

Imunoproteasom je vpleten v patogenezo vnetja preko vpliva na T celice (na diferenciacijo
naivnih CD4 T limfocitov v Thl in Thl7 celice), preko NF-kB poti in sinteze vnetnih
citokinov v makrofagih. Vpliv na to ima predvsem P5i-podenota (9). Zaviranje LMP7
zmanjs$a diferenciacijo vnetnih T celic pomagalk (Thlin Th17) in hkrati spodbudi
proizvodnjo protivnetnih T celic. Zmanjsa se proizvodnja vnetnih citokinov IL-6, IFN-y,
TNF-a,GM-CSF, IL-23. Zavre tudi aktivacijo NF-xB, s tem da zavira razgradnjo njegovega

zaviralca IkB (16).

Avtovnetne bolezni, s skupnim imenom PRAS (s proteasomom povezan avtovnetni
sindrom), pa so posledica mutacije LMP7 podenote in se kazejo v zmanjS$ani sposobnosti
iICP, da razgradi poskodovane proteine. Pri tem pride do nalaganja le-teh v proteinske

agregate (11).
1.3.1.3. Rak

Zaviralci proteasoma v rakavih celicah spodbujajo apoptozo. Rakave celice so namrec
metabolno aktivnej$e in se aktivneje razmnozujejo. S tem proizvajajo ve¢ nenormalnih
proteinov. V rakavih celicah zaviralci CP sprozijo apoptozo zZe pri nizjih koncentracijah kot
pri normalnih celicah. Najbolj o€itno je to pri rakih krvnih celic, kot je diseminirani
plazmacitom (14). Pri izrazanju imunoproteasoma prihaja do velikih razlik pri razliénih
vrstah raka. Pri raku grla, vratu, glave, ledvic in koZnem raku je izraZanje zmanjSano,
medtem ko so pri diseminiranem plazmacitomu, raku prostate in plju¢nem raku ugotovili
povecano izrazanje imunoproteaoma. Na splosno v rakavih celicah pride do povecanega
izraZzanja proteasoma v primerjavi z normalnimi celicami zaradi hitre celi¢ne delitve,
povecanega oksidativnega stresa in poviSane koncentracije citokinov. Tako so tudi na in
vitro/in vivo modelih potrdili, da s selektivnim zaviranjem imunoproteasoma delujemo
protirakavo in s tem zmanj$amo toksi¢nost terapije v primerjavi z neselektivnimi zaviralci
proteasoma (13). Z zaviranjem proteasoma prepre¢imo tudi aktivacijo NF-kB in s tem

zavremo angiogenezo. Pri nastanku raka lahko sodelujeta tudi regulatorja celi¢cnega cikla




p53 in p27XPL S tem, da sprozita apoptozo, delujeta protitumorno, zato z zaviranjem njune

razgradnje preko proteasoma zaviramo nastanek malignih celic (7, 17, ).
1.3.1.4. Bolezni centralnega Zivénega sistema in Staranje

Rast pricakovane Zivljenjske dobe se kaze tudi v vecji pojavnosti nevrodegenerativnih
bolezni (Parkinsonova, Alzheimerjeva bolezen, prionska bolezen, demenca z Lewijevimi
telesci). Nevrodegenerativne bolezni so povezane z nalaganjem napac¢no zvitih proteinov, iz
katerih nastajajo toksi¢ni proteinski agregati (hiperfosforilirani Tau, a-sinuklein, amiloidni
plaki, huntingtin). Normalna proteostaza omogoca prezivetje nevronov in okvare v tem
mehanizmu povzrocijo bolezni. Za razliko od konstitutivnega se imunoproteasom navadno
ne izraza v mozganskih celicah. Studije so pokazale pove¢ano koncentracijo
imunoproteasoma pri Alzheimerjevi bolezni, Huntingtonovi bolezni in amiotrofi¢ni lateralni
sklerozi. Druge $tudije pa so pokazale, da pri Alzheimerjevi bolezni pride do okvare ligaze
E3, kar vodi v okvaro delovanja UPS sistema.

Tudi pri Huntingtonovi bolezni obstaja povezava med napredovanjem bolezni in pove¢anim
izrazanjem P51 in Pli. Zaradi kroni¢nega vnetja se s staranjem povefa koncentracija
imunoproteasoma v mozganskem tkivu. Imunoproteasom je namre¢ odgovoren za
odstranjevanje zaradi oksidacije okvarjenih proteinov in ribosomskih produktov. Imel naj bi

tako fiziolosko kot tudi patolosko vlogo v centralnem zivénem sistemu (13, 18, 19).
1.3.1.5. Vloga imunoproteasoma v neimunskih celicah

Imunoproteasom regulira diferenciacijo skeletnih miSic. Prav tako naj bi reguliral maso
sréne misice pri diabeticnih miSih (zmanjSanje mase in s tem zmanjSanje funkcije). Okvara
B5i zavre adipogenezo in s tem povzroci lipodistrofijo. Imunoproteasom naj bi imel viogo v
metabolnih boleznih in boleznih endokrinega sistema. Zaznali so tudi izrazanje

imunoproteasoma (B5i-podenote) v razlicnih pljucnih celicah (9).
1.4. Bakterijski proteasom — Mycobacterium tuberculosis

Prokariontski 20S proteasom ima enako strukturo kot evkariontski, le da ima bolj odprte
cilindricne konce. Poleg tega ima le eno vrsto aktivne B-podenote, ki posnema
kimotripsinsko aktivnost evkariontske BS-podenote, kjer proteoliticno aktivnost prav tako
opravlja OH skupina N-kon¢nega Thr. Mycobacterium tuberculosis (Mtb) povzroca
tuberkulozo. Z njo je okuzena tretjina svetovnega prebivalstva, pojavljajo se sevi, odporni

na ve¢ antibiotikov. Problem pri obicajni terapiji predstavlja predvsem mirujoc¢a Mtb, ki se




ne razmnozuje. Za mirujoc¢o Mtb je pravilno delovanje proteasoma pomembno, saj tako
lahko prezivi v stresnem okolju gostitelja. Mtb spada med aktinobakterije, ki so med
bakterijami edine, ki izrazajo proteasom. Z njegovimi zaviralci bi dosegli selektivnost med
bakterijami. 1,3,4-oksatiazol-2-oni z vezanim manj$im aromatskih delom so se¢ izkazali za
dobre selektivne zaviralce Mtb proteasoma in niso aktivni na ¢loveSkem proteasomu (20,

21).
1.5. Zaviralci proteasoma

Zaviralci proteasoma se uporabljajo v terapevtske namene in za raziskave njegove strukture
in funkcije. Vecina jih deluje tako na konstitutivni proteasom kot imunoproteasom. Gre za
majhne peptidne molekule z elektrofilno bojno glavo na C-terminalnem koncu. Te napadejo
nukleofilno hidroksilno stransko skupino Thrl B-podenote. V fazi klini¢nih preizkusanj je
veé zaviralcev, vecina za terapijo rakov hematopoetskih celic, trije zaviralci so bili odobreni
s strani FDA in EMA (13, 22). Ve¢inoma gre za peptidne uc¢inkovine, ki posnemajo vezavo
naravnih substratov z oblikovanjem antiparalelne B verige v vezavnem mestu, kjer poteka

cepitev vezi (8). Zato so tudi metabolno nestabilni in imajo nizko biolosko uporabnost (23).
1.5.1. Nespecifi¢ni zaviralci proteasoma
Bortezomib

Bortezomib (Velcade®, Millenuim: The Takeda

Oncology Company) se od leta 2003 uporablja pri
0 OH  terapiji diseminiranega plazmacitoma (multiplega
N NH\/B\ - . . . .
i NH : OH mieloma) in limfoma plasénih celic (22). Gre za
l O = p
N? Y boronski derivat dipeptida z zaviralnim delovanjem na
vse tri kataliticne podenote CP in iCP. Enako moc¢no
Slika 4: Strukturna formula bortezomiba
zavira B5c-, B5i- in Bli-podenote. Tvori reverzibilni
tetraedrski kompleks s kataliticnim Thrl ostankom na B-OH mestu. Ima majhno mo¢
zaviranja, zato je potrebna aplikacija v visokih odmerkih. Resni nezeleni ucinek, ki ga

povzroca, je periferna nevropatija, ki pa naj ne bi bila posledica zaviralnega delovanja na

proteasom (13, 24).




Karfilzomib

c'i/ﬁN\)(iNH NH\._/?J\NH NH
}/ o}

Slika 5: Strukturna formula karfilzomiba

Karfilzomib (Kyprollis®, Onyx
Pharmaceutics Inc.) je tetrapeptid z

epoksiketonsko bojno glavo in je derivat

0
\._)]\4/0 epoksimicina. Proteasom zavira

Y ireverzibilno. V mehanizem sta vpletena
tako aminska kot [-OH skupina
kataliticnega Thr, ki preko dvakratnega

nukleofilnega napada tvorita morfolinski obro& z epoksiketonom. Studije so pokazale, da

enako moc¢no zavira B5- in B5i-podenoti, na ostale katalitiéne podenote pa ima minimalen

vpliv. Zato naj bi bilo zaviranje kimotripsinu podobne podenote dovolj za protirakavo

delovanje. Gre za zelo uéinkovit zaviralec proteasoma, vendar je problem pojav odpornosti,

saj je znan kot substrat za P-glikoprotein. Leta 2012 je bil registriran pri FDA za uporabo pri

terapiji diseminiranega plazmacitoma in drobnoceli¢nega plju¢nega raka (9, 13).

Iksazomib
Ccl O
- NH
O =B
=9 _PH
Cl o)
O
HO

Slika 6: Strukturna formula predzdravila
iksazomiba

Iksazomib (Ninlaro®, Millenuim: The Takeda
Oncology Company) je derivat borove kisline. Od
leta 2015 je registriran pri FDA in se uporablja v
terapiji multiplega mieloma v kombinaciji z
lenalidomidom in deksametazonom. V obliki
predzdravila je peroralno uporaben. Gre za citratni

ester borove kisline, ki v vodni raztopini (plazma)

razpade in sprosti aktivno borovo kislino. Mehanizem delovanja je enak kot pri bortezomibu.

Zaviralno deluje tako na iCP kot CP. Najmocneje zavira kimotripsinu podobno podenoto, v

visjih koncentracijah pa deluje tudi na ostali dve (24, 25).




Marizomib

Cl Marizomib (salinosporamid A) je edini ireverzibilni nepeptidni zaviralec

Slika 7: Strukturna
formula
marizomiba

proteasoma v klini¢nih Studijah za zdravljenje multiplega mieloma,
levkemije in trdnih tumorjev. Gre za sekundarni metabolit morske bakterije
Salinispora tropica. V primerjavi z ostalimi zaviralci gre za majhno
molekulo. Mehanizem delovanja vkljucuje B-laktonski obro¢, ki s
katalit¢nim Thr tvori ester. Pri tem izstopi klorid in nastane cikli¢ni eter. V
mehanizem je vkljuc€ena tudi prosta amino skupina Thr, ki pozitivno vpliva

na obstojnost kompleksa. Deluje na B2- in B5-podenoto. Zaradi visoke

bioloske uporabnosti (dobra absorbcija iz prebavnega trakta) je mogoca

njegova aplikacija per os. Njegova slabost pa je kratka bioloska razpolovna doba (8, 11).

1.5.2. Selektivni zaviralci specifi¢nih podenot proteasoma

Vloga imunoproteasoma v Stevilnih bolezenskih
stanjih in potreba po zmanjSanju nezelenih
u¢inkov neselektivnih zaviralcev je vodila do
razvoja na posamezne podenote selektivnih
zaviralcev proteasoma. Vecina teh spojin ima
peptidno strukturo in delujejo na Pli- ali BSi-
podenoto (13).

Pri poskusih z usmerjenimi mutacijami na 5-

Slika 8: f5c¢ in 51 podenoti (imuno) proteasoma in

podenotah v proteasomu kvasovk so odkrili, da raziike v njunih vezavnin zepih (povzeto po 26)

je Kimotripinu podobna aktivnost

najpomembnejSa za razgradnjo proteinov, tudi zaradi sposobnosti, da cepi peptidno vez za

hidrofobnimi aminokislinskimi (AK) ostanki (14).
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vezvni Zepi Aktivno
mesto

Slika 9: Aktivno mesto (povzeto po 26)

Pri raziskovanja strukture misjega in
kvasovkinega proteasoma in
imunoproteasoma so ugotovili razlike v
vezavnih Zepith med posameznimi
podenotami, s cimer so omogocili
nacrtovanje selektivnih zaviralcev. Vse

tri podenote proteasoma in

imunoproteasoma so dobro poznane. V vezavnem kanalu so na N- in C-koncu od mesta




cepitve vezi definirani vezavni zepi S1, S2, S3, S4 ... in S1', S2', S3' ..., v katere se nato
vezejo razli¢ne P stranske skupine zaviralcev (in substratov). B51 ima vecji vezavni zep S1
kot B5c in zato lahko sprejme vecjo P1 skupino na to mesto. S2 zep je pri njem bolj plitek.
Pri S3 vezavnem Zepu pa je obratno, B5i potrebuje na tem mestu majhne polarne ostanke.
Pri B1i je S1 vezavni zep bolj hidrofoben kot pri Blc, S3 Zep pa je manjsi in polarnejsi kot
pri konstitutivni podenoti. B1-podenoti imata manj$i S1 vezavni zep kot 5. Med B2c- in 32i-
podenotama so razlike v vezavnih zepih minimalne, zato je selektivnost tezko doseci (26,

27).
ONX-0914

ONX-0914 (PR-957) je tripeptidni epoksiketonski zaviralec s selektivnim delovanjem na

o B5i-podenoto. Elektrofilno glavo predstavlja
EO epoksiketon. Kiristalna struktura ONX-0914 v
Nj o misjem iCP je omogocila pojasnitev zahtev za

0
I\ENH\‘-)LNH NH\a)u{«(/D selektivnost na B5i-podenoto. Za njegovo vezavo
- O 3 v aktivno mesto sta kljuéna reaktivna
\© funkcionalna skupina in Phe na P1 mestu. Tako je
Slika 10: Strukturna formula zaviralca ONX-0914 75 selektivnost na P5i potrebna aromatska
skupina na P1 in majhna bolj polarna skupina na P3. Za B5c-podenoto je potrebna majhna
hidrofobna veriga na P1 mestu (zaradi drugacne orientacije Met45) in velika nepolarna
stranska veriga na P3 mestu. Zaradi njegove selektivnosti na iCP je potencialno uporaben
pri zdravljenju vnetnih in avtoimunskih bolezni in je v predkliniénih Studijah pri
revmatoidnem artritisu, lupusu in vnetni ¢revesni bolezni. Zmanj$a izlo¢anje vnetnih
citokinov (IL-6, IL-23, TNF-a) in ovira diferenciacijo Th1l in Th17 celic, s ¢imer se zmanjsa
vnetje in s tem poskodba tkiva. Ucinkovite terapevtske koncentracije so dale¢ pod

maksimalnim dnevnim odmerkom in je tako ucinkovitejsi od etanercepta (zaviralec TNF-a)
(9, 13, 15).

UK-101

\I\ UK-101 je mocen peptidni zaviralec z

9 0 Ng; : . _
\/\/\/U\ %TNH\)KZ —  epoksiketonsko bojno glavo, selektiven na
NH

3 s /O Bli-podenoto iCP. V bistveno manjSi meri
zavira tudi P5c-podenoto. Nastal je z
Slika 11: Strukturna formula UK-101 optimizacijo eponemicina. Za selektivnost je




pomembna linearna n-heptanojska skupina, saj se lepo prilega v hidrofobni S3 Zep na stiku
B1i- in B2i-podenot. V raziskavah se je izkazal kot ucinkoviti sprozitelj apoptoze pri raku

prostate, za katerega je znacilno povecano izrazanje B5i-podenote (8, 15).
1.6. Nekovalentni zaviralci

Ceprav je vedina udinkovin nekovalentnih zaviralcev, je na podro&ju proteasoma drugace.
Raziskav na tem podro¢ju je malo. Kot najucinkovitejSe SO se izkazale naravne
makrocikli¢ne spojine (TMC-95), ki delujejo zaviralno na vse tri podenote CP, derivati
statinov, ki spadajo med psevdopeptide in so selektivni na kimotripsinsko podenoto, ter
substutuirani psoralenski derivati, ki so prav tako selektivni na 5. Pri vecini gre za velike
molekule, kar zmanjSuje njihovo biolosko uporabnost. Prednost nekovalentnih zaviralcev je
v tem, da so lahko bolj selektivni in stabilni. Prav elektrofilna glava kovalentnih zaviralcev
lahko zaradi velike reaktivnosti reagira z drugimi encimi, kar zmanjsa selektivnost in je tudi
obcutljivejsa na kemijske pretvorbe. Manj stabilna, reverzibilna vez z encimom lahko vpliva
na boljSo farmakokinetko, saj se u¢inkovina ne veze popolnoma na prvo tarco, s katero pride

v stik, ampak je na razpolago tudi drugje (23, 28).
1.7. Kovalentni zaviralci

Na splosno so kovalentni zaviralci v danasnjem ¢asu nezazeleni zaradi reaktivnosti in velike
zmnoznosti za toksi¢ne ucinke. S premisljenim nacrtovanjem lahko doseZzemo ustrezno
varnost in ucinkovitost. Kovalentni zaviralci imajo ve¢ prednosti. Zaradi velike moci
inhibicije jih lahko uporabljamo v manj$ih dnevnih odmerkih, s ¢imer se zmanjs$ajo ucinki
na druge tarCe. Ne tekmujejo za vezavno mesto z endogenimi substrati. Zaradi neodvisnosti
farmakodinamike od farmakokinetike se lahko doseze podaljSano delovanje, saj je odvisno
od ponovne sinteze proteinov. Tako lahko uporabljamo tudi uc¢inkovine s kratkim
razpolovnim Casom, s ¢imer zmanjSamo sistemsko izpostavljenost. ZmanjSamo lahko
pogostost odmerjanja. Manjsa je tudi verjetnost nastanka rezistence zaradi mutacije na
vezavnem mestu. Dodatno lahko povec¢amo selektivnost z optimizacijo nekovalentnih
interakcij ostalih delov molekule z aktivnim mestom. Kovalentni zaviralci so lahko majhne
molekule, zaradi ¢esar imajo boljSo biolosko uporabnost. Za kovalentno vezavo je najprej
potrebna nekovalentna interakcija med zaviralcem in peptidom, s ¢imer se elektofilna glava

dovolj pribliza nukleofilu v aktivnem mestu, da z njim tvori kovalentno vez (29, 30, 31).




k;

Slika 12: Med encimom in zaviralcem pride najprej do nekovalentne I = s B —— E-1
interakcije, nato pa nastane (ireverzibilna) kovalentna vez (povzeto K - k
po7) ' -2

Specifi¢nost zaviralcev proteasoma doloca njihova peptidna veriga z njenimi stranskimi
verigami, ki se prilegajo v vezavne zepe. Za povecanje jakosti imajo pripete razlicne
elektrofilne glave, ki v vezavnem mestu s Thrl tvorijo kovalentno vez. Kot uporabne bojne
glave se pri zaviranju proteasoma uporabljajo aldehidi, vinil sulfoni, vinil amidi, boronska
kislina, a,B-epoksiketoni, a-ketoaldehidi, B-laktoni in oksatiazoloni. Razli¢ni farmakofori
tvorijo razli¢no stabilne kovalentne vezi v aktivnem mestu. Visoka reaktivnost posameznih
skupin poveca jakost zaviralcem, nekatere skupine pa poleg tega dolocajo tudi vecjo
selektivnost na posamezne kataliticne B-podenote. Pri mehanizmu interakcije o,f-
epoksiketonov in a-ketoaldehidov s Thr v aktivnem mestu sta vkljucena tako OH skupina

kot prosta NH2, kar poveca selektivnost na treoninske proteaze (8).
1.7.1. Oksatiazoloni

Spojine z oksatiazolonom kot bojno glavo so bile odkrite kot zaviralci bakterijskega
proteasoma (Mtb). Kasneje so ugotovili, da so selektivni tudi na podenoto [5i-
imunoproteasoma, saj ima le-ta podobne sposobnosti stabilizacije nastalega kompleksa

oksatiazolon-treonin kot bakterijski proteasom. Ostale podenote v okolici aktivnega mesta

a nimajo primernih AK, ki bi
R N R “y=
Q \ {')'E_’ '_,();g) . . .
Nts/\,—o/:*ﬁ_ T - L'H Lo prispevale  vodikove  vezi.
5 \J I b "Hd, ¥ A Mehanizem  vezave  tako
H-- g s
= . / 0 \\b poteka v dveh korakih,
o o Hidroksilna skupina napade
ORI PN . .
R, ST o R 97 Ol oksatiazolon, pride do tvorbe
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T HS™  HoN {T)r\‘ intermediata  (karbontioat)-
o o s encim. Tega nato napade
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Slika 13: Predlagan mehanizem kovalentne vezave oksatiazolonov s treoninom L .
v aktivnem mestu (povzeto po 24) karbonilacije OH in NH;

skupine Thr. V nadaljevanju
pride do konformacijske spremembe v aktivnem mestu, s ¢imer se kompleks stabilizira.

Oksatiazoloni prehajajo celicno membrano in znotraj celic delujejo zaviralno na CP. Poskusi




z derivati oksatiazolonov so dokazali vecjo selektivnost in mocnejse zaviralno delovanje na
51 kot pri ONX-0914. Pomanjkljivost oksatiazolonskih derivatov je njihova slaba stabilnost

v vodnih raztopinah, kar vpliva na njihovo in vivo aktivnost in uporabnost (14, 23, 32).




2. NAMEN DELA

Imunoproteasom je encim, ki je v preteklih letih zbudil veliko zanimanje raziskovalcev.
Narejene so bile Stevilne raziskave na podrocju vloge imunoproteasoma in proteasoma v
avtoimunskih, nevrodegenerativnih, avtovnetnih in rakavih boleznih ter na podrocju
poznavanja Kkristalne strukture (misji, iz Saccharomyces cerevisiae, Mycobacterium
tuberculosis), s ¢imer so delno pojasnili vloge posameznih podenot. Vse to je spodbudilo k
iskanju bolj specifi¢nih zaviralcev posameznih podenot imunoproteasoma. Ze znani in v
terapiji uporabljeni zaviralci proteasoma so nespecifi¢ni in ne razlikujejo med proteasomom
in imunoproteasomom ter ne med njunimi podenotami. Da je doseZena zadostna inhibicija,
je potreben vnos zaviralcev v visokih odmerkih, kar lahko povzroci pojav resnih nezelenih
ucinkov (14). Ce so ti nezeleni u¢inki sprejemljivi pri terapijah malignih bolezni, pa niso za

dolgotrajno zdravljenje avtoimunskih in nevrodegenerativnih bolezni.

Kot omenjeno Ze prej, so bili oksatiazoloni spoznani kot selektivni zaviralci
imunoproteasomske podenote B5i zaradi zmoznosti ostalih aminokislin v aktivnem mestu,
da stabilizirajo nastali kompleks (32). 1,3,4-oksatiazol-2-on je dober elektrofil in reagira z
nukleofilno f-OH skupino kataliti¢nega Thrl.

Namen magistrske naloge je sintetizirati dipeptidni zaviralec B5i-podenote
imunoproteasoma z oksatiazolonsko »bojno glavo« (warhead). Z izbiro primernih
aminokislin, ki naj bi zavzele mesto v S1 in S2

S2 o
T zepkih  aktivnega mesta, bomo sintetizirali

0 P2 0 . . . . . .
dipeptidne zaviralce, ki se bodo najprej nekovalentno
A A
b 5 k"

vezali v aktivno mesto imunoproteasoma, kar bo

, \ ST omogocilo nadaljnjo kovalentno interakcijo med

s3 s1 . ) . .
oksatiazolonom in Thrl v aktivnem mestu B5i-

Slika 14: Vezavni zepi v aktivnem mestu pOdenOte'
Nacrtovane spojine bomo preverili z molekulskim sidranjem v B5c-podenoto proteasoma.

Zaradi vecjih omejitev v velikosti aktivnega mesta, kot pri B5i-podenoti, se bodo spojine, ki

se prilegajo v konstitutivno podenoto, zagotovo sidrale tudi v imunoproteasomsko podenoto.

Sintetizirane spojine, ki so nacrtovane kot nekovalentni in kovalentni zaviralci, bodo na
Katedri za klini¢no biokemijo na Fakulteti za farmacijo biokemijsko ovrednotili. Dolocili

bodo rezidualno aktivnost encima.




Sinteza bo potekala v treh stopnjah. Za zac¢etek sinteze smo izbrali §tiri razli¢ne (levosuc¢ne)
aminokisline, ki jih bomo v prvi stopnji zas¢itili z benziloksikarbonilno zasc¢ito (Cbz) na
aminskem koncu. Nato bomo izvedli spajanje zaS¢itene aminokisline z drugo aminokislino,
ki je na karboksilnem delu spremenjena v amid. Izbrali smo tri razlicno velike
aminokislinske amide (glicinamid, alaninamid, fenilalaninamid). Kon¢ni amidni del
dipeptida bo sluzil za mesto sinteze 1,3,4-oksatiazol-2-ona. Ciklizacijo bomo izvedli z

reagentom klorokarbonilsulfenil kloridom po postopku, opisanem v literaturi.

Iz stirih zacetnih aminokislin, ki jim bomo pripeli tri razli¢ne aminokislinske amide, bomo
dobili 12 razliénih dipeptidov. Za zacetne aminokisline smo izbrali razlicno velike
hidrofobne stranske verige (aromatske in razvejane alifatske), ki smo jim pripeli veliko
hidrofobno benziloksikarbonilno skupino. Te naj bi zasedle mesto v S2 vezavnem Zepu.
Nanje smo pripeli tri razlicno velike aminokislinske amide, od glicin amida brez stranske
verige do fenilalanina amida z veliko hidrofobno stransko verigo. Razli¢ne kombinacije
aminokislinskih ostankov nam bodo omogodile, da vidimo, kaj se najboljSe prilega v
vezavno mesto in tako omogoci pripeti elektrofilni glavi, da se dovolj pribliza kataliticemu
Thrl za kovalentno interakcijo. Peptidni del se mora namre¢ vezati v taki konformaciji, da

se oksatiazolonska glava dovolj pribliza Thrl.
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Slika 15: Sintezni nacrt priprave dipeptida z 1,3,4-0ksatiazo-2-lonsko bojno glavo




3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI

Reagenti

Pri sintezah smo uporabljali naslednje reagente:
e L-triptofan, Sigma-Aldrich, >99,0 %, Lot# 030M0174V,
e L-fenilalanin, Sigma-Aldrich, >98 %, Lot# BCBQ1493V,
e L-levcin, Sigma-Aldrich, >98 %, Lot# BCBQ1493V,
e L-izolevcin, Sigma-Aldrich, >98 %, Lot# SLBN6755V,
e Klorokarbonilsulfenil klorid, Acros Organics, 95 %, Lot# A0336064,
e Glicinamid hidroklorid , AK Scientific, Inc., 98 %, Lot# 9071917P,
e L-fenilalaninamid, AK Scientific, Inc., 98 % (GC), Lot# JL31331,
e L-alaninamid hidriklorid, AK Scientific, Inc. 98 % (HPLC), Lot# 60228B,
e Benazil kloroformat, Aldrich Chemistry, >98 %, Lot# STBD5229V

ter ostale reagente proizvajalcev Merck, Acros Organics, Sigma-Aldrich, TCI, Apollo Sci.
in Alfa Aesar.

Topila

Pri sinteznem delu v laboratoriju smo uporabljali topila proizvajalcev Acros Organics, Fluka,
Merck, Sigma-Aldrich in Panreac. Brezvodna topila (DMF, CH,Cl,, CH3CN, dioksan) smo
pripravili po standardnih postopkih, brezvodni CH2Cl> smo pripravili z destilacijo in jih
hranili nad molekularnimi siti z velikostjo por 4 A. Za pripravo raztopin in pri ekstrakcijah

smo uporabljali preci§¢eno vodo.

Laboratorijska oprema

V laboratoriju smo uporabljali standardno laboratorijsko opremo:
e rotavaporja Biichi Rotavapor R-205 s &rpalko Biichi Vac® V-500 in Biichi
Rotavapor R-114 s €rpalko Vacuubrand PC 3001,
e tehtnico Kern EG220-3NM,
e analizno tehtnico Mettler Toledo AG245,




e UV-detektor CAMAG UV-cabinet II (A =254 nm / 366 nm),
e magnetna mesala o IKA®RCT basic IKAMAG,

e steklovino razli¢nih proizvajalcev.

3.2. METODE

Kromatografske metode

e Tankoplastna kromatografija (TLC)
Uporabljali smo plos¢ice TLC Silica gel 60 Fass (Merck) z 0,20 mm debelim nanosom
silikagela na aluminijastem nosilcu z dodanim fluorescen¢nim indikatorjem. Razvijali smo
jih v razliénih mobilnih fazah (razlicne zmesi MeOH, EtOAc, Et.O, CH.Cly, Hex,
petroletra). Za detekcijo spojin na TLC plos¢icah smo uporabljali UV detektor pri valovni
dolzini 254 nm in orositveni reagent ninhidrin. Pri tankoplastni kromatografiji smo
izraunali retencijski faktor posameznih spojin. Metodo smo uporabljali za spremljanje
poteka reakcij in izolacij, prisotnosti stranskih produktov in dolo¢anje najboljSe mobilne faze
uporabljali preparativni TLC, za kar smo uporabili plos¢e PTLC Silica gel 60 F254 (Merck)
z Imm debelim nanosom na steklenem nosilcu. Plo$¢o smo razvili v mobilni fazi, lise

postrgali in s topilom ekstrahirali spojino s silikagela.

e Kolonska kromatografija
Uporabljali smo stacionarno fazo silikagel (Merck), Silica Gel 60 z velikostjo delcev 0,040—
0,063 mm in razli¢ne mobilne faze (razli¢ne kombinacije topil MeOH, EtOAc, Et2O CHCly,
Hex, petroleter). Steklene kolone so bile razli¢nih premerov in dolZin. Topilo smo skozi
kolono posiljali z zra¢nim nadtlakom, uporabljali smo »flash« kromatografijo. Zbranim
frakcijam smo mobilno fazo odparili pod znizanim tlakom. Kolonsko kromatografijo smo

uporabljali za ¢is¢enje produktov reakcij.

Spektroskopske metode

e Jedrska magnetna resonanca (NMR)
Spektre smo posneli na spektrometru Bruker Avance DPX 400 MHz na Fakulteti za

farmacijo Univerze v Ljubljani. Vzorce smo raztopili v devteriranih topilih DMSO-ds in




CDCls. Kot interni standard smo uporabili tetrametilsilan (TMS). Kemijski premiki (8) so
podani v ppm, sklopitvene konstante (J) pa v Hz.

e Masna spektrometrija (MS)
Masne spektre smo najprej posneli na spektrometru Advion expression L na Fakulteti za
farmacijo Univerze v Ljubljani. Uporabljena tehnika ionizacije je bila ESI.
Masni spektri spojin od 5 do 19 so bili nato posneti $e na spektrometru Q-TOF Premier
(Micromass, Waters, Manchester, Velika Britanija) v Centru za masno spektrometrijo na
Institutu Jozef Stefan v Ljubljani. Vrsta meritve je bila HRMS in uporabljena tehnika

ionizacije ESI.

e Infrardeca spektroskopija (IR)
Spektre spojin smo posneli na spektrometru PerkinElmer Spectrum BX System FT-IR na
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Uporabljali smo ATR (»attenuated total

reflectance« — oslabljena popolna odbojnost) tehniko snemanja.

Dolocanje talilnega intervala

Temperaturo taliS¢ oziroma taline intervale smo dolocevali na Koflerjevem talilnem
mikroskopu z ogrevalno mizico Leica. TaliS¢a so nekorigirana. Vrednosti talis¢ iz literature

smo iskali s pomo¢jo podatkovne zbirke SciFinder®.

Racunalniska programska oprema

Za risanje reakcijskih shem, struktur spojin in poimenovanje spojin z IUPAC imeni smo
uporabljali racunalniski program ChemDraw Professional 16.0 (PerkinElmer Informatics,
Inc.). Za molekulsko sidranje smo uporabili program OEDocking 3.2.0.2 (OpenEye
Scientific Software, Inc.). Spektre NMR smo procesirali s programom MestRe-C 4.8.6.0
(Mestrelab Research, S.L.). Znanstvene ¢lanke smo iskali s pomocjo podatkovne zbirke
SciFinder® in PubMed.




4. EKSPERIMENTALNO DELO

4.1. UVEDBA BENZIL KARBAMATNE ZASCITNE SKUPINE NA
AMINSKO SKUPINO AMINOKISLIN
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Slika 16: Zgoraj: Reakcijska shema sinteze benziloksikarbonilfenilalanina (1) iz fenilalanina in benzil kloroformata.

Spodaj: Reakcijska shema sinteze benziloksikarboniltriptofana (2) iz triptofana in benzil kloroformata.
Sinteza benziloksikarbonilfenilalanina (spojina 1):

V 250-mililitrsko bu¢ko smo natehtali 2,001 g (165,19 g/mol, 12,1 mmol) L-fenilalanina in
ga raztopili v 20 ml 1 M NaOH (20 mmol). Bu¢ko smo postavili na ledno kopel in s stekleno
pipeto v ohlajeno raztopino dodali 2,3 ml (1,195 g/ml, 170,59 g/mol, 16,1 mmol) benzil
kloroformata. Cez nekaj minut smo odstavili ledno kopel in pustili reakcijsko zmes, da se je
mesala pri sobni temperaturi. Po eni uri meSanja se je zmes preve¢ zgostila zaradi obarjanja
produkta, zato smo dodali se 10 ml topila. Potek reakcije smo preverjali vsako uro s TLC.
Reakcijo smo ustavili po treh urah. Reakcijsko zmes smo prenesli v lij lo¢nik in ekstrahirali
z Et2O (20 ml). Organsko fazo smo zavrgli, vodno pa nakisali z 1 M HCI do pH 2. Ob
dodajanju kisline je zacel izpadati produkt. Vodno fazo smo nato ekstrahirali z EtOAc (3 X
50 ml). Organske faze smo zdruzili in jih spirali z destilirano vodo (20 ml) in nasi¢eno
raztopino NaCl (20 ml). Organsko fazo smo susili z Na2SQOs, susilno sredstvo odfiltrirali in

topilo odparili pod znizanim tlakom. V bucki je ostala rjavkasta oljnata teko¢ina.
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Zaradi prisotnih necisto¢ smo izvedli prekristalizacijo iz heksana. Oborila se je drobna bela
oborina, ki smo jo odfiltrirali z vakumsko ¢rpalko. Oborino smo spirali s heksanom in pustili,

da se posusi na zraku.

Molekulska formula: C17H17NO4

Molekulska masa: 299,33 g/mol

Videz: drobna bela amorfna oborina

Izkoristek reakcije: m=3,051 g, n=284,3 %

Rf: 0,46 (MF = CHzCl, : MeOH =7 : 1)

Temperatura talis¢a: 79-80 °C (lit.)

MS (ESI+): m/z: 322,16 ([M+Na]*, 100 %)

'H NMR (400 MHz, CDCly), é (ppm): 3.189 (dk, J1 = 5,6 Hz, J> = 14 Hz, 2H, PhCH2CH),
4.729 (k, J = 4,8 Hz, 1H, CH), 5.126 (s, 2H, PhCH20), 7.161-7.403 (m, 11H, ArH, NH)
IR (ATR) (cm™): 3307, 3023, 2921, 1690, 1524, 1496, 1454, 1420, 1322, 1295, 1259, 1225,
1193, 1045, 1029, 1010, 986, 899, 759, 735, 694, 678, 631, 560, 510

Sinteza benziloksikarboniltriptofana (spojina 2):

Postopek je bil enak kot pri prej$nji sintezi. V bucko smo natehtali 5,058 g (204,23 g/mol,
24,8 mmol) L- triptofana in ga raztopili v 50 ml 1 M NaOH (50 mmol). Dodali smo 4,6 ml
benzil kloroformata (1,195 g/ml, 170,59 g/mol, 32,2 mmol). Med meSanjem v reakcijski
zmesi ni priSlo do obarjanja. Izvedli smo enak postopek izolacije in prekristalizacijo in

heksana.

Molekulska formula: C19H18N204
Molekulska masa: 338,36 g/mol

Videz: drobna rjava amorfna oborina

Izkoristek reakcije: m = 6,89 g, 1 =282,2 % J 1 2 i

Rf: 0,23 (MF = CH,Cl, : MeOH = 7 : 1) o)
N7y

Temperatura talis¢a: 166-167 °C (lit.) 'H9%

MS (ESI+): m/z: 361,19 ([M+Na]*, 100 %).
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'H NMR (400MHz, CDCly), & (ppm): 3.350-3.383 (m, 2H, CHCHa-indol), 4.726-4.782 (m,
1H, NHCHCOOH), 5.129 (k, J = 10 Hz, 2H, PhCH,00C), 6.979 (s, 1H, indol: H-2), 7.091—
7.235(m, 2H, indol: H-6 in H-7), 7.284-7.391 (m, 6H, ArH in indol: H-8), 7.586 (d, J = 8
Hz,1H, OOCNHCH), 8.062 (s, 1H, indol: H-5)

IR (ATR) (cm™): 3432, 3318, 3042, 1736, 1697,1663, 1538, 1457, 1421, 1250, 1229, 1214,
-1192, 1145, 1071, 1045, 1013, 977, 912, 827, 738, 700, 619, 579

>—>_/<o j\ 1 M NaOH ©\/O\WNH ?

O o OH
3

o 0
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H,N  OH . 0

Slika 17: Zgoraj: Reakcijska shema sinteze beziloksikarbonillevcina (3) iz levcina in benzil kloroformata. Spodaj:

Reakcijska shema sinteze benziloksikarbonilizolevcina (4) iz izolevcina in benzil kloroformata.

Sinteza beziloksikarbonillevcina in benziloksikarbonilizolevcina (spojini 3 in 4):

V dve 250-mililitrski bu¢ki smo posebej natehtali 5,004 g (131,17 g/mol, 38,1 mmol) levcina
in 5,055 g (131,17 g/mol, 38,5 mmol) izolevcina. Izhodni spojini smo raztopili v 50 ml 1 M
NaOH (50 mmol). Bucki smo postavili na ledno kopel in med meSanjem v vsako dodali 7,2
ml (1,195 g/ml, 170,59 g/mol, 50,4 mmol) benzil kloroformata. Reakcijski raztopini smo ¢ez
nekaj minut odstavili s kopeli in ju naprej mesali pri sobni temperaturi. Pri reakcijah je zacela
nastajati gosta bela pena. Potek reakcij smo spremljali s TLC. Reakciji smo ustavili ¢ez en
dan. Reakcijski zmesi smo posebej prenesli v 1ij lo¢nik in ekstrahirali z Et2O (2 x 50 ml),
organski fazi smo zavrgli, vodni fazi pa smo nakisali z1 M HCI do pH 3. Nakisani raztopini
smo ekstrahirali z EtOAc (3 x 60 ml). Organske faze posameznih reakcij smo zdruzili in jih
spirali z destilirano vodo (1 x 50 ml) in nasi¢eno raztopino NaCl (1 x 50 ml). Organski fazi
smo susili pol ure z NazSOg, odfiltrirali susilno sredstvo in odparili topilo pod znizanim

tlakom.

Reakcija ni bila uspesna, zato smo postopek ponovili.
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Pri reakcijah je nastajala HCI, zato pena, ki je znizevala pH reakcijske zmesi. Zaradi prekisle
reakcijske zmesi reakciji nista potekali. Ko smo ponovno nastavili reakciji, smo spremljali
pH raztopin s pH listi¢i. Z dodajanjem 1 M NaOH smo ohranjali pH raztopin v intervalu pH
10-12.

Produkta smo ocistili s kolonsko kromatografijo (MF = dietileter : petroleter = 1:1).

Spojina 3:

Molekulska formula: C14H19NO4

Molekulska masa: 265,31 g/mol

Videz: svetlo rjava viskozna tekoCina

Izkoristek reakcije: m = 3,02 g, =24,9 %

Rf: 0,56 (MF = CH2Cl2: MeOH =7 : 1)

MS (ESI+): m/z: 288,32 ([M+Na]", 100 %)

IH NMR (400MHz, DMSO-de), 6 (ppm): 0.846-0.893 (m, 6H, CH3CHCH3), 1.452-1.549
(m, 2H, CH3CH(CH3)CH>CH), 1.638-1.655 (m, 1H, CH3CHCHj3), 3.953-4.011 (m, 1H,
NHCHCOOH), 5.037 (s, 2H, PhCH.0O0C), 7.316-7.376 (m, 5H, ArH), 7.586 (d, J = 8,4 Hz,
1H, NH), 12.605 (br s, 1H, COOH)

IR (ATR) (cm™): 2958, 1700, 1522, 1455, 1410, 1342, 1215, 1120, 1046, 1028, 776, 735,
695, 575

Spojina 4:

Molekulska formula: C1aH19NO4

Molekulska masa: 265,31 g/mol

Videz: svetlo rjava viskozna tekocina

Izkoristek reakcije: m=2,55 g, 1=29,9 %

Rf: 0,60 (MF = CHxCl, : MeOH = 7 : 1)

MS (ESI+): m/z: 288,37 ([M+Na]*, 100 %)

'H NMR (400MHz, DMSO-de), 6 (ppm): 0.815-0.879 (m, 6H, CH3CH>CHCHs), 1.177—
1.247(m, 1H, CH3CH>CHCH3), 1.366-1.428(m, 1H, CH3sCH>CHCH3), 1.750-1.798 (m, 1H,
CH3CH>CHCHpg), 3.902-3.953 (m, 1H, NHCHCOOH), 5.042 (s, 2H, PhCH>00C), 7.306—
7.378 (m, 5H, ArH), 7.520 (d, J = 8,4 Hz, 1H, NH), 12.591(s, 1H, COOH)
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IR (ATR) (cm™): 2964, 1701, 1518, 1455, 1412, ,1332, 1213, 1090, ,1040, 908, 775, 735,
695, 578

4.2. SKLOPITVENE REAKCIJE Z AMINOKISLINSKIMI AMIDI
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Slika 18: Reakcijska shema sinteze benzil (1-((2-amino-2-oksoetil)amino)-1-okso-3-fenilpropan-2-il)kabamata (5) iz
spojine 1 in glicinamida, benzil (1-((1-amino-1-oksopropan-2-il)amino)-1-okso-3-fenilpropan-2-il)karbamata (6) iz
spojine 1 in L-alaninamida in benzil (1-((1-amino-1-okso-3-fenilpropan-2-il)amino)-1-okso-3-fenilpropan-2-
il)karbamata (7) iz spojine 1 in L-fenilalaninamida

Sintezna benzil (1-((1-amino-1-oksopropan-2-il)amino)-1-okso-3-fenilpropan-2-

il)karbamata (spojina 6):

V 50-mililitrsko bucko smo natehtali 0,279 g (0,93mmol) spojine 1 in 128 mg (124,57 g/mol,
1,03 mmol) L-alaninamida ter ju raztopili v 10 ml dimetilformamida. Med meSanjem pri
sobni temperaturi smo dodali 197 mg (191,7 g/mol, 1,03 mmol) EDC, 139 mg (135,12
g/mol, 1,03 mmol) HOBL in s stekleno pipeto 1 ml (0,726 g/ml, 101,19 g/mol, 7,2 mmol)
EtsN. Potek smo spremljali s TLC. Reakcijsko zmes smo pri sobni temperaturi mesali 72 ur.
Nato smo reakcijo ustavili in pod znizanim tlakom odparili topilo. Suh ostanek v bucki smo
raztopili v 50 ml EtOAc. Raztopino smo prenesli v 1ij lo¢nik in jo ekstrahirali z 10-odstotno
citronsko kislino (1 x 50 ml). Vodno fazo smo zavrgli in organsko fazo ekstrahirali z
nasic¢eno raztopino NaHCO3 (1 x 50 ml). Organsko fazo smo spirali z destilirano vodo (1 x
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30 ml) in nasic¢eno raztopino NaCl (1 x 30 ml). Nato smo jo pol ure susili z NazSOas, susilno

sredstvo odfiltrirali in odparili etilacetat pod znizanim tlakom.

Molekulska formula: C20H23N304

Molekulska masa: 369,42 g/mol

Videz: droben bel prasek

Izkoristek reakcije: m=0,127 g, 1=136,9 %

Rf: 0,48 (MF = CH2Cl2: MeOH =9: 1)

Temperatura talis¢a: 223-224°C (lit.)

MS (ESI+): m/z = 392,57 ([M+Na]", 100 %)

HRMS (ESI+): m/z za C20H22N304 ([M-H])™: izra¢unano 368,1610, izmerjeno 368,1610
'H NMR (400MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 1.231 (d, J = 7,2 Hz, 3H, CHs), 2.668-2.723 (m,
1H, PhCH2CH) , 3.015-3.058 (m, 1H, PhCH.CH), 4.203-4.291 (m, 2H, CH, CH), 4.942 (s,
2H, PhCH>0), 7.035 (br s, 1H, NH>), 7.223-7.333 (m, 11H, ArH in NH2 ), 7.541 (d,J=8,4
Hz, 1H, OCONH), 8.069 (d, J = 7,6 Hz, 1H, CONHCH)

13C NMR (400MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 18.02 (CH3), 37.27 (PhCHy>), 48.04 (CHCONHy),
56.09 (NHCHCONH), 65.18 (PhCH.0), 126.18 (C-4"), 127.28, 127.38, 127.58, 127.97,
128.04, 128.20, 129.02, 129.06, 129.12 (Ar-C), 136.91, 137.97 (C-1 in C-1"), 155.86
(OOCNH), 171.13 (NHCHCONH), 174.23 (CONH>)

IR (ATR) (cm™): 3375, 3285, 1690, 1668, 1645, 1529, 1497, 1453, 1287, 1258, 1230, 1140,
1040, 740, 696, 628, 609, 557, 506

Sintezna benzil (1-((2-amino-2-oksoetil)amino)-1-okso-3-fenilpropan-2-il)kabamata in
benzil (1-((1-amino-1-okso-3-fenilpropan-2-il)amino)-1-okso-3-fenilpropan-2-

il)karbamata (spojini 5 in 7):

V dve posuseni dvoglavi 50-mililitrski bucki smo posami¢no natehtali 0,350 g (1,17 mmol)
in 0,510 g (1,70 mmol) spojine 1. V bucko za sintezo spojine 5 smo dodali 0,129 g (110,54
g/mol, 1,17 mmol) glicinamida (bucka 1). V bucko za sintezo spojine 7 pa smo dodali 0,274
g (164,2 g/mol, 1,67 mmol) L-fenilalaninamida (bucka 2). Raztopili smo jih v 25 ml
brezvodnega CH3CN, ki smo ga pred tem pripravili s suSenjem nad molekularnimi siti. Nato
smo dodali 0,563 g (321,08 g/mol, 1,77 mmol) TBTU in 0,236 g (135,12 g /mol, 1,75 mmol)
HOBt v bucko 1 in 0,804 g (321,08 g/mol, 2,50 mmol) TBTU in 0,338 g (135,12 g/mol, 2,50
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mmol) HOBt v bucko 2. V obe bucki smo s pipeto dodali po 1 ml EtsN. Spojine so se lepo
raztopile, nastala je svetlo rumena bistra raztopina. Po priblizno eni uri je raztopina postala
motno bela. Reakciji smo pustili potekati ¢ez no¢ na oljni kopeli pri 30 °C. Reakciji Smo
izvajali v brezvodnih pogojih, bu¢ko smo zaprli s septumom in prepihovali z argonom.
Naslednji dan smo reakciji ustavili. Topilo smo uparili in suhi ostanek raztopili v 40 ml/60
ml EtOAc, prenesli v lij lo¢nik in spirali z 10-odstotno citronsko kislino (2 x 30 ml). Vodni
fazi smo zavrgli, organski pa smo spirali z nasi¢eno raztopino NaHCO3z (2 x 30 ml) in nato

Se s prec¢isceno vodo (1 x 30 ml) in nasi¢eno raztopino NaCl (1 x 30 ml).

Organsko fazo iz bucke 1 smo susili z Na;SOs, nato pa susilno sredstvo odfiltrirali in filtratu
odparili topilo pod znizanim tlakom. Dobili smo rumeno smolo, ki je vsebovala necistoce.

Produkt smo zato o¢istili s kolonsko kromatografijo (MF = CH2Cl, : MeOH =15 : 1).

Med ekstrakcijo iz reakcijske zmesi bucke 2 je nastala penasta emulzija in preprecila dobro
lo¢evanje organske in vodne faze. Po koncu se je v organski fazi zacela obarjati drobna bela
oborina, ki smo jo naslednji dan odfiltrirali s pomoc¢jo vakumske ¢rpalke. Oborino smo

spirali s hladnim EtOAc in pustili, da se posusi na zraku.

Spojina 5:

Molekulska formula: C19H21N304

Molekulska masa: 355,39 g/mol

Videz: droben del prasek

Izkoristek reakcije: m= 0,271 g,n=70,8 %

Rf: 0,38 (MF = CH2Cl2: MeOH =9:1)

Temperatura talis¢a: 217-218 °C (lit.)

MS (ESI+): m/z: 378,49 ([M+Na]*, 100 %)

HRMS (ESI+): m/z za C19H22N304 ([M+H]"): izracunano 356,1610, izmerjeno 356,1609
IH NMR (400MHz, DMSO-de), & (ppm): 2.694-2.784 (m, 1H, PhCH.CH), 3.049 (dd, J1 =
4,4 Hz, J; = 9,6 Hz, 1H, PhCH2CH), 3.604-3.3725 (m, 2H, NHCH2CONHy), 4.239-4.296
(m, 1H, NHCHCONH), 4.946 (d, J =2,8 Hz, 2H, PhCH>OO0C), 7.117 (s, 1H, NH>), 7.183—
7.361 (m, 11H, ArH in NH>), 7.592 (d, J = 8,4 Hz, 1H, OOCNHCH), 8.256 (t, J = 5,6 Hz,
1H, CONHCH2CONHy>)

13C NMR (400MHz, DMSO-ds), & (ppm): 37.24 (PhCH,), 41.91 (CH.CONHy), 56.23
(NHCHCONH), 65.24 (PhCH20), 126.22 (C-4"), 127.45 (C-2 in C-6), 127.68 (C-4), 128.04
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(C-2'in C-6'), 128.28 (C-3'in C-5'), 129.19 (C-3 in C-5), 136.91 (C-1), 138.13 (C-1'), 155.96
(OOCNH), 170.75 (NHCHCONH), 171.69 (CONH>)

IR (ATR) (cml): 3288, 3061, 2361, 1690, 1644, 1530, 1496, 1454, 1286, 1257, 1135, 1042,
904,744, 694, 562, 512

Spojina 7:

Molekulska formula: CosH27N304

Molekulska masa: 445,52 g/mol -

Videz: droben bel prasek i :E,ﬂd.; o
Izkoristek reakcije: m = 0,502 g, n = 66,1 % 5 ,.EJ R f N : N,H ‘V)L N
Rf: 0, 58 (MF = CH.Cl> : MeOH =9 : 1) ) [;_fl , © ]}I’ TEx::a
Temperatura talis¢a: 228 °C (lit.) G.I:“I'Hf’f)it"

MS (ESI+): m/z = 468,56 ([M+Na]", 100 %)

HRMS (ESI+): m/z za C26H28N304 ([M+H]™): izradunano 446,2080, izmerjeno 446,2081
'H NMR (400MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 2.645-2.706 (m, 1H, PhCH,CH), 2.810-2.874 (m,
1H, PhCH.CH), 2.924 (dd, J1 = 4,0 Hz, J> = 10,0 Hz, 1H, PhCH.CH), 3.021 (dd, J: = 4,8
Hz, J, = 8,8 Hz, 1H, PhCH.CH), 4.197-4.256 (m, 1H, NHCHCONH,), 4.440-4.495 (m, 1H,
OOCNHCHCONH), 4.939 (s, 2H, PhCH.OO0C), 7.124 (br s, 1H, NH), 7.183-7.334 (m,
15H, ArH), 7.409 (br s, 1H, NH>), 7.503 (d, J = 8,8 Hz, 1H, OOCNHCH), 8.048 (d, J = 8
Hz, 1H, CONHCHCONH,)

13C NMR (400MHz, DMSO-dg), é (ppm): 37.36, 37.70 (PhCHy), 53.72 (CHCONH>), 56.25
(NHCHCONH), 65.18 (PhCH20), 126.19, 126.23 (C-4' in C-4"), 126.64, 127.36, 127.64,
128.00, 128.18, 128.27, 129.16, 129.27 (Ar-C), 136.96, 137.69, 138.04 (C-1, C-1'in C-1"),
155.71 (OOCNH), 171.18 (NHCHCONH), 172.69 (CONH>)

IR (ATR) (cm™): 3299, 3197, 3027, 2951, 1687, 1638, 1527, 1494, 1454, 1286, 1255, 1229,
1050, 1031, 745, 695, 631, 578, 549, 527, 511
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Slika 19: Reakcijska shema sinteze benzil(1-((2-amino-2-oksoetil)amino)-3-(1H-indol-3-il)-1-oksopropan-2-il)karbamata
(8) iz spojine 2 in glicinamida, benzil (1-((1-amino-1-oksopropan-2-il)amino)-3-(1H-indol-3-il)-oksopropan-2-
il)karbamata (9) iz spojine 2 in L-alaninamida in benzil (1-((1-amino-1-okso-3-fenilpropan-2-il)amino)-3-(1H-indol-3-
il)-1-oksopropan-2-il)karbamata (10) iz spojine 2 in L-fenilalaninamida

Sinteza benzil(1-((2-amino-2-oksoetil)amino)-3-(1H-indol-3-il)-1-oksopropan-2-
il)karbamata, benzil (1-((1-amino-1-oksopropan-2-il)Jamino)-3-(1H-indol-3-il)-
oksopropan-2-il)karbamata in benzil (1-((1-amino-1-okso-3-fenilpropan-2-il)amino)-3-

(1H-indol-3-il)-1-oksopropan-2-il)karbamata (spojine 8, 9 in 10):

V tri posusene in z argonom prepihane 50-mililitrske buc¢ke smo natehtali izhodno spojino
2, glicinamid ali L-alaninamid ali L-fenilalaninamid, TBTU in HOBt. V vsako smo dodali
po 25 ml brezvodnega CH3CN in 1 ml EtsN (Preglednica ). Vsi reagenti so se lepo raztopili,
reakcijske zmesi so se obarvale svetlo rumeno. Reakcije smo pustili potekati ¢ez no¢ na oljni

kopeli pri 30 °C.

Naslednji dan smo odparili topilo in suhi ostanek raztopili v 50 ml EtOAc, prenesli v lij

lo¢nik in spirali z 10-odstotno citronsko kislino (2 x 30 ml). Organsko fazo smo nato spirali
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znasic¢eno raztopino NaHCOs3 (2 x 30 ml), precisceno vodo (1 x 30 ml) in nasi¢eno raztopino

NaCl (1 x 30 ml). Topilo smo odparlili pod znizanim tlakom.

Po sintezi spojine 9 smo s TLC analizo ugotovili, da je produkt necist. Zato smo ga
prekristalizirali iz heksana. BuCko smo postavili v hladilnik in naslednji dan oborino
odfiltrirali s pomocjo vakumske ¢rpalke. Oborino smo spirali s heksanom in pustili, da se je

produkt posusil na zraku.
Pri ekstrakciji spojine 10 je pri spiranju s kislinsko fazo priSlo do nastanka emulzije, ki se je
pocasi loCevala. V organski fazi se je nato zacel tudi obarjati produkt, zato smo jo prenesli

v suho erlenmajerico in pustili, da produkt izpade. Naslednji dan smo ga odfiltrirali in pustili,

da se posusi na zraku.

Preglednica | Kolicine izhodne spojine in dodanih reagentov pri sintezah spojin 8-10

Spojina 2 Amid AK TBTU HOBt Produkt

0,516 g (1,53 mmol)  Glicinamid : 0,7129 (321,08 0,338 g (135,12 Spojina 8
0,163 g (110,54 g/mol, g/mol, 2,25 mmol) g/mol, 2,5 mmol)
1,47 mmol)

0,512 g (1,51 mmol)  L-alaninamid: 0,712g (321,08 0,299 g (135,12 Spojina 9
0,184 g (124,57 g/mol, g/mol, 2,25 mmol) g/mol, 2,21 mmol)
1,47 mmol)

0,506 g (1,49 mmol)  L-fenilalaninamid: 0,712g (321,08 0,299 g (135,12 Spojina 10
0,243 g (164,2 g/mol, g/mol, 2,25 mmol) g/mol, 2,21 mmol)
1,48 mmol)

Spojina 8:

Molekulska formula: C21H2o0N4O4

Molekulska masa: 394,43 g/mol 3;:4 5
- -"'ﬁi:: E
Videz: svetlo oranzen prasek 2 ;:’J J J
- - 1 N (}'\""--\.\_'ﬂ -"l
Izkoristek reakcije: m=0,440 g, n=73,2 % H" 8

Rf: 0,43 (MF = CH2Cl2: MeOH =9:1)

Temperatura talis¢a: 135-136 °C (lit.)

MS (ESI+): m/z = 417,48 ([M+Na]", 100 %)

HRMS (ESI+): m/z za C21H21N4O4 ([M-H]"): izraGunano 393,1563, izmerjeno 393,1569
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LH NMR (400MHz, DMSO-ds), & (ppm): 2.931 (dd, J1 = 4,8 Hz, J2 = 10,0 Hz, 1H, CHCH-
indol), 3.154 (dd, J1 = 4,4 Hz, J» = 10,4 Hz, 1H, CHCH,-indol), 3.612 (dd, J; = 5,6 Hz, J, =
11,2 Hz, 1H, CONHCH.CONH,), 3.701 (dd, Ji = 6,0 Hz, J» = 10,8 Hz, 1H,
CONHCH2CONH;), 4.259-4.314 (m, 1H, OOCNHCHCONH), 4.952 (s, 2H, PhCH200C),
6.956-6.995 (m, 1H, indol: H-6), 7.047-7.087 (m, 1H, indol: H-7), 7.119 (br s, 1H, NHo),
7.173 (d, J = 2,4 Hz, 1H, indol: H-2), 7.195 (br s, 1H, NHy), 7.253-7.361 (m, 6H, ArH in
indol: H-8), 7.500 (d, J = 8 Hz, 1H, indol H-5), 7.626 (d, J = 8 Hz, 1H, OOCNHCH), 8.276
(t, = 5,6 Hz, 1H, CONHCH2CONH), 10.824 (d, J = 1,6 Hz, 1H, indolni NH)

13C NMR (400MHz, DMSO-de), & (ppm): 27.47 (CHz-indol), 41.99 (CH,CONH2), 55.61
(NHCHCONH), 65.31 (PhCH20), 110.12 (C-3), 111.27 (C-8), 118.17, 118.43 (C-5 in C-6),
120.80 (C-7), 123.82 (C-2), 127.22, 127.51, 127.68, 128.29 (PhC in C-4),136.03 (C-9),
136.85 (PhC-1), 155.97 (OOCNH), 170.82 (NHCHCONH), 172.02 (CONH,)

IR (ATR) (cm'l): 3299, 2932, 1661, 1521, 1455, 1247, 1022, 741, 696, 553

Spojina 9:

Molekulska formula: C22H24N4O04

Molekulska masa: 408,46 g/mol

Videz: oranzno-bel prasek

Izkoristek reakcije: m = 0,389 g, n1=62,9 %

Rf: 0,42 (MF = CH2Cl>2: MeOH =9: 1)

Temperatura tali§¢a: 168-170 °C (lit.)

MS (ESI+): m/z = 431,5 ([M+Na]", 100 %)

HRMS (ESI+): m/z za C22H23N404 ([M-H]"): izraGunano 407,1719, izmerjeno 407,1718
'H NMR (400MHz, DMSO-ds), é (ppm): 1.222 (d, J = 7,2 Hz, 3H, CHCH3), 2.910 (dd, J1
= 4,8 Hz, J, = 10,0 Hz, 1H, CHCH2-indol), 3.142 (dd, J: = 4,4 Hz, J, = 10,4 Hz, 1H, CHCH>-
indol), 4.219-4.256 (m, 2H, NHCHCONH?), 4.273-4.328 (m, 1H, NHCHCONH) 4.911—
4.984 (m, 2H, PhCH200C), 6.955-7.046 (m, 1H, indol: H-6), 7.049-7.067 (m, 2H, H-7 in
NH>), 7. 087 (s, 1H, NH>), 7.162-7.167 (m 1H, H-2), 7.239-7.355 (m, 6H, ArH in indol: H-
8), 7.431 (d, J = 8,4 Hz, 1H, indol: H-5), 7.648 (d, J = 7,6 Hz , 1H, OOCNHCHCONH),
8.046 (d, J =7,6 Hz, 1H, CONHCHCONH?>), 10.822 (s, 1H, indolni NH)

BC NMR (400MHz, DMSO-ds), & (ppm): 18.41 (CHs), 27.64 (CH-indol), 48.04
(CHCONH_), 55.53 (NHCHCONH), 65.24 (PhCH-0), 110.14 (C-3), 111.28 (C-8), 118.19,
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118.55 (C-5 in C-6), 120.84 (C-7), 123.84 (C-2), 127.26, 127.38, 127.65, 128.17, 128.29
(PhC in C-4), 136.05 (C-9), 136.93 (PhC-1), 155.87 (OOCNH), 171.42 (NHCHCONH),
174.18 (CONH>)

IR (ATR) (cm): 3394, 3284, 3197, 3061, 1689, 1638, 1536, 1456, 1417, 1331, 1259, 1230,
1143, 1060, 1028, 738, 684, 637, 580, 551

Spojina 10:

Molekulska formula: C2gH2sN4O4

Molekulska masa: 484,56 g/mol

Videz: bela oborina

Izkoristek reakcije: m = 0,547 g, n="75,5 %

Rf: 0,53 (MF = CH2Cl2: MeOH =9: 1)

Temperatura talis¢a: 164,5-165,5 °C

MS (ESI+): m/z = 507,6 ((M+Na]", 100 %)

HRMS (ESI+): m/z za C2sH29N4O4 ([M+H]"): izracunano 485,2189, izmerjeno 485,2177
'H NMR (400MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 2.852-3.017 (m, 4H, CHCH2-indol in CHCH.Ph),
4.252-4.259 (m, 1H, NHCHCONH,), 4.483-4.497 (m, 1H, NHCHCONH), 4.943 (s, 2H,
PhCH.00C), 6.955-6.992 (m, 1H, indol: H-6), 7.046-7.067 (m, 2H, indol: H-7 in H-2),
7.081-7.161 (m, 2H, NHy), 7.185-7.334 (m, 11H, ArH in indol: H-8), 7.403-7.428 (m, 1H,
H-5), 7.591 (d, J = 7,2 Hz, 1H, OOCNHCH), 8.015 (d, J = 8 Hz, 1H, CONHCHCONH>),
10.808 (s, 1H, indolni NH)

13C NMR (400MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 27.65 (CH:-indol), 37.67 (PhCH.), 53.60
(CHCONHz), 55.71 (NHCHCONH), 65.26 (PhCH20), 110.16, 111.28 (C-3 in C-8), 118.20,
118.41 (C-5in C-6), 120.82 (C-7), 123.67 (C-2), 127.39, 127.99, 128.29, 129.28 (ArC in C-
4), 136.03, 136.90, 137.71 (2 x PhC-1 in C-9), 155.75 (OOCHN), 171.46 (NHCHCONH),
172.71 (CONH>)

IR (ATR) (cm™): 3420, 3326, 3265, 3034, 1685, 1654, 1634, 1528, 1494, 1453, 1443, 1299,
1281, 1271, 1258, 1236, 1096, 1035, 777, 744, 732, 695, 671, 619, 603, 574, 559, 528
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Slika 20: Reakcijska shema sinteze benzil (1-((2-amino-2-oksoetil)amino)-4-metil-1-oksopentan-2-il)karbamata (11) iz
spojine 3 in glicinamida, sinteze benzil (1-((1-amino-oksopropan-2-il)amino)-4-metil-1-oksopentan-2-il)karbamata (12)
iz spojine 3 in L-alaninamida in benzil (1-((1-amino-okso-3-fenilpropan-2-il)amino)-4-metil-1-oksopentan-2-
il)karbamata (13) iz spojine 3 in L-fenilalaninamida

Sinteza benzil (1-((2-amino-2-oksoetil)amino)-4-metil-1-oksopentan-2-il)karbamata,
benzil (1-((1-amino-oksopropan-2-il)amino)-4-metil-1-oksopentan-2-il)karbamata in
benzil (1-((1-amino-okso-3-fenilpropan-2-il)amino)-4-metil-1-oksopentan-2-

il)karbamata (spojine 11, 12 in 13):

V tri posusene 25-mililitrske/50-mililitrske bucke smo natehtali spojino 3 in TBTU.
Raztopili smo jih v 5 ml brezvodnega CH2Cl> in 5 ml brezvodnega DMF, ki smo ju pred tem
pripravili z destilacijo in suSenjem nad molekularnimi siti. V vsako smo s pipeto dodali bazo
in pol ure mesali na oljni kopeli pri 30 °C. Nato smo dodali tudi aminokislinske amide
(Preglednica Il). Reakcije smo na oljni kopeli pustili potekati ¢ez no¢. Reakcije smo izvajali
v brezvodnih pogojih, buc¢ke smo prepihovali z argonom. Naslednji dan smo odparili topilo.
Suha ostanka pri sintezi spojine 11 in 12 smo raztopili v 40 ml EtOAc in prenesli v 1ij lo¢nik.

Nato smo spirali z 10-odstotno citronsko kislino (2 x 30 ml), nasi¢eno raztopino NaHCO3
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(2 x 30 ml), zavrgli vodne faze in organski fazi sprali $e s precis¢eno vodo (1 x 25 ml) in
nasi¢eno raztopino NaCl (1 x 25 ml). Organski fazi smo nato susili s Na>SOs4, susilno
sredstvo ¢ez pol ure odfiltrirali in odparili topilo pod znizanim tlakom. Pri obeh smo dobili
temno oranzno smolo. Pri prekristalizaciji iz nekaj ml EtOAc se nam je ¢ez no¢ oborila zelo

drobna bela oborina, ki smo jo odfiltrirali in pustili, da se posusi na zraku.

Suhi ostanek pri spojini 13 smo raztopili v CH2Cl> in izvedli ekstrakcijo pod enakim
postopkom kot zgoraj. Ko smo odparili topilo pod znizanim tlakom, smo dobili necisto

rumeno oborino. Zato smo jo prekristalizirali iz nekaj ml EtOAc.

Preglednica Il: Kolicine izhodne spojine in dodanih reagentov pri sintezah spojin 11-13

Spojina 3 Amid AK TBTU Baza Produkt

1,015 g (3,83 mmol)  Glicinamid: 1,597 g (321,08 EtsN: Spojina 11
0,423 g (110,54 g/mol, 4,97 mmol) 1,60 ml (101,19
g/mol, 3,83 mmol) g/mol, 0,726 g/ml,

11,5 mmol)

0,433 g (1,63 mmol)  L-alaninamid: 0,786 g (321,08 NMM: 0,72 ml Spojina 12
0,203 g (124,57 g/mol, 2,45 mmol) (101,15 g/mol, 0,92
g/mol, 1,63 mmol) g/ml, 6,55 mmol)

0,438 g (1,65 mmol)  L-fenilalaninamid: 0,799 g (321,08 NMM: 0,73 ml Spojina 13
0,271 g (164,2 g/mol, g/mol, 2,49 mmol) (101,15 g/mol, 0,92
1,65 mmol) g/ml, 6,64 mmol)

Spojina 11:

Molekulska formula: C1sH23N304

Molekulska masa: 321,38 g/mol

Videz: bela oborina

Izkoristek reakcije: m = 0,364 g, 1 =29,6 %

Rf: 0,34 (MF = CH2Cl2: MeOH =9:1)

Temperatura talis¢a: 119°C

MS (ESI+): m/z = 344,46 ([M+Na]*, 100 %)

HRMS (ESI+): m/z za C16H24N304 ([M+H]"): izraGunano 322,1767, izmerjeno 322,1760
'H NMR (400MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 0.845-0.885 (m, 6H, CH3CHCHs), 1.440-1.476
(m, 2H, CH3CH(CH3)CH>), 1,583-1.1651 (m, 1H, CH3CHCHz3), 3.563-3.684 (m, 2H,
NHCH>CONHy), 3.994-4.061 (m, 1H, OOCNHCHCONH), 4.994-5.066 (m, 2H,
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PhCH,00C), 7,094 (s, 1H, NH>), 7.185 (s, 1H, NH), 7.305-7.379 (m, 5H, ArH), 7.532 (d,
1H, OOCNHCH), 8.125 (t, J = 5,6 Hz, 1H, CONHCH>CONH>)

13C NMR (400MHz, DMSO-ds), & (ppm): 21.39 (CHs), 22.99 (CHs), 24.15 (CHsCH), 40.07
(CHsCHCH,), 41.86 (CH,CONH,), 53.19 (NHCHCONH), 65.45 (PhCHz0), 127.51,
127.69, 127.78, 128.32, 128.48 (Ar-C), 136.91 (C-1), 156.14 (OOCNH), 170.81
(NHCHCONH), 172.50 (CONHy)

IR (ATR) (cm): 3454, 3307, 2955, 1678, 1655, 1545, 1513, 1445, 1370, 1244, 1123, 1036,
1027, 980, 915, 750, 700, 659

Spojina 12:

Molekulska formula: C17H25N304

Molekulska masa: 335,40 g/mol

Videz: bela oborina

Izkoristek reakcije: m = 0,306 g, 1 =155,9 %

Rf: 0,42 (MF = CH2Cl2: MeOH =9: 1)

Temperatura talis¢a: 175-177°C (lit.)

MS (ESI+): m/z = 358,49 ([M+Na'], 100 %)

HRMS (ESI+): m/z za C27H26N304 ([M+H]"): izraGunano 336,1923, izmerjeno 336,1918
'H NMR (400MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 0.843-0.811 (m, 6H, CHsCHCHs3), 1.201 (d, J =
6,8 Hz, 3H, NHCH(CH3)CONH), 1.398-1.478 (m, 2H, CH3CH(CHs)CH.), 1.589-1.656
(m, 1H, CH3CHCHa), 4.027 (k, J = 6,8 Hz, 1H, NHCHCONH), 4.161-4.233 (m, 1H,
NHCHCONH?), 5.030 (s, 2H, PhCH>00C), 7.019 (s, 1H, NH>), 7.304-7.373 (m, 6H, ArH
in NH»), 7.487 (d, J =8 Hz, 1H, OOCNHCH), 7.870 (d, J = 7,2 Hz, 1H, CONHCHCONH>)
13C NMR (400MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 18.44 (CH3CHCONH,), 21.29 (CHs), 23.07
(CHs3), 24.15 (CH3CHCHas), 40.51 (CHsCHCHz), 47.81 (CHCONHz), 53.09
(NHCHCONH), 65.33 (PhCH:0), 127.56, 127.72, 128.32 (Ar-C), 137.02 (C-1), 155.95
(OOCNH), 171.81 (NHCHCONH), 174.04 (CONH,)

IR (ATR) (cm): 3323, 1674, 1637, 1527, 1454, 1416, 1363, 1281, 1254, 1235, 1048, 754,
703, 670, 638, 593, 571

Spojina 13:
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Molekulska formula: Cz3H29N304

Molekulska masa: 411,50 g/mol

Videz: bela oborina

Izkoristek reakcije: m=0,328 g, n1=48,3 %

Rf: 0,52 (MF = CH2Cl2: MeOH =9:1)

Temperatura talis¢a: 126-127 °C

MS (ESI+): m/z = 434,65 ([M+Na]*, 100 %)

HRMS (ESI+): m/z za C23H30N304 ([M+H]"): izraGunano 412,2236, izmerjeno 412,2232
IH NMR (400MHz, DMSO-dg), 6 (ppm):0.818 (dd, J1 = 6,8 Hz, J» = 7,6 Hz, 6H,
CH3CHCHBg), 1.264-1.396 (m, 2H, CH3CH(CH3)CH>), 1.474-1.525 (m, 1H, CH3CHCHj3),
2.794-2.850 (m, 1H, PhCH2CH), 2.977-3.024 (m, 1H, PhCH>CH), 3.940-3.999 (m, 1H,
NHCHCONH), 4.420-4.476 (m, 1H, NHCHCONH), 5.025 (s, 2H, PhCH200C), 7.112 (s,
1H, NH), 7.169-7.233 (m, 5H, ArH-CH), 7.315-7.380 (m, 5H, ArH-CH.OOC), 7.410 (s,
1H, NH), 7.450 (d, J = 8 Hz, OOCNHCH), 7.831 (d, J = 8,4 Hz, CONHCHCONH>)

13C NMR (400MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 21.43 (CH3), 22.88 (CH3), 24.07 (CH3CH), 37.57
(PhCHy), 40,09 (CH3CHCH?>), 40.71 (NHCHCONH), 53.37 (CHCONH?), 65.40 (PhCH20),
126.16, 127.62, 127.75, 127.93, 128.33, 129.22 (Ar-C), 136.95, 137.67 (C-1 in C-1"), 155.87
(OOCNH), 171.84 (NHCHCONH), 172.69 (CONH,)

IR (ATR) (cm™): 3307, 1673,1641, 1536, 1498, 1444, 1417, 1323, 1264, 1236, 1036, 722,
697, 652, 628, 586, 570, 534
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Slika 21: Reakcijska shema sinteze benzil (1-((2-amino-2-oksoetil)amino)-3-metil-1-oksopentan-2-il)karbamata (14) iz
spojine 4 in glicinamida, sinteze benzil (1-((1-amino-1-oksopropan-2-il)amino)-3-metil-1-oksopentan-2-il)karbamata
(15) iz spojine 4 in L-alaninamida in sinteze benzil (1-((1-amino-1-okso-3-fenilpropan-2-il)amino)-3-metil-1-oksopentan-
2-il)karbamata (16) iz spojine 4 in L-fenilalaninamida

Sinteza benzil (1-((2-amino-2-oksoetil)amino)-3-metil-1-oksopentan-2-il)karbamata,
benzil (1-((1-amino-1-oksopropan-2-il)amino)-3-metil-1-oksopentan-2-il)karbamata in
benzil (1-((1-amino-1-okso-3-fenilpropan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oksopentan-2-

il)karbamata (spojine 14, 15 in 16):

V tri posusene 50-mililitrske bucke smo natehtali spojino 4 in TBTU. Raztopili smo ju v 5
ml brezvodnega CH2Cl> in 5 ml brezvodnega DMF ter s pipeto dodali bazo NMM. Pol ure
smo jih mesali na oljni kopeli pri 30 °C, nato pa smo v vsako dodali ustrezni aminokislinski
amid (Preglednica I1l). Bucke smo ¢ez no¢ pustili na oljni kopeli. Naslednji dan smo pod
znizanim tlakom odparili topilo in suhe ostanke raztopili v 40 ml EtOAc. Nato smo izvedli
standardno izolacijo: 10-odstotna citronska kislina (2 x 30 ml), nasi¢ena raztopina NaHCO3
(2 x 30 ml), prec¢isc¢ena voda (25 ml) in nasi¢ena raztopina NaCl (25 ml). Organsko fazo smo

susili s susilnim sredstvom in odparili topilo.
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Pri ekstrakciji spojine 15 je prislo do obarjanja produkta ze pri spiranju s citronsko kislino,

zato smo locili fazi in iz organske faze odfiltrirali produkt.

Preglednica Il1: Kolicine izhodne spojine in dodanih reagentov pri sintezah spojin 14-16

Spojina 3 Amid AK TBTU NMM Produkt

0,450 g (1,7 mmol) Glicinamid: 0,817 g (321,08 0,75 ml (101,15 Spojina 14
0,187 g (110,54 g/mol, 2,54 mmol) g/mol, 0,92 g/ml,
g/mol, 1,69 mmol) 6,82 mmol)

0,709 g (2,67 mmol)  L-alaninamid: 1,12 g (321,08 0,88 ml (101,15 Spojina 15
0,332 g (124,57 g/mol, 3,49 mmol) g/mol, 0,92 g/ml, 8,0
g/mol, 2,67 mmol) mmol)

0,802 g (3,02 mmol)  L-fenilalaninamid: 1,26 g (321,08 0,99 ml (101,15 Spojina 16
0,496 g (164,2 g/mol, g/mol, 3,93 mmol) g/mol, 0,92 g/ml,
3,02 mmol) 9,07 mmol)

Spojina 14:

Molekulska formula: C1sH23N304

Molekulska masa: 321,38 g/mol

Videz: bela oborina

Izkoristek reakcije: m = 0,381 g, 1 =69,9 %

Rf: 0,49 (MF = CH2Cl2: MeOH =9: 1)

Temperatura talisca: 167 °C

MS (ESI+): m/z = 344,54 ([M+Na]", 100 %)

'H NMR (400MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 0.802-0.843 (m, 6H, CH3CH>CH(CHs3)), 1.079-
1.180 (m, 1H, CH3CH.CH(CH?3)), 1.392-1.463 (m, 1H, CH3CH>CH(CH?3)), 1.698-1.764 (m,
1H, CH3CH,CH(CHz3)), 3.578-3.705 (m, 2H, NHCH>CONHy>), 3.875 (t, J = 7,6 Hz, 1H,
OOCNHCHCONH), 4.992-5.065 (m, 2H, PhCH>00C), 7.077 (s, 1H, NH>), 7.196 (s, 1H,
NH>), 7.296-7.398 (m, 5H, ArH), 7,439 (d, J = 8,4 Hz, 1H, OOCNHCH), 8.148 (t, J =5,6
Hz, 1H, CONHCH>CONH>)

13C NMR (400MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 10.94 (CH3), 15.32 (CH3), 24.36 (CH2CH3), 36.04
(CHCH3), 41.78 (CH2CONH>), 65.45 (NHCHCONH), 79.17 (PhCH,0), 127.62, 127.71,
128.47 (PhC), 136.92 (ArC-1), 156.26 (OOCNH), 170.77 (NHCHCONH), 171.49 (CONH?)
IR (ATR) (cm™): 3315, 3286, 2962, 1673, 1637, 1541, 1454, 1422, 1318, 1279, 1265, 1237,
1216, 1138, 1039, 972, 693, 638,600, 558
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Spojina 15:

Molekulska formula: C17H25N304

Molekulska masa: 335,40 g/mol

Videz: bela oborina

Izkoristek reakcije: m = 0,809 g, 1 =90,3 %

Rf: 0,38 (MF = CH2Cl2: MeOH =9: 1)

Temperatura talis¢a: 201-203 °C

MS (ESI+): m/z = 358,49 ([M+Na]", 100 %)

HRMS (ESI+): m/z za C17H26N304 ([M+H]"): izraGunano 336,1923, izmerjeno 336,1918
'H NMR (400MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 0.783-0.842 (m, 6H, CH3CH>CH(CHs)), 1.089-
1.145 (m, 1H, CH3CH.CH(CH3)), 1.202 (d, J = 7,2 Hz, 3H, NHCH(CH3)CONHy), 1.719-
1.742 (m, 1H, CH3CH>CH(CHz3)), 3.894 (t, J = 8 Hz, 1H, OOCNHCHCONH), 4.227 (q, J =
7,2 Hz, 1H, NHCHCONH,), 5.033 (s, 2H, PhCH.00C), 7.014 (s, 1H, NH,), 7.301-7.401
(m, 7H, ArH in NH2 in OOCNHCHCONH), 7.899 (d, J = 7,6 Hz, 1H, CONHCHCONH)>)
13C NMR (400MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 10.99 (CHs), 15.34 (CHs), 18.43 (CHs), 24.25
(CH3CH?>), 36.40 (CH3CH2CH), 47.79 (CHCONH_), 59.16 (NHCHCONH), 65.37 (PhCH>),
127.59 (C-2'in C-6"), 127.73 (C-4"), 128.31 (C-3'in C-5"), 137.02 (C-1"), 156.06 (OCONH),
170.65 (CONH), 173.97 (CONHy)

IR (ATR) (cm™): 3375, 3294, 2959, 1674,1635, 1536, 1455, 1417, 1380, 1282, 1267, 1237,
1215, 1136, 1044, 754, 695, 633, 606, 578

Spojina 16:

Molekulska formula: C23sH20N304

Molekulska masa: 411,50 g/mol

Videz: bela oborina

Izkoristek reakcije: m=0,980 g, 1 ="78,8 %

Rf: 0,47 (MF = CH2Cl2: MeOH =9:1)

Temperatura talis¢a: 178-180 °C

MS (ESI+): m/z = 434,65 ([M+Na]*, 100 %).

HRMS (ESI+): m/z za C23H30N304 ([M+H]™): izradunano 412,2236, izmerjeno 412,2243
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'H NMR (400MHz, DMSO-ds), & (ppm): 0.670-0.761 (m, 6H, CHsCH2CH(CHz)), 1.016—
1.037(m, 1H, CHsCH2CH(CHs3)), 1.254-1.304 (m, 1H, CHsCH.CH(CHz)), 1.606-1.644 (m,
1H, CH3sCH2CH(CHs3)), 2.798-2.832 (m, 1H, PhCH2CH), 2.968-3.004 (m, 1H, PhCH2CH),
3.815-3855 (m, 1H, OOCNHCHCONH), 4.470-4.521 (m, 1H, CONHCHCONHS,), 5.033
(s, 2H, PhCH;00C), 7.092 (s, 1H, NH,), 7.139-7.228 (m, 5H, ArH-CHy), 7.257-7.364 (m,
7H, ArH-CH,00C in NH in OOCNHCHCONH), 7.910 (d, J = 84 Hz, 1H,
CONHCHCONH;)

13C NMR (400MHz, DMSO-ds), & (ppm): 10.87 (CHs), 15.17 (CHs), 24.15 (CH3CHy), 36.31
(CHsCH), 37.65 (PhCH,), 53.49 (NHCHCONH), 59.48 (CHCONHy), 65.43 (PhCH,0),
126.16, 127.65, 127.76, 127.94, 128.33, 129.17 (Ar-C), 136.97, 137.75 (C-1 in C-1'), 156.02
(OOCNH), 170.82 (NHCHCONH), 172.78 (CONH,)

IR (ATR) (cm): 3375, 3267, 2959, 1686, 1672, 1642, 1541, 1454, 1420, 1313, 1282, 12609,
1239, 1221, 1136, 1042, 773, 759, 744, 724, 699, 689, 651, 601, 573, 567, 547
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4.3. SINTEZA OKSATIAZOLONSKEGA OBROCA
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Slika 22: Splosna reakcijska shema ciklizacije

Preglednica IV: R1 in R2 fragmenti spojin

Ri: Ro:

-CH3s

S

SRR

SploSen sintezni postopek:

V 25-mililitrsko buc¢ko smo prenesli izhodno spojino (spojine 5-16) in jo raztopili v 5-10
ml topila. Kot topilo smo vec¢inoma uporabljali brezvodni DMF, pri dolocenih reakcijah tudi
diklorometan, EtOAc in brezvodni tetrahidrofuran. Reakcijsko zmes smo segrevali na oljni
kopeli pri 60 °C. Ko se je izhodna spojina raztopila, smo dodali klorokarbonilsulfenil klorid
(130,98 g/mol,1,55 g/ml). Reagent smo najprej dodajali raztopljen v 1 ml topila, nato pa po
kapljicah direktno v reakcijsko zmes s stekleno brizgo (velikosti 100 pL). Dodali smo od 1,3
EQ do 2,3 EQ CICOSCI. Reakcije smo pustili potekati 1 dan, nekatere tudi 2 dni. Vecinoma

smo reakcije izvajali v brezvodnih pogojih. Bucke smo prepihovali z argonom.

Po ustavitvi reakcije smo topilo odparili pod zniZzanim tlakom. Ostanek smo raztopili v 20

ml EtOAc in spirali z 10-odstotno citronsko kislino (pri reakcijah, kjer smo kot topilo




uporabljali DMF). Nato smo izvedli lo¢evanje s kolonsko kromatografijo. Kot mobilno fazo
smo vecinoma uporabljali Hex : EtOAc=2:1in Hex : EtOAc =1: 1, pa tudi EtOAc : Hex
=2:1,in CHCl2: MeOH =9 : 1.
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Slika 23: Reakcijska shema sinteze spojin 17-19 iz spojin_14-16 in klorokarbonilsulfenil klorida
Sinteza spojin 17, 18 in 19:

V tri posusene in z argonom prepihane 25-mililitrske buc¢ke smo prenesli izhodne spojine
(spojine 14-16). Nato smo v vsako dodali 5 ml brezvodnega DMF. Raztopine smo na oljni
kopeli segreli na 60 °C, da smo dosegli boljse raztapljanje. Kjer se izhodna raztopina Se
vedno ni popolnoma raztopila, smo dodali $¢ 3 ml brezvodnega DMF. Nato smo bucke
umaknili iz oljne kopeli in ¢ez priblizno 15 minut dodali reagent s stekleno brizgo. Postopek
smo ponovili &ez pol ure. Potek reakcij smo spremljali s TLC. Cez 5-24 ur smo reakcije

ustavili.

Na rotovaporju smo odparili topilo. Ostanek smo raztopili v EtOAc (20 ml), prenesli v lij
lo¢nik in ekstrahirali z 10-odstotno citronsko kislino. Organsko fazo smo susili s susilnim

sredstvom in ji nato odparili topilo. Dobili smo zmesi ve¢ spojin. Najprej smo poskusili s

vvvvv




Preglednica V. Kolicine izhodne spojine in reagenta pri sintezah spojin 14-16

R m (izhodne CCl.0S Cis¢enje Produkt
spojine)
-H (spojina 14) 0,103 g (0,32 2*1,3EQ (13098 Prekristalizacijaiz ~ Spojina 17
mmol) g/mol, 1,552 g/ml,  nekaj ml EtOAc
0,0426 ml)
-CHs(spojina 15)  0,270g (0,81 2 EQ (13098 KK: Hex : EtOAc  Spojina 18
mmol) g/mol, 1,552 g/ml, =1:1
0,1359 ml)
-CH2Ph (spojina 0,363 ¢ (0,89 1EQ+13EQ KK: Hex : EtOAc  Spojina 19
16) mmol) (130 98 g/mol, =2:1
1,552 g/ml, 0,0744
ml, 0,0968 ml)

Po podrobnejsih analizah *H NMR in HRMS spektrov smo ugotovili, da dobljene spojine

niso nasi pri¢akovani produkti.

Kasneje je sinteza oksatiazolonskega obroca uspela (s spojinami z druga¢nimi skeletom),

zato smo ponovno poskusili s ciklizacijo po spremenjenem postopku.
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Slika 24: Reakcijska shema sinteze benzil (3-metil-1-okso-1-((1-(2-okso-1,3,4-oksatiazol-5-il)-2-fenilletil)amino)pentan-
2-il)karbamata (30) iz benzil (1-((1-amino-1-okso-3-fenilpropan-2-il)amino)-3-metil-1-oksopentan-2-il)karbamata (16)
in klorokarbonilsulfenil klorida

Sinteza spojine 30:

V prezarjeno in z argonom prepihano 25-mililitrsko buc¢ko smo prenesli 0,150 g (0,364
mmol) spojine 16 in jo raztopili v 10 ml brezvodnega 1,4-dioksana. Bucko smo segrevali na
oljni kopeli pri 95 °C. Ko se je izhodna spojina raztopila, smo dodali 0,232 g (2,187 mmol,
105,99 g/mol) Na>COs3. Nato smo po kapljicah s stekleno brizgo dodali 0,092 ml (1,09 mmol,

130,98 g/mol, 1,552 g/ml) klorokarbonilsulfenil klorida. Reakcijsko zmes smo segrevali in




mesali ¢ez no¢. Naslednji dan smo dodali 0,254 ml (1,822 mmol, 101,19 g/mol, 0,726 g/ml)
EtsN. Izklopili smo segrevanje in reakcijsko zmes meSali 30 minut. Potek reakcije smo
spremljali s TLC. Z vakumsko filtracijo smo odfiltrirali oborino in mati¢nici uparili topilo.
Produkt reakcije je bila zmes veC spojin, zato smo izvedli loCevanje s kolonsko
kromatografijo. Kot mobilno fazo smo uporabili CH>Cl>: MeOH =40 : 1. Zbranim frakcijam
smo uparili topilo in jim posneli *H NMR. Ker so bile $e vedno neciste, smo izvedli dodatno

locevanje s pomocjo preparativne TLC locbe.

Po analizi MS in *H NMR spektrov smo ugotovili, da nismo dobili Zelene spojine.
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Slika  25: Reakcijska ~ shema  sinteze benzil (3-(1H-indol-3-il)-1-okso-1-(((2-okso-1,3,4-oksatiazol-5-
il)metill)amino)propan-2-il)karbamata (31) iz benzil (1-((2-amino-2-oksoetil)amino)-3-(1H-indol-3-il)-1-oksopropan-2-
il)karbamata (8) in klorokarbonilsulfenil klorida

Sinteza spojine 31:

V prezarjeno in z argonom prepihano 25-mililitrsko bu¢ko smo prenesli 0,152 g (0,385
mmol) spojine 8 in jo raztopili v 10 ml brezvodnega 1,4-dioksana. Buc¢ko smo segrevali na
oljni kopeli pri 95 °C. Ko se je izhodna spojina raztopila, smo dodali 0,245 g (2,311 mmol,
105,99 g/mol) Na,COs. Nato smo po kapljicah s stekleno brizgo dodali 0,097 ml (1,149
mmol, 130,98 g/mol, 1,552 g/ml) CICOSCI. Reakcijsko zmes smo segrevali in mesali ¢ez
no¢. Naslednji dan smo dodali 0,269 ml (1,928 mmol, 101,19 g/mol, 0,726 g/ml) EtsN.
Izklopili smo segrevanje in reakcijsko zmes mesali 30 minut. Potek reakcije smo spremljali
s TLC. Z vakumsko filtracijo smo odfiltrirali oborino in mati¢nici uparili topilo. Naredili
smo TLC. Kot pri prej$nji reakciji je bilo vidnih ve¢ neizrazitih lis podobne razporeditve.
Imeli smo tezave z izbiro primerne mobilne faze za kolonsko kromatografijo, zato se nismo

odlocili za ¢iscenje.
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Slika 26: Reakcijska shema sinteze benzil (3-metil-1-okso-1-((1-(2-okso-1,3,4-oksatiazol-5-il)-2-feniletil)amino)pentan-2-
il)karbamata (32) iz benzil (1-((1-amino-1-okso-3-fenilpropan-2-il)amino)-3-metill-1-oksopentan-2-il)karbamata (12) in
klorokarbonilsulfenil klorida

Sinteza spojine 32:

V prezarjeno in z argonom prepihano 25-mililitrsko buc¢ko smo prenesli 0,118 g (0,287
mmol) spojine 12 in jo raztopili v 10 ml brezvodnega 1,4-dioksana. Bucko smo segrevali na
oljni kopeli pri 95 °C. Ko se je izhodna spojina raztopila, smo dodali 0,182 g (1,720 mmol,
105,99 g/mol) Na2COs. Nato smo po kapljicah s stekleno brizgo dodali 0,073 ml (0,86 mmol,
130,98 g/mol, 1,552 g/ml) klorokarbonilsulfenil klorida. Reakcijsko zmes smo segrevali in
mesali ¢ez no¢. Naslednji dan smo dodali 0,199 ml (1,43 mmol, 101,19 g/mol, 0,726 g/ml)
EtsN. Izklopili smo segrevanje in reakcijsko zmes meSali 30 minut. Potek reakcije smo
spremljali s TLC. Z vakumsko filtracijo smo odfiltrirali oborino in mati¢nici uparili topilo.
Kot pri prejs$nji reakciji je bilo vidnih ve¢ neizrazitih lis s podobno porazdelitvijo. Imeli smo

tezave z izbiro primerne mobilne faze za kolonsko kromatografijo, zato je nismo izvedli.




Sinteza modelne spojine:
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Slika 27: Reakcijska shema sinteze terc-butil (1-(2-okso-1,3,4-oksatiazol-5-il)-2-feniletil) karbamata (33b) iz Boc
zascitenega L-fenilalaninamida (33a)

Sinteza Boc-fenilalanina:

V bucko smo zatehtali 0,52 g (3,17 mmol, 164,09 g/mol) L-fenilalanin amida in ga raztopili
v 10 ml 0,5 M NaOH (5 mmol) in 5 ml dioksana. Bu¢ko smo postavili na ledno kopel in
mesali, dokler se ni vse raztopilo. Posebej smo raztopili 1,04 g (4,75 mmol) Boc anhidrida
v 5 ml dioksana, raztopino ohladili in jo dodali v bucko. Reakcijo smo pustili potekati ez
noC. Pri tem se je reakcijska zmes segrela na sobno temperaturo. Potek reakcije smo
spremljali s TLC. Naslednji dan smo na rotavaporju odparili dioksan, ostanku dodali 10 ml
destilirane vode in 20 ml EtOAc. Z lijem lo¢nikom smo lo¢ili fazi in vodno fazo ponovno
spirali z 20 ml EtOAc. Pod znizanim tlakom smo uparili topilo. Suhi ostanek smo

prekristalizirali iz heksana.

Molekulska formula: C14H20N203

Molekulska masa: 264,15 g/mol

Videz: bela oborina

Izkoristek reakcije: m=0,813 g, =97,1 %

Rf: 0,59 (MF = CH:Cl2: MeOH =9:1)

Temperatura talisca: 96°C

MS (ESI+): m/z = 287,34 ([M+Na]*, 95 %), 187,12 (100 %)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds), é (ppm): 1.271-1.431 (m, 9H, CH3), 3.096 (d, J = 5,6 Hz,
2H, PhCH>), 4.395-4.411 (m, 1H,NHCHCONH ), 5.057-5.104 (m, 1H, OOCNH), 5.505
(brs, 1H, NHy), 5.856 (br s, 1H, NH), 7.265-7.337 (m, ArH)




IR (ATR) (cm™): 3385, 3343, 3189, 2986, 1682, 1658, 1516, 1495, 1445,1391, 1365,
1326,1290, 1266, 1248, 1161, 1087,1045, 1022, 954, 864, 850, 812, 773, 755, 735, 700, 648,
620, 565, 551, 533, 518

Sinteza spojine 33b:

V prezarjeno in z argonom prepihano bucko smo prenesli 0,25 g (0,95 mmol) Boc L-
fenilalanin amida in ga raztopili v 25 ml brezvodnega dioksana. Na magnetnem meSalu Smo
zaceli s segrevanjem na 95 °C. Ko se je izhodna spojina raztopila, smo dodali 0,41 g (3,87
mmol, 105,99 g/mol) Na2COz. Nato smo s stekleno brizgo dodali 131 puL(1,55 mmol, 130,98
g/mol, 1,552 g/ml) CICOSCI. Cez eno uro smo dodali e 65 pL (0,78 mmol) CICOSCI.
Namestili smo hladilnik in reakcijsko zmes segrevali ¢ez no¢. Naslednji dan smo izkljucili
segrevanje in dodali 0,54 ml (3,88 mmol, 101,19 g/mol, 0,726 g/ml) EtsN. Reakcijsko zmes
smo mesSali 15 minut, nato pa smo z vakumsko filtracijo odfiltrirali oborino. Mati¢nici smo
na rotavaporju uparili topilo. Produkt smo ¢istili s kolonsko kromatografijo (MF = CH2Cl> :
MeOH = 20 : 1). Srednjim frakcijam smo uparili topilo in posneli *H NMR in MS. Po analizi

spektrov smo ugotovili, da nismo dobili Zelene spojine.




S. REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1. ZASCITA AMINO SKUPINE: Uvedba benziloksikarbonilne skupine
na aminsko skupino aminokislin (sinteza spojin 1-4)

Sintezo smo zaceli s Stirimi razli¢nimi aminokislinami (L-fenilalanin, L-triptofan, L-levcin,
L-izolevcin). Aminokisline v svoji strukturi vsebujejo dve reaktivni funkcionalni skupini,
amino in karboksilno skupino. V naslednjem koraku smo Zeleli spajati dve aminokislini in

narediti dipeptid, zato smo amino skupino zasc¢itili v obliki benzil karbamata.

Vse stiri reakcije smo izvajali po istem postopku. Izhodne aminokisline smo raztopiliv1l M
NaOH. Vodno raztopino baze smo uporabili kot topilo, ker so aminokisline zaradi svoje
polarnosti topne v vodi, bistveno manj pa v organskih topilih. V vodnih raztopinah s pH
blizu izoelektri¢ne tocke so aminokisline v obliki iona dvojcka (zwitterion). Aminska
skupina je protonirana in ima pozitiven naboj, karboksilna skupina pa je ionizirana in ima
negativen naboj, vendar se naboja med seboj iznicita, zato so AK na zunaj nevtralne. Prav
zaradi te navidezne nevtralnosti so v vodi pri tej vrednosti pH slabse topne (topnost v g/100
ml pri 25 °C: izolevcin 4,117, levcin 2,426, fenilalanin 2,965, triptofan 1,136) (34). Dodatek
baze tako poskrbi za bolj$o topnost, saj aminokisline pretvori v obliko soli (COO"Na*) samo
na karboksilni skupini. Natrijev hidroksid kot baza tudi poskrbi, da je aminska skupina v
deprotonirani obliki (NH>), saj je kot taka dober nukleofil. V' nevtralni vodni raztopini je v
obliki NHs" in ne reagira z benzil kloroformatom. Tretji razlog, zakaj potrebujemo bazo, je
nastajanje HCI med reakcijo. Baza poskrbi za nevtralizacijo nastajajoce kisline, ki bi drugace

ustavila reakcijo (NH: bi se protoniral in nastal NH3").

Izhodne aminokisline smo natehtali v bucke, dodali topilo in jih postavili na magnetno
mesalo. Mesali smo pri sobni temperaturi, dokler se niso popolnoma raztopile. Pred
dodatkom benzil kloroformata smo bucke postavili na ledno kopel (priblizno 0 °C). Dodali
smo ga v presezku, da smo zagotovili zadostno koli¢ino za popolno vezavo na amin. Benzil
kloroformat je kislinski klorid in zato zelo reaktiven. Karbonilni ogljik je mocen elektrofil,
saj ga obdajajo elektronegativni atomi, klor pa je dobra izstopajoca skupina. Benzil
kloroformat smo dodajali po kapljicah in v ohlajeno reakcijsko zmes. S tem smo preprecili
prenasi¢enje in zmanjSali kinetiéno energijo molekulam. Tako smo usmerili reakcijo in
zmanjSali moznost nastanka stranskih produktov. Nato smo pustili, da se je reakcijska zmes

pocasi segrela na sobno temperaturo.




Potek reakcije smo spremljali s TLC. Za detekcijo spojine smo uporabljali UV lucko in
orositveni reagent ninhidrin. L-triptofan, L-fenilalanin in benzil kloroformat vsebujejo
nenasic¢ene aromatske obroce, zato so vidne pri A =254 nm. Prav tako so vidni tudi produkti,
saj vsi vsebujejo benzilno skupino. Vse §tiri izhodne aminokisline vsebujejo primarni amin
in se zato mo¢no barvajo z ninhidrinom. Z ninhidrinom se barvajo tudi produkti, vendar Sele
po segrevanju, saj mora najprej pote¢i hidroliza karbamata do amina. Najvisja lisa je
pripadala benzil kloroformatu, izhodne aminokisline so ostale na to¢ki nanosa, produkt pa
je zaradi disociacije COOH skupine potoval v obliki raztegnjene lise. Reakcija je potekla

hitro, Ze po eni uri je bila vidna le Se Sibka lisa izhodne spojine.

Pri sintezi spojin 3 in 4 pa reakcija po treh urah skoraj ni potekla. Najprej smo domnevali,
da je problem v preslabem meSanju. Nad vodno fazo se je pojavila tanka oljnata plast. Zato
smo dodali dioksan in povecali hitrost meSanja. Dioksan je organsko topilo, ki se meSa z
vodo in ostalimi organskimi topili. Benzil kloroformat se je tako raztopil. Vendar reakcija
Se vedno ni potekla. Preverili smo pH in ugotovili, da je bil prenizek. Nekaj benzil
kloroformata je zreagiralo z aminom in nastala HCI je nevtralizirala bazo. Amin se je
protoniral in ni bil ve¢ sposoben vstopiti v reakcijo kot nukleofil. V opisanih postopkih naj
bi bila za reakcijo dovolj ekvimolarna koli¢ina NaOH (baze) in benzil kloroformata, a se je
to izkazalo za premajhno. Pri sintezi spojin 1 in 2 smo uporabili 1,7 EQ oziroma 2 EQ baze,

pri spojinah 3 in 4 pa le 1,3 EQ. Po dodatku $e 1 EQ raztopine NaOH je reakcija stekla.

Pri izolaciji smo reakcijsko zmes spirali z dietiletrom. Benzil kloroformat je topen le v
organskih topilih (dietiletru, acetonu, benzenu) in netopen v vodi. Aminokisline so topne v
vodi in netopne v nepolarnih organskih topilih, kot so aceton, kloroform in dietileter. Benzil
kloroformata smo se tako znebili s spiranjem z nepolarnim organskim topilom. Vodno fazo
smo nakisali z 1 M HCI. S tem smo protonirali aminsko skupino izhodne aminokisline,
karboksilna skupina pa se je v kislem deionizirala. Pri ekstrakciji z EtOAc je izhodna
aminokislina ostala v vodni fazi, produkt pa je Sel v organsko fazo. Organsko fazo smo

spirali z nasiceno raztopino NaCl, da smo odtegnili vodo. Nato smo jo susili z Na2SOa.

Pri vseh $tirih spojinah smo po odparevanju topila dobili olja, v katerih so bile prisotne
necistoce. Pri spojinah 1 in 2 smo se necisto¢ znebili s prekristalizacijo iz heksana. Nasa
spojina je iz heksana ¢ez noc izkristalizirala, primesi pa so ostale raztopljene. Pri spojinah 3
in 4 prekristalizacija ni bila uspe$na, zato smo morali izvesti kolonsko kromatografijo. Imeli

smo tezave pri izbiri mobilne faze. Poskusili smo z ve¢ mobilnimi fazami, vendar se spojine




nikjer niso lepo locile. Na koncu smo izbrali dietileter : petroleter = 1 : 1. Spojini sta se le
pocasi spirali s kolone, zato ju je veliko ostalo na njej. Izkoristek reakcije po koloni je bil le

okoli 30-odstoten.
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Slika 28: Mehanizem Schotten-Baumannove reakcije (prirejeno po 35)

Reakcija poteka po mehanizmu Schotten-Baumannnove acilacije. Gre za reakcijo
kondenzacije. Amino skupina je dober nukleofil, ki napade elektrofilni karbonilni ogljikov
atom, ki ima vezane elektronegativne atome (kisika in klor) in zato ¢uti velik primanjkljaj
elektronov. Klor je zelo dobra izstopajoca skupina. Pride do cepitve vezi in izstopa klora iz

molekule.

Produkt je ester karbamske kisline, ki je stabilen zaradi stericne oviranosti. Benzil
karbamatno zas¢ito smo izbrali tudi zaradi njenih lastnosti. Stabilna je v vodnih raztopinah

kislin in proti elekrofilom. Gre za uvedbo velikega, hidrofobnega fragmenta.

5.1.1. Zas¢ita amino skupine: uvedba t-butiloksikarbonilne skupine na aminsko skupino

L-fenilalanin amida (sinteza spojine 33a)

L-fenilalanin amid smo izbrali kot modelno spojino, s katero smo nameravali izvesti
ciklizacijo s klorokarbonilsulfenil kloridom. Za za$¢ito amino skupine smo tokrat izbrali t-
butil karbamatno zas¢itno skupino, ki se veliko uporablja v sintezi peptidov in je obstojna

proti kislinam in elektrofilom.

Za uvedbo smo uporabili reagent di-t-butil dikarbonat. Di-t-butil dikarbonat ni topen v vodi,
L-fenilalanin amid pa se topi v vodi, zato smo kot topilo uporabili kombinacijo dioksana in
vodne raztopine NaOH. Dioksan je organsko topilo, ki se dobro meSa z vodo. Tako smo

izboljsali stik med reagenti.

Kot stranska produkta med reakcijo nastajata CO: in t-butanol. Zaradi izhajanja plinastega
ogljikovega dioksida smo bucko z reakcijsko zmesjo pustili odprto. Ker med reakcijo ne

nastaja Kislina, tukaj ni bilo nevarnosti, da bi se reakcija ustavila.




Bazo smo potrebovali za deprotoniranje amino skupine aminokisline, saj bi bila v vodi v
nabiti NHs" obliki.

Kislinski anhidridi so po reaktivnosti za kislinskimi kloridi, vendar so Se vedno zelo
reaktivni. Oba C-atoma karbonilne skupine sta dobra elektrofila, tert-butil karbonat pa je
dobra izstopajoca skupina. Tudi to reakcijo smo izvajali na ledni kopeli, da smo s tem
zmanj$ali moZnost nastanka stranskih produktov. Ceprav baza za sam potek reakcije ni
nujna, pomaga s tem, da odvzame proton s protoniranega amina. Pri reakciji nastane ester

karbaminske kisline. Boc zascita pa je bolj obcutljiva na hidrolizo s kislinami.
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Slika 29: Mehanizem Boc zascite (povzeto po 36)
Pri izolaciji smo najprej odparili dioksan, saj se meSa z organskimi topili in bi motil
ekstrakcijo. Med reakcijo kot stranski produkt nastaja t-butanol, ki je topen v vodi. Zato se

ga pri ekstrakciji znebimo v vodno fazo. V organski fazi nam je ostal produkt.

Po izolaciji je bil produkt necist, zato smo ga prekristalizirali iz heksana. Necisto¢e so ostale

raztopljene v heksanu, produkt pa je izkristaliziral.

5.2. SKLOPITVENE REAKCIJE na z benzil karbamatom za$c¢itenih
aminokislinah (sinteza spojin 5-16)

V naslednji stopnji smo zasCitenim aminokislinam pripeli tri razlicne amide aminokislin.
Nanje smo vezali glicinamid, L-alaninamid in L-fenilalaninamid. Pri tem smo morali najprej
aktivirati karboksilno skupino Cbz-aminokislin, da so reagirale z aminsko skupino
aminokislinskih amidov. Karboksilna skupina je sama preslab elektrofil, hidroksilna skupina
pa zelo slaba izstopajo¢a skupina. Med karboksilno skupino in aminsko skupino
aminokislinskih amidov smo tvorili amidno vez. V ta namen se pri sintezi peptidov

uporabljajo sklopitveni reagenti.




EDC je sklopitveni reagent iz skupine karbodiimidov in se pogosto uporablja v sintezah
peptidov. Uporabili smo ga za sintezo spojin 5 in 6. Sklopitev poteka preko zelo reaktivne
O-acilse¢nine, zato pri reakcijah s karbodiimidi pogosto pride do racemizacije. Do
racemizacije lahko pride na kislinskem delu ob aktivaciji, preko tvorbe oksazolonskega
intermediata. Kot kislinski del smo uporabljali opti¢no ¢iste aminokisline (L-triptofan, L-
fenilalanin, L-levcin, L-izolevcin), ki drugace obstajajo v dveh stereoizomerih, zato bi v

produktu lahko dobili dolo¢en delez ene in druge oblike.
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Slika 30: Mehanizem reakcije z EDC in HOBt (povzeto po 37)

imeli slab izkoristek, po
izolaciji spojine 5 je bilo v zmesi prisotnih ve¢ stranskih produktov, po ¢is¢enju s kolono
smo dobili majhno koli¢ino produkta. Zato smo kasneje spojino 5 sintetizirali z uporabo

drugega sklopitvenega reagenta. Reakciji sta potekali pri sobni temperaturi.

Karboksilna skupina reagira z EDC in tvori O-acilse¢nino. Ker je le-ta zelo reaktivna, lahko
pride do premestitve znotraj molekule do N-acilse¢nine, ki ni ve¢ reaktivna. Lahko pride do
napada druge molekule Kisline in tvorbe anhidrida ali pa do ciklizacije do oksazolona in nato
nastanka drugega opti¢nega izomera. HOBt protonira O-acilsecnino in s tem prepreci
premestitev do N-acilsecnine. Spodbudi reakcijo v smeri nastanka aktivnega estra. Baza

(terciarni amin) pripomore k nastanku le-tega. Reakcija je eksotermna.

Zaradi slabih izkoristkov in prisotnih primesi smo se v nadaljevanju odloc¢ili za zamenjavo
sklopitvenega reagenta in vpeljavo brezvodnih pogojev. Voda lahko reagira kot nukleofil z
reagenti in zniza izkoristke. Poskusali smo ugotoviti najboljSo kombinacijo baze, topila in
sklopitvenega reagenta za nas. Kot bazo smo uporabljali EtsN in NMM, ki sta oba terciarna
amina in nimata nukleofilnega znacaja, zato ne motita reakcije. Zamenjali smo tudi topilo.

Poskusili smo z acetonitrilom in meSanico DMF in CH2Cl,. Z uporabo nepolarnih topil se




zmanjSa moznost racemizacije in izboljsa izkoristek. Za boljse raztapljanje smo tudi tu

segrevali na 30 °C.

TBTU je zelo uéinkovit sklopitveni reagent. Spada med sklopitvene reagente iz skupine
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ori  nastanku Slika 31: Mehanizem reakcije s TBTU (povzeto po 38)
karboksi uroniumske soli, iz katere nato nastane aktivni ester. Z dodatkom HOBt je
racemizacija minimalna, poleg tega je bilo ugotovljeno, da pospesuje hitrost reakcije in
zmanjS$a nastanek gvanidiliranih stranskih produktov (38). Kot stranski produkt med reakcijo
nastaja seénina. TBTU smo dodajali v presezku (1,5 EQ). Najprej smo pol ure mesali
kislinsko komponento, TBTU in bazo, da so jo tako aktivirali. Nato smo dodali amin. Ker

smo TBTU dodali v presezku, je lahko zreagiral z aminsko skupino in je nastal gvanilidinski

derivat.

Brezvodni pogoji izboljsajo izkoristek. Ker brezvodnih topil nismo sveze destilirali za vsako
reakcijo, ampak smo pripravljene uporabljali ve¢ dni, je v tem lahko razlog za nekoliko
slabSe izkoristke poznejsih reakcij. Slabsi izkoristki pri spojinah 11, 12, in 13 so lahko
posledica tega, da uporabljena izhodna spojina 3 ni bila povsem oc¢is¢ena s kolonsko
kromatografijo in je bila $e zmeraj zmes ve¢ spojin. Pri sintezah spojin 11-16 s TBTU tudi
nismo uporabljali dodatka HOBt. Ceprav nismo zasledili tezav z racemizacijo, bi morda z
dodatkom lahko dosegli hitrejSo reakcijo in bolj usmerjeno v nastanek naSega dipeptida ter

s tem manjse koli¢ine stranskih produktov.

Izolacije smo ne glede na uporabljen sklopitveni reagent izvajali podobno. Pri uporabi DMF,
ki ima nizek parni tlak, se topila nismo uspeli povsem znebiti. Preostanek v bucki smo
raztopili v EtOAc in 10-odstotni citronski Kislini. S spiranjem s kislo vodno fazo smo se
znebili nezreagiranega aminokislinskega amida (ima prosto aminsko skupino, ki se protonira
in nastane sol), prav tako smo odstranili EDC in bazo. Z raztopino citronske kisline smo se

znebili tudi ostanka DMF in sec¢ninskega stranskega produkta. Z nasiCeno raztopino




NaHCOs3 smo se znebili ostanka nezreagirane izhodne spojine, ki ima prosto COOH skupino
(ionizira, nastane sol topna v vodi). S spiranjem z destilirano vodo smo se znebili e ostalih
morebitnih soli in nato organsko fazo susili s spiranjem z nasiceno NaCl in suSilnim

sredstvom Na,SOs.

Zaradi slabe topnosti nasih spojin se je veina oborila iz organske faze in tako nismo
saj so se produkti nekje oborili ze med bolj zgodnjimi stopnjami izolacije. Pri spojini 11 in
12 je razlog za slab izkoristek v pocasni Kristalizaciji, saj sta se produkta le delno

izkristalizirala po nekaj dneh v hladilniku.

5.3. CIKLIZACIJA kon¢nih amidov do 1,3,4-oksatiazol-2-ona (poskusi

sintez)

Zadnja stopnja v sintezi nacrtovanih zaviralcev je bila sinteza elektrofilne glave. Zanjo smo
izbrali 1,3,4-oksatiazol-2-on, ki je ireverzibilni kovalentni zaviralec, selektiven za B5i-
podenoto imunoproteasoma (27). Sinteza je Ze opisana v ¢lankih, zato nismo pricakovali

vedjih tezav (10, 20, 21, 39, 40).

Sintezo smo poskuSali izvesti iz pripetih aminokislinskih amidov in reagenta
klorokarbonilsulfenil klorida. Za prvi poskus sinteze smo uporabili spojino 7. Ker imajo nase
spojine dipeptidni skelet, smo najprej poskusili po postopku, ki so ga uporabili pri sintezi
oksatiazolonskega derivata bortezomiba (10). Reakcije smo izvajali v inertni atmosferi,
steklovino smo suSili pri poviSani temperaturi in vse prepihali z argonom. Uporabili smo
brezvodna topila. Kot je opisano v postopku, smo najprej poskusili s THF. Reagent CICOSCI
smo dodali z avtomatsko pipeto pri sobni temperaturi. Problem je bila slaba topnost in
izhodna spojina se ni popolnoma raztopila, preden smo dodali reagent. Po pol ure ni bilo
videti nobene spremembe, zato smo zaceli s segrevanjem na 40 °C. Z zviSanjem temperature
smo povecali kineti¢no energijo molekulam. S tem se med molekulami zgodi ve¢ trkov, s
¢imer smo povecali hitrost reakcije, vendar ocitno ne dovolj. Po enem dnevu ni bilo
spremembe, zato smo dodali reagent in zacCeli segrevati na temperaturi vrelis¢a (66 °C). Na
TLC so se pojavile nove lise z zelo visokim Rf, lisa izhodne spojine je bledela. Nase izhodne
spojine so zelo polarne in ciklizacija bi jim zviSala Rf, vendar ne toliko. Po podatkih iz
literature naj bi bila lisa cikli¢nega produkta le za odtenek visje od izhodne spojine. Odparili

smo topilo in naredili locbo s kolonsko kromatografijo. Pri tem je bil problem slaba topnost.




Izpadla je rjava oborina, ki se ni topila v ni¢emer (sol, kislina), zato NMR spektra nismo

mogli posneti. Ostale dobljene frakcije s kolone so bile majhne. Nobena ni bila prava.

Ker reakcija v THF ni potekla, smo v naslednji reakciji poskusili z drugim topilom. Zaradi
vecje koliCine smo izbrali spojino 15. Spojino smo poskusili raztopiti v razlicnih topilih.
Poskusili smo jo raztopiti v acetonitrilu, toluenu, diklorometanu, 1,4-dioksanu, 1,2-
dikloroetanu. V toluenu se je raztopila ob mo¢nem segrevanju, vendar smo pri analizi s TLC
opazili nove lise. 1zhodna spojina je ocitno zacela razpadati. Izbrali smo 1,2-dikloroetan, Ki
ima nekoliko visje vrelis¢e od THF (84 °C). Tudi po stirih dneh segrevanja in mesanja na
TLC ni bilo vidnih sprememb. Polarna aproti¢na topila (THF, DMF, 1,2-dikloroetan) so
akceptorji vodikove vezi, zato topijo spojine, ki vsebujejo amidno vez.

V etilacetatu so se nekatere spojine raztapljale (spojina 8), vendar je EtOAc slabo reakcijsko
topilo, saj lahko hidrolizira ali potece transesterifikacija. Pri poskusu sinteze z uporabo

EtOAcC kot topila se je na TLC pojavilo veliko Stevilo lis, ki jih nismo uspeli lo¢iti.

Nato smo poskusili z DMF, ker so se nase spojine v njem dobro raztapljale (sklopitvene
reakcije). DMF ima zelo visoko vrelis¢e in ga tezko popolnoma uparimo. Da bi preprecili
prenasic¢enje in zato neselektivno reakcijo reagenta z izhodno spojino, smo CICOSCI najprej
raztopili v manjsi koli€ini reagenta. Pri dodajanju reagenta v topilo se je pojavila burna
reakcija (sprememba barve topila, pojavil se je dim). Lahko da je reagent zreagiral ze z DMF.
DMF se uporablja kot katalizator pri pripravi kislinskih kloridov (zreagira z oksalil kloridom
in tionil kloridom) (41).

Pri sintezi spojin 17, 18 in 19 smo vseeno uporabili DMF in reagent dodajali s plinsko
neprepustno stekleno brizgo neposredno v reakcijsko zmes. Reagent smo dodali v presezku
(2EQ), da bi ga nekaj zreagiralo z naso spojino. S kolonsko kromatografijo smo locili
posamezne frakcije. Frakcije so bile majhne, vendar smo uspeli posneti NMR spekter. Pri
analizi 'H NMR spektra smo videli, da izgine signal za NH2 skupino (se nahaja nekje okoli
aromatskega dela, lahko da ga ti signali prekrijejo). Po HRMS analizi pa smo ugotovili, da

spojine niso nasi pricakovani produkti.

Kasneje smo poskusili s sintezo v 1,4-dioksanu, s segrevanjem na 100 °C, ob prisotnosti
baze (Na.COs3) (39). Samo ta postopek se je pri derivatih nipekotinske kisline izkazal za
uspesnega. Poskusili smo s sintezo spojin 30, 31 in 32. Produkt smo C¢istili s kolonsko
kromatografijo. Posamezne frakcije so bile majhne in $e vedno zmesi ve¢ spojin, zato smo

Cistili $e s preparativnim TLC. Izolirali smo lise s srednjim Rf. Ceprav je bil *H NMR




obetaven, smo po masni analizi ugotovili, da sinteza tudi tokrat ni uspela. Po istem postopku
smo poskusali §e z modelno spojino 33a, ki vsebuje le en dodaten NH fragment iz karbamata.

Vendar tudi v tem primeru nismo dobili Zelenega cikliziranega produkta.

Mehanizem reakcije bi bila dvakratna nukleofilna adicija s sledeCo eliminacijo. Zaradi
delokalizacije elektronov v amidni vezi dobi kisikov atom nukleofilni zna¢aj in napade
karbonilni ogljik klorokarbonilsilfenil klorida. 1z molekule se odcepi klor, ki je dobro
izstopajoca skupina, in s seboj pobere vodik. Nastali imin ponovno reagira kot nukleofil in
napade elektrofilni atom Zvepla. Pri tem izstopita klor in Se en vodik ter nastane 1,3,4-

oksatiazol-2-onski obrod.
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Slika 32: Mehanizem ciklizacije do 1,3,4-oksatiazol-2-ona (prirejeno po 41)

V naSem primeru noben postopek ciklizacije ni bil uspesen. Razlogov je lahko vec. Ker je
na$ reagent zelo reaktiven, lahko,da je zreagiral s plastiko, ko smo ga dodajali s plasticnim
nastavkom. Uporabljali smo ze odprt reagent in da je zaradi njegove visoke reaktivnost ze
prej zreagiral z zrakom ali vodo. Pri dodajanju s plasti¢no pipeto je prisel v stik z zrakom in
vodo. Kasneje smo uporabili svez reagent. Odprli smo ga direktno pred uporabo in

uporabljali plinsko neprepustno stekleno brizgo.

Zaradi velike reaktivnosti reagenta je problem tudi neselektivnost. Lahko,da je zreagiral tudi
na ostalih NH fragmentih v molekuli, ki jih je v nasih spojinah vec. Amidna vez je
najstabilnejsa med vezmi, ki nastanejo iz karboksilne skupine (zaradi delne narave dvojne
vezi). Pri segrevanju v toluenu je lahko prislo do razpada amidne vezi (refluks, 111 °C). Pri
reakciji nastaja HCI, ki je lahko tudi pomagala pri razpadu. Kasneje smo za njeno

nevtralizacijo uporabljali bazo (Na2CO3, EtsN).

Problem je lahko tudi sama stabilnost 1,3,4-oksatiazol-2-onov. Obcutljivi so na hidrolizo.

Lahko, da so nam razpadli ze med/pred samo izolacijo (oziroma analizo).

5.4. BIOKEMIJSKO VREDNOTENJE SPOJIN




Spojine 5-16 so biokemijsko ovrednotili na Katedri za farmacevtsko biokemijo na Fakulteti
za farmacijo. Ovrednotili so jih na izolirani f5i-podenoti imunoproteasoma, pri koncentraciji
25 uM.

Rezidualna aktivnost encima je bila pri vseh dvanajstih primerih 100-odstotna. Rezidualna
aktivnost je razmerje med aktivnostjo encima ob dodatku zaviralca in njegovi odsotnosti.
Stoodstotna ktivnost pomeni, da je spojina neu¢inkovita in encim ostaja popolnoma aktiven.
Nobena izmed sintetiziranih spojin 5-16, ki so bile na¢rtovane kot nekovalentni zaviralci, ni

zavrla B5i-podenote.

6. SKLEP

Namen magistrske naloge je bil sintetizirati dipeptidne zaviralce, selektivne na kimotripsinu
podobno podenoto imunoproteasoma. Zeleli smo sintetizirati nekovalentne in kovalentne
zaviralce, vendar nam to na Zalost ni uspelo. Kot kovalentne zaviralce smo si zamislili
dipeptidne spojine s pripeto 1,3,4-oksatiazol-2-onsko »bojno glavo« (warhead), ki bi
reagirala z nuklefilnim Thrl v vezavnem mestu in z njim tvorila kovalentno vez. Ceprav

smo temu delu posvetili velik del ¢asa, nam ciklizacija ni uspela.

Sinteze spojin smo izvedli v treh stopnjah. Prvi dve stopnji sintez, kjer smo zas¢itili aminske
skupine izbranih aminokislin (Leu, Ile, Phe, Trp) in nato na zas¢itene aminokisline vezali
aminokislinske amide (Gly, Ala, Phe), sta bili uspesni. Gre za reakciji, ki se pogosto izvajata
v sintezah peptidov in sta dobro optimizirani. Po uvajanju zas¢itne skupine sta bili spojini 3
in 4 nedisti, zato smo morali Cistiti s kolonsko kromatografijo, ki pa ni bila dovolj uspesna.
Manjse tezave smo imeli tudi pri pri sklopitvenih reakcijah, kjer smo morali zaradi
optimizacije poiskati drug sklopitveni reagent. Po zamenjavi EDC s TBTU smo dobil
zadovoljive izkoristke in Ciste produkte. Tretja stopnja sinteze, ki jo je predstavljala
ciklizacija terminalnega amida do 1,3,4-oksatiazol-2-ona, pa ni uspela. Zaradi prehitrega
sklepanja le po NMR analizi, da smo po postopku z uporabo DMF kot reakcijskega topila
dobili Zeleni produkt, Smo sintetizirali celotno paleto spojin po tem postopku. Na koncu smo

tako porabili ve¢ino izhodnih spojin in ugotovili, da nimajo pri¢akovane strukture.

Za sintezo dipeptidnih nosilcev elektofilne bojne glave smo se odlo¢ili predvsem zato, ker
je hitra in bi nam lahko dala veliko informacij o vezavi nizkomolekularnih ligandov v

aktivno mesto.




Oksatiazoloni so se izkazali za moc¢ne in na B5i-podenoto specifi¢ne zaviralce. S postopkom
ciklizacije je zato smiselno $e naprej poskusati. Ceprav je bil problem ciklizacije domnevno
reSen z uporabo pogojev (topilo 1,4-dioksan, 100 °C, 24 ur, dodatek anorganske baze), se ta
postopek v naSem primeru ni izkazal za uspeSnega. Poskusiti velja Se po drugih postopkih,
opisanih v literaturi. Lahko bi poskusili ¢ z reakcijo z uporabo toluena (segrevanje na

refluks, 6 ur) in sintezo z uporabo mikrovalovnega reaktorja (dioksan, 15 minut, 100 °C).

Z nadaljnjimi poskusi bi lahko ugotoviti, ali je problem v prisotnosti dodatnih NH
fragmentov v molekuli in pa obcutljivost nasih spojin na ostre pogoje sinteze. Sinteza nam
ni uspela niti z modelno spojino, ¢eprav so v literaturi opisane tudi sinteze (manjsih) spojin,

ki vsebujejo dodatne NH skupine.

Sintetizirane spojine glede na rezultate biokemijskih testiranj niso imele nobene aktivnosti
kot nekovalentni zaviralci kimotripsinske podenote. Vendar bi bilo ob uspesni ciklizaciji

verjetno drugace.
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